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palavras-chave 

 

Transporte de fármacos, nanogel, carragenana, queratinócitos, 

toxicidade. 

 

resumo 

 

O transporte de fármacos através da pele é vantajoso, uma vez que 

não causa efeitos adversos a nível gastrointestinal e permite a sua 

libertação controlada. A utilização de novos biomateriais com 

propriedades de interesse tecnológico requer uma análise da sua 

toxicidade para os organismos. Os nanogéis de polissacarídeos, 

nomeadamente a carragenana são possíveis veículos devido às suas 

propriedades gelificantes, de estabilidade, biodegradabilidade e 

fundamentalmente de biocompatibilidade. A carragenana tem a 

particularidade de formar géis termorreversíveis que aparentam ter 

grande aplicabilidade na distribuição controlada de fármacos através da 

pele.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do nanogel de 

carragenana como possível transportador de fármacos na linha celular 

HaCaT. Para tal foram utilizados métodos para avaliação da viabilidade 

celular com brometo de tetrazólio (MTT) associada à análise de ciclo 

celular por citometria de fluxo (FCM) e o ensaio de micronúcleos com o 

bloqueio da citocinese (CBMN) que revelaram a diminuição da 

viabilidade, paragem do ciclo celular e genotoxicidade do nanogel de 

carragenana para as concentrações que permitiriam a sua utilização 

como veículo de fármacos. 

Com este estudo podemos concluir que o nanogel de carragenana é 

tóxico para as células HaCaT, não pela toxicidade da própria 

carragenana nas doses testadas, mas possivelmente por 

contaminantes empregados na sua síntese, como o CTAB (brometo de 

cetiltrimetilamónio). 
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abstract 

 

Transdermal drug delivery is useful since it does not cause adverse 

gastrointestinal effects and allows its controlled release. The use of 

new biomaterials with properties of technological interest requires an 

analysis of their toxicity to organisms. The nanogels of 

polysaccharides, in particular carrageenan are potential vehicles due to 

their gelling properties of stability, biodegradability and biocompatibility. 

Furthermore, the carrageenan forms thermosensitive gels that appear 

to have great applicability in the controlled drug delivery through the 

skin. 

The aim of this study was to evaluate the toxicity of carrageenan 

nanogel as possible carrier of drugs in cell line HaCaT. Therefore, 

methods were used for evaluation of cell viability with tetrazolium 

bromide (MTT) associated with cell cycle analysis by flow cytometry 

(FCM) and the cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) that 

showed decreased viability, cell cycle arrest and genotoxicity of 

carrageenan nanogel in concentrations that would allow its use as a 

drug delivery vehicle. 

With this study, we conclude that the carrageenan nanogel is, within 

the tested doses, toxic to HaCaT cells, not related to toxicity by 

carrageenan itself but possibly by contaminants employed in their 

synthesis, such as CTAB (cetyltrimethylammonium bromide). 
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1. Enquadramento 

O transporte de fármacos deve, sempre que possível, efetuar-se através de vias de 

administração que não sejam invasivas. A administração de fármacos através da pele, pela 

via transdérmica, para além de prevenir os eventuais efeitos adversos como acontece por 

vezes a nível gastrointestinal ainda permite a libertação controlada do fármaco a nível local 

e sistémico. Para tal, é necessário encontrar veículos que para além da capacidade de 

transportar os fármacos não sejam tóxicos (1). Os polissacarídeos como alginatos e 

pectinas têm ganho relevância como transportadores de fármacos (2). No entanto, os géis e 

consequentemente os nanogéis formados por polissacarídeos como a carragenana 

apresentam uma grande mais-valia porque são termossensíveis, o que significa que a 

libertação do fármaco poderá ser controlada através da temperatura (2). Contudo, qualquer 

nova metodologia de transporte de fármacos terá de ser avaliada através de ensaios em 

sistemas biológicos.  

 

2. Transporte de fármacos 

O transporte de fármacos é o processo de administração de um composto 

farmacêutico para obter um efeito terapêutico (3). Existem tecnologias que alteram o perfil 

de absorção, distribuição e eliminação dos fármacos de forma a melhorar a sua eficácia e 

segurança, bem como a comodidade e a adesão do paciente à terapêutica. As vias de 

administração são preferencialmente não invasivas através da via oral, transdérmica e 

inalação. No entanto, muitos medicamentos como péptidos, proteínas e vacinas de 

anticorpos, geralmente, não podem ser transportados por estas vias, pois são suscetíveis à 

degradação enzimática ou não são absorvidos para a circulação sistémica de forma 

eficiente, devido à sua elevada massa molecular ou carga, tendo de ser administrados 

através da via endovenosa (3). 

Recentemente, a administração transdérmica tem vindo a tornar-se um importante 

sistema de distribuição de fármacos. A pele não é apenas uma via de administração para a 

terapia local, mas pode também funcionar como uma via para alcançar efeitos sistémicos. 

O transporte de fármacos através da pele permite a libertação controlada de fármacos e 
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evita eventuais distúrbios gastrointestinais provocados pela sua passagem, quando 

administrados pela via oral (4, 5).  

Na administração tópica de fármacos em pomadas ou cremes é difícil expectar os 

seus efeitos, uma vez que a humidade, o movimento e o contacto com o meio envolvente 

podem facilmente removê-los. Portanto, surge uma necessidade de desenvolver novas 

formulações com bioaderência adequada. Os géis bioadesivos podem ser aplicados, 

localizados e removidos facilmente devido à sua excelente acessibilidade, possibilitando a 

auto-administração da dose necessária (1).  

Na indústria farmacêutica, os veículos além de proporcionarem peso, volume, 

fluidez e consistência ao fármaco, desempenham um papel ativo como potenciadores do 

seu rendimento em termos de estabilidade, libertação e biodisponibilidade (5, 6). 

Atualmente, existem diferentes tipos de veículos para a libertação controlada de fármacos 

como lipossomas, microesferas biodegradáveis e polímeros conjugados carregados com o 

fármaco (2).  

  

2.1.  Nanogéis como veículos de transporte de fármacos 

Os nanogéis são partículas de hidrogel com propriedades coloidais, isto é, sistemas 

que contêm partículas com dimensões entre 1 nm e 1 µm que possuem a capacidade de 

alterar as propriedades físicas das soluções. Estas nanopartículas apresentam propriedades 

que as tornam muito interessantes como veículos de distribuição de fármacos porque a 

nanoestrutura do hidrogel pode ser desenhada para fazer poros com estruturas controladas, 

topologias químicas e perfis de inchamento que respondem a estímulos ambientais, tais 

como sinais intracelulares (7). Em simultâneo a macroestrutura dos nanogéis oferece 

elevada área superficial específica (8) que permite a libertação controlada do fármaco (9).  

Os nanogéis termossensíveis oferecem a vantagem adicional de potencialmente 

sofrerem uma alteração do volume à medida que são aquecidos acima da temperatura 

crítica, o que resulta numa contração significativa do gel e em alguns casos em agregação 

desencadeada termicamente formando-se agregados e/ou hidrogéis reticulados (8, 10). 

A absorção de nanogéis por parte das células pode ocorrer por fagocitose e/ou 

pinocitose (Figura 1) e o seu alvo intracelular pode variar com o tipo de célula e/ou um 

fenótipo de células e as condições de crescimento (11-14). A fagocitose é um mecanismo 

dinâmico dependente de actina, característica de fagócitos especializados, tais como os 
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macrófagos, neutrófilos, monócitos e células dendríticas. As partículas fagocitadas podem 

ligar-se à superfície dos fagócitos através de recetores específicos, tais como recetores de 

Fc (Fc-R), recetores de complemento (CR), recetores de manose/frutose e recetores 

sequestradores (SR). O fagossoma resultante e o seu conteúdo sofrem maturação através de 

uma série de eventos de fusão e de fissão que levam à transferência do fármaco para 

fagossomas tardios e, finalmente, lisossomas, formando um fagolisossoma (13, 15). Por 

sua vez, a pinocitose existe em quase todos os tipos de células, embora cada célula tenha 

vias distintas, tais como macropinocitose endocítica, endocitose mediada por clatrina, 

endocitose mediada por cavéolas, ou endocitose independente de clatrina/clavéolas.  

 

 

Figura 1: Diferentes mecanismos de endocitose (retirado de(13)). 

Nestas vias endocíticas as vesículas diferem na composição do revestimento e 

tamanho, bem como no destino do fármaco internalizado (16). As nanopartículas podem 

ser internalizadas por vias múltiplas ou apenas uma. O perfil de absorção celular de 

quitosana modificada hidrofobicamente envolve várias vias de absorção distintas, tais 

como macropinocitose, endocitose mediada por clatrina e cavéolas (17). Por outro lado, a 

absorção de ácido poli (D, L-lactido-co-glicólico) (PLGA) por células musculares lisas 

arteriais faz-se por um processo dependente de energia que envolve endocitose mediada 

apenas por clatrina (18). Noutro exemplo, as células de pulmão A549 internalizam 

nanoesferas de PLGA modificadas ou não com quitosana através de endocitose mediada 

por clatrina (19). 
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Os nanotransportadores de fármacos têm sido investigados para distribuição de 

fármacos para locais anatómicos específicos, tais como tumores do cérebro (20), os olhos 

(21), pulmões (22), intestino (23), nariz (24) ou pele (25). As nanopartículas têm provado 

ser eficazes e vantajosas para a absorção de fármacos através da pele. O desenvolvimento 

de sistemas de administração transdérmica eficazes tem sido limitado devido à barreira de 

penetração significativa fornecida pelo estrato córneo. No entanto, há um interesse 

crescente no desenvolvimento de sistemas eficientes de distribuição de fármacos dirigidos 

a locais específicos da pele (26, 27). 

Nas áreas da dermatologia e cosmetologia as partículas micro e nanométricas têm 

sido exaustivamente estudadas e algumas formulações já estão disponíveis 

comercialmente. As nanopartículas lipídicas sólidas e nanocápsulas lipídicas têm mostrado 

aumentar a permeação através da pele. No entanto, devido à capacidade de carga de 

fármacos limitada e problemas ao nível da estabilidade de fase, a sua aplicação clínica é 

limitada. Portanto, tem sido dada uma maior atenção às nanopartículas poliméricas não-

tóxicas e biodegradáveis sintéticas ou semi-sintéticas, incluindo o ácido poliláctico (28), o 

PLGA (29), a poli (ε-caprolactona) (30) e a quitosana (31) têm mostrado resultados 

promissores para a distribuição tópica de fármacos. Estas nanopartículas poliméricas 

oferecem vantagens de libertação controlada e sustentada através de modificação da 

composição do polímero e redução da irritação associada ao contacto direto do fármaco 

com a pele (27). 

A seleção do veículo para o transporte de fármacos deve obedecer a alguns 

critérios: 

 Estabilidade de encapsulamento: as moléculas de fármaco devem ser estavelmente 

encapsuladas de modo a não se libertarem prematuramente. Isto é essencial para 

garantir a eficácia terapêutica máxima, com efeitos secundários mínimos. 

 Resposta a estímulos: a estabilidade de encapsulamento é desejável durante a 

circulação mas, uma vez no destino, o medicamento deve ser libertado. 

 Direcionamento passivo: este aspeto é fundamental para o direcionamento do 

fármaco para diversas doenças, como o cancro ou artrite. Este aspeto depende do 

tamanho no nanogel que também determina o tempo de circulação ou de 

depuração. 
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 Direcionamento ativo: esta estratégia é utilizada para atacar fenótipos específicos 

de doenças e assim reduzir os efeitos secundários. Um sistema de administração 

deve permitir no seu design a ligação a ligandos alvo ativos.  

 Toxicidade: o veículo deve ser não tóxico e preferencialmente metabolizado em 

produtos não tóxicos que são eliminados do corpo. 

 Facilidade de síntese: o aspeto menos importante para as investigações de 

laboratório mas crucial para a produção em escala industrial e aprovação final dos 

órgãos reguladores para a sua comercialização. 

 

Para a aplicação prática de administração de fármacos, mesmo que todos os 

critérios de conceção acima sejam satisfeitos, em última análise a toxicidade inerente ao 

veículo decide a sua utilidade. A conceção de um veículo não tóxico envolve a escolha de 

materiais que são não-tóxicos e que depois de metabolizados se transformam em 

compostos não tóxicos, não apresentando riscos para o consumidor (9). 

Atualmente, os biomateriais, compostos naturais ou sintéticos que atuam nos 

sistemas biológicos, são considerados componentes essenciais para a engenharia de 

sistemas modificados de distribuição de fármacos (2), entre os quais se destacam os 

polissacarídeos naturais e/ou seus derivados, devido à sua estabilidade, disponibilidade, 

renovabilidade e baixa toxicidade (2, 32, 33). Para além disso, os polissacarídeos são muito 

atrativos como veículos de transporte de fármacos, devido à sua biodegradabilidade e 

biocompatibilidade, pois desempenham a sua função com o mínimo de reações adversas, 

como a degradação de enzimas, desencadeamento de respostas imunes, reações alérgicas e 

depleção de eletrólitos. Outras vantagens prendem-se com a sua elevada viscosidade e 

propriedades gelificantes, visto que formam uma barreira de difusão, que lhes permite 

controlar a cinética de libertação dos fármacos (2, 32). 

Os polissacarídeos podem ser utilizados como matrizes sólidas que incorporaram 

fármacos em diferentes formas, tais como: monólitos, onde os géis se formam num molde 

cilíndrico e/ou esférico, micro- e nanopartículas. Desta forma, a capacidade de carga do 

fármaco, o perfil de libertação e a sua biodisponibilidade são grandemente influenciados 

pela estrutura química, porosidade e área superficial da matriz de base polisacarídica (2).  

A grande variedade de polissacarídeos permite a sua utilização em produtos 

farmacêuticos com diferentes vias de transporte, órgãos-alvo e/ou perfis de libertação do 
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fármaco (32, 34). Os sistemas semi-sólidos de libertação de fármacos são especialmente, 

interessantes para o transporte de fármacos através da pele. Estes apresentam a capacidade 

de se fixarem à superfície de aplicação, o que permite uma distribuição uniforme sob a 

forma de um filme imóvel (34). Os polissacarídeos estão, geralmente, presentes em baixas 

concentrações que variam entre 0,5 a 2%. Este é o caso do gel de agar, que é fluído a 

temperaturas elevadas, mas solidifica próximo da temperatura ambiente devido a um 

aumento nas interações entre cadeias. Os polissacarídeos naturais frequentemente 

utilizados para a preparação de géis na indústria farmacêutica incluem pectinas, 

carragenana, agar, e alginatos (2, 33), cujas estruturas básicas estão representadas na 

Figura 2. 

A utilização de polissacarídeos naturais, como gelatina (35) e quitosana (36), no 

desenvolvimento de hidrogéis deve-se à sua biocompatibilidade inerente. No entanto, 

apresentam uma desvantagem comum, a instabilidade estrutural e térmica das matrizes, 

que pode ser melhorada através da utilização de reticuladores, como o formaldeído (37) e 

glutaraldeído (38). Uma vez que estes são compostos citotóxicos, permanece a necessidade 

de encontrar reticuladores de fontes naturais com maior biocompatibilidade ou de 

polímeros mais estáveis (39).  

Figura 2: Estruturas dos polissacarídeos mais utilizados na indústria farmacêutica (adaptado de(33)). 

 

A goma gelana tem muitas aplicações na distribuição de fármacos oftalmológicos 

(40) e orais em formulações de gelificação sustentada in situ (41) e esferas de distribuição 

sustentada (42). A xiloglucana foi testada como gel, por via retal (43), intraperitoneal(44) e 

oral em formulações de gelificação in situ (45). A carragenana e a pectina têm sido 

utilizadas em estudos de libertação controlada de fármacos orais (46).  

 

 
Pectinas Alginatos 

  
Agar Carragenana 
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2.2.  Nanogel de -carragenana 

As nanopartículas de hidrogel (também referidas como nanogéis ou nanoesferas) 

têm diâmetros ajustáveis e a rede de gel interno pode ser utilizada para a incorporação de 

agentes terapêuticos. Os nanogéis preparados a partir de hidrogéis são de particular 

interesse, visto que estímulos externos, tais como o pH e temperatura, podem causar 

alterações na ordem da malha de gel, dimensões e interações das partículas, que leva à 

libertação controlada de agentes terapêuticos encapsulados (47, 48). 

As partículas de hidrogel sensíveis à temperatura descritas até agora para aplicações 

de distribuição de fármacos são principalmente à base de polímeros sintéticos, incluindo 

copolímeros de poli-N-isopropilacrilamida, poli (óxido de etileno-propileno) e seus 

copolímeros, e copolímeros de poli (óxido de etileno)/PLGA. Enquanto polímeros 

sintéticos também podem fornecer propriedades controláveis e consistentes, os 

biopolímeros têm várias vantagens sobre as aplicações biomédicas, sendo intrinsecamente 

mais biodegradáveis, não tóxicos, renováveis, abundantes na natureza e relativamente 

baratos. No entanto, do que se sabe, poucas descrições existem sobre a preparação de 

partículas termossensíveis de hidrogel a partir de polímeros naturais. Os micro/nanogéis de 

gelatina, por exemplo, têm sido amplamente investigados como transportadores de 

fármacos, mas só muito recentemente tem sido dada atenção às propriedades destas 

partículas termossensíveis (49). 

A natureza termossensível de hidrogéis de κ-carragenana torna este biopolímero um 

candidato interessante para aplicações de distribuição de fármacos ativada pela 

temperatura. Além disso, a estrutura de κ-carragenana inclui uma variedade de grupos 

químicos funcionais, que proporcionam a possibilidade de posterior derivação e 

bioconjugação, como foi recentemente confirmado pela carboximetilação de κ-carragenana 

e ligação a um anticorpo adicional (50). 

Quando se consideram as aplicações de distribuição de fármacos, a carragenana tem 

sido investigada na forma de microgéis. Embora o uso eficaz de biopolímeros como 

veículos de fármacos seja dependente da via de administração, os outros parâmetros, tais 

como o diâmetro das partículas também são críticos na determinação do seu desempenho. 

A κ-carragenana tem sido investigada em forma de nanopartículas incorporadas em 

dispersões ou em mistura com outros polímeros, mas tanto quanto se sabe, foi 
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desenvolvido apenas um nanogel de κ-carragenana pura por Daniel-da-Silva e 

colaboradores (49), cuja biocompatibilidade continua por apurar. 

  

2.2.1. Estrutura molecular e propriedades físico-químicas da carragenana 

As carragenanas são uma família de polissacarídeos de elevada massa molecular 

(100 – 1000 kDa). Estes polissacarídeos são produzidos por algumas espécies de algas 

vermelhas Rhodophyta, sendo a principal fonte a Chondrus crispus (51-54). A carragenana 

comercial é obtida através de extração alcalina, este passo influencia as propriedades de 

dispersão, hidratação, espessamento e gelificação da carragenana. Se a extração alcalina 

for muito extensa, as cadeias formam ligações mais fortes e apresentam menor deformação 

antes de quebrarem, mas os géis formados são mais frágeis. Subsequentemente é efetuada 

a precipitação com álcool isopropílico ou, no caso de extratos para a obtenção seletiva de 

-carragenana, com cloreto de potássio, seguida de secagem e maceração dos extratos (51, 

55). 

As carragenanas são hidrocolóides, ou seja, apresentam a capacidade de alterar as 

propriedades físicas de outros compostos, e consistem em copolímeros de ésteres de 

potássio, sódio, cálcio, magnésio e sulfato de amónio de D-galactose e 3,6-anidro-D-

galactose ligadas alternadamente por ligações α-1,3 e β-1,4 (Figura 3) (52, 56). A-

carragenana consiste, essencialmente, num polímero de D-galactose-4-sulfato e 3,6-anidro-

D-galactose com ligações α-1,3. A -carragenana é semelhante, mas possui a 3,6-anidro-D-

galactose sulfatada no segundo carbono. Por sua vez, a -carragenana é composta por 

unidades monoméricas alternadas de D-galactose-2-fosfato e D-galactose-2,6-dissulfato 

com ligações α-1,3 e β-1,4, respetivamente (53, 54). Nos produtos comerciais a -

carragenana contém, aproximadamente, 22% (p/p) de sulfato, enquanto a - e a -

carragenana possuem 32 e 38% (p/p), respetivamente. Para além de galactose e sulfato 

também podem estar presentes outros resíduos glucídicos, como xilose, glucose e ácidos 

urónicos, assim como alguns metil-ésteres e grupos piruvato (51). 

   
-carragenana -carragenana -carragenana 

Figura 3: As diferentes formas comerciais de carragenana (adaptado de (51)). 
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Qualquer uma das estruturas de carragenana é solúvel em água, sendo insolúvel em 

solventes orgânicos. No entanto, a sua solubilidade em água depende da sua ligação a 

catiões e do grau de sulfatação das moléculas, visto que estes grupos são muito 

hidrofílicos. A razão entre a fração sulfatada e o equilíbrio dos catiões em solução 

determina a viscosidade das soluções ou a força dos géis formados pela carragenana, 

determinando as suas aplicações (51). As - e -carragenanas formam géis 

termorreversíveis em soluções aquosas, diminuindo a sua rigidez com o grau de sulfatação, 

sendo por esta razão que a -carragenana não forma géis, mas soluções altamente viscosas 

(57). A viscosidade das soluções de carragenana depende da temperatura, da presença de 

outros solutos, do tipo de carragenana e da massa molecular, e aumenta exponencialmente 

com a sua concentração (Tabela 1).  

Tabela 1: Resumo das propriedades da carragenana (adaptado de (55)). 

 

Tipo de carragenana   

S
o

lu
b

il
id

a
d

e
 

Água quente (80 °C)  Solúvel Solúvel Solúvel 

Água fria (20 °C)  Todos os sais 
solúveis 

Sais de sódio 
solúveis 

Sais de sódio 
solúveis 

Leite quente (80 °C) Solúvel Solúvel Solúvel 

Leite frio (20 °C) Espesso Insolúvel Insolúvel 

Soluções açucaradas (50%) Solúvel Insolúvel Solúvel a quente 

Soluções salinas (10%) Solúvel a quente Solúvel a quente Insolúvel 

G
el

if
ic

a
çã

o
 

Efeito de catiões Não gelifica 
Géis mais fortes 
com cálcio 

Géis mais fortes 
com potássio 

Textura do gel Não gelifica Suave, elástico Firme, frágil 

Sinérese Não gelifica Não Sim 

Histerese Não gelifica 5 -10 °C 10 - 20 °C 

Estabilidade ao congelamento/ 
descongelamento Sim Sim Não 

Sinergia com goma de alfarroba Não Não Sim 

Sinergia com galactomananas Não Não Sim 

Sinergia com amido Não Sim Não 

Reversibilidade de fraturas Sim Sim Não 

Estabilidade ácida Hidrólise Hidrólise em solução, acelerada pela 
temperatura; géis são estáveis 

Reatividade proteica Grande interação proteica em meio ácido 
Reage com  -
caseína 

 

A gelificação da carragenana, especialmente a -carragenana, envolve dois 

processos separados e sucessivos: formação de uma hélice com o abaixamento da 

temperatura e subsequente agregação entre hélices dependente de catiões. A presença de 

catiões adequados, normalmente potássio e cálcio, é um requisito essencial para o processo 

de gelificação. Desta forma, o aumento da viscosidade pode ocorrer através de dois 
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processos diferentes: (i) interações entre cadeias lineares, com a diminuição dos espaços 

livres ou aumento do volume de exclusão; (ii) formação física de géis devido a ligações 

cruzadas entre as cadeias (Figura 4). No primeiro caso, o aumento da concentração das 

macromoléculas permite uma maior interação entre as cadeias, e a presença de sais pode 

diminuir a viscosidade através da redução das repulsões electroestáticas entre os grupos 

sulfato. No segundo caso, exclusivo para - e -carragenana, para pequenas concentrações 

de sais a baixas temperaturas a carragenana pode gelificar com um aumento aparente da 

viscosidade. No entanto, a viscosidade das soluções de carragenana diminui com o 

aumento da temperatura (51).  

 

Figura 4: Processo de gelificação da carragenana (55). 
 

A - e a -carragenana formam estruturas tridimensionais de duplas hélices, 

resultantes das ligações cruzadas entre hélices adjacentes, que contêm grupos sulfato 

orientados para o exterior da molécula. No caso da -carragenana os grupos 2-sulfato estão 
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orientados para o interior da molécula, evitando as ligações cruzadas. Os iões potássio têm 

a capacidade de se introduzirem nas duplas hélices e de neutralizarem as cargas dos grupos 

sulfato, o que facilita a aproximação entre as cadeias, promovendo a sua estabilização (51). 

A carragenana pode dar origem a poligenanas, polímeros de galactose sulfatados 

com uma massa molecular média de 15 kDa. A degradação da carragenana ocorre devido a 

hidrólise ácida, temperaturas elevadas (superiores a 80 ºC), processamento mecânico ou 

ação bacteriana (57). Devido à sua baixa massa molecular as poligenanas não possuem a 

viscosidade e propriedades de gelificação da carragenana e, portanto não possuem as 

mesmas aplicações (56). A carragenana comercial contém baixa concentração em 

poligenanas, representando menos de 5% da composição total do produto. Isto deve-se ao 

facto da extração da carragenana decorrer em condições alcalinas, evitando-se portanto a 

sua degradação. Desde que o pH seja mantido acima de 6,0 a carragenana é estável ao 

calor de processamento, uma vez que se encontra na forma de gel, como é o caso da sua 

utilização na indústria alimentar, tornando-se altamente resistente à degradação, mesmo em 

condições ácidas (51-53). 

 

2.2.2. Aplicações gerais da carragenana 

A carragenana forma espontaneamente soluções viscosas a temperaturas mais 

elevadas que a temperatura de solubilização, tornando-a um composto de interesse 

tecnológico abundantemente utilizado na indústria alimentar como espessante, gelificante, 

emulsionante e estabilizante para uso quantum satis, o nível exigido para alcançar o 

benefício tecnológico (56). Este polissacarídeo tem sido utilizado para melhorar a textura 

do requeijão, para controlar a viscosidade e textura de pudins e sobremesas lácteas e, como 

aglutinante e estabilizador na indústria de processamento de carne e, no fabrico de 

salsichas e hambúrgueres de baixo teor em gordura (51). Apesar da sua vasta utilização em 

alimentos, este polímero não possui nenhum valor nutritivo, segundo a International Food 

Additives Council (IFAC) e Marinalg International (53).  

A Organização Mundial de Saúde (WHO) considera a carragenana segura para a 

alimentação (Generally Recognized As Safe – GRAS) e concluiu que não é necessário 

estabelecer um limite de ingestão diária recomendada (55). Enquanto a União Europeia 

aprovou a carragenana como espessante, gelificante, emulsionante e estabilizante 

atribuindo-lhe a designação de E407. Para tal, a carragenana deve ser extraída de algas e 
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conter menos de 2% de material ácido insolúvel. No entanto, a maior parte da carragenana 

produzida tradicionalmente contém menos de 0,5%, produzindo géis claros e transparentes. 

A matéria insolúvel em ácido consiste principalmente numa rede de celulose que modifica 

a aparência, hidratação e características do gel (55).  

Para além da indústria alimentar têm surgido outras áreas como a indústria 

farmacêutica, cosmética (51, 56), impressão e têxtil nas quais a carragenana se tem 

mostrado muito útil. Este polissacarídeo tem sido utilizado para estabilizar preparações de 

pasta de dentes, absorver fluidos corporais, quando incorporado em curativos, e em loções 

para as mãos e champôs. Estes polissacarídeos provaram a sua utilidade também como 

veículo de comprimidos, devido à boa biocompatibilidade, robustez e elevada 

viscoelasticidade persistente do comprimido durante a compressão, características que o 

tornam um veículo adequado para formulações de transporte sustentado de fármacos (51).  

 

2.2.3. Atividade biológica e toxicidade da carragenana 

A carragenana ingerida na forma de gel é estável nas condições de passagem pelo 

aparelho digestivo, sendo menos de 6% da carragenana excretada com massa inferior a 100 

kDa e menos de 1% inferior a 50 kDa. Consequentemente, a carragenana permanece 

dentro do lúmen do trato digestivo e não é absorvida. Além disso, estudos realizados em 

ratos e outros modelos animais demonstram que não existe excreção através da urina, o 

que sugere a ausência de efeitos sistémicos. Pode concluir-se então, que a carragenana não 

é absorvida pelo intestino através da administração oral, não sendo também metabolizada 

em moléculas de menor massa molecular (53). Estudos realizados em animais, 

microrganismos e células animais indicam que a carragenana não é citotóxica, 

carcinogénica nem genotóxica (53). Segundo estudos efetuados in vivo, a administração 

sistémica de carragenana interfere especificamente com as células do sistema imunitário 

(56), no entanto, como não é absorvida pelo trato gastrointestinal não existe risco da sua 

utilização em alimentos ou bebidas (53). 

Alguns autores não fazem a distinção entre carragenanas e poligenanas, e atribuem 

efeitos nocivos na mucosa intestinal, como úlceras e neoplasias(51) à carragenana. 

Segundo Tobacman (58), a carragenana desencadeia este tipo de patologias no epitélio 

intestinal através da redução da proliferação celular, paragem do ciclo celular e por fim a 

morte das células (58, 59). Mais recentemente, o estudo realizado por Bhattacharyya (57) 
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revelou que o tratamento da carragenana, com uma enzima com atividade de -1,3 

galactosidase, pode levar a uma redução da resposta inflamatória. Uma das soluções seria a 

colonização do intestino com bactérias que produzam esta enzima. 

É fundamental distinguir carragenana de poligenana, visto que possuem aplicações 

e propriedades toxicológicas completamente diferentes, sendo que a carragenana se tem 

mostrado não tóxica através da exposição por via oral, transdérmica e inalação, o que não 

acontece para as poligenanas (53, 56). Como alguns investigadores não fazem a distinção 

correta entre poligenanas e carragenana, acabam por imputar efeitos nocivos das 

poligenanas à carragenana. Neste contexto foram realizados estudos que revelam que o 

processamento normal não aumenta significativamente a razão poligenana/carragenana e 

que a presença de catiões impede a hidrólise da carragenana (60). 

Além disso, a carragenana apresenta também várias propriedades farmacêuticas, 

imunomoduladoras, antitumorais, anti-hiperlipidémicas (51) e atividade anticoagulante 

(51, 52). Estudos in vitro sugerem que a carragenana pode ter propriedades antivirais, 

inibindo a replicação do herpes e vírus da hepatite A (51). Um estudo realizado em HaCaT 

por Ren e colaboradores (61) afirma que a carragenana associada ao colagénio tem 

propriedades protetoras contra radiação ultravioleta, funcionando como antioxidante e 

diminuindo a apoptose. Recentemente, demonstrou-se que a carragenana inibe a infeção do 

vírus do papiloma humano (Human Papilloma Virus – HPV) e existem evidências de que 

géis lubrificantes sexuais constituídos por carragenana podem oferecer proteção contra a 

transmissão do HPV (62).  

 

3. Sistema celular em estudo: anatomia e organização da 

pele humana 

A pele é o maior órgão do corpo humano, funciona como uma barreira física ao 

meio ambiente, permitindo a passagem seletiva de água, eletrólitos e outras substâncias 

para dentro e para fora do organismo, proporcionando proteção contra a desidratação, 

microrganismos, radiação ultravioleta, agentes tóxicos e lesões mecânicas (63, 64). A pele 

é um órgão dinâmico, em constante mudança, sendo as células das camadas exteriores 

continuamente substituídas por células de camadas mais internas que se deslocam até à 

superfície (64). 
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A pele humana é composta por três camadas: epiderme, derme e tecido conjuntivo 

(Figura 5). A epiderme corresponde a um epitélio estratificado composto maioritariamente 

por queratinócitos que são formados pela divisão de células da camada basal, e dão origem 

a várias camadas distintas de células (camada espinosa, granular e córnea) que se movem 

para a superfície e à medida que se diferenciam (63).  

A camada basal, a mais interna da epiderme, adjacente à derme compreende 

principalmente queratinócitos em divisão e não-divisão, que estão ligados à membrana 

basal por hemidesmossomas. É nesta camada que se encontram também os melanócitos 

que produzem o pigmento melalina, transferindo-a para os queratinócitos oferecendo-lhes 

proteção contra radiação ultravioleta, aumentando a relação dos 

melanócitos/queratinócitos. As células de Merkel também se encontram na camada basal, 

intimamente associadas aos nervos cutâneos, estando envolvidas na sensibilidade ao toque 

(63, 64). 

 
 

Figura 5: A pele e os seus anexos (retirado de (63)). 

Como as células basais se reproduzem e amadurecem, movendo-se em direção à 

superfície da pele, formam inicialmente a camada espinhosa. Os desmossomas formam 

pontes intercelulares, que se parecem com “espinhos” ao nível microscópico. As células de 

Langerhans são dendríticas, imunologicamente ativas, derivadas da medula óssea, e 

encontram-se em todas as camadas da epiderme, mas estão localizados principalmente 

nesta camada, desempenhando um papel importante em respostas imunitárias da pele (63, 

64). 
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No estrato granuloso, os queratinócitos continuam a achatar-se durante a sua 

transição até à superfície, perdendo o seu núcleo e o seu citoplasma granular aparecer nesta 

camada (63, 64). 

O resultado final da maturação dos queratinócitos é o estrato córneo, composto por 

camadas de queratinócitos hexagonais, células não viáveis cornificadas, designadas por 

corneócitos. Na maior parte da área da pele existem entre 10 e 30 camadas de corneócitos 

empilhados. Cada corneócito é coberto por um envelope de proteínas cheio de queratinas 

retentoras de água envoltas por bicamadas lipídicas, esta estrutura funciona como uma 

barreira física natural retentora da água da pele. A camada de corneócitos pode absorver 

três vezes o seu peso em água, mas se o seu teor de água cai abaixo de 10% já não 

permanece maleável e danifica-se (63, 64). 

 

3.1.  Queratinócitos humanos 

Os queratinócitos são o tipo mais comum de células da pele, responsáveis pela 

síntese de queratina, uma proteína que proporciona resistência à pele, cabelo e unhas. Os 

genes de queratina têm perfis de expressão muito específicos, cada um dos tecidos 

epiteliais altamente especializados tem o seu próprio perfil de expressão. O cabelo e as 

unhas expressam queratinas modificadas, que contêm grandes quantidades do aminoácido 

cisteína, formando inúmeras ligações químicas cruzadas para fortalecer ainda mais o 

citoesqueleto dos queratinócitos (63). Além das suas propriedades estruturais, a queratina 

também pode ter um papel direto na sinalização celular, na resposta ao stress e apoptose 

(63, 64). A produção de queratina é regulada através dos níveis de vitamina A, fatores de 

crescimento, hormonas e sinais mesenquimais, que podem também direcionar ou permitir 

padrões intrínsecos de diferenciação dos queratinócitos (63).  

Os queratinócitos além de possuírem funções estruturais ao nível da epiderme, 

também participam ativamente na resposta imunitária, processos inflamatórios e 

cicatrização de feridas, devido à sua capacidade de sintetizar uma grande variedade de 

citocinas, fatores de crescimento e fatores do complemento, um grupo de proteínas 

plasmáticas que interagem sequencialmente produzindo substâncias que medeiam a 

resposta inflamatória (64, 65). Assim, quando se pretende estudar fármacos e/ou veículos 

para administração via transdérmica, começando por ensaios in vitro, é fundamental testar 
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a sua biocompatibilidade em queratinócitos, visto que estas são as células mais abundantes 

na pele.  

 

3.1.1.  Linha celular HaCaT como modelo biológico da pele 

Atualmente, as culturas de células têm vindo a tornar-se uma das ferramentas mais 

utilizadas nas ciências da vida (66). As culturas de células primárias consistem em células 

removidas cirurgicamente de um órgão e colocadas num meio de cultura adequado às suas 

necessidades, onde se fixam, no caso de células aderentes, dividem e crescem e geralmente 

possuem um tempo de vida e potencial de crescimento limitado. A primeira subcultura 

representa uma transição marcante para a cultura. A necessidade de uma subcultura 

implica que a cultura primária tenha crescido e consumido todo o substrato disponível (66).  

A transformação de culturas implica uma alteração do seu fenótipo que é 

dependente da introdução de novo material genético nas células e requer alterações 

fenotípicas permanentes que podem ser espontâneas, após a exposição a radiação ionizante 

ou a químicos cancerígenos, ou induzidas através de infeção com vírus ou transfeção. A 

transformação está associada à instabilidade genética na qual podem ocorrer três tipos de 

alterações expressas pelas células individualmente ou em simultâneo: (i) imortalização, a 

aquisição de um tempo de vida infinito; (ii) controlo do crescimento aberrante, que 

consiste na perda de inibição por contato, limitação da densidade da proliferação celular e 

dependência da fixação; (iii) malignidade, tal como demonstrado pelo crescimento de 

tumores in vivo (67). A imortalização define-se como a aquisição de um tempo de vida 

infinito isoladamente, sem o crescimento aberrante e malignidade que normalmente lhe 

estão associados. As células normais apresentam geralmente um tempo de vida limitado de 

20 a 100 gerações, enquanto as células imortalizadas têm a capacidade de produzir linhas 

celulares com tempo de vida infinito (67). 

As células epidérmicas normais de origem de roedores podem ser malignamente 

transformadas e imortalizadas in vitro por diversos agentes, podem também passar por 

conversão neoplásica espontânea após períodos variáveis em cultura (68). No entanto, a 

imortalização de células humanas constitui um desafio maior, uma vez que a incidência de 

transformação neoplásica noutras espécies parece correlacionar-se com a frequência de 

aberrações cromossómicas espontâneas, sendo a baixa incidência de transformação 
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completa de células humanas em cultura atribuída principalmente à maior estabilidade do 

genoma humano (69). 

O trabalho desenvolvido por Boukamp (70) descreve a imortalização espontânea in 

vitro de queratinócitos histologicamente normais da pele de adultos humanos. O 

isolamento das células foi feito a partir da periferia de um melanoma de um paciente de 62 

anos de idade, do sexo masculino (65, 70). A linha celular imortalizada a partir destas 

células altamente diferenciadas foi denominada de HaCaT (Figura 6) para indicar a origem 

e as condições de crescimento inicial – human adult skin keratinocytes propagated under 

low Ca
2+

 conditions and elevated temperature. Esta linha é de origem clonal, segundo 

marcadores citogenéticos específicos e estáveis, tem um fenótipo transformado in vitro que 

não é tumoral, o que demonstra claramente, que a transformação espontânea de células 

humanas in vitro pode ocorrer (70).  

 

Figura 6: Fotografia de células HaCaT ao microscópio ótico (100x). 

 

A linha celular HaCaT pode ser considerada imortal porque é possível efetuar mais 

de 140 passagens sem ocorrerem alterações no seu genoma. Mesmo depois de várias 

passagens as HaCaT mantêm uma extraordinária capacidade de diferenciação normal e 

expressão constante de queratinas específicas, tornando-as um modelo estável para estudos 

in vitro de diferenciação celular da epiderme (70) e proliferação celular em diferentes de 

ensaios de citotoxicidade (65, 70).  

A linha celular HaCaT tem sido utilizada como modelo biológico devido às 

características referidas. Neste contexto têm sido realizados muitos estudos que se centram 

na análise da expressão genética para a caracterização das HaCaT submetidas a diversas 
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condições experimentais como a exposição a compostos irritantes (ácido láctico, hexano e 

isopropanol) ou sensibilizantes (sulfato de níquel e eugenol) (71), radiação ultravioleta (72, 

73) e compostos com propriedades biomédicas como flavonoides (74) e ginsenoides (75).  

Schoop e colaboradores (76) estudaram o processo de diferenciação da linha 

HaCaT através de microscopia de imunofluorescência e verificaram que apesar da 

hiperproliferação, diferenciação prematura e paraqueratinose, desaparecimento da camada 

granulosa da pele e persistência de células com núcleo de camada córnea (como em 

eczema e psoríase), estas células continuam a possuir a capacidade de reconstruir um 

epitélio bem estruturado e diferenciado.  

Os testes realizados para analisar o metabolismo da testosterona em HaCaT através 

de LC-MS identificaram vários metabolitos, como 5-androstano-3, 17-(diol) (adiol), 5-

dihidrotestsoterona, androsterona, andros-4-ona e 5-androstano-3,17-diona, 

demonstrando mais uma vez que esta linha celular tem um metabolismo muito próximo 

das células normais da pele, sendo os estudos com a linha celular mais reprodutíveis (77).  

 

4. Avaliação da biocompatibilidade de um material in 

vitro 

A análise da citotoxicidade de um composto é um processo elaborado que deve ter 

em conta parâmetros biológicos como a viabilidade celular, que permitem verificar o 

estado das culturas e comparar a integridade das células expostas ao agente potencialmente 

citotóxico com o controlo. 

 

4.1.  Estudo da viabilidade celular  

A estimativa rápida e precisa da viabilidade celular é vital para o sucesso de 

culturas de células e avaliação das propriedades citotóxicas ou toxicológicas de compostos 

usados experimentalmente (78).  

Os ensaios de viabilidade celular mais comuns baseiam-se em dois tipos de 

parâmetros: a integridade da membrana celular e a atividade metabólica (79). 

 Os testes que se baseiam na integridade das membranas são mais simples e rápidos 

e, portanto, são utilizados rotineiramente em laboratório. Estes métodos podem também ser 



                                                                                                                                           Introdução  

 

21 
 

designados por ensaios de exclusão do corante, porque distinguem as células viáveis das 

não viáveis através da capacidade que as células viáveis têm de excluir o corante graças à 

sua membrana intacta, enquanto as células mortas o retêm. Nestes ensaios de viabilidade 

conta-se o número de células viáveis numa população, que combinado com o número total 

de células, fornece uma indicação do estado da cultura, o azul de tripano é o corante mais 

frequentemente utilizado para avaliação da viabilidade celular (79).  

No entanto, uma avaliação mais objetiva carece da realização, sempre que possível, 

de uma análise quantitativa dos efeitos citotóxicos do biomaterial testado, havendo para o 

efeito, várias técnicas disponíveis, das quais se destaca o ensaio de MTT (brometo de 3-

(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio). Este ensaio avalia a atividade metabólica 

através da atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase, que pode ser afetada 

após a exposição das células a um ambiente tóxico (80). Esta enzima tem a capacidade de 

reduzir o MTT, que é solúvel em água e tem tonalidade amarela e de cristais de formazano 

(de cor púrpura). Após a incubação com MTT é necessário adicionar um solvente orgânico 

como o dimetilsulfóxido (DMSO) ou isopropanol para parar a reação e solubilizar o 

formazano. A quantidade de formazano produzido é observada através da absorvância a 

570 nm e correlaciona-se diretamente com o número de células viáveis (79) porque apenas 

as células vivas são capazes de metabolizar o MTT, obtendo-se desta forma uma medida 

da viabilidade e da proliferação celular (79, 81). Esta técnica é rápida e eficaz para 

determinar a percentagem de viabilidade em ensaios de proliferação, citotoxicidade, adesão 

celular, quimiotaxia, e apoptose e tem-se verificado particularmente útil para avaliar 

suspensões de células devido à sua especificidade para células vivas (67). No entanto, 

devido às diferenças entre os diferentes tipos de células e condições de cultura, é 

necessário construir uma curva padrão para cada linha celular (78). 

 

4.2. Citometria de fluxo na análise do ciclo celular 

A citometria de fluxo (FCM) é uma técnica utilizada para contar, analisar e 

classificar partículas microscópicas suspensas em meio líquido num fluxo e permite a 

análise de vários parâmetros simultaneamente. Esta técnica foi utilizada pela primeira vez 

nas áreas da oncologia e hematologia, mas nos últimos anos, tornou-se também uma 

ferramenta valiosa na biologia, farmacologia, toxicologia, microbiologia, virologia, 

ciências ambientais e monitorização de bioprocessos. Estudos de viabilidade celular, 
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conteúdo em DNA nuclear, nível de ploidia, necrose e apoptose celular e análise do ciclo 

celular são algumas das aplicações mais comuns da FCM nestas áreas (82). O recente êxito 

da citometria de fluxo baseia-se no equipamento comercialmente disponível, que é ao 

mesmo tempo robusto e versátil, juntamente com a moderna aquisição de dados e software 

de análise, e o desenvolvimento de vários ensaios de coloração específica (83). 

Na citometria de fluxo, células individualizadas ou partículas num fluido são 

intersetadas por um feixe de laser. A interação das células com o feixe de laser pode ser 

monitorizada para cada célula individualmente através da análise da sua absorção, 

dispersão, e/ou a fluorescência. Estes dados podem ser correlacionados com diferentes 

características de células e componentes celulares. Assim, os dados distribuídos sobre uma 

população de células podem ser obtidos facilmente (83).  

 

4.2.1. Princípios da citometria de fluxo 

Um sistema de citometria de fluxo (Figura 7) é composto por cinco unidades 

operacionais principais, uma fonte de luz (lâmpada de mercúrio ou laser), câmara de fluxo, 

unidades óticas de filtragem para a deteção de comprimento de onda específico numa 

ampla faixa espectral, fotodíodos ou tubos fotomultiplicadores, para deteção sensível dos 

sinais de interesse, um processador de dados e uma unidade operacional (83).  

 

Figura 7: Configuração de um citómetro de fluxo (84). 
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A suspensão celular é injetada para dentro da câmara de fluxo, onde as células 

passam individualmente através de um feixe de luz ortogonal ao fluxo. Para tal, a amostra 

é injetada na corrente no interior da câmara de fluxo. Uma vez que o fluxo do citómetro é 

mais rápido do que o fluxo da amostra, esta é reduzida na sua área de secção transversal e, 

portanto, as células são isoladas nesta corrente. Através desta tecnologia, é possível detetar 

até 10.000 células/s. Ao embater numa célula, a luz dispersa-se em ambas as direções, para 

a frente e para os lados. A dispersão frontal da luz é proporcional ao tamanho das células e 

pode ser detetado sem manipulação posterior. A dispersão ortogonal é afetada por vários 

parâmetros, incluindo a granularidade e complexidade das células. Os compostos 

intracelulares que possuem uma fluorescência intrínseca, como o NAD(P)H, ou compostos 

marcados com corantes fluorescentes específicos permitem analisar componentes celulares 

seletivamente (83). A luz fluorescente resultante é processada através do fotomultiplicador 

para o sistema de processamento de dados, e os resultados são analisados por um software 

específico. A dispersão da luz e os sinais de fluorescência podem ser combinados de várias 

formas, permitindo que todas as subpopulações possam ser observadas. Além disso, os 

citómetros de fluxo designados “Cell sorter” permitem separar determinadas 

subpopulações de interesse. As classificações baseiam-se numa unidade de separação que 

divide o fluxo de células em pequenas gotas. Antes das gotículas se formarem as células 

são eletricamente carregadas e as gotículas resultantes são desviadas para um recipiente de 

recolha pela passagem através de um campo elétrico (83). 

A Tabela 2 apresenta alguns parâmetros celulares que podem ser medidos por 

citometria de fluxo. Embora algumas destas medições possam ser feitas por métodos 

alternativos, a citometria de fluxo continua a ser o único meio de obter informação sobre o 

modo como o parâmetro é distribuído na população.  

 

Tabela 2: Características celulares e componentes que podem ser determinados através de citometria de 

fluxo (adaptado de (83)). 

Características celulares  Componentes celulares 
Tamanho da célula  DNA 
Granularidade do citoplasma  RNA 
Forma da célula  Proteína total 
Potencial de membrana  Lípidos 
pH intracelular  Antigénios 
Viabilidade  Atividade enzimática 
Autofluorescência  Grupos glucídicos de superfície 
Estado redox intracelular  Recetores de superfície  

 Cálcio intracelular 
 Conteúdo em ergosterol 
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4.2.2. Ciclo celular  

O ciclo de crescimento e divisão das células, seguida de crescimento e divisão das 

células filhas, é designado por ciclo celular. As células que não estão em crescimento ou 

envolvidas na divisão celular encontram-se na fase G0 do ciclo celular. Se a divisão é 

desencadeada, a célula entra primeiro na fase G1, na qual a quantidade de RNA aumenta e 

se formam algumas proteínas essenciais à replicação do DNA. As células entram na fase S 

quando iniciam a síntese de novo DNA, que aumenta até ao dobro. Neste momento a 

síntese de DNA cessa e a célula encontra-se na fase G2. Finalmente, a célula entra em 

mitose (M) e divide-se, voltando à fase G1 se a divisão celular continuar, ou à fase G0. As 

células nas fases G2 e M do ciclo celular possuem o dobro da quantidade de DNA das 

células nas fases G0 e G1, enquanto as células na fase S possuem uma quantidade de DNA 

entre estes dois extremos (78). 

A progressão das células através do ciclo celular é regulada por sinais 

extracelulares e intracelulares que monitorizam e coordenam os vários processos que 

ocorrem durante as diferentes fases do ciclo celular. Na maioria das células animais o ciclo 

celular é regulado na fase G1. Em particular, no ponto de restrição da fase G1, regulado 

principalmente por fatores de crescimento. Na presença dos fatores de crescimento 

apropriados, as células transpõem o ponto de restrição, uma vez passado este ponto a célula 

está empenhada em prosseguir no ciclo celular. Por outro lado, se os fatores de crescimento 

adequados não estão disponíveis em G1, a progressão do ciclo celular para no ponto de 

restrição (Figura 8) (78). 

   

Figura 8: Ciclo celular (78). 
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A análise do ciclo celular requer a identificação da fase em que as células se 

encontram. As células mitóticas podem ser distinguidas microscopicamente, no entanto, as 

células nas outras fases do ciclo (G1, S e G2) devem ser identificadas por critérios 

bioquímicos. As células em fase S podem ser facilmente identificadas porque incorporam 

timidina radioativa, que é exclusivamente utilizada na síntese de DNA (78). 

As células nas diferentes fases do ciclo celular podem ser distinguidas pelo seu 

conteúdo em DNA nos diferentes estádios do ciclo celular. Em células cujo número de 

cromossomas dos gâmetas é designado por haploide (n), o número de cromossomas nas 

células somáticas é diploide (2n). Durante a fase S, a replicação aumenta o conteúdo de 

DNA da célula de 2n para 4n, então as células S têm conteúdo de DNA que varia entre 2n 

e 4n, e permanece em 4n durante as fases G2 e M. Eventualmente, algumas células 

somáticas podem ser tetraploides (4n) ou até mesmo octaploides (8n). O número de 

cromossomas num tumor é frequentemente maior que 2n (hiperploides) e algumas vezes 

menor (hipoploides), este número anormal de cromossomas é designado por aneuploidia 

(78).  

Experimentalmente, o conteúdo de DNA celular pode ser determinado por 

incubação de células com um corante fluorescente que se liga ao DNA, seguida de análise 

da intensidade de fluorescência de células individuais num citómetro de fluxo e assim, 

distinguir células nas fases G1, S e G2/M do ciclo celular (78). A citometria de fluxo tem 

sido uma técnica muito valiosa em biologia celular, que possibilita a construção de um 

histograma que representa o número de células versus o seu conteúdo em DNA (Figura 9), 

refletindo assim o estado da cultura (78). 

 

 

Figura 9: Histograma de DNA de uma cultura celular (adaptado de (78)). 
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Para uma análise precisa do ciclo celular da cultura através de citometria de fluxo é 

necessário preparar as células de modo a obter núcleos ou células intactas com o mínimo 

de degradação do seu DNA. A células devem ser bem fixadas ou permeabilizadas para 

permitir o acesso do corante ao DNA. Contudo, muitos corantes além de se ligarem ao 

DNA também se ligam ao RNA de cadeia dupla (dsRNA), sendo necessário removê-lo 

através de digestão com ribonuclease (RNase). Além disso é necessário verificar a limpeza 

e esterilização de todo o material e soluções, visto que contaminações com 

desoxirribonucleases (DNases) podem degradar o DNA nuclear e consequentemente afetar 

a qualidade da análise (78).  

Se dois núcleos ou células na fase G1 do ciclo celular estão agregadas, no seu 

conjunto terão a mesma quantidade de DNA que uma única célula em fase G2, e as duas 

devem ser distinguidas se o histograma de DNA pretender refletir o estado do ciclo celular 

com precisão. A qualidade do histograma é estimada a partir da largura do pico de DNA 

das células em fase G1 do ciclo celular, quanto mais estreitos forem os picos, mais precisa 

é a medição de ploidia e melhor será a estimativa da percentagem de células nas diferentes 

fases do ciclo celular (78).  

 

4.3. Análise da genotoxicidade: ensaio de micronúcleos com bloqueio 

da citocinese (CBMN) 

As alterações cromossómicas podem ser uma manifestação e/ou consequência de 

danos ao nível do DNA por exemplo, rutura de cromossomas que podem resultar da não 

reparação da cadeia dupla de DNA e rearranjos cromossómicos que podem resultar de 

falhas na reparação do DNA (85, 86). Por sua vez, a perda ou separação anómala de 

cromossomas (não disjunção) são eventos importantes no cancro e envelhecimento e, são 

geralmente causados por defeitos no centrómero ou como uma consequência da estrutura 

menos condensada dos cromossomas antes da metáfase (86, 87). 

Nas técnicas citogenéticas clássicas, os cromossomas são estudados diretamente 

através da observação e contagem das aberrações na metafase. Esta abordagem fornece 

uma análise detalhada, mas a complexidade e laboriosidade dos métodos, assim como os 

artefactos de preparações em metafase têm motivado o desenvolvimento de um sistema 

mais simples para medir danos cromossómicos. Posteriormente, Schmid (88) e Heddle (89) 
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propuseram uma abordagem alternativa e mais simples para avaliar os danos 

cromossómicos in vivo através da contagem de micronúcleos (MN).  

Os micronúcleos são expressos em células em divisão onde ocorrem ruturas de 

cromossomas e/ou cromossomas inteiros que não são capazes de migrar para os polos 

durante a mitose. Na telofase, forma-se um invólucro nuclear em torno dos cromossomas e 

fragmentos atrasados que assumem gradualmente a morfologia de um núcleo de interfase 

com a ressalva de que estes são menores do que o núcleo principal na célula, e daí o termo 

"micronúcleo" (Figura 10). Portanto os micronúcleos fornecem um índice simples e fiável, 

tanto da rutura de cromossomas como da perda de cromossomas. Uma vez que a formação 

de micronúcleos ocorre apenas em células que tenham completado a divisão nuclear são 

idealmente marcados durante a fase binucleada do ciclo celular (90, 91). 

 O ensaio de micronúcleos com o bloqueio da citocinese (CBMN) já demonstrou 

ser uma ferramenta eficaz para o estudo da disfunção celular e nuclear causada por testes 

in vitro e in vivo de envelhecimento, deficiência ou excesso em micronutrientes, exposição 

a compostos genotóxicos e defeitos genéticos na manutenção do genoma. Dado que os 

micronúcleos só poderão formar-se em células eucarióticas em divisão, o teste não pode 

ser utilizado de forma eficiente ou quantitativamente fiável em populações de células que 

não se dividam ou em populações de células em divisão, em que a cinética da divisão 

celular não é bem compreendida nem controlada. Consequentemente, surgiu a necessidade 

de desenvolver um método que permita distinguir entre as células que não se dividem e 

células que estão a sofrer mitose dentro de uma população de células. Além disso, devido à 

incerteza do destino de micronúcleos após mais de uma divisão nuclear, é importante 

identificar as células que tenham concluído uma divisão nuclear apenas. Vários métodos 

têm sido propostos com base na citometria de fluxo e abordagens de marcação de DNA, 

mas o melhor método encontrado devido à sua simplicidade e precisão é o ensaio de 

micronúcleos com o bloqueio da citocinese (90-92). Neste ensaio, as células que tenham 

concluído uma divisão nuclear são impedidas de realizar a citocinese porque são expostas a 

citocalasina-B e, consequentemente, são facilmente identificadas pela sua aparência 

binucleada (Figura 10). 
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Figura 10: As várias possibilidades das células cultivadas com bloqueio da citocinese depois de expostas a 

agentes tóxicos (adaptado de (86)). 

 

O composto citocalasina-B é um inibidor da polimerização da actina, a qual 

participa na formação do anel de microfilamentos que constringe o citoplasma entre os 

núcleos das células filhas durante a citocinese (92). O uso de citocalasina-B permite a 

acumulação de praticamente todas as células que se dividem na fase binucleada, 

independentemente do seu grau de sincronia e a proporção de células em divisão. Os 

micronúcleos são então contados apenas em células binucleadas, o que permite 

comparações fiáveis de danos cromossómicos entre populações de células que podem ser 

diferentes na sua cinética de divisão celular. Mesmo assim é necessário definir critérios 

para a seleção de células binucleadas, que podem ser contabilizadas para a frequência de 

micronúcleos (86), entre os quais se destacam: 

 Os dois núcleos numa célula binucleada devem ter as membranas nucleares 

intactas e situar-se dentro do limite do mesmo citoplasma; 

 Os dois núcleos duma célula binucleada devem ser aproximadamente iguais em 

tamanho, coloração e intensidade de coloração; 

 Os dois núcleos dentro de uma célula binucleada podem estar ligados por uma 

ponte nucleoplasmática fina; 
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 Os dois núcleos principais duma célula binucleada podem tocar-se, mas 

idealmente não devem sobrepor-se uns aos outros. Uma célula com dois núcleos 

sobrepostos somente pode ser contabilizada, se os limites de cada um dos núcleos 

for distinto; 

 A membrana plasmática das células binucleadas deve estar intacta e distinguir-se 

claramente a partir do limite do citoplasma das células adjacentes. 

 

Depois de identificadas as células binucleadas com características que permitam contar 

micronúcleos é necessário definir então as características que os próprios micronúcleos 

devem apresentar para poderem ser contabilizados (86), de onde se destacam:  

 Os micronúcleos não devem encontrar-se ligados entre si, nem ao núcleo principal; 

 Os micronúcleos podem tocar, mas não sobrepor-se aos núcleos principais e o 

limite micronuclear deve distinguir-se do limite nuclear; 

 Geralmente têm a mesma intensidade de coloração que os núcleos principais, mas 

ocasionalmente podem ter coloração mais intensa. 

 

Em ensaios de genotoxicidade a inclusão da necrose e apoptose é importante para a 

descrição exata do mecanismo de ação e de medição da sensibilidade celular a um 

composto. O uso de citocalasina-B facilita a marcação de células apoptóticas, pois espera-

se que iniba a desintegração de células apoptóticas em pequenos corpos apoptóticos. O 

último processo requer montagem de microfilamentos (93), a qual é facilmente inibida pela 

citocalasina-B. A identificação de células em apoptose e necrose também segue alguns 

critérios. As células apoptóticas apresentam a cromatina condensada, com fronteiras 

citoplasmáticas e nucleares intactas ou fragmentação nuclear que forma pequenos corpos 

nucleares dentro de uma membrana citoplasmática intacta. As células necróticas exibem 

um citoplasma pálido com vacúolos numerosos e a membrana citoplasmática danificada 

com um núcleo intacto e perda de citoplasma ou a membrana nuclear danifica e/ou 

irregular com uma estrutura nuclear parcialmente intacta (94). 
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 Para uma administração de fármacos controlada e eficiente é necessário procurar 

constantemente vias e veículos que satisfaçam estas necessidades. Como já foi referido, a 

administração transdérmica de fármacos é vantajosa porque além de permitir a distribuição 

controlada, diminui alguns dos efeitos adversos observados noutras vias. Assim é 

necessário desenvolver veículos que transportem fármacos de forma eficiente através da 

pele, como nanopartículas de polissacarídeos, por exemplo, visto que é possível manipular 

as suas características de forma a obter o perfil de libertação pretendido.  

 Assim, o objetivo geral deste trabalho é avaliar a toxicidade de um nanogel 

sintetizado a partir de -carragenana tendo em vista a sua potencial aplicação como veículo 

de fármacos transdérmico. Portanto, pretende-se avaliar a biocompatibilidade do nanogel 

através da sua exposição em queratinócitos HaCaT, como modelo biológico in vitro, 

analisando diferentes parâmetros biológicos, que permitam concluir acerca de toxicidade 

do nanogel. Para tal, definiu-se uma metodologia que segue os seguintes objetivos 

específicos: 

 Analisar a viabilidade de queratinócitos HaCaT quando expostos a carragenana 

em solução e nanogel através de um método rápido e sensível como o ensaio de 

MTT. 

 Analisar as alterações provocadas por -carragenana na forma de solução e 

nanogel no desenvolvimento das culturas de queratinócitos HaCaT através do 

estudo do ciclo celular por citometria de fluxo. 

 Analisar danos ao nível do DNA provocados pela presença de carragenana em 

solução e nanogel pela formação de micronúcleos através do ensaio de 

micronúcleos com o bloqueio da citocinese. 

 Contribuir para a avaliação da aplicabilidade do nanogel de -carragenana como 

transportador de fármacos. 
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1. Preparação de nanoesferas de -carragenana pelo 

método de microemulsão reversa 

As nanoesferas de carragenana foram preparadas pelo método de microemulsão 

reversa combinada com a gelificação termicamente induzida de acordo com Daniel-da-

Silva e colaboradores (95).  

As microemulsões reversas foram obtidas por sonicação de uma mistura que 

compreende n-heptano (>99%) (Fluka Chemie) como fase orgânica, brometo de 

cetiltrimetilamónio (CTAB) (>99%) (Fluka Chemie) como surfactante e 1-butanol 

absoluto (Fluka Chemie) como co-surfactante. A fase aquosa correspondeu à solução de -

carragenana 10 mg∙mL
-1

 (Fluka Chemie), contendo cloreto de potássio 0,1 M (KCl) 

(>99%) (Sigma-Aldrich). Adicionaram-se 1,6 g de CTAB a 10 mL de n-heptano/1-butanol 

(77:23 v/v) a 75 ºC que se homogeneizaram através de sonicação, adicionou-se 1,94 mL da 

fase aquosa e sonicou-se mais 2 min num processador ultrassónico Cole Parmer. A mistura 

arrefeceu à temperatura ambiente para induzir a gelificação térmica das nanoesferas. 

Posteriormente, as nanoesferas foram recolhidas por centrifugação a 300 g. A remoção do 

CTAB fez-se através de dispersão em banho de ultrassons das partículas em etanol seguida 

de centrifugação a 300 g, durante 15 min à temperatura ambiente, este processo foi 

repetido pelo menos 20 vezes, até os espetros de Espetroscopia de Infravermelho (FTIR) 

revelarem apenas vestígios de CTAB. As nanoesferas foram analisadas por FTIR num 

espetrómetro Mattson 7000 com 4 cm
-1

 de resolução com as pastilhas de brometo de 

potássio (KBr). As nanoesferas foram liofilizadas para posterior utilização. 

 

1.1. Caracterização das nanoesferas através da dispersão dinâmica da 

luz (DLS) 

A técnica de dispersão dinâmica da luz (DLS) é utilizada para medir do tamanho de 

partículas submicrométricas geralmente em meios líquidos e baseia-se na medição do 

movimento browniano das partículas. Este movimento ocorre quando as moléculas do 

meio líquido colidem com as partículas em suspensão e por esta razão as partículas de 

dimensões maiores possuem um movimento mais lento que as menores. É importante ter 

em conta que a medida adquirida não corresponde às partículas em si nem mesmo aos 
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agregados, corresponde ao diâmetro hidrodinâmico (Zmédio) por elas formado. Este 

diâmetro corresponde ao de uma esfera que possui o mesmo coeficiente de difusão 

translacional que a partícula/agregado em si. Este coeficiente é influenciado pela partícula 

em si, a sua superfície, pela concentração e o tipo de iões do meio (96). 

O diâmetro hidrodinâmico médio de nanogéis foi determinado por DLS usando um 

instrumento Zetasizer Nanoseries de Malvern Instruments. As amostras foram preparadas 

em solução de tampão fosfato (PBS) a pH de 7,4 e meio “Dulbecco's Modified Eagle 

Medium” completo (DMEM completo) de forma a poder comparar-se o comportamento 

destas nanosferas em PBS, já caracterizadas por Daniel-da-Silva e colaboradores (95), e 

meio de cultura. As medições foram realizadas a 25 ºC, todas as amostras foram 

equilibradas durante pelo menos 3 minutos antes de se realizar a medição. O diâmetro 

hidrodinâmico médio de nanogéis sob consideração correspondia ao valor de Z-médio 

medido por DLS.  

 

1.2.  Quantificação de CTAB 

 O CTAB (Figura 11) é utilizado como surfactante na síntese das nanoesferas pelo 

método da microemulsão reversa descrito anteriormente. No entanto, este composto é 

tóxico, tornando-se fundamental quantificá-lo nas nanoesferas sintetizadas.  

 

 

Figura 11: Estrutura química do CTAB. 

 

A quantificação de CTAB foi realizada recorrendo a uma curva de calibração 

construída com soluções de CTAB, preparadas em água destilada, cujas concentrações 

variaram entre 0,02 e 0,4 mg·mL
-1

, de onde se interpolou o valor da concentração de 

CTAB presente nas nanoesferas. 
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2. Cultura da linha celular HaCaT 

A linha celular HaCaT foi imortalizada por Boukamp (70) e trata-se de uma linha de 

queratinócitos histologicamente normais da pele um adulto humano. 

As células foram cultivadas a 37 ºC em atmosfera humidificada contendo 5% de 

CO2, em meio “Dulbecco's Modified Eagle Medium” (DMEM) (Gibco) suplementado com 

10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS) (Gibco), na presença de 10.000 U·mL
-1 

de penicilina 

- estreptomicina (Gibco), 2,5 µg·mL
-1

 de fungizona (Gibco) e 2 mM de L-glutamina 

(Gibco). As células foram mantidas em frascos de 75 cm
2
 com 10 mL de meio e 

subcultivadas de três em três dias, período após o qual atingiam 70-80% de confluência (% 

da área de ocupação da superfície do frasco disponível para crescimento celular). 

 

2.1.  Subcultura da linha celular HaCaT  

Considerando que as células HaCaT crescem em monocamada aderente, a sua 

subcultura envolve a adição de tripsina, uma enzima proteolítica, que quebra as ligações 

das células ao poliestireno, o revestimento do frasco de cultura. Após a observação inicial 

das células no microscópio invertido (ampliação100x) (Leica), para verificar a sua 

morfologia, confluência e eventuais contaminações com bactérias ou fungos, retirou-se o 

meio de cultura e as células foram lavadas com 5 mL de uma solução tampão salina de 

fosfato pH 7,2 (PBS) (Gibco). De seguida, adicionaram-se 5 mL de ácido etilenodiamino 

tetra-acético 0,05% (p/v) preparado com PBS e incubou-se durante 5 min a 37 ºC. 

Removeu-se o EDTA e adicionou-se uma solução de tripsina-EDTA 1:1 (0,05% tripsina, 

0,025% EDTA) (Lonza) e incubou-se o frasco durante 15 min a 37 ºC. Ao fim deste 

tempo, observou-se novamente o frasco no microscópio para verificar se todas as células 

estavam em suspensão. O efeito da tripsina foi inibido, adicionando 6 mL de meio de 

cultura. As células foram ressuspendidas com a pipeta invertendo o frasco para a posição 

vertical e tocando com a ponta da pipeta na superfície do frasco, em seguida e para facilitar 

a desagregação das células, fez-se passar a suspensão celular por uma seringa. 

Posteriormente, foi realizada a contagem das células usando uma câmara de contagem ou 

hemocitómetro e determinou-se a densidade celular da suspensão. Num frasco novo, 

adicionou-se o volume adequado da suspensão a meio DMEM completo de modo a obter a 

densidade de 1 x 10
5
 células·mL

-1
 num volume de 10 mL.  
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2.2.  Congelação de células 

Aquando da subcultura, procedeu-se à criopreservação das células. Após a 

tripsinização e determinação da densidade celular, o volume adequado da suspensão 

celular foi transferido para um tubo de 15 mL, de modo a obter-se a densidade de 1,5 x 10
6
 

células·mL
-1

. A suspensão foi centrifugada a 180 g durante 5 min. Removeu-se o 

sobrenadante, tendo o cuidado de não perturbar o sedimento, e ressuspenderam-se as 

células em 1 mL de meio de cultura com 10% (v/v) de DMSO. A suspensão foi transferida 

para uma ampola de criopreservação e colocada num contentor de congelação (Mr Frosty, 

Nalgene) a 4 ºC durante 1 h. No fim deste período, o contentor de congelação foi colocado 

a -80 ºC onde foi mantido durante a noite. No dia seguinte as ampolas foram transferidas 

para o contentor de azoto líquido. 

 

2.3.  Descongelação de células 

A ampola com as células foi colocada num banho a 37 ºC durante 1 - 2 min até 

estar praticamente descongelada. Transferiu-se o conteúdo da ampola (gota a gota) para 

um tubo de 15 mL com 5 mL de meio de cultura e centrifugou-se a solução durante 5 min 

a 180 g. Retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 5 mL de meio de 

cultura. Finalmente, a suspensão foi transferida para um frasco de cultura de 75 cm
2
 com 5 

mL de meio, e este foi colocado na incubadora a 37 ºC e em atmosfera humidificada com 

5% de CO2. 

 

3. Ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-

difeniltetrazólio (MTT) 

Inicialmente descrito por Mosmann em 1983 (97), este método baseia-se na 

capacidade de células viáveis para converter um sal de tetrazólio solúvel, brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), num precipitado de formazano 

insolúvel. Os cristais púrpura de formazano podem ser dissolvidos em solventes orgânicos, 

como dimetilsulfóxido (DMSO), medindo-se a densidade ótica da solução resultante (98). 
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Plaquearam-se 6000 células/poço num volume de 200 L em placas de 96 poços e 

incubaram-se durante 24 h a 37 ºC e 5% CO2 para adesão. Após este período, o meio foi 

retirado e foi substituído por meio com diferentes concentrações de -carragenana (0,1; 0,5 

e 1 mg∙mL
-1

), nanoesferas de -carragenana (0,1; 0,5 e 1 mg∙mL
-1

) e CTAB (0,01-100 

µg∙mL
-1

) e incubaram-se de novo as células durante 6 h, 24 h ou 48 h a 37 ºC, 5% CO2. 

Retirou-se este meio que se substituiu por meio e reagente MTT 1 mg∙mL
-1

 em PBS (4:1) e 

incubou-se durante 4 h a 37 ºC, 5% CO2, removeu-se o meio de cultura contendo o 

reagente MTT e adicionou-se igual volume de DMSO e incubou-se de novo no agitador 

orbital durante 2 h protegido da luz. As absorvâncias de cada poço foram medidas a 570 

nm num leitor de microplacas (Synergy™ HT, BioTeK®), tendo sido feita a respetiva 

correção com a média do branco (DMSO). Todos os ensaios foram realizados com 6 

réplicas para cada concentração e o ensaio foi repetido 3 vezes. 

A absorvância média obtida para o controlo negativo foi considerada como sendo 

100% de crescimento celular, calculando-se a percentagem de crescimento através da 

fórmula: 

                         
            

                      
     

  

4. Avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo 

 O conteúdo de DNA celular foi determinado por incubação de células com um 

corante fluorescente que se liga ao DNA, seguida de análise da intensidade de 

fluorescência de células individuais num citómetro de fluxo e assim, distinguir células nas 

fases G0/G1, S e G2/M do ciclo celular (78). 

Nesta análise, foram plaqueadas, 0,5 x 10
5
 células·mL

-1
 em placas de 6 poços (2,0 

mL/poço). As placas foram incubadas 24 h nas condições de cultura. Após este tempo, o 

meio foi substituído pelo mesmo volume de meio com -carragenana (0,1; 0,5 e 1 mg·mL
-

1
) e nanoesferas de -carragenana (0,1: 0,5 e 1 mg·mL

-1
). Efetuaram-se 3 réplicas de todas 

as amostras e controlos. Para cada ensaio foram preparadas placas, cuja análise foi 

realizada após 6 h, 24 h e 48 h de incubação (37 ºC, 5% CO2). No fim de cada tempo de 

incubação observaram-se as células num microscópio invertido (ampliação 100x). A 

seguir, as células foram lavadas com 1 mL de PBS pH 7,2 (Gibco) e incubadas durante 5 
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min com 360 µL de EDTA, retirou-se o EDTA e as células foram tripsinizadas com 360 

µL tripsina/EDTA (Gibco), que foi posteriormente inativada com 500 µL de meio de 

cultura. As células foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min. Retirou-se o 

sobrenadante com cuidado, e ressuspendeu-se o sedimento em 400 µL de PBS. 

Centrifugaram-se de novo as células a 2000 rpm durante 5 min, removeu-se o sobrenadante 

e ressuspendeu-se em 1 mL de etanol 85% frio e guardaram-se os tubos a -20 ºC até à 

análise.  

No momento da análise por citometria de fluxo centrifugaram-se as células a 2000 

rpm durante 5 min, removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 800 µL de 

PBS, agitou-se no vórtex durante 15 s. As suspensões foram filtradas em filtro de nylon 

(50 µm de poro) para o tubo FCM, em seguida adicionou-se 50 µg∙mL
-1

 de RNase (Sigma) 

para eliminar o RNA da amostra e 50 µg∙mL
-1

 do fluorocromo iodeto de propídio (Fluka) 

para marcar o DNA nuclear. As amostras foram incubadas durante 20 min à temperatura 

ambiente e mantidas ao abrigo da luz até se proceder à sua análise. A intensidade da 

fluorescência relativa (FL) dos núcleos marcados com iodeto de propídio foi medida num 

citómetro de fluxo Beckman-Coulter EPICS-XL  (Beckman-Coulter®).  

 

5. Ensaio de micronúcleos com bloqueio da citocinese 

(CBMN) 

O ensaio de CBMN baseia-se na análise de micronúcleos em células binucleadas, 

isto é, em células nas quais foi bloqueada a citocinese através da exposição das células à 

citocalasina-B (86), permitindo assim calcular-se o Índice de Divisão Nuclear (NDI) foi 

calculado de acordo com o método de Eastmond e Tucker (99). Quinhentas células são 

marcadas para determinar a frequência de células com 1, 2, 3 ou 4 núcleos e calcular o 

NDI utilizando a fórmula: 

    
              

 
 

onde M1-M4 representam o número de células com 1-4 núcleos e N é o número total de 

células viáveis marcadas. O NDI e a proporção de células binucleadas são parâmetros úteis 

para comparar a resposta mitogénica das células e os efeitos citostáticos dos compostos 

testados no ensaio (86). 
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A avaliação mais precisa do estado da cultura é obtida se as células em necrose e 

apoptose forem incluídas no número total de células marcadas porque às altas doses 

tóxicas de substâncias químicas testadas espera-se que uma proporção elevada de células 

se tornem não-viáveis (86). O cálculo da percentagem de necrose e apoptose oferece uma 

indicação do estado das células quanto ao nível de genotoxicidade da material ao qual 

estão expostas, visto que inclui na contagem o número de células não-viáveis. 

No ensaio de micronúcleos começou-se por semear as células em placas de 6 poços 

que continham uma lamela em cada poço e incubou-se durante 24 h a 37 ºC com atmosfera 

de 5% de CO2 para adesão. As células foram expostas a -carragenana (0,1; 0,5 e 1 

mg∙mL
-1

) e nanogel de -carragenana (0,1; 0,5 e 1 mg∙mL
-1

)
 
e incubaram-se as células nas 

mesmas condições durante 24 h. Retirou-se o meio de exposição das células e adicionou-se 

citocalasina-B (Applichem) 4,5 µg∙mL
-1

 preparada em meio de cultura e incubou-se por 

mais 29 h nas condições anteriores. Fixaram-se as células com metanol absoluto a 4 ºC. A 

análise dos núcleos fez-se com a marcação dos núcleos com laranja de acridina, o meio de 

montagem foi água destilada. 

A análise de lâminas foi realizada com ampliação de 400 × utilizando um 

microscópio de fluorescência (Nikon eclipse 80i). Os micronúcleos foram contados em 

pelo menos 1000 células binucleadas. A contagem foi realizada também para calcular a 

fração de células mononucleadas, binucleadas, e tri-/tetra-nucleadas por 500 células 

contabilizadas, assim como o número de células mortas ou a morrer devido à apoptose ou 

necrose para cada condição de acordo com os critérios estabelecidos por Fenech (86). 

 

6. Análise estatística 

Todos os ensaios foram o resultado de pelo menos três experiências independentes. 

Em cada parâmetro, usou-se o programa GraphPad Prism® para comparação entre as 

várias condições estudadas. Para os ensaios de MTT e citometria de fluxo foi utilizada 

ANOVA One Way seguida pelo teste de Tuckey, enquanto que para o  DLS e o ensaio de 

micronúcleos foi utilizado o teste t-student para. O nível de significância estabelecido foi 

p<0,05. 
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1.1 Caracterização das nanoesferas de -carragenana 

1.1.  Monitorização da remoção de CTAB por FTIR 

A caracterização e análise da toxicidade das nanoesferas foram realizadas depois da 

remoção do CTAB através de vários ciclos de extração com etanol puro e banhos de 

ultrassons. A extensão da remoção do CTAB foi monitorizada através de FTIR. O CTAB 

apresenta picos típicos na gama de 1490-1360 e 980-900 cm
-1 

(50). Após 20 ciclos de 

extração por solvente, o espectro de FTIR das partículas finais (B) revelou remoção 

substancial do surfactante (Figura 12). 

 

Figura 12: Espectros de FTIR de nonogel de -carragenana após (A) 10 e (B) 20 ciclos de extração com o 

solvente para a remoção do CTAB. 

 

1.2. Análise do diâmetro hidrodinâmico por DLS 

 O diâmetro hidrodinâmico médio (Zmédio) corresponde ao diâmetro médio das 

partículas em solução, este parâmetro influencia a capacidade de carga e distribuição de 

compostos. Desta forma pode determinar-se o tamanho das partículas aquando da 

exposição. As nanoesferas não apresentaram diferenças significativas de Zmédio em meio, 

1000-970 A 

B 
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quando comparadas com o controlo (PBS), para o qual estas partículas já tinham sido 

caracterizadas anteriormente (Figura 13) (49). 
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Figura 13: Diâmetro hidrodinâmico (Zmédio) das nanoesferas de carragenana em PBS e DMEM. Os valores 

os valores apresentam média ± desvio padrão. 

 

1.3. Quantificação do CTAB 

 Como já foi referido anteriormente o CTAB é utilizado como surfactante na síntese 

de nanoesferas de carragenana. Contudo, o CTAB é um composto tóxico e como não foi 

removido na totalidade foi necessário quantificá-lo. A concentração de CTAB nas 

nanoesferas de carragenana utilizadas neste ensaio foi de 40,01 µg·mL
-1

. O que significa 

que as células foram expostas a aproximadamente 4, 20 e 40 µg·mL
-1

 de CTAB para as 

concentrações de 0,1; 0,5 e 1 mg·mL
-1

 de nanoesferas, respetivamente. 

 

2. Avaliação da citotoxicidade da carragenana e do 

nanogel de carragenana 

Como foi descrito anteriormente, o efeito da carragenana e do nanogel de 

carragenana no crescimento das células HaCaT foi avaliado através do ensaio de MTT, no 

qual é originado um produto de cor púrpura que é quantificado através medição da 

absorvância a 570 nm, e cujo valor é diretamente proporcional ao número de células 

viáveis e permite, consequentemente, fazer uma avaliação da proliferação celular através 

do cálculo da percentagem de viabilidade celular. Na Figura 14 estão representados os 
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valores da percentagem de viabilidade celular obtidos após a exposição das células HaCaT 

a carragenana e nanogel. 
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Figura 14: Viabilidade celular (%) para exposições a carragenana. Efeito das diferentes concentrações de -

carragenana e nanogel (NP) para (A) 6 h, (B) 24 h e (C) 48 h de exposição. Os valores 

apresentam média ± desvio padrão. As letras a, b e c indicam diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,001). 

 

Para os diferentes tempos de incubação ocorreram diferenças altamente 

significativas (p<0,001) entre as amostras. A carragenana livre, aumentou a percentagem 

de viabilidade celular, exceto para a exposição de 48 h, o que de acordo com o princípio do 

ensaio de MTT reflete um aumento da atividade metabólica mitocondrial das células. No 

entanto, para o nanogel de carragenana o ensaio de MTT evidenciou um decréscimo muito 

acentuado do metabolismo da enzima mitocondrial succinato desidrogenase que por 
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consequência reflete a diminuição da percentagem de viabilidade celular. Como podemos 

observar na Figura 14 as nanopartículas de carragenana apresentaram elevada toxicidade 

para a linha celular HaCaT e além disso os efeitos tóxicos aumentaram para tempos de 

exposição mais prolongados, como é o caso de 48 h (C). A percentagem de viabilidade 

celular observada para as exposições a 0,1 mg∙mL
-1

 de nanogel diminuíram de 40 para 18 e 

7%, em relação ao controlo, para 6 h, 24 h e 48 h respetivamente (Figura 14). As 

concentrações de 0,5 e 1 mg∙mL
-1

 foram mais letais e a viabilidade diminuiu para 20% 

logo às 6 h e 24 h e ficou abaixo dos 10% para 48 h (p<0,001). 

 

3. Avaliação da citotoxicidade do CTAB 

 Foi também realizada a análise do efeito do CTAB na percentagem de viabilidade 

das células HaCaT através do ensaio de MTT (Figura 15).  

0
0.

01 0.
1 1 5 10 10

0

0

50

100

150

A

a

b

b

Concentração (g.mL-1)

V
ia

b
il

id
a

d
e

 c
e

lu
la

r 
(%

)

0
0.

01 0.
1 1 5 10 10

0

0

50

100

150

B

a

b bb

Concentração (g.mL-1)

V
ia

b
il

id
a

d
e

 c
e

lu
la

r 
(%

)

0
0.

01 0.
1 1 5 10 10

0

0

50

100

150

C

a

b b b

Concentração ( g.mL-1)

V
ia

b
il

id
a

d
e

 c
e

lu
la

r 
(%

)

 

Figura 15: Viabilidade celular (%) para exposições a CTAB. Efeito das diferentes concentrações CTAB para 

(A) 6 h, (B) 24 h e (C) 48 h de exposição. Os valores os valores apresentam média ± desvio 

padrão. As letras a, b e c indicam diferenças estatisticamente significativas entre as amostras 

(p<0,001). 
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Para os diferentes tempos de incubação observaram-se diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,001) entre diferentes concentrações de CTAB. A concentração de 0,1 

µg∙mL
-1

 e inferiores não foram tóxicas para as HaCaT, visto que não ocorreu diminuição 

da viabilidade para qualquer dos tempos de exposição. No caso da exposição efetuada 

durante 6 h (A), apenas se observou um decréscimo da viabilidade celular a partir da 

concentração de 5 µg∙mL
-1

 (60% em relação ao controlo) que é ainda mais evidente para as 

concentrações de 10 e 100 µg·mL
-1 

(25 e 15% respetivamente). Com o aumento do tempo 

de exposição ocorreu um aumento da toxicidade do CTAB, visto que as células estão mais 

tempo expostas ao agente tóxico. Como se observou em B, para 24 h de exposição a 

concentração de 1 µg·mL
-1

 já provocou uma diminuição da viabilidade celular para apenas 

63%, facto que se acentuou para concentrações mais elevadas, o mesmo se verifica para 48 

h (C) de exposição, mas com variações mais significativas de toxicidade. 

 

4. Avaliação dos efeitos da carragenana e do nanogel no 

ciclo celular por citometria de fluxo 

A citometria de fluxo foi utilizada para a análise das culturas nas diferentes fases do 

ciclo celular. Como foi anteriormente descrito foi utilizado o iodeto de propídio como 

fluocromo, que emite fluorescência na zona do vermelho-laranja, e a análise foi realizada 

após as 6h e 24h de exposição celular a carragenana e nanogel de carragenana. Os 

resultados foram previamente analisados para eliminar os sinais de fluorescência 

correspondentes a núcleos agregados, ou outros artefactos que poderiam condicionar a 

análise dos resultados. 

Na Figura 16 são apresentados alguns exemplos de histogramas obtidos na análise 

por citometria de fluxo do ciclo celular das células HaCaT cultivadas em meio de cultura. 

Os histogramas apresentaram um perfil bem definido, com um pico principal 

correspondente aos núcleos na fase G0/G1 com um conteúdo 2n em DNA e um segundo 

pico com o dobro da intensidade de fluorescência, correspondente aos núcleos que se 

encontram na fase G2 do ciclo celular e que possuem um conteúdo 4n em DNA. Os 

núcleos que emitem uma fluorescência entre os dois picos têm uma quantidade intermédia 

de DNA e representam os núcleos na fase S do ciclo celular.  
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Figura 16: Exemplos de histogramas da intensidade da fluorescência relativa do PI obtidos após análise por 

citometria de fluxo de núcleos isolados das células HaCaT cultivadas em meio de cultura 

(controlo negativo) às (A) 6 h, (B) 24 h de exposição. 

  

Na Figura 17 apresenta-se a percentagem da população de cada amostra exposta a 

diferentes concentrações de carragenana e nanopartículas para 6 h (A) e 24 h (B). Para 6 h 

de exposição ao nanogel verificou-se um aumento significativo (p<0,05) da percentagem 

de células em G0/G1 (Figura 17 A), acompanhado de um decréscimo significativo da 

percentagem de células em G2/M. Por outro lado, para a exposição de 24 h ocorreram, mais 

uma vez variações mais acentuadas entre o controlo/carragenana vs NP. Para este tempo de 

exposição verificou-se globalmente uma paragem do ciclo celular em G2 e S, ocorrendo 

uma diminuição da percentagem de células que se encontraram na fase G1/G0. 

 Através da citometria de fluxo não se observaram alterações para as células 

expostas a carragenana independentemente do tempo de exposição. Pelo contrário, o 

nanogel sintetizado com a carragenana provocou a paragem do ciclo celular em G1/G0 para 

6 h de exposição e em G2/M para 24 h de exposição. 
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Figura 17: Distribuição de células expostas a carragenana de acordo com as fases do ciclo celular. As células 

controlo e expostas (0,1 e 1 mg·mL
-1

 de carragenana e 0,1; 0,5 e 1 mg·mL
-1

 de nanogel (NP)) 

após (A) 6 h e (B) 24 h de exposição. Os valores representam a média ± desvio padrão. As letras 

a e b indicam diferenças significativas p<0,05) em cada fase do ciclo celular para cada tempo de 

exposição. 
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5. Avaliação da genotoxicidade de carragenana e nanogel 

através do ensaio de micronúcleos com o bloqueio da 

citocinese 

Os micronúcleos são expressos em células em divisão nas quais partes de 

cromossomas e/ou cromossomas inteiros não foram capazes de migrar para os polos do 

fuso durante a mitose. Durante a telófase forma-se um invólucro nuclear em torno dos 

cromossomas atrasados e/ou fragmentos, que se desenrolam e assumem gradualmente a 

morfologia de um núcleo de interfase com a particularidade de serem menores que o 

núcleo principal na célula, daí o termo "micronúcleo". Portanto, os micronúcleos fornecem 

um índice vantajoso e fiável da rutura e/ou perda de cromossomas. Na Figura 18 são 

apresentadas imagens representativas do controlo negativo (A) e das células expostas (B a 

E) ao nanogel obtidas por microscopia de fluorescência para o ensaio de micronúcleos. 

Para o controlo (A), pode observar-se a morfologia das células HaCaT normais, onde 

grande parte das células se apresenta binucleada (núcleos aparecem corados a verde e o 

citoplasma a laranja). As células expostas a 1 mg·mL
-1

 de carragenana (B) apresentam 

morfologia semelhante, com elevada incidência de células binucleadas, nas quais se 

contam os micronúcleos. Para as células expostas às concentrações de nanogel de 0,1; 0,5 e 

1 mg·mL
-1

, não se observaram células binucleadas, o que resultou num NDI igual a 1. A 

ausência de células binucleadas inviabilizou a contagem de micronúcleos para estas 

condições. Além disso, observaram-se muitas células necróticas, o que indica a elevada 

toxicidade do nanogel para as diferentes concentrações. 
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Figura 18: Imagens de microcopia de fluorescência (ampliação 400×) para (A) células controlo expostas 6 h 

a (B) 1 mg·mL
-1

 de carragenana, (C-E) 0,1; 0,5 e 1 mg·mL
-1

 de nanogel. Todas as amostras 

foram coradas com laranja de acridina. 
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As amostras controlo e 1 mg·mL
-1

 de carragenana apresentaram elevada frequência 

de células binucleadas, o que possibilitou a contagem de micronúcleos e o cálculo de 

percentagens de células apoptóticas e necróticas. Para os parâmetros estudados entre as 

duas amostras não se observaram diferenças significativas (Figura 19). O NDI estimado 

em 1,7 (A) indica que as células se encontravam em divisão. Além disso, as baixas 

percentagens em micronúcleos (B), apoptose e necrose (C), sem diferenças significativas 

entre o controlo e as células expostas a carragenana indicaram que esta não é genotóxica 

para estas células, visto que mesmo as células não expostas apresentaram uma 

percentagem basal nestes parâmetros.   
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Figura 19: Resultados do ensaio de CBMN (A) NDI, (B) percentagem de micronúcleos, (C) percentagem de 

apoptose e necrose para o controlo e 1 mg·mL
-1

 de -carragenana após 6 h de exposição. Os 

valores representam a média ± desvio padrão. 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V – Discussão 
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Atualmente, os avanços da indústria farmacêutica requerem métodos que 

promovam uma maior eficiência de transporte e distribuição dos fármacos para atingirem o 

seu alvo. Neste contexto, têm sido desenvolvidos novos veículos, entre os quais 

nanopartículas, que promovem um transporte e perfil de libertação de fármacos mais 

eficaz. Recentemente, as nanopartículas têm-se destacado devido à possibilidade de 

manipulação da sua síntese de forma a obter partículas com as propriedades desejadas para 

aplicações específicas. A síntese de nanopartículas com base em polissacarídeos, 

nomeadamente a carragenana, tem vindo a ganhar terreno nesta área, visto que tais 

polissacarídeos produzem nanogéis com propriedades ajustáveis durante a síntese, 

possuem grande capacidade de carga de fármacos e para além disso não são tóxicos. 

Neste trabalho pretendeu-se estudar a possível utilização de um nanogel de 

carragenana como veículo de transporte de fármacos. Para tal, selecionaram-se várias 

concentrações de nanoesferas para testar em queratinócitos que permitissem a sua 

utilização como veículo, tal como outros autores fizeram empregando outro tipos de 

nanopartículas ou nanogéis (8, 100, 101).  

A síntese das nanoesferas de -carragenana pelo método de microemulsão reversa 

implicou a utilização de CTAB como surfactante e a sua posterior remoção foi um passo 

fundamental na preparação destas nanoesferas. Isto deve-se ao facto de o CTAB ser um 

composto que altera as propriedades e influencia a própria toxicidade das nanoesferas 

quando está presente em concentrações elevadas. Através da análise por FTIR das 

nanoesferas foi possível observar uma diminuição considerável de CTAB presente nas 

nanoesferas após 20 ciclos de extração com etanol.   

Nos resultados de caracterização das nanoesferas verificou-se que estas 

apresentaram diâmetros hidrodinâmicos idênticos em meio de cultura (DMEM) e em PBS, 

tal como descrito anteriormente por Daniel-da-Silva e colaboradores (49). Esta semelhança 

de diâmetros indica que as nanoesferas têm a mesma capacidade de carga e eficiência de 

encapsulamento, o que viabiliza o estudo destas nanoesferas em meio de cultura partindo 

do princípio que apresentam características semelhantes às descritas. 

A avaliação da biocompatibilidade de possíveis veículos de transporte de fármacos 

requer estudos in vivo e in vitro, sendo que os estudos in vitro se realizam numa fase inicial 

do processo e apenas quando se verifica a biocompatibilidade se avança para os estudos in 

vivo. Além disso, nos ensaios in vitro é possível avaliar de forma reprodutível, controlada e 
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num curto espaço de tempo a resposta celular. As células HaCaT têm-se revelado um bom 

modelo in vitro de células de pele, via através da qual se pretende empregar estas 

nanoesferas como veículo. A biocompatibilidade de um composto ou material é um 

parâmetro que deve ser exaustivamente estudado antes de este poder ser colocado em 

contacto com o organismo. Neste trabalho, foi avaliada a toxicidade in vitro de 

carragenana e nanoesferas sintetizadas a partir de carragenana e determinou-se qual o seu 

efeito na viabilidade celular pelo ensaio de MTT, analisou-se o ciclo celular através de 

FCM e a genotoxicidade recorrendo ao ensaio de CBMN. 

Os resultados do ensaio de MTT revelam que ocorreu um aumento da viabilidade 

nas células expostas a carragenana para os vários tempos de exposição. Estes resultados 

vão de encontro a outros estudos realizados anteriormente que afirmam o efeito protetor da 

carragenana (102) e a sua biocompatibilidade in vitro (103, 104) e in vivo (105, 106). Neste 

contexto seria de esperar que o nanogel sintetizado a partir da carragenana também não 

fosse citotóxico. No entanto, quando as células foram expostas a nanoesferas de 

carragenana sofreram um decréscimo acentuado da percentagem de viabilidade para todos 

os tempos de exposição. A viabilidade celular diminuiu gradualmente com a concentração 

e aumento de tempo de exposição de 6 h para 24 h e 48 h. Excluindo um eventual efeito 

espcífico das nanopartículas utilizadas, e dada a reconhecida citotoxicidade do CTAB, 

estes resultados sugerem que a toxicidade das nanoesferas se deva a algum dos compostos 

utilizados na sua síntese.  

O CTAB, utilizado na síntese das nanoesferas, é um composto tóxico que apesar 

das sucessivas lavagens não é possível remover completamente e a sua remoção completa 

poderia até comprometer a estabilidade da forma das nanoesferas. Nos resultados de MTT 

com as exposições ao CTAB observou-se uma diminuição da percentagem de viabilidade 

celular que se acentua com o aumento da concentração e do tempo de exposição, tal como 

se previa e de acordo com estudos anteriormente realizados (107, 108). 

Assim foi necessário quantificar a concentração residual de CTAB nas nanoesferas, 

para verificar se este composto poderia interferir no decréscimo de viabilidade observado 

para as nanoesferas. Esta quantificação revelou que as nanoesferas apresentam uma 

quantidade residual de CTAB capaz de interferir na viabilidade celular.   

 Como já foi referido, o ensaio de MTT foi realizado para diferentes tempos de 

exposição 6 h, 24 h e 48 h. Os resultados obtidos são consistentes, isto é, os perfis de 
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viabilidade celular são semelhantes, apesar de ocorrer um decréscimo mais acentuado para 

tempos de exposição mais prolongados. Assim, o ensaio de MTT foi utilizado como um 

estudo preliminar da toxicidade das nanoesferas que permitiu selecionar os tempos de 6 h e 

24 h para avaliar os efeitos sobre o ciclo celular e 6 h para a contagem de micronúcleos, 

visto que este é um ensaio muito sensível e não permite a análise quantitativa dos 

resultados para ensaios onde se verifique elevada citotoxicidade. Foi também com base no 

ensaio de MTT que foi selecionada a concentração de carragenana de 1 mg∙mL
-1 

como 

sendo representativa para a análise do ciclo celular e ensaio de micronúcleos, visto que a 

viabilidade celular foi idêntica para as três concentrações e que, se algum efeito tóxico 

adviesse da carragenana seria mais visível em exposições com esta concentração. 

Na análise do ciclo celular por FCM, as células expostas a carragenana não 

sofreram alterações no seu ciclo celular tanto para 6 h como para 24 h em relação ao 

controlo. Em qualquer dos casos as percentagens de células que se encontraram na fase 

G0/G1 foram superiores, seguidas das fases G2/M e S, apresentando assim as células um 

comportamento normal de acordo com a literatura (109-111). No entanto, para as células 

expostas a nanoesferas, principalmente nas concentrações mais elevadas (0,5 e 1 mg·mL
-1

) 

observaram-se alterações do ciclo celular. As células expostas durante 6 h a nanoesferas 

apresentaram maior percentagem de células na fase G0/G1 o que indica paragem de divisão 

das células quando expostas ao nanogel. Por outro lado, nas células expostas durante 24 h 

às nanoesferas, ocorreu um decréscimo da percentagem de células na fase G1/G0 para todas 

as concentrações de nanoesferas em relação ao controlo, e um aumento das células nas 

fases S e G2/M. Estes resultados indicam que as nanoesferas promoveram a paragem do 

ciclo celular dos queratinócitos, interferindo com o seu desenvolvimento normal. 

Através do ensaio de micronúcleos com o bloqueio da citocinese observou-se a 

toxicidade do nanogel para as células HaCaT após 6 h de exposição. Este ensaio é muito 

sensível e depende da viabilidade das células, visto que os micronúcleos são contabilizados 

em células em divisão, assim não foi possível realizar ensaios mais prolongados, visto que 

seriam agravados os efeitos nocivos para as células, impossibilitando a análise. As células 

expostas a carragenana não apresentam diferenças significativas em relação ao controlo, 

nem ao nível do aspeto morfológico, nem do NDI, nem da formação de micronúcleos, ou 

nas percentagens de apoptose e necrose. Os resultados observados para o controlo (0 

mg·mL
-1

) são consistentes com outros estudos realizados com esta linha celular (112, 113). 
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As células expostas à carragenana apresentam o mesmo perfil de resultados, o que sugere 

mais uma vez que a carragenana não é genotóxica para estas células na concentração 

testada. No entanto, as células expostas a nanoesferas não se dividiram e apresentaram o 

aspeto característico de necrose, o que indica que os queratinócitos não estavam em divisão 

porque haviam morrido. Além disso em nenhuma das exposições a nanoesferas existem 

células binucleadas, sendo o NDI de 1. 

Pela análise dos resultados obtidos através das várias técnicas observou-se que a 

carragenana exibe resultados semelhantes ao controlo, o que significa que não apresenta 

toxicidade para os queratinócitos que possa ser identificada pelas técnicas utilizadas. No 

caso das nanoesferas de carragenana observou-se uma consistência dos resultados no 

sentido da sua toxicidade, visto que diminuíram a percentagem de viabilidade celular 

analisada através do ensaio de MTT, provocaram a paragem do ciclo celular analisado por 

citometria, resultados estes que vão ao encontro dos obtidos através do ensaio de 

micronúcleos, onde foi possível observar que as células não se dividiram e além disso 

tinham um aspeto necrótico.  

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as nanoesferas de carragenana 

apresentam elevada toxicidade para os queratinócitos, mas que esta toxicidade não advém 

da própria carragenana. Uma das possíveis causas da toxicidade da carragenana pode ter 

sido a quantidade residual de CTAB presente nas nanoesferas, que se enquadra na gama 

em que este composto é tóxico para os queratinócitos, como foi referido anteriormente. No 

entanto, outros mecanismos de toxicidade podem estar por trás da toxicidade destas 

nanoesferas.  

 

 

 

 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI – Conclusão 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  



                                                                                                                                 Conclusão 

65 
 

Este trabalho tinha como objetivo testar a biocompatibilidade das nanoesferas de -

carragenana em queratinócitos (in vitro) com o propósito de eventualmente avançar com 

estudos in vivo onde se testariam as suas propriedades como transportador de fármacos 

através da pele.  

 Os resultados obtidos para as exposições dos queratinócitos a todas as 

concentrações de nanoesferas, que correspondem a concentrações que teriam interesse para 

a sua função de veículo de transporte de fármacos, apresentaram toxicidade. Enquanto a 

carragenana, que também foi testada nas mesmas concentrações não exibiu quaisquer 

sinais de toxicidade.  

 O ensaio de MTT apesar de ser um método destrutivo, no qual a viabilidade das 

células pode ser analisada apenas no final do ensaio, é um método eficaz e preciso para 

determinar a percentagem de viabilidade celular e, revelou a diminuição acentuada da 

viabilidade para as exposições às nanoesferas. Quanto à análise do ciclo celular por 

citometria de fluxo observou-se a paragem do ciclo celular. Os resultados obtidos através 

do ensaio de CBMN também revelam a paragem do ciclo celular promovida pela 

exposição das células ao nanogel. Além disso, este ensaio mostrou claramente que as 

células apresentavam um aspeto necrótico, sinal da genotoxicidade do nanogel. 

 Em suma, todos os resultados indicam que apesar de a carragenana ser 

biocompatível, estas nanoesferas apresentam vários sinais de toxicidade para os 

queratinócitos. Por outro lado, os resultados obtidos para o CTAB, cuja concentração 

residual presente nas nanoesferas se enquadra dentro dos seus limites de toxicidade, 

sugerem que este composto pode ser um dos responsáveis por esta toxicidade. No entanto 

poder-se-iam realizar estudos complementares como o ensaio de cometas, por exemplo, 

utilizado para medir ruturas ao nível das cadeias de DNA, ou a análise metabonómica 

destas células para tentar esclarecer o mecanismo desta toxicidade. 
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