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RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia do Aloe vera (Aloe barbadensis) na atividade angiogénica
e cicatricial Métodos: estudo experimental onde se utilizou 120 ovos férteis de galinha
(Gallus domesticus) da linhagem Rhoss. Os ovos foram incubados e ao final do 13°,
discos de papel de filtro, veiculando 3 pL da solucédo a ser testada (extrato glicolico de
aloe vera a 10%), e os devidos controles, foram depositadas diretamente sobre a
Membrana Corioalantéide-MCA de forma cuidadosa para avaliacdo da atividade
angiogénica do Aloe vera. A atividade cicatricial foi avaliada utilizando 15 ratos
saudaveis, da espécie Rattus norvegicus albinus, através da criagdo de uma leséo
no dorsos de cada rato utilizando um molde do tamanho retangular 2,0x3,0cm, apés
a confeccédo da lesdo eram aplicadas a solucéo a ser testada, Aloe vera e os controles
positivo e negativo Resultados: com relacéo a atividade angiogénica observou —se
através das imagens que 80% das MCAs onde se utilizou o Aloe vera houve formacéo
de vasos sanguineos mais grossos e em maior quantidade, porém nao apresentou
diferencas significativas quando comparada ao controle positivo. Com relacdo a
atividade cicatricial os resultados na avaliacdo macroscopica demonstraram que
100% dos ratos do grupo teste apresentaram um fechamento completo das lesées no
21° dia do experimento enquanto que apenas 40% do grupo controle apresentavam
fechamento completo. Porém quando aplicado o teste de Tukey, (p>0,05), ndo houve
diferenca estatistica. Demostrando assim que a atividade cicatricial do Aloe vera é
igual a do Regederm®que ja possui comprovacao cientifica na cicatrizacdo de feridas.
Concluséo: o Aloe vera apresentou atividade cicatrizagao igual ao controle positivo,
na MCA apresentou atividade angiogénica igual ao controle positivo, com formacéao
de novos vasos, foi de facil aplicacdo e manuseio, Concluindo -se com isso que o
extrato de Aloe vera ou componentes pro-angiogénicos isolados podem ter potencial
para aplicacGes farmacéuticas para o tratamento de feridas.

Palavras-chave: Babosa, Biotecnologia, Fitoterapia
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the influence of Aloe vera (Aloe barbadensis) in angiogenesis
and scar activity Methods: experimental study used 120 fertile eggs of chicken (Gallus
domesticus) of Rhoss lineage. The eggs were incubated, and the end of the 13 °, filter
paper discs, conveying 3 uL of the solution to be tested (glycolic extract of aloe vera
10%) and the proper controls were deposited directly on the Chorioallantoic
Membrane-MCA so carefully to evaluate the angiogenic activity of Aloe vera. The
healing activity was evaluated using 15 healthy rats of the species Rattus norvegicus
albinus by creating a lesion on the dorsum of each mouse using a rectangular size
2,0x3,0cm mold, after making the injuries were applied the solution to be tested, Aloe
vera and the positive and negative controls Results: regarding angiogenic activity
observed If through the images that 80% of MCAs which was used Aloe vera was the
formation of thicker blood vessels and in greater quantities, but there was no difference
significant when compared to the positive control. Regarding scar activity results in
macroscopic evaluation showed that 100% of the test group mice showed a complete
closure of the lesions on the 21st day of the experiment while only 40% of the control
group had complete closure. But when the Tukey test (p> 0.05), there was no statistical
difference. Demonstrating how the scar activity of Aloe vera is the same as
Regederm® you already have scientific evidence in wound healing. Conclusion: Aloe
vera presented healing activity equal to the positive control, the MCA presented
angiogenic activity equal to the positive control, with formation of new vessels, it was
easy to apply and handling, conclusion themselves with what the Aloe vera extract or
pro components -angiogénicos isolates may have potential pharmaceutical
applications for wound treatment.

Keywords: Aloe, Biotechnology, Herbal Medicine
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1. INTRODUCAO

As plantas séo utilizadas pelo homem desde o inicio de sua histéria para o
tratamento de diversas doencas (CARNEIRO et al., 2014). Atualmente a utilizacéo de
substancias de origem vegetal ou animal para fins medicinais, continua sendo um
habito frequente nas culturas dos mais diferentes povos do planeta (NICOLETTI et al.,
2010).

Esta afirmacdo € comprovada quando observar —se varias pesquisas que
relatam que apesar do desenvolvimento de farmacos sintéticos, as plantas medicinais
continuam sendo uma alternativa no tratamento de diversas doencas em varias partes
do mundo. Ressalta-se ainda que nas ultimas décadas sua utilizacdo vem sendo muito
valorizada (BADKE et al., 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude estima que aproximadamente 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento utiliza plantas medicinais para o tratamento
de algumas doencas (WHO,1993). E explica que isso ocorre devido a dois motivos, a
tradicdo e o dificil acesso aos servicos de saude, e nos paises mais ricos devido o
modismo de consumir produtos naturais (BRASIL, 2012).

Devido o0 aumento do consumo desses produtos naturais nos paises mais ricos.
Os Estados Unidos e a Europa criaram um controle rigoroso na comercializagao e
registro de produtos de origem vegetal com normas para certificacdo destes produtos
para garantir a qualidade das preparacées a base de plantas (JUNIOR et al., 2005).

Mais mesmo tendo todas essas medidas rigorosas na comercializacao de
produtos de origem vegetal, vimos que na Alemanha a terapia alternativa com plantas
medicinais € utilizada de forma preocupante pois, apesar dos médicos alemaes
prescreverem medicamentos fitoterapicos, a maioria da populacao utiliza as plantas
medicinais através da automedicagdo, tornado seu consumo perigoso pois ndo se
conhece os efeitos sinérgicos quanto utilizados com medicamentos alopaticos
(JUNIOR et al., 2005).

No Brasil cerca de 82% da populagdo utiliza produtos a base de plantas
medicinais sendo que muitas delas, tém pouca ou nenhuma comprovacéo cientifica
de suas propriedades farmacolégicas e eficacia. O seu uso € devido ao conhecimento
popular que é transmitido de geracéo a geracdo (RODRIGUES & DE SIMONI, 2010).

Diante disso o Brasil tem se preocupado em estabelecer diretrizes no intuito de
assegurar que a utilizacdo desses fitoterapicos seja realizado dentro das normas
estabelecidas pela Politica de Medicamentos (NICOLETTI et al.,, 2010). E com a



aprovacao em 2006 da Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
no Sistema Unico de Salde-PNPICS, tornou-se possivel incluir plantas medicinais no
tratamento de algumas patologias pois a PNPIC, tendo como uma de suas diretrizes
a elaboracéo da relacdo Nacional de Plantas Medicinais e de Fitoterapicos, assim
como facilitar o acesso a plantas medicinais e fitoterapicos aos usuarios do SUS
(BRASIL, 2008).

Nas dUltimas décadas tivemos muitos avancos com a formulacdo e
implementacéo de politicas publicas com objetivo de valorizar a utilizacdo das plantas
medicinais e derivados nos cuidados com a saude e de sua insercdo na rede de
saude. Porém diante do potencial que nosso pais tem, devido sua biodiversidade,
temos alguns desafios, dentre eles a ampliacdo do investimento em pesquisas. Para
gue os usuarios desses produtos tenham acesso aos mesmo com qualidade, eficacia
e seguranca (BRASIL, 2012).

As plantas tém um grande potencial para tratar e cicatrizar feridas. Sendo
utilizada em vérios paises para tratamento de lesfes de varias etiologias (THAKUR et
al., 2011). Atualmente, estudos experimentais utilizando plantas medicinais e outros
elementos que atuam na cicatrizacdo estdo sendo desenvolvidos, porém ainda
existem poucos estudos clinicos realizados em humanos. Contudo ja existem no
mercado alguns produtos derivados de plantas para fins medicinais caso do Biocure®
(VARGAS et al., 2014).

Dentre essas plantas medicinais utilizadas na cicatrizacdo de feridas foi
escolhido para este estudo a Aloe barbadensis, conhecido popularmente no Brasil por
babosa devido o mesmo ja ser utilizado na cultura popular no tratamento de varios
tipos de lesBes cutaneas.

A Aloe barbadensis € uma planta de origem africana, pertencente a familia das
Lilidceas, parecida com um cacto, suculenta que cresce em climas tropicais. Ha mais
de 300 espécies de Aloe catalogadas, porém como a maioria € venenosa somente
guatro espécies sdo seguras para serem usadas em seres humanos, merecendo
destaque Aloe arborensis e Aloe barbadensis. Sendo este ultimo de maior
concentracdo de nutrientes na sua goma ou gel e devido a isso o mais utilizado na
medicina curativa e comumente chamado no mundo de Aloe vera (DAT et al., 2012,
BOMTEMPO, 2012; BHAT et al., 2011).

A Acao terapéutica da Aloe vera, é citada em varios trabalhos experimentais, e

tem sido utilizada na medicina tradicional na cura de diversos males, dentre eles



lesbes da pele como queimaduras, danos por irradiagdo, Ulceras venosas e
isquémicas (OLIVEIRA et al., 2010).

A Aloe vera apresenta acao cicatrizante, anti-inflamatoéria, protetora da pele,
sendo muito utilizada nas lesbes de pele, devido, fundamentalmente, ao seu poder
emoliente e suavizante. Além de conter as vitaminas C, E, do complexo B e &cido
félico, contém também minerais, aminoacidos essenciais e polissacarideos que
estimulam o crescimento dos tecidos e a regeneracéo celular (OLIVEIRA et al., 2010).

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, representando 16% do seu peso,
formada por uma camada de tecido responsavel pelo revestimento e protecédo de
todas as estruturas internas fazendo assim a interacdo do Nnosso organismo com 0
meio externo (DOMANSKY & BORGES, 2012). Sendo assim, uma vez lesada a pele
exigira um complexo mecanismo de fungdes celulares que agem em sincronia para a
reparacao da lesdo (GOGIA, 2003).

Vérios relatos afirmam que Aloe vera tem uma influéncia benéfica na
cicatrizacdo de feridas em ratos normais e diabéticos. Devido exercer um efeito
estimulante imunolégico, ativando os macréfagos (KHAN et al., 2013).

O processo de cicatriza¢do ou reparacao pode ser dividido em trés estagios
distintos mais sobrepostos. A fase inflamatéria, que pode ser intensa ou duradora
dependendo do grau de leséo tecidual, sendo que nesta fase ocorre o recrutamento e
a proliferacdo dos fibroblastos. O segundo estagio, chamado de fase proliferativa
caracteriza-se pela deposicdo do colageno, da angiogénese, para formar o tecido
cicatricial. O terceiro e Ultimo estagio, € a remodelacdo, no qual o colageno
extracelular € remodelado e dispostos em feixes paralelos sendo diferente dos
produzidos na derme saudavel pois a certos componentes da pele que depois de
lesados ndo é possivel sua recuperagdo como os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas (GOGIA, 2003; KING, 2007).

O uso tépico da Aloe vera possui o papel de fornecer mais oxigénio,
aumentando a vascularizacdo e a quantidade de colageno para que o processo de
cicatrizagcdo aconteca. Com seu uso o0 tecido €& desinflamado ocorrendo a
multiplicacéo das células epiteliais (DE PAULA & PIMENTEL, 2011).

Um estudo de revisao publicado em 2012 sobre a utilizacdo da Aloe vera no
tratamento de feridas agudas e crbénicas concluiu que apesar da existéncia de muitos
ensaios clinicos que objetivam comprovar a eficacia da Aloe vera no tratamento de

feridas agudas e cronicas 0os mesmos apresentam baixa qualidade. Esse mesmo



estudo destaca a necessidade de futuras pesquisas de alta qualidade em Aloe vera e
seus efeitos sobre as feridas agudas e cronicas e sugere que deva se seguir uma
metodologia experimental rigorosa (DAT et al., 2012)

Baseado no exposto acima esta pesquisa tem como objetivos avaliar os efeitos
da Aloe vera (Aloe barbadensis) em relacédo a sua atividade angiogénica, mediante
realizacdo de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo experimental a
membrana corioalantéidea do ovo embrionado de galinha. E a atividade cicatricial do
Aloe vera, mediante a realizagdo de experimentos ‘in vivo”, utilizando como modelo

experimental lesdes induzidas em dorso de ratos.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. A Pele

A pele é formada por duas camadas, conhecidas como epiderme e a derme,
ela constitui o maior e um dos mais ativos érgaos do corpo humano. Em sua estrutura
a epiderme forma superficie mais externa do corpo, ja a derme forma a camada mais
profunda da pele (DEALEY, 2008).

A pele tem por funcdo a protecdo, atuando como barreira fisica contra
microrganismos e minimizando a perda excessiva de liquidos; a sensibilidade,
permitindo as sensacdes de dor, pressdo, calor e frio através das terminacdes
nervosas; a termo regulacdo mediante a sudorese, vasodilatacdo e vasoconstricao; a
excrecdo de eletrdlitos e agua; o metabolismo, através da sintese de vitamina D, que
ativa o metabolismo de célcio e fosfato e a caracterizacdo étnica, relacionada a
diferencas quantitativas de melanina e melanéide (JORGE & DANTAS, 2007).

A espessura da pele varia de acordo com a idade, etnia, regido anatémica e
sexo. Os pelos sao anexos do tegumento, possuem crescimento ciclico e existem em
grande extensao na pele, exceto nas regides palmar, plantar e parte dos genitais
externos. Os demais anexos sao glandulas sudoriparas, que colaboram na regulacao
térmica do corpo e as glandulas sebaceas, cujo produto de excrecao impermeabiliza
e protege a camada cornea e o 0stio folicular. As unhas sédo formadas por células
ceratinizadas e constituidas da mesma camada da epiderme exceto a granulosa
(MALAGUTTI & KAKIHARA, 2011).

A Epiderme apresenta varias camadas sendo a mais profunda o estrato basal
que € responsavel pela producdo de novas células por divisdo celular. As trés
camadas superiores da epiderme sdo o estrato granulosos, o estrato llcido e o estrato
corneo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A epiderme ainda possui células chamadas melandcitos que contem melanina
que ir4 determinar a cor da pele de acordo com sua concentracdo (DEALEY, 2008).

A derme é formada por tecido conjuntivo, sua espessura apresenta-se variavel
de acordo com a regido observada atingindo o maximo de 3mm da planta do pé.

Sendo constituida por duas camadas, a papilar que € mais superficial e a
reticular mais profunda. O tecido conjuntivo € composto por inimeras fibras colagenas
e, em menor numero, fibras elasticas e reticulares. Os feixes colagenos sao
compostos por fibras e entre eles encontramos fibroblastos. A derme oferece suporte,
resisténcia, sangue e oxigénio a pele (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).



2.2. Feridas Definicéo e Classificacéo

A ferida pode ser definida como uma ruptura na pele causada por agentes
fisicos, quimicos ou biol6gicos (BORGES et al.,2008).

Existem diversos parametros que podem ser abordados na classificacdo das
feridas, os mesmos nos auxiliam na escolha do tratamento adequado para cada tipo
de lesdo (GIRARDI, 2005).

Quanto a evolucao as feridas podem ser classificadas como agudas e crénicas
(SCEMONS & ELSTON, 2011). As agudas sao aquelas que respondem rapidamente
ao tratamento e cicatrizam sem complicagcdes, quanto que as crdnicas apresentam
uma longa duracéo e séo de dificil cicatrizacdo (DEALEY, 2008).

Quanto ao comprometimento tecidual, podem ser classificadas com superficial,
guando somente a epiderme é lesada, parcial quando ha envolvimento da epiderme
e de parte da derme e total quando toda a epiderme e a derme sédo destruidas e
tecidos mais profundos como musculos ou 0ssos podem estar envolvidos
(MENEGHIN et al., 2007).

Quanto ao agente causal, podem ser incisas ou cirdrgicas, que sédo aquelas
produzidas por instrumento cortante, contusas, lacerantes e perfurantes (TAZIMA et
al., 2008).

As feridas podem ser classificadas ainda como: limpas, limpas-contaminadas,
contaminadas e infectadas (SCEMONS & ELSTON, 2011)

2.3. Processo de Cicatrizacao de Feridas

A restauracao do sistema vascular da pele é uma complexa cascata de eventos
celulares, bioquimicos, humorais e moleculares que interagem para que ocorra a
reepitelizacao e a reconstrugcao do tecido. Este processo surge como uma resposta
do tecido a lesbes induzidas por traumatismo ou por procedimentos
cirirgicos (KAPOOR et al., 2004; FALEIRO et al., 2009; THAKUR et al., 2011).

O fechamento de uma lesédo cutanea pode ocorrer por dois processos o0 da
regeneracao ou da reparacéo. Na regeneracéo a lesdo limita-se a epiderme ocorrendo
a substituicdo especifica do tecido lesado, sem perda de sua funcdo enquanto que na
reparacdo o fechamento da lesdo ocorre com formacgédo de cicatrizes e fibrose
(BORGES et al., 2008; REINKE & SORG, 2012).

Quando ha alguma deficiéncia de algum dos componentes envolvidos no

processo de cicatrizacdo a mesma pode evoluir de forma demorada com o



aparecimento de fibroses, as Ulceras por presséo e Ulceras venosas estdo entre 0s
tipos mais frequentes de feridas denominadas cronicas por serem de dificil
cicatrizacédo (KAPOOR et al., 2004).

O processo de cicatrizacdo de feridas € caracterizado por trés fases que se
sobrepdem que sao: fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelacao.
Apesar de alguns avangos recentes na compreensao destes processos basicos na
cicatrizacdo de feridas, disturbios continuam a causar doencas e até mesmo a morte
(CLARK, 1996).

A fase inflamatéria inicia —se imediatamente apdés o aparecimento da lesao.
Com a hemorragia, esse extravasamento sanguineo preenche a area lesada com
plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas. Que geram um tampao no
local da lesdo formando um coagulo, rico em fibrina, promovendo a hemostasia e
criando uma barreira contra a invasédo de microrganismos (MENDONCA et al., 2010).

Na maioria das vezes a lesao expde o colageno da matrix extra-celular (MEC),
permitindo assim a ativacdo das plaquetas que aderem e se agregam no leito da leséo
secretando varios mediadores que facilitam a coagulacéo permitindo que a hemadstase
aconteca (LAUREANO & RODRIGUES, 2011).

As plaguetas também s&o responsaveis pela liberacdo dos fatores de
crescimento, como, Fator de Crescimento Transformador Beta-TGF-f, fator de
Crescimento derivados de Plaguetas -PDGF, Fator de Crescimento derivado de
Fibroblastos- FGF e Fator de Crescimento Epidérmico-EGF (REINKE & SORG, 2012).

O passo inicial na constituicdo de novos vasos é a unido de fatores de
crescimento para seus receptores nas células endoteliais dos vasos existentes,
ativando assim cascatas de sinalizacao intracelular. As células ativadas segregam
enzimas proteoliticas que se dissolvem na lamina basal. Assim, as células endoteliais
sdo agora capazes de proliferar a migrar para dentro da ferida (MENDONCA et al.,
2010).

O coagulo formado por colageno, plaquetas e trombina serve de reservatério
proteico para sintese de citocinas e fatores de crescimento, ocasionando a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular, facilitando a migracéo de
neutroéfilos para a ferida (CAMPOS et al., 2007)

As primeiras células a alcancar o local da ferida séo os neutrdfilos, séo atraidos
por substancias quimiotéaticas liberadas pelas plaguetas e apds a saida das mesmas

de dentro do leito da lesédo, os neutréfilos preenchem esse leito com o objetivo de



fagocitar bactérias, fragmentos celulares e corpos estranhos sendo substituidos ap6s
24h pelos macréfagos (TAZIMA et al., 2008).

Os macrofagos sdo as principais células a migrarem antes dos fibroblastos e
iniciarem sua replicacéo, tem como uma das funcfes o termino da limpeza iniciada
pelos neutrofilos e a mais importante de secretar citocinas e fatores de crescimento,
além de contribuir na angiogénese, fibroplasia e sintese da matriz extracelular,
fundamentais para transicao para fase seguinte (BROUGHTON et al., 2006).

A fase proliferativa € divida em trés subfases, sendo responsavel pelo
fechamento da lesdo. Que sao: a fase de reepitelizacdo, angiogénese e fibroplasia o
(LAUREANO & RODRIGUES, 2011).

Na reepitelizacdo o foco principal € a migracdo de queratinécitos para as
margens da ferida e dos anexos epiteliais, quando a ferida € de espessura parcial e
apenas as margens se for de espessura total. Os fatores de crescimento sao
responsaveis pelo aumento da mitose e hiperplasia do epitélio. A proliferacdo dos
gueratindcitos inicia-se de 24 a 48 horas apoés a lesao e leva o0 suprimento necessario
de células para migracédo e formacédo do novo epitélio, havendo a reestruturacdo da
membrana basal, com a ligacédo das células ao substrato subjacente (MANDELBAUM
et al., 2003).

Na angiogénese acontece o0 crescimento de novos vasos a partir da
proliferacdo dos vasos ja existentes nas margens da ferida, com a proliferacdo das
células endoteliais, formacéo da estrutura tubular dos novos vasos e reconstrucao da
membrana basal (LAUREANO & RODRIGUES, 2011). Os fatores de crescimento séo
muito importantes para o desenrolar desse processo, como VEGF, produzido por
macrofagos que contribui para 0 aumento da expressao de receptores das integrinas,
importante mitogénico para migracéo de células epiteliais (REINKE & SORG, 2012).

A fibroplasia ocorre quando apos o trauma ceélulas mesenquimais sao
transformadas em fibroblastos e atraidas para o local da lesdo onde se dividem e
produzem os componentes da matriz extracelular. O aparecimento dos fibroblastos
ocorre apos 72h do aparecimento da lesdo. Sua funcéo é sintetizar colageno ainda na
fase inflamatoria. A sintese do colageno depende do nivel de oxigenacé&o celular e da
hidroxilagdo da prolina e lisina, sendo necesséario a presenga de vitaminas, ferro,
testosterona, tiroxina, proteinas e zinco para que essa reagdo aconteca (TAZIMA et
al., 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Attinger%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16799372

Na fase de remodelamento inicia-se com a formacao do tecido cicatricial e a
medida que ele evolui a coloracao résea brilhante da les&o vai sendo substiuida por
um tom mais suave e esbranquicado, esse processo pode ter a duracdo de um ano
ou mais dependendo da profundidade da lesao (SILVA et al., 2007).

A neovascularizagdo diminui nesta fase e a cicatriz € considerada avascular,
pode possuir até 80% da forca ténsil da pele normal e se apresenta na maioria das
vezes plana (MANDELBAUM et al., 2003).

Existem varios fatores que influenciam no processo de cicatrizacdo dentre eles
os fatores locais, como isquemia e infeccao e sistémicos como, doengas cronicas,
tabagismo, desnutricdo, idade, utilizacdo de corticoides, dentre outros (BORGES et
al., 2008).

2.4. Coberturas

A utilizacao de coberturas é fator importante na realiza¢éo do curativo pois elas
gue iram auxiliar e/ou promover a cicatrizacdo da leséo (DEALEY, 2008). Antes de se
utilizar qualquer tipo de cobertura deve- se realizar a limpeza e o desbridamento da
lesdo se necessario (BLANES, 2004).

As coberturas também sdo denominadas de curativos, porém este termo nao é
o0 mais adequado, pois engloba a técnica de "curar", ou seja, 0os procedimentos que
vao da remocédo da cobertura anterior, limpeza, desbridamento e colocacédo da nova
cobertura (SANTOS, 2000).

A existéncia de feridas de varias etiologias, levou a evolucao de diversos tipos
de curativos que desde de 1960 com Winter e depois em 1984 com Tuner obedecem
alguns critérios no intuito de promover um ambiente propicio para cicatrizacdo das
feridas (PURNA & BABU, 2000). Estes critérios sdo seguidos até hoje na elaboracdo
de novas coberturas para tratamento de feridas que séo:

Manter o meio Umido;

Permitir trocas gasosas;
Remover o excesso de exsudato;
Ser impermeavel a bactérias;
Manter isolamento térmico

Ser isento de particulas ou toxicos contaminantes

vV V.V V V VYV V

Permitir a remog&o sem causar traumas
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Além destes, existem ainda disponibilidade, flexibilidade, facilidade de
manuseio e custo-eficacia (DEALEY, 2008).

2.4.1. Classificacéo das Coberturas

As coberturas se dividem em primaria e secundaria, onde a cobertura primaria é
aquela aplicada diretamente sobre a ferida, e jA a cobertura secundaria é aplicada
sobre a primaria (DEALEY, 2008).

As coberturas se classifucam de acordo com o seu desempenho como:
Passivas: Aquelas que protegem e recobrem a ferida; ex: Gazes.

Interativas: As que mantem a ferida Umida favorecendo a cicatrizagdo, ex:
hidrocoloides e hidrogéis.
Bioativas: As que fornece elementos necessarios a cicatrizacdo estimulando o

fechamento da lesédo, ex: coberturas fitoterapicas e bioldgicas.

2.4.2. Coberturas Fitoterapicas

De acordo com o Ministério da Saude, as coberturas que sao classificadas
como fitoterdpicas sao aquelas que utilizaram em sua composicédo, plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas
isolada, ainda que de origem vegetal (BRASIL, 2006).

A utilizacdo da natureza para fins terapéuticos é utilizada desde do inicio da
civilizacdo humana, as plantas medicinais sdo importantes como fitoterapicos e na
descoberta de novas drogas (BRASIL, 2012).

A OMS define planta medicinal como sendo todo vegetal que possui
substancias que podem ser utilizadas para fins terapéuticos (VEGA et al., 2005).

As plantas medicinais séo utilizadas desde da pré - historia no tratamento de
feridas em forma de cataplasma e unguentos auxiliando na cicatrizacdo das lesdes
(PIRIZ et al., 2014).

Em 1978 a organizacdo mundial de saude atraves da declaracdo de Alma-Ata
comecou a estimula a utilizagcdo de plantas medicinais de forma segura no tratamento
de diversas doencas, pois foi constatado que 80% da populagdo mundial ja utilizava
as plantas medicinais para tratamento e prevencao de doencas (VARGAS et al., 2014,
NICOLETTI et al., 2010).
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O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que associado a sua
diversidade cultural e étnica detém um valioso conhecimento tradicional relacionado
ao uso das plantas medicinais (BRASIL, 2006).

Estima-se que existam em todo pais mais de dois milhdes de espécies distintas
de plantas, animais e micro-organismos, apesar disso a utilizagdo de plantas para a
elaboracdo de novos farmacos pouco € explorada. H& relatos que apenas 0,4% da
flora brasileira ja foi pesquisada (BRASIL, 2012).

Em vista disto, apesar do amplo contingente de publicacbes em nivel mundial,
nota-se que o Brasil vem desenvolvendo pesquisas importantes para o aumento do
conhecimento das propriedades medicinais das plantas usadas pela populacdo. Uma
verificacdo importante € que ja existem programas e politicas que estimulam a
inclusdo deste tipo de terapia ho SUS, o que evidencia a busca pela oferta de um
atendimento humanizado e integral (VARGAS et al., 2014).

Além da Politica Nacional de Plantas Medicinais um dos progressos é a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares, trata-se da RDC n° 10, de 2010,
gue apresenta uma lista com 66 plantas medicinais que podem ser utilizadas e
distribuidas pelos servicos de saude, explicando aspectos como dose, preparacdo e
contraindicagdes (BRASIL, 2012).

A seguir serdo citadas algumas plantas que sao utilizadas na cicatrizacdo de
feridas que se encontram em estudos pré-clinicos para comprovacéo de sua eficacia

OuU que ja possuem comprovacao para o uso no tratamento de feridas.

A) Aloe bardensis: a utilizacdo desta planta € muito antiga e se encontra presente na
literatura de diversas culturas, como nome de Aloe vera. Seu home se origina da
palavra arabica alloeh, que significa substancia amarga e brilhante o primeiro registro
do uso da Aloe vera foi na Mesopotamia no ano 2100 a.c. (FREITAS et al., 2014).

No Brasil € muito utilizada para tratamento de queimaduras, feridas infectadas,
constipacdo, calvicie dentre outras. Tendo ainda propriedades bactericidas
(OLIVEIRA et al., 2010).

Atualmente a Aloe vera continua sendo utilizada para uma variedade de fins
medicinais, inclusive no tratamento de feridas, sendo também muito utilizada na
industria cosmética (GUPTA & SEEMA, 2012).

A Aloe vera tem sua nomenclatura referenciada pela Organizacdo Mundial de

Saude como Aloe vera (L.) Burm.f. pertencente a familia Liliaceas, que inclui cerca de
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15 géneros e 800 espécies (FREITAS et al., 2014). Sendo uma planta herbacea que
nao necessita de muita &gua, com folhas verdes, grossas e suculentas (BOMTEMPO,
2012).

A maioria dessas espécies sdo venenosas apenas 4 podem ser utilizadas pelo
ser humano sem riscos para sua saude que sao: Aloe barbadensis Aloe perry, Aloe
ferox e aloe arborescens (BOMTEMPO, 2012). A Aloe barbadensis se destaca por ser
a mais utilizada para cicatrizacéo de feridas e & popularmente conhecida como Aloe
vera (VEGA et al., 2005).

O gel de Aloe vera, é de aspecto claro, transparente, produzido por células do
parénquima localizadas na regido central da folha, pode ser diluido e utilizado na
forma de extrato O gel € composto principalmente de agua (99%) e mono e
polissacéaridos (NADA et al., 2013). Além disso o Aloe vera contém 75 componentes
potencialmente ativos que incluem vitaminas, enzimas, minerais, agucares, lignina,
saponinas, acidos salicilicos e aminoacidos (GUPTA & SEEMA, 2012).

Muitas propriedades estdo sendo atribuidas ao Aloe.vera, como a¢ao antiviral,
anti-bactericida, anti-inflamatéria (VEGA et al., 2005). Através de varias pesquisas
vem se comprovando sua acao cicatrizante, devido o0 mesmo conter dentre outros
compostos, glicoproteinas que estimulam a atividade celular (GUPTA & SEEMA,
2012).

Estudos histoquimicos revelaram que em animais tratados com Aloe vera, ocorre
um aumento das células TFGB1 e VEGF-positivos. Esse fato pode ocorrer devido a
Aloe vera conter mais de 100 compostos pertencentes as glicoproteinas, sacarideos,
antraquinona e outras substancias de baixo peso molecular dentre estas substancias
o Bsitosterol que vem sendo identificado como um fator angiogénico benéfico para o
processo de cicatrizagdo de feridas por estimular a migracdo de células endoteliais
para o leito da lesdo (MOON et al., 1999).

Supdem —se que a cicatrizacao de feridas através da utilizacdo do Aloe vera se
d4, devido o mesmo manter a ferida Umida o que proporciona o aumento da migragao
celular reduzindo a inflamacéo e induzindo a maturagdo em um espago mais curto do
colageno (GUPTA & SEEMA, 2012).

Estudos feitos com animais, identificaram algumas substéncias como sendo
responsaveis pela acao anti-inflamatéria e cicatrizante do A. vera, um polissacarideo
denominado Acemanana é uma destas substancias pois 0 mesmo € capaz de

estimular in vitro macréfagos a liberarem interleucina-6, fator de necrose tumoral a e
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0 Oxido nitrico, e combinado com o interferon-y potencializa esses efeitos (FREITAS
et al., 2014).

Um estudo de caso feito com pacientes diabéticos que apresentavam Uulceras
isquémicas conclui que a utilizagdo do Aloe vera combinado com o colageno
possibilitou a epitelizacdo das lesdes (OLIVEIRA et al., 2010).

Em um outro estudo feitos com lactantes, foi utilizado o extrato de Aloe vera nas
Dermatites Associadas a Incontinéncia- DAl e obteve-se resultados satisfatorios
(PANAHI et al., 2012).

O acemannam e a giberelina, sdo dois componentes do Aloe vera ricos em
manose, que é um polissacarideo que auxilia a interagdo do hormdnio do crescimento
com o receptor do fator de crescimento de fibroblastos, estimulando a sua atividade e
proliferacdo, 0 que por sua vez aumenta a sintese de colageno, quando feito a
aplicacéo topica e oral (GUPTA & SEEMA, 2012).

A Aloe vera aplicada nas feridas aumenta o fornecimento de sangue que por sua
vez aumenta a oxigenacao favorecendo a atividade dos fibroblastos e a proliferacéo
do colageno promovendo a cicatrizacdo da ferida (GUPTA & SEMMA, 2012).

Podemos afirmar portanto que o gel de Aloe vera apresenta propriedades
farmacoldgicas que se caracterizam pela sua grande capacidade de penetrar nos
tecidos lesados, exercendo funcéo cicatrizante, anestésica e anti-inflamatéria
(MENDONCA et al., 2009).

B) Hevea brasilienses: os estudos do latex natural de seringueira (LNS) no Brasil
tiveram inicio na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo, pois foi la que foi realizado o primeiro trabalho utilizando LNS, para confeccdo
de préteses usadas na reconstrucdo de esodfagos de cédes este trabalho demonstrou
que as proteses influenciavam na neoformacao tecidual (DE OLIVEIRA et al., 2003,
PAULA et al., 2005).

O latex da Hevea brasiliensis, vem demonstrado em varios estudos sua eficacia
na cicatrizacéo de feridas devido estimula a angiogénese, além da formagéo da matriz
extracelular (DE OLIVEIRA et al., 2003).

Com base em estudos realizados em animais e humanos, criou-se um curativo
que ja vem sendo comercializado no Brasil com a autorizacdo da Anvisa (FERREIRA
et al., 2009)
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Atualmente encontra-se no mercado outro produto a base de BN, denominado
de Regederme®, que apresenta os mesmos efeitos benéficos que o Biocure® que foi
o primeiro produto comercializado a base de LNS para tratamento de ferida

(www.pelenova.com.br).

C) Stryphnodendron barbadetiman — planta cultivada principalmente no nordeste
do Brasil conhecida como anti-inflamatério é usada para cicatrizacdo de feridas
(MALAGUTI e KAKIHARA, 2011). E uma planta rica em tanino que é um composto
fendlico, que interage com as proteinas através de ligagdes quimicas formando uma
camada de protecdo sobre a pele ou mucosa que foi lesionada, favorecendo que
ocorra 0 processo natural de reparacao e reduzindo a fase inflamatoria (MINATEL et
al., 2010).

E muito utilizada no Brasil para o tratamento de UGlceras por pressdo, na

apresentacdo de pomada comercializada com o nome de Fitoscar®, composta de 3%
de fitocomplexo fendlico de barbatimédo (MINATEL et al.,2010).
D) Carica papaya: desta planta que é retirada a Papaina que € uma enzima
proteolitica, que além de promover o desbridamento enzimatico do tecido necrético,
tem acdo bactericida, bacteriostatica e anti-inflamatéria. Podendo ser utilizada em
varias concentracdes para o tratamento da lesdo em suas varias fases do processo
cicatricial (POLETTI, 2000).

Existem inimeros estudos que comprovam a eficacia da papaina em feridas
de diferentes etiologias, pois promove o desbridamento seletivo, ou seja, facilita a
remocao dos tecidos necréticos sem interferir nos tecidos viaveis da ferida. Esta acédo
favorece a regressao dos sinais inflamatorios e auxilia positivamente no processo de
cicatrizacdo (FERREIRA et al., 2002).

No Brasil, Monetta foi a primeira a realizar varios estudos utilizando a papaina no
tratamento de feridas, primeiramente foi utilizado por ela, a fruta in natura e,
posteriormente, a solucao de papaina. No entanto, a papaina ja vem sendo estudada
por pesquisadores de ambito internacional desde a década de 50 (FERREIRA et al.,
2002).

A papaina € utilizada sob varias formas farmacéuticas, como po, gel, creme e
solucéo na concentracao de 2 a 5% (MONETTA,1998). Outras concentracdes podem
ser utilizadas como 10% para tecidos com necrose e de 4 al% para tecido fibrinoso

ou de granulacdo. Ao contrario do que muitos pensam, a papaina pode ser utilizada
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durante todas as fases da cicatrizagdo, variando apenas sua concentracao
(MONETTA, 1987).

E) Anacardium occidentale: em 2004 Silva produziu uma membrana a partir da
fermentacdo do sumo do caju a cajumembrana, membrana fitoterapica que contem
em sua composicao fitoquimica, fendis taninos, flavonas, flavondis e xantonas, em
contato com a pele lesada a membrana propicia a liberagéo lenta e gradual dos seus
componentes auxiliando no processo de cicatrizacdo (MALAGUTTI & KAKIHARA,
2011).

E indicada para uso topico no tratamento de Ulceras venosas, lesées traumaticas,
gueimaduras e micoses (SANTOS & SILVA, 2014).

F) Calendula officinalis: esta planta possui propriedades antissépticas, cicatrizantes
e emolientes (NETO et al., 1996). Varios estudos realizados in vitro apontam a acéo
bactericida desta planta podendo estar relacionada a presenca de flavonoides e
saponinas em sua composicdo, além de acido oleandico que favorecem a
regeneracao dos tecidos lesados as mucilagens que juntamente com os flavonoides
possuem acao cicatrizante (MALAGUTTI & KAKIHARA, 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do Aloe vera (Aloe barbadensis) na atividade angiogénica e

cicatricial.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. Avaliar a atividade angiogénica do Aloe vera (Aloe barbadensis) mediante
realizacéo de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo experimental a
membrana corioalantdide do ovo embrionado de galinha.

3.1.2. Avaliar a influéncia do Aloe vera (Aloe barbadensis) na cicatrizagcéo de lesGes
de pele induzidas em dorso de ratos, avaliando o tempo de reparo da leséo.

3.1.3. Comparar a estética da pele do rato apds a finalizacdo da cicatrizagdo em

relacdo ao grupo controle.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Estudos Experimentais
Biotecnolodgicos da Pontificia Universidade Catolica de Goias — PUC, em Goiania,
ap6s a aprovacéo pela Comissdo de Etica de Uso de Animais CEUA da Instituicéo
SOB o Protocolo N°0007-1. Neste local tanto os ovos embrionados como 0s animais
foram mantidos do inicio ao fim da pesquisa, para coleta de dados e avaliacao clinica
sendo obedecidos os principios éticos em experimentacdo animal preconizados pela
CEUA.

4.1. Obtencao do gel de Aloe vera (Aloe barbadensis)

O Extrato Glicolico de Aloe vera foi adquirido da empresa farmacéutica de
manipulacéo Vitoria Régia CNPJ N°: localizada em Araguaina —TO manipulada pelo
Farmacéutico Lucas Corréa Mendes CRF —TO 1512. Foi utilizado Aloe vera a 10%
em gel. Fabricado em 28/04/2014 e com vencimento em 28/09/2014 sob o Registro
N° 153131.

v" O Aloe vera em gel a 10% é composto por:
Extrato Glicolico de Aloe vera — 10m|

Gel hidroalcoolico gsp — 100g

v O Extrato Glicélico de Aloe vera é composto por:
Mucilagem de Aloe vera — 500g

Alcool de Cereais a 80°GL- 950m!

Propilenoglicol — 50ml

4.2. Avaliacdo da Atividade Angiogénica na Membrana Corioalant6ide- MCA
4.2.1. Ovos embrionados de galinha

Foram utilizados 120 ovos férteis de galinha (Gallus domesticus) da linhagem

Rhoss. Adquiridos de uma Granja da cidade de Goiania- Goias.

4.2.2. Delineamento Experimental

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automatica a
temperatura de 38°C e em ambiente umido (65%), e deslocados lateralmente a cada

15 minutos, por movimento automatico, durante os cinco primeiros dias de incubagéo.
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No quinto dia de incubacéao foi realizada, na casca do ovo, uma abertura circular (1,0
cm de didmetro) em sua base maior (onde esté localizada a camara de ar) com auxilio
de uma micro-retifica Dremel. Este procedimento foi realizado dentro de uma camara
de fluxo laminar, em ambiente previamente esterilizado com luz ultravioleta para nao
haver contaminacdes reciprocas.

Apés a realizacdo da abertura na casca do ovo (utilizando-se seringa e solucao
salina estéreis) foi depositada uma gota (NaCl 0,9% p/v) de forma a auxiliar na retirada
da membrana da casca, expondo a MCA ja vascularizada. A abertura, entéo, foi
vedada com fita adesiva transparente e o ovo novamente incubado, porém, sem

agitacdo periddica e com a base furada voltada para cima (Figura 1).

Figura 1. Abertura de 1,0 cm de didmetro na casca do ovo.

Ao final do 13° dia de incubacéo, discos de papel de filtro, veiculando 3 L da
solucdo a ser testada (extrato glicolico de Aloe vera a 10%) 3 yL de agua destilada
(controle negativo), 3 pL de solucao injetavel de dexametasona 4mg/ml (controle
inibidor), e 3 uL de Regederm® (controle positivo). Para cada teste as substancias
foram depositadas diretamente sobre a membrana corioalantdide de forma cuidadosa.

Todos os ovos voltaram para a incubagdo até o 16° dia, quando foram
retirados da incubadora. Todas as MCAs foram fixadas com solucdo de formaldeido
(3,7 %) por 5 min, cortadas com uma tesoura sem corte curvas e mantidas em placa

de Petri com solucdo de formaldeido.
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Figura 2. MCA com rede vascular formada.

4.2.3. Obtencao das Imagens

As imagens das MCAs foram obtidas, por equipamento digital, (Sony Cyber-
shot 8.1mega pixels) as fotografias foram feitas sob um fundo azul, em tamanho
640X480 pixels e formato de RGB 24 bites com aproximacédo de zoom de 2,8 a
distancia de 24cm, sobre um fundo azul, padronizados com objetivo de analisar e
quantificar a rede vascular (Figura 2). Que posteriormente foi quantificada por meio
do processamento da imagem pelo programa de dominio publico Gimp for Windows
(version 2.8) para melhor visualizacdo dos vasos sanguineos.

A andlise da imagem foi realizada com auxilio do ImageJ versdo 1.45
programa também de dominio publico que possibilitou separar intervalos de niveis de
intensidade e desta forma isolar e quantificar em pixels correspondentes aos vasos
sanguineos.

A MCA foi utilizada nesse experimento por possuir uma densa rede vascular,
sendo esta sensivel a estimulos angiogénicos e antiangiogénicos. A MCA como vimos
na Figura 3, é descrita como uma membrana altamente vascularizada que consiste
em trés camadas, a ectodérmica, mais externa que exibe uma densa rede de capilares
sanguineos a partir do 12° dia de desenvolvimento, a mesenquimal que é a
intermediaria contendo as grandes veias e artérias e a endodérmica, mais externa que
€ desprovida de vasos sanguineos tem como funcédo, promover a troca gasosa entre
0 embrido e o meio ambiente (EGOSHI et al., 2015).
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Anexos embrionarios sao estruturas formadas com tecidos

Amnio Alantoide Saco vitelino

Vitelo

Embriﬁo

Cavidade
amniotica
com
liquido

Casca

Figura 3. Ovo embrionado de galinha mostrando as camadas interna e externa da MCA

4.2.4. Andlise Estatistica

Para analisar da atividade angiogénica do extrato de babosa foi utilizado o
teste andlise de variancia (ANOVA) ou um teste ndo paramétrico denominado Kruskal-

Wallis. Os valores de P< 0,05 foram considerados significativos.

4.3. Avaliagao da Atividade Cicatricial do Aloe vera em Feridas Limpas em Dorso
de Ratos

4.3.1. Amostragem Experimental

Para realizar a pesquisa foram utilizados 15 ratos, saudaveis, da espécie Rattus
norvegicus albinus, Rodentia mammalia oriundos do Biotério da Pontificia
Universidade Catolica de Goias, apresentando peso corpoéreo entre 200 e 300 gramas
e faixa etaria entre 2 e 3 meses nos dias no dia do experimento. Estes animais foram
ambientados e climatizados por 10 dias para adaptacdo recebendo agua e racao
balanceada ad libitum. Foram utilizados no estudo os animais que apresentaram
condicdes fisico-clinicas apropriadas para realizacdo da pesquisa (n=15), seguindo as
normas da CEUA.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno, forradas com

maravalha, conforme padrdes internacionais. Receberam agua e racao balanceada
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ad libitum. A maravalha era trocada a cada trés dias. Os animais ficaram no
laboratério 4 do MICAS, o mesmo era bem arejada com temperatura média de 21°C,
com sistema de ventilacdo, ciclo de claro- escuro (claridade 07:00- 19:00, escuro
19:00- 07:00).

A alimentacg&o (agua e racao) foi suspensa 08 horas do antes do experimento,
e voltou 04 horas apo0s a recuperacao dos sentidos da inducdo anestésica.

4.3.2. Anestesia, Tricotomia e Excisdo da Pele

Os animais foram anestesiados com quetamina (87 mg/kg) e xilazina
(13mg/kg) por via intraperitoneal. Apds inducdo anestésica, os ratos foram
posicionados em decubito ventral, colocados em prancha de acrilico, e submetidos a
tricotomia da regido dorsal com maquina elétrica. A exciséao foi realizada utilizando um
molde do tamanho retangular 2,0x3,0cm para retirada do fragmento constituido de
pele e tecido subcutaneo. Todo o procedimento cirdrgico foi realizado utilizando
técnica séptica (Figura 4).

Em seguida os animais foram identificados de 1 a 20 com tintura de pincel
permanente, nas orelhas e na cauda. E as gaiolas também receberam a mesma
identificacéo.

A escolha do dorso do rato para a excisdo da pele teve como objetivo impedir
gue o préprio animal conseguisse atingir a lesdo e por ser um modelo muito utilizado
nos trabalhos de cicatrizacdo. O processo cicatricial foi avaliado por observacgéo

macroscopica da lesédo, e por registro fotogréafico nos dias 0, 7, 14 e 21.
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Figura 4. Ferida induzida em Dorso dos Ratos.

4.3.3. Grupos Experimentais e Tratamento Topico

Os animais foram distribuidos em grupos aleatoriamente. Para cada grupo
foram oferecida alimentacéo e agua ad libitum, durante todo o periodo do estudo.

Os grupos foram constituidos de acordo com o agente tépico estudado,
distribuidos da seguinte maneira:

A) GRUPO R - Animais com numeracéo de 1 a 5 — Controle positivo - Regederm ®
B) GRUPO AV — ANIMAIS com numeracgéo de 6 a 10 — Solucao Teste Aloe vera a
10%

C) GRUPO S — ANIMAIS com numeracao de 11 a 15 — Controle negativo — Soro
Fisiol6gico 0,9%

Em todos os grupos foram realizados curativos diarios com a aplicacdo do
produto conforme o grupo estudado até a cicatrizacao total da ferida. Apos a excisao
da pele e identificacdo do animal foi feito o primeiro registro fotografico, e aplicado o
agente topico de acordo com cada grupo e feito novamente o registro fotografico
mostrando o produto aplicado na lesdo. N&o foi utilizado nenhuma cobertura
secundaria nas les6es de nenhum grupo (Figura 5).
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Figura 5. Grupo R: A sem Regederm®. B com Regederm®

4.3.4. Descricao da Realizacdo dos Curativos

Os curativos foram feitos diariamente sempre no mesmo horario, no laboratorio
4 do MICAS. Antes do inicio da realizacdo dos curativos era realizado a antissepsia
da bancada e da prancha de acrilico utilizada para colocar os ratos no momento do
curativo. Foi utilizado frasco de 250ml de Solucéo Salina 0,9% previamente aquecida
em uma estufa a 37°c perfurada com agulha 40x12.

A utilizacdo da solucéo salina em jato € a técnica mais adequada para realizar
limpeza das lesdes cutaneas, pois a pressao exercida € ideal para remover 0s corpos
estranhos e 0s que se apresentarem descolados da lesdo preservando o tecido de
granulacao que é fragil (BORGES et al., 2008).

A forca hidraulica empregada na irrigacdo com solucédo salina deve ser abaixo de
15psi (libra/ polegada?). Sendo 8psi considerada como a pressdo adequada para
limpeza das lesbes. Pois acima do valor de 15psi pode provocar trauma no tecido
viavel e abaixo de 8psi, podera ndo ocorrer a limpeza adequada da lesdo. Para se
obter essa pressao utiliza-se seringa de 35ml com agulhas de calibre 19G, segundo o
padrao norte americano (YAMADA, 1999).

No Brasil como ndo temos disponivel esse tipo de seringa utiliza-se varias formas
de se fazer a irrigacdo da lesdo obedecendo os critérios norte-americanos, a mais
utilizada é o frasco de solugéo salina de 250 ou 125ml perfurados com agulha 40x12.
(BORGES et al.,, 2008). No estudo utilizamos essa técnica por se de mais facil
aplicacao.
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A solugéo salina foi aquecida para que o processo de cicatrizacdo nao fosse
interrompido, pois a estudos que nos mostram que a divisdo celular ocorre & uma
temperatura de 37°C. e para preservar esse processo celular € importante manter a
temperatura em torno de 37°C (YAMADA,1999).

Os ratos eram colocados um de cada vez na prancha de acrilico, irrigado a lesédo
com solugéo salina a 0,9% para retirar as sujidades e restos de tecido dérmico,
retirado o excesso da solucdo da area peri-ferida com gazes e colocado 1ml da terapia
topica na lesdo de acordo com cada grupo. Aspirava-se 1ml do topico e colocava-se
na espatula para poder realizar a aplicagdo nos ratos. Sendo descartado a espétula
apos cada aplicacdo e usado 1seringa para cada grupo do experimento.

Apods o término do procedimento os ratos eram recolocados nas gaiolas e feito a
assepsia da prancha e da bancada com alcool a 70% para iniciar o novo curativo.

Os curativos foram realizados com técnica asséptica utilizando, gorro, mascara
cirtrgica e luvas de procedimento que eram trocadas a cada novo curativo, apés a
ablucdo das maos.

No momento da realiza¢do dos curativos fazia —se a avaliacdo macroscopica das
lesbes quanto ao tamanho, presenca de esfacelo ou crosta (necrose) e de exsudato,

purulento ou sanguinolento.

4.3.5. Avaliacao da Evolucao da Cicatrizacao

Através de camara digital Sony Cyber-shot (8.1 mega pixels) foram obtidas as
imagens das lesfes induzidas na pele, em tamanho 640X480 pixels e formato de RGB
24 bites. Sem aproximacao de zoom a distancia de 24cm.

As avaliagbes e os curativos foram realizados diariamente. A area
correspondente a ferida da pele foi medida através da utilizagdo do programa
IMAGEJ, e os dados obtidos foram arquivados em planilha de calculo do programa
Excel, Microsoft®, para posterior quantificagdo das areas e as respectivas

comparacdes.

4.3.6. Anédlise Estatistica

A avaliacdo da cicatrizagdo nos quatro grupos experimentais foi realizada nos
dias 7, 14 e 21 foram comparadas as areas das lesdes pelo Teste F (ANOVA) e,
posteriormente, a comparacao entre as médias das areas lesadas pelo Teste de

Tukey. O valor de P é considerado significativo quando menor que 0,05 (P <0.05).
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5. RESULTADOS
5.1. Avaliacdo da Atividade Angiogénica na CAM

Os resultados obtidos na rede vascular neoformada foram analisadas, calculando
as areas percentuais e comparando as redes vasculares dos controles e do teste.

Foram analisadas as atividades angiogénicas do Aloe vera na concentracao de
10% e também do controle negativo (agua destilada), controle inibidor (solucdo de
dexametasona) e controle indutor (Regederm®). Os dados estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Percentagem de vascularizagdo da membrana carionalatdide (MCA) do ovo
embrionado de galinha apds tratamento com Aloe vera e os diferentes controles.

O igg}{;\)’f antrole ne_gativo Controle inibidor  Solucdo Teste
Regederm® agua destilada Dexametasona Aloe vera
1 48.6 31.2 9.5 49.2
2 46.1 27.6 15.1 45.7
3 50.6 36.3 7.8 42.9
4 45.8 31.8 14.9 45.3
5 50.1 25.3 11.2 47.7
6 46.0 36.0 10.6 50.6
7 40.4 37.6 15.2 46.3
8 41.1 29.1 9.1 41.8
9 48.0 32.6 10.1 44.5
10 52.3 34.1 14.5 44.3
11 48.9 29.3 8.9 48.1
12 46.6 39.5 9.7 39.3
13 43.1 36.4 14.5 44.3
Média 46.7 32.8 11.6 45.4
Desvio Padréo 34 4.1 2.7 3.0
Teste de Tukey a b c a

Letras iguais representam tratamento onde ndo houve diferenca significativa (p> 0,05). Letras
diferentes, houve diferenca significativa (p<0,05).

Pelos dados apresentados na Tabela 1, p6de-se observar que o tratamento com
o Aloe vera na concentracdo de 10% apresentou aumento da percentagem da rede

vascular formada em relacdo aos controles negativo e inibidor (p<0,05). N&o foram
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constatadas diferencas significativas entre as percentagens da rede vascular formada
entre o Aloe vera e o controle positivo Regederm® (p>0,05).

Portanto, podemos afirmar que o Aloe vera possui a mesma ac¢ao que o controle
positivo Regederm® na MCA, aumentando significativamente a formacédo da rede

vascular.

Controle inibidor Controle negativo

-~

e e P

o\

Controle positivo Aloe vera

Figura 6. Formacao da rede Vascular na MCA

As imagens apresentadas na Figura 6, mostram a formacéo da rede vascular
nos controles e no Aloe vera a 10%. Sendo possivel observar um aumento da rede
vascular do grupo controle positivo e do grupo tratado com Aloe vera. E uma

vascularizacdo menor nos grupos controle inibidor e negativo.
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5.2. Avaliagdo da Atividade de Cicatrizagédo do Aloe vera em Feridas em Dorso
de Ratos

Apés a realizacdo da excisdo da pele de todos os animais, eles se recuperam
satisfatoriamente da anestesia. Havendo apenas um Obito 24h apés o inicio do
experimento. E o animal foi imediatamente substituido. Nos demais dias do
experimento ndo houve nenhuma complicagdo. A Figura 09 mostra a lesdo com
exposicdo da fascia muscular dorsal dos ratos. As avaliagbes e os curativos foram

realizados diariamente.

Grupo R Grupo AV Grupo SF

Figura 7. Imagem obtida em camera digital mostrando a excisdo da pele no dia zero de cada
grupo do experimento. Observa-se a exposicao da fascia muscular dorsal.

5.2.1 Avaliagdo Macroscopica das Lesfes no Dorso dos Ratos

A feridas cutanea em todos os ratos nos primeiros dois dias do experimento
se apresentava Umida com sangramento discreto no momento do curativo devido a
manipulagéo da mesma.
No terceiro dia somente o Rato N° 1 do Grupo R apresentou uma crosta, que
nao foi possivel tirar no momento do curativo.
No quarto dia os Ratos de N°1, N°3 e N°4 do grupo R, apresentaram esfacelo no leito
da leséo e os Ratos N° 2 e N° 5 apresentaram tecido de granulacdo em toda leséo.
No Grupo AV somente o Rato N°7 formou uma crosta na lesdo. Em todos os
ratos e no Grupo SF houve o aparecimento de uma crosta espessa em todos os 05
ratos do grupo.
No sétimo dia observou-se uma crosta espessa(escara) nas lesées dos ratos do
Grupo SF, e uma camada mais delgada de esfacelo nos Grupos R e AV, porém todos
os ratos apresentavam lesées com tecido de granulacao.
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Nos ratos que houve o aparecimento de ilhas de necrose seca (escara) foi feito o

desbridamento mecanico com técnica de cover para retirada das mesmas.

Figura 8. Imagem dos ratos mostrando as lesdes cutdneas com crosta necrética no 7° dia
do experimento.

O desbridamento foi feito utilizando pinca dente de rato e lamina de bisturi n° 10.
Sendo retirado somente o tecido necrosado. ApGs a retirada do mesmo as lesdes

foram irrigadas com Solucéo salina a 0,9% e colocado a terapia tépica de cada grupo.

Grupo R Grupo AV Grupo SF

Figura 9. Fotos dos ratos dos grupos R, AV e SF apés a retirada da crosta no sétimo dia do
experimento.

Entre o décimo dia e o décimo quarto dia, houve aparecimento de uma fina
camada de fibrina, nos individuos dos Grupos R e AV gque foi se desprendendo
espontaneamente. Podendo ser visualizado o tecido de granulagédo recobrindo toda
lesdo. Porém no Grupo SF houve novamente o aparecimento de uma crosta necrotica
que foi sendo retirada com soro fisiol6gico previamente aquecido, durante a realizagéo
dos curativos.

A partir do décimo dia as lesGes de todos o0s grupos ja apresentavam tecido de
epitelizacdo com retracdo da lesdo. Observou-se que do sétimo ao décimo quarto dia
houve uma diminui¢do importante do tamanho das lesdes, principalmente nos grupos
ReAV.
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Grupo R Grupo AV Grupo SF

Figura 10. No 14° dia do experimento observa-se uma fina camada de fibrina, com presenca
de tecido de granulagéo nos ratos dos Grupos R, AV e uma crosta necrética mais espessa no
rato SF.

Tabela 2. Média e desvio padrdo das areas excisadas dos animais dos Grupos R, AV e SF
nos dias 0, 7, 14 e 21 dias.

Médias e desvios padrdes das areas excisadas nos dias

Individuos
0 7 14 21
Grupo R 6,3+ 0,21# 4,3 +0,36# 1,6 £ 0,29# 0,1 £ 0,06#
Grupo AV 6,3 £0,29# 4.4 +0,29% 1,6 +0,29# 0,0#
Grupo SF 6,2+ 0,16# 4,2+ 0,51# 19+ 0,22* 0,3+ 0,31*

Simbolos iguais (p>0,05) — Nao houve diferenca significativa. Simbolos diferente (p < 0,05) —
Houve diferencga significativa. Todos os resultados (controles e testes) foram comparados
entre si pelo teste de Tukey.
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DIA GRUPO R GRUPO AV GRUPO SF

14

21

Figura 11. Demonstracéo da velocidade de cicatriza¢do da cada Grupo.

Os Grupos R e AV apresentaram maior velocidade de fechamento das
feridas, em relacdo ao Grupo SF. A area da ferida diminui gradativamente da
periferia para o centro. Esses dados podem ser observados na Tabela 2 e na
figura 11. No dia zero, as médias das areas excisadas foram comparadas entre si
e ndo houve diferencas estatisticas significantes entre elas (p>0,05). Na
observacdo das areas no sétimo dia de evolugdo, também ndo apresentou
diferencas estatisticas significantes entre os grupos (p>0,05). Progredindo a
avaliacdo da cicatrizacao nos dias 14 e 21, os Grupos R e AV nao apresentaram
diferengas estatisticamente significantes, respectivamente. Entretanto, a
diferenca ocorreu no Grupo SF, quando comparados aos Grupos R e AV nos 14°
e 21° dias de evolucao (p<0,05).
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Na tabela 3 Observa-se a avaliagdo diaria das les6es comparando o grupo
teste dos controles em relacao as fases de cicatrizagdo no decorrer dos 21 dias

da pesquisa.

Tabela 3. Avaliacdo Macroscopica Diaria das Lesdes

Tecido de Exsudato Tecido de Fechamento Fechamento

Rias Grupo Crosta Esfacelo Granulagdo Sanguinolento Epitelizagéo Parcial Total

Grupo R — -
01-02  Grupo AV — -

g o »

Grupo SF

Grupo R 1 2 2
03 Grupo AV -

(62 BN

Grupo SF

Grupo R 1 3 1
04-06  Grupo AV 1 3 1 - —

Grupo SF 5

Grupo R 5
07-09  Grupo AV 5

Grupo SF 5

Grupo R -—-- 5 -—-- 5
10-13  Grupo AV -—-- 5 J— 5
Grupo SF 4 1 5 5

Grupo R ——-- — ——- 5 5
14-20  Grupo AV - - - 5 5

Grupo SF ——-- — ——- 5 5

Grupo R 3 2 s/retragé@o
21 Grupo AV 5 c/ retracdo

Grupo SF ---- - - — 5

NOTA: Nos individuos pesquisados foi observado 2 fases do processo de cicatrizacdo ocorrendo ha mesma
lesdo devido os mesmos ocorrerem simultaneamente.
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6. DISCUSSAO

A Aloe vera também € um fitoterapico muito estudado para avaliar entre outras
indicacdes sua acdo na cicatrizacao de feridas. Dat et al. (2012) realizou uma revisao
sisteméatica sobre a agéo da Aloe vera no tratamento de feridas cronicas e constatou
que apesar de existir inUmeras pesquisas sobre a atividade cicatricial do Aloe vera
ndo hé evidencias suficientes de sua eficacia em seres humanos devido a auséncia
de ensaios clinicos de alta qualidade e utilizando uma metodologia rigorosa.

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade angiogénica do Aloe vera
utilizando como modelo experimental a membrana corioalantdide — MCA do ovo
embrionado de galinha, e a atividade cicatricial deste fitoterapico em feridas em dorso
de ratos. Procurou-se seguir todas as diretrizes estabelecidas para realizacdo de uma
pesquisa experimental.

Observou —se através das imagens que 80% das MCAs onde se utilizou o Aloe
vera houve formacdo de vasos sanguineos mais grossos e em maior quantidade.
Comparados ao controle negativo e inibidor, porém nao apresentou diferencas
significativas quando comparada ao controle positivo.

Os dois tipos de resultados obtidos na rede vascular da MCA (porcentagem de
vascularizagdo e imagens digitais) permitiram deduzir que o Aloe vera estimulou o
crescimento de novos vasos sanguineos.

Estudos mostram que os componentes de baixo peso molecular presentes a
partir de um extrato de diclorometanol do Aloe vera estimulam a angiogénese na MCA
(LEE et al.,1995)

O PB-sistoterol presente na Aloe vera em um estudo feito com a MCA
demonstrou ser um importante componente no processo de angiogénese (MOON et
al., 1999).

Podemos concluir que o Aloe vera apresentou uma atividade angiogénica de
excelente qualidade, corroborando com os resultados dos estudos acima citados.

Quando avaliado a atividade cicatricial do Aloe vera em feridas em dorso de
ratos podemos comparar a acao da atividade cicatricial do Aloe vera com o
Regederm® que ja é um produto validado para cicatrizacédo de feridas.

Os resultados obtidos demonstraram que o Aloe Vera em comparagao ao
Regederm® ndo apresentou uma diferenca estatistica. Sendo utilizado o teste de

Tukey para andlise dessas diferencas. Demostrando assim que a atividade cicatricial
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do Aloe vera é igual a do Regederm® que ja possui comprovacgdo cientifica na
cicatrizacéo de feridas.

Durante 21 dias foi observado o processo de cicatrizacdo com registros fotografico
no dia 0,7,14 e 21, os curativos foram feitos diariamente no mesmo horario com
técnica asséptica.

A avaliagdo macroscopica empregada foi de grande valia pois através dela pode
ser feito 0 acompanhamento de todo o processo de cicatrizacdo da lesédo, onde foram
avaliados a presenca de distarbios hemorragicos, a formacdo de crostas e de
exsudato.

Durante o experimento nenhum rato apresentou hemorragia e exsudato, porém
houve a formacéo de crostas em alguns ratos entre o terceiro e o sétimo dia assim
como a presenca de uma pequena camada de fibrina entre o sétimo e o décimo dia.
Sendo observado presenca de tecido de granulacdo em todos os individuos desde o
terceiro dia.

As crostas que aparecem logo apos a lesédo do tecido, ocorrem devido o contato
com o ar, que faz com que a lesao fique ressecada. Ela tem como funcéo a liberagéo
dos mediadores quimicos inflamatdrios iniciando assim o processo inflamatorio
causando o aparecimento de um exsudato fibrinoso. Essa crosta também é
responsavel pela contencédo da hemorragia (ALVES et al., 2011).

Este processo inflamatério € muito importante pois € nele que irar ocorre ativacao
de fatores como as citoxinas, interleucinas, fator de crescimento endotelial vascular —
VEFG e fatores de crescimento de plaquetas importantes também na angiogénese
(REINKE & SORG, 2012).

A crosta formada nos ratos de todos os grupos foi retirada no sétimo dia do
experimento através de desbridamento mecénico utilizando técnica de cover, pois a
permanéncia das mesmas retardaria o processo de cicatrizacao.

Apos a retirada das mesmas apenas os ratos do Grupo SF voltaram a apresenta-
las sendo feita a retirada no decorrer dos dias no momento da realizacdo dos
curativos.

A retracao das lesdes pode ser observada no grupo com Aloe vera a partir do
sétimo dia, as mesmas iniciaram das margens da lesdo para o leito.

No décimo quarto dia 100% ratos do Grupo AV ja apresentavam cicatrizagdo
guase que total da lesdo enquanto os Grupos R e SF, ainda apresentavam

cicatrizacao parcial.
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Podemos avaliar com isso que o tempo de cicatrizagdo do Grupo AV foi mais
acelerado do que os Grupos R e SF

No vigésimo primeiro dia do experimento 100% doa ratos do Grupo AV
apresentavam fechamento completo da lesdo, no Grupo R 20% dos ratos
apresentaram fechamento total da lesédo e no Grupo SF apenas10% apresentaram
fechamento total.

A cicatrizacdo das feridas com a utilizacdo do Aloe vera € explicada devido seu
poder de manter a ferida imida, facilitando a migracéo celular epitelial, fazendo com
que a maturacdo do colageno ocorra mais rapidamente, além de reduzir o tempo de
inflamacédo da lesdo (RAMOS & PIMENTEL, 2011). O Aloe vera contém uma
glicoproteina que, promove a atividade celular aumentando o fornecimento de sangue,
e consequentemente a oxigenacao para lesdo (GUPTA & SEMMA, 2012).

O acemannan, principal polissacarideo de Aloe vera estimula a liberacdo do
VEGF e outros fatores relacionados a cicatrizacdo de feridas (MAJEWSKA &
GENDASZEWSKA-DARMACH, 2011).

Varios ensaios feitos com ratos comprovaram a eficacia do Aloe vera na
cicatrizacdo de feridas, porém em seres humanos ainda existem duvidas sobre sua
eficacia (FREITAS et al., 2014).

Uma pesquisa utilizando o Aloe vera na cicatrizacdo de feridas em dorso de
ratos e conclui que a utilizacdo do fitoterapico facilitou a cicatrizacdo das lesbes
(FALEIRO et al., 2009)

Existem estudos que mostram que o Aloe vera quando utilizado em
gueimaduras induzidas em dorso de ratos reduziu o tempo de cicatrizacdo das lesbes
comparado a sulfadiazina de prata (AKHOONDINASAB et al., 2014)
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7. CONCLUSAO

v Apresentou uma velocidade de cicatrizacéo igual ao controle positivo

v Avaliacdo macroscoOpica apresentou uma cicatriz com presenca de pequenas
retracdes porém sem elevagdes

v Apresentou atividade angiogénica igual ao controle positivo, com formacédo de
novos vasos na MCA.

v' Conclui-se com isso que o0 extrato de Aloe vera ou seus componentes pro-
angiogénicos isolados podem ter potencial para aplicacbes farmacéuticas para o

tratamento de feridas.
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