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RESUMO

O gel da Aloe vera é um derivado vegetal muito utilizado popularmente
no tratamento de queimaduras. O presente estudo teve como objetivo avaliar da
atividade cicatrizante do gel de Aloe vera L. fornecido por uma empresa de
cosmeéticos em queimaduras de 3° grau experimentalmente provocadas em
ratos. Este estudo utilizou 45 ratos Wistar machos, adultos, que foram
separados em 3 grupos, com 05 subgrupos, cada subgrupo com n= 03. O grupo
1 foi tratado com sulfadiazina de prata 1%; o grupo 2, tratado com solucdo
aguosa contendo 1% de conservantes do gel de A. vera e o grupo 3, tratado
com gel de Aloe vera a 98%. Os animais foram previamente anestesiados,
submetidos a tricotomia e limpeza da regido dorsal cervical com solucéo salina e
lesdo por queimadura de 3° grau com 4cm? utilizando-se &agua fervente a
aproximadamente 96°C. Os animais receberam curativo oclusivo em todos o0s
dias experimentais. As feridas foram avaliadas no 3°, 7°, 14°, 21° e 30° dias apoés
a queimadura e os animais foram eutanasiados para as analises morfométricas,
macroscopicas e microscépicas. Na avaliacdo dos resultados macroscopicos,
cujos parametros foram: crosta, hiperemia, tecido de granulacéo e fibrose ndo
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos 1, 2
e 3 quando comparados ao longo do tempo. Na morfometria, que analisou o
grau de contracdo das feridas, igualmente ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos 1, 2 e 3 quando comparados nos
periodos avaliados. Na avaliacdo dos resultados microscopicos, foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas nos seguintes parametros:
no 3.° DAI, a hiperemia e os fibroblastos foram maiores no grupo 1 quando
comparado ao grupo 2; aos 30° DAI, a angiogénese esteve em maior quantidade
no grupo 2 e 3 quando comparados ao grupo 1. Os demais parametros: necrose,
hiperemia, hemorragia, fibrina e coladgeno, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando comparados o0s grupos ao longo do
tempo. O gel de A. vera a 98% do presente estudo ndo apresentou a eficacia
esperada em relacdo a acdo anti-inflamatoria e cicatrizante entre os trés grupos,
guando comparados nos dias experimentais.

PALAVRAS CHAVE: Queimadura. Cicatrizacdo. Aloe vera L.



ABSTRACT

Aloe vera gel is a very popularly plant used in burns treatment. This
study aimed to evaluate the healing activity of Aloe vera L. gel provided by a
cosmetics company in 3rd degree burns caused experimentally in rats. This
study used 45 male Wistar rats, adults who were divided into 3 groups with 05
subgroups, each subgroup with n = 03. Group 1, treated with 1% silver
sulfadiazine; group 2, treated with aqueous solution containing 1% preservative
from the Aloe vera gel and group 3, treated with 98% Aloe vera gel. The animals
were anesthetized, undergo shaving and cleaning the cervical dorsal region with
saline solution and burn injury 3rd degree with 4cm? using boiling water to about
96 C in contact with the animal's skin for 14 seconds. The animals received an
occlusive dressing on all experimental days. The wounds were evaluated on the
3rd, 7th, 14th, 21st and 30th days after the burn and the animals were
euthanized for morphological, macroscopic and microscopic analysis. The
evaluation of macroscopic results, whose parameters were crust, hyperemia,
granulation tissue and fibrosis were no statistically significant differences
between groups 1, 2 and 3 when compared over time. Morphometry, which
analyzed the wounds contraction degrees were also no statistically significant
differences between groups 1, 2 and 3 in the evaluated periods. The evaluation
of microscopic results found some statistically significant results in 3th day:
hyperemia and fibroblasts were higher in group 1 when compared to group 2; on
the 30" day , angiogenesis was higher in groups 2 and 3 , when compared to
group 1. Other parameters: necrosis, hyperemia, hemorrhage, fibrin and
collagen, showed no statistically significant differences when comparing the
groups over time. The 98% Aloe vera gel of the present study did not show the
expected efficacy in relation to the anti-inflammatory action and healing among
the three groups compared the experimental days.

KEY WORDS: Burn. Wound healing. Aloe vera L.



1. INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Queimaduras

A queimadura é uma ferida ou lesdo causada por agentes térmicos,
quimicos, elétricos ou radioativos e agem no tecido que recobre o corpo,
podendo destruir de modo parcial ou total, ou seja, a pele e seus anexos, bem
como suas camadas mais profundas, como os tecidos subcutaneos, musculos,
tendées e até os o0ssos (BARBOSA, 2006). Segundo Young (2014) é
considerada uma das lesbes que mais provoca danos no ser humano sendo
relevante causa de morbidade, levando a sequelas, cicatrizes hipertroficas e
perda de funcéo, além de causar significativo impacto psicoldgico no paciente.

No Brasil, a cada ano, ocorrem cerca de 1 milhdo de queimaduras e
dessas, 200 mil sdo encaminhadas aos servi¢cos de urgéncia/emergéncia, sendo
gue 40 mil necessitam de hospitalizacdo. Estdo entre as principais causas de
morte por causas externas no Brasil e perdem somente para causas violentas,
tais como homicidios e acidentes de transito (LIMA et al., 2014; GONELLA et al.,
2014).

Silva, Faria e Maciel (2014) entrevistaram 31 pacientes atendidos no
Pronto-Socorro de Queimaduras de Goiania em agosto de 2014 e obtiveram os
seguintes resultados: dos entrevistados 58% tinha idade média de 30 anos.
Quanto as lesdes, 16% apresentaram lesdes isoladas em membros inferiores,
(61% de primeiro grau e 13% de segundo grau). Em relacdo ao agente
causador, 36% relataram que a queimadura foi por atrito, 19% por liquidos
inflamaveis e 13% por liquidos quentes.

Em relacdo a profundidade as queimaduras sdo classificadas em 1°
grau, 2° grau superficial e profunda e 3° grau. A de 1° grau atinge somente a
epiderme, resultando em lesdo Umida, hiperemiada, com edema e dolorosa. A
gueimadura de 2° grau atinge tanto a epiderme quanto a derme, caracteriza-se
pela formacao de bolhas e se divide em superficial e profunda. A superficial é de
espessura parcial, que atinge epiderme e parte superior da derme, resultando
em dor intensa, eritema, flictemas e umidade. A profunda atinge a epiderme e a

derme quase completa, gerando dor moderada e leses mais palidas. A de 3°



grau acomete todas as camadas da pele chegando ao tecido subcutaneo,
podendo atingir masculos e ossos (GIMENES, et al., 2009). Também classifica-
se a queimadura quanto a sua espessura: queimaduras de espessura parcial
superficial sdo aquelas de primeiro grau e/ou de segundo grau superficial;
gueimaduras de espessura parcial profunda sdo aquelas de segundo grau
profundo e queimaduras de espessura total sdo aquelas de terceiro grau
(PICCOLO et al., 2008).

Pacientes com queimaduras séo frequentemente indicados a internacéo
hospitalar, em particular, adultos com queimadura de 22 grau em area do corpo
maior que 15% ou criangas com mais de 10%; queimaduras de 3° grau maiores
gue 5%, queimaduras elétricas ou aquelas que acometem vias aéreas, face, as
duas méaos, os dois pés e perineo (LEAO et al., 2011).

A infeccdo é a causa mais comum de morte apés a lesdo por
queimadura e as vitimas apresentam maior risco de infeccdo hospitalar
(ARAGAO et al., 2012). Em pacientes com mais de 40% da &area corporal
gueimada, 75% das mortes relacionam-se a infeccdo das feridas ou outras
complicagbes infecciosas (OLIVEIRA; SERRA, 2001). Essa elevada prevaléncia
decorre de varios fatores como: alteragdo estrutural na cobertura cutanea, com
perda da barreira e grande carga de colonizacdo bacteriana; imunossupressao
celular e humoral; possibilidade de translocacdo bacteriana gastrointestinal,
facilitada pela ocorréncia de choque, alteracdo da permeabilidade e rompimento
da flora bacteriana normal; lesdes respiratorias, que afetam os mecanismos de
defesa do trato respiratorio; e o uso de cateteres, tubos e dispositivos invasivos
terapéuticos e de monitoramento (RAZ-PASTEUR et al., 2013; ORBAN;
TOMESCU, 2013).

Os fatores de risco que estdo associados a infeccdo sdo primeiramente
os do préprio paciente, como: profundidade e extensdo da queimadura, idade,
estado nutricional, doencas pré-existentes, temperatura e umidade da leséo, e
estdo também relacionados ao microrganismo causador do processo infeccioso,
como: viruléncia, quantidade, resisténcia a antibidticos e origem (pele integra,
proprio acidente) (GRAGNANI et al. 2005).

As gqueimaduras sdo acompanhadas de grandes alterac6es metabdlicas,

imunes, enddcrinas e que determinardo consequéncias locais e/ou sistémicas.



Assim, grandes queimaduras podem causar grande repercussdo local e
sisttmica e as pequenas queimaduras apenas alteracbes locais
(CRISOSTOMO; SERRA, GOMES, 2004).

Queimaduras graves, ou seja, de 2° grau profundo e de 3° grau séo
geralmente seguidas por um estado catabdlico que pode ser resumido por:
alteracdes glicémicas (hiperglicemia inicial e depois o estado de “resisténcia a
insulina”), alteracbes lipidicas e também alteragcbes no metabolismo dos
carboidratos (TREDGET; YU, 1992; YU et al., 1999; CRAIG et al., 2013).

Logo nas primeiras horas po0s-lesdo térmica grave (extensa e/ou
profunda), ocorre a hiperglicemia, por meio do aumento da excrecdo de
adrenalina e noradrenalina. Essas calecolaminas, aumentam a taxa metabdlica
por meio da estimulacdo simpatica, o que leva ao aumento da glicogendlise,
funcdo esta destacada pela supressdo da insulina e consequente aumento da
acao do glucagon (ALISSON; HINTON; CHAMBERLEIN, 1968; ADIGA; ADIGA,
2013). Com o passar das semanas ocorre uma reducdo da resposta a insulina,
ou na capacidade de absorcéo da glicose, provocando um estado de resisténcia
a insulina. Em paralelo as alteracdes glicémicas, as catecolaminas também
provocam a lipolise (HERNDON et al., 1994).

Associa-se a esse fato, devido a diminuicdo na sintese de ATP pelas
mitocondrias na poés-queimadura, o aumento da apoptose das células da
musculatura esquelética. Isso implica provavelmente que o musculo esquelético
sofra com a diminuicdo da glicose nas células, levando ao aumento da lipdlise
para suprir suas necessidades energéticas (ADIGA e ADIGA 2013). Nesse
processo participam, além das catecolaminas, outros horménios e marcadores,
tais como: glicocorticoides, glucagon e dopamina, que aumentam
significativamente ap6s a queimadura, e acabam por iniciar uma cascata de
eventos metabolicos que resultam num processo inflamatério agudo sistémico
(HERDON; TOMPKINS, 2004; NORBURY; HERNDON, 2007; NORBURY et al.,
2008). Interleucinas pré-inflamatorias como a IL-1 e a IL-6, o TNFa, endotoxinas,
espécies reativas de oxigénio (ROS), oxido nitrico, a cascata de coagulacao e o
sistema complemento implicam na regulacéo da resposta inflamatoria a lesédo
térmica (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).



Ainda em relacdo as consequéncias metabdlicas das queimaduras, ha
também o estresse oxidativo, que ocorre em decorréncia da grande producdo de
ROS, e, em consequéncia, a elevacdo da resposta inflamatéria sistémica e
aumento da lesdo celular, inducdo a faléncia dos 6rgédos e possibilidade de
morte. O estresse oxidativo em grandes queimaduras tem papel relevante no
recrutamento das células inflamatorias e na disfuncéo endotelial (RICHELLE et
al., 2006; GONCALVES, 2010).

O quadro inflamatoério prolongado, o trauma repetitivo e possiveis
infeccBes estdo entre condi¢cdes responsaveis por uma cicatrizagdo anormal
(SOBRAL, 2008). Sabe-se que na lesao térmica ocorre aumento da producao de
ROS (BARBOSA, 2007; JASKILLE et al., 2007), que apesar de fundamentais
para a sinalizacdo e ativacdo das células de reparo e de sintese proteica, se em
concentracbes excessivas, acabam por produzir uma resposta inflamatéria
exacerbada (BALBINO; PEREIRA, CURI; 2005). Além disso, inicia-se uma
sequéncia de fagocitose, principalmente por neutréfilos. Por esse motivo é que a
demanda de producdo de oxigénio e ATP pela mitocéndria aumenta nas
queimaduras mais graves em até 50% dos casos (BARBOSA et al. 2007).

A queimadura provoca necrose celular, infec¢éo e ativacdo citoquimica,
e, desenvolve inicialmente, uma reacado inflamatéria que induz uma resposta
intensa de fase aguda e que, por isso, o tratamento deve englobar o manejo
adequado das lesfes, terapia nutricional adequada, prevencao de infeccdes e
uso de suplementos de acdo antioxidante. Todos estes fatores devem contribuir
para a melhor evolucao clinica e o melhor progndstico possivel para o paciente
(BARBOSA et al. 2007).

1.2 Cicatrizacao de feridas

A lesdo tecidual, estimulo inicial para o processo de cicatriza¢édo, coloca
elementos sanguineos em contato com o coldgeno e outras substancias da
matriz extracelular, provocando degranulacdo de plaquetas e ativacdo da
cascata de coagulacdo e do complemento. Com isso, ha liberacdo de varios
mediadores vasoativos e quimiotaticos que conduzem 0 processo cicatricial
mediante atracdo de células inflamatérias para a regido da ferida (WITTE;
BARBUL, 1997).



A reparacgdo tecidual é um processo continuo indispenséavel a vida apés
uma lesdo do tecido e quanto mais rapido for o fechamento dela, menor sera o
tempo de exposicdo do organismo e menores as chances de contaminacdo ou
complicacBes (SPERANDIO, 2009). A capacidade auto-regenerativa dos tecidos
é um fenémeno universal nos organismos vivos, tanto nos unicelulares quanto
nos superiores, sendo neste Ultimo, realizado de duas maneiras: pela
regeneracdo com a recomposicao da atividade funcional do tecido regenerado,
ou pela cicatrizacdo com restabelecimento da homeostasia do tecido com perda
da sua atividade funcional pela formacdo de cicatriz fibrética (cicatrizacéo)
(BALBINO et al. 2005).

De acordo com Mandelbaum et al. (2003) em uma ferida de espessura
parcial (derme incompleta), a reparacdo ocorre pela epitelizacdo dos anexos
epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente ndo acometida, uma cicatrizacao
praticamente imperceptivel e numa ferida de espessura total (derme completa
ou estendida ao tecido subcutaneo), € necessaria a formacédo de novo tecido, o
tecido de granulacdo. A epitelizacdo acontece nas margens da ferida e a
cicatrizacéo é perceptivel.

Raghow (1994) refere que o processo de cicatrizagdo de feridas
cutaneas é uma cascata de sobreposicdo de eventos complexa e orquestrada,
gue exige a realizacdo coordenada de uma variedade de atividades celulares
que incluem a fagocitose, a quimiotaxia, a mitogénese
e a sintese de componentes da matriz extracelular.

O Processo cicatricial € comum a todas as feridas, seja qual for o agente
causador e é caracteristicamente sisttmico e dinamico, estando relacionado
diretamente as condicbes gerais do organismo (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006). Os mecanismos da cicatrizagdo em sequéncia ordenada de
eventos foram descritos por Carrel (1910) e divididos posteriormente em cinco
elementos principais: inflamacéo, proliferacdo celular, formacdo do tecido de
granulagao, contracao e remodelagcao da ferida. Clark (2005) reclassificou esse
processo em trés fases divididas, didaticamente, em: fase inflamatéria, fase de
proliferacéo ou de granulacao e fase de remodelacdo ou de maturacgéao.

Na fase inflamatoria, neutréfilos, polimorfonucleares, citocinas como IL1,

IL-6 e os demais marcadores tém papel importante na liberagdo de enzimas e



produtos de oxigénio, o que facilita a limpeza dos detritos teciduais e bactérias
(GUIRRO E GUIRRO, 2002).

A fase inflamatéria inicia-se imediatamente apés a lesdo, com a
liberacdo de substancias vasoconstritoras, principalmente tromboxano A2, pelas
células. O endotélio lesado e as plaguetas estimulam a cascata da coagulagéo.
Desta forma, a resposta inflamatodria inicia-se com vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia, ou seja, a migracao de
neutrofilos para a ferida (BROUGTHON; JANIS; ATTINGER, 2006). Os
neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem a ferida, com maior
concentracdo 24 horas ap0s a lesédo, aderem-se a parede do endotélio mediante
ligacdo com as selectinas (receptores de membrana) e produzem radicais livres
qgue auxiliam na destruicdo bacteriana e sdo gradativamente substituidos por
macroéfagos.

O macrofago é a célula inflamatéria mais importante, pelo fato de
direcionar a formacéo do tecido de granulacdo por meio de liberacdo dos fatores
de crescimento, marcando de modo incisivo o inicio da fase proliferativa, a
segunda etapa do processo de cicatrizacdo (PICCOLO et al., 2004;
MANDELBAUN et al., 2003). A diminui¢cdo da inflamacgao e do risco de infecg¢ao
reduz as chances de 6bito por sepse no paciente queimado (MACEDO et al.,
2005).

A segunda fase, proliferativa, é caracterizada pela reepitelizacao e pela
proliferacdo celular, juntamente com a angiogénese e aumento do fluxo
sanguineo local, favorecendo a integracdo dos retalhos cutaneos e a contracao
da ferida, com a consequente reducdo da area da mesma. E constituida por
quatro etapas fundamentais: epitelizacdo, angiogénese, formacéo de tecido de
granulacdo e deposicdo de colageno. O inicio é aproximadamente no 4° dia
apos a lesdo e se estende aproximadamente até o término da segunda semana
(ARAUJO et al., 2007).

A epitelizacdo, ocorre precocemente se a membrana basal estiver
intacta, as células epiteliais migram em direcdo superior, e as camadas normais
da epiderme séo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, as
células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa de

restabelecer a barreira protetora (LAWRENCE, 1994). A angiogénese é



estimulada por fatores pré-angiogénicos que proporcionardo a migracdo de
células endoteliais e formacdo de capilares, essencial para a cicatrizacao
adequada, como: fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator
epidérmico; o fator transformador alfa; o fator fibroblastico e o fator
transformador beta (FOLKMAN; SHING, 1992; POLVERINI, 1995; WITTE;
BARBUL, 1997; NAGY et al., 2008).

Por volta do décimo dia, o leito da ferida esta totalmente preenchido pelo
tecido de granulacdo (GUIDUGLI NETO, 1987), com uma rede capilar
constituida e uma rede linfatica em franca regeneragdo, devido a sua
reconstrucao ter inicio posterior ao da angiogénese. O tecido de granulagéo vai
sendo enriquecido com mais fibras de colageno e comeca a adquirir a aparéncia
de massa fibrética caracteristica da cicatriz (CLARK, 1985).

Na deposicao do colageno, os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram
para a ferida, porém precisam ser ativados para sair de seu estado de
quiescéncia. O fator de crescimento mais importante na proliferacdo e ativacao
dos fibroblastos € o fator de crescimento derivado de plaquetas, (PDGF) que
induz a proliferacdo celular, a quimiotaxia e a sintese matricial (BROUGTHON,;
JANIS; ATTINGER, 2006).

A terceira fase, a do remodelamento, refere-se a reorganizacdo da nova
matriz e € um processo importante da cicatrizacdo. Fibroblastos e leucécitos
secretam colagenases que promovem a lise da matriz antiga. A cicatrizagdo tem
sucesso quando ha equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz
antiga, havendo sucesso quando a deposicdo é maior. Mesmo apds um ano a
ferida apresentara coldgeno menos organizado do que o da pele sa, e a forca
ténsil jamais retornara a 100%, atingindo em torno de 80% apoés trés meses
(BROUGTHON; JANIS; ATTINGER, 2006). Segundo Tartarunas et al. (1998)
observa-se a organizacdo das fibras colagenas, que vao se tornando
progressivamente mais alinhadas e resistentes, aumentando a forca da cicatriz.

Nessa fase o fator de transformacao de fibroblastos 8, (TGF-B), atua na
proliferacdo de fibroblastos, que se diferenciam em miofibroblastos; na
degradacéo do colageno tipo lll, que é o primeiro colageno a ser produzido na
fase proliferativa (de caracteristica delgada e de orientacdo paralela a pele). Na

fase de remodelamento ocorre a sintese do colageno tipo I, mais espesso,



organizado ao longo das linhas de tensdo, que auxiliard na contracdo da ferida
(WITTE; BARBUL, 1997).

O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de
producdo, digestdo e orientacdo das fibrilas de colageno. A deposicdo de
coldgeno é feita a principio de maneira aleatéria tendo como orientacdo a
organizagdo da fibronectina e dependente da natureza e dire¢do das tensdes
aplicadas ao tecido. Essas fibras sdo subsequentemente digeridas pela
colagenase, ressintetizadas, rearranjadas de acordo com a organizacdo das
fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente por ligacbes covalentes.
Essas ligac6es sdo formadas entre moléculas de tropocolageno no ambito da
fibrila e entre as préprias fibrilas. Repeticdes sucessivas da lise, ressintese,
redirecionamento e religacdo formam fibras maiores de colageno e resultam
numa configuragdo mais regular da cicatriz. Isso aumenta a sua resisténcia
devido a organizacdo das fibras acompanharem as forcas mecanicas a que o
tecido esta sujeito durante a atividade normal (CLARK, 1985).

Fatores ambientais e fisiolégicos exercem grande impacto na evolucao
da cicatrizacdo e podem influenciar na qualidade da cicatriz, no tempo de
cicatrizacdo e na presenca ou ndo de complicacdes (BIONDI-SIMOES et al.,
2006). Ha ainda outros fatores que precisam ser considerados nesse processo,
como: Iidade, estado nutricional do paciente, doencas pré-existentes,
medicamentos utilizados, outras infecgbes concomitantes, uso de medicamentos
sistémicos, alteracdes cardiocirculatérias e de coagulacdo, dentre outras
(MANDELBAUM et al. 2003)

Falhas importantes do reparo geralmente acontecem nos estagios
iniciais do processo, levando a diminuicdo dos elementos celulares e a
alteracdes na sintese de colageno. Varios fatores tanto locais quanto sistémicos
podem interferir e /ou retarda-lo e, por isso, a busca por métodos terapéuticos
gue minimizem estas falhas sao tdo estudadas (CARVALHO et al., 2003).

O cuidado com as feridas deve ser um exercicio que deve ter como meta
aplicar medidas que facilitem e otimizem o processo de citarizagdo. Mediante
esse fato, varios agentes topicos e coberturas tem sido desenvolvidos e
recomendados no tratamento de queimaduras, todos com o intuito de otimizar a

acdo anti-inflamatéria e promover uma reparacdo tecidual mais eficiente e



precoce, prevenindo infecgcoes e outras complicacdes e trazendo um melhor
bem estar ao paciente queimado durante todo o processo (FERREIRA et al.
2003).

1.3 Tratamento de Feridas por Queimadura em Pacientes

Os protocolos para tratamento de feridas provocadas por queimaduras
podem variar de uma instituicdo para outra e aspectos que indicam a gravidade
da ferida como: localizacdo, extensdo, profundidade, presenca ou nao de
infecgdo, agente causador do trauma, existéncia de co-morbidades, estado
nutricional dos pacientes e faixa etaria, afetardo o processo de cicatrizacdo e
influenciardo na escolha do tratamento da ferida. Desta forma, faz-se necessario
conhecer a eficiéncia de cada produto frente a diversidade de situacfes. Da
escolha criteriosa e da correta utilizagdo dos mesmos dependera o sucesso do
tratamento (FERREIRA et al., 2003).

O cuidado da ferida implica manutencdo da perfusdo tissular e
preservacao dos tecidos viaveis (M'cAIN,1998) e inclui a manutencéo da ferida
limpa e umida, prevencao de infec¢cBes e protecao contra traumas, promog¢ao da
cicatrizagdo, manutencdo da mobilidade e funcionamento da parte afetada
(HELVIG, 2002).

As queimaduras sdo consideradas lesbes contaminadas por
apresentarem, frequentemente, sujidades do local de ocorréncia da leséo,
presenca de colonizacao imediata por microrganismos e rapida proliferacdo em
decorréncia da destruicéo e leséao do tecido (HUDACK; GALLO, 1997).

Héa consenso na literatura sobre o uso da sulfadiazina de prata a 1% no
tratamento de queimaduras, pois a mesma exerce efeito de desbridamento
sobre os tecidos com necrose e também combate a infeccdo local. A
sulfadiazina associada com o nitrato de prata € efetiva contra bactérias Gram-
negativas, como a Escherichia coli, Klebsiella sp e Pseudomonas aeruginosa,
assim como contra bactérias Gram-positivas como o Staphylolocus aureos e a
levedura, como a Candida albicans (WARD; SAFLLE, 1995).

Alguns estudos compararam a utilizacdo da sulfadiazina de prata 1%

com outras substancias como: o mel (SUBRAHMAYAM,1996), o curativo colbide



(WYATT; MCGOWAN,1990), e a sulfadiazina incorporada a outros produtos,
como um substituto temporario de pele composto de polietileno glicol, hidroxi de
metacrilato e sufoxido de dimetil (DEITH, 1989). Essas substancias foram
incorporadas a uma base de nylon e lycra que resultou na formacdo de uma
lamina eldstica e flexivel que se molda ao corpo. Durante a utilizagdo desse
produto observou-se reducéo do indice de infec¢ao (DEITH, 1989).

Ferreira et al. (2003) relatam ainda que a sulfadiazina de prata a 1% tem
alguns efeitos colaterais que devem ser considerados, tais como: episodios de
discreta leucopenia depois de poucos dias de uso, e de alergias em menos de
5% dos pacientes, sem, no entanto, necessidade de interrupgéo de uso.

Atualmente, ela é comercializada na forma de creme ou suspenséo
aguosa a 1%, sendo um dos primeiros tratamentos mais utilizados nos centros
de queimados em todo o mundo. Porém, apresenta desvantagens, como a de
possuir uma curta acdo e, portanto, necessitar de reaplicacdo diaria
(KHUNDKAR, MALIC; BURGE, 2010; MOSER; PEREIMA; PEREIRA, 2013)

Khundkar, Malic e Burge (2010); Klasen (2000) e Rigo et al. (2012)
relatam que por muitos anos as queimaduras vém sendo tratadas com diferentes
produtos a base de prata: inicialmente com a solucao de nitrato de prata 0,5%,
seguindo os cremes com sulfadiazina de prata, e, atualmente, os curativos com
gaze, rayon ou membranas de celulose, entre outros, impregnados com prata
nas formas ionizada, micronizada ou nanocristalina, que representam a evolugao
dessa modalidade terapéutica (WANG; KRAVCHUK; KIMBLE, 2010;
HERMANS, 2007). Dessa forma, ao longo do tempo, essas diversas formas de
preparacdes contendo prata vém sendo utilizadas para o tratamento de
gueimaduras. Vale ressaltar que os antibidticos utilizados durante a segunda
guerra mundial para tratamento de infec¢cdes e queimaduras, logo cairam em
desuso devido a alta resisténcia bacteriana. Sendo assim, a prata passou a ser
o tratamento de escolha para cicatrizacdo de feridas e tratamento de
gueimaduras em todo o mundo (WANG; KRAVCHUK; KIMBLE, 2010;
HERMANS, 2007).

Outras preparacfes com prata vém ganhando espaco no tratamento de
gueimaduras, nos ultimos cinco anos, visando principalmente uma atividade

bactericida mais duradoura no leito da ferida e menor toxicidade para as células
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lesadas na queimadura, mas com capacidade de recuperacéo. Estes tipos de
tratamento se devem a diversos fatores, dentre eles: resisténcia aumentada de
bactérias por antibioticos e desenvolvimento de tecnologia polimérica, resultando
em um grande numero de curativos contendo prata, disponiveis no mercado
(KHUNDKAR; MALIC; BURGE; 2010). Os curativos sao tipicamente compostos
de uma cadeia polimérica impregnada com sal ou metal de prata e apresentam
grande espectro antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (CASTELLANO et al.,2007; RIGO et al., 2012; ARAMWIT et al., 2010).

Ao escolher um curativo contendo prata, devem-se levar em
consideracdo as caracteristicas do curativo e a liberacdo de prata pelo curativo
(ATIYEH et al., 2007). Um curativo antimicrobiano ideal deve: manter um
ambiente Umido para aumentar a cicatrizacdo; ter amplo espectro
antimicrobiano, com baixo potencial de resisténcia; ter baixa toxicidade, acdo
rapida, ndo provocar irritacdo ou sensibilizagdo, ndo promover aderéncias e ser
efetivo mesmo na presenca de importante exsudato (JONES et al., 2004; FIELD;
KERSTEIN, 1994). Outros critérios para a selecdo do agente tdpico ou cobertura
a ser utilizada sao: baixa toxicidade e efeitos colaterais, tipo de ferida e o custo
beneficio (SMOOT et al., 1991).

Dos curativos impregnados com prata presentes no mercado, pode-se
citar o Acticoat®, curativo de prata nanocristalina; o Mepilex Ag®, que além do
ion de prata apresenta uma fina camada de silicone adesiva, ndo aderente, que
tende a manter o ferimento hidratado; o Aquacel Ag® que também € um curativo
tépico retentor de umidade e que pode liberar prata por até 14 dias e o
Actisorb®, todos indicados para queimaduras de segundo grau (MOSER,;
PEREIMA; PEREIMA, 2013).

Ha ainda outras coberturas que sdo utilizadas, como por exemplo os
substitutos temporarios de pele, que sao materiais eficazes no tratamento de
gueimaduras superficiais recentes e também na cobertura da pele enquanto
aguarda-se o enxerto definitivo, que podem ser trocados a intervalos regulares
ou mantidos até a cicatrizagdo ou enxerto, caso a aderéncia seja boa ou ndo
haja infeccdo (GOMES; SERRA; PELLON, 1995).

A indicagdo e a aplicagdo de produtos quimicos, biolégicos ou mesmo

de plantas medicinais em queimaduras deve ser realizada com base na
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avaliagcéo criteriosa da ferida, das condi¢des clinicas do paciente, bem como, na
andlise sistematica das evidéncias da literatura (FERREIRA et al., 2003).

A busca constante de produtos com a finalidade acima descrita também
tem se aplicado em pesquisas com plantas medicinais, 0 que tem ocorrido ao
longo dos tempos e desde as formas mais simples de tratamento local até as
formas mais sofisticadas de producédo industrial (HAMILTON, 2004; GIRALDI;
HANAZAKI, 2010 apud LORENZI; MATOS, 2008). A interacdo entre seres
humanos e plantas medicinais tem sido fortemente evidenciada uma vez que 0s
recursos vegetais sdo dos mais diversos, por isso a relevancia de estudar os
possiveis beneficios que eles podem oferecer na cicatrizacdo de feridas e na
reparacao tecidual (GIRALDI, M., HANAZAKI, N., 2010 apud BALICK;
COX,1997). Se por um lado, h&d um significativo avanco de técnicas modernas
na cicatrizacdo de feridas, ha, por outro lado, estudos que tém avaliado a
cicatrizacdo de feridas por meio de derivados de plantas medicinais. Isto tem
trazido, durante as ultimas décadas, uma ampla discusséo sobre quais terapias
devem ser utilizadas em pacientes com feridas por queimaduras (SEYYED et
al., 2015; EPSTEIN et al., 2012; BROLMANN et al., 2012).

1.4 Aloeveral.

Com relacéo ao uso de plantas medicinais no tratamento de feridas por
gueimadura, sabe-se que 0 uso das mesmas nao se constitui em novidade, pois
desde a antiguidade as plantas medicinais eram utilizadas para a cura de
inUmeras doencas (BIAZZI, 2003) e a medicina tem progredido em Vvarios
sentidos, inclusive em estudos cientificos relacionados a utilizacdo de produtos
derivados de plantas medicinais com propriedade cicatrizantes, como a Aloe
vera L.

A Aloe vera, conhecida no Brasil como “babosa” é usada
medicinalmente ha muito tempo. O primeiro registro de utilizacao terapéutica na
Aloe vera no continente americano data de 1697, porém sua inclusdo na
farmacopeia norte-americana ocorreu apenas em 1820, como purgativo e
cicatrizante (HEDENTAL, 2000).

A Aloe vera L. (sinonimia Aloe barbadensis Miller) tem origem africana e

pertence a familia das Xanthorrhaeaceae (MOBOT, 2015) tendo o género Aloe
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mais de 300 espécies espalhadas pelo mundo. O nome “babosa” vem da sua
consisténcia viscosa, a “baba”, da mucilagem de suas folhas, sendo que essa
mucilagem, ou gel, contém principios ativos ricos em compostos organicos,
enzimas, vitaminas, sais minerais e aminoacidos essenciais para o ser humano
(BACH; LOPES, 2007; RAMOS E PIMENTEL, 2011).

A Aloe vera é uma planta herbacea, perene, medindo até 100 cm de
altura. Do tronco curto saem folhas grossas, carnosas e suculentas, em forma
de lancas, com espinhos de cor mais clara nos bordos e dois a trés espinhos no
apice. A folhas apresentam cor verde ou verde acinzentada (ocasionalmente
manchadas), medem 30 a 60 cm de comprimento por 7 a 8 cm de largura, sao
cbncavas na face adaxial e convexas na face abaxial e estdo dispostas em
forma de roseta na base (Figura 1). As flores de tonalidade amarelo-alaranjadas
estdo dispostas em espiga piramidal ao longo de um pedunculo com 25 a 35 cm
de altura. O fruto € uma capsula triangular delgada, como sementes no interior
(ALONSO, 1998; CAIRO, 1991; ESHUM; HE, 2004).

Figura 1. Aspecto geral da Aloe vera L.
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Fonte: Leonic

A parte da planta utilizada para fins medicamentosos e alimenticios € a
folha. Sugere-se que a planta ndo seja regada por cinco dias antes de sua
colheita, para que se concentre seus principios ativos (NASCIMENTO, 2006).

A epiderme das folhas produz um exsudato amarelo (Figura 2) contendo
principalmente derivados antraquinénicos como a aloina, elodina, barbaloina,
isobarbaloina, antranol, &cido aloético, acido crisofanico, aloe-emodina,
emodina, resitenol, que apos a secagem produz um solido de cor ambar
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deniminado de aloé ou acibar, que é utilizado como laxante. A regido central da
folha da babosa possui uma substancia mucilaginosa composta principalmente
por polissacarideos, que é denominada gel de Aloe vera (Figura 3) e muito
utilizada na industria de cosméticos, devido as acfes umectante e emoliente.

(PELIKAN, 1997; SACCU; BROGONI; PROCIDA, 2001).

Figura 2. Detalhe do exsutado amarelo da folha de Aloe vera L.

Fonte: Leonice M.F. Tresvenzol

Figura 3. Detalhe do gel mucilaginoso da Aloe vera L.

Fonte: Leonice M.F. Tresvenzol

1.4.1 Constituintes e Principios ativos da A/oe veral.

A polpa in natura da A. vera contém cerca de 98,5% de agua, enquanto
a mucilagem ou gel pode apresentar até 99,5% de agua. As paredes das células
sdo compostas por acido galacturbnico, enquanto as organelas sédo ricas em
galactose. Dos muitos polissacarideos que existem na babosa destacam-se: a
manose, que fornece energia a planta; e substancias pécticas, como a ramnose,
arabinose e galactose, presentes na arabinogalactana, assim como o acido

galacturdnico. Alguns autores atribuem suas acdes bioldgicas pelo fato de haver
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mais de 75 polissacarideos em seu gel, porém, outros atribuem sua atividade a
acemanana (ATHERTON, 1998).
Estudos fitoquimicos tém mostrado que a Aloe vera tem uma série de
compostos de interesse farmacoldgico, destacando-se:

e enzimas (lipases, amilase, bradiquinases e proteases);

e mono e polissacarideos (celulose, glicose, manose, L-ramnose,
aldopentose, glucomananas);

e vitaminas A, beta-caroteno, complexo B, C e D, &cido félico;

e antraquinonas (aloina, elodina, barbaldina, isobarbaloina, antranol, acido
aloético, acido crisofanico, aloe-emodina, emodina, resistanol);

e saponinas;

e compostos inorganicos: calcio, sodio, zinco, magnésio, cloro, cromo,
potéssio, ferro, dentre outros;

e aminoacidos: histidina, arginina, hidroxiprolina, acido glutamico, prolina,
glicina, alanina, tirosina;

e bem como: colesterol, triglicérides, esteroides, lignina, acido arico, acido
araquidénico, acido salicilico.

A estes compostos tém sido atribuidas varias atividades bioldgicas,
como: anti-inflamatéria, pelos esteroides e acido salicilico; antioxidante, pelas
vitaminas; antisséptica, pelas saponinas e antraquinonas; antitumoral, pelos
mucopolissacarideos e imunorreguladora e detoxificante, pelas glucomananas e
ainda alguns minerais, como calcio, zinco, magnésio (CHOI; CHUNG, 2003;
VOGLER; ERNST, 1999; ATHERTON, 1998).

1.4.2 Indicagdes terapéuticas da Aloe veral.

Popularmente, atribui-se as folhas da babosa muitas propriedades
medicinais em particular no tratamento de: artrite, asma, sindrome da fadiga
cronica, desordens gastricas e intestinais (sindrome do colon irritavel, colite
ulcerativa), lapus eritematoso sistémico, doencas de pele (psoriase, acne,
gueimaduras, pé de atleta, Ulceras (internas e externas) (VOGLER; ERNST,
1999).

15



Com o gel mucilaginoso se prepara um supositério para o tratamento de
hemorroidas e para uso local nos casos de contusdes, entorses e nas fores de
origem reumatica (PALHARIN et al., 2008).

Saad et al. (2009) relataram que a A. vera apresenta varias
propriedades bioldgicas, tais como: laxativa, cicatrizante (lesdes térmicas,
radiativas, psoriase, eczemas e furinculos), imunoestimulante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antifangica, antidiabética, antineoplasica e antioxidante.

A atividade cicatrizante da babosa € atribuida aos polissacarideos que
estimulam a atividade dos macrofagos e dos fibroblastos (REYNOLDS; DWECK,
1999). Ao estimular a cicatrizagcéo, a A. vera estimula a producdo de anticorpos
e a varredura dos radicais livres produzidos pelos neutréfilos. As propriedades
anti-inflamatorias da A. vera, diferente dos esteroides, ao mesmo tempo em que
blogueiam a inflamacdo estimulam o crescimento dos fibroblastos e a
aceleracgéo da cicatrizagao (DAVIS, 1997).

Foram relatadas vérias formas de consumo da babosa, uma delas é o
suco de A. vera, que é preparado por remocao da casca verde, de forma manual
ou mecanica seguido de enxague para retirar residuos do exsudato amarelo. O
material gelatinoso remanescente (parte interna da folha), € exprimido ou
prensado. Esse suco € utlizado como antioxidante, para prevenir o
envelhecimento, que ocorre principalmente em decorréncia dos efeitos nocivos
das ROS em macromoléculas importantes, como por exemplo, no material
genético, sendo determinante em algumas condi¢cdes patolégicas como o
cancer. Em virtude disso, muitos estudos que envolvem sua ac¢ao farmacologica
e toxicologica vém sendo realizados in vitro e in vivo (WINTERS et al., 1981;
AVILA et al., 1997; SIDAARTA; COOK, 2010).

Estudos comparando a atividade antimicrobiana do extrato aquoso e
alcoolico de A. vera concluiram que o extrato alcodlico apresenta maior atividade
antifangica e antibacteriana do que o extrato aquoso, frente as bactérias
Escherichia coli, Bacillus subtilius, Salmonella typhi, Pseudomonas, Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus epidermidis (CHOI et al., 2001; IRSHAD; BUTT;
YOUNUS, 2011).

A indicacao de uso do gel da A. vera como tratamento na cicatrizacao de
feridas por queimadura tem sido uma constante em varios paises (MARSHAL,
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1990; REYNOLDS; DWECK, 1999). Varios estudos tém sugerido que um ou
mais constituintes da A. vera, promovem a cicatrizacdo de feridas em varios
modelos animais, principalmente modelos experimentais em ratos (CHOI et al.,
2001; TIZARD et al., 1994; CHITHRA et al., 1998).

O gel da A. vera parece reduzir a inflamacdo via producdo de
prostaglandinas, através da inibicdo da acdo do acido araquiddnico, mas néo
parece ser efetivo contra processo inflamatorio provocado por alérgenos. A nao
existéncia de edema correlaciona-se a reducdo de migracédo de neutréfilos. Em
estudos com ratos infectados com Helicobacter pylori, a babosa reduziu a
adesdo leucocitaria e a concentragdo de TNF-a. Ha também atividade
imunomodulatéria, em que os polissacarideos ativam macrofagos geradores de
oxido nitrico, secretam citocinas, como por exemplo, TNF-a, interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e interferon gama (INF-y). O acemanana auxilia na
imunidade aumentando e estimulando os linfocitos. A atividade imunoldgica
também é exercida pelas glicoproteinas, como a lectina (HAMANN, 2008). Os
efeitos anti-inflamatérios da A. vera contribuem no processo inflamatorio
induzido por queimaduras. Ela também reduz a adesdo leucocitaria e as
citocinas pro-inflamatorias (DUANSAK; SOMBOOWONG; PATUMRAJ, 2003). A
infeccdo é a maior complicacdo de uma queimadura na pele, mas ela € inibida
pela aplicacdo tépica de drogas antimicrobianas. A sulfadiazina é efetiva nessa
questdo, porém a aloe também possui efeitos antimicrobianos (AGARRY;
OLALEYE; BELLO-MICHAEL, 2005).

O uso da A. vera mostrou eficAcia mesmo em pacientes com diabetes,
devido a juncdo de importantes ingredientes, acido ascorbico (vitamina C),
aminoacidos, vitamina E e zinco. O acido ascoérbico aumenta a sintese de
colageno, a vitamina E tem ac¢do antioxidante, o zinco melhora a resisténcia a
tracdo e os aminoacidos contribuem na producdo do colageno (DAVIS et al.,
1989).

O efeito anti-tumoral e antiproliferativo se devem as moléculas “like
aloenina”, também denominadas aloe-emodina cuja acdo oncostatica tem-se
mostrado particularmente evidente contra cancer de linhagem de células
neuroenddcrinas (CAPASSO et al. 1998). Por outro lado, as propriedades

imunoestimuladoras da A. vera sao, principalmente, dependentes da acemanana
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e glucomanana, cuja acdo estimuladora sobre a imunidade anticancerigena é
mediada, pelo menos em parte, pela inibicdo da IL-10, resultando no aumento
da producéo de IL-2, a qual desempenha um papel fundamental na geracéo de
imunidade anticancer (DAVIS, 1991).

Varios estudos utilizando modelo experimental de cicatrizacdo de feridas
tém sugerido, nas ultimas décadas, que um ou mais constituintes da A. Vera
apresentam atividade anti-inflamatéria e promovem a cicatrizacdo de feridas
(MAENTHAISONG et al. 2007).

1.5 Modelo Experimental de Cicatrizacao de Feridas

O uso de modelos animais para a descoberta de farmacos e derivados
vegetais tem aumentado a uma taxa exponencial nos ultimos anos, e tem
incluido modelos de experimentacdo empregados para imitar as condi¢cdes da
pele humana e de muitas doencas de pele (PINAR et al., 2013).

No modelo de cicatrizacdo de feridas cutaneas a cicatrizacdo € um
processo biolégico multifacetado e complexo que envolve varios tipos de tecidos
influenciados pelo local e também por fatores sistémicos (MARTIN, 1997;
SINGER; CLARK, 1999). Um modelo experimental bem-sucedido deve isolar
cada fase para melhor compreender as caracteristicas mecanicas de reparacao
de feridas e o desenvolvimento de terapéuticas bioldgicas para uso clinico
(GOTTRUP; AGREN; KARLSMARK, 2000). Nesse modelo, varias modalidades
experimentais foram desenvolvidas para examinar diferentes aspectos da
resposta da reparacdo da pele. Um modelo “in vivo” utilizando animais tem a
vantagem de simular a reparacdo da ferida que mais se assemelhe aos casos
clinicos. Como exemplo, pode-se citar a influéncia do sistema vascular e
imunolégico do hospedeiro e do meio ambiente externo, tanto em modelos
animais como em seres humanos, comparando-os (XU et al.,2012).

Diferentes animais séo utilizados em varios modelos. O macaco rhesus
tem absorcdo percutanea para algumas substancias semelhante & humana,
como a hidrocortisona, testosterona e acido benzoico (WESTER; MAIBACH,
1975). O porco possui histologia e propriedades bioquimicas, espessura e
estruturas foliculares, estrutura de colageno, anatomia vascular e arranjo na
derme semelhantes a humana (GODIN; TOUITOU, 2007; SULLIVAN et al.,
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2001). No entanto, existem diferencas: a pele de porco ndo contém glandulas
sudoriparas écrinas (glandulas da epiderme que distribuidas por todo corpo
produzem suor e o eliminam diretamente na pele), e ao contrario dos humanos,
as glandulas apocrinas (glandulas sudoriparas que se concentram nas regides
das axilas, genitais e mamilos) s@o distribuidas através da superficie da pele
(SULLIVAN et al., 2001).

Ratos sdo comumente utilizados como modelos de doencas da pele,
porém, existem diferencas inerentes na estrutura da pele entre ratos e humanos.
O rato tem a pele significativamente mais delgada, e o mecanismo de reparo do
DNA parece ser menos relevante na pele desse animal (GARCIA et al., 2010).

N&o obstante haja diferencas as quais devem ser consideradas no
momento da escolha, varios modelos experimentais de cicatrizacdo de feridas
buscam alternativas mais eficientes para a reparagéo tecidual e, embora este
seja um processo sistémico, € necessério favorecer condi¢des locais por meio
de uma terapia tépica adequada que viabilize o processo fisiologico (DEALEY,
2001).

Anatomicamente e fisiologicamente a pele de porco € mais semelhante
a pele humana e foi constatado que o modelo suino é uma excelente ferramenta
para a avaliacdo de agentes terapéuticos destinados a utilizacdo em feridas
humanas Cuttle et al. (2008) avaliaram a eficacia da A. vera, Oleo da arvore de
cha e saliva humana em porcos jovens, utilizando como modelo experimental de
feridas por queimadura.

Em contraste, o modelo de ferida em orelha de ratos demostra
epitelizacdo completa e formacéao de tecido de granulacdo, sem contracdo. Ja no
modelo de ferida em orelha de coelho tem sido utilizado o modelo de ferida
iIsquémica para investigar a ocorréncia de “hipergranulacdo” (GOTTRUP;
AGREN; KARLSMARK, 2000).

O modelo de ferida excisional de espessura total resulta em danos a
muitas estruturas, camadas de células e linhagens e nesse modelo, diferentes
processos podem ser avaliados, como: epitelizacdo, contracdo, reconstituicao
da derme, inflamacdo, quimiotaxia, angiogénese, producdo da matriz e

organizacédo estética e funcional do tecido. A eficicia da cura de diferentes tipos
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de curativos, substitutos dérmicos e agentes terapéuticos locais e externos
podem ser investigados por este modelo (SHAW; MARTIN, 2009).

Feridas infectadas em ratos Wistar foi a metodologia utilizada para
avaliar os efeitos da aplicacdo topica de mel da abelha silvestre Melipona
subnitida utilizando como modelo experimental a exérese de 1cm?2 de pele total
do dorso, sendo contado o tempo de cicatrizagdo e avaliagdo histopatolégica
(ALVES et al., 2008). Outro estudo utilizou ratas Wistar para avaliar a influéncia
da A. vera e do propolis na contragéo de feridas em dorso de ratos, por meio da
incisdo com bisturi e tesoura iris, retirando tecido subcutdneo e gordura,
avaliando o grau de contragcdo das feridas por meio de medi¢cdes com
paquimetro digital (SEGUNDO et al., 2007).

Outro modelo € o de infeccdo de ferida traumatica externa. Nele, o
ferimento traumatico externo tem sido estudado com infec¢Bes experimentais
em feridas cirargicas, queimaduras, abrasGes da pele, laceracbes, feridas
excisionais, e fraturas expostas. Os estudos variam: nas espécies animais
utilizadas, nas estirpes de microrganismos, no namero de microrganismos
aplicados, no tamanho das feridas, e, nas infecgbes por queimadura varia
também o tempo das substancias quentes utilizadas em contato com a pele (DAl
et al.,, 2011). Coelho et al.,, (2010) utilizaram o modelo de ligadura de veia
femural com posterior ferida cirdrgica com “punch” em face medial do membro
posterior até a exposicao da fascia muscular e avaliaram o efeito da sulfadiazina
de prata, extrato de ipé roxo (Tabebuia avellanedae) e extrato de barbatimao
(Stryphnodendron adstringens Martius).

Um estudo utilizando o modelo experimental de lesdo por queimadura,
teve como metodologia a queimadura por eletrocautério, com dano tecidual de
0.3 cm numa extensdo de 2 cm para avaliar se a administracdo exdégena de
leptina recombinante induzia angiogénese em queimaduras cutaneas
provocadas em ratos (LIAPAKIS et al. 2008). Barbosa et al. (2006) avaliaram 0s
efeitos metabdlicos da glutamina em ratos submetidos a queimadura por agua
fervente (escaldadura). Foram estudados ratos Wistar, submetidos a
gueimaduras da pele dorsal apds a exposicdo a agua fervente durante 10

segundos (30% da superficie corporal).
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Outra técnica é o emprego de bactérias luminescentes e cameras de
imagem de pouca luz para monitorar de forma n&o invasiva o progresso da
infeccdo em tempo real nos animais (DEMIDOVA et al., 2005). Esta técnica
reduz drasticamente o numero de animais necessarios em cada grupo
experimental para se obter significAncia estatistica quando se testam

medicamentos ou preparagdes antimicrobianas.
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2 JUSTIFICATIVA

O tratamento de queimaduras tem sido um desafio a ser vencido, nhdo sé
pela gravidade que lhe é caracteristica, quando mais profunda e extensa, mas
também por todas as implicacdes que possui, que vao desde as alteracdes
sistémicas metabdlicas complexas, a necessidade de realizacdo de
procedimentos cirdrgicos e enxertos, a prevencdo de infec¢cdes locais e
sistétmicas e as dificuldades na regeneracdo e na reparacdo tecidual
(FERREIRA, 2003; CRISOSTOMO; SERRA; GOMES, 2004). Terapias
alternativas derivadas de plantas medicinais existem em praticamente todas as
culturas, principalmente em paises em desenvolvimento da Asia, Africa e
Américas.

Alguns trabalhos mostraram que o gel de A. vera é eficaz no tratamento
de lesbes provocadas por queimaduras, mais do que a sulfadiazina de prata
(SSD). O efeito antimicrobiano da sulfadiazina parece ser o Unico efeito que
justifica sua continuidade no tratamento de queimaduras. Leucopenia, toxicidade
renal e hepética, podem ocorrer em pacientes com grandes queimaduras
tratados com sulfadiazina (SEGUNDO et al., 2007; KHORASSANI et al., 2009).

A hipotese é que o0 gel de Aloe vera a 98% tem atividade anti-
inflamatéria e cicatrizante mais eficaz quando comparada a sulfadiazina de
prata.

Assim, devido ao amplo espectro de aplicacbes na area de saude
humana, dos produtos a base de Aloe vera, faz-se relevante estudar mais
detalhadamente a eficacia de um gel de Aloe vera a 98%, disponivel no
comeércio, como uma nova alternativa de tratamento em queimaduras de terceiro

grau.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade cicatrizante do extrato de Aloe vera L. sob forma de

gel em queimaduras de 3° grau experimentalmente provocadas em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever e comparar as caracteristicas macroscopicas das feridas
tratadas com sulfadiazina de prata a 1%; solu¢do aquosa contendo 1%
dos conservantes do gel de Aloe vera a 98% e gel de Aloe vera a 98%.

e Descrever e comparar as caracteristicas microscopicas das feridas
tratadas com sulfadiazina de prata a 1%; solu¢cdo aquosa contendo 1%
dos conservantes do gel de Aloe vera a 98% e gel de Aloe vera a 98%.

e Descrever e comparar as caracteristicas morfométricas das feridas
tratadas com sulfadiazina de prata a 1%; solu¢cdo aquosa contendo 1%

dos conservantes do gel de Aloe vera a 98% e gel de Aloe vera a 98%.

23



4 METODOS

4.1 Caracterizagdo dos animais de experimentacdo e das amostras
testadas

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de animais do
Centro Universitario UNIRG, protocolo niumero 013/2013.

O experimento foi realizado no Centro Universitario UNIRG
(Universidade Regional de Gurupi), na cidade de Gurupi, Tocantins. Foram
utilizados 75 ratos Wistar, machos, de 290 a 380 gramas de peso, fornecidos
pelo Biotério do Centro Universitario UNIRG.

O delineamento foi realizado mediante trés grupos experimentais,
subdivididos em cinco subgrupos de trés animais em cada, assim distribuidos:

Grupo 1 — Grupo Controle — sulfadiazina de prata a 1%: Subgrupo 3 dias
(n= 03); Subgrupo 7 dias (n= 03); Subgrupo 14 dias (n= 03); Subgrupo 21 dias
(n=03); Subgrupo 30 dias (n= 03).

Amostra: a sulfadiazina de prata micronizada a 1% utilizada nesse estudo
foi adquirida da empresa Galena Quimica e Farmacéutica Ltda e o laudo de
analise do fornecedor foi Anexado (Anexo 2).

Anexo 2 — Laudo de Andlise da sulfadizina de prata a 1%.

Grupo 2 — Grupo controle - solugdo aquosa contendo 1% dos
conservantes do gel de Aloe vera a 98%: Subgrupo 3 dias (n= 03); Subgrupo 7
dias (n= 03); Subgrupo 14 dias (n= 03); Subgrupo 21 dias (n= 03); Subgrupo 30
dias (n= 03).

Amostra: solucao aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de Aloe
vera a 98%, fornecido pela empresa LIVEALOE-BIO CERRADO.

Grupo 3 - Gel de A. vera a 98%: Subgrupo 3 dias (n= 03); Subgrupo 7
dias (n= 03); Subgrupo 14 dias (n= 03); Subgrupo 21 dias (n= 03); Subgrupo 30
dias (n=03).

Amostra: gel de A. vera foi fornecido pela empresa LIVEALOE-BIO
CERRADO. A Aloe vera utilizada pela empresa LIVEALOE-BIO CERRADO é
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cultivada no municipio de Itapuranga/Goias e uma exsicata da planta esta
depositada no Herbério da Universidade Federal de Goias, com o N° 47990.

Segundo a empresa para a preparacao do gel, as folhas foram coletadas
e deixadas a temperatura ambiente por 02 horas para escorrer o exsudato
amarelo, rico em antraquinonas. Posteriormente, as folhas foram lavadas em
adgua corrente, descascadas e o gel mucilaginoso triturado. A esse fel foi
adicionado 1% (p/v) de conservantes: sorbato de potassio (0,3%), benzoato de
sodio (0,3%) e acido citrico (0,4%) solubilizados em agua destilada e com pH
ajustado com AMP 95 (5,5-6,5) de modo a ndo exceder a 2% do volume total do
gel. A mistura foi processada em um mixer industrial a temperatura ambiente e
posteriormente filtrada.

As caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas do gel da babosa,
utilizado nesta pesquisa, foram realizadas pela Profa. Dra. Leonice Manrique
Faustino Tresvenzol no Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN)
da Faculdade de Farmacia/UFG, seguindo metodologias descritas na
FARMACOPEIA BRASILEIRA, (2010); (WAGNER; BLADT, 2001).
Caracteristicas organolépticas: liquido mucilaginoso com coloracdo bege claro
e odor caracteristico. Caracteristicas fisico-quimicas: pH: 4,5; densidade:
1.006 g/mL; teor de carboidratos: 0,30%; teor de volateis: 97,7%.

Perfil em Cromatografia de Camada Delgada (CCD) tracos de aloe-
emodina e auséncia de barbaloina.

Os animais foram alojados em gaiolas apropriadas para ratos 40x40cm
no Biotério do Centro Universitario UNIRG. A luminosidade, temperatura,
intensidade de ruido e a umidade relativa do ar foram as do ambiente geral.
Foram colocados de 2 animais por gaiola, recebendo agua ad libidum e racdo
comercial para a espécie a vontade. As trocas das camas foram realizadas duas
vezes por semana, com reposicdo de agua, alimento e da maravalha em dias
alternados.

Os animais foram anestesiados e ap6s a lesdo foram acompanhados
para avaliagdo da dor e/ou sofrimento, recebendo medicamento analgésico:
Ibuprofeno 100mg (30 mL /Kg), nos sete primeiros dias apés a inducéo da leséo.

Nos dias programados 3, 7, 14, 21 e 30 dias ap6s a inducdo da lesao, foi

realizada a eutanasia dos 03 animais de cada grupo; as areas lesadas foram
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fotografadas e fragmentos de pele da regidao lesada foram retirados para
avaliacdo dos parametros macroscopicos, morfométricos e microscopicos.

A eutanasia dos animais foi realizada por injecdo letal (100% da dose
anestésica) de solucdo anestésica intraperitoneal de ketamina 10% e xilazina
2%, 1mL/grama de peso nos dias finais de acompanhamento das lesdes.

ApGs a eutanasia, os animais foram acondicionados em sacos plasticos
e preservados em freezer -20°C, sendo posteriormente descartados no local

designado para esse fim pelo Biotério do Centro Universitario UNIRG.

4.2 Protocolo parainducéo da queimadura de 3° grau.

Apos a aclimatacdo os animais foram previamente pesados e
anestesiados utilizando ketamina 10% e xilazina 2% por via intraperitonial, na
dose de 0,01lmL/g de peso. ApGs a anestesia, foi realizada a tricotomia e
limpeza com solucao salina 0,9% da regido dorsal cervical do animal para que
se procedesse a lesdo (MORAES et al., 2012).

Para a realizacdo da lesdo térmica de 2x2 cm (4cm?) foi utilizada agua
fervente a aproximadamente 96° C em contato com a regido cervical do dorso
do animal por 14 segundos para obtencdo de queimadura de 3.° grau. O
equipamento utilizado para provocar a lesdo € constituido por um cilindro de
PVC de 100 mm de diametro e 30 cm de comprimento dividido ao meio com um
corte longitudinal, tendo suas extremidades vedadas com tampa de PVC
apropriada para o material. A area de lesao foi determinada em um corte (janela)
no cilindro de PVC de 2x2 cm com as bordas recobertas por esparadrapo O
animal foi colocado no cilindro de PVC em decubito dorsal, expondo a regido
dorso cervical a abertura do PCV de 4cm? que foi imersa na 4gua a 96° por 14
segundos (MEDONCA, 2010; MORAES, 2012).

Figura 4. Cano de PVC 10 cm? cortado com area de leséo de 2x2cm
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Fonte: a autora

4.3 Curativo

Os curativos foram oclusivos com gazes estéreis de malha de tecido
morim extrafina, embebidos com glicerina, autoclavados para evitar o
crescimento bacteriano. Cada animal recebia apds a aplicacdo da substancia
referente ao grupo que pertencia, a cobertura do morim glicerinado autoclavado
como curativo secundario com o intuito de manter a umidade local e depois o
animal era recoberto com uma veste confeccionada também em tecido Morim
gue garantiu a permanéncia do curativo durante todo o tratamento (Figura 5)
Estes curativos foram trocados em dias alternados (MORAES et al., 2012).

Apos 3 dias da lesdo, os animais foram previamente anestesiados com
ketamina 10% e xilazina 2% intraperitonial, solucdo 0,01ml/g de peso, para
remocao da crosta e necrose, por desbridamento. A técnica de inciséo foi feita
com auxilio de lamina de bisturi de forma tangencial a lesdo e com o auxilio de

uma cureta.

Figura 5. Curativo oclusivo com morin glicerinado e manta com elastano

27



Fonte: a autora

4.4 Morfometria

Para se avaliar o grau de contracdo das feridas, estas foram
fotografadas no dia da inducéo, o dia O e também aos 14, 21 e 30 dias apés a
inducéo da lesdo. Nos dias 03 e 07 as feridas n&o foram fotografadas por nao
apresentarem ainda grau de contracdo, pois ao 3° dia as mesmas encontravam-
se na fase inflamatéria e ao 7° dia encontravam-se em poés-desbridamento.
Todas as fotos foram realizadas com uma camera digital (Sony, com resolucéo
de 2304x1728 pixels) posicionada de modo a manter uma distancia de 20 cm
até o dorso do animal posicionado em decubito ventral.

As imagens obtidas foram submetidas ao software Image J versao 1.3.1
(NHI, Estados Unidos) que permitiu a analise da area de contracdo das feridas
ao longo dos dias experimentais.

O grau de contracdo (GC) da éarea da ferida foi calculado por meio da
férmula adaptada de Oliveira (2000):

GC= Area T° — Area T (dia da eutanasia) x 100
AreaTO°

Onde T° = dia da inducéo da leséo, T dia da eutanasia = dias 3, 7, 14,

21 e 30 dias ap6s inducao da leséo.

4.5 Avaliacdo Macroscopica

As manifestacdes macroscopicas das lesdes foram fotografadas e
registradas em protocolos observando os seguintes parametros: presenca de
crosta, hiperemia, tecido de granulacao e fibrose.

Essas alteragdes foram classificadas de forma semi-quantitativa,
seguindo 0s seguintes critérios: ausente (sem nenhum compromentimento),
atribuido escore = 0; discreta (comprometimento de até 25% da area), escore =
1; moderada (comprometimento de 26 a 50%), escore = 2 e acentuada
(comprometimento acima de 50%), escore = 3 (LINO JUNIOR et al., 2002).
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4.6 Avaliacdes Microscopicas

O tecido lesionado foi retirado por meio de biopsia, processado para
inclusdo em parafina e os fragmentos preparados cortados com 5 pm de
espessura e corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE).

Quanto aos processos patoldgicos gerais analisados nos cortes, 0s
parametros avaliados na derme foram: fibrina, hemorragia, infiltrado
polimorfonuclear, infiltrado mononuclear, hiperemia, angiogénese, necrose dos
anexos epidérmicos, fibroblastos e colageno. Os parametros avaliados na borda
das lesGes foram: epitelizacdo, coldgeno, infiltrado polimorfonuclear e

mononuclear, fibroblastos e angiogénese.

Quadro: Processos patologicos gerais analisados

Derme Fibrina, hemorragia, edema, infiltrado polimorfonuclear, infiltrado
mononuclear, hiperemia, angiogénese, necrose dos anexos
epidérmicos, fibroblastos e colageno.

Bordas das lesdes | Epitelizacdo, colageno, infiltrado mononuclear, infiltrado
polimorfonuclear, fibroblastos e angiogénese.

Fonte: MENDONCA, 2010; MORAES, 2012.

Essas alteracbes foram classificadas de forma semi-quantitativa,
seguindo o0s seguintes critérios (relativos ao campo visual microscoépico
avaliado): ausente (nenhum comprometimento), escore = 0; discreta
(comprometimento de até 25% da 4éarea), escore = 1; moderada
(comprometimento de 26 a 50%), escore = 2 e acentuada (comprometimento
acima de 50%), escore = 3 e analisados microscopicamente para caracterizacao
da resposta inflamatéria local em diferentes periodos apos a indugdo (LINO
JUNIOR et al., 2002).

4.7 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa Sigma Stat. 3.5.
Todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e variancia

homogénea. Como a distribuicdo n&o foi normal e a varidancia nédo foi
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homogénea, foram utilizados testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis). As
diferencas observadas foram consideradas significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo Macroscopica e Morfométrica
A tabela 1 demonstra a porcentagem das areas de contracdo das feridas
nos dias 14, 21 e 30.

Tabela 1. Porcentagem das areas de contracdo das feridas experimentais nos dias 14, 21 e 30.

Gl G2 G3 P
Média DP Média DP Média DP
14 DAI 796 8,2 866 2,2 85,7 2,1 0,264
21 DAI 82,7 128 76,0 22,7 86,5 59 0,714
30 DAI 98,7 1,2 100 0 100 0 0,088

Legenda: DAI = dias apds a inducdo da leséo; G1: grupo controle positivo tratado com sulfadiazina de prata
a 1%; G2: grupo controle negativo tratado com solu¢éo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A.
vera a 98%; G3: grupo tratado com gel de A. vera a 98 %; teste estatistico: Kruskal-Wallis.

Ao se comparar o grau de contracdo das feridas ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos 1, 2 e 3 quando comparados ao 14.°, 21.°
e 30° dia pos-lesao.

Na analise macroscopica dos animais dos trés grupos ao 3° dia foram
observadas: crosta entre discreta e moderada, hiperemia discreta, presente no
halo de todas feridas (Figura 6 A3, B3 e C3).

Na avaliacdo dos animais ao 7° dia observou-se formacgéo de crosta com
caracteristicas diferentes entre os grupos. Nos animais do grupo 1, a crosta
estava de cor mais clara e menos espessa, enquanto que nos do grupo 2 estava
mais ressecada, espessa e escura. A hiperemia nas lesdes animais de todos os
grupos foi discreta; o tecido de granulacdo variou entre moderado e acentuado
em todos os grupos e a fibrose foi observada de maneira discreta em todos os
grupos (Figura 6 A7, B7 e C7).

Na avaliacdo ao 14.° dia a crosta esteve ausente, a hiperemia foi
predominantemente discreta; o tecido de granulacdo discreto e a fibrose
acentuada (Figura 6 Al4, B14 e C14).

Nas lesbes analisadas ao 21.° dia, verificou-se que crosta estava
ausente; a hiperemia estava ausente; o tecido de granulacdo variou entre
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ausente, discreta e moderada e a fibrose, acentuada nos trés grupos (Figura 6
A21, B21 e C21).

No 30° dia, as lesbes estavam praticamente fechadas, o tecido de
granulacéo estava ausente e a fibrose foi observada de maneira acentuada nos
trés grupos (Figura 6 A30, B30 e C30).

5.2. Avaliagdo Microscopica

Na andlise microscopica ao 3° dia, a necrose estava acentuada nos trés
grupos; o infiltrado PNM variou entre discreto e moderado; o infiltrado MN,
predominantemente discreto; a hiperemia esteve acentuada no grupo 1 e
discreta a moderada nos grupos 2 e 3, com diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo 1 e 2; a angiogénese esteve ausente nos trés grupos;
a hemorragia variou entre discreta, no grupo 1, ausente e discreta no grupo 2 e
ausente, discreta e moderada no grupo 3; os fibroblastos variaram de maneira
estatisticamente significativa entre o grupo 1, onde predominou em quantidade
moderada e o grupo 2, com 100% ausente, estando discretos no grupo 3; fibrina
e colageno, ausentes nos trés grupos (Tabela 3; Figura 7. 3DAI: G1-A, G2-B e
G3-C e Figura 9. 3DAI: G1-A, G2-B e G3-C).

Ao 7.° dia, a necrose encontrava-se predominantemente moderada nos
trés grupos; o infiltrado PNM variou entre discreto, moderado e acentuado; o
infiltrado MN acentuado nos trés grupos; a hiperemia esteve entre discreta e
moderada; a angiogénese entre moderada e acentuada; a hemorragia entre
discreta, no grupol, discreta e acentuada no grupo 2 e discreta e moderada no
grupo 3; fibroblastos moderados nos trés grupos; fibrina entre discreta e
moderada; coldgeno ausente nos trés grupos (Tabela 3; Figura 7. 7DAI: G1-D,
G2-E, G3-F e Figura 9. 7DAI: G1-D, G2-E, G3-F).

Ao 14° dia, necrose e infiltrado PMN ausentes; infiltrado MN moderado
nos trés grupos; hiperemia, hemorragia e fibrina ausentes; angiogénese e
fibroblastos de moderados a acentuados e colageno acentuado nos trés grupos
(Tabela 3; Figura 7. 14DAI: G1-G, G2-H, G3-l1 e Figura 9. 14DAIl: G1-G, G2-H,
G3-I).

Ao 21° dia, necrose e infiltrado PMN ausentes; infiltrado MN variou entre
ausente, discreto, moderado e acentuado; hiperemia, hemorragia, fibrina

ausentes; angiogénese variou entre discreta e moderada; fibroblastos entre
32



moderado e acentuados; e colageno acentuado nos trés grupos (Tabela 3;
Figura 8. 21DAI: G1-J, G2-K, G3-L e Figura 10. 21DAI: G1-J, G2-K, G3-L).

No 30° dia, necrose e infiltrado PMN ausentes; infiltrado MN foi
predominantemente moderado; a hiperemia foi ausente nos grupos 1 e 3 e
discreta no grupo 2; na angiogénese houve diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo 1 e 2, estando ausente no grupo 1 e discreta a
moderada no grupo 2 e entre o grupo 1 e 3, ausente no grupo 1 e discreta no
grupo 3; hemorragia e fibrina ausentes nos trés grupos; os fibroblastos foram
predominantemente discretos nos trés grupos e o colageno estava acentuado
nos trés grupos (Tabela 3; Figura 8. 30DAI: G1-M, G2-N, G3-O e Figura 10.
30DAI: G1-M, G2-N, G3-0).
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Tabela 2. Macroscopia dos processos patoldgicos gerais em queimaduras de 3° grau experimentalmente provocadas em ratos e tratados com
sulfadiazina de prata 1% (G1); solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% (G2) e gel de A. vera

G1(n=3) G2 (n=3) G3(n=3)
E;?(():I%Z?ggs DAl % (n) % (n) % (n)
A D M Ac A D M Ac A D M Ac

Crosta 3 [3334(1) [3334(1) 33341 (313)'34 (313)'34 33,34 (1) ?13)'34 3334(1) |3334(1) |0,829
7 3334(1) | 66,6 (2) 66,6 (2) | 33,34 (1) 66,6 (2) |33.34 (1) 0,139
14 |66,6(2) 33,34 (1) 66,6 (2) (313)'34 66,6 (2) | 33,34 (1) 0,093
21 |66,6(2) |3334(1) (313)'34 66,6 (2) 100 (3) 0,439
30 | 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000

Hiperemia 3 100 (3) 100 (3) 100(3) 1,000
7 66,6 (2) |33:34 (1) 100 (3) 100 (3) 0,829
14 |66,6(2) 33,34 (1) 100 (3) f’f’)’S“ 66,6 (2) 0,829
21 |66,6(2 |[3334(1) 66,6 (2) |33,34 (1) 100 (3) 0,829
30 [100(@3) 100 (3) 100 (3) 1,000

Tec. Granulagédo 3 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
7 66,6 (2) 33,34 (1) 33,34 (1) | 66,6 (2) 3334(1) |66,6(2)  |0,829
14 |66,6(2) 33,34 (1) ?13)'34 666 (2) 66,6(2) |33,34 (1) 0,543
21 [3334(1) [3334(1) [3334(1) 66,6 (2) 33,34 (1) 33,34 (1) | 66,6 (2) 0,511
30 [3334(1) [666(2) 100 (3) 100 (3) 0,361

Fibrose 3 |100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
7 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
14 3334(1) | 66,6 (2) 33,34 (1) | 66,6 (2) 100 (3) 0,829
21 3334 (1) | 66,6 (2) 100 (3) 100 (3) 0,829
30 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000

Para a analise estatistica, as alterag6es foram consideradas da seguinte forma:

A-ausente, D-discreto; M-moderado; Ac-acentuado; e submetido ao teste de Kruskal Wallis.



Figura 6. Fotos da macroscopia das lesdes por queimadura de 3° grau experimentalmente
provocadas em ratos aos 3, 7, 14, 21 e 30 dias.

B30

35



Legenda: Fotos da macroscopia nas lesbes por queimadura de 3° grau
experimentalmente provocadas em ratos. A: Grupo 1, tratado com sulfadiazina de
prata 1%; B: Grupo 2, tratado com solugdo aquosa contendo 1% dos
conservantes do gel de A. vera 98% e C: Grupo 3, tratado com gel de Aloe vera a
98%. O numero acompanhado a legenda representa o dia experimental: A3, B3 e
C3: animais do 3° dia experimental, A7, B7 e C7: animais do 7.° dia; Al4, B14 e
C14: animais do 14.° dia; A21, B21 e C21: animais do 21° e A30, B30 e C30:
animais do 30.° dia (Escala em mm).
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Tabela 3. Microscopia dos processos patolégicos gerais em queimaduras de 3° grau experimentalmente provocadas em ratos e tratados com sulfadiazina

de prata 1% (G1); solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% (G2) e gel de A. vera a

Gl(n=3) G2 (n=3) G3(n=3)
ngfggjlsc?ss 2 % (n) % (n) % (n) D
A D M Ac A D M Ac A D M Ac

Necrose 3 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
7 100 (3) 333(1) | 666(2) 100 (3) 0,829
14 | 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
21 | 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
30 | 100(3) 100 (3) 100 (3) 1,000
InfiltradoPMN | 3 | 66,6(2) | 333(1) 333(1) | 333(1) | 333() 333 (1) B3 | 33301 0.511
7 666(2) | 333(1) 333 (1) 66,6 (2) 66,6 (2) 333 (1) 0,543
14 | 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
21 | 100(3) 100 (3) 66,6(2) | 333(1) 0,361
30 | 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
Infiltrado MN 3 100 (3) 66,6(2) | 333(1) 66,6 (2) 333 (1) 0,829
7 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
14 33(1) | 666(2) 100 (3) 100 (3) 0,829
21 333 (1) 66,6 (2) 333(1) | 666(2) 333(1) | 333(1) | 333(1) 0,139
30 333(1) | 666(2) 66,6(2) | 333(1) 333(1) | 333(1) | 333(1) 0,664

Hiperemia 3 100 (3) 66,6(2) | 333(1) 100 (3) 0,011 * G1 x G2
7 333(1) | 666(2) 333(1) | 333(1) | 333(1) 33(1) | 6662 0,929
14 | 100(3) 100 (3) 100 (3) 1,000
21 | 100(3) 100 (3) 100 (3) 1,000
30 | 100(@3) 333(1) | 6662 100 (3) 0,361
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Tabela 3. Microscopia dos processos patolégicos gerais em queimaduras de 3° grau experimentalmente provocadas em ratos e tratados com sulfadiazina

de prata 1% (G1); solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% (G2) e gel de A. vera a

Gl(n=3) G2(n=3) G3(n=3)
Processos
patoldgicos 2 % () % (n) % (n) p
A D M Ac A D M Ac A D M Ac
Angiogénese 3 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
7 100 (3) 66,6 (2) | 33.3(1) 100 (3) 0,139
14 66,6 (2) 333 (1) 100 (3) 333 (1) 66,6 (2) 0,439
21 100 (3) 33,3(1) | 66,6(2) 66,6 (2) 33,3(1) 0,439
0,05 * G2 xG1;
30 100 (3) 66,6 (2) | 333(1) 100 (3) G3xG1
Hemorragia 3 100 (3) 66,6 (2) | 333(1) 333(1) | 333() 33,3(1) 0,511
7 100 (3) 33,3(1) 66,6 (2) 66,6 (2) 33,3(1) 0,361
14 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
21 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
30 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
Fibroblastos 3 33,3(1) 66,6 (2) 100 (3) 100 (3) 0,011 * G1 xG2
7 100 (3) 100 (3) 100 (3) 0.071
14 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
21 33,3(1) 66,6 (2) 100 (3) 33,3(1) 66,6 (2) 0,829
30 100 (3) 66,6 (2) | 33,3(1) 66,6 (2) 33,3(1) 0,100
Fibrina 3 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
7 66,6 (2) 66,6 (2) | 33,3(1) 66,6 (2) 33,3(1) 0,993
14 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
21 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
30 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
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Tabela 3. Microscopia dos processos patolégicos gerais em queimaduras de 3° grau experimentalmente provocadas em ratos e tratados com sulfadiazina

de prata 1% (G1); solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% (G2) e gel de A. vera a

G1(n=3) G2 (n=3) G3(n=3)
patologicos | P % () % () % () ;
A Ac A D Ac A D M Ac

Colageno 3 | 100(@3) 100 (3) 100 (3) 1,000
7 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
14 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
21 100 (3) 100 (3) 333 (1) 66,6 (2) 0,829
30 100 (3) 100 (3) 100 (3) 1,000
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Figura 7. Fotomicrografia das lesdes por queimadura de 3° grau experimentalmente provocadas
em ratos aos 3,7 e 14 dias ap0s a indugéo da lesao.
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Legenda: Fotomicrografia das les6es por queimadura de 3° grau experimentalmente provocadas

em ratos. 3 DAI: 03 dias ap0s indugdo da lesdo: A - Grupo 1, tratado com sulfadiazina de prata a
1%; B - Grupo 2, tratado com solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera
98% e C - Grupo 3, tratado com gel de Aloe vera a 98%. 7 DAI: 07 dias ap6s-indu¢éo da lesédo: D
— G1 tratado com sulfadiazina; E — G2, tratado com solucdo aquosa contendo 1% dos
conservantes do gel de A. vera 98% e F- G3 tratado com gel de Aloe vera a 98%. 14 DAI — 14
dias apo6s indugdo: G — G1 tratado com Sulfadiazina de Prata 1%; H - Grupo 2, tratado com
solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% e | - Grupo 3, tratado com
gel de Aloe vera a 98% (escala em micrémetros).
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Figura 8. Fotomicrografia das lesdes por queimadura de 3° grau experimentalmente provocadas
em ratos aos 21 e 30 dias apés inducao da leséo.

Gl G2

Legenda: Micrografia das lesGes por queimadura de terceiro grau experimentalmente provocadas
em ratos. 21 DAI: lesdo: J - Grupo 1, tratado com sulfadiazina de prata a 1%; K - Grupo 2, tratado
com solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% e L - Grupo 3, tratado
com gel de Aloe vera a 98%. 30 DAI: M — G1 tratado com sulfadiazina; N — G2, tratado com
solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% e O - G3 tratado com gel
de Aloe vera a 98%. (escala em micrémetros).

41



Figura 9. Fotomicrografia das lesdes por queimadura de 3° grau experimentalmente provocadas
em ratos aos 3,7 e 14 dias ap0s indugao da leséo.

Legenda: Fotomicrografia das leses por queimadura de 3° grau experimentalmente provocadas
em ratos. 3 DAI: 03 dias ap0s inducdo da lesdo: A - Grupo 1, tratado com sulfadiazina de prata
1%; B - Grupo 2, tratado com solu¢do aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera
98% e C - Grupo 3, tratado com gel de Aloe vera a 98%. 7 DAI: 07 dias apés-indugédo da lesdo: D
— G1 tratado com sulfadiazina; E — G2, tratado com solugdo aquosa contendo 1% dos
conservantes do gel de A. vera 98% e F- G3 tratado com gel de Aloe vera a 98%. 14 DAl — 14
dias ap6s inducédo: G — G1 tratado com sulfadiazina de prata 1%; H - Grupo 2, tratado com
solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% e | - Grupo 3, tratado com
gel de Aloe vera a 98% (escala em micrémetros).
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Figura 10. Fotomicrografia das lesdes por queimadura de 3° grau experimentalmente provocadas
em ratos aos 21 e 30 dias ap6és inducao da leséo.

Legenda: Fotomicrografia das lesdes por queimadura de terceiro grau experimentalmente
provocadas em ratos. 21 DAI: lesdo: J - Grupo 1, tratado com sulfadiazina de prata a 1%; K -
Grupo 2, tratado com solugdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% e L -
Grupo 3, tratado com gel de Aloe vera a 98%. 30 DAI: M — G1 tratado com sulfadiazina; N — G2,
tratado com solucdo aquosa contendo 1% dos conservantes do gel de A. vera 98% e O - G3
tratado com gel de Aloe vera a 98%. (escala em micrometros).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo se prop6s a avaliar a atividade cicatrizante do gel de
A. vera L. a 98% em queimaduras de terceiro grau experimentalmente
provocadas em ratos e descrever as caracteristicas macroscopicas,
morfométricas e microscopicas das feridas em comparacdo com 0S animais
submetidos as mesmas lesdes, tratados com sulfadiazina de prata a 1% e
solugdo aquosa contendo 1% de conservantes do gel de A. vera a 98%,
avaliando-as aos 3, 7,14, 21 e 30 dias ap0s a indugéo da lesao.

Na avaliacdo macroscopica e morfométrica ndao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os animais tratados com sulfadiazina de
prata 1%(G1), solucdo aquosa contendo 1% de conservantes do gel de A. vera
a 98% (G2) e o gel de A. vera a 98% (G3), nos parametros: crosta, hiperemia,
tecido de granulacéo e fibrose, porém, microscopicamente houve diferencas no
3° dia ap6s inducédo (DAI): a hiperemia esteve acentuada no grupo 1 e discreta a
moderada nos grupos 2 e 3, com diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos 1 e 2; os fibroblastos variaram de maneira estatisticamente significativa
entre os grupos 1 e 2, onde predominou quantidade moderada no grupo 1 e o
grupo 2, 100% ausentes, estando discretos no grupo 3; nha angiogénese,
avaliada no 30° DAI, observou-se diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos 1 e 2, estando ausente no grupo 1 e discreta a moderada no grupo 2
e entre os grupos 1 e 3, ausente no grupo 1 e discreta no grupo 3.

Semelhante resultado foi observado no trabalho de Cuttle et al. (2008)
realizado em modelo de feridas por queimadura na pele de suinos, que
comparou gel de A. vera, saliva humana e um curativo da “Rye
Pharmaceuticals”, todos aplicados diretamente na lesdo. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas no grau de contracdo das feridas, na morfometria
e na reepitelizacdo, parametros avaliados nesse estudo. Entretanto, outros
estudos relataram que o gel da A. vera promoveu uma cicatrizagcdo mais efetiva
e uma reepitelizacdo mais precoce do que a sulfadiazina de prata a 1% em
modelos animais, como o de Tarameshloo et al., (2012) que comparou o gel de
A. vera, a sulfadiazina de prata a 1% e creme a base de horménio de tireoide em

feridas por incisdo cirirgica em ratos Wistar e Segundo et al. (2009) que
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comparou a A. vera in natura e o extrato hidroalcodlico de propolis na contracao
de feridas cutdaneas em ratas. Em modelos humanos, Khorasani et al. (2009)
compararam O processo de cicatrizacdo de feridas em pacientes com
gueimaduras de segundo grau utilizando spray a base de gel de A. vera e
sulfadiazina de prata a 1% sendo observada uma reepitelizagcdo mais precoce
com a A. vera. Visuthikosol et al. (1995) observaram resultado semelhante ao
tratar pacientes com queimadura de espessura parcial com gel de A. vera e com
gaze vaselinada, constatando que a A. vera proporcionou uma cicatrizagdo mais
rapida.

Ndo se observou, no presente estudo, diferencas no processo
inflamatorio (infiltrado PMN e infiltrado MN) entre os animais tratados com
sulfadiazina de prata 1% e o gel de A. vera a 98%.

Estudos relatam que a A. vera possui propriedades anti-inflamatérias e
cicatrizantes devido a alguns de seus constituintes, como a acemanana, aloina e
aloe-emodina, dentre outras (CHOI; CHUNG, 2003; FREITAS; RODRIGES;
GASPI, 2014; HAMAN, 2008; SURJUSHE; VASANI; SAPLE, 2008).

Oryan et al (2010) avaliaram o efeito do extrato aquoso da A. vera em
feridas cutaneas por excisdo em ratos em comparagao a um grupo controle nao
tratado e observaram que a A. vera acelerou a reepitelizacdo e a contracéo da
ferida; Rodrigues-Bigas, Cruz e Soares (1988) compararam gel de A. vera,
sulfadiazina de prata e creme de &cido salicilico em queimaduras de espessura
total por placa quente em suinos e observaram que a A. vera promoveu uma
cicatrizacdo precoce em relacdo aos demais farmacos. Shahzad e Ahmed
(2013) compararam o gel de A. vera e a sulfadiazina de prata 1% em feridas de
expessura superficial e parcial em 50 pacientes e observaram que a A. vera
propiciou reepitelizacao e cicatrizacdo precoces em comparacao a sulfadiazina.
Entretanto, algumas pesquisas que avaliaram a atividade cicatrizante de
derivados obtidos da A. vera, apresentaram resultados diferentes. Kaufman et al.
(1988) aplicaram gel de A. vera em queimaduras de segundo grau feitas em
suinos comparando-as com a aplicacdo de sulfadiazina de prata 1% e
observaram que a reepitelizacdo e a contracdo das feridas foi maior no grupo

tratado com sulfadiazina.
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Em humanos, um estudo que avaliou o efeito da A. vera em feridas
ginecologicas observou que ela retardou o processo de cicatrizagdo em
aproximadamente 30 dias (SCHMIDT; GREENSPOON, 1991).

Mediante esses resultados conflitantes, uma questéo a ser ressaltada €
que diferentes estudos com diferentes concentracdes, bem como o modo de
preparo da A. vera, ou seja, a auséncia de padronizacdo no preparo e nas
concentracdes, torna dificil uma conclusdo mais especifica sobre o gel de A.
vera em queimaduras, sendo necessarios ensaios clinicos mais detalhados
quanto as preparacdes do gel e a qualidade das preparagdes (MAENTHAISONG
et al. 2007).

The Internacional Aloe Sciente Council (2012) usa critérios para avaliar a
qualidade da A. vera, que sao: (a) concentracdo de soélidos totais, (b)
concentracdo do calcio, (c) concentragcdo do magnésio e (d) concentracdo do
acido maélico, critérios estes inclusos no programa de certificacdo de qualidade
da A. vera. Estes fatores sao utilizados como critérios porque sdo 0s menos
afetados pelas condicdes do solo, época de colheita, quantidades de chuva,
dentre outros, 0 que leva a crer que muitas sao as variaveis que afetam os
constituintes quimicos em qualquer planta cultivada, particularmente nas plantas
com fins medicinais.

Necesséario e recomendado seria utilizar derivados da A. vera
certificados conforme sugerido pelo The Internacional Aloe Sciente Council
(2012).

Outra questédo relevante refere-se as diferentes metodologias utilizadas
para a avaliacdo do atividade cicatrizante da A. vera: Chithra, Sajithal e
Chandrakasan (1998) avaliaram a influéncia da A. vera na cicatrizagéo de lesdes
da derme em ratos com diabetes e com feridas de espessura total feitas por
incisdo; Segundo et al. (2007) utilizaram a A.vera in natura no tratamento de
feridas feitas por bisturi com 1,5 cm? de area em ratos e Hajhashemi, Ghannadi
e Heidari (2012); Mendonca et al. (2009) e Tarameshloo et al. (2012), utilizaram
feridas incisionais com suturas.

Essas diferencas na metodologia quanto ao tipo e profundidade das
lesdes podem influenciar nos resultados das pesquisas que avaliam 0 processo

de cicatrizag&o de feridas pela A. vera.
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O presente estudo utilizou como metodologia a realizacdo de ferida de
4cm? por escaldadura a 96° C, de terceiro grau, que apresentou necrose em
toda a sua extensao, e que necessitou obrigatoriamente de desbridamento. Isso,
por si sO elenca uma quantidade de variaveis maior do que outras metodologias
que utilizaram feridas incisionais, feridas com suturas, dentre outras, onde a
area lesionada foi menor, o tipo de cicatrizacdo predominantemente foi de
primeira intencdo e por isso as chances de complicacbes ou demora no
processo de cicatrizacdo foram menores. O desbridamento nesse estudo foi feito
principalmente para remover o tecido morto pela inducéo da queimadura, desta
forma, evitando a contaminacdo bacteriana e possibilitando o fechamento da
lesé@o pela migracédo celular.

Assim, algumas perguntas podem ser geradas a partir desse trabalho:

Com metodologias comparaveis a de outros trabalhos, isto €,
trabalhando critérios de comparabilidade entre pesquisas, seria possivel aferir
diferencas entre as qualidades das matérias-primas utilizadas nos diferentes
trabalhos? Isto permitiria ver até que ponto a alteracdo nas metodologias poderia
alterar os resultados.

Com metodologias e procedimentos diferentes, levando em conta
ambientes de lesdes mais desfavoraveis e com maiores alteracdes metabdlicas
locais, os resultados obtidos no presente estudo, de fato, poderiam ser menos
eficazes do que os encontrados em ambientes e em tipos de lesdes de melhor
possibilidade de reparacao tecidual?
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7 CONCLUSOES

Na avaliacdo dos resultados macroscopicos, cujos parametros foram:
crosta, hiperemia, tecido de granulacdo e fibrose ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos 1, 2 e 3 quando
comparados ao 3.°, 7.°, 14.°, 21.° e 30°.

Na morfometria, que analisou o grau de contracdo das feridas,
igualmente ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos 1, 2 e 3 quando comparados ao 3.2, 7.°, 14.°, 21.° e 30°.

Na avaliagdo dos resultados microscépicos, foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas nos seguintes parametros: no 3.° DAI,
a hiperemia e os fibroblastos foram maiores no grupo 1 quando comparado ao
grupo 2; aos 30° DAI, a angiogénese esteve em maior quantidade no grupo 2 e
3 quando comparados ao grupo 1. Os demais parametros: necrose, hiperemia,
hemorragia, fibrina e coldgeno, ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando comparados o0s grupos ao 3°, 7°, 14°, 21° e 30° DAI.

O gel de A. vera a 98% do presente estudo nao apresentou melhor
eficAcia em relacdo a sulfadiazina de prata a 1%, entre os trés grupos, quando

comparados nos dias experimentais.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais

Centro Universitario

FUNDAGAO UNIRG
CENTRO UNIVERSITARIO UNIRG
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

PROJETODE PESQUISAENVOLVENDO ANIMAIS

Protocolo:013/2013

Titulo do Projeto de Pesquisa:Avaliacido da atividade cicatrizante dos extratos de
Caléndula oficinalis L. e Aloe vera L. em queimaduras experimentalmente
provocadas em ratos

Pesquisador Responsavel: Profa. Msn. Gisela Daleva Costa Guadalupe
Instituicao: Centro Universitario UnirG

Data do Parecer: 20/12/2013

PARECER

O Comité de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario UnirG apreciou o
protocolo em tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da lei Federal
11.794, sendo respeitados os Principios Eticos da Experimentagdo Animal do
COBEA. Portanto, manifesta-se pela sua APROVACAQO. Ficando assim LIBERADO
para o inicio da pesquisa e sendo obrigatorio a entrega neste CEUA-UNIRG do
relatorio semestral e de conclusao ao final da pesquisa. Comunicar por escrito,

toda e qualquer modificagdo no projeto.

Gurupi, 20 de janeiro de 2014.

DPorine, Y do Lot

Prof. M.Sc. Bruno Nunes do Vale
CPF:925.395.561-91
Coordenador do CEUA-UNIRG
Ato da Reitoria 006/2011
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9.2 Anexo 2 - Laudo da sulfadiazina

_ i
Certificado de Andlise

Nr.Ctrl 036397 00-036323 07G0023/3483

E Dalera

BEMRICT

SULFADIAZINA DE PRATA MICRONIZADA
C.A.S.: 22199-08-2 D.CB.: 08118 Seq.10/11 Pagina: 1/2 236
Data de Fabricagao: 1/7/2012 Lote de Fabricagao: FPSSD 1207011 Produda ansceines o8
¢ = seguintes volumes
Data de Validade: 28/6/2017 Pais de Origem: INDIA 1
Lote Galena (CIQ): 1209024301 Nota Fiscal: 0156236
Ordem Fracionamento (OF): 336338
Dados do Requisitante
Requisitante: GALENA QUIMICA E FARMACEUTICA LTDA. CNPJ: 57.442.774/0001-90 Fone: 0800 7714 270
Enderego: RUA PEDRO STANCATO, 860 - CAMPO AMARAIS Cidade: CAMPINAS/SP CEP: 13.082-050
Férmula Molecular: C10H9AgN402S
Classe Terapéutica: Antibacteriano
ARMAZENAMENTO: Armaz.Temp. Ambiente, em recipiente fechado protegido da luz e umidade.
Produto Fotossensivel
Incerteza de
Analises/Componentes Especificagdes Medigéo (U) Resultados das anélises
IDENTIFICACAQ -
Infravermelho (0) Positivo Positivo
TLC (0) Positivo Positivo
Prata (0) Positivo Positivo
SOLUBILIDADE
Cloroférmio (0) Praticamente insoluvel Praticamente insoidvel
Eter ((©)] Praticamente insoltGvei Praticamente insoltvel
Acetona (0) Pouco scltvel Pouco soluvel
Amonia a 30% (0) Facilmente soluvel Facilmente soltvel
Alcool (0) Praticamente insolGvel Praticamente insoltvel
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS i
Descrigdo (0) ~¢ cristalino branco a branco- Pé cristalino branco-creme, ligeiro odor
creme, inodoro ou ligeiro odor
Doseamento (0) 98,0% a 102,0% (calculado sobre a 1,4% 100,57 %
base seca)
Perda por dessecagdo (1) Nao mais que 0,5% 017% 04%
Contetdo de Prata (0) 29,3% a 30,5% 299%
Pureza Cromatografica (0) Conforme Conforme
Densidade aparente (2) Informativo 0.4 g/mL
Limite de nitrato (0) Nao mais que 0,1% <01%
OBSERVAGCOES
- Os resultados presentes neste Certificado de Analise, tem seus valores restritos a este lote.
- As analises foram realizadas no Laboratério de Controle da Qualidade Galena. oty
Referéncias: (0) Farmacopéia Americana, 33* Edicao; (1) ; (2) Conforme metedologia interna Galena..
- A incerteza expandida de medigdo relatada é declarada como a incerteza padrdo da medigdo multlplicgda pelo fator de abrang;ncia K
Para o ensaio Agua por Karl Fisher K= 2,52, pH K=2,37; Ponto de Fusdo k=2,65; Perda por Dessecagao K=2,10 para os Sema!s testes do
escopo K=2 que para uma distribuigio normal corresponde a uma probabilidade de abrangéncia de aproxmadamente 95%.
A incerteza padrdo de medig3o foi determinada de acordo com a publicagdo EA-4/02.
pUS——
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Resultado: ( X ) Aprovado Dt.Inicio: 27/09/2012 Dt.Término: 27/09/2012
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