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RESUMO

O objetivo geral do trabalho foi avaliar microscopicamente a eficacia da Aloe vera na
cicatrizagdo de feridas cutineas induzidas experimentalmente em ovinos. Foram utilizados 15
ovinos, machos castrados, mestigos, com idade variando de 6 a 12 meses, divididos em trés
grupos experimentais de cinco animais: Grupo controle negativo (GN): animais tratados com 1
mL de solugdo salina a 0,9%; Grupo controle positivo (GP): animais tratados com 0,1 grama
de pomada alopatica a base de Cloreto de Lauril dimetil benzil aménio a 35% e Grupo Aloe
vera (GA): animais tratados com 1g de extrato de Aloe vera a 10%. Realizou-se o tratamento
topico nos trés grupos experimentais por 22 dias a cada 24 horas, sendo feita a coleta de
fragmentos de pele para a avaliagdo morfologica nos 1°, 8°, 15° ¢ 22° dia pos-operatorio. Os trés
grupos apresentaram resultados semelhantes na avaliagdo no 1°, 8°, 15° dia, diferindo apenas
no 22° dia pos operatério, onde o grupo Aloe vera apresentou menor quantidade de células
mononucleares, consequentemente edema. O grupo da Aloe vera apresentou deposigao de fibras
colagenas superiores em comparagdo com os grupos controle e da pomada utilizadas durante o
periodo de avaliagdo. Comprovou-se através da avaliagdo microscépica a eficacia do extrato de
Aloe vera a 10% para o tratamento de feridas em ovinos, indicando um bom efeito terapéutico

do processo cicatricial.

Palavras chaves: Aloe vera. Babosa. Cicatriza¢do. Ovinos.



ABSTRACT

The general objective of this work was to microscopically evaluate the effectiveness of
Aloe vera in the healing of skin wounds induced experimentally in sheep. Fifteen castrated
males, crossbred, aged between 6 and 12 months were used, divided into three experimental
groups of five animals: Negative control group (GN): animals treated with 1 mL of 0.9% saline
solution; Positive control group (GP): animals treated with 0.1 gram of allopathic ointment
based on 35% Lauryl dimethyl benzyl ammonium chloride and Aloe vera group (GA): animals
treated with 1g of 10% Aloe vera extract. Topical treatment was performed in the three
experimental groups for 22 days every 24 hours, and skin fragments were collected for
morphological assessment on the Ist, 8th, 15th and 22nd postoperative day. The three groups
showed similar results in the evaluation on the lst, 8th, 15th day, differing only on the 22nd
postoperative day, where the Aloe vera group had a lower amount of mononuclear cells,
consequently edema. The Aloe vera group showed higher collagen fiber deposition compared
to the control and oiﬁtment groups used during the evaluation period. The effectiveness of 10%
Aloe vera extract for the treatment of wounds in sheep was confirmed through microscopic

evaluation, indicating a good therapeutic effect of the healing process.

Key words: Aloe vera. Aloe. Healing. Sheep.
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1 INTRODUCAO

A pele é considera o maior orgao do corpo, com fungdes importantes como sendo a
primeira barreira contra microrganismos, traumas, lesdes, raios solares e age no controle da
temperatura corporea (GUYTON & HALL, 1998). Devido a isso esta predisposto a sofrer com
feridas lacerantes, dlceras e corregdes cirargicas de defeitos cutdneos que necessitam de um
tratamento especifico visando o reestabelecimento de sua fungdo e anatomia (TENORIO et al.,
1999).

A cicatrizagdo ¢ um fenémeno pelo qual o organismo tende a reparar uma porgdo
tecidual lesionada. Tal fendmeno envolve um conjunto de respostas quimicas, fisicas e
biologicas que se traduzem por agregagdo plaquetaria, coagulagdo sanguinea, formagdo de
fibrina, reagdo inflamatoéria ao trauma, proliferagdo vascular e recomposigdo da cobertura
superficial, garantindo assim, homeostasia do organismo (SINGER et al., 1999). A maior parte
dos autores classifica o processo em 03 fases: inflamatoria, proliferativa ou fibroplasia, e
modelagdo ou remodelagio (PHILIPS, 2002; ANDRADE, 2003; PEREIRA, 1998). Alguns
autores classificam esse processo em cinco fases: coagulagdo, inflamagdo, proliferagdo,
contragdo da ferida e remodelagdio (MANDELBAUM et al., 2003).

No que determina a escolha do tratamento de ferida deve-se considerar duas questdes
basicas: 1) seguranga do tratamento; e 2) efetividade do tratamento. A seguranga dos cuidados
no tratamento da ferida pode determinar se o tratamento retarda seu processo de cicatrizagio
(BURKS, 1998).

Para a melhor cicatrizagdo do retalho, podem ser associados farmacos vasodilatadores,
incluindo as plantas medicinais (ESTEVAO et al., 2009). Considerando a fitoterapia, a Aloe
vera, também conhecida como babosa ¢ muito utilizada em estudos que associam os efeitos da
planta a cicatrizagio de feridas, principalmente pelos efeitos imunomoduladores, tais como a
ativagdo de citocinas pertinentes ao processo de cicatrizagdo e a formagio de novos vasos
(RAMOS, 2011; AHLUWALIA et al., 2016).

Dessa forma, poucos estudos foram realizados com o uso da Aloe vera em animais
ruminantes e o seu efeito na cicatrizagao de feridas. O ovino, pelo seu habito de vida livre, esta
propicio a ter traumas na pele que sdo possiveis portas de entradas para patogenos, além de
poder afetar no seu valor comercial final. Com isso torna-se importante os estudos para se
entender o processo de cicatrizagdo e a eficacia da A/oe vera no tratamento de feridas cutaneas.
Assim, ap0s o experimento, esse estudo contribuird para a obtengio conhecimentos sobre a Aloe

vera como tratamento fitoterapico de feridas em ruminantes, especificamente ovinos.
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2 JUSTIFICATIVA

O ovino, pelo seu habito de vida livre, esta propicio a ter traumas na pele que sio
possiveis portas de entradas para patogenos, além de poder afetar no seu valor comercial final.
A fitoterapia € utilizada desde os tempos antigos, caracterizada pelo uso de plantas medicinais.
Dentre estas, a Aloe vera ¢ conhecida popularmente pela sua agdo na cicatrizagdo. Embora se
tenha estudos cientificos com o extrato dessa planta, poucos foram realizados com animais
ruminantes ¢ o seu efeito na cicatrizagdo de feridas. Tornam-se importantes estudos para se
entender o processo de cicatrizagio ¢ a eficacia da Aloe vera no tratamento de feridas cutineas

em pequenos ruminantes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Panorama da ovino-caprinocultura

A ovinocultura consiste em uma atividade onde se tem a criagdo de ovinos, sendo vista
de forma atrativa ja que esses animais possuem alta adaptabilidade (VECHI, 2010). Teve seu
crescimento aumentado nas décadas de 40 e 50 devido a comercializagdo de produtos providos
desses animais além da criagdo de cooperativas e desenvolvimentos tecnoldgicos. Embora nas
décadas posteriores apresentara um desequilibrio, nos anos 2000 a criagdo remanesce como
uma atividade de pecuéria secundaria, com o comercio de carne sendo um produto importante
na cadeia produtiva (VIANA E WAQUIL, 2013). O couro é um subproduto da produgdo da
carne, onde o Nordeste brasileiro ganha destaque com a sua produgdo (OLIVEIRA et al.,2008).
Segundo Jacinto (2005), se de boa qualidade, pode representar a diferenca entre o lucro e o
prejuizo na venda do animal.

Segundo a FAOSTAT (2015), o rebanho efetivo de ovinos consistia de 1.209.908.142
bilhdo, com crescimento de 1,5% nos Gltimos cinco anos. Disseminada entre os seis continentes,
0s ovinos estdo concentrados principalmente na Asia, Oceania e Europa. A maior parte da
produgdo da carne e 30% do rebanho mundial estio nos paises da China, Unido Europeia e
Australia (FAO, 2016).

No cenario nacional, o rebanho ovino possui cerca de 19,7 milhdes de cabegas, tendo
sua concentragdo maior na regido Nordeste. A regido possui 68,54% do rebanho nacional com
cerca de 13,5 milhdes de cabegas distribuidas entre os estados. Apesar da taxa de crescimento
nos ultimos cinco anos ter apresentado taxas negativas em algumas regides do pais, a regido
Nordeste continua praticamente estavel com taxas positivas, tendo aumentado de 6,98% durante
o0 ano de 2018 e 2019 (EMBRAPA, 2020).

Fatores como o clima semiérido, sendo seco e quente, uma baixa necessidade de capital
inicial, além do retorno ser mais rapido tornando mais facil a acumulagdo dessa renda, em
decorréncia aos novos produtos ofertados no mercando, favoreceram o crescimento da
ovinocultura na regidao Nordeste (IPEA, 2012; MALHEIROS FILHO et. al., 2014). Devido a
localizagdo geografica do Maranhdo ser entre o semidrido e a Amazénia, o estado torna-se um
potencial econdémico para obtengdo de carne e leite através da caprino-ovinocultura (BRITO er
al., 2009). Considerando o rebanho regional, o estado corresponde a 2,20% do rebanho efetivo
com 360.503 mil cabegas (EMBRAPA, 2020).
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Na produgdo de carne de ovinos ¢ aproveitado também o couro, sendo ele parte de um
percentual do valor final do animal (COUTO FILHO, 1999). Com uma boa qualidade, a pele
pode ser responsavel por até 20% do valor da carcaga, sendo a de ovino mais valorizada
(MALAQUIAS, 2019). Essa produgio depende ndo s6 do animal, pelo seu genétipo, como pelo
ambiente (BARROS & SIMPLICIO, 2001). Devido a isso, deve-se ter um cuidado de tratar do
ambiente para evitar possivel traumas, onde geralmente ocasiona lesdes cutineas nos animais

diminuindo o seu valor gerado na venda desse produto devido a cicatrizagio desse trauma.

3.2 Cicatriza¢ao de feridas

A pele € considera o maior 6rgdo do corpo, com fungdes importantes como sendo a
primeira barreira contra microrganismos, traumas, lesdes, raios solares e age no controle da
temperatura corporea (GUYTON & HALL, 1998). A cicatrizagdo é um fendmeno pelo qual o
organismo tende a reparar uma porgao tecidual lesionada. Tal fendmeno envolve um conjunto
de respostas quimicas, fisicas ¢ biologicas que se traduzem por agregac¢do plaquetaria,
coagulagdo sanguinea, formagdo de fibrina, reagio inflamatoria ao trauma, proliferagdo
vascular e recomposi¢io da cobertura superficial, garantindo assim, homeostasia do 0rganismo
(SINGER et al., 1999).

O processo cicatricial pode ser classificado em: primeira ou segunda intengdo
(PAGANELA et al, 2009). Na primeira intengdo, ndo ha produgdo do tecido de granulagdo
tornando a cicatrizagdo mais direta (POLLOCK, 2011). Esta relacionado a feridas nio
contaminadas e que quase ndo ha perda tecidual, podendo ser suturadas e com isso se tem um
menor tempo de cicatrizagdo com aproximagdo dos bordos (WILMINK, 2008). Na cicatrizagio
por segunda intengdo a sutura nao pode ser realizada (POLLOCK, 2011). Sao feridas de maiores
extensoes, infectadas c¢/ou contaminadas ou ocasionadas por tragio (WILMINK. 2008:
PAGANELA et al., 2009; STASHAK & THEORET, 2008). Nesse tipo de cicatrizagao o
entendimento das fases cicatriciais sdo fundamentes pois sdo dependentes para maior tensdo do
tecido e a redugdo da cicatriz (AUER & STICK, 1999). Alguns autores classificam esse
processo em cinco fases: coagulagdo, inflamagdo, proliferagdo, contragio da ferida e
remodelagio (MANDELBAUM et al., 2003).

Primeiramente, ocorre uma constrigdo capilar imediatamente apos a lesdo, tentado evitar
uma possivel hemorragia. Nesse momento ocorre a fase de coagulagdo intravascular,
juntamente com a fase inflamatéria. Ocorre uma dilatagdo capilar, consequentemente aumenta

a permeabilidade vascular através dos mediadores inflamatérios, permitindo a passagem do
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plasma, eritrocitos e leucocitos presentes no sangue para o local da ferida. Ao se agregarem,
as plaquetas se aderem e formam um coagulo como forme de homeostasia. A ferida é
preenchida por coagulo, fibrina e exsudato na qual formam uma matriz, onde os fibroblastos e
as células endoteliais neoformadas formarao o tecido de granulagio (CORSI et al., 1994).

Nédo sé os mediadores quimicos, como também as células inflamatorias, como os
leucocitos polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos estdo ligados a essa fase. Os leucocitos
agem realizando a fagocitose das bactérias, no momento da injuria tissular. Essa agio pode
variar de 3 a 5 dias. Outra célula importante que também realiza a fagocitose de bactérias, sdo
os macrofagos, que agem também debridando corpos estranhos e ajuda no direcionamento do
desenvolvimento do tecido de granulagdo (CORSI er al., 1994). Tem-se diversos fatores de
crescimento que sdo sintetizados pelos macrofagos, células endoteliais, plaquetas e os linfacitos
T, de suma importincia no processo cicatricial (FILHO, 1998).

No momento da inflamagdo, os neutrofilos sdo os primeiros a estarem no local por
estarem presentes na circulagdo. Com isso, sdo as células predominantes nos primeiros dois
dias, sendo um agente responsével pela eliminagio de microrganismos pela fagocitose (CURI
et al., 2005).

Posteriormente, os monécitos que no tecido sdo conhecidos por macréfagos é uma célula
indispensdvel no processo de indugdo da cicatrizagdo. Eles agem juntamente com os neutrofilos
na fagocitose, processa-os nos fagossomas e apresentando seus peptideos pelo Complexo Maior
de Histocompatibilidade (MHC) as células T auxiliares (DI PIETRO, 1995; CLARK, 1993).

Logo apos, inicia-se a fase de fibroplasia ou proliferativa, num periodo de 4 a 12 dias
pos-lesdo. Os fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais e células epiteliais tem
sua migragdo e ativagdo aumentada. Sendo elas responsaveis pela continuidade do tecido com
a deposi¢do da matriz, angiogénese e epitelizagio (CHILDS E MURTHY, 2017: EFRON et al..
2005; EMING et al,, 2007). Elas constituem o tecido de granulagdo e com a influéncia dos
fatores de crescimento e demais mediadores, derivados principalmente dos macrofagos, embora
ndo exclusivamente, sdo acionadas e migram das margens da ferida para o seu centro (CURI e
al., 2005).

Em consequéncia da fibroplasia, ocorre a formagao do tecido de granulagdo constituido
pelos macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados que estio suportados por uma matriz
frouxa de fibronectina, acido hialurénico e colageno tipo I e I (GUIDUGLI NETO, 1992).

Outro processo que sucede nessa fase é a angiogénese. As células endoteliais secretam
proteases que degradam a matriz extracelular, depois migram nos espagos perivasculares,

proliferam e se alinham para formar novos vasos. (FRANCO, 2003). Esses novos vasos tém
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origem de vasos ja existentes, onde as células endoteliais migram desses vasos para o ferimento
se unindo aos vasos rompidos e aumentando a oxigenagdo na ferida (TIZART, 2014).

A fibronectina, derivadas dos fibroblastos, realiza diversas fungdes, sendo uma
especificamente que atuam como substrato para fixa¢do. Elas sofrem algumas alteragdes
fenotipicas desde as células migratorias, replicativas e imaturas, até produzirem colageno
(CARVALHO, 2002).

O colageno é cada vez mais encontrado com o tempo onde passam a predominar na
matriz extracelular. Simultaneamente, tem—se uma redugdo da sintese de glicosaminoglicanos,
especialmente do acido hialurénico. Ocorre a predominagado do colageno tipo I em comparagio
ao tipo III, onde as fibras colagenas sdo mais compactadas e grossas, comprimindo os capilares
e reduzindo seu nimero. Nesse momento também, tem o desaparecimento das células
fagocitarias e do tecido de granulagdo que por sua vez passa a ser um tecido conjuntivo
progressivamente mais denso e menos vascularizado, localizado abaixo da epiderme
regenerada. Da inicio a contragdo da ferida através dos miofibroblastos, que sao os fibroblastos
apos sintetizarem actina, que aproximam as bordas da ferida (FILHO, 1998).

Por fim, tem a fase final de contrag@o e remodelagem em que ha uma redugdo da ferida,
provocada através dos filamentos de actina dos miofibroblastos, que ao se ter a produgédo de
colageno e o arranjo das suas moléculas, diminuem sua presenga ao se ter a contragdo e a
maturag¢do do colageno (ANDERSON, 1996). Na modelagem, as fibras sdo mais espessas e
seguem o sentido das linhas de tensdo, ja as fibras de colageno impotentes sdo degradadas por
enzimas proteoliticas (WILLARD, 2014).

O processo por completo pode levar de meses a anos para finalizar. SO é concluida apos
a maturagdo e remodelagem da matriz extracelular. Apesar do processo, a cicatriz cutinea
completamente madura possui apenas 70% da resisténcia da pele normal (CURI et al., 2005).

Essa resisténcia pode variar, dependendo primeiramente do acimulo da deposi¢do de
colageno, em seguida da remodelagem das fibrilas de colageno. onde deve ser formado feixes
maiores dessa proteina, com o maior niimero de ligagdes covalentes transversais entre as fibrilas

(CARVALHO, 2002).
3.3 Fatores que interferem no processo de cicatrizacio de feridas cutineas
Devido a sucessdo das fases da cicatrizagdo qualquer interferéncia ou interrupgao pode

resultar no atraso do processo e até se torna em uma ferida cronica ou incuravel

(AMALSADVALA & SWAIN, 2006). Existe alguns fatores patofisiologicos intrinsecos ou
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extrinsecos resultantes do ambiente ou do organismo que influenciam diretamente no processo
cicatricial (HANKS & SPODNICK, 2003).

Os fatores locais estdo relacionados a presenga de materiais estranhos em ferimentos
podem ocasionar uma reagdo inflamatoria onde o organismo ao tentar degradar corpos
estranhos prolonga a fase inflamatéria e atrasa a fase fibroblastica (HEDLUND, 2007)
retardando o processo de produgdo de colageno (HANKS & SPODNICK, 2005). A
contaminagdo da ferida ¢ capaz de gerar uma infecgdo que associado ao infiltrados
inflamatorios podem causar necrose o que compromete a vasculatura da regido
consequentemente dificultando o processo cicatricial (HEDLUND, 2007). Um outro fator é
oxigenagdo tissular que ao ser comprometida diminui o metabolismo celular retardando a
cicatrizagdo (HARARI, 1999).

Tem-se também os fatores sistémicos que condiz com as condigdes do animal
(MORAES et al., 2000). Idade, espécie, estado nutricional, imunolégico, uso de medicamentos
frequentes como drogas imunossupressoras sdo alguns das questdes a serem consideradas

(STASHAK, 1999: MANDELBAUM et al., 2003; BOHLING et al., 2004)

3.4 Uso da Aloe vera no processo de cicatrizacio de feridas cutineas

Considerando a fitoterapia, a Aloe vera ¢ muito utilizada em estudos que associam os
efeitos da planta a cicatrizagdo de feridas, principalmente pelos efeitos imunomoduladores, tais
como a ativagdo de citocinas pertinentes ao processo de cicatrizagio e a formagdo de novos
vasos. (RAMOS, 2011; AHLUWALIA et al., 2016).

Aloe vera, € uma planta perene e suculenta pertencendo ao Espermatofita superdivisao,
Classe de monocotileddneas, Lilliflorac ordem, Liliaceae familia (TONZIG, 1989). As folhas
da planta consistem em duas por¢des: uma porgdo periférica verde correspondendo a
vascularizagdo linfatica, e uma porgéo central incluindo o parénquima contendo a polpa ou gel
(HAMMAN, 2008). O gel ¢ capaz de estimular o crescimento de fibroblastos e aumentar a
resisténcia dos tecidos neoformados ao estimulo externo (DAVIS et al., 1992; HORMOZI et
al., 2017).

A aplicagdo topica de babosa na pele feridas resulta em um aumento na atividade dos
fibroblastos, proliferagdo de colageno e produgio de tecido de granulagido (CHITHRA et al.,
1998; CHOI e CHUNG, 2003). O extrato contém fatores angiogénicos (LEE et al., 1998: CHOI
e CHUNG, 2003) e tem muitas propriedades farmacoldgicas, tais como: anti-inflamatério
(DAVIS et al., 1992; RO et al., 2000; YAGI et al., 2002; YAGI et al., 2003), anti-edema
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(DAVIS et al., 1992) e imunomoduladores. Além disso, segundo alguns autores, a planta possui
moléculas contidas em seu gel que exerce antiprotozodrio e a¢ao antibacteriana (LORENZETTI
etal, 1964; WANG et al., 1998; CHOI e CHUNG, 2003; JIA et al., 2008).
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a eficacia da Aloe vera na cicatrizagdo de feridas cutdneas induzidas

experimentalmente em ovinos.

4.2 Especificos

e Avaliar nas fases de cicatrizagdo aspectos microscopicos como: células
mononucleares e edema.
e Avaliar a deposi¢do de colageno tecidual durante o processo de cicatrizagdo em

diferentes tempos.



5 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido pelo Comité de FEtica e Experimentagio Animal da

Universidade Estadual do Maranhdo (CEEA/UEMA), sob o protocolo nimero 15/2021.
5.1 Regido de estudo
O experimento a campo foi desenvolvido na Chacara do Futuro, uma propriedade

particular de criagdo de ovinos, com coordenadas 2°30'43.3"S 44°02'24.5"W, localizada no

bairro Panaquatira, no municipio de Sdo José de Ribamar, Estado do Maranhdo (Figura 1).

Figura 1: Mapeamento da propriedade utilizada no experimento.

Fonte: Google Earth, 2022.

5.2 Selecao dos animais e separag¢io dos lotes

Foram utilizados 15 animais da espécie ovina, sendo machos castrados, mestigos, com
idade entre 6 a 12 meses. Eles foram divididos de forma padronizada em trés grupos de 5
animais. Cada lote de animais foi enumerado seguindo uma sequéncia de 1 a 15, sendo: 1 a 5
pertencente ao grupo controle negativo (GN); 6 a 10 pertencente ao grupo controle positivo

(GP) e 11 a 15 grupo Aloe vera (GA).



5.3 Protocolo de vermifuga¢io, suplementacio e casqueamento dos animais

Foi realizada a vermifuga¢do dos animais com o principio ativo Doramectina a 1%
através da via subcutanea. Além de ser administrado Polivitaminico Mineral através da via
subcutanea. Foi realizado o casqueamento em todos os animais selecionados para o

experimento.

5.4 Preparo das baias de confinamento

Realizou-se também os reparos da estrutura do aprisco, bem como, altura de cochos para
alimentagdo, saleiro e bebedouros. Foi realizada a calagem de todas as baias do antes da fase

experimental conforme a Figura 2.

Fi

ura 2. Fotografia da calagem sendo feita antes do inicriq do experimento.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

5.5 Confinamento dos animais em lotes



Os animais passaram por um periodo de confinamento em baias coletivas, tendo como

objetivo a ambientagdo e adaptagdo dos animais (Figura 3).

Figura 3. Fotografia dos animais nas baias para a adaptagdo e ambientagdo para a da fase exp

erimental
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Fonte: Arquivo pessoal (2022).

5.6 Manejo nutricional dos animais em confinamento

Os animais foram alimentados com volumoso, concentrado, sal mineral e fornecido
agua ad [libitum. O volumoso era disponibilizado para os animais em cochos de madeira,
fornecidos trés vezes ao dia utilizando-se Capim elefante (Pennisetum purpureum schum).
fornecidos picados em forrageira e/ou cortados manualmente. Foi fornecido concentrado
composto de 20% de farelo de soja, 15% de ureia, 19% de milho moido, 30% de sal comum,
esta misturada concentrada era fornecida na quantidade de 200 gramas por animal/dia. O

fornecimento de sal mineral era disponibilizado em cochos de pneus reciclados, do qual ficava

disponivel ao longo dia.
5.7 Substéancias terapéuticas de uso topico utilizadas no tratamento

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais, cada um contendo cinco

animais:

* Grupo Aloe vera (GA) — animais tratados com 1g de extrato glicolico de Aloe vera
(10%);
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e Grupo Controle Positivo (GP) — animais tratados com lg de pomada alopatica
(Cloreto de Laurildimetilbenzil aménio a 35%);

e Grupo Controle Negativo (GN) — animais tratados com 1 mL de solugdo salina a 0,9%.

5.8 Tricotomia e preparo para o protocolo anestésico

Para a realizagdo das feridas, os animais foram submetidos a tricotomia da fossa
paralombar esquerda, que foi realizada com o auxilio de um equipamento elétrico e um

tricotomo manual acoplada a lamina de ago (Figura 4).

Figura 4. Fotografia de um ovino, submetido a tricotomia da fossa paralombar esquerda para a realizagdo da ferida
experimental

5

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Em seguida os animais foram pesados em uma balanga mecénica para que fossem
calculadas as doses do anestésico conforme o peso individual de cada animal. Foi feita a
antissepsia do local com auxilio de uma gaze embebida com élcool iodado para realizagdo do
protocolo anestésico, tendo como protocolo utilizado a anestesia local infiltrativa em L
invertido com cloridrato de lidocaina a 2% com vasoconstrictor na dose de 7mg/kg de peso

vivo (Figura 5).



Figura 5. Fotografia de um ovino, submetido ao protocolo anestésico na fossa paralombar direita para realizagdo
da ferida experimental.

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

5.9 Realiza¢do das feridas cutineas

Realizou-se a demarcagdo em cada animal na fossa paralombar esquerda, onde foram
feitas as incisdes cirirgicas na forma circular com didmetro de 2,5 em, com o auxilio de um
bisturi e pinga dente de rato para a retirada do fragmento de pele (Figura 6). Posteriormente foi
utilizado gaze estéril para a hemostasia da ferida. Em seguida foi realizado o tratamento topico

nos animais nos trés grupos experimentais por 22 dias a cada 24 horas (Figura 7).

Figura 6. Fotografia de um ovinc do da ferida experimental.

submetido a incisdo cirurgica para a realiza

Fonte: Arquivo pessoal (2022).
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Figura 7. Substincias terapéuticas de uso topico utilizadas no tratamento. A- grupo controle negativo; B- grupo
controle positivo; C- grupo Aloe vera.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

5.10 Coleta de material e armazenamento

Para as coletas a ferida foi dividida em quatro quadrantes conforme a Figura 8. Os
segmentos de pele foram retirados utilizando um punch dermatolégico com auxilio de bisturi e
fixados completamente imersos em paraformaldeido a 4% por um periodo de 24 horas
conforme a Figura 9.

Fi

ura 8. Quadrantes da coleta de amostra para confec¢do de lamina histologica.

Fonte: Arqivo pcsso] (2&2);

Figura 9. Fotografia da terceira coleta de amostras.



Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Apos o periodo de fixagdo, as amostras foram passadas para novos potes coletores

contendo solugdo de alcool 70% para a desidratagao.

5.11 Processamento histologico

Apos a fixagdo, os segmentos foram inseridos em cassetes histologicos e desidratados
em solugdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%, alcool absoluto I e 1), logo depois
diafanizados em xilol e incluidos em parafina histologica, conforme Prophet ef al. (1992). Em
microtomo de rotagdo HM 360 MICROM, foram obtidos os cortes histologicos em duplicata a
4um de espessura a partir dos blocos obtidos do histoprocessamento. Apos a coloragdo dos
cortes obtidos, as laminas seguiram para a montagem sendo utilizado laminas de vidro com

borda fosca, laminula e cola Entellan.

5.12 Anilise morfolégica

Nas laminas coradas pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE), foram avaliados
pardmetros como células mononucleares e edema. Ja as laminas foram coradas pela técnica de
Picrossirius para analise da presenca das fibras de colageno. Os referidos procedimentos

laboratoriais ocorreram no Laboratorio de Microscopia do LAMP — UEMA. Sendo utilizado



28

um analisador de imagem computadorizado Leica Qwin D-1000, versdo 4.1 (Cambrigde, UK)
do laboratério de Cultura Celular do Centro de Ciéncias Agrarias/Universidade Estadual do
Maranhao (UEMA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio do experimento, durante a fase de adaptagado e observagao, um dos animais do
grupo controle negativo (GN) veio a obito. Com isso, o grupo controle negativo foi formado de
quatro animais, visto que, a propriedade ndo apresentava outro para realizacdo da substituigao.

O inicio da fase experimental foi marcado como DO, onde foi feita a realizagdo das
feridas e o primeiro tratamento dos animais. No dia seguinte, foi realizada a primeira coleta das
amostras, sendo do primeiro quadrante.

Durante a realizag¢do do tratamento no sexto dia do experimento (D5), o animal n° 4 do
Grupo Controle apresentava larvas na ferida. Diante disso, foi feita a remogdo das larvas e
antissepsia da ferida com uso de solugdo salina a 0,9%. Apos isso, utilizou-se d4gua oxigenada
(H202), por ser antisséptico e facilitar a remogdo das larvas. Foi feita a aplicagao de 0,6mL de
doramectina a 1% como forma de auxiliar no controle das miiase. E ainda, foi utilizado o spray
de composigao a base de clorfenvinfos, cipermetrina e sufadiazina de prata para que prevenisse
nova oviposigdo por possuir agdo repelente, evitando assim, a presen¢a de novas moscas na
ferida, pois a presenga dessas moscas seria um estresse no animal devido incomodo durante o
periodo de confinamento. No dia seguinte, foi realizado todo o procedimento novamente,
repetindo o mesmo protocolo de tratamento por trés dias.

Miiase ¢ o termo utilizado para determinar a invasdo de ovos ou larvas de moscas da
ordem diptera nos tecidos tanto em humanos como animais (RATNAM et al, 2017; SILVA et
al, 2020). Os animais apresentam inquietagdo e emagrecimento devido ao estresse gerado,
quando ndo tratado pode levar a 6bito devido a inanigdo (JUNIOR et al., 2020). O tratamento
da miiase ndo ¢ protocolado, portanto sdo adotadas diversas terapias de acordo com as condutas
dos profissionais, porém ¢ consenso entre os autores que a abordagem inicial deve ser realizada
por meio da remogdo mecénica das larvas, limpeza das feridas e aplicagio dos repelentes no
local acometido, até que se tenha a cicatrizagdo (JOSEPH et al, 2014).

A segunda coleta do tecido no segundo quadrante foi feita normalmente seguindo o
protocolo de coleta. Nos dias seguintes, foi feita a lavagem da ferida além de expelir o exsudato
purulento utilizando gaze estéril e o tratamento se estendeu até o décimo quarto dia (D13). Nos
dias posteriores o animal voltou a receber apenas o tratamento de 1 mL de solugdo salina a 0,9%
conforme protocolo de tratamento descrito na metodologia, seguindo o padrdo dos outros
animais.

No primeiro dia pos-operatério, quanto as células mononucleares, o grupo controle

negativo (GN) apresentou um animal com grau leve, dois animais com grau moderado e apenas
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um animal com grau intenso; ja o grupo controle positivo (GP) apresentou dois animais com
grau leve, dois animais moderado e um animal intenso; o grupo 4/oe vera (GA) apresentou dois
animais com grau leve, um animal com grau moderado e dois animais com grau intenso. Quanto
ao edema, o grupo controle negativo (GN) apresentou um animal com grau leve e trés animais
com grau moderado; o grupo controle positivo (GP) apresentou trés animais com grau leve e
dois animais moderado e o grupo Aloe vera (GA) apresentou quatro animais com grau leve e

apenas um animal com o grau moderado (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliagdo morfo-histologica de feridas cutineas induzidas experimentalmente em ovinos com um dia
(D1) de pos-operatorio.

Grupos Nimero do animal moni;l:c!?:ares Edema
1 4 .
2 - i
Gfupo-Controle 3 oy frs
Negativo (GN) 4 rery "
5 * *
6 + ++
G Control L = 7 s
rupo ole ‘
Positivo (GP) & s s -
9 ++ +
10 : =+ -+
11 +++ +
12 - R
Grupo Aloe vera 13 + .
14 ++ +
15 ++ ~

Legenda: (-) ausente: (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso; (*) sem avaliagio.
Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Foi possivel observar o processo inflamatorio nos trés grupos (Figura 10). Um estudo
realizado por Guadalupe (2015), onde foi feita a avaliagdo da atividade cicatrizante do extrato
de Aloe vera L. em queimaduras de 3° grau experimentalmente provocadas em ratos, obteve na
analise microscopica ao 3° dia, o infiltrado polimorfonuclear variando entre discreto e
moderado ¢ o infiltrado mononuclear foi predominante discreto. J4 no 7° dia o infiltrado
polimorfonuclear variou entre discreto, moderado e acentuado e o infiltrado mononuclear foi
caracterizado como acentuado nos trés grupos.

No 8° dia pos-operatorio, quanto as células mononucleares, o grupo controle negativo
(GN) apresentou um animal com grau leve, dois animais com grau moderado e apenas um

animal com grau intenso; o grupo controle positivo (GP) apresentou trés animais com grau
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moderado e dois animais intenso; e o grupo Aloe vera (GA) apresentou quatro animais com
grau moderado e um animal com grau intenso. Quanto ao edema, o grupo controle negativo
(GN) apresentou um animal com grau leve e trés animais com grau moderado; o grupo controle
positivo (GP) apresentou trés animais com grau leve ¢ dois animais moderado e o grupo Aloe
vera (GA) apresentou um animal ausente, trés animais com grau leve e apenas um animal com

o grau moderado (Tabela 2).

Tabela 2 — Avaliagio morfo-histologica de feridas cutdneas em ovinos com oito dias (D8) de pds-operatorio.

Grupos Nimero do animal " Edema
mononucleares

' 1 + +

2 +F ++

Grupo_Controle 3 Y ray
Negativo (GN) 2 cErd -
5 * *

] 6 4=+ ++

Grupo Control : s :

rupo Controle

Posp}tivo (GP) § bt +
9 i ++ +

10 bt -

11 +++ =

12 ++ +

Grupo Aloe vera 13 ++ +
14 ++ +
15 5 ++

Legenda: (-) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso; (*) sem avaliagdo.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Conforme visto, torna-se mais evidente a presenga das células monoclueadas (Figura
10). Os neutrofilos sdo as primeiras células do subconjunto de leucécitos a chegar no local da
ferida, eles demoram cerca de 24 a 48 horas ap6s o ferimento a chegarem no local da lesdo. Ja
os macrofagos, sdo predominantes no local da ferida e so estdo presente apos 48 a 96 horas da
lesdo e permanecem até a sua cura completa (CHILDSE et al.,2017; SCHMAIER, 2008; FURIE
et al.,2008; EFRON et al., 2005; DIEGELMAN et al,1997). Além disso, a presenga do edema
pode ser justificada pela grande quantidade das células inflamatérias. Com a vasodilatagio no
momento inicial do processo cicatricial, ocorre também a permeabilidade, o que permite o
transporte de proteinas e componentes para o espago extravascular, isso ocasiona um
desequilibrio osmotico resultando no extravasamento de fluidos ¢ migracio das células que

resulta no edema da ferida (EMING et al.,2007; HUNT, 2006).



32

Em um experimento realizado por Gomes ef al. (2016), onde avaliou o efeito da Aloe
vera na cicatrizagdo de feridas por segunda intengdo, observou as lesdes do grupo tratado
cicatrizadas em 7 dias, ja os demais grupos no dia 14, o que difere dos resultados apresentados.

No 15° dia pos-operatorio, quanto as células mononucleares, o grupo controle negativo
(GN) apresentou dois animais com grau leve e dois animais com grau moderado; o grupo
controle positivo (GP) apresentou dois animais com grau leve e trés animais moderado ¢ o
grupo Aloe vera (GA) apresentou dois animais com grau leve e trés animais com grau
moderado. Quanto ao edema, o grupo controle negativo (GN) apresentou dois animais com
grau leve e dois animais com grau moderado; o grupo controle positivo (GP) apresentou dois
animais com grau leve e trés animais moderado ¢ o grupo Aloe vera (GA) apresentou um animal

ausente, trés animais com grau leve e apenas um animal com o grau moderado (Tabela 3).

Tabela 3 — Avaliagdo morfo-histoldgica de feridas cutineas em ovinos com 15 dias (D15) de pés- operatério.

Grupos Numero do animal , Cetnlns Edema
mononucleares )

7 1 < ++

Grupo Controle : - H
Negl:\tivo (GN) 2 — =
4 ++ -

5 * *

6 —+ +

7 + LA
Grupo Controle 3 .y o

Positivo (GP)

9 + ++

10 ++ o

11 R +

12 + +

Grupo Aloe vera 13 ++ -
14 G R

15 ++ +

Legenda: (-) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso: (*) sem avaliagdo.
Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Dessa forma, ainda se tem a presenga de células mononucleadas, onde os trés grupos
apresentam uma quantidade muito semelhante. E possivel notar também a presenga de
fibroblastos (Figura 10). Em um estudo conduzido por Lizzi (2021), onde avaliou a
regeneracao tecidual de incisdes pos-cirurgicas de cdes e gatos com o uso da A. vera, mostrou

a eficicia do seu uso apos trés semanas o procedimento cirirgico, onde o grupo A. vera
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apresentava maior namero de fibroblastos que o grupo controle, além de apresentar uma maior
quantidade de células de defesa tendo uma inflamagéo reduzida.

No 22° dia pos-operatodrio, quanto as células mononucleares, o grupo controle negativo
(GN) apresentou todos os animais com grau leve; o grupo controle positivo (GP) apresentou
quatro animais com grau leve e um animal moderado e o grupo Aloe vera (GA) apresentou dois
animais com auséncia das células e trés animais com grau leve. Quanto ao edema, o grupo
controle negativo (GN) apresentou dois animais como ausente e dois animais com grau leve; o
grupo controle positivo (GP) apresentou apenas um animal como ausente e quatro animais com
grau leve e o grupo Aloe vera (GA) apresentou trés animais como ausente ¢ dois animais com

grau leve (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliagdo morfo-histologica de feridas cutineas em ovinos com 22 dias (D22) de pos-operatorio.

Células

Grupos Nimero do animal Edema
mononucleares
1 + -
2 + +
Grupo Controle 3 3
Negativo (GN) ~
4 -+ -
5 * *
6 + +
7 it +
Grupo Controle 3 2 7
Positivo (GP)
9 ++ -
10 + -
11 + -
12 + -
Grupo Aloe vera 13 - -
14 - +
15 + -

Legenda: (-) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso; (*) sem avaliagdo.
Fonte: Arquivo pessoal (2022).

A presenga do processo inflamatério no decorrer do 22° dia do pos-operatorio pode ser
explicado pela realizagdo das coletas anteriores. Entretanto, mesmo com isso é possivel notar o
processo de reepitelizagdo da ferida e a presenga das fibras de colagenos (Figura 10). Uma das
fungdes dos macrofagos é estimular a formagio de fibroblastos, consequentemente a sintese do
colageno (CHILDSE et al.,2017; SCHMAIER, 2008; FURIE et al.,2008; EFRON et al., 2005;
DIEGELMAN et al,1997). De acordo com DAVIS E HENRY (1994), o constituinte da Aloe

vera responsavel pelo aumento da atividade dos macréfagos e da proliferagdo dos fibroblastos
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¢ a manose-6-fosfato. Esses agentes aumentam sua a¢do na fase de remodelagdo, onde os
fibroblastos sdo transformados em miofibroblastos que agem na contragdo da ferida
(MEDEIROS e DANTAS FILHO, 2016).

Em um experimento realizado por Koga (2017) para avaliar o efeito cicatrizante de
filmes de alginato contendo gel de babosa — Aloe vera (L.) Burm. f., relatou a presenga de
macréfagos no dia 22, assim como fibras de colagenos tipo I. Outro estudo realizado por Oryan
et al. (2010), onde foi avaliado o efeito do extrato aquoso de babosa no tratamento de lesdes
cutaneas mostrou que apos 20 dias foi possivel observar maior reepitelizagdo e uma diminuigdo
do numero de macrofagos.

Na figura 10, pode-se ver a evolugdo do processo cicatricial nos trés grupos, onde
ambos os grupos apresentam a reepitelizagdo. Dessa forma, o grupo 4. vera mostrou estar a
frente no processo cicatricial por apresentar menor processo inflamatorio, indicando uma

estabilidade no processo de formagéo de fibroblasto e também apresentar reepitelizagio total.

Figura 10. Fotomicrografias de cortes histologicos de feridas cuténeas em ovinos com um dia (D1), oito dias (D8),
15 dias (D15) e 22 dias (D22) de pos-operatorio. Grupo controle negativo (GN), grupo controle positivo (GP) e

grupo Aloe vera (GA). Morfologicamente, nota-se presenga de células mononucleares (A), presenga de edema (B),

presenga de fibroblastos (C), fibras de colagenos (D) e o processo de reepitelizagio. Coloracio HE, escala: 200pum
Objetiva: 10x).

D1

D8

D15
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D22

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Segundo um estudo de Gomes et al. (2016), a utilizagdo de Aloe vera influenciou na
contracdo da ferida, onde notou-se a estimulagdo da infiltragdo de células inflamatorias, o
aumento de fibroblastos, a angiogénese e da sintese de coldgeno. Tendo concluido que a
aplicagao da planta proporcionou beneficios acelerando a cicatrizagio do estudo.

Foram realizadas as avaliagbes da descrigdo histologica de coldgeno presentes nas
feridas dos animais de cada grupo experimental, nos dias 1, 8, 15 e 22. O grupo da Aloe vera
apresentou deposi¢do de fibras coldgenas superiores em comparagio com os grupos controle e
da pomada utilizadas durante o periodo de avaliagdo (Figura 11). Esses resultados apresentados
sugerem que, além do processo cicatricial se encontrar na fase de maturagio, a deposigdo dessas
fibras na matriz extracelular propiciou a reepitelizagdo das feridas, visto que a migragiao

epitelial ¢ guiada pelas fibras de coldgenos (HEDLUND, 2007; PAVLETIC, 2010).

Figura 11. Fotomicrografia da pele de ovino, onde se observa a disposigdo ¢ quantidade de fibras colagenas

quantificadas no 1°, 8°, 15°, 22° dias, nos trés grupos experimentais (200pum).

D1

D8
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Fonte: Arquivo pessoal (202).

Conforme descrito por alguns autores, o colageno ¢ a proteina que se apresenta de forma
mais abundante do tecido conjuntivo em fase de cicatrizagdo. A sintese de colageno comega
horas apos o ferimento, mas ela ndo se torna significativa até aproximadamente uma semana
apos a lesdo. A ativagdo dos fibroblastos para sintetizar o colageno ¢ derivada de fatores de
crescimento e das proprias condi¢oes metabdlicas da ferida (OLIVEIRA et al., 2010; BARROS
etal., 2014, MORESK et al., 2018).

Diferentes estudos relatam que a Aloe vera possui atividade cicatricial em feridas,
especialmente as cutineas. Esse vegetal tem capacidade de manter a ferida imida, facilitando
a migragdo celular epitelial, permitindo que a maturagio do colageno ocorra mais rapidamente,
alem de reduzir o tempo de inflamagéo da lesdo (RAMOS, 2011 & WYNN, 2005). Além disso,
esse vegetal contém uma glicoproteina que promove a atividade celular, aumentando o

fornecimento de sangue e, consequentemente, a oxigenagdo para lesdo (GUPTA, 2012).
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7 CONCLUSAO

Comprovou-se através da avaliagdo microscopica a eficacia do extrato de Aloe vera a
10% para o tratamento de feridas em ovinos, atuando nas diferentes fases da cicatrizagio. Todos
os grupos evidenciaram a cicatrizagdo, o grupo Aloe vera apresentou formagdo de fibroblastos
e teve menor inflamagdo comparado aos demais grupos, indicando um bom efeito terapéutico

do processo cicatricial.
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