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Abstract: Aloe vera exhibits many medicinal
properties due to the presence of metabolites found
in the extracts of the reserve and chlorophyll
parenchyma. The later is rich in anthraquinones,
such as aloin. This work investigated the effects of
the chlorophyll parenchyma extract (CPE) and aloin
on the formation of blood vessels of chicken embryos
in vivo. The aloin (10 to 320 pg'mL™") and CPE (10 to
320 pg'mL") promoted pro-vasculo/angiogenic
activities in the vitelline membrane (VM) of the yolk
sack by 154% and 177%, respectively, and the
angiogenesis in the chorioallantoic membrane
(CAM) by 131% and 164%, respectively. These
values are high if compared to bFGF results, used as
a control (135% and 158%).
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Introducao

O sistema cardiovascular comp8e-se do coracao,
vasos sanguineos (artérias, veias e capilares) e vasos
linfaticos. Vasos sangliineos sdo estruturas constituidas
basicamente de uma monocamada de células
endoteliais, que se interconectam para formar tubos que
viabilizam o fluxo do sangue e a perfusdo tecidual no
organismo [1]. A formagdo de vasos sangiineos pode
ocorrer a partir de diferentes processos, como a
vasculogénese e a angiogénese, nos quais estdo
envolvidos mecanismos celulares, como a proliferacéo,
a migracdo e a diferenciacéo (Figura 1) [2,3].
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Figura 1: Processo de formacédo de vasos sangiiineos por
vasculogénese e angiogénese. Fonte: www.roche.com.br

A vasculogénese ¢ um processo definido como o
desenvolvimento de vasos sangiineos a partir da
proliferacdo in situ de células mesodérmicas
progenitoras de células endoteliais (angioblastos e
hemangioblastos) [4]. Subseqlientemente, através da
angiogénese, a rede de vasos primarios sofre uma

remodelagem, combinando eventos de morte e
regressdo vascular com a sobrevivéncia e ramificagdo
de capilares a partir de vasos pré-existentes, que se
proliferam para viabilizar o crescimento do corpo [5]. O
sistema cardiovascular ¢ um dos primeiros sistemas a
iniciar o desenvolvimento, estabelecendo-se durante o
periodo embrionario a partir da camada germinativa
intermediaria do embrido — o mesoderma [6]. No
embrido, os dois processos de formacdo de vasos
coexistem sendo que a formacédo de vasos sangiiineos é
também mantida sob rigido controle no organismo do
adulto [5,7]. A manutencdo do sistema vascular é
baseada na coexisténcia de sinais angiogénicos
(ativadores) e angiostaticos (inibidores) em um
equilibrio dindmico de concentracdes estritamente
controladas, mas que pode ser rapidamente estimulado
ou inibido [8]. O processo de angiogénese é regulado
por fatores ativadores angiogénicos, como o FGFb
(fibroblast growth factor-basic) e VEGF (vascular
endothelial growth factor) [9,10]. O FGFb (18 kDa) é
capaz de induzir a angiogénese in vivo. Assim, a
estabilidade dos vasos sangiiineos esta normalmente
condicionada a presenca de fatores angiogénicos e é
complementada com a organizacdo de uma lamina basal
e com o restabelecimento dos contatos entre as células
endoteliais e a matriz extracelular recém reconstituida
[11]. Processos angio/vasculogénicos sdo fundamentais
para a construcdo de produtos medicos de engenharia de
tecidos. Neste contexto, estimulantes naturais séo
desejaveis e sua acdo precisa ser melhor compreendida.
A Aloe vera, também conhecida como babosa, € uma
planta largamente utilizada na medicina. Dois tecidos de
interesse sdo encontrados na folha: parénquima de
reserva (PR) e parénquima clorofiliano (PC). O extrato
do parénquima clorofiliano (EPC) é um liquido de
consisténcia leitosa, coloracdo amarelo ocre, sabor
amargo e aroma rangoso, constituido por cerca de 80
componentes como, por exemplo, os glicosideos de
antraquinonas, e aloinas A e B. A aloina é uma
molécula de estrutura planar soltvel em agua e é um dos
principais componentes fisiologicamente ativo isolado
inicialmente da babosa [12]. Algumas propriedades
terapéuticas importantes, comuns aos extratos e
compostos isolados da A. vera, particularmente as
atividades antiinflamatoria e antitumoral sugerem, por
hip6tese, que alguns desses principios ativos sejam
também moduladores eficazes da formacdo de vasos
sanguineos.
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O presente trabalho tem como objetivo comparar os
efeitos da administracdo da aloina e do extrato do
parénquima clorofiliano (EPC) provenientes de A. vera
sobre os processos fisiolégicos de vasculogénese e
angiogénese nas membranas vitelinica (MV) e
corioalantdica (MC) de embrides de Gallus domesticus.

Materiais e Métodos

Ovos de galinha da linhagem Ross, de tamanho
padrdo medio (aproximadamente 55 g), foram
gentilmente fornecidos pela empresa Macedo Koerich
(Séo José, SC), em um periodo de até 12 horas apos a
postura. O material foi estocado por 48 horas em camara
fria (19-20°C), até o inicio da incubacéo. Para avaliar a
atividade da aloina e do EPC na formagdo de vasos
sangiiineos foi utilizado primeiramente o método da
vesicula vitelinica do embrido de galinha. Este método
foi adaptado do ensaio da membrana corioalantdica
(CAM Assay) [13,14]. Apds estocagem prévia em
camara fria, os ovos foram incubados em estufa, a
temperatura de 37,5°C, equipada com ventilacdo
forgada e controle digitalizado de umidade (33%). Apos
48 horas de incubacdo foi efetuada uma abertura de
aproximadamente 10 mm na casca, possibilitando a
implantacdo do suporte. Os tratamentos in vivo (n=8)
foram realizados por meio de suportes discoides de
metilcelulose (1 disco/embrido), com cerca de 2 mm de
diametro, implantados préximo ao embrido, onde ilhotas
sangiineas ainda estavam presentes. Solucdes de aloina
e de EPC foram absorvidas em suportes de
metilcelulose e testadas nas seguintes concentracdes:
10, 20, 40, 80, 100, 160, 200, 320 pg-mL™. Volumes de
5 pL da solugdo de metilcelulose, isolada ou em
associacdo com aloina ou EPC foram pipetados em
camara de fluxo em uma bandeja de Teflon® para a
polimerizagdo dos discos. Para a avaliacdo do processo
de angiogénese foi utilizado o ensaio in vivo da
membrana corioalantdica, e foi executado de acordo
com procedimentos previamente descritos [14].
Solucgdes de aloina e de EPC foram testadas em quatro
concentragdes definidas a partir dos ensaios de
vasculogénese (40, 80, 160, 320 pg-mL™).

A avaliacdo quantitativa da resposta pro ou anti-
vasculo/angiogénica foi realizada através da analise de
imagens de regifes representativas das amostras
fotografadas sob microscopio estereoscdpico (20x) e
posteriormente tratadas no software livre UTHSCSA
Image Tool for Windows, v.3.0, baseando-se na
contagem do nUmero de vasos sangliineos que
interceptam o limite do disco de metilcelulose, como
mostra a Figura 4. Todos os estudos envolvendo ovos
embrionados de G. domesticus foram realizados de
acordo com os procedimentos recomendados pelo NIH
(National Institutes of Health), assim como pelo
Guiding Principles for the Care and Use of Laboratory
Animal, e definidos no protocolo PP00069/proc.
23080.028290/2006/CEUA/UFSC, do Comité de Etica
para 0 Uso de Animais em Pesquisa (CEUA / UFSC,
Floriandpolis, SC, Brasil).
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Resultados
A Figura 2 mostra o nimero de vasos (%) em fun¢do

da concentragdo de aloina e do EPC durante 4 dias de
desenvolvimento embrionario.
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Figura 2: Numero de vasos em funcéo da concentracéo
da aloina (a) e do extrato do parénquima clorofiliano
(EPC) (b) na vasculogénese de embrides de Gallus
domesticus com quatro dias de desenvolvimento. *
Diferencas significativas ao nivel de P < 0,05, em
relagdo ao grupo controle (ANOVA seguido do teste
Tukey).

O ensaio da angiogénese na membrana
corioalantéica (MC) é um modelo in vivo amplamente
utilizado para estudar o desenvolvimento de vasos
sangliineos a partir de vasos pré-existentes
(vasculogénese) em embriGes [14,15]. A Figura 3
mostra 0 ndmero de vasos em funcéo da concentracéo
da aloina e do EPC em embriGes apds 8 dias de
desenvolvimento.
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Figura 3: Numero de vasos em funcéo da concentracdo
da aloina (a) e do extrato do parénquima clorofiliano
(EPC) (b) na angiogénse de embrides de Gallus
domesticus com oito dias de desenvolvimento.
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Complementando a avaliacdo da percentagem de
vasos sangiineos realizada visualmente, foram obtidas
imagens  fotograficas, através de  microscépio
estereoscopio, da membrana corioalantdica dos
embrifes com os respectivos tratamentos. A Figura 4
mostra as imagens obtidas experimentalmente na
avaliacgdo da formacdo de vasos sanguineos na
angiogénese da MC.
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Figura 4: Fotografias da MC em microscopio
estereoscopico destacando os discos de metilcelulose
(setas) e os vasos sangiiineos em magenta: a) controle
(veiculo), b) FGFb (controle positivo, 50 ng:-mL™), c)
aloina (160 pg-mL™) e d) EPC (160 pg-mL™).

Discussao

Analisando a Figura 2 verifica-se que tanto a aloina
como o EPC estimularam de forma dose- dependente a
vasculogénese. Observa-se na Figura 2a que enquanto o
grupo controle desenvolveu uma média de 108 vasos
vitelinicos priméarios no limite dos discos (100%), os
grupos tratados com aloina (80-160 pg-mL™)
mostraram aumentos de 119% a 154%. E importante
ressaltar que na maior concentragéo, de 160 ug-mL™, a
aloina foi significativamente mais efetiva (154%) que o
observado nos grupos tratados com fator angiogénico
FGFb (50 ng:mL, 135% de vasos). Analisando a Figura
2b verifica-se que enquanto 0 grupo controle
desenvolveu uma média de 108 vasos vitelinicos
primarios no limite dos discos (100%), 0s grupos
tratados com EPC (80-160 pg-mL™) apresentaram
incrementos de 138% e 177%, respectivamente. Na
concentracio de 160 pgmL' o EPC foi
significativamente mais efetivo (177%) que o FGFb
(135% de vasos). Logo, o efeito do EPC foi mais
significativo que o da aloina em relagdo ao estimulo a
vasculogénese em concentragdes até 100 pg-mL™; o
nivel de estimulo a vasculogénese ocorreu de forma
dependente da concentragdo. Exclusivamente nas
concentracdes de 200 e 320 pg:mL?, ocorreu
mortalidade embrionaria em 100% dos casos, tanto para
0Ss grupos tratados com aloina, quanto para aqueles
tratados com EPC.

Analisando a Figura 3 verifica-se que tanto a aloina
como o EPC estimularam de forma dose-dependente a
angiogénese. A Figura 3a mostra a percentagem do
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nimero de vasos em funcdo da concentracéo de aloina.
Enquanto o grupo controle desenvolveu uma média de
136 vasos nos limites dos discos implantados na
membrana corioalantbica (100%), os grupos tratados
com aloina (160 e 320 pug-mL™) mostraram aumentos de
121% e 131%, respectivamente. Além disso, a aloina na
maior concentragdo testada, 320 ug-mL? (131%)
apresentou diferencas significativas em relagdo ao FGFb
(158%), mas ndo equiparou-se ao efeito deste conhecido
fator angiogénico, como ocorreu na vasculogénese.

A Figura 3b mostra a percentagem do numero de
vasos em fungdo da concentracdo de EPC. Observa-se
que enquanto o grupo controle desenvolveu uma média
de 136 vasos nos limites dos discos implantados na
membrana corioalantdica (100%), os grupos tratados
com EPC (160 e 320 pug-mL™) mostraram até 127% e
165% de inducéo, e que na concentracdo de 320 pug- mL”
! (165%) o EPC foi mais efetivo do que o FGFb
(158%). Verifica-se ainda que o efeito angiogénico do
EPC foi significativo em trés das quatro concentracdes
testadas, enquanto que nos tratamentos realizados com a
aloina as respostas foram significativas em apenas duas
das concentragdes. Isto demonstra uma maior
efetividade de inducdo da angiogénese do EPC em
relacdo a aloina. E importante ressaltar que o efeito do
FGFb (50 ng-mL™) foi mais pronunciado na
angiogénese (158%) do que na vasculogénese (135%).
Diferengas significativas em relagdo ao FGFb (50
ng-mL™) foram observadas quando comparados 0s
efeitos da aloina e do EPC (160 pgmL?) na
vasculogénese, enquanto que na angiogénese observou-
se diferencas em relacdo ao FGFb apenas para a aloina
(320 pug-mL™). Esses resultados mostraram que o EPC é
mais efetivo que a aloina na formacdo de vasos
sangliineos, tanto na vasculogénese como na
angiogénese.

A Figura 4a apresenta uma amostra controle tratada
com metilcelulose (veiculo) e, como comparativo a
Figura 4b mostra uma amostra tratada com fator de
crescimento FGFb (controle positivo, 50 ng-mL™),
evidenciando uma formacéo visualmente maior de vasos
em relacdo ao controle. As fotografias foram tratadas e
binarizadas no software UTHSCSA Image Tool, e a
contagem de pixels pretos (diretamente proporcional ao
nimero de vasos que interceptam o limite dos
implantes) revelou que houve maior formacédo de vasos
nas amostras tratadas com EPC do que em relagéo ao
controle e em relagéo aos grupos tratados com aloina.

Barrantes e Guinea [12], buscando esclarecer a a¢do
bioguimica e identificar os constituintes ativos das
fracdes de babosa, realizaram ensaios com as enzimas
colagenase microbiana de Clostridium histolyticum e
com metaloproteinases de leucécitos humanos. Esses
autores extrairam da babosa uma fragcdo rica em
antraquinonas (aloina, aloesina, aloeresina, aloe
emodina) e compararam seus efeitos com a aloina
comercial, que foi igualmente avaliada, apresentando
um efeito dose-dependente na inibicdo das colagenases
de C. histolyticum. Os mecanismos de inibi¢éo da aloina
sobre as metaloproteinases (MMPs) ndo sdo conhecidos;
no entanto, a aloina é um composto estruturalmente
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similar a tetraciclina, a qual € um conhecido inibidor de
MMPs [12]. A doxiciclina, um composto quimicamente
modificado da tetraciclina, exerce um potente efeito
inibitério sobre as moléculas de MMPs de células de
granulécitos humanos [16]. O mecanismo inibitério da
doxiciclina em moléculas de MMPs sugere que aquele
farmaco interage com fons Zn?* e Ca®* nos sitios
secundarios de metaloproteinases, desestabilizando a
estrutura dessa enzima. Metaloproteinases podem atuar
na via de ativacdo da angiogénese, por meio da remogéo
de fatores de crescimento angiogénicos como o FGFb,
utilizado neste estudo, e de seus sitios de ligacdo na
matriz (ECM). Alternativamente, MMPs podem exercer
acdo anti-angiogénica ao dificultarem a maturacdo dos
vasos, lisando fatores angiogénicos ou mesmo
contribuindo para a agregacdo de fatores anti-
angiogénicos, como a angiostatina [2]. Portanto,
dependendo do contexto, o0s inibidores de
metaloproteinases como o0s TIMPs, neste caso
supostamente a aloina e 0 EPC, poderiam mostrar tanto
atividade anti como prd vasculo/angiogénica [2].

Conclusao

O extrato do parénquima clorofiliano de babosa,
EPC, e a aloina promoveram a vasculogénese e a
angiogénese na membrana vitelinica e corioalantoica de
embrides com quatro e oito dias de desenvolvimento. O
EPC foi mais efetivo que a aloina em promover a
vasculogénese, apresentando indugdo superior a do
FGFb, o que sugere que algum composto ativo presente
no EPC esteja agindo sinergisticamente com a aloina.
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