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“Muito, muito grande é o poder que existe
Nas ervas, plantas, pedras e reais virtudes:
Pois nenhum ser que na terra viva é tao vil

Que a terra um dom especial ndo dé,

Dentro da casca nascente dessa flor fragil

O veneno tem moradia e 0 remédio forca”.

Shakespeare



RESUMO

Trata-se de um estudo experimental, cujo objetivo foi avaliar a atividade antimicrobiana e
o0 potencial citotoxico do gel da Aloe vera e discutir seu uso topico em queimaduras. Para
tanto, foram coletadas folhas da A. vera em hortas comunitarias da cidade de Palmas-TO, e
processadas para obtencdo do gel, a fim de mimetizar a forma do uso popular da planta no
tratamento de lesdes por queimaduras. O gel foi dividido em dois grupos para teste, in
natura (Grupo A) e liofilizado (Grupo B). A atividade antimicrobiana foi realizada pelo
método de macrodiluicio em agar e microdiluicdo em caldo para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentragdo bactericida minima (CBM), para
micro-organismos comumente identificados em lesGes infectadas de individuos queimados.
Ensaios de fragilidade osmédtica eritrocitaria (FOE) foram realizados para avaliacdo da
citotoxicidade. Os resultados dos testes experimentais sugerem que a Aloe vera, cultivada
em Palmas-TO, possui atividade antimicrobiana de natureza bacteriostatica para S. aureus,
E. cloacae, A. baumanii, P. aeuruginosa, E. coli e ,para C. albicans, tanto na forma in
natura como liofilizada. Resultados obtidos para K. pnemoniae diferiram dos demais
micro-organismos testados, com atividade antimicrobiana apenas para gel liofilizado.
Quanto a citotoxicidade, ndo houve taxa de hemolise significativa (p<0,05), bem como
deformidade em membrana celular, que evidenciasse risco tdéxico no uso do gel da planta
para as concentragdes maximas testadas:100 % in natura e 20 mg/ml do extrato do gel
liofilizado. No que tange ao uso popular do gel in natura no tratamento de queimaduras, as
evidéncias deste estudo corroboram para a seguranca do uso tdpico. Entretanto, mais
estudos de como ocorre a absor¢cdo e metabolizacdo dos componentes do gel devem ser
realizados.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, Fitoterapia, Medicina Tradicional.



ABSTRACT

This is an experimental study whose objective was to evaluate the antimicrobial property
and toxicity risk of Aloe vera gel and to discuss its topical use in burns. Therefore, A. vera
leaves were collected in community vegetable gardens in the Palmas-TO city, and
processed to obtain the gel, in order to mimic the popular use form of the plant in the
treatment of burn injuries. The gel was divided into two testing groups, in natura (Group
A) and lyophilized (Group B). The antimicrobial activity was performed by agar
macrodilution and broth microdilution to determine minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC), for microorganisms commonly
identified in infected lesions of burned individuals. Erythrocyte osmotic fragility test
(EOS) were performed to evaluate cytotoxicity. The experimental tests results suggest that
Aloe vera grown in Palmas-TO has antimicrobial activity of bacteriostatic nature for S.
aureus, E. cloacae, A. baumanii, P. aeuruginosa, E. Coli and C. albicans, both in the in
natura and lyophilized form. Results obtained for K. pnemoniae differed from the other
microorganisms tested, with antimicrobial activity only for lyophilized gel. As for
cytotoxicity, there was no significant hemolysis rate (p <0,05), as well as cell membrane
deformity, which showed a toxic risk in the use of the plant gel at the maximum
concentrations tested 100% in natura and 20 mg / ml of lyophilized gel extract. Regarding
gel popular use in natura in the treatment of burns, the evidences of this study corroborate
for the safety of topical use. However, further studies of how absorption and metabolism
occur should be performed.

Keywords: Wound healing, Phytotherapy, Tradicional Medicine.
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1 INTRODUCAO

A Aloe vera, popularmente conhecida como babosa, € uma herbacea pertencente a
familia Xanthorrhoeaceae. Trata-se de uma xerofita cujas folhas verdes de disposicéo
alternada e simples, sdo grossas, alongadas e acuminadas, com bordas envoltas de fortes
dentes espinhosos. Suas folhas séo estratificadas em duas partes principais: uma exterior
composta pela casca verde que inclui os feixes vasculares; e outra que forma o tecido
interior, de aspecto mucilaginoso e incolor (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014;
LORENZI; MATOS, 2008; PALHARIN et al., 2008; RAMOS; PIMENTEL, 2011).

O contetdo incolor e viscoso, extraido do parénquima das folhas, possui acéo
cicatrizante, antibacteriana, antifangica e antiviral, muito utilizado por suas propriedades
medicinais (FOSTER; HUNTER; SAMMAN, 2011).

Para equivaléncia de conceitos, considera-se planta medicinal, toda planta que
exerca alguma acdo terapéutica quando administrada. Quando a planta medicinal é
submetida ao processo de industrializacdo para conversao a um medicamento, tem-se como
resultado o fitoterapico. E denomina-se fitoterapia o tratamento realizado com plantas
medicinais (FIRMO et al., 2011; WHO, 2004).

Embora a utilizacdo de plantas como recurso terapéutico seja pratica antiga, seu uso
tem aumentado acentuadamente nas Ultimas décadas (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS,
2008). Atualmente existe um crescente interesse mundial por produtos advindos da
biodiversidade e, nesse contexto, o Brasil se encontra em uma posicdo de destaque, sendo
detentor de grande diversidade bioldgica, despontando com uma grande variedade de
espécies vegetais com potencial medicinal (GADELHA et al.,2015).

Apesar da ampla utilizacdo medicinal das plantas, existe pouca informacéo
disponivel acerca dos seus constituintes, bem como sobre 0s riscos potenciais de seu uso a
salde humana, sendo 0 empirismo 0 guia para 0 uso popular dos vegetais com intuito
terapéutico (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

Nesse sentido, vale ressaltar que mesmo as plantas medicinais estabelecidas pelo
uso popular apresentam atividade tdxica. A toxicidade esta relacionada ao mecanismo de
defesa das plantas, modo pelo qual se protegem contra virus, fungos, bactérias, e animais
predadores Dentre os principios ativos responsaveis pelas intoxicacdes destacam-se 0s
saponinas, os glicosideos cardioativos, as resinas e os oxalatos (FONSECA; PEREIRA,
2004; PARDAL; ITHO, 2016).



A toxicidade pode estar associada também a outros contaminantes presentes nos
produtos, como 0s metais pesados, ou ainda deve-se a interagdes entre os fitoterapicos e o0s
medicamentos, conforme as caracteristicas de cada paciente (idade, sexo, condicbes
fisioldgicas, caracteristicas genéticas, grau de comprometimento hepatico e renal)
(BALBINO; DIAS, 2010; DULGER, 2012; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A intoxicagdo por vegetais € considerada um agravo a saude mundial. Os EUA
detém a representacdo de cerca de 10% do total das intoxicacdes registradas, seguidos da
Italia com 6,5%; Turquia, 6% e Franca com 1,5%. O Brasil, segundo dados do Sistema
Nacional de Informagbes Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX), teve registrado em 2012
taxa de intoxicacdo por plantas de 1,2%, o que corresponde a oitava causa de
envenenamentos no pais (PARDAL; ITHO, 2016; SINITOX, 2015).

Neste contexto, a farmacovigilancia de plantas medicinais e fitoterapicos ¢ uma
preocupacao emergente, cujo desafio € identificar os fatores de riscos, mecanismos de agdo
e efeitos indesejaveis, padronizar termos e divulgar experiéncias, a fim de permitir seu uso
seguro e eficaz (VASCONCELOS; VIEIRA; VIEIRA, 2009; WHO, 2004).

No Brasil, em fevereiro de 2006, o Conselho Nacional de Salde aprovou por
unanimidade o documento que embasa a Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Sadde (SUS), em que uma das vertentes é
a fitoterapia (BRASIL, 2006). Em abril de 2012, oito medicamentos fitoterapicos foram
inseridos na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) para
disponibilizacdo a populacdo, dentre eles, o creme a base de babosa, uma alternativa
economicamente vidvel para o tratamento de feridas e queimaduras (FERREIRA; PAULA,
2013).

A queimadura ¢ uma lesdo dérmica, com ou sem comprometimento de outros
tecidos, ocasionada por um agente externo que pode ser de etiologia térmica, elétrica,
quimica ou radioativa (LEAO, 2011).

A Aloe vera tem seu uso popular difundido, sendo o gel amplamente empregado no
tratamento tdpico das queimaduras. Estudos recentes tem demonstrado o potencial e a
eficacia na cicatrizacdo de lesdes desta natureza (COLET et al., 2015; HOSSEINIMEHR et
al., 2010; RAMOS; PIMENTEL, 2011). Segundo Hosseinimehr et al. (2010) a A. vera tem
efeitos antimicrobianos e anti-inflamatorios. Além disso, de acordo com Ramos e Pimentel

(2011), o uso tdpico da Aloe vera desempenha o papel de fornecer maior oxigenacao ao



tecido, aumentando a vascularizacdo e a quantidade de colageno na remodelagem do tecido
cicatricial.

De acordo com Hosseinimehr et al. (2010), as queimaduras sdo lesdes graves, de
tratamento prolongado e demandam altos custos de cuidados de satde pela complexidade
assistencial.

A obstrugao vascular por leséo dos vasos dificulta a chegada de antimicrobianos e
de componentes celulares do sistema imune na area queimada, em virtude disso, o
tratamento topico é amplamente empregado (MACEDO et al.,, 2005). Atualmente,
produtos impregnados com prata, em especial a sulfadiazina de prata (SDP),
C10HeAgN,4O,S, sdo as substancias topicas mais utilizadas no tratamento da queimadura
por sua atividade antimicrobiana. Entretanto, o uso prolongado dessa substancia demostra
um retardo na cicatrizacdo, como um efeito adverso da prata, além do risco de causar
toxicidade renal e leucopenia (KHORASANI et al., 2009).

Segundo Rempell, Tizzoti e Vasco (2011) a sepse, complicagdo mais severa dos
processos infecciosos, € a maior causa de morbimortalidade em pacientes queimados. Os
autores explicam ainda, que além da destruicdo da barreira epitelial, a presenca de
proteinas desnaturadas e tecidos desvitalizados proporcionam um excelente meio para o
desenvolvimento e a proliferagdo de microrganismos.

O Staphylococcus aureus € um dos principais patdgenos encontrados em pacientes
qgueimados e sua letalidade é de aproximadamente 30%. Outros tipos de bactéria também
representam preocupacdo quando se trata de infec¢bes hospitalares, e também estdo
associadas a graves infeccdes em pacientes queimados, tais como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Enterobacter
cloacae e outras bactérias gram-negativas, bem como fungos, especialmente a Candida sp.
(GONELLA etal., 2016; HENRIQUE et al., 2013; OLIVEIRA; SERRA, 2011).

Diante do uso popular e da necessidade de se ampliar o conhecimento sobre as
propriedades farmacologicas e os riscos de utilizacdo de plantas medicinais, 0 presente
estudo teve como objetivo investigar a atividade antimicrobiana da Aloe vera frente a
microrganismos comumente encontrados em quadros infecciosos de lesdes por
queimadura, bem como verificar o risco toxicoldgico do uso da planta, correlacionando

suas propriedades ao emprego popular no tratamento de queimaduras.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queimaduras

As queimaduras s@o lesbes cuténeas causadas pela acdo direta ou indireta da
energia na forma de calor de agentes fisicos, quimicos, elétricos ou radioativos. Estas
lesbes podem comprometer diferentes estruturas organicas e sdo avaliadas conforme a
profundidade e extensdo do trauma nos tecidos (FERREIRA; PAULA, 2013; GIORDANI
et al., 2016). Segundo Ungureanu (2014), constituem um importante problema de saude
publica ao se considerar a incidéncia, a gravidade da lesdo, progndstico, complicaces,
tempo de tratamento, bem como os danos funcionais, estéticos, os efeitos psicoldgicos e
sociais aos individuos expostos.

Trata-se de um trauma grave que estd associado a uma alta taxa de morbidade e
mortalidade. Estima-se que no mundo ocorram aproximadamente 265 mil mortes causadas
por queimadura ao ano, sendo a maioria delas em paises subdesenvolvidos. No Brasil, em
torno de um milhdo de pessoas sdo vitimas de queimadura a cada ano, dos quais 40 mil
demandam hospitalizacdo. Além disso, a queimadura esta entre as principais causas de
morte externa no pais, perdendo apenas para outras causas violentas como acidentes de
transporte e homicidios (GONELLA et al., 2016; SILVA et al., 2015).

Segundo Gawryszewski et al. (2009), os acidentes resultantes em queimaduras
acometem principalmente criancas até 12 anos de idade, que representam 32,7% dos casos
com alta incidéncia de acidentes domésticos, seguido de homens na faixa etéaria dos 30 a 49
anos com 29% dos casos e da faixa etéria de 20 aos 29 anos com 23,8%.

Quanto as causas, Ungureanu (2014) aponta que 0s agentes etiol6gicos tem um
determinado padrdo de incidéncia. Assim, o escaldamento é causa mais frequente 62%,
seguida pelo fogo 20%, lesdo elétrica 8%, queimaduras de contato de 5% e acidentes

coletivos (geralmente explosdes) 5%.

2.1.2 Classificagéo

As queimaduras sdo classificadas de acordo com o agente etiologico, a

profundidade e area de superficie corporal queimada (SQC). Tais dados determinam a



extensdo e auxiliam na avaliagdo da gravidade e na escolha do melhor tratamento
(FERRERA; PAULA, 2013; MOSER; PEREIMA, PEREIMA, 2013).

Assim, quanto a profundidade, considera-se lesdo de primeiro grau a queimadura
cujo comprometimento se restringe a epiderme, no qual o local apresenta eritema, calor e
dor que evolui com descamagdo e minima repercussao sistémica. Na queimadura de
segundo grau tem-se, além da epiderme, a agressdo a derme. Assim, o local da lesdo
apresenta dor, eritema, edema, flictemas, erosdo e ulceracdo, sendo a cicatrizacdo mais
lenta e pode ocorrer sequelas como a discromia ou cicatriz. Nas leses de terceiro grau
tem-se a destruicdo da epiderme, derme e 0 acometimento do tecido subcutéaneo, podendo
atingir tenddes, ligamentos, tecido muscular e 6sseo. A lesdo apresenta-se esbranquicada
0u negra, seca e inelastica. Ndo ha dor devido a destrui¢do das terminagdes nervosas. Além
disso, ndo ha retorno capilar e 0s vasos sanguineos estdo comprometidos por coagulacgéo.
Nesses casos ndo ha regeneracdo espontdnea sendo indicada a enxertia e quando ha
cicatrizacdo esta apresenta retracdo de bordas (Figura 1) (GIORDANI et al., 2016;
MONTES; BARBOSA; NETO, 2011; MOSER; PEREIMA, PEREIMA, 2013).

Figura 1. Classificacdo da queimadura por profundidade.

(A) Primeiro Grau; (B) Segundo Grau; (C) Terceiro Grau. Fonte: adaptado de:
http://offshorebrasil.blogspot.com/2010/05/queimaduras.html

Para determinar o valor aproximado da area de extensdo corporal queimada
utilizam-se atualmente duas tabelas, uma delas é a regra dos nove (Figura 2), na qual se
pontuam até nove pontos, associada a cada regido do corpo, frequentemente usada nas
salas de emergéncia para avaliar paciente adulto, destacando que essa tabela ndo é indicada



para mensurar queimaduras em criancas, pela possibilidade de inducéo a erros grosseiros
(OLIVEIRA; MOREIRA; GONCALVES, 2012).

Figura 2. Esquema da regra dos nove na determinacao da extensao da queimadura

Fonte: http://www.brandverletztenbehandlung.at/02_Grundlagen/Ersthelfer.htm

A outra tabela bastante utilizada e de maior precisdo é a Lund-Browder, este
método leva-se em consideracdo as proporcdes do corpo em relacdo a idade a um valor
pré-estabelecido. Nesse caso, considera-se a superficie corporal da crianca semelhante a do
adulto, a partir da puberdade. Comumente, os profissionais da saude classificam as
queimaduras como leve, médio e de grande porte. Assim, se a lesdo atinge menos de 10% é
considerada leve, quando o comprometimento é entre 10% a 20% da superficie corpoérea,
denomina-se em médio queimado, e grande queimado, aquele que teve uma lesdo que
comprometeu mais de 20% da area corporal (OLIVEIRA; MOREIRA; GONCALVES,
2012).

2.1.3 Infeccdo

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, que é vital para a
preservacao da homeostase corporal, cuja funcdo € manter a barreira fisica, regulacdo

térmica, producdo de hormonios, percepgdo sensorial e imunocompeténcia. Sabe-se que a



queimadura ocasiona a ruptura da integridade tissular, assim, a descontinuidade torna o
tecido vulneravel a invasdo de micro-organismos patogénicos ocasionando infeccéo
(FERREIRA; PAULA, 2013; HENRIQUE et al., 2013).

A infeccdo e a sepse estdo entre as complicacbes mais graves nos pacientes
queimados, cujo desfecho em muitos casos € o 6bito (MONTES; BARBOSA; NETO,
2013; SILVA et al., 2015).

Gonella, Quevedo e Garbossa (2014) explicam que 0s microrganismos podem ser
originarios de locais diversos de origem endogena e exdgena, desde o local do acidente a
microbiota do proprio paciente. De acordo com Henrique et al. (2013) as feridas sdo
geralmente colonizadas nas primeiras 48h por bactérias gram-positivas pos-queimadura, o
que pode ser reduzido com a terapia topica por agentes antimicrobianos. Apés em média 5
a 7 dias, eventualmente, essas feridas passam a ser colonizadas por outros micro-
organismos, incluindo bactérias gram-negativas, leveduras e derivados da microbiota
gastrointestinal e do trato respiratério superior ou até mesmo do ambiente hospitalar que
sdo transferidas pela manipulacdo dos profissionais da saude. Gonella, Quevedo e
Garbossa (2014) enfatizam ainda, a necessidade do monitoramento continuo da microbiota
da leséo do queimado.

A ferida da queimadura, a principio é estéril, se ndo foram colocados materiais
contaminados sobre a area queimada ou se o0 paciente ndo houver caido sobre superficies
sujas. O periodo de infeccdo varia em média de 24 a 72 horas (GONELLA et al., 2016). E
importante ressaltar que o risco de infeccdo aumenta proporcionalmente com a extensdo e
profundidade da queimadura (SODRE et al., 2015).

No paciente queimado a proliferacdo de micro-organismos é favorecida pela
presenca de proteinas desnaturada e pelo tecido desvitalizado ocasionado pela injuria
térmica. Além disso, ha a obstrucdo vascular que dificulta a entrada de antimicrobianos e
de componentes celulares do sistema imune na area queimada (HENRIQUE et al., 2013).

Um dos principais patdgenos encontrados em hemoculturas de pacientes queimados
é o Staphylococcus aureus, com mortalidade de aproximadamente 30%, chegando a 45%
guando a espécie é a de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina. Outros tipos de
bactérias constituem um risco quando se trata de infeccdo hospitalar, tais como:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Enterobacter cloacae e outras bactérias gram-negativas em geral.

Microrganismos flngicos, especialmente Candida sp., e outros como Aspergillus e Mucor



estdo associados a graves infecgOes em pacientes queimados. (GONELLA et al., 2016;
HENRIQUE et al., 2013; OLIVEIRA; SERRA, 2011; TIWARI, 2012).

2.1.4 Tratamento

Ferreira e Paula (2013) salientam que a melhor escolha para o tratamento de
queimaduras deve considerar fatores como a dor provocada no paciente, formacdo de
cicatriz hipocrémica, hipertrofica e/ou queloideana, assim como a retragdo cicatricial, a
reducdo dos indices de infecgBes locais e/ou sistémicas e técnicas/medicamentos
disponiveis.

Tendo em vista que a infec¢do € a maior complicacdo das lesdes por queimadura,
lurk et al. (2010), ponderam que quanto a reducdo de infeccdo da area queimada e
bacteremia, ndo ha beneficio da profilaxia sisttmica quando comparada a profilaxia
perioperatéria. Tiwari (2012) salienta que o uso de antibidticos sistémicos tem um papel
muito limitado em gueimaduras, exceto em casos de sepse. Em qualquer outra ferida
infectada antibidticos sistémicos séo usados para fins terapéuticos ou profilaticos de acordo
com a superficie de cultura bacteriana e sensibilidade. Ainda segundo o autor, em
gueimaduras ndo ha nenhum papel de antibidtico profilatico, pois ndo atingem o local onde
estes microrganismos se multiplicam (TIWARI, 2012).

De acordo com Macedo et al. (2005), o tratamento topico é amplamente
empregado, em virtude da obstrucdo vascular por lesdo térmica dos vasos que dificulta a
chegada de antimicrobianos e de componentes celulares do sistema imune na area
gueimada. Atualmente, produtos impregnados com prata, em especial a sulfadiazina de
prata (SDP), sdo as substancias tdpicas mais utilizadas no tratamento da queimadura por
sua atividade antimicrobiana. Entretanto, o uso prolongado dessa substancia demostra um
retardo na cicatrizagdo como um efeito adverso da prata, além de causar toxicidade renal e
leucopenia (KHORASANI et al., 2009).

Segundo Ferreira e Paula (2013), a sulfadiazina de prata, desde a sua descoberta,
em 1968, tem grande importancia no tratamento de queimaduras superficiais e profundas,
atuando na prevencéo e no controle do crescimento microbiano de bactérias gram-positivas
(Staphylococus aureus) e gram-negativas (Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella sp e
Pseudomonas aeruginosa) e fungos (Candida albicans), apresentando bons resultados na

prevencéo da sepse.



Moser, Pereima e Pereima (2013) explicam que os curativos que incorporam prata
como modalidade terapéutica nas suas diversas apresentacdes, constituem a nova geragéao
de tratamento de queimaduras, como a sulfadiazina de prata foi por décadas. Ao manter um
efeito bactericida prolongado e permitir que as feridas se mantenham estéreis e umidas sem
a necessidade de trocas frequentes, que remove o0s queratindcitos que migraram a partir da
membrana basal da epiderme e retardam a cicatrizagdo. Os componentes acessorios desses
curativos, como interfaces delicadas, ndo traumaticas e ndo aderentes ao leito da ferida e
esponjas absorventes de exsudato dispensam 0 uso de curativos secundarios e também
incorporam novas tecnologias que tendem a se tornar o padrdo para o tratamento dessas
feridas.

Segundo Tiwari (2012), em queimaduras de grande porte, a quantidade de creme
antibacteriano tdpico a ser usado é muito grande e que esses agentes sdo absorvidos a partir
da pele para a circulagdo. Assim, 0 agente antimicrobiano a ser utilizado em queimaduras

deve ser ndo toxico com efeitos secundarios minimos sobre a absorcéo sistémica.

2.1.5 O processo de cicatrizacdo em queimaduras

A cicatrizacdo de feridas consiste em processos organizados da cascata de eventos
celulares e bioquimicos que interagem para a regeneracdo do tecido lesionado. Tal
processo foi descrito por Carrel em 1910, e consiste em cinco elementos principais como
inflamacéo, proliferacdo celular, formacdo do tecido de granulagdo, contracdo e
remodelacdo da ferida (SZWED; SANTOS, 2015). Entretanto, estudos recentes
reclassificaram didaticamente a cicatrizacdo em trés fases como: fase inflamatoria,
proliferativa e de remodelacdo (FERREIRA; PAULA; 2013; TIWARI, 2012).

A fase inflamatdria inicia-se imediatamente apos a lesdo. A coagulacdo oferece
uma matriz provisoria e recruta neutrofilos atuantes na destruicdo bacteriana. Os
macrofagos secretam citocinas, fatores de crescimento (IL-1 e TNF-a), entre outros, que
contribuem para a angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular (FERREIRA,;
PAULA, 2013; SZWED; SANTOS, 2015; TIWARI, 2012).

Ao mesmo tempo que ocorre a fase inflamatoria, inicia-se a fase proliferativa, que
subdivide-se em epitelizacdo, angiogénese e formacdo de tecido de granulagdo. Nesta fase,
ocorre a proliferacdo de células epiteliais para protecdo da ferida, formacdo de capilares

para nutricdo e do tecido de granulacdo pela atuacdo de fibroblastos, que ativados por



TGF-p produzem colageno, regulados por metaloproteinases de matriz (MMP) e inibidores
de metaloproteinase tecidual (TIMP), e transformam-se em miofibroblastos que promovem
a contracdo da ferida (FERREIRA; PAULA, 2013; SZWED; SANTOS, 2015; TIWARI,
2012).

ApoGs a fase proliferativa, tem-se a fase de maturacdo ou remodelamento. Nesta
fase, o colageno tipo Ill, inicialmente sintetizado, é degradado e substituido regulado pelas
colagenases pelo tipo I, que é mais organizado. Esta fase é de extrema importancia, visto
que se estabelece o tipo de cicatriz, podendo ser normal, hipertrofica ou queloideana
devido a predisposicdo genética, deficiéncia de vitaminas, infeccdo local, desequilibrio
fisiologico, diabete melito, alteracdes da coagulacdo e outros interferentes (FERREIRA;
PAULA, 2013; SZWED; SANTOS, 2015; TIWARI, 2012).

O processo de cicatrizacdo em queimaduras profundas é classificado como de
segunda intencdo. Todavia, uma cicatrizacdo pode ser caracterizada em primeira, segunda
ou terceira. A cicatrizacdo por primeira intencdo € resultante de feridas fechadas
cirurgicamente, sem perda tecidual e suas bordas ficam justapostas. A cicatrizacdo por
segunda intencdo apresenta perda de tecidos e suas bordas ficam distantes, retardando o
tempo do processo de reparo tecidual. O Gltimo tipo de cicatrizacdo € resultante de
processo cirurgico corretivo, para controle de infeccdo, bem como melhor resultado
estético ou funcional (FERREIRA; PAULA, 2013; SZWED; SANTOS, 2015; TIWARI,
2012).

2.2 Aloe vera

2.2.1 Informacdes botanicas

A Aloe vera pertence a familia Xanthorrhoeaceae e ao género Aloe que inclui mais
de 400 espécies. Trata-se de uma xerdfita, cujas folhas sdo verdes, grossas, dispostas de
forma alternada simples, alongadas, acuminadas, com bordas envoltas de fortes dentes
espinhosos e suculentas e medem de 30 a 60 centimetros de comprimento. Suas flores séo
vistosas, apresentam tonalidade branco-amarelada, em formato tubular (Figura 3)
(LORENZI; MATOS, 2008; PARENTE et al., 2013).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Popularmente chamada de babosa, aloe, aloe-de-barbados e aloe-de-curacao, na
literatura € denominada cientificamente como Aloe vera (L.) Burm.f, Aloe barbadensis
Mill. Aloe barbadensis var. chinensis Haw., Aloe perfoliata var. vera L., Aloe chinensis
Bak. e Aloe vera var. chinensis Berger (LORENZI; MATOS, 2008; PALHARIN et al.,
2008).

A planta é nativa do norte da Africa, onde habitam desertos e estepes africanas e
adotam a forma de cacto. Ela precisa de luz solar direta e de um solo bem drenado. Como €
uma planta originaria de regides deseérticas, ela consegue sobreviver bem em habitats
hostis, por isso se adaptou bem a diversas outras regides do mundo, especialmente ao
Cerrado brasileiro (PARENTE et al., 2013).

Suas folhas sdo estratificadas em duas partes principais, uma exterior composta pela
casca verde que inclui os feixes vasculares, e outra que forma o tecido interior de aspecto
mucilaginoso e incolor (Figura 4) (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014; LORENZI;
MATQOS, 2008).

O extrato do parénquima de reserva desta planta, denominado gel de A. vera
apresenta vasta gama de compostos que possuem atividades farmacologicas de interesse
medicinal (BRASIL, 2010; RAMOS, PIMENTEL, 2011).

As folhas apresentam também um exsudato amarelado que é formado
principalmente por derivados antraquindnicos, como a aloina e a emodina (SACCU;
BOGONI; PROCIDA, 2001).



Figura 4. Corte da folha da Aloe vera.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.2.2 Composicao quimica e propriedades farmacoldgicas

O gel da Aloe vera é majoritariamente composto por agua, com aproximadamente
99,5 %. Entretanto, muitas outras substancias ja foram identificadas, das quais cita-se: uma
combinacdo de polissacarideos e derivados acetilados de polissacarideos, glicoproteinas,
antraquinonas, flavonoéides, taninos, esteréide, aminoacidos, enzimas, saponinas, proteinas,
vitaminas e minerais como ferro, potassio, manganés e sodio (Tabela 1) (FOSTER;
HUNTER; SAMMAN, 2011; HAMMAN, 2008; PARENTE et al., 2013).

Tabela 1. Constituicdo quimica da Aloe vera.

Classe Compostos

Antraquinonas/ Antronas Aloe-emodin, &cido edlico, antranol, aloina A e B (ou colectivamente
conhecidos como barbaloin), Isobarbaloina, emodina, éster de &cido
cinamico.

Carboidratos Manano puro, manano acetilado, glucomanano acetilado,
glucogalactomanano, galactano, galactogalacturano, arabinogalactano,
galactoglucoarabinomannano, substancia péctica, xilano, celulose.

Cromonas 8-C-Glucosil- (2'-O-cinamoil) -7-O-metilalodiol A, 8-C-glucosil- (S) -
loesol, 8-C- glucosil-7- O-metil- (S) -aloesol, 8-C-glucosil-7-O- etilalodiol,
8-C-glucosil-noreugenina, isoaloeresina D, Isorabaicromona, neoaloesina A.



Continuacéo Tabela 1

Enzimas

Minerais

Lipideos e outros
compostos organicos

Aminoéacidos

Proteinas
Sacarideos

Vitaminas

Fosfatase alcalina, amilase, carboxipeptidase, catalase, ciclooxidase,
ciclooxigenase, lipase, oxidase, fosfoenolpiruvato carboxilase, superoxido
dismutase.

Calcio, cloro, crémio, cobre, ferro, magnésio, manganés, potassio, fésforo,
Sadio, zinco.

Acido araquidénico, acido y-linolénico, esteroides (campestrol, colesterol,
[-sitosterol), triglicéridos, triterpendide, giberelina, ligninas, sorbato de
potéassio, acido salicilico, acido drico.

Alanina, arginina, acido aspartico, &cido glutdmico, glicina, histidina,
hidroxiprolina, isoleucina, Leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
treonina, tirosina, valina.

Lectinas, substancia semelhante a lectina.

Manose, glucose, L-ramnose, aldopentose

B1, B2, B6, C, B-caroteno, colina, acido folico, a-tocoferol

Fonte: Adaptado de IARC (2016); HAMMAN (2008).

Numerosas atividades biol6gicas foram atribuidas a A. vera (Tabela 2) ao longo

dos anos, e isso provavelmente se deve a combinacao dos diversos ativos existentes em sua

composicdo. Dentre as principais propriedades atribuidas ao gel, salienta-se a atividade

antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria, imunomoduladora, cicatrizante,
antineoplésica e hipoglicemiante (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014; PEREIRA et

al., 2014).

Tabela 2. Atividades farmacoldgicas atribuidas a compostos presentes na Aloe vera.

Compostos

Atividade Farmacologica

Aloe-emodina; Emodina

Aloesina
Acemannan
Barbaloina
B-sitosterol
Dietilexilftalato
Glicoproteinas
Manose-6-fosfato

Polissacarideos

Purgativa; promocdo da proliferacdo celular; antitumoral;
antimicrobiano; antiprotozoarios; antioxidante.

Promocdo da proliferacdo celular; inibicdo da sintese de melatonina.
Imunomodulagdo; antimicrobiana, antitumoral.

Purgativa.

Anti-inflamatorio; promotor da angiogénese.

Anticancerigeno.

Cicatrizacdo; promocdo da proliferacdo celular, antialérgico.
Cicatrizacdo; anti-inflamatério.

Anticancer; imunomodulador.

Fonte: CHOI; CHUNG (2003).



E importante ressaltar que a sazonalidade interfere em sua composicdo. Assim,
ocorrem diferencas na constituicdo quimica dependendo das condi¢des climéticas, da
regido, do tempo de colheita e do estado de crescimento da planta. Denotam-se
discrepancias entre os resultados dos estudos quanto as atividades bioldgicas de folhas de
diferentes localidades (ALCANTARA; BEZERRA: CARVALHO, 2014; HAMMAN,
2008).

Em relacdo a sua toxicidade, foram relatados casos de hepatite aguda e também
foram observados alguns sintomas tais como, colicas, nauseas e diarreia com o consumo de
preparagdes orais contendo A. vera (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014). Em face de
tais relatos, a ANVISA ndo recomenda a ingestéo oral (BRASIL, 2011).

Encontram-se relatos de ocorréncia de dermatite de contato e sensacdo de
gueimacdo, em decorréncia do uso tépico de gel de A. vera. Possivelmente, essas reacdes
devem-se a presenca de residuos de antraquinonas no gel utilizado (BRASIL, 2016). Ainda
ndo ha relatos em estudos que determinem absorcdo, distribuicdo, metabolismo ou

excrecdo de gel de Aloe vera aplicado topicamente (IARC, 2016).

2.2.3 Mecanismo de acdo da Aloe vera na cicatrizacdo de queimaduras

Para além da atividade antimicrobiana, que €é importante para lesdes por
gueimadura, o bom desempenho cicatrizante da Aloe vera se da também pela acdo anti-
inflamatdria, proliferativa e imunomoduladora. Ela atua como um anti-inflamatério nao
esteroide (AINE), que inibe a via da enzima ciclooxigenase, reduzindo a producdo de
prostaglandinas (PE2), por meio do acido araquiddnico (CyH3.02), as quais
provavelmente estdo envolvidas no processo de vasodilatacdo, edema e dor. Dentre as
substancias presentes na Aloe vera, varias sdo responsaveis pelos efeitos anti-inflamatorios,
das quais cita-se a bradiquinase (enzima), C-glucosil (agticar); colesterol, acidos graxos, -
sistosterol e lupeol (&cidos graxos), auxinas e giberelinas (hormonios) e &cido salicilico
(aminoacido essencial) (FERRARO, 2009; FERREIRA; PAULA, 2013; SURJUSHE;
VASANI; SAPLE, 2008).

Maenthaisong et al. (2007) aponta evidéncias de seu beneficio na cicatrizagdo de
queimaduras de espessura parcial, apesar das diferencas metodologicas dos estudos
realizados. Segundo os autores, os dados existentes demonstram que a Aloe vera utilizada

em uma variedade de formas e dosagem pode ser eficaz para acelerar a processo de



cicatrizagao de feridas e tendem a aumentar a taxa de sucesso da cicatrizagdo e a taxa de
epitelizacdo em queimaduras de primeiro e segundo grau quando comparado com
tratamentos convencionais. No entanto, um maior nimero de ensaios planejados com
detalhes suficientes do conteddo dos produtos deve ser realizado para determinar a eficacia
do tratamento com Aloe vera para queimadura, haja vista as diferencgas entre os produtos
utilizados e a auséncia de estudos com um indice de qualidade aceito como boa qualidade.

A dor aguda no paciente queimado é provavelmente uma das mais dificeis de tratar,
principalmente porque o proprio tratamento e curativos causam dor equivalente a da lesao,
0 que pode interferir no tratamento (YURK et al., 2010). Dentre as substancias presentes
na Aloe vera que lhe conferem acdo analgésica destacam-se o lupeol, um esteroide vegetal
gue também tem acéo anti-inflamatoria e os ions de magnésio. Ambos apresentam alvo de
estudos com base promissora de medicamentos no tratamento da dor (FERREIRA;
PAULA, 2013; NOBREGA; SAKATA, 2010).

Uma glicoproteina, de nome desconhecido e peso molecular de 5,5 kDa, parece ser
a molécula responsavel pelo aumento da migracao celular e pela aceleracdo do processo de
cicatrizacdo em monocamada de queratindcitos humanos. Além disso, o glucomanano, um
horménio de crescimento vegetal que interage com receptores de fator de crescimento em
fibroblastos, resultando na proliferagdo destas células e no aumento da sintese de colageno,
com aumento da resisténcia a ruptura - favorecendo, assim, a contracdo da ferida e
aumentando os niveis de acido hialurdnico (CHOI et al, 2001; FERREIRA; PAULA,
2013).

A Aloe vera, dentre outras plantas, € conhecida na literatura por seu efeito inibidor
de metaloproteinases de matriz (MMP) - enzimas habeis em degradar a matriz extracelular
(MEC) para sua remodelacdo -, em favorecer a angiogénese e a liberacdo de fatores de
crescimento (IL-1 e TNF-a). As MMP sdo reguladas pelos inibidores de metaloproteinases
tecidual (TIMP), os quais inibem suas funcdes, e sintetizadas e excretadas por diversas
células, como queratindcitos, macrofagos, fibroblastos, mondcitos e células neoplasicas -
exercendo fungBes em processos patoldgicos e fisiologicos, como a regeneracdo tecidual.
Dessa forma, a A. vera pode atuar minimizando a formacdo de cicatrizes inestésicas ou
incapacitantes (FERREIRA; PAULA, 2013; RIBEIRO et al., 2010).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a propriedade antimicrobiana e o risco de toxicidade do gel da Aloe vera e

discutir seu uso tépico em queimaduras.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar o processamento das folhas para obtencédo do gel;

- Processar o gel para condices de teste;

- Realizar testes in vitro da atividade antimicrobiana nas amostras de Aloe vera coletadas e
obter concentracdo inibitdria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM);

- Realizar teste toxicologico in vitro.

- Discutir as potencialidades das propriedades farmacoldgicas do gel da A. vera para uso

em queimaduras.



4 METODOLOGIA
4.1 Coleta e preparo do material vegetal

Foram coletadas folhas de Aloe vera nas hortas comunitarias do Plano Diretor do
Municipio de Palmas — TO (Figura 5), das quais cita-se: 303 Norte (10°10'5"S
48°2026"0), 307 Norte (10°9'52"S 48°21'12"0), 405 Norte (10°9'48"S 48°20'44"0), 407
Norte (10°9'32"S 48°21"7"0), 605 Norte (10°8'56"S 48°20'1"0O), 1006 Sul (10°14'49"S
48°19'16"0), 1106 Sul (10°15'15"S 48°19'16"0). Das oito hortas situadas no Plano Diretor,
foi excluida a da quadra 1206 Sul, pela auséncia do cultivo da planta.

Figura 5. Distribuicdo geogréafica das hortas comunitarias do Plano Diretor de Palmas-TO.
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(1) Regides do Plano Diretor Norte. (2) - Regides do Plano Diretor Sul. Fonte: Adaptado de
Gratéo et al. (2015).

A coleta foi realizada nos meses de setembro e outubro de 2015, atendendo as
recomendacdes boténicas de coleta. Um exemplar de cada de fragmento vegetal dessecado
de cada horta, exsicata, foi depositado no Herbario da Universidade do Tocantins (HUTO).

Ap0s a coleta, procedeu-se com as etapas de processamento preliminar do material
coletado no Laboratério de Ciéncias Basicas e da Saude (LACIBS), da Universidade
Federal do Tocantins (UFT), cujas etapas sdo descritas com mais detalhes em manual
técnico (DIAS; LACERDA, 2016) (APENDICE A).

O material vegetal fresco foi submetido ao procedimento de lavagem em agua
corrente e sanitizagdo com uma solucdo de hipoclorito de sodio a 200 ppm por quinze

minutos (SANTOS et al., 2012). Apos esses procedimentos, as folhas foram enxaguadas



com &gua destilada e a filetagem iniciada para obtencdo do conteddo mucilaginoso do
interior das folhas. A mucilagem obtida foi liquidificada e congelada em ultra freezer — 80
°C Thermo Scientific® para garantir conservacdo. A amostra foi dividida em dois grupos.

No grupo A, parte da amostra congelada foi submetida ao processo de freeze dryer
em liofilizador Terroni® Interprise I, no Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia
Ambiental da Universidade Federal do Tocantins (UFT). Segundo Marques (2008), a
liofilizacdo é um processo de estabilizacdo, no qual uma substancia é previamente
congelada e entdo a quantidade de solvente (geralmente agua) é reduzida, primeiro por
sublimacdo e posteriormente por dessor¢do, para valores tais que impecam atividade
bioldgica e reacBes quimicas; e passam pelos processos de congelamento inicial, secagem
primaria e secagem secundaria. Sua importancia se da por ser o método que melhor
mantém os componentes farmacoldgicos da planta.

No grupo B, parte da amostra in natura foi mantida congelada em ultra freezer.
Para as andlises, um pool do material obtido nos diferentes pontos de coleta foi feito em

ambos 0S grupos.

4.2 Preparo das solucgdes teste

O extrato do gel liofilizado de Aloe vera (Grupo A) foi obtido com adaptacdo do
método proposto por Miranda et al. (2013), com solubilizacdo do gel em &gua ultrapura,
obtida pelo sistema de purificagdo da agua Milli-Q® modelo Reference Millipore, seguida
de manutencdo por 15 minutos em banho ultrassdnico Unique® modelo Maxiclean1600
UltraSonic Clean. As concentracbes teste foram de 20, 15, 10, 5 e 2,5 mg/mL, para
pesagem do gel liofilizado, foi utilizada balanca analitica Shimadzu® modelo AUW-220D.

A fim de garantir a manutencdo das concentragdes testadas, apenas para o teste de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), a solubilizacdo da amostra do grupo A ocorreu
diretamente no caldo Brain Heart Infusion (BHI), duplamente concentrado para garantir
concentracdo inicial de 20mg/mL para fase seriada.

O recipiente do material in natura (Grupo B), foi mantido em banho em 30 °C até o
completo descongelamento do gel, e pelo acréscimo de &gua ultrapura ao gel, foram
obtidas as proporcdes de 20, 40, 60, 80 e 100%.

Para evitar a contamina¢do por microrganismos, ambos os grupos foram

submetidos a filtragdo microbiologica em filtro de seringa com membrana polietersulfona



(PES) com poro de 0,22 um. Trata-se de uma membrana hidrofilica, com alta taxa de fluxo
e de transferéncia, baixa ligacdo de proteina, usada para remogdo de particulas pequenas,

tais como: bactérias, virus e fungos de fases aquosas.

4.3 Ensaios da atividade antimicrobiana

Todos os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia, do Curso de Engenharia de Alimentos, da Universidade Federal do
Tocantins (UFT). As anélises foram feitas em triplicata, utilizando-se cepas American Type
Culture Collection (ATCC) da Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria — (CMRVS), de origem hospitalar, cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). As cepas selecionadas para o estudo foram Staphylococcus aureus INCQS
00633 (ATCC BAA-977), Enterococcus cloacae INCQS 00074 (ATCC-130473),
Escherichia coli INCQS 00325 (ATCC-35218), Pseudomonas aeruginosa INCQS 00099
(ATCC-27853), Klebsiella pneumoniae INCQS 00147(ATCC-13883), Acinetobacter
baumanii INCQS 00143 (ATCC- 19606) e o fungo leveduriforme Candida albicans
(ATCC 10231, CBS 6431).

4.3.1 Método de difusdo em agar

Para andlise da inibicdo de crescimento microbiano, foi utilizada técnica de
perfuracdo em agar (MOODY et al., 2004), com a remocdo do meio de cultura sélido,
realizada com auxilio de cilindros de 6 mm de didmetro para a formagdo de pogos, e em
seguida os espacos cilindricos foram preenchidos com 60 pL das solucdes testes. Foram
seqguidas as recomendacOes propostas por Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012).

O in6culo foi preparado a partir de culturas das cepas bacterianas e flungica
replicadas em agar Muller-Hinton e agar Sabouraud dextrose, respectivamente. As culturas
bacterianas foram mantidas a 37 °C, durante 24 h e a de fungo leveduriforme, a 37 °C por
48 h. O inoculo para a realizagdo do teste de perfuracdo em agar foi diluido em solucéo
salina NaCl 0,85 % estéril, obtendo-se uma turvacdo equivalente a 0,5 na escala de
MacFarland (1,5 x 10® UFC/mL).



Utilizou-se no controle positivo para P. aeuruginosa, S. aureus, E.coli, K.
pneumoniae o antibidtico ciprofloxacino (10 pg). Para E. cloacae foi utilizado cefepime
(10 pg). No controle de A. baumanii, o antibiotico Meronem (10 pg) foi utilizado e para C.
albicans, o antifungico Fluconazol (30 pg).

O antibiograma teve os halos de inibicdo mensurados com auxilio de um
paquimetro, considerando ativas as concentraces dos extratos que produziram halos de
inibicdo iguais ou superiores a 10 mm diametro (AGUIAR et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2008; CAMARGO, 2010). Os resultados foram expressos em milimetros e representam a
média aritmética e desvios padrdo do didmetro dos halos de inibicéo das trés repeticdes dos

ensaios.

4.3.2 Microdiluicdo em caldo

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos foi realizada
segundo a metodologia da diluicdo em caldo, proposta pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012) com as mesmas cepas utilizadas na técnica de difusdo em
agar.

O teste de microdiluicdo foi realizado em microplaca de poliestireno estéreis,
contendo 96 pocos em formato de “U”. Foi utilizada uma microplaca para cada
microrganismo testado. O inéculo de 1,5 x 108 UFC/mL foi rediluido numa proporcéo de
1:10 (v/v) para obter a concentracdo padrdo utilizada (10* UFC/mL) (SANTOS et al.,
2015).

Os orificios da microplaca foram preenchidos com 100 uL de caldo BHI
duplamente concentrado (BORDIGNON-JUNIOR et al., 2012). A maior concentragdo da
solucgdo teste do extrato aquoso do gel de A. vera liofilizado 20 mg/mL foi obtida por
diluicdo direta do extrato ao meio BHI. Assim, 0,4 g do material liofilizado foi diluido a 20
mL de caldo BHI e mantido em banho ultrassénico por 15 minutos para homogeneizagao.
A solucao foi filtrada em membrana PES com poro de 0,22 um. O volume de 200 uL do
extrato liofilizado foi adicionado a linha A da microplaca para iniciar a dilui¢do seriada. O
gel in natura, 100 % filtrado, foi diluido a 100 uL do caldo BHI na linha A, onde obteve-se
a concentracao de 50 % como ponto de partida para as diluigdes da CIM.

Apos a adigdo do extrato, aliquotas de 100 uL foram transferidas da linha A da

microplaca sucessivamente e homogeneizadas ao caldo até a linha H, obtendo as dilui¢bes



de 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62 e 0,31 mg/mL para o material liofilizado e 50; 25; 12,5; 6,25;
3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 % para o material in natura. O volume final em cada poco da placa
foi de 100 pL.

Para o controle positivo da viabilidade bacteriana e fungica, utilizou-se o caldo BHI
e 0 inéculo microbiano (5 pL) e para o controle de esterilidade, apenas o caldo
(ALMEIDA et al., 2012).

Para controle positivo da inibicdo do crescimento do microrganismo, utilizou-se
para P. aeuruginosa, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae o antibiético ciprofloxacino dose
seriada de 320; 160; 80; 40; 20; 10; 5 e 2,5 pg/mL. Para E. cloacae foi utilizado o
cefepime a 320; 160; 80; 40; 20; 10; 5 e 2,5 pg/mL. No controle A. baumanii, o antibiético
Meronem a 320; 160; 80; 40; 20; 10, 5 e 2,5 pg/mL, e para C. albicans o antifungico
Fluconazol a 480; 240; 120; 60; 30; 15;7,5 e 3,75 pg/mL.

Logo apds a micropipetagem, as placas foram tampadas e incubadas a 37 °C por
24h, sem agitagdo. Terminado o periodo de incubacédo, foram adicionados em cada orificio
das placas 15 pL de resazurina a 1 % em solucdo aquosa esterilizada. Apo6s 4h de
incubacdo, a leitura foi realizada (ALVES et al., 2008).

O corante resazurina (Alamar Blue®) é utilizado para medir qualitativamente a
proliferacdo de células animais, bacterianas ou fungicas, é solivel em agua o que facilita
sua aplicacdo. Utilizado como indicador de crescimento e atividade metabdlica, o método
colorimétrico consiste em uma reacdo de oxido-reducdo, as células em crescimento
mantém um ambiente reduzido (mudanca de cor de azul para rosa) enquanto a
inibicdo do crescimento mantém um ambiente oxidado (a cor azul permanece), a
resazurina de cor azul ndo fluorescente é reduzida a resofurin de cor rosa fluorescente, o
mecanismo de acdo que permite tal mudanca ainda ndo é conhecido (REPP et al.,
2007; SARKER et al., 2007).

Os resultados foram analisados visualmente e classificados com a legenda (cor
azul: inibicdo de crescimento; cor rosa: presenga de col6nias no pogo) (ALVES et al.,
2008). Os extratos que mostraram resultados em azul foram submetidos a nova cultura em
Agar Mueller-Hinton para as bactérias e Agar Sabouraud para a cepa fingica, a fim de se
avaliar a viabilidade de crescimento bacteriano. A CIM foi determinada como a menor

.....

subcultura e a CBM foi determinada como a menor dose que visualmente apresentou



inibicdo de crescimento e que na subcultura também ndo apresentou crescimento
bacteriano (SUFFREDINI; VARELLA; YOUNES, 2007).

4.4 Ensaio de fragilidade osmotica eritrocitaria

Para avaliacdo citotoxica do extrato de A. vera sobre membranas de eritrocitos
humanos foi utilizado o teste de fragilidade osmotica. Os ensaios foram realizados em
duplicata, no Laboratério de Ciéncias Basicas e da Saude (LACIBS), da Universidade
Federal do Tocantins (UFT).

A fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE) pode ser definida como a resisténcia dos
eritrocitos a hemolise, avaliada pelo uso de solucBes tamponadas de cloreto de sodio
(NaCl), em agua destilada, em concentragdes decrescentes, com adapta¢des na velocidade
e tempo de rotagdo no método proposto por Jain (1986).

Assim, uma amostra de sangue venoso de dois voluntarios do sexo masculino,
saudaveis, foi coletada com kit Vacuntainer® com tubo contendo heparina. De cada doador
foi coletada uma amostra de 12 mL de sangue. Para inclusdo no estudo individuos
deveriam possuir idade de 25 + 5 anos, ndo fumar, ndo fazer uso de &lcool, drogas ou
tratamento medicamentoso (AHLWIALIA, 2016). O estudo foi realizado apds receber
consentimento informado por escrito de todos os sujeitos do estudo, e o protocolo foi
aprovado pelo Conselho de Etica parecer n°. 066/2013.

Aliquotas de 1000 pL da planta in natura e do extrato aquoso da A. vera liofilizada,
em diferentes concentracBes, foram adicionadas a uma aliquota de 1000 pL de sangue
heparinizado e pré-incubadas a 37 °C por 60 min., em eppendorfs.

Uma lamina do sobrenadante de cada concentracdo foi realizada para analise
morfologica das hemaceas. Posteriormente, o0s sobrenadantes foram retirados dos
eppendorfs e desprezados em recipiente com solucdo de hipoclorito de sédio a 1%. As
heméaceas foram ressuspensas em 1000 pL de solucdo NaCl a 0,9 %, homogeinizadas
delicadamente e centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm. O processo de ressuspencéo foi
realizado em trés repeticOes para retirada do excesso de extrato liofilizado e do gel in

natura da amostra sanguinea.



Figura 6. Células sanguineas em processo de retirada do excesso de extrato.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Apo6s o processo de “lavagem” das células sanguineas e retirada do sobrenadante
(Figura 6), 1500 uL de solucdo salina a 0,9 % foi adicionada aos eppendorfs. Aliquotas de
100 pL das células ressupensas foram adicionadas as solu¢des contendo NaCl a 0,12; 0,24;
0,48; 0,60; 0,72; 0,84 e 0,9 %. A amostra foi hermeticamente selada, delicadamente
homogeneizada e incubada em banho termostato, controlado (37 °C), por 30 minutos.
Apos a incubagdo, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm, durante 10 minutos e 0s seus
sobrenadantes foram removidos para medigédo de seus valores de absorbancia a 540 nm, em
espectrofotdmetro Thermo Scientific® Géneys 10S UV-VIS, utilizando-se NaCl a 0,9%
como controle.

Preparados histoldgicos das células sanguineas apds o estresse hipotdnico também
foram realizados para avaliagdo morfoldgica das células. Os esfregacos foram submetidos
a secagem, fixacdo e coloragdo com corante Leishman. As imagens obtidas a partir de
esfregagos foram submetidas & analise utilizando microscopio bioldgico invertido
Opticam® 0500i, acoplado a sistema de captura de imagem com lente modelo Parfocal
Optifocus 0.50X.

Os testes de Andlise de Variancia, seguida de comparacfes multiplas pelo teste de
Tukey foram utilizados para andlise estatistica dos valores de absorbancia do teste de
fragilidade osmoética, com nivel de significancia de 5%, no GraphPad Prism verséo 6.0. O

programa também foi adotado para elaboracdo dos graficos das curvas de fragilidade.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista a ampla utilizacdo popular do gel da Aloe vera para o tratamento de
lesGes de pele, dentre elas 0 emprego frequente para a cicatrizacdo de queimaduras, optou-
se por mimetizar a forma de uso popular do gel, mediante ensaios in vitro, contrapondo-o
com o gel processado pelo mecanismo de liofilizagdo, a fim de verificar a atividade
antimicrobiana e o potencial citotoxico de ambas as formas de administracao.

Estudo de Paula e Cruz-Silva (2010), que investigou o conhecimento popular sobre
0 uso medicinal da Aloe vera, demostra que a atividade cicatrizante, antimicrobiana, e seu
uso em queimaduras sdo conhecidos como indicagdo terapéutica. O estudo evidenciou
ainda, que a forma como a populacéo mais utiliza a planta é na forma de cataplasma (43,88
%). Outros 10,07 % a aplicam in natura, cortada ao meio, sobre o ferimento. Tais
informacdes fortalecem o método adotado para mimetizar o uso popular da planta nos
testes in vitro deste estudo.

De acordo com Bona et al. (2014), a auséncia de padronizacdo das metodologias de
atividade antimicrobiana para extratos vegetais é fator limitante para as pesquisas.
Sobretudo no que tange a comparacdo de resultados obtidos por diferentes pesquisadores
que avaliam a mesma amostra com diferentes metodologias.

Ostrosky et al. (2008) mencionam que o método de microdiluicdo em caldo é o
mais confiavel para avaliar agentes antimicrobianos, uma vez que fornece resultados
quantitativos e ndo € influenciado pela velocidade de crescimento do micro-organismo. Em
contrapartida, Othman et al. (2011) salientam que tanto o uso em base caldo, como em
base &gar sdo necessarios para obtencdo de resultados confiaveis da atividade
antimicrobiana de extratos de plantas. Mediante essa afirmacdo, optou-se pela realizacdo
das metodologias de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo para avaliar a propriedade
antimicrobiana da A. vera, cujos resultados podem ser visualizados nas Tabelas 3 e 4.

Os resultados para o extrato aquoso de A. vera liofilizada (Tabela 3) mostram que
dos sete micro-organismos testados, nenhum apresentou halo de inibi¢cdo do crescimento
frente a A. vera em diferentes concentragdes da planta.

Embora ndo tenha ocorrido a formacdo de halos inibitérios, em quatro micro-
organismos testados, observou-se um comportamento atipico das colénias ao redor do

poco. Verificou-se, em diferentes concentragOes para S. aureus, E. cloacae, A. baumanii,



K. pneumoniae e C. albicans que as coldnias apresentavam espacamento entre si. Apenas

P. aeuruginosa e E. coli ndo apresentaram o comportamento descrito acima.

Tabela 3. Diametros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano (mm), obtidos pelo
método de difusdo em agar para o extrato liofilizado de Aloe vera.

Extrato da A. vera liofilizada Controles

Micro-organismos
2,5mg/mL 5mg/mL  10mg/mL 15mg/mL 20mg/mL + -

Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 47 0
Staphylococcus aureus 0* 0* 0* 0* 0* 23 0
Enterococus cloacae 0* 0* 0* 0* 0* 22 0
Acinetobacter baumanii 0* 0* 0* 0* 0* 20 0
Escherichia coli 0 0 0 0 0 32 0
Klebsiella pneumoniae 0* 0* 0 0 0 57 0
Candida albicans 0* 0* 0* 0* 0* 34 0

*Atividade de crescimento diferenciado ao redor do pogo, embora ndo houvesse formacéo do halo.
Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 4. Diametros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano (mm), obtidos pelo
método de difusdo em &gar para o extrato in natura de Aloe vera.

Micro-organismos A. vera in natura Controles
20% 40% 60% 80% 100% + -
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 47 0
Staphylococcus aureus 0* 0* 0* 0* 0* 23 0
Enterococus cloacae 0* 0* 0* 0* 0* 22 0
Acinetobacter baumanii 0* 0* 0* 0* 0* 20 0
Escherichia coli 0 0 0 0 0 32 0
Klebsiella pneumoniae 0* 0* 0* 0* 0* 575 0
Candida albicans 0* 0* 0* 0* 0* 34 0

*Atividade de crescimento diferenciado ao redor do pogo, embora néo houvesse formagéo do halo.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados obtidos para o gel in natura (Tabela 4) foram semelhantes aos
encontrados para 0 extrato do liofilizado. Atividade atipica, com espagamento entre
col6nias ao redor do poco, entretanto sem formacéo de halo inibi¢do para S. aureus, E.
cloacae, A. baumanii, K. pneumoniae e C. albicans. Ndo observou-se atividade para P.
aeuruginosa e E. coli.

No que concerne a atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar os
resultados foram semelhantes a este estudo foram encontrados por Nejatzadeh-Barandozi
(2013) para E. coli, S. aureus e P. aeuruginosa, em que ndo houve inibi¢cdo de crescimento

pelo método de extracdo em agua. Entretanto, o estudo de Nejatzadeh-Barandozi (2013)



fez uso de outros extratores, aos quais cita-se: etanol e acetona, que apresentaram halo de
inibicdo. O autor propfe ainda que a antraquinona e saponinas, compostos presentes na
planta, sdo apontados como responsaveis pela atividade antimicrobiana.

Resultados positivos para a inibicdo bacteriana foram encontrados por Pandy e
Mishra (2010), em estudo que testou acdo antibacteriana do extrato aquoso e etandlico da
A. vera para bactérias de isolados clinicos. O estudo obteve halos de inibi¢do para os oito
micro-organismos testados, dentre os quais cita-se a S. aureus, E. coli, P. aeuruginosa e K.
pnemoniae, sendo os melhores resultados encontrados com o extrato etanolico do que com
extrato aquoso.

Stanley, Ifeanyi e Eziokwu (2014) testaram os efeitos antimicrobianos da A. vera
para E. coli, S aureus e C. albicans e obtiveram inibicdo com extrato aquoso para 0s trés
micro-organismos testados. Esses resultados contrapem aos dados encontrados neste
estudo, tendo em vista que halos inibitorios ndo foram observados para extrato aquoso e in
natura do gel para os micro-organismos citados.

Estudo realizado por Lawrence, Tripathi e Jeyakumar (2009) corrobora para 0s
dados deste estudo, ao afirmar que nenhuma atividade antimicrobiana foi relatada sob uso
do extrato aquoso de A. vera. Esses autores também postulam que componentes ativos,
com atividade antimicrobiana, sdo compostos organicos aromaticos ou saturados e sdo
mais frequentemente extraidos por meio de etanol ou extracdo inicial com metanol. 1sso
também explica o aumento da atividade antimicrobiana em extratos etandlico e
metanolicos. Além disso, 0s autores citam menor acdo antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas em relacdo a organismos Gram-positivos, 0 que pode ser explicado pela
presenca da camada de lipopolissacarido adicional extracelular.

Em estudo comparativo da atividade antimicrobiana de plantas, Bona et al (2014)
enfatizam que os valores referentes as atividades inibitérias dos extratos aquosos, seja por
difusdo em disco, em po¢o ou microdiluicdo, foram menores do que os obtidos para 0s
extratos etanolicos.

A atividade atipica identificada no teste de difusdo em agar pelo método de poco
neste estudo, instigou a realizacdo de outro método para deteccdo de atividade
antimicrobiana para o material liofilizado e in natura da A. vera. Tendo em vista a maior
sensibilidade, o0 método de microdiluicdo em caldo foi realizado para a investigacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), seguido do teste de Concentracdo Bacteriostatica
Minima (CBM).



Bona et al. (2014) enfatizam a sensibilidade do método de microplacas, salientando
seu baixo custo, assim como a reprodutibilidade para experimentos com grande e pequena
quantidade de amostra.

Contrapondo os resultados obtidos pelo método de diluicdo em agar para a A. vera
liofilizada, foi identificada atividade antimicrobiana, por alteracdo colorimétrica pelo
método de microdiluicdo, para todos os micro-organismos testados. Denota-se, entretanto,
que a atividade encontrada na CIM foi somente bacteriostatica, visto que houve

crescimento bacteriano no teste de CBM, conforme demonstra a Tabela 5.

Tabela 5. Determinacdo da Concentracdo Inibitoéria Minima (CIM) e da Concentracao
Bactericida Minima (CBM) para a Aloe vera liofilizada.

Micro-organismos CIM CBM

Pseudomonas aeruginosa 05 mg/mL Bacteriostatico
Staphylococcus aureus 10 mg/mL Bacteriostatico
Enterococus cloacae 10 mg/mL Bacteriostatico
Acinetobacter baumanii 10 mg/mL Bacteriostatico
Escherichia coli 10 mg/mL Bacteriostatico
Klebsiella pneumoniae 10 mg/mL Bacteriostatico
Candida albicans 1,25 mg/mL Bacteriostatico

Fonte: Dados da pesquisa.

Stanley, Ifeanyi e Eziokwu (2014) obtiveram em seu estudo pelo método de
microdiluicdo, taxas de CIM para o extrato aquoso do gel da A. vera para E. coli e S.
aureus (0,25 mg/mL) e C. albicans (0,5 mg/mL), menores que as do presente estudo.
Resultados ainda melhores foram obtidos com o extrato etandlico, em que a CIM foi de
0,125 mg/ml para E. coli e S. aureus, porém manteve-se em 0,5 mg/mL para C. albicans.
Ao confrontar esses resultados aos obtidos por este estudo, tem-se que as taxas de
concentracdo inibitdria encontradas sdo maiores, sendo assim, faz-se necessario maior
concentracdo para que a inibi¢cdo do micro-organismo seja evidenciada.

Em estudo realizado por Goudarzi et al. (2015), estirpes de P. aeruginosa foram
consideradas sensiveis ao extrato de gel de A. vera, com CIM < 400 pg / mL, valor que
convertido a unidade de volume adotada por este estudo, obtém-se CIM de 0,4 mg/mL,
valor este inferior a valor de CIM alcangada por este estudo.

Os resultados controversos entre os estudos podem ser atribuidos diferengas no
método de teste de susceptibilidade, diferenca processo de extracdo, acentuado calor

imposto sobre o gel e nimero de compostos farmacologicamente ativos, incluindo



antraquinonas, antraceno, antranol, aloina, aloé manano, acido aloético, emodina de aloe,
aloerida, acido crisofénico, resistanol e saponina (GOUDARZI et al., 2015).

Para o teste de microdiluicdo para a amostra in natura, K. pneumoniae, nao
evidenciou atividade frente as diferentes concentragdes testadas.

Em contrapartida, todos os outros micro-organismos testados demostraram
atividade bacteriostatica, sendo a C. albicans o microrganismo com melhor resposta frente

a menor concentracdo de A. vera in natura (3,12 %), conforme demonstra a Tabela 6.

Tabela 6. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao
Bactericida Minima (CBM) para a Aloe vera in natura.

Micro-organismos CIM CBM
Pseudomonas aeruginosa 12,50% Bacteriostatico
Staphylococcus aureus 50% Bacteriostatico
Enterococus cloacae 25% Bacteriostatico
Acinetobacter baumanii 25% Bacteriostatico
Escherichia coli 50% Bacteriostatico
Klebsiella pneumoniae - -

Candida albicans 3,12% Bacteriostatico

(-) N&o apresentou inibicdo. Fonte: Dados da pesquisa.

Choi e Chung (2003) ressaltam que estudos in vitro utilizando extratos de gel bruto
da A. vera, sdo de dificil de execucdo e interpretacdo devido a complexidade das
substancias ativas. E possivel que varias atividades operem separadamente tendo cada
composto o seu préprio papel a desempenhar no efeito global. Sendo assim, a clarificagdo
dos modos de agdo para cada um dos componentes, individualmente, é a forma mais
eficiente para se desenvolverem formas de aplicagfes de seus componentes.

Denota-se, dessa forma, que melhores resultados seriam obtidos, isolando-se o
bioativo que tem funcdo antimicrobiana. Tal procedimento ndo foi adotado na metodologia
deste estudo, devido ao fato do uso popular ndo relatar o uso de tais formas de extracéo
para uso em lesdes de pele. Discute-se também, que outros fatores podem estar
relacionados & melhor atividade observada in vivo que in vitro, a saber: a atuacdo dos
bioativos sobre o recrutamento de células do sistema imune, a redugdo de citocinas e a
hidratacdo da pele lesada (FERRARO, 2009; FERREIRA; PAULA, 2013; SURJUCHE,
2008). Tais fatores sdo de dificil reprodutibilidade in vitro, entretanto, os beneficios ja
foram demonstrados em alguns estudos recentes com uso do gel em cobaias e humanos
(AKHOONDINASAB; AKHOONDINASAB; SABERI, 2014; HOSSEINIMEHR et al.,



2010; IRANI; VARAIE, 2016; KHORASANI et al., 2009; OLIVEIRA; SOARES;
ROCHA, 2010; PEREIRA et al., 2014; SHAHZAD; AHMED, 2013; SILVA et al., 2013).
Conforme demonstra a Tabela 7, a atividade antimicrobiana da A. vera ja foi
evidenciada por diversos estudos para uma variedade de micro-organismos. Verifica-se a
inibicdo do extrato aquoso para S. aureus, E. coli, P. auuriginosa, K. pneumoniae entre
outros micro-organismos de importancia clinica, contrapondo e assentindo informagdes
obtidas  por (LAWRENCE; TRIPATHI; JEYAKUMAR, 2009;
NEJATZADEH-BARANDOZI, 2013; PANDEY; MISHRA, 2010; STANLEY; IFEANYI;

este  estudo

EZIOKWU, 2014).

Tabela 7. Atividade antimicrobiana evidenciada pela Aloe vera frente a diversos micro-

organismos.
Micro-organismo Origem Tipo de extrato Autor
Stanley; Ifeanyi; Eziokwu
Isolado Clinico  Aquoso e etanélico (2014)
Isolado Clinico  Etandlico e acetdnico Nejatzadeh-Barandozi (2013)
Staphylococcus aureus Isolado Clinico  Etandlico e aquoso Pandey; Mishra (2010)
Arunkumar; Muthuselvam
Isolado Clinico  Etandlico e acetdnico (2009)
Etanolico, metandlicoe Lawrence; Tripathi; Jeyakumar
MTCC 2943 acetonico (2009)
Aquoso, etanolico e
Isolado Clinico  acetbnico Nejatzadeh-Barandozi (2013)
Estreptococos pyogenes Etanolico, aquoso e Arunkumar; Muthuselvam
Isolado Clinico  acetdnico (2009)
Etanolico, metandlico e  Lawrence; Tripathi; Jeyakumar
MTCC 442 acetdnico (2009)
ATCC 27853 DMSO 2% Goudarzi et al. (2015)
Etandlico, metandlico e
Isolado Clinico  acetbnico Nejatzadeh-Barandozi (2013)
Pseudomonas
aeruginosa Isolado Clinico  Etandlico e aquoso Pandey; Mishra (2010)
Arunkumar; Muthuselvam
Isolado Clinico  Etandlico e acetdnico (2009)
Lawrence; Tripathi; Jeyakumar
MTCC 1688 Etanolico e metandlico  (2009)
Aquoso, etanolico e Stanley; Ifeanyi; Eziokwu
Isolado Clinico  metandlico (2014)
Isolado Clinico  Acetdnico Nejatzadeh-Barandozi (2013)

Escherichia coli

Isolado Clinico

Isolado Clinico

MTCC 1687

Etandlico e aquoso
Acetbnico

Etanélico, metandlico e
acetonico

Pandey; Mishra (2010)
Arunkumar; Muthuselvam
(2009)

Lawrence; Tripathi; Jeyakumar
(2009)



Continuacdo Tabela 7

Stanley; Ifeanyi; Eziokwu

Candida albicans Isolado Clinico  Aquoso e etandlico (2014)
Arunkumar; Muthuselvam
Aspergillus flavus Isolado Clinico  Etandlico e acetdnico (2009)
Arunkumar; Muthuselvam
Aspergillus niger Isolado Clinico  Etandlico e acetdnico (2009)
Enterococcus bovis Isolado Clinico  Etandlico e aquoso Pandey; Mishra (2010)
Proteus vulgaris Isolado Clinico  Etandlico e aquoso Pandey; Mishra (2010)
Proteus mirabilis Isolado Clinico  Etandlico e aquoso Pandey; Mishra (2010)
Morganella morganii Isolado Clinico  Etandlico e aquoso Pandey; Mishra (2010)
Klebsiella pneumoniae Isolado Clinico  Etandlico e aquoso Pandey; Mishra (2010)
Etanolico, metandlicoe  Lawrence; Tripathi; Jeyakumar
MTCC 530 acetonico (2009)
Etanolico, metandlicoe  Lawrence; Tripathi; Jeyakumar
Bacillus cereus MTCC 1272 acetonico (2009)
Lawrence; Tripathi; Jeyakumar
Salmonella typhi MTCC 531 Etandlico e metandlico  (2009)

Fonte: Dados da Pesquisa.

Na investigacdo da atividade citotdxica, pelo teste de fragilidade osmotica
eritrocitaria (FOE), ndo se observou diferencas estatisticamente significativas quando
comparados o0s resultados obtidos para a amostra liofilizada e a in natura.

Ndo foi encontrada taxa de hemolise significativa frente a leitura
espectrofotométrica, que pudessem sugerir efeito toxico, tanto para o gel da A. vera
liofilizada (Grafico 1), quanto para o gel da A. vera in natura (Gréafico 2) quando
comparadas ao controle. O resultado corrobora para afirmar a seguranca do uso pela
populacdo, tanto do gel in natura, quanto de A.vera liofilizada, em concentracfes de até

20mg/ml.



Graéfico 1. Curva de fragilidade osmdtica eritrocitaria para o gel de A. vera liofilizado
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Graéfico 2. Curva de fragilidade osmdtica eritrocitaria para o gel de A. vera in natura
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Sturbelle et al. (2010) também avaliaram aspectos toxicologicos relacionados a A.
vera por outros métodos. O trabalho teve como objetivo determinar o nivel de

mutagenicidade e antimutagenicidade da Aloe vera, in vivo através do teste de Allium cepa,



que permite investigar as anomalias do ciclo mit6tico, as anomalias interfasicas e
determinar o indice mitotico das células meristeméaticas de Allium cepa submetidas a
solucdes de Aloe vera e paracetamol; e in vitro, através do teste de micronucleos em
linfécitos humanos binucleados cultivados, que permite investigar a frequéncia de
micronucleos; pontes nucleoplasmaticas, brotos nucleares, e verificar o indice mitdtico em
linfocitos binucleados humanos cultivados, submetidos a Aloe vera e paracetamol.

Os dois ensaios realizados por Sturbelle et al. (2010) demonstraram sensibilidade e
concordam quanto a ndo mutagenicidade da Aloe vera na dose usual testada de 40 mL/L,
indicando uma possivel utilizacdo desta planta como fitoterapico de forma segura.

Porém, considerando que foi observada atividade mutagénica em doses superiores,
recomenda-se que o do gel da A. vera seja moderado, de acordo com a dosagem prescrita,
e que ainda, ndo deve ser por tempo indeterminado. De acordo com o estudo, tanto em
células vegetais quanto em células humanas a Aloe vera ndo apresentou efeito mutagénico
na dose usual, porém, na dose de 400 mL/L (dez vezes maior) apresentou efeito citotdxico
(STURBELLE et al., 2010).

Segundo Rodrigues et al. (2009), os eritrocitos ou células vermelhas do sangue sao
utilizados em muitos estudos relacionados a composicdo e ao comportamento de
membrana, contribuindo com informacbes para estimar o comportamento de outras
membranas celulares, devido, principalmente, a disponibilidade e acessibilidade. Além
disso, qualquer alteracdo da membrana dos eritrécitos, seja em sua cOmMpOSICa0 ou
estabilidade, serve de ferramenta diagnéstica para uma série de doencas e para estudos de
comportamentos celulares.

Neste estudo, as membranas plasmaticas de eritrocitos humanos apds contato com
0s extratos aquoso de A. vera na concentracdo de 100% e de A. vera liofilizado na
concentracdo de 20mg/ml, demostradas nas Figuras 7 e 8, ndo apresentaram destruicdo ou
deformidade da membrana celular, sugestivas de efeito toxico. Assim, a analise dos
resultados nos permite afirmar que ndo houve dano celular que evidenciasse atividade

toxica a membrana celular em interagdo com a A. vera.



Figura 7. Imagem microscépica (60 x) de esfregaco sanguineo, evidenciando morfologia
da membrana celular eritrocitaria normal, apds contato com extrato aquoso de A. vera in
natura 100%.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 8. Imagem microscopica (60 x) de esfregaco sanguineo, evidenciando morfologia
da membrana celular eritrocitaria normal, ap6s contato com extrato aquoso de A. vera
liofilizada na concentracdo de 20mg/ml.

Fonte: ados da Pesquisa.



6 CONCLUSAO

Os resultados dos testes experimentais sugerem que a Aloe vera cultivada em
Palmas-TO possui atividade antimicrobiana de natureza bacteriostatica para S. aureus, E.
cloacae, A. baumanii, P. aeuruginosa, E. coli e C. albicans, tanto na forma in natura como
liofilizada.

Para K. pneumoniae, o0s resultados diferiram dos demais micro-organismos
testados, ndo sendo observada atividade antimicrobiana para o gel in natura. Em
contrapartida, o gel liofilizado apresentou atividade inibitoria do crescimento bacteriano
para esse micro-organismo.

Quanto a citotoxicidade, ndo se observou hemolise significativa que evidenciasse
risco tdxico do uso do gel da planta em ambas as formas testadas. Entretanto, mais estudos
de como ocorre a absorcdo e metabolizacdo desse gel devem ser realizados.

Sendo assim, no que tange ao uso popular do gel in natura no tratamento de
gueimaduras, as evidéncias deste estudo corroboram para a seguranca do uso topico, bem
como salientam atividade bacteriostatica contra 0s principais micro-organismos
responsaveis por infeccdo em pacientes queimados. Enfatiza-se ainda, que além da
atividade estudada, outras propriedades da planta podem ser responsaveis por acelerarem a

cicatrizacdo, quando comparada aos métodos convencionais de tratamento.
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INTRODUCAO

A Aloe vera (L) Burm. f. pertence a familia Xanthorrhoeaceae e
género Aloe que inclui mais de 400 espécies. Suas folhas séo verdes, grossas,
dispostas de forma alternada simples, alongadas, acuminadas, com bordas
envoltas de fortes dentes espinhosos e suculentas. Medem de 30 a 60
centimetros de comprimento e suas flores séo vistosas, apresentam tonalidade
branco-amarelada em formato tubular (LORENZI; MATOS, 2008; PARENTE et
al., 2013).

Popularmente chamada de babosa, aloe, aloe-de-barbados e aloe-de-
curacao, na literatura é encontrada com as sinonimias Aloe barbadensis Mill.
Aloe barbadensis var. chinensis Haw. Aloe perfoliata var. vera L., Aloe
chinensis Bak. e Aloe vera var. chinensis Berger (LORENZI; MATOS, 2008;
PALHARIN et al, 2008).

De acordo com Parente et al. (2013), a A. vera é nativa do norte da
Africa, onde habita desertos e estepes africanas e adotam a forma de cacto.
Ela precisa de luz solar direta e de um solo bem drenado. Como é uma planta
originaria de regifes desérticas, ela consegue sobreviver bem em habitats
hostis. Por isso, se adaptou bem a diversas outras regides do mundo,
especialmente ao Cerrado brasileiro.

Suas folhas séo estratificadas em duas partes principais, uma exterior
composta pela casca verde que inclui os feixes vasculares, e outra que forma o
tecido interior de aspecto mucilaginoso e incolor (LORENZI; MATOS, 2008;
FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014).

O extrato do parénquima de reserva desta planta, denominado gel de A.
vera apresenta vasta gama de compostos que possuem atividades
farmacoldgicas de interesse medicinal, das quais cita-se: a ac¢ao cicatrizante,
antibacteriana, antifingica, antivirotica, antitumoral e hipoglicemiante (BRASIL,
2010; GODINHO, 2014; RAMOS, PIMENTEL, 2011).

Muitas substancias foram identificadas no gel de A. vera, o qual
apresenta aproximadamente 99,5% de agua. As substancias incluem uma
combinacdo de polissacarideos e derivados acetilados de polissacarideos,

glicoproteinas, antraquinonas, flavonoides, taninos, esteroides, aminoacidos,



enzimas, saponinas, proteinas, vitaminas, minerais como ferro, potassio,
manganés e sédio (FOSTER; HUNTER; SAMMAN, 2014; HAMMAN, 2008).

As folhas apresentam também um exsudato amarelado que é formado
principalmente por derivados antraquinénicos, como a aloina e a emodina
(SACCU; BOGONI; PROCIDA, 2001).

Amplamente utilizado pela populacdo pelas propriedades medicinais, a
extragdo do gel € simples, entretanto, alguns cuidados devem ser realizados
para reduzir o alto teor de antraquinona presente no latex, bem como
contaminagdo por microrganismos e exposicao prolongada a luz e elevadas
temperaturas, fatores que podem induzir a oxidacdo e consequente perda do
material coletado.

Sendo assim, 0 objetivo deste manual € elencar as etapas de
processamento preliminar da folha da Aloe vera, a fim de obter o gel disponivel
em seu parénquima, levando em consideragdo as especificidades da planta,

com o intuito de padronizar o processo de extracao.



PROCESSAMENTO PRELIMINAR

Segundo Godinho (2014) e Reynolds (2004), o processamento de folhas
de A. vera pode ser separado em trés fases principais, a saber: preliminar,
intermediario e final, que se subdividem em etapas cujo rigor na execucao
interfere na qualidade do produto final.

Embora outras fases estejam envolvidas no processamento, é foco
deste manual os procedimentos relativos prioritariamente ao processamento
preliminar da folha, tendo em vista a escassez de material que enfatize os
meétodos, bem como a necessidade de equalizacdo das condutas empregadas
em condi¢des que solicitam um rigor metodoldgico.

Considera-se processamento preliminar todo o processo que executado
da coleta a obtencéo do gel. Segundo Reynolds (2004), consiste nas etapas de
coleta, limpeza, sanitizacdo, remocéo da casca das folhas e trituracdo da polpa
da planta.

Para fins didaticos, cada etapa ser4d comentada e evidenciada por
imagens fotograficas.



ETAPA - 1: COLETA

1. Um fator importante que deve anteceder a coleta € a identificacdo
botanica, na qual as caracteristicas da espécie a ser coletada devem ser
observadas.

Importante ressaltar que muitas sdo as plantas da espécie Aloe,
entretanto, cientificamente apenas quatro tipos tem demostrado
propriedades medicinais, as quais cita-se (Veja et al.,, 2005): Aloe

barbadensis Miller, Aloe perryi Baker, Aloe ferox e Aloe arborescens.

Figura 1. Desenho das caracteristicas botanicas da Aloe vera.

Fonte: PARENTE et al. (2013).
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Figura 2. Aloe vera no municipio de Palmas —-TO.

Fonte: Arquivo pesoal.

Identificada a planta, devem ser coletadas folhas maduras de Aloe vera
por meio de um corte transversal na base das folhas (Figura 4). Escolha
as folhas posicionadas mais externamente (REYNOLDS, 2004).
Segundo Freitas, Rodrigues e Gaspi (2014), a A. vera demora de quatro

a cinco anos para atingir a maturidade.

Nas espécies medicinais a producdo de substancias com atividades
terapéuticas apresentam alta variabilidade. O ponto de colheita varia de
acordo com o orgao da planta, estagio de desenvolvimento e época do
ano e hora do dia. Assim, o ponto de colheita recomendado para folhas
é antes da floracdo, pelos aspectos hormonais que afetam os principios
ativos, e quanto ao horario de coleta, eleger preferencialmente aquele
em que nao haja incidéncia direta de raios solares (RODRIGUES, 2004).
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Deve-se evitar a colheita de plantas doentes, com manchas fora do

padrdo, 6rgaos deformados ou outros defeitos (RODRIGUES, 2004).

Nascimento (2006) sugere que a planta ndo seja regada por cinco dias

antes de sua colheita, para que se concentrem seus principios ativos.

. ApGs a colheita, as folhas devem ser transportadas até o local de
processamento em recipiente limpo e fechado (RODRIGUES, 2004).
Recomenda-se que as folhas figuem posicionadas verticalmente para

propiciar a drenagem do latex.

Figura 3. Coleta da folha da A. vera.
LV AR AR 4

Fonte: Arquivo pessoal.
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ETAPA - II: LIMPEZA

1. Apo6s a coleta, as folhas devem ser submetidas ao procedimento de
lavagem em agua corrente, a fim de promover a retirada de residuos,

tais como terra e insetos.

Figura 4. Lavagem da folha de A. vera em agua corrente.

Fonte: Arquivo pessoal.
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ETAPA - I1I: SANITIZACAO

1. McAnalley (1988) apud Godinho (2014) propde a sanitizacdo do material
coletado, com o intuito de reduzir a contaminagao por microrganismos.
No processo utiliza-se solucdo de hipoclorito de sédio a 200 ppm, por
cinco minutos. Logo apds, as folhas serdo enxaguadas com agua
destilada para retirar o excesso de solugdo sanitizante e mantida em

recipiente para secagem.

Figura 5. Folhas de A. vera imergidas em 4gua com solugdo sanitizante.

Fonte: Arquivo pessoal.
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ETAPA - IV: FILETAGEM E EXTRACAO DO GEL

As folhas limpas devem ser filetadas para obtencdo do conteudo
mucilaginoso do interior. A fim de padronizar o processo, este manual interpde

0 manejo para corte das folhas.

1. Com o auxilio de uma faca serreada, corte transversalmente a base e a
ponta da folha, de modo que possa ser retirada as areas de contato e de

pouco contetdo do gel respectivamente (Figura 6).

Figura 6. Filetagem da folha de A. vera. A) corte transversal da base da folha
de A. vera; B) corte transversal da ponta da folha de A. vera.
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2. Faca um corte longitudinal nas bordas da folha para remocdo dos
espinhos (Figura 7).

Figura 7. Sequéncia de cortes para remocdo de espinhos das bordas da A.
vera.

Fonte: Arquivo pessoal.

3. Corte a folha ao meio transversalmente e depois longitudinalmente,
separando a folha em quatro partes, para expor o contetdo gelatinoso e

facilitar o corte da préxima etapa (Figura 8).
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Figura 8. Sequéncia do corte longitudinal e transversal da folha da A. vera.

Fonte: Arquivo pessoal.

4 - Coloque a faca paralela a casca e corte a folha separando-a do gel em ambos
os lados. Apés esta etapa o gel extraido deve ser acondicionado em um

recipiente (Figura 9).



Figura 9. Extracdo do gel da folha de Aloe vera.

.

»~ F 77‘.—{-}_._..—-

Fonte: Arquivo pessoal.



ETAPA -V - TRITURACAO E ACONDICIONAMENTO DO GEL

1. Apos separacédo da casca, liquidifique o gel a fim de romper as fibras.
2. Acondicione o material homogeneizado em frascos estéreis (Figura 10).

Figura 10. Gel da folha de Aloe vera acondicionado em frascos estéreis

\T

Fonte: Arquivo pessoal.



CONSIDERACOES FINAIS

Cada etapa do processamento preliminar deve ser realizado
minuciosamente a fim de assegurar a qualidade do material coletado. Além disso,
€ importante enfatizar que tdo rigoroso quanto o processamento inicial devem ser
as etapas seguintes do processo, denominadas fases intermediaria e final. Tais
etapas sdo competentes pela analise microbiolégica, conservagcdo e disposi¢ao
final do produto, cuja finalidade de uso sédo determinantes das demais etapas do
processo.

Deste modo, apds colheita e processamento das folhas para obtencédo do
gel, deve-se providenciar uma forma de armazenamento e conservagao, com O
intuito de evitar a oxidagdo e contaminacdo microbiolégica do material. Diversas
técnicas podem ser empregadas para a conservacao do gel de Aloe vera, a saber
a area cujo uso sera empregado, haja vista sua notéria utilizagdo como matéria
prima nos setores alimenticio, cosmético e farmacéutico.

Nessa perspectiva, os métodos de pasteurizacao e desidratacdo sdo muito
utilizados na industria, porém o tratamento do gel com temperaturas acima de 60°
C pode provocar perda de alguns compostos (FEMENIA et al. 2003;
RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2011). A conservacéo através do frio, seja por
refrigeracdo ou congelamento também sdo bastante empregadas. O uso de
conservantes de alimentos também é usado como forma de garantir qualidade e
durabilidade do produto final. A filtracdo através de membranas é utilizada em
escala laboratorial para pequenos volumes, dessa forma fazendo o controle
biologico do gel.

Outra forma interessante de se conservar o gel de Aloe vera € através do
processo de liofilizacdo. Segundo Marques (2008), a Liofilizacdo € um processo
de estabilizacdo, no qual uma substancia é previamente congelada e entdo a
guantidade de solvente (geralmente agua) € reduzida, primeiro por sublimacédo e
posteriormente por dessor¢do, para valores tais que impecam atividade biolégica
e reacdes quimicas; e passam pelos processos de congelamento inicial, secagem
primaria e secagem secundaria. Sua importancia se da por ser o0 método que

melhor mantem os componentes farmacoldgicos da planta.
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