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RESUMO

KOGA, A. Y. Avaliacdo do efeito cicatrizante de filmes de alginato contendo gel de
babosa Aloe vera (L.) Burm. f. 2017. 68f. Dissertacdo de mestrado em Ciéncias

Biomédicas - Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2017.

O alginato é um polimero extraido de algas marinhas e tradicionalmente utilizado na
fabricacdo de curativos. A propriedade de formar géis e filmes faz com que o
alginato proporcione um ambiente favoravel a cicatrizacdo e a re-epitelizacdo do
tecido lesado. Aloe vera (L.) Burm. f., popularmente conhecida como babosa, € uma
planta medicinal que apresenta propriedades analgésica, anti-inflamatoria e
cicatrizante. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um filme de alginato contendo
gel de babosa e avaliar o seu efeito cicatrizante in vivo. O filme foi obtido por
evaporacao de uma solucdo aquosa de alginato de sédio contendo glicerina, gel de
babosa e reticulado com cloreto de célcio. O filme foi caracterizado por ensaios de
resisténcia mecanica a tracao, hidratacdo, espectroscopia no infravermelho (FTIR),
microscopia eletrénica de varredura e liberacdo de polissacarideos e ions calcio. Na
avaliacdo do efeito cicatrizante, foi utilizado o modelo de leséo cirargica na pele da
regido cérvico-lombar de ratos Wistar. Os animais (n=60) foram divididos em trés
grupos: curativos com gaze (controle), curativos com filme de alginato e curativos
com filme alginato-babosa. As medidas da retracdo das feridas foram realizadas a
cada 3 dias. Nos dias 3, 7, 14 e 22 cinco animais de cada grupo foram eutanasiados
e um fragmento de pele foi retirado e fixado em formol 10%. As analises histolégicas
dos tecidos foram realizadas utilizando-se coloracdo hematoxilina eosina para
quantificacdo de infiltrado inflamatdrio, avaliacdo da angiogénese e contagem de
macréfagos. As fibras colagenas foram avaliadas utilizando a coloracao picrosirius
red para diferenciacao das fibras de tipo | e Ill. As analises fisico-quimicas do filme
evidenciaram caracteristicas ideais para a aplicagdo como curativos. No ensaio do
efeito cicatrizante, ndo houve diferenca significativa entre os grupos na avaliacdo da
retracdo da lesdo. Os resultados das analises histolégicas mostraram uma
diminuicdo do infiltrado inflamatério com os filmes alginato-babosa (p=0,04) e
alginato (p=0,05) no 142 dia, em relacdo ao grupo controle. No 72 dia, observou-se
uma maior angiogénese no grupo controle comparado aos grupos filme alginato-
babosa (p=0,04) e alginato (p=0,024). O tratamento com o filme alginato-babosa

aumentou o numero de vasos sanguineos no dia 14, quando comparado ao grupo
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controle (p=0,004); além disso, ocasionou uma diminuicdo mais expressiva de
macréfagos no dia 22, quando comparado aos demais grupos (filme alginato (p=0,0)
e controle (p=0,007)). A avaliacdo das fibras coladgenas mostrou uma diferenca
significativa entre os grupos filme alginato-babosa e controle, com evidente
diminuicao das fibras tipo Il (p=0,05) e aumento das fibras tipo | (p=0,024) entre os

dias 14 e 22, sugerindo uma melhora na progresséo do processo de cicatrizagao.

Palavras-chave: Alginato, filme, babosa, curativo, cicatrizagéo.



ABSTRACT

KOGA, A. Y. Avaliacdo do efeito cicatrizante de filmes de alginato contendo gel de
babosa Aloe vera (L.) Burm. f. 2017. 68f. Dissertacdo de mestrado em Ciéncias
Biomédicas - Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2017.

Alginate is a polymer extracted from seaweed and traditionally used in various types
of wound dressings. It is a polysaccharide which has bioadhesive and swelling
characteristics. The ability of alginate to form gel and films provides a favorable
environment for healing and re-epithelialization of the injured tissue. Aloe vera (L.)
Burm. f., or simply Aloe, is a medicinal plant with analgesic, anti-inflammatory and
healing properties. The purpose of this study was to develop an alginate film
containing Aloe gel and examine its cutaneous healing effect in vivo. The film was
obtained by casting of the agueous sodium alginate solution containing glycerin and
Aloe gel, followed by crosslinking with calcium chloride. The film was characterized
by mechanical tensile strength, hydration degree, FTIR spectroscopy, scanning
electron microscopy, polysaccharide and calcium release. The wound healing effect
was studied by performing surgical wounds in the back of Wistar rats. The animals (n
= 60) were divided into three groups: gauze dressings (control), dressing with
alginate film and dressing with alginate-aloe film. The retraction of wounds was
measured every 3 days. On days 3, 7, 14, 22 five animals from each group were
euthanized and samples of skin were removed and fixed in formalin 10%. The
samples for histological analysis were stained with hematoxylin-eosin and analyzed
for quantification of inflammatory infiltrate, angiogenesis and macrophages. Collagen
fibers were evaluated using a picrosirius red staining for differentiation of type | and
Il fibers. The alginate-aloe film exhibited desirable physical and mechanical
characteristics for the wound dressing application. In vivo animal test revealed there
was no significant difference among the three groups in wound retraction. The results
of histological analysis showed a beneficial effects of alginate-aloe (p=0.04) and
alginate films (p=0.05) decreasing the inflammatory infiltrate at 14™ days, in relation
to the control group. On the 7™ day, there was an increased angiogenesis in the
control group compared to the group treated with alginate-aloe films (p = 0.04) and
alginate (p = 0.024). Treatment with alginate-aloe film increased the number of blood
vessels on the 14" day, when compared to the control group (p = 0.004); in addition,
it caused decrease of macrophages on day 22, when compared to the other groups
(alginate film (p = 0,0) and control (p = 0.007). The evaluation of the collagen fibers
showed a significant difference between the alginate-aloe film and control group, with
evident decrease of type lll fibers (p = 0.05) and increase of type | fibers (p = 0.024)
between days 14 and 22, suggesting an improvement in the progression of the
healing process.

Keywords: Alginate, film, Aloe vera, dressing, healing.
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1. Introducéao

As feridas cutaneas sao resultantes de agressfes a estrutura da pele
causadas por acdo de um agente externo. A integridade da pele pode ser
comprometida por traumas, queimaduras, cortes e cirurgias. As lesdes podem ser
classificadas de acordo com o tipo de agente causal, grau de contaminacdo e
profundidade. Por atingir um grande numero de pessoas em todo o mundo, existe
um crescente interesse em desenvolver novos materiais cicatrizantes e estudar os
respectivos mecanismos de acao (RANZATO; MARTINOTTI; BURLANDO, 2011).

Muitos materiais sao utilizados como curativos de feridas cutaneas com a
finalidade de conter hemorragia, absorver o exsudato ou promover a cicatrizacao.
No entanto, existem muito fatores a serem considerados na escolha do curativo
correto: formacao de uma barreira contra a entrada de micro-organismos, reducao
da dor durante a remoc&o, auséncia de toxicidade e efeitos irritantes, eventual
liberacdo de particulas e manutencdo da temperatura e do pH da ferida (SOOD;
GRANICK; TOMASELLI, 2014; ZHAO et al., 2017).

Oligo e polissacarideos sdo polimeros amplamente utilizados em aplicacdes
biomédicas, na indastria alimenticia, farmacéutica e cosmeética
(RATHINAMOORTHY; SASIKALA, 2011). O alginato € um polissacarideo muito
utilizado em curativos por ser altamente absorvente, ndo aderente, biodegradavel e
permitir a liberacdo de compostos ativos. Quando em contato com a ferida, um
processo de interagéo idnica do alginato com o exsudato resulta na formacéo de um
gel hidrofilico. O hidrogel mantém um ambiente Umido na ferida, absorve grande
guantidade de exsudato e previne a contaminacdo microbiana (SOOD; GRANICK;
TOMASELLI, 2014).

Os curativos de alginato de sodio ou célcio permitem a incorporacdo de
compostos ativos que podem apresentar efeito sinérgico no processo de

cicatrizagéo.

Muitas plantas medicinais sdo utilizadas por possuirem acao cicatrizante. O
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (2011) inclui as seguintes

formulacbes e extratos com essa propriedade: infusdo das flores de Calendula
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officinalis L. (caléndula), gel de Caesalpinia ferrea Mart. (jucd), extrato hidroalcodlico
de Symphytum officinale L. (confrei), extrato glicolico de Stryphnodendron

adstringens (Mart.) Covillee (barbatiméo) e o extrato glicélico da Aloe vera (babosa).

A babosa é uma planta suculenta que pertence a familia Liliaceae. Dela é
possivel obter dois produtos distintos: o latex, conhecido como suco da babosa, e o
gel, presente na parte interna das folhas, composto por células do parénquima

responsavel pelo armazenamento de nutrientes (DAT et al., 2012).

Os compostos ativos presentes no gel de babosa apresentam inumeras
atividades  biolégicas como  anti-inflamatéria, antifingica, antidiabética,
antineoplasica e cicatrizante (REYNOLDS; DWECK, 1999; RAMACHANDRA; RAO,
2008; HAMMAN, 2008).

O presente trabalho descreve a obtencdo de um filme de alginato contendo
gel de babosa e a avaliacao do seu efeito cicatrizante em les@es cirlrgicas na regido
dorsal de ratos Wistar.
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2. Reviséao Bibliografica

2.1 Pele

A pele é considerada o maior érgdo do corpo humano e possui diversas
funcbes como regular a temperatura corporal, servir de barreira contra agentes
infecciosos, controlar a entrada e a saida de eletrdlitos e armazenar uma grande
quantidade de terminacdes nervosas. Ela é composta por duas camadas
sobrepostas: a epiderme e a derme (Figura 1) (HARDING, 2004; WICKETT;
VISSCHER, 2006; PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008).

A epiderme é constituida principalmente por queratinGcitos e protege o
organismo contra desidratacdo e o atrito. A derme é composta por fibroblastos e
pela matriz extracelular, sendo dividida em derme papilar superficial (tecido
conjuntivo frouxo) e derme profunda papilar (tecido conjuntivo denso). Abaixo, em
continuidade com a derme, esta a hipoderme ou tecido subcutaneo, uma regido bem
vascularizada responsavel pelo isolamento térmico e a absorcdo de choques
mecanicos (PAUL; SHARMA, 2004; GOSAIN; DIPIETRO, 2004; BIELEFELD; AMINI-
NIK; ALMAN, 2013).

Poros Haste capilar

Superficie da pele
Glandula Sudoripara

Epiderme
Capilares
Derme
Glandula Glandula
Sudoripara Sebdcea )
Vénula Tecido Subcutdneo
b ! Tecido conectivo
Tecido Adiposo Terminacdo Matriz

Nervosa

Figura 1. Estrutura da pele. Fonte: Mayet et al., 2014 com modificac¢des.

2.1.1 Epiderme

A epiderme € constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado
qgue funciona como uma barreira contra a perda de agua e a entrada de micro-

organismos (PAUL; SHARMA, 2004). Os queratindcitos presentes nessa camada
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produzem a queratina, uma importante proteina estrutural. Além disso, a epiderme
contém melandcitos, responsaveis pela producdo de melanina (pigmento com
funcdo protetora contra os raios ultravioleta), células de Langerhans (importantes
nas reacdes imunes) e as ceélulas de Merkel que sdo mecanorreceptores
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; WICKETT; VISSCHER, 2006; BARONI et al.,
2012).

Observada da derme até a superficie, a epiderme possui cinco camadas:
basal, espinhosa, granulosa, llcida e cornea. A espessura e a estrutura da epiderme
variam com o local, sendo mais espessas nas palmas das maos e plantas dos pés
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; WICKETT; VISSCHER, 2006).

A camada basal € a mais profunda e delimita a juncdo derme-epiderme.
Juntamente com a camada espinhosa, é responsavel pela constante renovacédo da
epiderme por sua intensa atividade mitética. A camada espinhosa tem importante
papel na resisténcia ao atrito devido a juncdo das células da epiderme. A camada
granulosa possui 0s granulos lamelares ricos em lipideos que séo liberados e
incorporados a camada coOrnea, contribuindo para a formacdo de uma barreira
impermeavel a 4gua e impedindo a desidratacdo. A camada IUcida esta presente
principalmente na pele espessa e € constituida por uma camada de células
achatadas, cujos nucleos e organelas foram digeridos. A camada cérnea, a mais
superficial, € composta por células achatadas, mortas, sem nucleo, com citoplasma
repleto de queratina e descama continuamente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
ELIAS; CHOI, 2005; DARLENSKI; KAZANDJIEVA; TSANKOV, 2011).

2.1.2 Derme

A derme, situada abaixo da epiderme, € formada por um tecido conjuntivo
composto por fibras nervosas, colageno, elastina e glicosaminoglicanos (GAGS) que
contribuem para a integridade mecénica e elastica da pele (EHRENREICH,;
RUSZCZAK, 2006; THEORET, 2009).

A derme é dividida em duas camadas: papilar e reticular. A camada papilar é
constituida por tecido conjuntivo frouxo, formando as papilas dérmicas que mantém
0 contato com a epiderme e pequenos vasos sanguineos que Sao responsaveis pela

oxigenacgao e nutricdo da epiderme. A camada reticular € mais espessa, composta
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por tecido conjuntivo denso (fibroblastos e feixes de fibras coldgenas e elasticas)
Além dos vasos sanguineos e linfaticos, também sdo encontrados na derme o0s
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Os fibroblastos sintetizam as principais proteinas que constituem o tecido
conectivo da derme: o colageno e a fibronectina. A camada proxima da epiderme
(derme papilar) possui fibras finas de colageno, enquanto a derme reticular é
composta por fibras densas que recobrem a camada adiposa. Os diferentes tipos de
colageno presentes na derme podem ser visualizados utilizando diferentes métodos,
incluindo a coloracao histoquimica classica (WATT; FUJIWARA, 2011).

2.1.3 Hipoderme

A hipoderme é uma camada formada por tecido conjuntivo frouxo responséavel
pelo isolamento térmico e absorcdo de choques mecanicos devido a presenca de
células que realizam o armazenamento de gordura. Dependendo da nutricdo e do
local, a hipoderme pode ter uma camada de tecido adiposo (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

2.2 Lesdo cutanea

A integridade da pele pode ser comprometida por traumas, cortes e cirurgias.
Uma ferida se forma quando a epiderme é lesionada, expondo as camadas
inferiores ao meio externo. Dependendo da profundidade da lesdo, podem ser
expostos fibroblastos, vasos sanguineos, tecido conjuntivo, cartilagem e 0sso
(HENG, 2011; EHRENREICH; RUSZCZAK, 2006).

As lesBes que afetam somente a epiderme sdo chamadas de superficiais,
enquanto as que envolvem camadas profundas da derme, incluindo vasos
sanguineos, glandulas e foliculos pilosos sdo denominadas parciais. As feridas de
comprometimento total ocorrem quando séo lesadas as camadas mais profundas,
além da derme (BOATENG; CATANZANO, 2015).

Quando um tecido é lesado, o organismo se encarrega da regeneragdo. A
velocidade da reparacdo depende do tamanho da lesdo e, para que ocorra, varios
mecanismos precisam ser ativados (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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O processo de cicatrizacdo envolve diferentes sistemas biolégicos que
respondem simultaneamente (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008). A cicatrizagao
de feridas cutaneas é um processo complexo que envolve coagulacao, recrutamento
de leucdcitos, inflamacéo, deposicao da matriz extracelular e epitelizacdo (Figura 2)
(GURTNER et al., 2008; CORSETTI et al., 2010; ASHCROFT et al., 2011).

As feridas resultam em um processo inflamatorio, ocasionando alguns sinais e
sintomas como vermelhid&o, dor, calor e edema do tecido circundante (SCHMIDT et
al., 2009).

Superficie da pele =~ Hemacias
Tampao Fibrina
Plaquetas

o\ o o/ e ° s\ ®

Neutrofilo Epiderme

O @ e O
Ce QO O..QO Dereme » ® @
o o C.D -

Macréfago

a Ferida

Macrofagos

d Inflamagio Tardia

Colageno l Fibroblastos

e~

"~

e Proliferagio e f Remodelagdo

Figura 2. Etapas da cicatrizacdo: (a) logo apés a leséo, ocorre extravasamento de sangue,
agregacdo plaquetaria e ativagdo da cascata de coagulagdo (b) formacdo de um tampéo rico em
fibrina (c) as plaquetas liberam mediadores quimicos que atraem neutrofilos (células fagociticas)
sinalizando o inicio da inflamacéo (d) os neutréfilos comegcam a ser substituidos por macréfagos que
além de fagocitar restos celulares, liberam fatores de crescimento e iniciam a fase proliferativa (e)
angiogénese aumentada e sintese de colageno (f) restabelecimento da integridade da pele. Fonte:
Beanes et al.,2003 com modificaces.
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2.2.1 Hemostase

A lesé&o inicial leva a uma ruptura do endotélio vascular, o que resulta no
extravasamento de sangue e, consequentemente, a ativacdo de plaquetas (JANIS;
HARRISON, 2014). Em um primeiro momento, ocorre uma vasoconstricdo e o
tamponamento do vaso, com a formacdo de um trombo provisorio resultante da
adesdo plaquetaria. As plaguetas presentes no coagulo sdo importantes para a
resposta inflamatoria, pois liberam uma série de substancias (fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de insulina-1 (IGF-1), fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de necrose tumoral B (TNF-B) e fator
plaquetéario IV) que atraem e ativam fibroblastos, células endoteliais e macrofagos
(ENOCH; LEAPER, 2007). Além disso, as plaquetas liberam aminas vasoativas,
como a serotonina, que causam vasodilatacdo e aumentam a permeabilidade
vascular, permitindo o influxo de células importantes no processo de cicatrizacéo
(BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 2006).

O tampédo plaquetario formado desempenha a funcdo de uma matriz
provisoria para a migragdo celular (mondcitos, neutrofilos, fibroblastos e células
endoteliais) ao local da lesdo (HART, 2002; RAMOS; PIMENTEL, 2011). Além disso,
o coagulo impede a perda de fluido e eletrdlitos pela ferida, estabelece uma barreira
contra contaminacdes externas e permite a continuidade do processo de
cicatrizacdo (MONACO; LAWRENCE, 2003).

2.2.2 Inflamacéo

A resposta inflamatéria é desencadeada pela liberacdo de uma variedade de
mediadores inflamatorios pelos capilares e o tecido lesado (STRODTBECK, 2001).
As principais células envolvidas no processo inflamatério sdo neutrdfilos e
macrofagos. A mudanca nas condicdes hemodindmicas durante 0 processo
inflamatério permite uma redistribuicdo leucocitaria ao longo da parede endotelial,
processo chamado de marginalizagdo (ROBINS & COTRAN, 2016).

O processo de recrutamento de leucdcitos para o local da lesdo envolve as
seguintes etapas: marginalizagdo, rolagem, ligacdo ao endotélio, transmigracdo e
migracdo em direcdo aos estimulos quimiotaticos. Essas etapas séo influenciadas

por mediadores quimicos. As moléculas de adesdo expressas na superficie do
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endotélio e dos leucdcitos, chamadas selectinas, ligam-se aos agucares e permitem
a rolagem, a aderéncia e a transmigracéo. Os leucocitos em rolagem reconhecem as
mudancas no endotélio e iniciam a etapa de adeséo as células endoteliais, mediada
pelas integrinas. ApGs aderir na superficie endotelial, atravessam a parede do vaso
por meio das juncdes intercelulares, processo chamado diapedese, e entdo, migram
em direcdo ao local da lesdo por meio do gradiente quimico (quimiotaxia)
(MONACO; LAWRENCE, 2003; ROBINS & COTRAN, 2016).

A migracdo dos leucdcitos é estimulada por produtos de degradacdo de
colageno e elastina, fatores do complemento e fatores imunomodulatérios como
TGF-B (fator de crescimento transformante — B), TNF-a (fator de necrose tumoral —
a), IL-1 (interleucina-1) e PDGF. Os neutrofilos secretam citocinas pro-inflamatorias,
iniciam a fagocitose de particulas estranhas e o desbridamento do tecido lesado por
meio de enzimas proteoliticas (HENG, 2011; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009;
ROBBINS & COTRAN, 2016). Uma vez que toda contaminacédo tenha sido removida,
a atividade dos neutrofilos muda gradualmente dentro de alguns dias e, entdo,
entram em processo de apoptose (HART, 2002).

Os mondcitos presentes no sangue periférico infiltram-se no local da ferida
em resposta a agentes quimiotaticos tanto no inicio quanto durante o processo de
cicatrizacdo (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). Esses mondcitos sao
rapidamente ativados em macrofagos teciduais (JANIS; HARRISON, 2014).

Os macrofagos sédo as principais células efetoras do reparo tecidual,
removendo componentes do tecido conjuntivo danificado (colageno, elastina e
proteoglicanos) (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). Além de fagocitar restos
celulares, os macréfagos desempenham um importante papel no processo de
cicatrizacdo ao estimular a proliferacdo de queratindécitos e fibroblastos, bem como a
angiogénese, iniciando a fase proliferativa (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008;
MOSSER; EDWARDS, 2008; GUO; DIPIETRO, 2010; JANIS; HARRISON, 2014).

2.2.3 Proliferacéao tecidual

A fase de formacdo tecidual caracteriza-se pelo restabelecimento da
integridade da epiderme e da derme (BEANES et al., 2003). A fase proliferativa é

constituida pelas seguintes etapas: deposicédo de colageno, angiogénese, formacao
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do tecido de granulacdo e epitelizacdo. A progressdo da proliferacdo tecidual
estimula a substituicdo da matriz provisoria de fibrina pelo tecido de granulacéo, que
protege a regido lesionada, formando uma barreira contra infeccbes e promovendo
um ambiente adequado para a epitelizacdo. Esse tecido contém miofibroblastos que
sdo importantes para a contracdo da ferida (HOSGOOD, 2006; BROUGHTON |II;
JANIS; ATTINGER, 2006; ARWERT; HOSTE; WATT, 2012).

Os fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais células da fase
proliferativa. O microambiente quente e Umido do ferimento também facilita a
proliferacdo celular. Além disso, 0 exsudato € rico em citocinas que estimulam o
crescimento de novos tecidos (STRODTBECK, 2001).

2.2.4 Angiogénese

A angiogénese é um processo dindmico regulado por fatores produzidos em
resposta a leséo tecidual e necessaria a formacao do tecido de granulacéo. Ocorre
na matriz extracelular do leito da ferida devido ao estimulo mitogénico das células
endoteliais (ARNOLD; WEST, 1991; RISAU, 1997; MENDONCA; COUTINHO-
NETO, 2009). Esse processo envolve a formacdo de células endoteliais com
paredes finas a partir de vasos pré-existentes (JANIS; HARRISON, 2014).

O inicio da neovascularizacdo depende de fatores quimiotaticos das células
vizinhas e da matriz extracelular. A proliferacdo das células endoteliais €
considerada um efeito secundario ao movimento de migracdo estimulada por alguns
fatores como fibronectina e fatores derivados de plaguetas. As células endoteliais
tem um importante papel no processo de cicatrizagdo, uma vez que permitem a
migracdo de leucdcitos, o transporte de nutrientes e oxigénio e a secrecdo de
substancias ativas (fator de crescimento endotelial vascular, TGF-a (fator de
crescimento transformante — a), TGF-f e PDGF) (LI; ZHANG; KIRSNER, 2003;
VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). A baixa tensédo de oxigénio pode estimular a
angiogénese através da producdo de mediadores como VEGF (fator de crescimento
vascular) (DETMAR et al., 1997).

2.2.5 Sintese de colageno

O colageno constitui a maior familia de proteinas do organismo. Alguns
mediadores como PDGF, fator de crescimento de fibroblastos (FGF), TGF-(3, IL-1,
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TNF-a induzem a sintese de colageno pelos fibroblastos (CAMPOS; GROTH,;
BRANCO, 2008). Uma vez que o tampdao provisério é desprovido dessas células, os
processos de migracdo e proliferacdo, com consequente producdo da matriz
extracelular sdo essenciais na regeneracao do tecido lesado (BAUM et al., 2005;
CORSETTI et al., 2010; MESTRE; RODRIGUES; CARDOSO, 2012).

Os componentes da matriz extracelular participam da juncdo celular e
regulam a proliferacdo, a migracdo e a diferenciacdo de células. A matriz
extracelular € composta por proteinas (colageno e elastina) e uma matriz intersticial
constituida por glicoproteinas adesivas incorporadas ao gel de proteoglicanos e
glicosaminoglicanos (ENOCH; LEAPER, 2007).

O colageno apresenta estrutura helicoidal formada por trés proteinas de
cadeia alfa capazes de se entrelacarem em consequéncia da presenca de uma
molécula de glicina na terceira posicdo de cada polipeptideo (ENOCH; LEAPER,
2007).

Héa varios tipos de colageno que estdo relacionados a diferentes tecidos e
funcdes biolégicas. O colageno tipo | esta presente principalmente nos 0Ssos e
tenddes. O tipo Ill, juntamente com o tipo |, esta presente nos vasos sanguineos,
derme e fascia. A derme contém aproximadamente 80% de colageno tipo | e 20% do
tipo 1ll. Em lesdes cutaneas, os fibroblastos produzem principalmente colagenos dos
tipos | e Ill (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001; BEANES et al., 2003). O colageno
tipo Ill, abundante nos vasos sanguineos, esta associado com a capilaridade do
tecido de granulacdo e, com a progressdo da cicatrizacdo, € substituido por
colageno tipo | (HOSGOOD, 2006).

Apés a deposicdo da MEC, inicia-se o processo de contracdo da ferida. O
mecanismo mais aceito envolve a atividade dos miofibroblastos, células derivadas
dos fibroblastos, que tem capacidade de contracdo semelhante aquelas encontradas
no musculo liso. Apds o fechamento da ferida, os miofibroblastos sofrem apoptose e
uma cicatriz € formada (RAMASASTRY, 2005; STOJADINOVIC et al., 2008).

2.2.6 Re-epitelizacao

Na etapa de re-epitelizagcdo, ocorre um aumento acentuado da atividade

mitotica das células epiteliais das bordas das feridas. A epitelizacdo requer um
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ambiente Umido com nutricdo adequada e controle da contaminagcdo microbiana.
Essa fase é modulada pelo fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento dos queratinécitos (KGF) e FGF (MESTRE; RODRIGUES; CARDOSO,
2012; ENOCH; LEAPER, 2007).

A epitelizacdo € iniciada pela ativacdo e migracdo dos queratinécitos
presentes na borda da ferida, assim como de apéndices dérmicos, foliculos pilosos e
glandulas sebaceas (JANIS; HARRISON, 2014). A migracdo dos queratindcitos é
precedida por algumas modificacbes estruturais, como a reorganizacdo de
filamentos de queratina que alteram a forma, a adesdo e a polimerizacdo dos
filamentos de actina na periferia celular (GABBIANI; CHAPONNIER; HUITNER,
1978; PALADINI et al., 1996). Esse processo € facilitado pela perda de adeséo de
células epidérmicas e dérmicas com a membrana basal, induzida por colagenases e
metaloproteinases (PILCHER et al., 1997).

O caminho da migracao dos queratindcitos € determinado pela expresséao de
integrinas na membrana que permitem a interacdo com diversas proteinas da matriz
extracelular (fibronectina, tenascina e fibrinogénio) que estao intercaladas com
coladgeno tipo | na margem da ferida. As células epidérmicas voltam a forma normal
e tornam-se firmemente ligadas a membrana basal e a derme subjacente. Com o
passar do tempo, a camada epidérmica sofre estratificacdes (HYNES, 1992; CLARK
et al., 1996).

2.2.7 Remodelacéo tecidual

Nessa fase, ocorre alteracdo na matriz extracelular pela deposicao de
proteoglicanos e colageno. A maioria dos vasos sanguineos, fibroblastos e células
inflamatorias desaparecem do local da ferida por processos de emigracéo, apoptose
ou outros mecanismos de morte celular (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

O processo de cicatrizacdo consiste em uma perfeita e coordenada cascata
de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a re-epitelizacao
e a reconstituicdo do tecido (FALEIRO et al., 2009). A adequada cicatrizacdo de uma
ferida ocorre quando ndo ha contaminacdo microbiana e a formacdo do tecido

cicatricial € minima, com limitada producéo de tecido necrotico (MAYET et al., 2014).
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2.3 Feridas

Ha diferentes classificacfes das feridas cutaneas baseadas na profundidade
da lesdo, na natureza da cicatrizacdo e na perda tecidual. Esses fatores tem um

efeito significativo sobre a cicatrizagao.

De acordo com a profundidade da leséo, as feridas podem ser classificadas
em superficiais, profundas ou totais. As superficiais envolvem somente a epiderme e
a derme papilar e ndo ha formacao de cicatriz. As lesdes dérmicas profundas, por
sua vez, apresentam contracdo e cicatriz. Esse tipo de ferida demora de 10 a 21
dias para se curar. As totais ocorrem em incisées cirargicas que sao fechadas por
suturas (PERCIVAL, 2002).

De acordo com a natureza do processo de cicatrizagao, as feridas podem ser
classificadas como agudas ou cronicas. As feridas agudas sdo geralmente lesbes
gue se curam completamente, com a formacao de pequenas cicatrizes dentro de um
prazo de 8 a 12 semanas. As principais causas da inflamacao aguda séo as lesdes
mecanicas (perfuracdo, arranhdes e cirurgias), radiacdo, eletricidade e produtos
quimicos corrosivos e queimaduras (BOATENG; CATANZANO, 2015).

Feridas crbonicas sao resultantes de lesdbes que ndo se curam
espontaneamente dentro de trés meses e sdo complexas. A maioria dessas feridas
€ contaminada e envolve a perda significativa do tecido; além disso, podem estar
relacionadas com outros fatores como diabetes, infeccdes persistentes, deficiéncia

nutricional, vasculites e tratamento primario incorreto (MOORE et al., 2006).

As feridas podem cicatrizar por trés diferentes formas dependendo da perda
de tecido e a presenca ou ndo de infeccao: primeira, segunda ou terceira intencéo. A
cicatrizacdo por primeira intencdo ocorre quando as bordas sao aproximadas como
acontece em suturas cirurgicas. Nao ha perda excessiva de tecido nem a presenca
de contaminacgéo. Na cicatrizacdo por segunda intencéo, ocorre perda excessiva de
tecido, as feridas sdo deixadas abertas e se fecham por contracdo e epitelizagdo. Na
cicatrizagdo por terceira intencdo, a aproximagdo das margens da ferida por
suturacéo é feita ap0Os tratamento da infec¢éo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Quando a pele é danificada, os capilares se tornam permedveis, permitindo a

passagem de liquido ao redor da ferida. Esse fluido, chamado exsudato, é rico em
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proteinas, nutrientes, células epiteliais, eletrdlitos, mediadores inflamatorios,
enzimas e fatores de crescimento (CUTTING, 2004). O fluido de feridas agudas
contém substancias endogenas, células epiteliais e fibroblastos que aumentam a
velocidade e a qualidade da cicatrizacdo (MENAKER, 2001). O volume de exsudato
produzido varia tanto nos diferentes estdgios da cicatrizagdo como nos tipos de
feridas, dependendo da origem, localizagdo e do tamanho da lesdo (CUTTING,
2004).

2.4 Curativos

Os curativos sao dispositivos utilizados com finalidade de limpeza, protecéo e
absorcado do exsudato (SMANIOTTO et al., 2010). A principal funcdo de um curativo
€ promover um ambiente ideal para a cicatrizacdo (RAMASASTRY; 2005). Os
materiais que constituem os curativos devem absorver 0 excesso de exsudato da
ferida para reduzir o risco de proliferacdo bacteriana, ndo conter fibras ou
fragmentos que possam se soltar induzindo uma reacao imunolégica, manter um
ambiente imido e causar danos minimos ao tecido de granulagdo quando removidos
(MENAKER, 2001; JAYAKUMAR et al., 2011; ZHAO et al., 2017).

A manutencdo de um ambiente Umido auxilia na cicatrizacdo de varias
maneiras: impede o ressecamento do tecido, promove atividade de enzimas que
degradam detritos celulares e facilita a migracdo de queratindcitos. O equilibrio da
tensdo de oxigénio é necessario para que ocorra uma cicatrizacao correta, uma vez
gue as células necessitam do oxigénio para migracdo e mitose, enquanto a hipdxia
acelera a angiogénese. Além disso, a migracao de células epidérmicas € inibida em
niveis elevados de oxigénio (MENAKER, 2001).

Os materiais mais utilizados no tratamento de feridas como gaze, algodao e
bandagem séo estruturalmente simples e ndo estimulam o processo de cicatrizacao.
Nos dUltimos anos, o tratamento de feridas evoluiu em consequéncia da
compreensao das alteragdes celulares e moleculares que ocorrem no processo de
regeneracdo. A capacidade de reparacdo da pele apdés uma pequena lesédo é
notavel; no entanto, quando a lesdo afeta uma grande area, a cobertura imediata da
ferida com um curativo adequado é essencial para acelerar a cicatrizagdo (MAYET
et al., 2014).
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O tratamento de feridas cuténeas inclui métodos clinicos e curativos. O tipo
de tratamento depende da evolugcdo das fases da cicatrizacdo, enquanto que a
escolha do curativo depende de sua acao, determinada pelas suas caracteristicas e
composicdo (FRANCO; GONCALVES, 2008). Outros fatores que devem ser levados
em consideracdo na escolha do curativo sdo o local da ferida e o nivel de exsudato.

Os curativos comerciais disponiveis para o tratamento de lesbes cutaneas
sdo geralmente compostos por filmes semipermedveis, filmes ndo aderentes,
hidrocoloides, alginatos, espumas, hidrogéis, curativos contendo antimicrobianos e
filmes de poliuretano (ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011).

Ha pesquisas de processos tecnologicos para obtencdo de curativos que
possuam caracteristicas diferenciadas. Polimeros naturais, polissacarideos e
proteinas estdo sendo utilizados no desenvolvimento de novos curativos porque
apresentam adequadas disponibilidade e biodegradabilidade, além de alguma
atividade biologica (YUDANOVA; RESHETOV, 2006). Entre os polissacarideos
utilizados na fabricacdo de curativos estdo o alginato e a quitosana (HAMMAN,
2008).

A quitosana é um polissacarideo abundante na natureza, obtido de carapaca
de crustaceos como o caranguejo e o camardo. Os curativos a base de quitosana
podem ser fabricados em vérias formas, incluindo membranas, esponjas e géis
(KHOR; LIM, 2003).

Os curativos hidrocoléides sédo confeccionados com gelatina, pectina e
carboximetilcelulose sddica; substancias capazes de formar um gel, promovendo o
desbridamento da leséo, protegendo a ferida e diminuindo a dor nos momentos da
aplicacdo e remocédo. O gel produz um gradiente de absor¢cdo para compostos
soliveis no exsudato, permitindo assim a remocdo de componentes toxicos
resultantes da destruicéo celular e bacteriana (ODA, 2004; RAMASASTRY; 2005).

Outro polissacarideo muito utilizado no tratamento de feridas € o alginato, um
composto natural, comumente utilizado pela industria farmacéutica (CHAN; LEE;
HENG, 2002).
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2.5 Alginato

O alginato é um polissacarideo extraido principalmente de algas marrons
(MAURSTAD et al., 2008). Pode ser isolado também de bactérias como Azotobacter
vinelandii e varias espécies de Pseudomonas. No entanto, a producdo por
fermentacao ndo é economicamente viavel (DRAGET; SMIDSROD; SKJAK-BRAEK,
2005).

O alginato € um polimero anidénico que possui duas diferentes unidades de
acidos urdénicos repetitivas, (1,4)-a-L-guluronato (unidade G) e (1,4)-B-D-manuronato
(unidade M), em variadas quantidades e arranjos sequenciais (Figura 3) (SUN; TAN,
2013). A proporgéo e a distribuicdo dos blocos G e M resultam em diferengas nas
propriedades fisicas do alginato (MAURSTAD et al., 2008).

As diferencas das ligacdes entre os blocos M e G é resultado da conformacgéo
desses blocos na cadeia do polimero (AMSDEN; TURNER, 1999). Especificamente,
o bloco G se dobra, enquanto o M tem uma forma conhecida como fita estendida. A
ligacdo de dois blocos G seguidos forma um orificio que tem dimensdes ideais para
a interacado com ions (GEORGE; ABRAHAM, 2006).
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Figura 3. Estruturas moleculares de sequéncias de subunidades de acido gulurénico e acido
manurdnico (a) bloco G, b) bloco M e c) bloco MG . Fonte: LEE; MOONEY, 2012.
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O alginato é utilizado em varios setores industriais por possuir propriedades
de biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de gelificacdo, emulsificacao,
formacao de hidrogéis e baixa toxicidade (KHOTIMCHENKO et al., 2001; KNILL et
al., 2004). Na industria alimenticia, o alginato € adicionado como espessante em
xaropes e coberturas. No setor farmacéutico, tem emprego como desintegrante de
comprimidos, componente de curativos de feridas cutaneas e formulagbes para o
tratamento do refluxo gastrico (McHUGH, 2003).

Varios derivados do alginato tém aplicacdes biomédicas pela versatilidade
dos produtos em formarem estruturas como filmes, particulas, géis e microesferas
de liberacéo prolongada (LEE; MOONEY, 2012; LEONARD et al., 2004).

A propriedade mais importante do alginato é a sua capacidade de formar
hidrogéis (GEORGE; ABRAHAM, 2006). Um hidrogel € uma rede de ligacdes
cruzadas de polimeros hidrofilicos que consegue absorver uma grande quantidade
de agua sem sofrer alteracdo e, como consequéncia, apresenta inUmeras vantagens
guando utilizados como curativos cutaneos (GUPTA; VERMANI; GARG, 2002).

Uma das técnicas mais utilizadas para a obtencdo de filmes de alginato &
chamada de “casting”, na qual uma solucéo filmogénica, colocada em um molde, é

submetida a secagem em temperatura controlada (THARANATHAN, 2003).

Hidrogéis de alginato podem ser obtidos por diferentes técnicas. A mais
comum € a troca ibnica, onde cations divalentes presentes em uma solucédo aquosa
formam ligacbes cruzadas com as estruturas dos blocos G do polimero (LEE;
MOONEY, 2012). A escolha dos ions, a composicdo e a estrutura do alginato séo
fatores importantes, uma vez que podem influenciar as propriedades das ligacoes
cruzadas (MORCH et al., 2006). A taxa de gelificacdo € um fator fundamental, pois
controla a uniformidade e a resisténcia do filme, caracteristicas importantes para as
diferentes aplicacdes biomédicas (KUO; MA, 2001).

Varios ions divalentes podem ser utilizados na formacgéo de ligagBes cruzadas
entre as moléculas do alginato, processo conhecido como reticulagdo. A afinidade
desse polimero por ions diminui de acordo com a sequéncia dos elementos
quimicos: Pb > Cu > Cd > Ba > Sr > Ca > Co, Ni, Zn > Mn (HAUG; SMIDSROD,

1970). O fon Ca®* é o mais utilizado pela simplicidade das condicdes reacionais e a
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baixa toxicidade (NUNAMAKER; PURCELL; KIPKE, 2007). A solucao de cloreto de
calcio (CaCl,) € a mais usual, no entanto, leva a uma rapida gelificacdo, resultante
da elevada solubilidade deste sal em agua (LEE; MOONEY, 2012). Para retardar o
processo de gelificacdo, o CaCl, pode ser substituido por CaSO, ou CaCOg3, que
possuem menor solubilidade aquosa (NUNAMAKER; PURCELL; KIPKE, 2007; SUN,;
TAN, 2013).

A capacidade de formar hidrogéis na presenca de ions divalentes é
fundamental para as diferentes func¢des bioldgicas e aplicacdes tecnoldgicas do
alginato. As interacdes com ions divalentes formam zonas de juncdes conhecidas
popularmente como “egg box” ou modelo da “caixa de ovos”. Nessa conformagao
estrutural, as cadeias helicoidais englobam os ions como mostrado na Figura 4
(BRACCINI; PEREZ, 2001).

OH

Figura 4. llustragdo esquematica do modelo “caixa de ovos” com a zona de jungéo do ion
Ca” com o alginato. Fonte: BRACCINI; PEREZ, 2001.

O processo de reticulacao pode ser realizado por dois métodos. No primeiro,
a solucéo reticuladora pode ser adicionada durante o preparo do filme. No entanto,
estudos mostraram que os filmes podem se tornar frageis, ndo homogéneos, opacos
e sollveis em agua. No segundo, os filmes ja formados sdo mergulhados na solucéo
reticuladora, tornando-os mais resistentes e menos sollaveis em &gua. A
concentracdo e o tempo de exposicdo a solucdo i6nica podem influenciar as
propriedades fisico-quimicas do filme (PAVLATH et al., 1999; RHIM, 2004).

O ion calcio patrticipa de funcdes fisioldgicas importantes no organismo como:
cardiovascular, contracdo muscular, atividade neuronal e cicatrizagdo (LANSDOWN,
2002). Quando o alginato de calcio é aplicado numa ferida, o sédio presente no

exsudato é trocado pelo calcio do curativo, promovendo o desbridamento do tecido e
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a formacéo de um gel que mantém o ambiente favoravel a cicatrizacdo e permite a
troca do curativo sem causar dor. Além disso, o calcio induz a hemostasia e participa
da cascata de coagulacdo (BARNETT; VARLEY, 1987; LANSDOWN, 2002;
FRANCO; GONCALVEZ, 2008).

A desidratacdo durante o processo de secagem utilizado na técnica “casting’,
produz filmes quebradicos, o que leva a necessidade da adicdo de um agente
plastificante. O plastificante causa uma diminuigdo das forgas intermoleculares ao
longo das cadeias do polimero, melhorando a flexibilidade e a maleabilidade do filme
(VIEIRA et al., 2011).

A compatibilidade entre o agente plastificante e o biopolimero & muito
importante e fatores como formacdo de ligacbes de hidrogénio e a solubilidade
devem ser considerados (CHOI; PARK, 2004). Compostos de menor tamanho, alta
polaridade e maior distancia entre os grupos polares apresentam melhores efeitos

plastificantes em sistemas poliméricos (CAO; YANG; FU, 2009).

Os agentes plastificantes mais utilizados em biofilmes s&o os polidis (glicerol,
sorbitol e polietilenoglicol), os monossacarideos (glicose, manose e frutose), lipideos
(acidos graxos) e tensoativos (CHENG; KARIM; SEOW, 2006; ZHANG; HAN, 2006;
VEIGA-SANTOS et al., 2007; BERGO et al., 2008; GALDEANO et al., 2009; ROTTA
et al., 2009).

Os polidis sdo considerados os mais eficazes para utilizacdo em polimeros
hidrofilicos. O glicerol, mais conhecido como glicerina, é incorporado na maioria das
solucdes de hidrocoldides e de alginato por ser altamente higroscopico e evitar a
fragilidade dos filmes (KRISTO; BILIADERIS, 2006; ZHANG; HAN, 2006).

2.6 Aloe vera (L.) Burm. f.

Aloe vera (L.) Burm. f. € uma planta pertencente a familia Xanthorrhoeaceae,
gque abrange mais de 300 espécies (RAMOS; PIMENTEL, 2011). No Brasil, é
popularmente conhecida como babosa, nome oriundo da consisténcia viscosa
(baba) da mucilagem contida nas folhas (BACH; LOPES, 2007).

Aloe vera é uma planta xerdfila, ou seja, se adapta a climas secos e necessita

de pouca quantidade de agua para sobreviver, podendo ser encontrada em solos
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salinos e praias. E cultivada nos Estados Unidos, México, india, América do Sul e
Central, Africa, Austrélia e Ird (MOGHADDASI; VERMA, 2011).

Do ponto de vista morfoanatdmico, a babosa é uma planta com caule curto e
raizes abundantes e longas. As folhas aparecem no nivel do solo, sdo grossas,
carnosas e atingem de 30 a 60 cm de comprimento (Figura 5). A face ventral da
folha € lisa, enquanto a dorsal € convexa, lisa e serosa (GRINDLAY; REYNOLDS,
1986).

Figura 5. Aloe vera (L.) Burm. f. Fonte: O autor.

As flores da babosa s&o pendentes, com 2 a 3 cm de comprimento. A
inflorescéncia é central, ereta, com 1 a 1,5 metros de altura, sustentada por um
pedunculo (Figura 6) (GRINDLAY; REYNOLDS, 1986). Essa haste central apresenta
uma espiga densa de flores amarelo-alaranjadas que produzem frutos ovoides,
contendo sementes aladas (PARENTE et al., 2013).
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Figura 6. Aloe vera (L.) Burm. f. com inflorescéncia. Fonte: O autor.

A babosa é utilizada de diversas formas e em diferentes setores. O seu
emprego pode requerer 0 esmagamento, a moagem ou a prensagem para retirada
do suco ou a extracdo do gel sem triturar as folhas. Na area alimenticia, tem sido
utilizada como alimento funcional, especialmente no preparo de bebidas. Na
industria farmacéutica, € adicionada em capsulas, comprimidos, pomadas e géis.
Em produtos de higiene e beleza, pode ser adicionada em cosmeéticos, sabonetes,
cremes e logdes (RAMACHANDRA; RAO, 2008; HAMMAN, 2008).

Os compostos ativos da babosa apresentam efeitos analgésico, cicatrizante,
anti-inflamatorio, laxativo, antioxidante, antineoplasico, antimicrobiano e antiviral
(SYED et al.,1996; DAS et al.,, 2011; FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014). Os
dois principais produtos extraidos da planta séo o latex e o gel. O latex € o exsudato
amarelo e amargo, presente nos tubulos periciclicos da parte exterior das folhas,
constituido principalmente por derivados hidroxiantracénicos, como aloina A e B,
conhecidos por suas propriedades laxativas (SACCU; BOGONI; PROCIDA, 2001,
BOZZI et al., 2007).

O gel da babosa, presente no interior das folhas, € composto de
aproximadamente 98,5% de agua e contem taninos, saponinas, terpenos,
flavonoides e esteroides (SATHYAPRABHA et al., 2010).

O gel é rico em compostos fendlicos e polissacarideos (VEGA et al., 2005).

As cromonas, isoaloeresina D e neoaloesina A, sdo compostos com atividade anti-


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-298116

34

inflamatdria e antibidtica. Ainda podem ser encontrados no gel, vitaminas (acido
félico, vitaminas Bi, B,, a-tocoferol e B-caroteno), elementos inorganicos (calcio,
ferro, magnésio, manganés e sodio) e esterdis (B-sitosterol, colesterol e
campesterol) (HAMMAN, 2008; RAHMAN; CARTER; BHATTARAI, 2017).

Os polissacarideos da babosa sdo, em grande parte, glucomananas em
variadas composicdes. As mananas acetiladas, como a acemanana, possuem
atividade biologica (FEMENIA et al., 1999; DAGNE et al., 2000; CHOI; CHUNG,
2003; NI et al., 2004; HAMMAN, 2008).

A acemanana € o principal polissacarideo encontrado na babosa. E sollvel
em agua e sua estrutura quimica € constituida por unidades de glicose e manose
acetiladas unidas por ligagdes p-(1,4)-glicosidicas (Figura 7). Essa manana acetilada
desempenha um importante papel no processo de cicatrizagcdo ao inibir o
crescimento microbiano e estimular a atividade dos macrofagos (PEREIRA;
MENDES, BARTOLO, 2013).
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Figura 7. Estrutura quimica de unidades do polissacarideo acemanana. Fonte: Pereira et al., 2013.
Os tipos e quantidades dos compostos presentes no gel da babosa podem

variar de acordo com a origem geografica, o clima e a espécie (CHOI; CHUNG,
2003).
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3. Objetivos

3.1 Geral
Avaliar o efeito cicatrizante de filmes de alginato contendo gel de babosa.

3.2 Especificos

Avaliar o efeito da reticulacdo nas propriedades fisico-quimicas de filmes de

alginato-babosa;

Estudar o efeito cicatrizante dos filmes de alginato-babosa em lesdes

cirdrgicas na regiao dorsal de ratos Wistar;

Avaliar as alteracdes histologicas (infiltrado inflamatério, angiogénese e

fibroplasia) nos tecidos das les6es tratadas com filmes de alginato-babosa.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Coleta do material vegetal e extracao do gel

As folhas de babosa foram coletadas no més de Setembro de uma planta da
espécie Aloe vera cultivada no horto da Universidade Estadual de Ponta Grossa. O
gel foi extraido por retirada da casca e armazenado em recipientes herméticos a

-4°C até o momento do preparo dos filmes.
4.2 Preparo e reticulagéo dos filmes*

Para os ensaios de avaliacao fisico-quimica foram obtidos filmes de alginato de
sédio contendo gel de babosa e glicerina nao reticulados e reticulados com CaCl,.
Para os testes “in vivo” foram preparados filmes de alginato de sédio contendo

plastificante com e sem adicao do gel de babosa, ambos reticulados.

4.3 Andlises fisico-quimicas dos filmes

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho

O alginato de sodio (pd), o filme controle (sem adicdo de babosa e sem
reticulacdo) e o filme com gel de babosa reticulado foram analisados por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) utilizando
espectrofotdbmetro Shimadzu Prestig 21 com varredura entre 4000 a 400 cm™. As
principais bandas apresentadas no espectro foram correlacionadas com 0s grupos

guimicos das estruturas dos compostos.
4.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As estruturas dos filmes alginato-babosa reticulado e sem reticulacdo foram
caracterizadas por MEV utilizando equipamento VeGa 3 Tescan em tensdo de
aceleracdo 10,0 Kv, distancia de 14,85 mm e magnitude de 1000 X. Antes da
analise, o filme foi coberto com uma fina camada de ouro por sputtering e dispostos

a maxima distancia do alvo para evitar danos a superficie.

*Obs.: Por motivos de solicitacdo de registro de patente, os detalhes experimentais da obtencdo dos

filmes foram omitidos.
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4.3.3 Ensaio de resisténcia mecanica a tracao

O ensaio de tracdo foi realizado em maquina de ensaio servo-elétrica
Shimadzu® AG-I com filmes alginato-babosa reticulado e sem reticulacdo de 13,6 x

25 mm, espessura de 25 um e velocidade do teste de 5 mm min™.
4.3.4 Ensaio de liberacado de célcio do filme alginato-babosa reticulado

Uma amostra do filme alginato-babosa reticulado (500 mg) foi colocada em um
béquer contendo 20 mL de agua deionizada. O béquer foi mantido em banho
termostéatico a 37°C. Aliquotas de 2 mL foram retiradas apos 5, 30, 60 e 90 minutos
e posteriormente analisadas por absorcdo atdmica. As aliquotas de 2 mL de agua
deionizada foram repostas a cada coleta. A leitura foi realizada com um
espectrofotometro de absorcédo atbmica Varian AA240FS com lampada de catodo

oco de 10 MA. A leitura foi feita em 422,7 nm e o resultado expresso em ppm.
4.3.5 Hidratacado do filme alginato-babosa

O teste de hidratag&o foi realizado com fragmentos do filme alginato-babosa
reticulado (discos com 1 cm de diametro), mantidos em uma cesta de inox
mergulhada em 20 mL de agua destilada a 37°C. O fragmento do filme foi pesado
antes do inicio do ensaio e novamente em 10, 20, 30, 60 e 120 minutos, apos
remocdo do excesso de agua. As determinacfes foram realizadas em triplicata para
cada intervalo de tempo.

4.3.6 Ensaio de quantificacao e liberacao de polissacarideos

A quantificagdo de polissacarideos foi realizada com amostras do gel de
babosa “in natura”, gel apds o degelo e do filme de alginato-babosa reticulado.
Amostras do filme (4 cm?) foram cortadas e mantidas em 20 mL de agua destilada a
37°C até completa solubilizacdo. Uma aliquota de 500 puL de cada amostra (gel e
solugdo aquosa do filme solubilizado) foi adicionada em tubo de vidro e, em seguida,
foram acrescentados 0,5 mL de solucdo de fenol 5% (m/v) e 2,5 mL de &cido
sulfarico concentrado. A solugéo resultante foi mantida em banho de gelo durante 30
minutos e leitura da absorbancia foi realizada utilizando um espectrofotdmetro

Genesys 10S em 490 nm.
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4.4 Ensaio de esterilizacao dos filmes

Os filmes de alginato-babosa reticulados foram cortados em pedacos de 4 cm?
e mantidos em uma capela de fluxo laminar com luz ultravioleta de 15 W (0, 30, 60 e
90 minutos) e, em seguida, transferidos para placas de petri com meio de cultura
agar sangue. Apoés incubagdo por 24 horas em estufa microbioldgica a 35°C,

observou-se a ocorréncia de crescimento microbiano.
4.5 Ensaio de cicatrizagao

Os experimentos animais foram aprovados pela comisséo de ética do uso de
animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (protocolo 7396/2015) e
realizados no Laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental, sob a

supervisao do Prof. Dr. Leandro Lipinski.

Foram utilizados 60 ratos Wistar (machos) com peso entre 250 e 300 g. Os
calculos do n amostral foram realizados com base na média e desvio padréo,
estabelecendo um poder de teste em 80%, usando o programa GPower 3.1. Os
animais foram distribuidos em 3 grupos (n=20): a) grupo controle (gaze estéril), b)
grupo 1 (filme de alginato de sédio reticulado) e c) grupo 2 (filme de alginato-babosa

reticulado).

Antes do procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos a jejum hidrico
por 2 horas e alimentar de 4 horas. Os animais foram anestesiados com cloridrato
de cetamina (40 mg/kg) e cloridrato de xilazina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. Em
seguida, foi produzida uma lesdo (quadrada) cirargica com auxilio de bisturi na pele
da regido cérvico-lombar atingindo a regido dermo-epidérmica, medindo

aproximadamente 4 cm2, em cada animal.

As lesbes foram recobertas com filmes de alginato reticulado e filmes
alginato-babosa reticulado, imediatamente apds a producdo das lesGes. Os animais
do grupo controle receberam um curativo com gaze estéril. Em seguida, os curativos
foram recobertos com bandagem e esparadrapo. Os animais n&o receberam

nenhum outro tratamento com analgésico.

Apoés encerrada a anestesia, 0s animais receberam agua e racao comercial

ad libitum. Todos permaneceram no biotério da Universidade Estadual de Ponta
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Grossa em gaiolas individuais, com temperatura, luminosidade e umidade
controlada. As bandagens foram retiradas 3 dias ap0s a cirurgia. Enquanto a gaze
dos animais do grupo controle saiu com a remocdo das bandagens, os filmes de
alginato e alginato-babosa permaneceram aderidos a lesdo. Néo foi feita nenhuma

aproximacéo dos bordos da ferida e a cicatrizagdo ocorreu por segunda intencéo.
4.5.1 Avaliacéo da retragédo da lesao

A analise da retracéo da leséo foi realizada com os animais anestesiados com
isoflurano administrado por via inalatoria. A medida da area de cada ferida foi
realizada imediatamente apds o procedimento cirdrgico (tempo 0) e nos dias 3, 7,
11, 14, 17 e 22 colocando-se um filme plastico transparente sobre a ferida e
demarcando a respectiva area. As imagens demarcadas das feridas foram

digitalizadas e as respectivas areas determinadas utilizando o programa Image J.

4.6 Andlise histolégica

4.6.1 Coloragcao Hematoxilina Eosina

Nos dias 3, 7, 14 e 22, cinco animais de cada grupo foram eutanasiados com
uma super-dosagem de cloridrato de cetamina e xilazina. Dos locais das feridas,
foram retirados fragmentos da borda direita das lesbes com auxilio de um “punch” e
fixados em formol 10% (v/v). ApOs a fixacdo, o material foi desidratado em
concentracfes crescentes de etanol, embebido e incluido em parafina, seccionado
em micrétomo com espessura de 3 um e corado com Hematoxilina e Eosina (HE)
para avaliacdo da resposta inflamatéria quanto a celularidade e angiogénese, sob
microscopia de luz. ApOs analise e selecdo, as seccdes histoldégicas foram
fotografadas com microscopio Olympus DP72 utilizando o programa CellSens

Standard. Foram realizadas analises qualitativas e quantitativa das amostras.
4.6.2. Picrosirius red

A analise histolégica das fibras colagenas foi realizada com amostras das
lesbes dos animais dos grupos controle, alginato e alginato-babosa dos dias 14 e 22.
Os tecidos das lesdes foram desparafinizados, hidratados e corados utilizando
picrosirius red em solu¢cdo aquosa saturada de acido picrico. As imagens foram

obtidas com microscopio de polarizacdo Olympus LG-PS2 e para evitar variagdes
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relacionadas ao processo de captura, as configuracdes da camera e intensidade de
luz foram idénticas para todas as amostras. As imagens foram analisadas utilizando

0 programa Image J e os resultados expressos em pixels.
4.7 Analise estatistica

A avaliacao estatistica foi realizada utilizando o programa IBM SPSS Statistics
2.0 pela analise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacfes, seguido do

Teste de Tukey, com intervalo de confianca em 95% (p<0,05).
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5. Resultados e Discussao
5.1 Andlises fisico-quimicas

5.1.1 Espectroscopia no infravermelho

As bandas no espectro de infravermelho (figura 8) do alginato de sédio (pd)
utilizada na producdo dos filmes séo caracteristicas do polimero. As bandas em
1620 e 1421 cm™ correspondem as vibracdes de estiramento assimétrico e simétrico
do grupo COQ’, respectivamente. O estiramento da ligagcdo C-H ocorre em 2925 cm’
! e as bandas em 1051 cm™ (ligacdo C-O-C) e 3388 cm™ (grupo OH) também estdo
presentes (SARTORY; 1997, PEREIRA et al., 2013).
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Figura 8. Espectro de infravermelho do alginato em p6, filme branco sem reticulacdo e filme

alginato-babosa.

O espectro de infravermelho do filme reticulado contendo babosa é
praticamente idéntico ao branco (alginato sem babosa e sem reticulagdo), uma vez
gque o0s grupamentos quimicos dos principais componentes do gel séo
polissacarideos. As bandas em 1736 cm™ e 1248 cm™ evidenciam a presenca da
carbonila e do estiramento (C-O) do éster O-acetil, respectivamente. Os grupos O-

acetil sdo essenciais para a atividade biolégica dos polissacarideos mananas,
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possivelmente por mascarar 0s grupamentos hidrofilicos e aumentar a
permeabilidade celular (REYNOLDS; DWECK, 1999; CHANG; CHEN; FENG, 2011).

5.1.2 Microscopia eletrénica de varredura

As imagens da microscopia eletrénica de varredura evidenciaram o aspecto
rugoso no filme com gel de babosa nao reticulado (figura 9-a), com alguns pontos
brancos que podem ser devido ao calcio ou outros ions presentes no proprio gel. A
imagem do filme com gel de babosa reticulado com CaCl; (figura 9-b) mostra uma
superficie mais homogénea, o que pode ser atribuido ao processo de reticulagdo em
gue cadeias de polissacarideos sdo agregadas devido a formacéo de ligacdes com
os fons Ca**, mudando a conformac&o estrutural do alginato (KHOTIMCHENKO et
al., 2001).
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| STMMAG 1.00 kx| DalejevayE OM11S |

Figura 9. Microscopia eletrdnica do filme alginato babosa néo reticulado (a) e reticulado com
CaCly(b).

5.1.3 Ensaio de resisténcia mecéanica a tracao

7z

A andlise das propriedades mecénicas € importante para avaliar a
elasticidade, plasticidade e resisténcia dos filmes. O filme alginato babosa reticulado
com CaCl, apresentou maior for¢ca de tracdo necesséria para ruptura e um menor
deslocamento quando comparado com o filme sem reticulagdo (Figura 10). Essas
propriedades sdo relevantes para aplicabilidade e manipulacdo dos curativos. Os
filmes alginato-babosa sem reticulacdo sao frageis, sollveis e de dificil manuseio.
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Figura 10. Ensaio de resisténcia mecénica a tracao dos filmes alginato-babosa néo reticulado

e reticulado com CacCl,.

Os filmes reticulados com concentracdo adequada de Ca?* sdo firmes,
transparentes e favorecem a formacédo de gel quando em contato com exsudato.
Quanto maior o grau de reticulacdo do filme, maior forca necessaria para ruptura,
menor seu deslocamento e deformagdo devido a sua rigidez (LIMA; ANDREANI;
SOLDI, 2007). Turbiani (2011) observou que o0 aumento na concentragdo de célcio
no processo de reticulacdo aumenta a tensdo de ruptura do filme. Esse resultado
pode ser explicado pela ligacdo formada entre os grupos carboxilicos presentes na

molécula de alginato e os jons Ca?".
5.1.4 Ensaio de liberagéo de calcio do filme alginato-babosa reticulado

O teste de liberacdo de calcio foi realizado com o filme de alginato-babosa
reticulado. O resultado mostrou um aumento da liberacdo em funcéo do tempo até
60 minutos, permanecendo estavel até o termino do ensaio, conforme o gréafico
apresentado na Figura 11. O célcio liberado é importante uma vez que quando o
curativo entra em contato com a ferida ocorre uma troca dos fons Ca?* com o Na*
presente no exsudato. Essa troca idnica leva a formacdo de um gel na superficie da

ferida, proporcionando um ambiente favoravel a cicatrizacdo. Além disso, o calcio
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mantém a hemostase e participa da cascata de coagulacdo (RATHINAMOORTHY;
SASIKALA, 2011).
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Figura 11. Liberacao de célcio do filme alginato-babosa reticulado com CacCl,,

5.1.5 Hidratacao do filme alginato babosa reticulado

O teste de hidratacéo foi realizado com o filme alginato-babosa reticulado. Os
filmes néo reticulados dissolvem-se totalmente quando imersos em agua. A amostra
do filme reticulado foi pesada antes e apés 10, 20, 30, 60 e 120 minutos de imerséo
em agua a 37°C. O resultado mostra um aumento gradual na hidratacdo até 30 min,
qguando o filme atinge praticamente 15 vezes a sua massa inicial. Em seguida, a
massa comeca a diminuir lentamente, indicando ligeira solubilidade, provavelmente
pela liberacdo de glicerina (Figura 12). A capacidade de hidratacdo do filme é
relevante uma vez que a ferida, principalmente na fase inflamatoria, libera exsudato.
Além da absor¢cédo do exsudato, mantendo um ambiente Umido durante o processo
de cicatrizacdo, a hidratacdo pode contribuir para a liberagcdo dos compostos ativos

da babosa.
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Figura 12. Hidratag&o do filme alginato-babosa reticulado.

O grau de hidratacéo de filmes de alginato e alginato-pectina foi estudado por
Sriamornsak e Kennedy (2008). Os autores observaram que os filmes de alginato de
calcio atingiram elevado porcentual de hidratacdo em 2 horas e que o tipo, a
concentracdo do polissacarideo e o grau de reticulacdo alteraram a extensdo da
absorcédo de agua.

5.1.6 Ensaio de quantificacao e liberacao de polissacarideos

Os polissacarideos sao os principais componentes ativos do gel de babosa. A
liberacdo desses compostos no leito da ferida pode acelerar o processo de
cicatrizacdo (DAGNE, 2000). Os resultados obtidos na quantificacdo de
polissacarideos mostraram uma concentracdo maior no gel de babosa “in natura”
(Figura 13). A diminuicdo da concentracdo de polissacarideos no gel apds o ciclo
gelo-degelo pode estar relacionada a degradacdo desses compostos durante esse
processo. O filme alginato-babosa apresentou quantidades menores de
polissacarideos quando comparado ao gel, o que pode ser devido a degradacao
durante o processamento e preparo do filme ou a incompleta solubilizagdo no meio

aguoso.



46

0,4

Gel in natura

B Gel apds gelo/degelo

—
€03
?Eo M Filme alginato babosa
p reticulado
AT
02
s T
[
[J]
(8]
S T
So1 |

0,0

Amostras

Figura 13. Teor de polissacarideos no gel de babosa “in natura”, apés gelo-degelo e no

ensaio de liberacdo do filme alginato-babosa reticulado.

No entanto, a quantidade de polissacarideos liberados do filme foi de 42 %
em 15 minutos, indicando que a hidratagdo favorece a liberagdo dos compostos
ativos e pode contribuir na cicatrizacdo de feridas cutéaneas.

O polissacarideo acemanana € o principal composto ativo presente no gel da
babosa (NI et al., 2004; HAMMAN, 2008). Jettanacheawchankit et al. (2009)
avaliaram os efeitos da acemanana em estudos in vivo e in vitro. No ensaio com
fibroblastos gengivais humanos, foi observado um aumento na proliferacdo do fator
de crescimento de queratinécito, fator de crescimento endotelial e a producdo de
colageno tipo I. No ensaio com lesdes na cavidade oral de ratos Sprague-Dawley
com posterior tratamento topico, observou-se que a acemanana acelerou o processo
de cicatrizacdo com maior regressao da leséo e epitelizacdo quando comparada ao

grupo controle.
5.2 Ensaio de esterilizagéo dos filmes

Existem diferentes processos que podem ser utilizados na esterilizagédo de
filmes poliméricos, como o emprego de radiacdo gama, luz ultravioleta, 6xido de
etileno e calor (MARRECO et al., 2004). Neste trabalho, foi avaliada a esterilizacao
por luz ultravioleta em capela de fluxo laminar. O filme alginato-babosa reticulado
sem exposicdo a luz ultravioleta apresentou crescimento de micro-organismos. A

partir de 30 minutos de exposicéo a luz UV, ndo foi observado qualquer crescimento
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microbiano (Figura 14). A esterilizacdo do filme € importante para evitar
contaminagdes externas ao leito da ferida. Assim, todos os filmes utilizados no

ensaio animal foram esterilizados pelo procedimento descrito.

0 min

Rk T A

Figura 14. Crescimento microbiano no ensaio de esterilizacdo de filmes alginato-babosa reticulado.

5.3 Ensaio de cicatrizacéo

5.3.1 Anédlise da retracdo da leséo

O modelo experimental utilizado foi baseado em estudo realizado por Caetano
et al. (2014) com leséo cirurgica provocada no dorso de ratos Wistar, atingindo a

regido dermo-epidérmica.

A retracdo da lesdo foi analisada medindo-se a area logo apds o
procedimento cirdrgico nos dias 0, 3, 7, 11, 14, 17 e 22. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos filme alginato-babosa, filme alginato e controle,
conforme ilustrado na Figura 15.
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Figura 15. Retragdo da area da lesdo dos animais nos grupos filme alginato-babosa, filme alginato e
controle.
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A figura 16 apresenta as imagens das lesdes de animais dos grupos tratados
com filme alginato-babosa, filme alginato e controle onde € possivel observar uma

reducado progressiva das areas das lesdes nos dias 3, 7, 14 e 22.

Filme alginato-babosa
Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 22

Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 22

Controle
Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 22

Figura 16. Imagem das lesdes do ensaio de retracdo das feridas dos animais dos grupos filme
alginato-babosa, filme alginato e controle nos dias 3, 7,14 e 22.

A contracdo da ferida ocorre por meio de um movimento centripeto de toda a
espessura circundante da pele, reduzindo o tamanho da ferida (TAZIMA; VICENTE;
MORIYA, 2008).

No tecido de granulagdo, os fibroblastos sao ativados e tornam-se
miofibroblastos. Fenotipicamente o miofibroblasto € um tipo de célula intermediaria
entre os fibroblastos e as células musculares lisas. Os miofibroblastos comecam a
aparecer no inicio da formacao do tecido de granulagéo, tornam-se mais abundantes
na fase de proliferacdo e desaparecem possivelmente por apoptose. Essas células
sintetizam componentes da matriz extracelular que podem substituir a matriz
provisOria e possuem propriedades contrateis devido a expressdo de a-actina do
musculo liso que desempenham um papel importante na contracdo e maturacdo do
tecido de granulacéo (LI; WANG, 2011; DARBY et al., 2014).
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A pesquisa realizada por Faleiro et al. (2009) avaliou o efeito do extrato
glicélico de babosa na cicatrizacdo de feridas cirdrgicas em ratos. Os resultados
evidenciaram que ocorreu a re-epitelizacdo e a re-estruturacdo satisfatorias da
derme e uma evolucdo mais rapida da cicatriza¢do nos ratos do grupo tratado com o
extrato.

5.4 Andlise histolégica

5.4.1 Processo inflamatorio

A analise qualitativa mostrou no dia 3 um denso infiltrado inflamatério em todos
0s grupos. No dia 7, observou-se uma diminui¢cdo do infiltrado nos grupos tratados
com filmes alginato e alginato-babosa e um aumento no ndmero de vasos
sanguineos no grupo controle. No dia 14, houve aumento da angiogénese nos
grupos filme alginato e filme alginato-babosa e presenca de infiltrado no grupo
controle. Além disso, observou-se a ocorréncia de macréfagos em todos os grupos

no dia 22 (Figura 17).
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Figura 9. Fotomicrografia das feridas dos animais tratados com filme alginato babosa, filme
alginato e controle nos dias 3, 7, 14 e 22. Presenca de infiltrado inflamatério (=), vasos sanguineos
(*) e macréfagos (M). Coloracdo HE, aumento 400x.
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A avaliagdo quantitativa do processo inflamatorio mostrou diferenca
significativa no 14° dia com diminuicdo do infiltrado nos grupos filme alginato-babosa
e filme alginato quando comparados com o grupo controle (p= 0,04 e p=0,05,
respectivamente). Esse resultado pode estar relacionado a um processo inflamatorio

exacerbado no grupo controle (Figura 18).
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Figura 18. Infiltrado inflamat6rio dos grupos filme de alginato-babosa, filme de alginato e

controle nos dias 3, 7, 14 e 22.

Na fase inflamatoria, ocorre a migracdo de neutréfilos, mondcitos e linfécitos
ao local da lesédo. No entanto, os neutrofilos chegam primeiro e em grande nimero
devido a sua abundancia na circulacdo sanguinea (CLARK, 2001). Existem trés
mecanismos utilizados pelos neutréfilos para a destruicdo de detritos e bactérias. O
primeiro € a fagocitose, onde ocorre a ingestdo e destruicdo das particulas
estranhas. O segundo ocorre através da liberacdo de substancias toxicas
(lactoferrina, proteases, elastase e catepsina). Estudos recentes mostraram ainda
que os neutréfilos também sdo capazes de produzir cromatina e proteases que
capturam e matam as bactérias no espaco extracelular (YOUNG; McNAUGHT,
2011).

A babosa possui atividade anti-inflamatoria, entretanto ndo ha estudos
anteriores desse efeito utilizando-se filmes de alginato (DAS et al., 2011). O estudo
realizado por Devaraj e Karpagam (2011) avaliou o efeito anti-inflamatério do extrato
aquoso do gel de babosa por via oral em diferentes concentracbes nos modelos de
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edema de pata induzido por carragenina e formalina e teste de granuloma por bolas
de algodéo. Os resultados mostraram que todas as doses testadas (100, 200, 400 e
600 mg/kg) reduziram a inflamacdo aguda de maneira dose-dependente quando
comparadas ao grupo controle tratado com indometacina. O tratamento por 7 dias
reduziu o peso das bolas de algoddo sugerindo uma diminuicdo do granuloma na

inflamag&o croénica.

Os neutréfilos sdo importantes para que ocorra uma descontaminacao efetiva
da lesdo. Espécies reativas de oxigénio como peroxido de hidrogénio e acido
hipocloroso séo produzidos para destruir micro-organismos patogénicos, no entanto,
estas substancias podem lesar o tecido normal (DOVI; HE; DIPIETRO, 2003;
WILGUS et al., 2003).

Os macrofagos desempenham um importante papel na cicatrizagcdo, pois
assistem a resolucdo da inflamacéo, remocao de células apoptéticas e producéo de
citocinas que auxiliam na proliferacdo celular e restauracdo do tecido lesado
(BARRIENTOS et al., 2008; HENG, 2011). Essas células sdo multifuncionais e
capazes de influenciar todas as fases de reparo, portanto, a modulacdo de suas
funcdes € um importante alvo de estudo nos processos cicatriciais (KOH; DIPIETRO,
2011).

Existem duas classes de macréfagos: os classicamente ativados ou
macrofagos tipo | que séo proé-inflamatérios e macréfagos tipo Il que sdo anti-
inflamatorios. Em condi¢cdes adequadas, células tipo | podem se transformar em tipo
II. O ambiente e 0 momento em que as citocinas sdo produzidas é que estabelecem
sua acéo in vivo (DIPIETRO, 1995; KHANNA et al., 2010).

A andlise quantitativa dos macréfagos mostrou diferenca significativa entre os
grupos filme alginato-babosa e filme alginato (p=0,0) e filme alginato-babosa e
controle (p=0,007). Os resultados mostraram um aumento dos macréfagos nos
grupos filme alginato e controle, o que pode estar relacionado a uma resposta tardia
do processo de cicatrizagdo, quando comparado ao grupo tratado com o filme
alginato-babosa que apresentou aumento no dia 14 e diminuicdo no dia 22,

conforme mostrado na figura 19.
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Figura 19. Macréfagos dos grupos filme alginato-babosa, filme alginato e controle nos dias 3, 7, 14 e
22.

A acemanana, principal polissacarideo encontrado no gel da babosa foi capaz
de estimular macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 a liberar citocinas como
oxido nitrico e fator de necrose tumoral (ZHANG; TIZARD, 1996). Djeraba e Quere
(2000) estudaram o efeito da acemanana em algumas doencas virais em aves. Os
resultados mostraram que esse polissacarideo é capaz de ativar macrofagos pela
ligacdo aos receptores de manose, e ainda induzir a producédo de oxido nitrico (NO)

em macroéfagos de aves (HD11) viralmente transformados.

Em estudo realizado por Oryan et al. (2010), foi avaliado o efeito do extrato
aguoso de babosa no tratamento de lesbes cutaneas. As feridas foram realizadas
cirurgicamente nos dorsos de ratos, divididos em dois grupos: sem tratamento e com
tratamento tépico utilizando o extrato aquoso de babosa. Os animais foram
sacrificados ap6s 10 e 20 dias da lesdo. Em seguida, foram feitas analises
histopatolégicas do tecido lesado. Nos animais do grupo tratado, apdés 10 dias,
houve uma reducdo significativa da area lesionada, um aumento no numero de
vasos sanguineos e as fibras de colageno mostraram uma organizacdo padréo.
Apés 20 dias, observou-se maior re-epitelizacdo e uma diminuicdo do numero de

macrofagos e linfécitos.
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5.4.2 Angiogénese

A formacdo de novos capilares a partir de vasos pré-existentes € uma etapa
fundamental no processo de cicatrizacdo. A angiogénese ocorre principalmente na
matriz extracelular da ferida com a migracdo e estimulacdo das células endoteliais
(MENDONCGCA; COUTINHO-NETO, 2009).

A avaliacdo quantitativa da angiogénese mostrou diferengas significativas nos
dias 7 e 14 entre os grupos filme alginato-babosa e controle (p=0,004 e 0,008
respectivamente) e filme alginato e controle no dia 7 (p=0,024) como mostrado na
figura 20. Os grupos filme alginato-babosa e filme alginato mostraram um aumento
no numero de vasos no dia 14, devido a formacgéo do tecido de granulacdo e inicio
da fase proliferativa. O grupo controle teve um aumento no namero de vasos

sanguineos no dia 7, possivelmente em resposta a uma reacdo inflamatoria

exacerbada.
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Figura 20. Vasos sanguineos dos grupos filme alginato-babosa, filme alginato e controle nos dias 3,
7,14 e 22.

A angiogénese € um processo importante na cicatrizacdo, pois participa da
formacao do tecido de granulagéo e fornece oxigénio e nutrientes para o tecido em
crescimento. A migragcdo das células endoteliais e o desenvolvimento dos capilares
dependem das citocinas, fatores de crescimento e da organizacdo dos componentes
da matriz como a fibronectina e o colageno (LI; ZHANG; KIRSNER, 2003).
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Apés a lesdo, as células endoteliais que revestem as paredes internas dos
vasos sanguineos sdo ativadas por hipoxia, fatores pré-angiogénicos como fator de
crescimento endotelial, fator de crescimento de fibroblastos, angiotropina e
angiogenina liberados por macrofagos e queratinécitos (DEMIDOVA-RICE et al.,
2012; GREAVES et al., 2013). O inicio da regressao vascular esta relacionado com
a diminuicdo dos estimulos pro-angiogénicos e pode ser influenciada pelas
mudancas na matriz extracelular que ocorrem durante a cura da ferida (DIPIETRO;
2013).

Atiba et al. (2011) estudaram o processo de cicatrizacdo em animais que
inicialmente sofreram radiacdo e apoés trés dias uma lesdo foi provocada na parte
dorsal do centro do local irradiado. Os animais receberam tratamento via oral com
p6 de babosa comercial dissolvido em 1,5 mL de agua nos dias 0, 3, 6, 9 e 12 ap0s
a lesdo. Os animais do grupo tratado mostraram uma maior retracdo da lesao,
aumento no numero de vasos sanguineos no sexto dia e um maior numero de fibras

colageno.
5.4.3 Fibras colageno

O coléageno tipo | constitui 90% do colageno no organismo e sua principal
funcdo € proporcionar resisténcia a tensdo, gracas a espessura das fibras
(MINAMOTO, 2007). O colageno tipo Ill consiste em fibras mais finas, sendo
considerado como uma matriz tempordria durante a remodelacao do tecido, ou seja,
€ o principal constituinte do tecido de granulacdo (DONAHUE; HIATT, BUSUTTIL,
2006; El SHERIF et al., 2006).

Os resultados obtidos na analise quantitativa das fibras colageno mostraram
diferenca significativa nas fibras tipo | (p=0,024) e Il (p=0,05) entre os grupos

controle e tratados com o filme alginato-babosa.

Os graficos das figuras 21 e 22 mostram uma diminuicdo das fibras tipo Il e
aumento das fibras colageno tipo | no grupo tratado com filme alginato-babosa entre
os dias 14 e 22. Este resultado evidencia a melhora na progressao do processo de
cicatrizacdo, uma vez que as fibras tipo Ill sdo imaturas e estédo presentes no tecido
de granulacdo. No decorrer do processo de cicatrizacdo as fibras tipo Il séo

substituidas por fibras tipo I, maduras e resistentes.
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Figura 21. Fibras colageno tipo Il dos grupos filme alginato-babosa, filme alginato e controle
nos dias 14 e 22.
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Figura 22. Fibras colageno tipo | dos grupos filme alginato-babosa, filme alginato e controle
nos dias 14 e 22.

O gel de babosa pode contribuir para a sintese de colageno. Subramanian;
Kumar e Arulselvan (2006) estudaram o potencial cicatrizante de babosa em lesdes
cutdneas de coelhos. A leséo recebeu tratamento tépico com gel de babosa duas
vezes por dia, durante 14 dias. Os resultados mostraram um aumento nas fibras
colageno nos dias 7 e 14. O aumento na quantidade dessa proteina observada no
tecido de granulacdo pode estar relacionado a maior ativacao de fibroblastos. Foi
possivel observar ainda um aumento na proliferagédo celular e epitelizacdo do tecido
lesado.
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Na coloragdo por picrosirius red, sob luz polarizada, as fibras tipo |lI
(imaturas) apresentam coloracdo verde e as fibras tipo | (maduras) apresentam
coloracdo vermelho-alaranjadas. No presente trabalho, foi possivel observar fibras
avermelhadas, finas e uniformes caracteristicas do colageno tipo | no dia 22 do
grupo tratado com filme alginato-babosa, sugerindo uma melhor progressédo da
cicatrizagdo. Nos grupos controle e tratado com filme de alginato, as fibras séo

grossas, verdes e desorganizadas, caracteristicas de fibras tipo Il (Figura 23).

Filme alginato babosa

Filme alginato

Controle

Figura 23. Aspecto das fibras coldgenas | e Il dos grupos tratados com filme alginato-

babosa, filme alginato e controle nos dias 14 e 22. Coloracdo Picrosirius Red, aumento 200x.

O efeito cicatrizante do gel de babosa esta, em parte, relacionado ao estimulo
do crescimento e atividade dos fibroblastos. O aumento das proteinas no tecido de
granulacdo pode ser devido a maior producdo de pro-colageno e
mucopolissacarideos por essas células (SUBRAMANIAN; KUMAR e ARULSELVAN,
2006). Chithra; Sajithlal e Chandrakasan (1998) estudaram os tipos e quantidade de
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glicosaminoglicanos presentes no tecido de granulacdo de feridas de animais
tratados oral e topicamente com gel de babosa. Os glicosaminoglicanos séo os
principais componentes sintetizados na matriz extracelular durante a cicatrizacéo e
formam uma estrutura para a deposicdo de colageno e elastina. Os autores
observaram diferencas qualitativas e quantitativas dos glicosaminoglicanos. O grupo
tratado com babosa apresentou um aumento na sintese de glicosaminoglicanos e

colageno, favorecendo a cicatrizacao da ferida.

Inpanya et al. (2012) avaliaram o efeito do filme de fibroina com gel de
babosa na cicatrizacéo de feridas de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.
Os resultados obtidos mostraram que os animais tratados com o filme contendo o
gel preveniu a formagao de crosta inflamada, acelerou o processo de epitelizagdo e

aumentou a producéo de colageno.
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6. Concluséo

O processo de reticulagdo com solucéo iénica de cloreto de calcio é essencial
para que o filme alginato-babosa apresente maior resisténcia mecanica, menor

solubilidade em meio aquoso e libere o ion calcio no leito da ferida.

Os testes de caracterizacao fisico-quimica comprovaram que o filme alginato-
babosa reticulado possui as caracteristicas adequadas em termos de transparéncia,
uniformidade, resisténcia mecanica a tracao e elevada capacidade de hidratacao,
compativel com o emprego como curativo de lesbes cutaneas, além da liberacédo de

polissacarideos contidos no gel.

A avaliacdo in vivo da cicatrizacdo de lesdes cirirgicas em ratos Wistar
mostrou o efeito benéfico da adicdo do gel de babosa ao filme de alginato através
das seguintes evidéncias: menor quantidade de infiltrado inflamatério, como
neutréfilos e macréfagos, aumento da angiogénese durante a fase proliferativa e
maior producdo de fibras colageno tipo | no dia 22. Esses efeitos podem ser
atribuidos aos compostos ativos presentes no gel de babosa que possuem

propriedades anti-inflamatorias e cicatrizantes.
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