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RESUMO

O tratamento de feridas crénicas € um processo altamente dinamico e variavel. Ha
diversos tipos de curativos para o tratamento de lesdes cronicas. O alginato € um
biopolimero extraido de algas marrons e amplamente utilizado na confecgdo de
curativos. Os hidrogéis de alginato absorvem agua e mantém a ferida umida,
propiciando um ambiente adequado para crescimento e proliferagcédo celular. O efeito
cicatrizante do alginato pode ser potencializado por compostos de origem natural.
Entretanto, n&o ha curativos de alginato contendo extratos de plantas medicinais com
efeito cicatrizante. Aloe barbadensis Mill., popularmente conhecida como babosa,
possui agdes anti-inflamatadria e cicatrizante. O objetivo do presente estudo foi obter
e caracterizar as propriedades fisico-quimicas de hidrogéis de alginato contendo gel
de babosa e avaliar o efeito cicatrizante in vitro. As formulagdes foram submetidas a
avaliacdo do pH, viscosidade, densidade relativa, espalhabilidade, caracteristicas
organolépticas e ensaio de estabilidade acelerada. Uma formulagédo de hidrogel de
alginato contendo gel de babosa com melhor perfil para o uso tépico foi selecionada
para ensaios in vitro: viabilidade celular, pelos métodos de MTT e SRB; e migracao
celular, pelo método Scratch, utilizando uma linhagem de fibroblastos. Os ensaios
fisico-quimicos evidenciaram que as formulagdes sao estaveis e possuem pH
compativel com a pele. Os valores de espalhabilidade e viscosidade variaram de
acordo com a composi¢ao polimérica das formulagcbes. No ensaio in vitro de
viabilidade celular, observou-se que a morfologia celular n&o foi alterada, assim como
a viabilidade e a capacidade de multiplicacdo das células. No ensaio in vitro de
migragao celular, quando comparada ao controle, a formulagdo com gel de babosa
acelerou o processo de migracdo celular. Os resultados confirmaram a possibilidade
de incorporar gel de babosa em hidrogéis de alginato obtendo formulagdes estaveis
e adequadas ao uso topico com potencial emprego como cicatrizante de feridas.

Palavras-chave: Curativo. Cicatrizagdo. Les&o cutanea. Fitoterapico. Aloe vera.
Ferida. Pele.



ABSTRACT

The treatment of chronic wounds is a highly dynamic and variable process. There are
several types of curatives for the treatment of chronic. Alginate is a biopolymer
extracted from brown algae that is widely used in the manufacture of wound dressings.
Alginate hydrogels absorb water and keep the wound moist, providing a suitable
environment for cell growth and proliferation. The healing effect of alginate can be
enhanced by natural compounds. However, there are no alginate dressings containing
medicinal plant extracts with a healing effect. Aloe barbadensis Mill., popularly known
as aloe vera, has anti-inflammatory and healing actions. The aim of the present study
was to obtain and characterize the physicochemical properties of alginate hydrogels
containing aloe vera gel and evaluate the in vitro healing effect. The formulations were
submitted to evaluation of pH, viscosity, relative density, spreadability, organoleptic
characteristics and accelerated stability test. An alginate hydrogel formulation
containing aloe vera gel with the best profile for topical use was selected for in vitro
assays: cell viability by MTT and SRB methods and cell migration by Scratch assay,
using fibroblasts cells. The physical-chemical tests showed that the formulations are
stable and have a pH compatible with the skin. The spreadability and viscosity values
varied according to the polymeric composition of the formulations. In the in vitro cell
viability assay, it was observed that the cell morphology was not altered, as well as
viability and multiplication capacity of the cells. In the in vitro cell migration assay, when
compared to the control, the formulation with aloe gel accelerated the cell migration
process. The results confirmed the possibility of incorporating aloe vera gel in alginate
hydrogels, obtaining stable formulations suitable for topical use with potential as wound
healing materials.

Keywords: Curative. Healing. Skin lesion. Phytotherapic. Aloe vera. Wound. Skin.
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1 INTRODUGAO

A pele desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase
fisiologica, exercendo varias fungdes importantes para o corpo humano como, por
exemplo, protegao contra os efeitos do meio ambiente, incluindo danos causados pelo
sol, prevencgao de perda de agua, protegao contra infecgao, regulagao da temperatura
corporal e protegdo mecanica contra traumas (DEALEY, 2009; SORG et al., 2016).

Devido as fungdes vitais como barreira fisica, quimica e bacteriana,
a cicatrizagdo é um passo importante para a recuperagédo da integridade da pele
frente as lesdes. Apesar do conhecimento atual sobre a cura de lesdes, ainda ha
muitas questdes a serem discutidas e mecanismos a serem elucidados (SORG et al.,
2016). O processo de cicatrizagdo de lesbes cutaneas € bastante complexo e
dependente de uma interagéo intrincada entre varios fatores altamente regulados,
operando em conjunto para restaurar a integridade da pele lesada. Uma sequéncia de
eventos que compreende as fases de coagulagao, inflamatoria (recrutamento de
leucdcitos), proliferativa (deposicdo da matriz extracelular) e de remodelagéao
(epitelizagao) ocorrem normalmente na maioria das lesdes superficiais (MENDONCA,;
COUTINHO-NETTO, 2009).

A evolucido das fases da cicatrizagdo é o principal fator considerado na
escolha do tratamento de lesGes cutaneas. Quando a cicatrizagado de uma lesao nao
progride de forma natural, afetado por fatores locais e sistémicos, essas etapas podem
nao evoluir como esperado e a lesao tornar-se cronica. Dentre os fatores locais, pode-
se destacar a infeccdo como a causa mais comum de retardo do processo de
cicatrizagdo. E com relagéo aos fatores sistémicos, como idade, faixa etaria, estado
nutricional, doencgas crbnicas associadas, insuficiéncias vasculares, ulceras e o uso
de medicamentos anti-inflamatorios (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Dentre as lesdes crbénicas estdo o pé diabético, as ulceras de pressao e as
Ulceras venosas. Nesses casos, o tratamento deve ser individualizado e realizado por
profissionais habilitados. O pé diabético é a principal causa de internacéo de pacientes
diabéticos, ja as ulceras de pressdo sdo uma condigdo dolorosa e debilitante,
causando uma interrupg¢ao consideravel no progresso do paciente e comprometendo
uma grande parte dos recursos de saude (DEALEY, 2009).

Um dos aspectos mais dificeis da pesquisa sobre lesdes por presséo € a
determinacao de critérios precisos de avaliagdo clinica. A longo prazo, tais lesbes
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acabam interferindo nos indices de morbidade e mortalidade, por produzirem
alteracdes crénicas na pele, ocasionando incapacitagao e/ou amputacdo de membros
(OLIVEIRA; SOARES; ROCHA, 2010; OLSHANSKY, 2019).

Ulceras venosas s&o as lesbes mais graves na Sindrome da Insuficiéncia
Venosa Cronica dos membros inferiores, sendo caracterizada como um problema de
saude publica, uma vez que o quadro clinico afeta a qualidade de vida do paciente,
pois acarreta limitagdo em atividades cotidianas e, na maioria das vezes, reclusao
social (JOAQUIM et al., 2018).

O tratamento de lesdes € um processo altamente dindmico e variavel. Os
curativos sao uma forma de tratamento das feridas cutaneas e sua escolha depende
de diversos fatores, em especial da evolugéo das fases de cicatrizagdo. Embora haja
uma grande variedade de curativos, um so tipo de curativo ndo preenche os requisitos
para ser aplicado em todos os tipos de feridas cutaneas. Atualmente ha inumeras
opc¢des de curativos no mercado. Os recursos financeiros do paciente ou da unidade
de saude, a frequéncia de trocas dos curativos, inclusive com visitas domiciliares, e
a avaliagcdo do custo-beneficio sdo alguns dos aspectos a serem considerados na
escolha do tipo de curativo (FRANCO; GONCALVES, 2008).

A compatibilidade das propriedades fisicas e quimicas do curativo com a
natureza da ferida devem ser levadas em consideracdo no planejamento de um
produto cicatrizante (MIR et al., 2018).

Diversos biopolimeros como alginato, quitosana, pectina e gelatina sao
usadas na fabricagdo de curativos. Os curativos de alginato de sédio ou calcio
permitem a incorporacdo de compostos naturais que podem apresentar efeito
sinérgico no processo de cicatrizagdo (KOGA, 2017).

O uso de plantas medicinais, tanto no contexto dos fitoterapicos quanto de
fitofarmacos, tem grande influéncia na busca por tratamentos eficazes na cicatrizagéo
de feridas. Dentre as espécies mais relatadas e testadas quanto a atividade
cicatrizante, destacam-se a caléndula, o barbatimdo, a copaiba e a babosa
(RAMALHO et al., 2018).

A espécie Aloe barbadensis Mill., sinonimia de Aloe vera, conhecida
popularmente como babosa, é pertencente ao género Aloe, que possui mais de 1000
espécies (THE PLANT LIST, 2019). Outras atividades biologicas sdo atribuidas a esta

espécie, sendo também recomendada no tratamento da psoriase, herpes genital,
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hiperglicemia e queimaduras. As atividades antineoplasica, antimicrobiana, anti-
inflamatoria e imunomodulatéria também foram demonstradas em estudos in vitro e
in vivo (FREITAS-BLANCO; RODRIGUES; GASPI, 2014).

Pereira, Mendes e Bartolo (2013) avaliaram as caracteristicas fisicas de filmes
contendo alginato/Aloe vera para aplicagédo como curativo em feridas cutaneas e seus
resultados mostraram que o comportamento dos filmes depende da quantidade de
babosa. Os autores sugerem que os filmes de alginato podem ser potencialmente
explorados como curativo para feridas secas e exsudativas.

Koga et al. (2018) desenvolveram um curativo de alginato com gel de Aloe
barbadensis Mill. e avaliaram o efeito cicatrizante in vivo. A caracterizagéo fisico-
quimica demonstrou que o filme alginato-Aloe tem as caracteristicas adequadas para
0 uso como curativo e os resultados do ensaio de cicatrizagao in vivo, demonstrando
que o filme alginato-Aloe apresentava os requisitos e o potencial para a aplicagao
como curativo de lesdes cutaneas.

Oryan et al. (2019) avaliaram um hidrogel de Aloe carregado com células-
tronco derivadas de adiposidade para promover o efeito curativo de modelos de
queimaduras em ratos e confirmaram que o hidrogel de Aloe pode promover
significativamente a cicatrizag&o de feridas por queimaduras.

Sabe-se que alguns curativos apresentam algumas desvantagens no uso em
feridas cutdneas, como: lesar a pele quando nio retirado adequadamente, nao
absorgcdo de exsudato, ndo aderéncia total em determinadas regides do corpo
(especialmente regido sacral) ou em peles oleosas e n&do serem indicados na
presenca de infecgdes (CALIRI et al., 2013).

Hidrogéis de alginato sdo formulagdes de facil aplicagdo em feridas e ndo
causam trauma quando removidos, favorecendo a adesao ao tratamento. Podem ser
usados em feridas infectadas, queimaduras e ulceras superficiais e profundas.
Considerando-se a hipétese de se potencializar o efeito cicatrizante do alginato pela
incorporagao de extratos de plantas medicinais, nesse trabalho apresentamos o
desenvolvimento, a caracterizagao fisico-quimica, a avaliacdo sobre viabilidade
celular e o efeito cicatrizante in vitro de um hidrogel de alginato contendo gel de
babosa.
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1 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter hidrogéis de alginato contendo gel de babosa e avaliar o potencial efeito

cicatrizante in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter, avaliar as propriedades fisico-quimicas e a estabilidade de hidrogéis de
alginato-babosa;

e Determinar o efeito do hidrogel alginato-babosa sobre a viabilidade celular em
cultura de fibroblastos 3T3 pelos testes com MTT e sulforrodamina B;

e Avaliar o efeito do hidrogel alginato-babosa sobre a migragdo celular de

fibroblastos 3T3 pelo método scratfch assay.
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2 REVISAO DA LITERATURA
3.1 PELE

A pele € o maior érgéo do corpo humano, representando cerca de 15 % do
peso corporal e sendo responsavel pela realizagdo de diversas fungdes vitais,
como: protecdo contra agressores fisicos, quimicos e bioldgicos externos;
prevencdo da perda de agua corporal e com um importante papel na
termorregulagéo. A pele é composta por duas camadas: a epiderme e a derme, com
diversos graus de especializagdo em cada uma das camadas. E, o tecido
subcuténeo localizado abaixo da derme, é denominado hipoderme (Figura 1)
(KANITAKIS, 2002; WONG et al., 2015).

Figura 1 — Estrutura da pele
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Fonte: Adaptado de KOLARSICK, P.A.; KOLARSICK, M.A.; GOODWIN, C. (2011). Anatomy
and Physiology of the Skin. Journal of the Dermatology Nurses' Association, 3, 203-213.

A epiderme corresponde a camada mais externa da pele e atua como uma
barreira fisica contra patégenos, irradiagao e toxinas prejudiciais a saude. A fungéo
de barreira da pele se da principalmente pela constante renovacdo de suas

camadas,
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em especial a camada cornificada mais externa: o estrato corneo (KOLARSICK;
KOLARSICK; GOODWIN, 2011; MORIYAMA et al., 2016).

A derme compreende a maior parte da pele, tendo o colageno como
principal componente. Pode-se definir a derme como um sistema integrado de tecido
conjuntivo fibroso, filamentoso e amorfo que acomoda as redes do sistema
nervosos € vasculares, os apéndices derivados da epiderme, fibroblastos,
macrofagos e mastécitos (PROST-SQUARCIONI et al., 2008).

Apesar de nao ser considerada uma das camadas da pele, a hipoderme,
conhecida como tecido subcutdneo, € formada por gordura e atua como uma
reserva de energia para o corpo. Em sua constituigdo, além do tecido adiposo,
apresenta fibroblastos, tecido conjuntivo, nervos, vasos sanguineos e macrofagos.
O paniculo adiposo (camada de adipécitos) varia em espessura dependendo do
local da pele (CUNHA et al., 2017; KOLARSICK; KOLARSICK; GOODWIN, 2011;
STECCO et al., 2015).

3.2 LESOES CUTANEAS

Traumas cutaneos, comumente chamados de feridas, sao definidos
principalmente como lesao e/ou ruptura na superficie da pele, causados por traumas
fisicos ou térmicos, os quais resultam em inumeros eventos celulares e moleculares
até sua cicatrizagdo (GONZALEZ et al., 2016).

A cicatrizagao de feridas € um processo complexo que envolve varios estagios
sequenciais, os quais incluem: inflamagdo, formacéo de tecido de granulagao,
reepitelizacdo, formacdo de matriz, remodelacdo e recuperagcdo de tecido
(BARRIENTOS et al., 2008; ZHAO et al., 2016).

Os principais eventos de sinalizacao celular e atividades da matriz extracelular
no processo de cura s&o controlados por fatores de crescimento, incluindo: fatores de
crescimento fibroblastico (FGFs), fatores de crescimento epidérmico (EGFs), fatores
de crescimento transformadores (TGFs) e fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFs) (CHABLAIS; JAZWINSKA, 2010; WERNER; GROSE, 2003).

Apos a lesdo, a barreira epidérmica € rompida e os queratindcitos liberam
interleucina-1 pré-armazenada (IL-1), correspondente ao primeiro sinal de alerta as
células circundantes sobre danos a barreira. Além disso, os componentes do sangue

sdo liberados no local da ferida, ativando a cascata de coagulagéo e fornecendo uma
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matriz para o influxo de células inflamatérias. A degranulagdo plaquetaria libera os
granulos alfa secretores de fatores de crescimento que, juntamente com citocinas pro-
inflamatorias, sdo importantes no direcionamento de neutrofilos ao local da ferida,
para remogao de bactérias contaminantes. Com a ajuda do TGF-3, os mondcitos sao
convertidos em macrofagos, desempenhando papel importante no aumento da
resposta inflamatoria e no desbridamento do tecido. Os macrofagos iniciam o
desenvolvimento do tecido de granulagdo e liberam citocinas pro-inflamatorias e
fatores de crescimento (BARRIENTOS et al., 2008).

Resumidamente, a melhora e a cura de feridas ocorrem por meio de um
mecanismo complexo, regulado e avangado (ZHAO et al., 2016). Inicialmente, a
ruptura da pele criada no local da ferida é fechada rapidamente e o epitélio é
reestabelecido na superficie da ferida. No entanto, se o0 mecanismo de cicatrizagao
for interrompido por qualquer motivo, a tendéncia de cicatrizagdo € afetada. O
tamanho da ferida; armazenamento de sangue no local; contaminagdo por
microrganismos; idade, estado de saude e estado nutricional do paciente; s&o fatores
que determinam o tipo e auxiliam na classificagao das feridas em dois grupos distintos,
sendo elas: feridas agudas e feridas cronicas (GONZALEZ et al., 2016).

As feridas agudas geralmente s&o superficiais e sdo completamente curadas
em um periodo de 8 a 12 semanas, enquanto que as feridas crénicas sao
consideradas um grupo de feridas mais grave, curadas lentamente, necessitando de
um periodo maior para sua cicatrizagéo, pois s&o rupturas graves na barreira cutanea
gue nao cicatrizam em um periodo de tempo aceitavel, o que impede a restauragao
completa da integridade anatomica e funcional do tecido, aumentando a probabilidade
de infecgdes e apoptose (HASHEMI; MADANI; ABEDIANKENARI, 2015).

Cicatrizacdes tardias e evolugcido do quadro para ferida cronica sao partes das
principais questdes terapéuticas e econdémicas na medicina atual. As feridas tornam-
se crbnicas se nao passarem por todas as fases da cicatrizacdo. Pacientes com
feridas crénicas frequentemente sofrem de outras comorbidades, sendo raramente
observadas em individuos saudaveis (GYLES et al., 2020; LI et al., 2020; SEN et al.,
2009; ZHAO et al., 2016).
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3.3 HIDROGEIS NO TRATAMENTO DE FERIDAS

Os hidrogéis sédo formulagdes que fornecem um ambiente umido capaz de
proporcionar uma rapida granulacédo e reepitelizagado da area da ferida, acelerando o
processo de cicatrizagdo. Os sistemas de redes hidrofilicas também apresentam
potencial para mimetizar os tecidos biolégicos, o que auxilia em sua aplicagao
biomédica. Adicionalmente, devido a presenca de moléculas hidrofilicas, permite a
absorgao de até 90 % do seu peso em fluidos (GYLES et al., 2020; O'DONOGHUE et
al., 1997).

Devido a compatibilidade com a pele, os hidrogéis de polimeros naturais vém
sendo muito estudados e utilizados como curativos (ABASALIZADEH et al., 2020).
Sé&o formas farmacéuticas preferidas aos cremes devido ao alto teor de agua que
auxilia na redugao da dor na aplicacéo, particularmente, nas membranas mucosas e
na pele lesionada (HENRIQUES et al., 2006).

Diversos polimeros sdo utilizados para a preparagdo dos hidrogéis e os
polissacarideos tém estado em foco na area farmacéutica, sendo considerados
materiais promissores ao desenvolvimento de curativos, entre os quais, a quitosana e
o alginato tém-se destacado devido as suas propriedades bioativas, hemostaticas e
bacteriostaticas (ABASALIZADEH et al., 2020; ZHAO et al., 2016).

Os hidrogéis sao materiais de alto teor de agua, preparados a partir de
polimeros reticulados que sdo capazes de fornecer uma variedade de agentes
terapéuticos, além de um ambiente umido e boa absorgédo de fluidos, acelerando o
processo de cicatrizagao de feridas (COOPER; MOLAN; HARDING; 1999).

Hidrogéis tém varias propriedades favoraveis comparado as pomadas quando
destinados ao uso dermatologico. S&o hidratantes, tixotropicos e ndo gordurosos,
possuem facil espalhabilidade e remog&o, ndo mancham, sdo compativeis com

diversos excipientes e soluveis ou misciveis em agua (EL-KASED et al; 2017).

3.3.1 Alginato

O alginato € um polissacarideo de cadeia longa, adequado para a sintese de
polimeros. E um produto de origem natural, extraido de algas marrons. Destaca-se
devido as suas propriedades fisico-quimicas singulares, as quais contribuem para a
sua biocompatibilidade, baixo custo, n&o-toxicidade celular e biodegradabilidade,

tornando-o um material de transporte qualificado para diversos compostos bioativos
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a fim de serem utilizados como curativos cutaneos (ABASALIZADEH et al., 2020;
ALAVI; RAI, 2019; KUMAR et al., 2019).

E composto por um bloco de residuos ligados de B-D-manuronato (M) e a-L-
guluronato (G). Os blocos s&o compostos por residuos G consecutivos (GGGGGG)
e residuos M (MMMMMM), e residuos M e G alternados (GMGMGM). Os alginatos
contém diferentes proporgdes e a sequéncia de residuos M e G que determinam suas
propriedades fisicas e peso molecular (Figura 2) (ADERIBIGBE; BUYANA, 2018).

Sua capacidade de formar géis depende da proporgéo de residuos M e G e
do numero de ligagbes cruzadas entre as cadeias poliméricas. As propriedades
reologicas estao associadas ao grau de polimerizagao, as complexas interagdes entre
ions e os residuos G e M e ao grau de acetilagédo. A forga do gel formado ira depender
do numero e da extensdo dos blocos de residuos G ao longo da cadeia polimérica e
da concentragéo de ions presentes. A presenga de grupos acetil confere ao material
caracteristicas viscoelasticas mais pronunciadas (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2013).

Figura 2 — Estruturas de residuos de alginato
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Fonte: ADERIBIGBE, B.A.; BUYANA, B. Alginate in Wound Dressings. Pharmaceutics. 10(2):42,
2018. Nota: M= 3-D-manuronato; G= a-L-guluronato.

Os hidrogéis de alginato podem ser preparados por varios métodos de
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reticulacao e, sua similaridade estrutural com matrizes extracelulares de tecidos vivos,
permite amplas aplicagbes na cicatrizagédo de feridas, carreando agentes bioativos,
como moléculas de baixa massa molecular e proteinas (LEE; MOONEY, 2012).

Sendo o hidrogel de alginato um material amplamente investigado e utilizado
na area biomédica, nos ultimos anos tém-se desenvolvido formulagdes contendo gel
de Aloe vera para uso em tratamento de feridas cutaneas (ABASALIZADEH et al.,
2020; KUMAR et al., 2019; PEREIRA et al., 2013).

3.3.2 Aloe barbadensis Mill.

A espécie Aloe barbadensis Mill. (sinonimia de Aloe vera) (Figura 3) € nativa
da regido mediterranea do sul da Europa, do norte da Africa e das llhas Canarias.
Pertencente a familia Liliaceae, cresce facilmente em regides quentes e aridas. E
amplamente distribuida na Asia, Africa e outras areas tropicais; tem formato arbustivo
ou arborescente, perene, xerdfita, suculenta e de cor verde.

Dentre as atividades terapéuticas, incluem-se as atividades antibacteriana,
antiviral, anticancer, bem como propriedades imunorreguladora, hepatoprotetora e
cicatrizante (KUOK et al., 2019; MORIYAMA et al., 2016; SURJUSHE; VASANI,
SAPLE, 2008).
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Figura 3 — Espécie Aloe barbadensis Mill.

Fonte: A autora.

Possui folhas carnudas, triangulares, com bordas serrilhadas, flores tubulares
de cor laranja e frutos que contém numerosas sementes. Cada folha € composta por
trés camadas (SURJUSHE; VASANI; SAPLE, 2008) conforme descrito abaixo:

a) Gel interno, transparente, que contém 99% de agua e os demais
componentes sdo glucomananas, aminoacidos, lipidios, esterois e
vitaminas;

b) Camada intermediaria, composta por seiva de cor amarelada e sabor

amargo, a qual contém antraquinonas e glicosideos;

c) Camada externa, espessa, com 15 a 20 células, denominada de

“casca”, que possui funcdo de protecado e sintese de carboidratos e
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proteinas.

O tecido de mucilagem, também conhecido como gel, esta presente no centro
das folhas (Figura 4) e possui diversos compostos, como flavonoides, terpenoides,
antraquinonas, taninos e saponinas; os quais contribuem para sua utilizagéo tanto
para fins cosméticos quanto para aplicacbes médicas. Devido a alta demanda, a
espécie é cultivada em grandes quantidades e o gel € o produto de maior valor
agregado (GYLES et al., 2020; HASHEMI; MADANI; ABEDIANKENARI, 2015;
ORYAN et al., 2019; PEREIRA; BARTOLO, 2016; SANCHEZ et al., 2020).

Figura 4 — Folhas e gel de Aloe barbadensis Mill.

Fonte: A autora.
Nota: A=Aloe barbadensis; B= Folha coletada; C= secgéo transversal da folha; D= gel extraido.

A espécie Aloe barbandesis contém 75 constituintes potencialmente ativos:
vitaminas (A, C e E; que séo antioxidantes; B12, acido félico e colina), enzimas (por
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exemplo, a bradicinase, a qual reduz inflamagao na pele), minerais, agucares, lignina
(quando incluida em preparacgdes tdpicas aumenta o efeito de penetragdo dos outros
ativos na pele), saponinas (com potencial de formagao de gel a 3%, com propriedades
antissépticas), acidos salicilicos (propriedades anti-inflamatoria e antibacteriana)
e aminoacidos. O uso clinico €& apoiado, principalmente, pelo conhecimento
popular como, por exemplo, contra alopecia, infec¢des bacterianas e fungicas,
feridas crénicas, infecgbes parasitarias, lupus e artrite (SURJUSHE; VASANI;
SAPLE, 2008). Apesar dos efeitos terapéuticos amplamente descritos e
consagrados da espécie Aloe barbadensis Mill., ndo ha formulagdes comerciais

contendo o gel destinadas ao uso como curativo de feridas.
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3 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Folhas frescas de Aloe barbadensis Mill. foram coletadas no Horto Medicinal
do curso de Farmacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Campus Uvaranas
(25°5°23” S, 50°6’23” W), em Ponta Grossa, Parana, Brasil. A espécie vegetal foi
identificada e uma exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de
Ponta Grossa, sob numero de registro 22131. Para obtengdo de um maior volume de

mucilagem foram selecionadas e utilizadas folhas adultas.

4.2 EXTRAGAO DO GEL DE BABOSA

As folhas foram higienizadas e seccionadas longitudinalmente, sendo que as
extremidades e margens das folhas foram descartadas. Apds, as folhas foram
filetadas manualmente de forma cuidadosa para a remogao do parénquima clorofiliano
(casca) e extracao do gel (Figura 5).

Posteriormente, o gel foi homogeneizado e armazenados em recipiente
herméticos e mantido em temperatura de -5 + 2 °C. O processo de degelo a

temperatura ambiente foi realizado apenas no momento do uso.



27

Figura 5 - Extragc&o do gel de babosa

Fonte: A autora.

4.3 FORMULACOES DOS HIDROGEIS

Foram preparadas 06 formulagdes de hidrogel utilizando alginato de sédio,
carboximetilcelulose sédica (CMC), gel de babosa, glicerina e conservantes.
Inicialmente, os conservantes imidazolinidilureia (0,2 %) e benzoato de sédio (0, 1 %)
foram dissolvidos em agua ultrapura, seguidos do alginato de sédio (1 a2 %) e CMC
(1 a 2 %), sob agitagao vigorosa até completa dissolugdo e homogeneizagéo. Na
sequéncia, adicionou-se glicerina (5 %), sob agitagao constante. Por fim, o gel de
babosa (5 a 20 %) foi incorporado ao hidrogel de alginato com agitacao branda,
utilizando agitador mecanico de hélice.
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4.4 TESTE DE CENTRIFUGAGCAO

O procedimento foi realizado conforme o Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos (BRASIL, 2004). No procedimento, foram adicionados 10 g de amostra
em tubos do tipo Falcon, seguido de centrifugacdo a 3000 rpm, durante 30 minutos,
as amostras foram testadas em triplicata. Apds a centrifugacao, foi feita a analise
visual do aspecto da formulagéo.

4.5 DENSIDADE RELATIVA

Para a determinagcdo da densidade relativa (Equacédo 1), utilizou-se uma
proveta de vidro de 10 mL, limpa e seca. A massa da proveta vazia foi determinada.
A seguir, o volume foi completado com agua deionizada ou amostra e a massas
determinadas em balanca analitica. O volume na precisao foi correspondente a 0,1
mL. A analise foi realizada a temperatura ambiente (25 °C), para as diferentes

amostras.
dr =dx/ dy (1)
Em que:

dr = densidade relativa

dx= densidade da formulagc&o dy= densidade da agua

4.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE

4.6.1 Estudos de Estabilidade Acelerada

As formulagdes foram submetidas a armazenamento sob diferentes
temperaturas, sendo: 5 + 2 °C (refrigerador); 25 £ 2 °C (temperatura ambiente); 25 +
2 °C (temperatura ambiente com exposi¢ao a luz), e 45 + 2 °C (estufa) por 60 dias.
Neste ensaio, as amostras foram armazenadas em tubos de vidro transparente,
tampadas, mantendo-se um head space de aproximadamente um tergco de
capacidade do frasco, permitindo possiveis trocas gasosas, conforme orientagdo do
Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004). As analises de pH,
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densidade, espalhabilidade, viscosidade e de caracteristicas organolépticas foram

realizadas em triplicata, apds o preparo (tempo 0) e, depois de 7, 14, 21, 28 e 60 dias.

4.6.1.1 Determinacao do pH

A determinagédo do pH foi realizada diretamente nas formulagdes (diluicdo
1:10 com agua destilada), utilizando um potencidometro digital previamente calibrado,
com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0 a temperatura ambiente. Os resultados foram
obtidos em triplicata.

4.6.1.2 Viscosidade

A viscosidade aparente foi determinada a temperatura ambiente (25 °C), em
triplicata, utilizando um viscosimetro de Brookfield (QuimisQ860M), spindle numero 4
e velocidade de 6 rpm. Os resultados sdo expressos em Pa/s.

4.6.1.3 Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Knorst (1991), com modificagdes. As analises foram realizadas a
temperatura ambiente (25 °C). Papel milimetrado foi utilizado como base. Para tanto,
tragou-se as linhas laterais de uma lamina de vidro para microscopia e delimitou-se

as diagonais, formando-se assim, um ponto central (Figura 6).

Figura 6 — Tragado no papel milimetrado utilizado no teste de espalhabilidade

Fonte: A autora.
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Aplicou-se 50 mg de amostra na lamina, posicionando sob a area de
intersecgcéo das diagonais desenhadas previamente (Figura 7). Na sequéncia, outra
ldmina de vidro, com massa conhecida foi suavemente posicionada sob a primeira
ldmina contendo a amostra. Apds 1 minuto, anotou-se o raio médio do circulo formado

pelo espalhamento da amostra.

Figura 7 — Amostra de hidrogel aplicada na Idmina de vidro para analise de espalhabilidade

Fonte: A autora.

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada com todas as amostras,
mantidas nas diferentes condigdes de temperatura de armazenamento, a fim de
verificar a influéncia sobre a espalhabilidade da amostra. Os resultados foram
expressos em espalhabilidade da amostra em fungao do peso aplicado.

O mesmo procedimento foi seguido, sempre com intervalos de 1 minuto,
adicionando-se laminas com massas determinadas. As analises de espalhabilidade
foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em espalhabilidade da
amostra em funcdo do peso aplicado. A determinacdo da espalhabilidade foi

designada pela equagao:
Ei= (d2x1) 4 (2)
Em que:

Ei = espalhabilidade da amostra para peso i em mm?

d = didmetro médio (mm)
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4.6.1.4 Analise de Caracteristicas Organolépticas

Foram avaliados nos tempos 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias, as seguintes caracteristicas
organolépticas referentes a formulagao:
a) Cor;
b
c
d
e

Integridade da formulagéo (separagao de fases);
Aspecto;

Presenca de particulas;

Odor.

As analises foram descritas em escala de 0 a 2, como uma formulagao: (0)

)
)
)
)

sem alteragoes; (1) com leve alteragéo; (2) alterada.

4.7 AVALIACAO IN VITRO
4.7.1 Linhagem Celular

Foram utilizadas células de fibroblasto murino (linhagem 3T3 — ATCC CRL-

1658). As culturas celulares foram mantidas por expansao continua em meio DMEM®
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 mL de antibidtico (penicilina -
100 U/mL e estreptomicina — 10 mg/mL) em estufa a 37 °C com atmosfera umidificada
a 5% de CO2.

4.7.2 Ensaio de Viabilidade Celular por MTT

Foram semeadas 3x103 células/pogco, em placas de 96 pogos, por um
periodo de 24 horas. Posteriormente, o meio de cada poco foi removido e substituido
por meio de cultura completo com adigao de diferentes concentragdes (de 0 a 10000
pug/mL) da formulagdo A contendo gel de babosa. O tempo de tratamento realizado
foi de 24 horas.

Antes da adicdo do MTT, todos os pogos foram analisados em microscopio
invertido para visualizagdo da morfologia celular, para posterior comparagdo com
dados obtidos no MTT.

Para a leitura, o meio foi descartado e substituido pelo reagente MTT (5
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mg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C, por um periodo de 2 horas. Os cristais
de formazan, resultantes da reacdo de MTT, foram solubilizados em 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSO). A absorbancia foi quantificada a 570 nm, em
espectrofotometro UV/Vis. O veiculo apresentou células incubadas com meio +
formulac&o sem adigao do gel de babosa e o controle negativo foi preparado com as
células incubadas apenas com o meio de cultivo. Todas as amostras foram testadas
em triplicata. As absorbancias obtidas foram transformadas em % de viabilidade

celular de acordo com a equagéao:

% viabilidade = (Abs t) x 100 (3)
Abs A cn

Sendo que:
Abs t = absorbancia do poco tratado

Abs A cn= absorbancia média controle negativo

4.7.3 Avaliagao da Viabilidade Celular por Coloragao de Proteinas (Sulforodamina B
(SRB))

Foram semeados 3 x 103 células/poco, em placas de 96 pocos, por um
periodo de 24 horas. Posteriormente, o0 meio de cada pocgo foi removido e substituido
por meio de cultura completo contendo diferentes concentragdes da formulagédo A
contendo gel de babosa (de 0 a 10000 pg/mL). O tempo de tratamento realizado foi
de 24 horas.

Apoés o tempo de tratamento, o conteudo da placa foi removido e lavado
com 200 pL de PBS. Posteriormente, adicionou-se 150 uL de acido tricloroacético
a 10 % e a placa foi mantida sob refrigeracédo por 30 minutos. Apds, removeu-se o0
conteudo da placa e esta foi lavada com 200 pyL de agua destilada, por 5 vezes,
descartando o volume resultante.

A placa entéo foi seca a temperatura ambiente e, em seguida, 100 pL de
solugéo de SRB 0,4 % (0,04 g em 10 mL) foram adicionados em cada pogo e a
placa mantida em temperatura ambiente por 30 minutos. O reagente foi coletado e
a placa lavada 5 vezes com 200 uL de acido acético 1 %, e deixada para secar por
30 minutos, a temperatura ambiente. Apés secagem, 150 yL de Tribase 10 mM
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foram adicionados e o conteudo homogeneizado. A absorbancia foi quantificada a
520 e 620 nm (excitagdo e emissao, respectivamente). O veiculo foi preparado com
as células incubadas com meio + formulagédo (sem adigdo do gel de babosa) e o
controle negativo foi preparado com as células incubadas apenas com meio de
cultivo. Todas as amostras foram testadas em triplicata.

As absorbancias obtidas foram transformadas em % de viabilidade celular de

acordo com a equacgao apresentada no item 4.7.2.

4.7.4 Ensaio de Migracgéo Celular (Método Scratch)

Para realizagdo do teste de migragdo celular, foram semeadas 4x10%
células/poco, em placas de 24 pocos, cultivadas por 24 horas, até a confluéncia.

A monocamada de células foi riscada com uma ponta de pipeta estéril (Q =
0,1 mm), com objetivo de produzir lesdes de tamanho uniforme na camada de células.
As células destacadas e os detritos foram lavados com solu¢éo de PBS.

Para testar o efeito da formulagdo A contendo gel de babosa na habilidade de
fechamento da ferida, as monocamadas riscadas foram tratadas com a formulagao
e, para o controle negativo, foram utilizados o veiculo (formulagdo sem o gel) e o
meio de cultivo.

As lesdes foram monitoradas de 0 a 24 h e o registro foi feito por meio de um
microscopio optico invertido equipado com uma camera em escala de cinza. Foram

observados: comportamento celular, adesdo, proliferacdo, diferenciacdo e

motilidade. As areas foram medidas pelo programa ImageJ® e a area delimitada no
programa foi exportada para realizagdo dos calculos. As medigbes de fechamento

da ferida foram calculadas seguindo a equacéo:

[(At0-At) x 100] 4)
At0

Sendo:

At0 = tempo imediatamente apos a leséo;
At = tempo de analise (6, 12 e 24 h).

Para as imagens que ndo estavam claras, o limiar foi modificado manualmente
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para melhor delinear a area da leséo.
4.7.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos no ensaio de estabilidade acelerada foram submetidos a

calculos de média e desvio padrdo no Excel®, onde também foi realizada a plotagem
de graficos. Os dados das analises celulares in vitro foram analisados pelo programa

GraphPad Prism® (versado 5.0) e expressos como média * desvio padrao, com nivel
de significancia de 5 % (p < 0,05). Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguido de poés-teste de Dunnett's. Para
comparacgao entre grupos foi realizada ANOVA de duas vias, seguida de pos-teste de

Bonferroni.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

Foram necessarias trés etapas para o desenvolvimento das formulacdes de
hidrogéis com gel de babosa. Na etapa 1, foram realizados testes preliminares com
formulagdes contendo misturas dos componentes em diferentes proporgdes de
alginato (1 a 2%), CMC (1 a 2%) e gel de babosa (10 %). O alginato, CMC e os
conservantes foram dissolvidos em agua ultrapura a temperatura ambiente e
misturados com auxilio de agitador em alta velocidade, até obten¢gdo de uma solugéao
homogénea.

A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero anidnico derivado da celulose
usado como espessante que, ao absorver agua, promove aumento da viscosidade.
A CMC sodica é soluvel em agua formando solugdes transparentes. Em solugdes
mais concentradas, contribui para conferir a estrutura de um gel a formulagéao
(KARAN, 2019).

ApOs o preparo das formulagdes, as caracteristicas organolépticas foram
avaliadas a fim de selecionar a formulagdo mais adequada quantos aos parametros
de viscosidade e percepgéo sensorial. A avaliagdo dos hidrogéis mostrou que as
formulagdes apresentaram a mesma cor, odor e homogeneidade. Os hidrogéis com
maior concentragéo dos polimeros (2 % de alginato e CMC) conferiram feito peel-off
a formulacgéao, ou seja, apos aplicagao e secagem sobre a pele, ocorre a formagéo de
um filme plastico fino que se desprende, como pode ser observado na imagem da
Figura 8. Sendo assim, as formulagbes desenvolvidas ndo foram aprovadas, uma vez
que a viscosidade e as caracteristicas organolépticas (em especial, a sensagdo na
pele) ndo se apresentaram adequadas para a finalidade desejada.

Com isso, para otimizacdo da formulagdo, na etapa 2 foram realizadas
adequacdes das concentragdes dos polimeros alginato e CMC (1 a 1,5 %) e avaliagao
do volume de gel de babosa (5 a 20 %) que poderia ser agregado sem provocar
alteragao significativa da viscosidade e do pH. As 6 formulagdes preparadas nao
apresentaram variagdes de cor e textura ou agregados e particulas insoluveis mesmo
apos a aplicacéo de forga centrifuga (3000 rpm). A avaliagdo do pH e viscosidade
mostrou que a formula com gel de babosa apresentou pH e viscosidade mais baixos

em comparagao com o controle (sem adigao do gel de babosa). O percentual de 15%
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de gel de babosa foi selecionado para os ensaios posteriores.

Figura 8 — Aspecto plastico do hidrogel apés aplicagédo na pele

Fonte: A autora.

Na Etapa 3, foram preparadas 4 formulagbes (Tabela 1) para os ensaios
fisico-quimicos. Nessa etapa, os percentuais de alginato e gel de babosa foram
mantidos em 1,5 % (m/v) e 15% (v/v), respectivamente. Avaliou-se o efeito da
concentragao de CMC (1 e 1,5 % (m/v)) e a adi¢ao de glicerina.

A dlicerina reduz as forgas intermoleculares e melhora a fluidez da cadeia
polimérica do alginato (SILVA et al., 2019). As interag¢des entre a glicerina e o alginato
por ligagao de hidrogénio poderia estabilizar a estrutura da rede do hidrogel e melhorar
a tolerdncia a secagem, evitando o efeito peel-off (da SILVA; BIERHALZ;
KIECKBUSCH, 2009; WANG et al., 2021).
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Tabela 1 — Formulagdes dos hidrogéis

Componentes A (%) B(%) C (%) D (%)
Alginato 1,5 1,5 1,5 1,5
CMC 1,0 1,5 1,5 1,0
Glicerina 5,0 5,0 - -
gel de babosa 15 15 15 15
benzoato de sodio 0,1 0,1 0,1 0,1
Imidazolidinilureia 0,2 0,2 0,2 0,2

Fonte: A autora.

5.2 TESTE DE CENTRIFUGAGCAO

Apos a fase de desenvolvimento, as formulagdes obtidas na etapa 3 foram
submetidas a avaliagao das propriedades fisico-quimicas. Inicialmente, foi realizado
o teste de centrifugacdo, como uma analise prévia para posterior viabilidade da
realizacao dos estudos de estabilidade.

O teste de centrifugagédo produz na formulagdo uma situagédo de estresse,
simulando um aumento na forga de gravidade, acrescendo maior mobilidade das
particulas e antecipando possiveis instabilidades. Podem ser observadas
precipitacdo, separacao de fases, formagao de sedimento compacto, coalescéncia,
entre outros (BRASIL, 2004).

Todas as amostras permaneceram estaveis, sem formacao de precipitado ou
separagao de fases apods a centrifugagao (3000 rpom por 30 minutos), indicando a

adequacao para realizagao do teste de estabilidade acelerada.

5.3 DENSIDADE RELATIVA

A densidade nao € um parametro fisico-quimico estabelecido em resolugdes
e Farmacopeias para a avaliagdo da qualidade de hidrogéis, mas retrata a sua
composigao principalmente da concentracado dos polimeros. A densidade relativa foi
determinada para as formulagdes A-D, logo apds o preparo e depois de 60 dias,
mantidas a temperatura ambiente. Os valores de densidade relativa (Tabela 2)
apresentaram-se dentro de uma faixa definida para um hidrogel de alginato (1,5 a 2,0),
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sem variagao significativa na condicdo de armazenamento. Isso sugere que
nao ha mudanga significativa na composigcdo da amostra em consequéncia de

reacdes entres os componentes da formulacéo, durante o periodo avaliado.

Tabela 2 — Densidade relativa de hidrogéis contendo gel de babosa mantidos a temperatura ambiente

Formulagao Densidade relativa
DO D60
A 1,8705 1,8826
B 1,7848 1,7798
Cc 1,8813 1,8866
D 1,9013 1,9089

Fonte: A autora.

Observa-se que as formulagbes contendo glicerina (A e B) possuem valores
inferiores de densidade relativa. Apesar da glicerina possuir uma densidade maior que
a da agua (1,26 g/cm?), a reducgao da densidade do hidrogel pode ser explicada pelo
fato de ser uma molécula pequena, o que facilita a sua penetracéo entre as ligagdes
de hidrogénio dos polimeros (alginato e CMC) resultando em forgas intermoleculares
reduzidas que aumentam a mobilidade das cadeias poliméricas (JOST et al., 2014).

5.4 ESTUDOS DE ESTABILIDADE ACELERADA

ApOs a aprovagao das formulagdes A, B, C e D no teste de centrifugacéo e
por apresentarem caracteristicas organolépticas adequadas a finalidade proposta,
amostras do hidrogéis foram transferidas para tubos de vidro com tampa e separadas
em 4 grupos, conforme as condi¢gbes de armazenamento: 5 + 2 °C (refrigerador); 25
+ 2 °C (temperatura ambiente); 25 + 2 °C (temperatura ambiente com exposi¢ao a
luz), e 45 + 2 °C (estufa).

5.4.1 Determinacgao do pH

Valores de pH médio das formulagdes A, B, C e D estdo apresentados na

Figura 9.
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Figura 9 — pH meédio de formulagdes de hidrogel alginato-babosa sob diferentes condigbes de

armazenamento
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Fonte: A autora.
Nota: 1= temperatura ambiente; 2= temperatura ambiente com exposi¢ao a luz; 3= sob
refrigeragao; 4= estufa.

E possivel observar que no ha diferenga estatistica significativa entre os
tempos de execugédo do teste de estabilidade (0 a 60 dias), de modo que o tempo nao
interfere nos valores de pH das formulagdes, as quais mantiveram-se estaveis e
dentro do valor desejado. Pode-se observar que ndo ha diferenga estatistica
significativa entre as formulagdes A, B, C e D quando armazenadas a temperatura
ambiente (Figura 9,1).

Os valores médios de pH das 4 formulagdes sdo compativeis com o pH da
pele e, portanto, adequadas ao uso topico. As pequenas variagbes dos valores
experimentais de pH sao inerentes ao método potenciométrico.

A pele humana nao possui pH neutro e, dependendo da regido do corpo ou
da idade, o pH pode variar. Porém, de modo geral, o pH fisiolégico da pele € entre 4,5
e 6,0, em maior parte devido as secre¢des das glandulas sudoriparas e sebaceas que,
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ao promoverem um pH acido, impedem a penetragcdo ou colonizagcédo por
microrganismos. O pH do tecido de uma ferida mantém-se ligeiramente acido (5,8-
6,6) para que as fungdes celulares ocorram adequadamente (LEONARDI; GASPAR,;
CAMPOQOS, 2002).

Em feridas alcalinas, a sintese de moléculas da matriz extracelular é
prejudicada, levando a interrupgao da cicatrizagéo e a cronificagdo. Como os produtos
de células inflamatorias sdo em sua maioria acidos, as feridas alcalinas estao
associadas a resposta imunologica fraca e, consequentemente, a criagdo de um
ambiente adequado para a colonizagao bacteriana, que pode levar a infeccdo da
ferida. Por outro lado, verifica-se que os processos de cicatrizagdo de feridas
favorecidos por um ambiente acido (VU et al., 2020).

Portanto, o pH ligeiramente acido dos hidrogéis alginato-babosa é favoravel
a aplicacédo em feridas cronicas. O meio ligeiramente acido de uma formulagao
consegue inibir a contaminag&o microbioldgica, ao contrario do pH neutro ou proximo
da neutralidade, que favorece o crescimento de microrganismos, podendo
comprometer a estabilidade do produto e, consequentemente, em perda da eficacia
por degradagao das matérias-primas e alteragao nos parametros fisicos (ANDRADE
et al., 2005).

5.4.2 Viscosidade

A viscosidade aparente foi determinada em amostras sob diferentes
condicdes de armazenamento: 5 = 2 °C (refrigerador); 25 £+ 2 °C (temperatura
ambiente); 25 + 2 °C (temperatura ambiente com exposigao a luz), e 45 + 2 °C (estufa),

em rotacdo de 6 rpm e os dados sado apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Viscosidade aparente (Pa/s) de hidrogéis contendo gel de babosa armazenados sob
diferentes condicdes

5x2°C TA TA-Luz 452 °C
DO 0,20 0,21 0,22 0,24
A D30 0,17 0,17 0,18 0,20
D60 0,15 0,17 0,18 0,17
DO 0,20 0,35 0,23 0,37
B D30 0,14 0,15 0,18 0,23
D60 0,15 0,15 0,27 0,22
DO 0,20 0,18 0,20 0,21
C D30 0,21 0,22 0,16 0,25
D60 0,14 0,22 0,27 0,24
DO 0,19 0,16 0,17 0,19
D D30 0,12 0,13 0,14 0,26
D60 0,11 0,12 0,27 0,26

Fonte: A autora.
Nota: DO= dia zero; D14= dia 14; D30= dia 30; TA = temperatura ambiente; TA-Luz=
temperatura ambiente com exposigéo a luz.

Em relacdo a viscosidade das amostras avaliadas, ndo ha limites
regulamentados a serem seguidos e esta deve ser uma definicgdo do préprio
desenvolvedor da férmula, considerando-se a indicagao do produto, o publico-alvo e
a percepgao visual e sensorial desejada.

Observa-se que as viscosidades da formulagdo C sao superiores, uma vez
que contém 50 % a mais do polimero CMC, um agente doador de viscosidade a
formulacéo.

Levando em conta as condi¢cdes esperadas nesta pesquisa, as formulagdes
A e B sado as que se apresentam com as caracteristicas desejadas de viscosidade

para utilizacdo topica em lesdes cutaneas.

5.4.3 Espalhabilidade

A analise de espalhabilidade € um atributo extremamente importante no
desenvolvimento de uma formulacéo topica para aplicacido em lesdes de pele, pois
afeta o desempenho do produto. Valores elevados de espalhabilidade facilitam a
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aplicagao do produto. Contudo, um valor demasiadamente alto pode fazer

com que o produto escorra, impossibilitando sua aplicacdo apropriada.

A Tabela 4 apresenta o perfil de espalhabilidade das formulacdes A, B, C e

D por tempo decorrido (0, 14 e 30 dias) e todas as formula¢gdes demonstraram perfil

de espalhabilidade adequados para a aplicagao desejada. As variagdes observadas

podem ser atribuidas as diferentes temperaturas nos dias em que os ensaios foram

realizados.

Tabela 4 - Espalhabilidade média de hidrogéis alginato-babosa armazenados sob diferentes condigdes

52°C TA TA-Luz 452 °C
DO 164,15+4,98 191,04 £ 9,11 193,78 £9,83 193,72 + 5,01
A D14 193,32+3,79 195,97 £2,48 193,98 £4,05 188,84 +6,68
D30 166 + 4,33 176,62 £ 5,95 177,41 +£6,68 189,76 £5,28
DO 160,77 +£7,56 176,62 + 11,33 178,64 13,31 171,80 £ 13,22
B D14 177,28 +5,92 176,62 £ 9,42 182,08 £9,57 170,14 £4,89
D30 167,93 + 3,38 193,49 + 15,99 199,96 + 16,63 183,73 £4,59
DO 168,23 £2,16 176,62 + 16,45 179,25 +16,96 177,61 +6,87
C D14 196,60 £5,10 181,37 £4,93 183,82 + 6,61 202,87 £6,22
D30 160,47 +2,21 198,45 + 22,32 201,82 £19,47 194,85 + 4,81
DO 187,26 +£6,96 186,17 £ 7,88 188,50 +7,24 191,43 +7,15
D D14 193,88+5,19 188,59 * 8,59 191,72 +8,65 191,73 £3,63
D30 169,30 + 8,98 200,96 £ 5,27 211,82+6,56 190,80 5,46

Fonte: A autora.

Nota: TA = temperatura ambiente; TA-Luz= temperatura ambiente com exposi¢ao a luz. Valores
apresentados como média + desvio padréo.

O parametro de espalhabilidade interfere, de forma significativa, na

administragdo da formulagdo topica na pele. Uma aplicagdo uniforme confere ao

produto: rapidez de aplicacéo, credibilidade e melhor aceitagcdo pelo publico-alvo
(SILVA et al., 2019).
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5.4.4 Analise de Caracteristicas Organolépticas

Sob condigbes de armazenamento a temperatura ambiente (25 +2 °C) e em
estufa (45 + 2 °C), todas as formulagdes (A, B, C e D) permaneceram estaveis, sem
alteracao de cor, odor, aspecto e auséncia de particulado, em todos os tempos de
avaliacao (0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias).

A temperatura ambiente, com exposi¢&o a luz forcada (em camara adaptada
com luz ligada de forma intermitente), as formulagées permaneceram estaveis em
relagdo a odor, integridade e presencga de particulado. Porém, a partir de 7 dias de
exposicao apresentaram alteracédo de cor, passando de transparente para amarelo-
claro, permanecendo assim até o final do teste, em todos os tempos de avaliagao
(Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas organolépticas de formulagdes armazenadas a temperatura ambiente
com exposicéo a luz.

FORMULAGAO Dia0 Dia7 Dia14 Dia21 Dia28 Dia 60

A 0 0 1 1 1 1
B 0 1 1 1 1 1
C 0 0 1 1 1 1
D 0 1 1 1 1 1

Fonte: A autora.

A condi¢ao da radiagado luminosa, mostra-se inadequada, o que indica que
o armazenamento da formulac&o deve ser realizado em frascos protegidos da luz
(&dmbar), conforme orientagdo do Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2011).

Para as amostras armazenadas sob refrigeragao (5 £ 2 °C), as formulagbes
permaneceram estaveis emrelagdo a cor, odor, integridade e presenga de particulado.
Porém, a partir de 7 dias de exposi¢cao apresentaram alteragao de aspecto, passando
de uma formulagao semissélida de baixa viscosidade a uma de alta viscosidade e com

alteragao de aspecto (Tabela 6).
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Tabela 6 — Analise de caracteristicas organolépticas de formulagdes armazenadas sob refrigeragao

FORMULAGAO Dia0 Dia7 Dia15 Dia21 Dia28 Dia60

A 0 0 0 1 1 1
B 0 1 1 1 1 1
o 0 1 1 1 1 1
D 0 0 0 1 1 1

Fonte: A autora.

Diante da avaliagao destes aspectos, definiu-se que a sequéncia das analises
no presente trabalho se daria com a formulagao A, a qual foi submetida aos testes de

avaliacao in vitro na sequéncia.

5.5 AVALIACAO IN VITRO

5.5.1 Avaliagéo da Viabilidade Celular

Pelo ensaio de MTT é possivel avaliar a viabilidade celular. Este ensaio
corresponde a uma analise colorimétrica, a qual utiliza do reagente de MTT, que reduz
a um cristal insoluvel de colorag&o roxa (formazan) em presencga de células viaveis,
com metabolismo ativo (MOSMANN, 1983; RISS et al., 2004).

O ensaio de SRB também corresponde a uma analise colorimétrica, porém,
é utilizado para determinagao da densidade celular com base na medicao do teor de
proteina celular (VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

Tanto o ensaio de MTT quanto o de SRB sdo métodos praticos e eficientes,
sendo, portanto, altamente econdmicos e vantajosos para a triagem e quantificagcao
da viabilidade celular no presente estudo.

Frente a isso, na Figura 10 é possivel observar a viabilidade celular da
linhagem 3T3 ao ser submetida ao tratamento (em diferentes concentragdes) com a
formulacédo de hidrogel de babosa pelo ensaio de MTT, de modo que somente na
maior concentragdo testada (10000 pug/mL) a formulagdo mostrou uma redugéo na
viabilidade celular, com diferenca estatistica significativa em relagédo ao controle. Ja
para o veiculo (formulacdo sem adigdo do gel de babosa), houve redugédo da
viabilidade celular nas duas maiores concentracoes testadas. Comparando os dados
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obtidos para a formulagao e para o veiculo, estatisticamente ndo ha diferenga entre

eles.

Figura 10 — Viabilidade celular da linhagem 3T3 tratada com formulagéo de hidrogel contendo gel
de babosa por MTT
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Fonte: A autora.
Nota: Valores apresentados como média + desvio padrdo. Como controle foi utilizado meio de
cultura DMEM. * significa diferenga estatistica em relagao ao controle com p<0,05.

Na Figura 11 é possivel observar a viabilidade celular da linhagem 3T3 ao ser
submetida ao tratamento em diferentes concentragdes com a formulacao de hidrogel
de babosa pelo ensaio de SRB. Nesta analise, para a formulagédo contendo o gel de
babosa, somente a menor concentragdo testada (500 pg/mL) n&o demonstrou
redugdo na viabilidade celular. Todas as demais concentra¢des (1000 a 10000 pg/mL)
apresentaram diminuigdo na viabilidade, com diferenga estatistica significativa em
relagédo ao controle. Ja para o veiculo (formulagéo sem adigao do gel de babosa), ndo
houve reducéo da viabilidade celular nas duas menores concentragdes testadas (500
e 1000 pg/mL), sendo que as demais (2500 a 10000 pg/mL) apresentaram diminuigéo
da viabilidade, com diferenga estatistica significativa em relacdo ao controle.
Comparando os dados obtidos para a formulagao e para o veiculo, estatisticamente

nao ha diferenca entre eles.
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Figura 11 — Viabilidade celular da linhagem 3T3 tratada com formulagéo de hidrogel contendo gel
de babosa por SRB
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Fonte: A autora.
Nota: Valores apresentados como média + desvio padrdo. Como controle foi utilizado meio de
cultura DMEM. * significa diferenga estatistica com p<0,05.

Shafaie et al. (2020) também realizaram um estudo com avaliacdo de Aloe
vera. por ensaio de MTT e seus resultados revelaram que a espécie nao apresenta
toxicidade nas linhagens celulares de fibroblastos e células endoteliais, testadas apds

24 e 48 h, preservando a viabilidade celular nas duas linhagens testadas. Os
fibroblastos proliferaram significativamente nas primeiras 24 h, sendo superior
no grupo tratado com Aloe vera em comparagao ao grupo controle.

Hajian, Mahmoodi e Imani(2017), ao avaliar a viabilidade de filmes de hidrogel
compostos de alcool polivinilico (PVA) e gel extraido de Aloe vera, concluiram que o
gel de babosa pode melhorar positivamente a bioatividade dos filmes sem qualquer
citotoxicidade.

Dadashzadeh et al. (2020) testaram uma formulagdo de hidrogel de
alginato/gelatina com liberagao sustentada de Aloe vera como potencial curativo para
feridas cuténeas e, ao avaliar o efeito da incorporagao e liberagcdo da babosa na
proliferagdo de células de fibroblastos por MTT, observaram que houve uma maior

proliferacdo celular nas amostras que a continham.
5.5.2 Ensaio de Migracéo Celular
O ensaio de raspagem (Scratch assay) € um método direto e econémico para

estudar a migracgéao celular in vitro. Este método é baseado na observagéo de que,

apos a criacao de uma lacuna artificial, chamada de "arranh&o", em uma monocamada
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de células confluentes, as células na borda da lacuna recém-criada se
moverao em diregdo a abertura para fechar o "arranhao" até que novos contatos
célula-célula sejam estabelecidos novamente. Uma das principais vantagens deste
meétodo simples € que ele simula, em certa medida, a migracéo de células in vivo.
Por exemplo, a remogao de parte do endotélio nos vasos sanguineos ira induzir a
migracao de células endoteliais para a area arranhada, a fim de promover o
fechamento da ferida (LIANG; PARK; GUAN, 2007).

Dentre os efeitos de cicatrizagao de feridas do gel de Aloe barbadensis temos:
a manutencéo da ferida umida, aumento na migragao de células epiteliais, maturagao
do colageno e redugéo da inflamacao (HAMMAN, 2008).

Emrelagao a cultura das células 3T3 ndo foram vistas alteragdes morfolégicas
nas células tratadas com formulagao contendo gel babosa (Figura 12) em comparagao

com as tratadas com formulagdo sem o gel de babosa.

Figura 12 — Morfologia das células 3T3 durante o ensaio de migragéo celular

Fonte: A autora.
Nota: A=Veiculo; B=Formulagdo. Aumento de 40x.

A morfologia de fibroblastos e células endoteliais com e sem Aloe
vera também foi observada usando o microscopio invertido por Shafaie et al. (2020),
e nenhuma alteragdo morfologica foi detectada nas células endoteliais tratadas
com Aloe vera em comparagao com o grupo controle.

Através dos dados de fechamento das lesbes (Figura 13), pode-se observar
que a formulagao contendo o gel de babosa acelerou significativamente o fechamento

da ferida por meio da migragdo de células para a area analisada. Resultado
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comparavel ao obtido por Negahdari et al. (2017), os quais descreveram que a Aloe

vera pode aumentar a migracgao e proliferacdo de células de fibroblastos.

Figura 13 — Taxa de cicatriza¢ao obtida na analise de migragéo celular
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Fonte: A autora

Jettanacheawchankit et al. (2009) investigaram e concluiram que a
acemanana, composto presente na espécie Aloe barbadensis, tem grande influéncia
no processo de cicatrizagcao de feridas orais por meio da indugao da proliferacdo de
fibroblastos.

Adicionalmente, outros estudos relataram em ensaios in vitro que a Aloe
vera aumenta a migragdo e a proliferacdo de fibroblastos em diregdo a area do
arranhao (SHAFAIE et al. 2020; TEPLICKI et al. 2018).

Geralmente, os fibroblastos migram para o local da ferida num periodo de 48
a 72 h apéds a lesao. A migragao de fibroblastos na area do arranhao € provavelmente
o resultado da migracéo celular absoluta, proliferacdo e morte celular (CHEN; ZHOU,
FANG, 2003). No presente estudo, os resultados obtidos demonstram que houve
fechamento significativo da lacuna da lesdo causada apds 24 horas de tratamento em
comparagao com o controle nao tratado (Figura 14).
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Figura 14 — Processo de fechamento da les&do apés 24 h de teste de migragéo celular

Fonte: A autora.
Nota: A=Controle; B=Formulagéo; C=Veiculo.

A espécie Aloe barbadensis, ao longo dos anos, vem sendo utilizada em
diversas aplicacbes terapéuticas. Na literatura, estudos comprovam que Aloe
barbadensis possui potencial de cicatrizagao de feridas. A proposta de desenvolver
uma formulagao curativa para o tratamento de lesées cutaneas em que a tecnologia
do hidrogel esta associada as propriedades terapéuticas do extrato de Aloe
barbadensis mostra-se promissora dentro da terapéutica (FREITAS-BLANCO;
RODRIGUES; GASPI, 2014).
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5 CONCLUSAO

Os hidrogéis preparados com alginato e CMC permaneceram estaveis na
avaliacao preliminar de centrifugagéo apos a adigdo do gel de babosa e apresentaram
pH compativel com a pele. A combinacdo adequada das propor¢des dos polimeros
e a adigao de glicerina resultou em hidrogéis sem efeito o peel-off apds a secagem
e com caracteristicas de viscosidade e espalhabilidade adequadas ao uso
pretendido como curativo de feridas. As formulagdes também permaneceram
estaveis nas condi¢des de armazenamento e exposicdo a luz durante o tempo
avaliado.

Os testes em cultura de células tratadas com a formulagdo A evidenciaram
que morfologia das células foi mantida, bem como a viabilidade e a capacidade de
multiplicagao celular. O ensaio scratch assay demonstrou que a formulag&o contendo
gel de babosa acelera o processo de migragao celular quando comparada a
formulag&o sem o gel.

Os hidrogéis alginato-babosa podem ser submetidos as analises de
cicatrizagao in vivo e possuem potencial aplicagdo no tratamento como cicatrizante de

lesdes cutaneas.
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