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RESUMO 
 
 
A queimadura é um dos mais graves traumas físico e psicológico que pode acometer 
o ser humano, além de apresentar forte impacto no perfil da morbidade da 
população brasileira. Queimaduras térmicas cutâneas causam lesões que 
desencadeiam resposta aguda inflamatória e desequilíbrio entre a produção de 
espécies reativas e defesas antioxidantes. Estudos demonstram que o estresse 
oxidativo está diretamente relacionado à extensão da lesão e amplificação do 
processo inflamatório em queimaduras e que o tratamento com agentes 
antioxidantes seguros e eficazes promoveram melhora significativa na cicatrização 
das feridas, restaurando a homeostase redox na área lesionada. Devido às diversas 
propriedades farmacológicas do flavonoide naringenina (NG) como anti-aterogênica, 
anticancerígena, anti-inflamatória e antioxidante, este estudo teve como objetivo o 
desenvolvimento de uma formulação termorresponsiva a base de poloxamer 407 
acrescida de NG para tratamento tópico de queimadura térmica induzida por haste 
de ferro em camundongos hairless, para avaliação das suas propriedades anti-
inflamatórias e antioxidantes. Primeiramente, o tempo de indução da queimadura foi 
padronizado em 3 s de contato, e a coleta de pele em 48 horas após o trauma e 
avaliou-se o efeito do tratamento de 8/8h do gel adicionado de NG. Os resultados 
demonstraram que FNG apresentou pH ideal para aplicação na pele lesionada, 
densidade de 1,0016 g/mL e boa espalhabilidade, que aumentou à medida em que o 
peso foi adicionado. A adição da NG acelerou o processo de gelificação observado 
no teste do tubo invertido e aumentou a viscosidade do veículo. A curva 
termoanálitica da FNG não apresentou o evento térmico da NG devido a possível 
interação com o polímero. O flavonoide apresentou capacidade sequestradora do 
radical ABTS, contudo esta diminuiu após incorporação no gel. A formulação FNG 
demonstrou minimizar a inflamação cutânea, reduzindo o edema cutâneo, e 
apresentou tendência na redução do recrutamento de neutrófilos. Foi observado 
também efeito contra o estresse oxidativo induzido por queimadura térmica, 
mantendo os níveis dos antioxidantes endógenos, GSH e CAT, a níveis basais, e 
diminuindo a produção de ânion superóxido na lesão. A capacidade antioxidante da 
pele pelo poder redutor do ferro (FRAP) e a capacidade em reduzir o radical ABTS 
foi aumentada com a administração da formulação. Animais queimados tratados com 
FNG apresentaram melhor evolução do fechamento da ferida em comparação aos 
demais grupos. Os resultados sugerem que o tratamento tópico com formulação de 
poloxamer 407 acrescida de NG foi eficiente na redução do edema e danos 
oxidativos, além de auxiliar no processo de reparo da ferida após queimadura 
térmica. 
 
Palavras-chave: Queimadura Térmica. Naringenina. Poloxamer 407. Estresse 

Oxidativo. Inflamação. 
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ABSTRACT 
 
 
Burns are one of the most serious physical and psychological traumas that can affect 
humans, in addition to having a strong impact on the morbidity profile of the Brazilian 
population. Queimaduras térmicas cutâneas causam lesões que desencadeiam 
resposta aguda inflamatória e desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e 
defesas antioxidantes. Studies show that oxidative stress is directly related to the 
extent of the lesion and amplification of the inflammatory process in burns and that 
treatment with safe and effective antioxidants promoted significant improvement in 
wound healing, restoring redox homeostasis in the injured area. Due to the various 
pharmacological properties of flavonoid naringenin (NG) as anti-atherogenic, 
anticancer, anti-inflammatory and antioxidant, this study aimed to develop a 
thermoset formulation based on poloxamer 407 plus NG for topical treatment of 
induced thermal burn by iron rod in hairless mice, to evaluate its anti-inflammatory 
and antioxidant properties. First, the induction time of the burn was standardized in 3 
s of contact, and the skin collection in 48 hours after the trauma and the effect of the 
8 / 8h treatment of the gel added with NG was evaluated. The results showed that 
FNG had an ideal pH for application to the injured skin, density of 1.0016 g / mL and 
good spreadability, which increased as the weight was added. The addition of NG 
accelerated the gelation process observed in the inverted tube test and increased the 
vehicle's viscosity. The FNG thermoanalytic curve didn’t show the NG thermal event 
due to possible interaction with the polymer. The flavonoid showed sequestering 
capacity of the ABTS radical, however it decreased after incorporation into the gel. 
The FNG formulation has been shown to minimize skin inflammation, reducing skin 
edema, and has tended to reduce recruitment of neutrophils. An effect against 
oxidative stress induced by thermal burn was also observed, maintaining the levels of 
endogenous antioxidants, GSH and CAT, at baseline levels, and decreasing the 
production of superoxide anion in the lesion. The antioxidant capacity of the skin by 
the iron reducing power (FRAP) and the ability to reduce the radical ABTS was 
increased with the administration of the formulation. Burned animals treated with 
FNG showed better evolution of wound closure compared to the other groups. The 
results suggest that topical treatment with poloxamer 407 formulation plus NG was 
efficient in reducing edema and oxidative damage, in addition to assisting the wound 
repair process after thermal burn. 
 
Key words: Thermal burn. Naringenin. Poloxamer 407. Oxidative stress. 

Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A pele é o maior órgão do corpo humano e tem como função 

promover barreira física, regulação térmica, produção de hormônios, percepção 

sensorial e imunocompetência (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Quando ocorre a 

descontinuidade do tecido epitelial, este desencadeia um processo complexo de 

cicatrização, mantendo a homeostasia do paciente e buscando restaurar cada 

estrutura celular dos tecidos (cutâneo, muscular, entre outros) para que suas 

funções sejam minimamente comprometidas e seja evitada a presença de micro-

organismos que podem atingir a corrente sanguínea resultando em infecção 

generalizada denominada sepse (MONTES; BARBOSA; SOUZA NETO; 2011). 

 Queimaduras são lesões de tecidos orgânicos em decorrência de 

trauma de origem térmica resultante da exposição a chamas, líquidos ou superfícies 

quentes, frias, substâncias químicas, radiação, atrito ou fricção (VANA et al., 2007). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, este tipo de lesão apresenta alto índice 

de morbidade e mortalidade, levando a aproximadamente 195.000 casos de óbito ao 

ano e, portanto, é considerada um dos principais problemas de saúde pública, cuja 

gravidade está diretamente associada ao agente agressor e a extensão e 

profundidade da área atingida (KNABL et al., 1999; PESSOLATO et al., 2011; WHO, 

2018).  

Lesões térmicas geram um grande processo inflamatório, que se 

inicia poucos minutos após a lesão e que estão associados com a liberação de 

mediadores inflamatórios, os quais causam tanto efeitos locais, quanto sistêmicos 

(PARIHAR et al., 2008; RICHARDSON; MUSTARD 2009). É também possível 

encontrar uma grande variedade de tipos celulares nessas lesões, tais como: 

linfócitos, neutrófilos, macrófagos e fibroblastos (HORTON et al., 2001). Esse 

processo inflamatório é também composto, pela liberação de inúmeros mediadores 

locais, fator necrose tumoral, interleucina, histamina e espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (HORTON, 2003; PARIHAR et al., 2008). 

A participação das EROs associadas com a resposta inflamatória, é 

também evidenciada com o aumento de peróxidos lipídicos circulantes em humanos 

e animais queimados durante a primeira semana após o incidente (CETINKALE et 

al., 1997; BERTIN-MAGHIT et al., 2000). Estes dados, coletivamente, sustentam a 

hipótese de que o estresse oxidativo é um ponto crítico na cascata nociva mediada 
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pela queimadura, e sugere que sejam realizadas novas estratégias para inibição da 

produção ou sequestro de radicais livres (HORTON et al., 2001; BARBOSA et al., 

2007). 

Em queimaduras de segundo grau ou de espessura parcial, que 

ocorre perda tecidual, os princípios do tratamento se baseiam na reepitelização do 

tecido de revestimento. O princípio básico é evitar infecções microbianas e propiciar 

um ambiente adequado para a reepitelização, preferencialmente úmido, que forneça 

a restauração do epitélio estratificado de queratinócitos a partir da membrana basal 

favorecendo a cicatrização da lesão (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013). 

O cuidado e a promoção da cicatrização de feridas tornou-se um 

objetivo fundamental do tratamento dessas lesões (FRYKBERG; BANKS, 2015). A 

pele desempenha um papel vital nas funções fisiológicas como transpiração, 

sensação de calor e dor e, portanto, qualquer dano causado à pele pode levar a 

graves consequências, dores e traumas, problemas de saúde e até morte em casos 

graves (BARONI et al., 2012). É necessário o desenvolvimento de produtos efetivos 

e de baixo custo. No cenário atual, as drogas sintéticas utilizadas no tratamento de 

feridas são consideradas menos eficazes e estão associadas a diversos efeitos 

tóxicos (BUDOVSKY et al., 2015; MAVER et al., 2015).  

Compostos fenólicos são conhecidos principalmente por serem 

potencialmente eficazes para tratar vários distúrbios da pele, incluindo doenças, 

lesões agudas e sinais de envelhecimento (DZIALO et al., 2016). Essa característica 

se reflete principalmente pelo seu amplo espectro de propriedades biológicas, como, 

antioxidante, anti-inflamatório, redução do tempo de cicatrização e reparo de lesões 

de pele (SKORKOWSKA-TELICHOWSKA et al., 2013; WITTENAUER et al., 2015). 

Os flavonoides representam o grupo mais comum e amplamente distribuído de 

fenólicos vegetais. Essas moléculas têm uma atividade antioxidante e anti-

inflamatória inerente a sua estrutura (VERRI et al., 2012). A naringenina, um 

favonóide da subclasse das flavanonas (LEE et al., 2001), apresenta diversas 

propriedades farmacológicas como anti-aterogênica, anti-cancerígena, antioxidante 

e anti-inflamatória (EL-MAHDY et al., 2008; HERMENEAN et al., 2013; MARTINEZ 

et al., 2015), podendo assim, ser uma boa candidata ao tratamento contra os danos 

oxidativos e inflamatórios gerados em queimaduras cutâneas. 

As características desejadas para um produto tópico indicado na 

aplicação de áreas queimadas envolvem a capacidade de regeneração tissular, 
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ausência de toxicidade, facilidade de aplicação e de remoção do produto (WASIAK 

et al., 2013). Neste contexto, os membros do grupo de polímeros denominados 

poloxamer, em especial o 407, são inertes, portanto não apresentam toxicidade 

celular (JOHNSTON; MILLER, 1985) e se apresentam como soluções de baixa 

viscosidade em temperatura baixa, e como gel à temperatura corporal, tornando-os 

polímeros termossensíveis ideais para aplicação tópica (QI et al., 2006; BAN et al., 

2017). A propriedade de polímero termossensível favorece a aplicação das 

formulações na área lesionada sendo adequado para o tratamento de lesões 

dolorosas, como ocorre em tecidos queimados (NALBANDIAN et al., 1987; 

BERRETTA, 2007). 

Assim, a avaliação do potencial tópico do flavonoide naringenina, em 

gel termorreversível, contra os danos oxidativos e inflamatórios induzidos por 

queimadura térmica se faz relevante para uma possível alternativa de tratamento 

desse tipo de lesão na pele. 

 

 

 



18 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1  PELE 

A pele é o maior órgão do corpo humano em superfície e peso, 

formando um revestimento externo em todo o corpo (IOBST; SANTHANAM; 

WEINKAUF, 2006). Atua protegendo a integridade física e bioquímica do corpo, 

mantém a temperatura corpórea constante e fornece informações sensoriais sobre o 

ambiente circundante (TORTORA; GRABOWSKI, 2002; RIZZO, 2011.).  

Com organização estratificada, a pele é dividida em três camadas 

principais: epiderme, derme e hipoderme (GRICE; SEGRE, 2011).  

A epiderme é a camada mais superficial da pele, que esta 

diretamente exposta ao meio externo, sendo responsável pela proteção do corpo 

humano. Trata-se de um epitélio escamoso estratificado em constante renovação, 

sendo o queratinócito seu principal tipo celular. Este compõe aproximadamente 95% 

do total das células epidérmicas, e a medida que se move da membrana basal em 

direção a superfície da pele, forma 5 camadas morfologicamente distintas da 

epiderme: germinativa, espinhosa, granulosa, lúcida e córnea (KHAVKIN; ELLIS, 

2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A camada germinativa, rica em células-

tronco, é responsável pela renovação da epiderme. A camada espinhosa é formada 

por células achatadas com expansões citoplasmáticas que se mantém unidas. A 

camada granulosa possui células achatadas com grânulos de querato-hialina, 

responsável pela produção de queratina e substâncias impermeáveis à água e a 

outras moléculas (CORMACK, 2003). A camada lúcida é composta de várias 

camadas de células achatadas intimamente ligadas, sem expansões 

citoplasmáticas. A camada córnea é a mais superficial da epiderme, formada por 

células mortas anucleadas chamadas de células corneificadas na medida em que 

seu citoplasma é substituído por queratina. Essas células formam uma cobertura ao 

redor do corpo, protegendo-o contra invasão de substâncias do meio externo e 

restringindo a perda de água. Possui pH mais ácido do que as demais camadas 

auxiliando na sua função barreira (SPENCE, 1991; CAMPELO 2018). Outras células 

que podem ser encontradas na epiderme incluem as células de Langerhans, 

melanócitos e células de Merkel, que são responsáveis pela regulação imune, 
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pigmentação e função sensorial (TER HORST et al., 2018). 

 A derme, localizada abaixo da epiderme e acima da camada 

subcutânea, é responsável pelo fornecimento de nutrientes e suporte físico à 

epiderme (BURR; PENZER, 2005). É composta principalmente por colágeno e fibras 

elásticas, produzidos por seu principal tipo celular, os fibroblastos. Contém vasos 

linfáticos, terminações nervosas, folículos capilares e glândulas. Além de 

fibroblastos, a derme possui outros tipos celulares imunologicamente relevantes 

como células dendríticas, macrófagos, mastócitos e linfócitos. A derme é composta 

por duas camadas: a reticular e a papilar. A camada papilar contém os nervos e 

capilares que nutrem a epiderme, enquanto a camada reticular é composta por forte 

tecido conjuntivo contendo colágeno e fibras elásticas (PRINGLE; PENZER, 2002; 

HEATH; CARBONE, 2013). Quando lesionada e o colágeno é exposto, a proteína é 

envolvida nas fases inflamatórias, proliferativas e de remodelação da resposta 

cicatricial da pele (HOPKINSON et al., 1999). 

 A hipoderme, tecido subcutâneo com tecido conjuntivo frouxo e 

adiposo, é composta por células adiposas que reforçam a estrutura do tecido 

conjuntivo e atua como barreira protetora isolante (RITTIÉ; FISHER, 2002). 

 A pele está continuamente exposta a uma variedade de ataques 

químicos, biológicos e físicos que ameaçam a integridade de suas estruturas 

celulares, e apesar de possuir diversos mecanismos de regeneração e reparação, as 

queimaduras graves são as lesões mais traumáticas e fisicamente debilitantes, que 

não afetam somente a pele, como quase todos os sistemas orgânicos, e levam a 

significativa morbidade e mortalidade (WANG et al., 2018). 

    

2.2  QUEIMADURAS: EPIDEMIOLOGIA, INFLAMAÇÃO E ESTRESSE OXIDATIVO 

As queimaduras estão entre os traumas mais graves que podem 

atingir o ser humano, pois provocam resposta metabólica intensa que repercute em 

quase todos os órgãos e sistemas. Queimadura pode ser definida como uma injúria, 

geralmente na pele, ou em outro tecido orgânico causado por trauma térmico 

(HENDON, 2002). Podem ser causadas pelo calor, como as queimaduras térmicas 

por contato com chamas, líquidos (escaldadura), sólidos em alta temperatura ou 

promovidas por produtos químicos, eletricidade, fricção ou abrasão e radiação, 
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incluindo queimaduras solares e radioatividade (HENDON, 2002; CAMUCI, et al. 

2014). 

 Queimaduras térmicas apresentam-se como um problema 

significativo de saúde pública, especialmente em países de baixa renda, e 

representam mais de 95% de todas as mortes causadas por esse tipo de lesão no 

mundo (WHO, 2018; SAAVEDRA et al., 2019).  

A grande maioria das queimaduras não é fatal, mas estima-se que a 

cada ano 1% da população sofra queimaduras, sendo que, 90% das mortes por 

queimaduras ocorrem em países onde não há programas de prevenção e a 

qualidade dos cuidados agudos é fraca ou nenhuma (BATISTA et al., 2012; 

SANTANA et al, 2018; CORREIA et al., 2019). Em países mais ricos as taxas de 

mortalidade por queimaduras têm diminuído, por outro lado, a taxa de mortalidade 

infantil por essa mesma causa, é sete vezes mais alta em países de baixa e média 

renda (WHO, 2018). 

O risco é ainda maior em países em desenvolvimento como o Brasil, 

onde as condições de vida são precárias em grande parte da população o acesso ao 

tratamento de queimaduras é limitado. Segundo o Ministério da Saúde, avalia-se 

que no Brasil acontecem em torno de 1.000.000 de incidentes por queimaduras ao 

ano, sendo que 100.000 pacientes buscaram atendimento hospitalar e, destes, cerca 

de 2.500 pacientes irão a óbito direta ou indiretamente em função de suas lesões. 

As queimaduras estão entre as principais causas externas de morte registradas no 

Brasil, perdendo apenas para outras causas violentas, que incluem acidentes de 

transporte e homicídios (VALE, 2005; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Diversos estudos epidemiológicos apontam maior incidência de 

queimaduras no sexo masculino, sendo os membros superiores os mais acometidos 

por este tipo de lesão. As queimaduras ocorrem com maior frequência em situações 

de trabalho, variando as formas de acometimento. Entre as queimaduras mais 

comuns tendo as crianças como vítimas, estão as decorrentes de escaldaduras, e 

ocorrem em maior proporção em âmbito domiciliar (GAWRYSZEWSKI et al., 2012; 

ALVES E SILVA; FARIA; MACIEL, 2014; SANCHES et al., 2016). Acontece um 

milhão de casos de queimaduras em crianças anualmente no Brasil, onde 13.799 mil 

são hospitalizados ou precisam de atendimento ambulatorial (SANTOS; SANTOS, 

2017), sendo assim é um dos acidentes mais frequentes em pediatria, (BISCEGLI et 

al, 2014).  



21 

Os principais agentes causais de queimaduras no Brasil são líquidos 

superaquecidos, combustível, chama direta, superfície superaquecida, eletricidade, 

agentes químicos, agentes radioativos, radiação solar, frio e fogos de artifício 

(BVSMS, 2019). Também, é descrito que a cada ano 1.000.000 de acidentes estão 

relacionados a queimaduras, destes 200.000 são recebidos na emergência e 40.000 

necessitam de hospitalização. (OLIVEIRA; PERIPATO, 2017). Frente à elevada taxa 

de incidência, a queimadura configura-se como um problema de saúde pública no 

Brasil, assim, faz-se necessário o conhecimento e desenvolvimento de novas 

técnicas terapêuticas. 

A intensidade com que uma queimadura causa danos à pele 

depende de diversos fatores, tipo de fonte de calor, temperatura, tempo de 

exposição, espessura da pele e área exposta, vascularidade do local, idade do 

individuo e pressão exercida sobre a pele pelo elemento de contato (STANLEY; 

RICHARD, 2004). Mesmo uma rápida exposição a uma determinada fonte de calor 

já é capaz de promover danos cutâneos. Em temperaturas superiores a 44ºC e 

abaixo dos 51ºC as lesões celulares dobram a cada aumento de grau. Acima dos 

51ºC ocorre a destruição rápida da cútis e acima dos 60ºC a necrose por coagulação 

proteica é imediata. Ainda, mesmo após a retirada da fonte de calor este não se 

dissipa imediatamente e, assim, o calor residual acumula-se levando a um dano 

secundário indireto, que persiste por 6 a 12 horas após trauma térmico inicial (XU, 

2004). 

 As queimaduras são classificadas de acordo com o grau de 

destruição celular e profundidade da lesão na pele, anexos e tecidos subcutâneos 

(MARCHESAN; FARINA JR, 2003, PEDEN et al., 2008). Essas lesões são 

denominadas como superficiais (referidas como 1° grau), de espessura parcial 

(conhecidas como de 2º grau) ou de espessura total (referidas como de 3º grau) 

(LINDE, 2002; JOHNSON, 2018) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 



22 

Figura 1: Classificação de Queimaduras 

 

Fonte: ROCHA (2009) 

 

 Queimaduras de primeiro grau são caracterizadas como 

queimaduras superficiais, que atingem apenas a camada mais externa da pele, a 

epiderme, sem danos observados na derme, são lesões que se apresentam 

hiperemiadas, edematosas e dolorosas, resolvendo-se dentro de 5 a 7 dias. As 

queimaduras de espessura parcial podem ser superficiais ou profundas. As 

superficiais acometem toda a epiderme e a camada superior da derme, conservando 

certa quantidade de folículos pilosos e glândulas sudoríparas, apresentam bolhas, 

umidade e dor acentuada e cicatrizam em torno de 14 a 21 dias, deixando mínimo 

tecido cicatricial. Já queimaduras profundas de espessura parcial comprometem 

quase toda a extensão da derme, assim como queimaduras de terceiro grau, 

apresentam coloração pálida e são lesões menos dolorosas e, embora possam 

evoluir para cicatrização dentro de três até seis semanas, também podem acarretar 

em complicações sistêmicas, o epitélio neoformado é muito friável, apresentando 

ulceração recorrente e forte tendência à cicatrização hipertrófica e contraturas. Nas 

queimaduras de espessura total, ou queimaduras de terceiro grau, a lesão acomete 

toda espessura da pele e, em alguns casos, se estende ao tecido subcutâneo, 

músculo e osso. Clinicamente, apresentam aspecto esbranquiçado e rígido, é a mais 

grave de todas as lesões térmicas por não haver elementos dérmicos para 

regeneração, são deformantes e cicatrizam apenas com enxerto (LINDE, 2002; 

JOHSON; RICHARD, 2003; LIMA JR; SERRA, 2006).  
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 A verdadeira profundidade e extensão de uma lesão por queimadura 

pode não ser precisa ou facilmente determinada no primeiro dia, pois durante sua 

evolução diversos fatores continuam influenciando na sua extensão e, isto, permite 

que uma lesão de espessura parcial superficial evolua para espessura total depois 

de 72 h após a lesão inicial (GOMES; SERRA; PELLON, 1998; BARBOSA et al., 

2007). 

 Szwed e Santos (2015), propuseram que a cicatrização de feridas 

começa logo após o dano tecidual e consiste em mecanismos complexos de 

interações extracelulares, mediadores químicos, células locais e inflamatórias que 

interagem para a regeneração do tecido lesionado, buscando restabelecer 

satisfatoriamente a função e a aparência do local afetado. A cicatrização 

compreende três fases com limites não muito distintos, mas sobrepostas no tempo: 

fase inflamatória, proliferativa e fase de remodelamento (PAGNANO et al., 2009). 

 O processo cicatricial ocorre quando há perda tecidual e inicia-se 

com a fase inflamatória. A fase inflamatória, ou exsudativa, é a preparação da ferida 

para a cicatrização e inicia-se logo após a lesão, com formação de rede de fibrina e 

migração de neutrófilos, linfócitos e, mais tardiamente, os macrófagos, tendo como 

objetivo remover tecidos desvitalizados. A fase proliferativa é dividida em três 

subfases e é responsável pela formação do tecido de granulação. Primeiro ocorre a 

reepitelização por migração de queratinócitos das bordas e anexos remanescentes; 

e posteriormente a fibroplasia, na qual ocorre proliferação de fibroblastos e produção 

de colágeno, elastina e outras proteínas; por fim, ocorre a angiogênese 

paralelamente à fibroplasia, e os novos vasos irão suportar a formação da nova 

matriz tecidual (MANDELBAUM et al., 2003; STANLEY; RICHARD, 2004). Neste 

momento ocorre o fenômeno conhecido como contração da ferida por ação dos 

miofibroblastos. A terceira e última fase de cicatrização da pele, a fase de 

remodelação, leva à formação progressiva da cicatriz. No fechamento da ferida, a 

maturação do tecido de granulação é marcada pela síntese do colágeno tipo I 

ocasionada pelos fibroblastos e o desaparecimento da população de miofibroblastos 

por apoptose (ISAAC et al., 2010). 

 Em um corte histológico, Jackson descreveu em 1953, que em uma 

ferida típica de queimadura existem três zonas concêntricas: a zona central, externa 

e intermediária. A zona central é a região de coagulação que sofre necrose 

irreversível como resultado de lesão direta da energia térmica. A zona externa é a 
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região da hiperemia que invariavelmente se recupera. A zona intermediária se 

correlaciona com a estase que não sofre necrose inicialmente, mas passa por 

interrupção completa do fluxo sanguíneo nas primeiras 24 horas. A zona 

intermediária pode consequentemente tornar-se necrótica e, eventualmente, 

indistinguível da zona de coagulação (JOHNSON, 2018). As alterações 

fisiopatológicas dentro das três zonas revelam a biodinâmica mais complicada de 

todas as feridas, envolvendo vários mediadores inflamatórios e estando intimamente 

relacionados à administrações de diferentes medidas terapêuticas (XU, 2004). 

 A cicatrização é um processo que envolve diversos mecanismos 

sucessivos após a lesão e é regulado por diversos fatores locais e sistêmicos que 

podem atrasar ou impedir a cicatrização, como: suporte nutricional inadequado, 

déficit na oxigenação tecidual, infecção, necrose, ambiente seco, tamanho da ferida, 

idade do paciente e imunossupressão (HESS, 2002). Além disso, relata-se que 

durante sua evolução, infecções ou a instabilidade hemodinâmica do local podem 

aprofundar a lesão e aumentar a produção de EROs que irão atuar como fator 

perpetuante da resposta inflamatória (BARBOSA et al., 2007).  

 O processo inflamatório em queimaduras é caracterizado pela 

liberação de citocinas, prostaglandinas e EROs liberados de macrófagos e 

leucócitos. Mediadores como a interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator 

de necrose tumoral α (TNF-α), são liberados em quantidades diretamente 

proporcionais a extensão e intensidade da queimadura e são responsáveis pelo 

aumento do catabolismo imunossupressor, aumento da permeabilidade vascular, e 

consequentemente, por distúrbios cardiovasculares e renais, choque e lesão de 

múltiplos órgãos (ARTURSON, 1996; NGUYEN et al., 1996).  

 A ativação de mediadores inflamatórios tóxicos, oxidantes e 

proteases podem danificar ainda mais as células endoteliais da pele e capilares e 

potencializar a necrose do tecido isquêmico, assim, a isquemia e reperfusão 

consecutiva causam o estresse oxidativo, caracterizado por um desequilíbrio entre a 

geração de EROs e o sistema de defesa antioxidante (KAO; GARNER, 2000; 

CARDEN; GRANGER, 2000).  

 Sob condições fisiológicas normais, os radicais livres e as espécies 

não-radicais reativas, derivadas dos radicais, existem nas células e tecidos 

biológicos em concentrações baixas, porém mensuráveis (SIES, 1993; 

GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000). Em sistemas biológicos, radicais livres são 
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derivados principalmente do O2 e por isso são denominados EROs, possuem um ou 

mais elétrons não pareados, altamente instáveis, com meia-vida extremamente curta 

e quimicamente muito reativas (HALLIWELL, 1999).  

 Muitos tipos de EROs são formados fisiologicamente no 

organismo, por meio do transporte de elétrons mitocondriais, do metabolismo do 

ácido graxo peroxissômico, por meio das reações do citocromo P-450 e pela 

atividade da NADPH oxidase, particularmente nas células fagocíticas, processo 

conhecido como "explosão respiratória" (PARIHAR et al., 2008). Entre as EROs 

destacam-se o radical superóxido (O2
•-), o radical hidroxil (•OH), o radical óxido 

nítrico (NO•), o radical peroxil (RO2
•), e algumas espécies reativas não radicalares 

como o peróxido de hidrogênico (H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), e oxigênio 

singlete (1O2), que apesar de não possuírem elétron livre, podem facilmente sofrer 

reações e formar radicais livres (HALLIWELL, 2009). Destes produtos, o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) não é um radical, mas pode causar danos significativos às células. 

Este forma radicais hidroxila, especialmente na presença de íons ferro e cobre, 

causando danos celulares graves (HENSLEY et al., 2000). 

 Em feridas normalmente cicatrizadas, EROs atuam como 

mensageiros celulares para estimular processos-chave associados à cicatrização de 

feridas, incluindo motilidade celular, ação de citocinas, angiogênese e, também, 

contra infecções por micro-organismos patogênicos presentes na ferida (DJEMAA et 

al., 2016).  

 A principal fonte de radicais livres ou EROs no trauma das 

queimaduras é a enzima xantina oxidase (XO), que desempenha um papel 

importante na lesão de reperfusão por isquemia, produzindo ânion superóxido e 

peróxido de hidrogênio (GRANGER et al., 1981) e pela resposta a estímulos como 

bactérias e fragmentos teciduais, que dá início a uma sequência de fagocitoses, 

realizadas principalmente por neutrófilos, a qual é dependente de oxigênio 

(BARBOSA et al., 2007). Ainda neste tipo de lesão, relata-se que a liberação de 

EROs inicia-se com a ativação da NADPH oxidase que reduz o oxigênio em O2
•- 

(HORTON, 2003).  

 Tem-se dado muita atenção ao papel dos neutrófilos, após a 

queimadura. Acredita-se que a lesão tecidual e endotelial seja amplificada pela 

liberação de radicais livres e enzimas dos neutrófilos (HORTON, 2003). Uma vez 

firmemente aderidos à célula endotelial, os neutrófilos criariam um microambiente, 
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que permitiria a alta concentração de agentes lesivos. Além de sintetizarem 

prostaglandinas, os neutrófilos possuem enzimas granulares, como a 

mieloperoxidase (MPO), que catalisa a reação do peróxido de hidrogênio com o 

cloro, originando HCLO, um potente agente oxidante (FRANCISCHETTI, et al., 

2010). 

 Como mencionado, nestas situações, o excesso de EROs liberadas 

pode transcender o efeito benéfico, causar danos adicionais na ferida, e reduzir os 

mecanismos antioxidantes endógenos enzimáticos e não enzimáticos promovendo o 

estresse oxidativo (BAYIR, 2005; RODRIGUES et al., 2012). 

  Entre os antioxidantes enzimáticos celulares encontram-se as 

enzimas superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase 

(GPx), que constituem a primeira linha de defesa endógena, protegendo as células 

dos danos induzidos por EROs (KUMAR; SHARMA; VASUDEVA, 2017).  Dos 

componentes não enzimáticos da defesa antioxidante destacam-se alguns minerais 

(zinco, selênio e ferro), vitaminas (ácido ascórbico, vitamina E, vitamina A, 

riboflavina) e o tripeptídeo glutationa reduzida (GSH) (VALKO et al, 2007).  

 A SOD converte o O2
•- em H2O2, um composto menos bioativo, que 

é posteriormente decomposto pelas enzimas CAT e GPx em moléculas de oxigênio, 

que desempenham um papel importante nos mecanismos de autodefesa das células 

contra o estresse oxidativo. A SOD e GPx são enzimas que protegem os tecidos dos 

efeitos dos radicais livres e peróxidos lipídicos, e as atividades da SOD e GPx 

aumentam após lesão mediada por radicais livres e peroxidação lipídica 

(GONZALES et al., 1984; GIACCO; BROWNLEE, 2006).  

 A relação GSH e glutationa oxidada (GSSG) é um dos principais 

determinantes do estresse oxidativo. A GSH, altamente abundante em todos os 

compartimentos celulares, é o principal antioxidante solúvel do organismo, que atua 

diretamente ou via GPx para eliminar as EROs (LAWRENCE; SPRINGER, 1991; 

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; BRIGELIUS-FLOHÉ; MAIORINO, 2013). Além 

disso, a GSH também é importante para a proteção da membrana celular da 

peroxidação lipídica, pois doa elétrons para lipídios da membrana e os protege de 

ataques de oxidantes, atuando também como cofator para enzimas, como GPx e 

transferase. Tem um papel na conversão de vitamina C e E de volta às suas formas 

ativas e protege as células contra a apoptose, interagindo com as vias de 

sinalização proapoptótica e antiapoptótica (CURELLO et al., 1985; MASELLA et al., 
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2005; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).  

 A CAT é uma enzima que exerce importante papel contra o estresse 

oxidativo e atua convertendo H2O2 em O2 e H2O (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 

2004). Está presente no peroxissomo e nas mitocôndrias em grandes quantidades, e 

no citoplasma e retículo endoplasmático em menores quantidades (SCHRADER; 

FAHIMI, 2006). Estudos demonstram que durante a cicatrização de feridas, ocorre a 

expressão da enzima no tecido de granulação em quantidades significativas, 

promovendo papel importante na desintoxicação, sendo que a redução dos níveis de 

H2O2 na área da ferida consiste em uma de suas atividades reguladoras (KAPOOR 

et al., 2006). 

 Assim, estudos demonstram que se o equilíbrio entre a geração de 

EROs e a capacidade redox do organismo for interrompido, o tecido sofrerá estresse 

oxidativo afetando uma ampla gama de espécies moleculares, incluindo lipídios, 

proteínas e ácidos nucléicos (VALAVANIDIS et al., 2013). Estes dados, 

coletivamente, sustentam a hipótese de que o estresse oxidativo é um ponto crítico 

na cascata nociva mediada pela queimadura, e sugere que sejam realizadas novas 

estratégias para inibição da produção ou sequestro de radicais livres (HORTON, 

2003; BARBOSA et al, 2007).  

2.3 TRATAMENTO DE QUEIMADURAS 

A preocupação com o tratamento de feridas é antiga e muitos 

estudos acerca do assunto tem sido desenvolvidos, o que levou a um grande avanço 

no conhecimento dos diferentes tipos de lesões, do processo de reparação de tecido 

lesado, bem como de todos os fatores nele envolvidos (PEREIRA; BACHION, 2005; 

SANTANA et al., 2019). Propiciou tambem o desenvolvimento de produtos a serem 

utilizados no tratamento de feridas, visando auxiliarem no processo de cicatrização 

da pele (FERREIRA et al., 2003). 

O tratamento das queimaduras pode ser realizado em diferentes 

frentes, dependendo da profundidade e local da lesão. Embora queimaduras leves 

possam ser tratadas ambulatorialmente, as queimaduras moderadas devem ser em 

hospitais equipados e as queimaduras graves devem ser tratadas em hospitais que 

tenham centro especializado de queimados (MOYLAN, 1992). 

 O tratamento de queimaduras sempre foi um desafio, tanto pela sua 
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gravidade, como pela multiplicidade de complicações que normalmente ocorrem em 

decorrência da lesão (ANDRADE; LIMA; ALBUQUERQUE, 2010). 

Atualmente são indicadas no manejo da queimadura, hidratação 

com soro fisiológico, analgesia, controle de infecção, escarotomia, restabelecimento 

hemodinâmico e eliminação de tecido necrosado por meio de método cirúrgico 

(SINDER, 2006). 

 As queimaduras são particularmente suscetíveis à infecção por 

diversas razões, como a ruptura da barreira epidérmica combinada com a 

desnaturação de proteínas e lipídios, que proporcionam um ambiente fértil para o 

crescimento microbiano (CHURCH et al., 2006). Com a circulação sanguínea do 

local da lesão comprometida pelo processo de queimadura, as dificuldades 

enfrentadas pelos antibióticos administrados sistemicamente em alcançar o tecido 

danificado incentivaram o uso de produtos antimicrobianos aplicados topicamente 

(HONARI, 2004; GLASSER et al., 2010). Assim, cremes antimicrobianos e curativos 

oclusivos são aplicados na ferida para evitar infecções, limitar a progressão da ferida 

e melhorar a progressão da epitelização (SEVGI et al., 2013).  

 A sulfadiazina de prata é um composto antimicrobiano tópico, 

composto por uma sulfonamida e prata, amplamente utilizado para aliviar a dor e 

evitar possíveis infecções de lesões de queimadura. Embora exista preocupação 

com a resistência emergente e possíveis efeitos colaterais, a sulfadiazina de prata 

ainda é amplamente aceita como tratamento tópico para infecções por queimaduras 

(ATIYEH et al., 2007; SEVGI et al., 2013; GOUVEÂ et al., 2020). No entanto, seu 

uso está associado a vários efeitos adversos (agranulocitose, leucopenia, anemia 

hemolítica) que limitam sua aplicação (FULLER, 2009; MILLER et al., 2012). 

 A sulfadiazina de prata pode causar efeitos locais, incluindo 

citotoxicidade celular, cicatrização retardada de feridas, cicatrizes hipertróficas ou 

atróficas e levar ao desenvolvimento de reações de hipersensibilidade, dermatite 

alérgica de contato, eritema multiforme e pigmentação cinza-azulada (ATIYEH et al., 

2007; KHORASANI et al., 2009).  

 O efeito adverso clínico mais significativo do agente tópico de 

sulfadiazina de prata é a cicatrização retardada da ferida, juntamente com toxicidade 

renal e leucopenia, confirmando que não deve ser utilizado em feridas extensas por 

períodos prolongados (KLASEN, 2000; FERREIRA et al., 2003; ATIYEH et al., 

2007). Outras preparações com prata são opções importantes no tratamento da 
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queimadura, visando principalmente uma atividade bactericida mais duradoura no 

leito da ferida, sem toxicidade para as células lesadas e maior capacidade de 

recuperação. Essas tecnologias utilizam curativos com liberação gradual da prata, 

ao invés do sal separado, composto ou em solução (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 

2013). Além da sulfadiazina de prata, acetaminofeno, anti-inflamatórios não 

esteróides e corticoides também são utilizados como analgésicos (FAURSCHOU; 

WULF, 2008), e também estão associados a efeitos adversos que limitam seu uso 

(SÜLEYMAN H; DEMIRCAN; KARAGOZ Y, 2007; BARKIN, 2015). Assim, por muitos 

anos as queimaduras vêm sendo tratadas com diferentes produtos a base de prata e 

apesar da diversidade dos materiais, o custo do tratamento de queimaduras é ainda 

é muito elevado (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013). 

 O agente ideal para o tratamento local da lesão além de controlar o 

crescimento bacteriano, deveria remover o tecido desvitalizado e estimular o 

crescimento dos queratinócitos, porém, até agora, estas três funções não se 

encontram em um mesmo produto, desta maneira não existe um agente tópico ideal, 

embora diversos estudos relatam a utilização de curativos oclusivos combinados 

com agentes antimicrobianos para o tratamento de lesões por queimadura 

(NEGREIROS et al., 2019; PECHARA, 2020). 

 Neste sentido, a placa de hidrocolóide é um curativo passivo 

(SMANIOTTO et al., 2010) que possui uma cobertura composta por gelatina, pectina 

e carboximeticelose sódica e espuma de poliuretano, que mantém a umidade da 

ferida interagindo com a lesão. Produz um gel que favorece o desbridamento 

autolítico e seu uso para tratamento de alguns tipos de lesões agudas tem 

demonstrado bom efeito terapêutico, associado à facilidade de administração, a 

capacidade de absorção e pela formação de barreira protetora contra infecções, 

além de sua capacidade de reter odores, ter boa aparência e formas variadas que 

possibilitam adequação à ferida, podendo inclusive ser empregado em lesões das 

articulações (THOMAS, 2008; FRANCO; GONÇALVES, 2008). 

 O alginato de cálcio, que se compõe de fibras de puro alginato de 

cálcio derivado de algas marinhas, por ter alta capacidade de absorção, com a  

formação de um gel que mantém o meio úmido para a cicatrização e induz a 

hemostasia (FRANCO; GONÇALVES, 2008). 

 Hidrogel é um tipo de curativo passivo que contém álcool de polivinil, 

poliacrilamidas e polivinil, proporcionando um ambiente hidrófilo devido à retenção 
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de umidade propiciando a liquefação de necrose (SMANIOTTO et al., 2010). Seu 

mecanismo de ação é amolecer e remover o tecido desvitalizado por meio de 

desbridamento autolítico e sua indicação é para feridas superficiais moderadas ou 

de baixa exsudação, pois remove as crostas, fibrinas, tecidos desvitalizados ou 

necrosados (FRANCO e GONÇALVES, 2008; ROSSI et al., 2010). Boles et al  

(2008) mostraram a eficácia quanto ao uso de curativo a base de higrogel de 

melaleuca, uma opção de curativo imediato para queimaduras que visou à 

hidratação e ao resfriamento da ferida, quando comparado a grupo de animais 

tratados apenas com água corrente. 

Na medicina popular, são citadas frequentemente duas plantas para 

o tratamento de queimaduras: babosa (Aloe vera) e aroeira (Schinus terebinthifolius 

Raddi), as quais possuem ação cicatrizante (COSTA; MAYWORM, 2011). 

Atualmente, estas substâncias compõem os medicamentos fitoterápicos disponíveis 

na rede farmacêutica e nas instituições de saúde (BRASIL, 2017). Jorge e 

Markmann (1996) demonstraram que tanto as cascas como as folhas da aroeira são 

igualmente ricas em taninos e óleo essencial, sendo os taninos os responsáveis pela 

ação cicatrizante. O extrato de aroeira é disponibilizado na forma de gel e óvulo, 

sendo indicado, devido à sua ação cicatrizante, anti-inflamatória e antisséptica 

tópica, para uso ginecológico. A Aloe vera é descrita por apresentar propriedades 

farmacológicas, incluindo sua propriedade antioxidante (HU et al., 2005), cicatrizante 

(MAENTHAISONG et al., 2007) e efeitos antibacterianos (AGARRY et al., 2005). 

Pereira et al. (2015), realizaram uma revisão na qual concluíram que há evidências 

que parecem apontar para a eficácia do Aloe vera no tratamento de queimaduras 

cutâneas. O medicamento fitoterápico à base de Aloe vera disponibilizado pelo SUS 

à população, desde 2012, apresenta-se na forma farmacêutica de creme, indicado 

para o tratamento tópico de queimaduras de 1º e 2º graus e como coadjuvante nos 

casos de psoríase vulgar (CONBRAFITO, 2012; FERREIRA; PAULA, 2013). 

 Plantas com efeito anti-inflamatório evidenciados em estudos 

experimentais e clínicos, com foco na redução da liberação de citocinas pró-

inflamatórias, permeabilidade vascular e migração tecidual que intensificam o dano 

no tecido, estão sendo foco de estudos (GHASEMIAN; OWLIA; OWLIA, 2016). 

Tratamentos que apresentam potencial antioxidante são também de grande 

interesse para o processo de reparo de queimaduras (HEIDARI et al., 2019). 

 Nesse contexto, se faz interessante à busca de tratamentos novos, 
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seguros e eficazes nas lesões por queimaduras, e os produtos naturais com efeitos 

anti-inflamatórios e analgésicos tópicos podem ser candidatos como alternativas à 

terapêutica atualmente utilizada (PIANA et al., 2013; SILVA; ALMEIDA; ROCHA, 

2014; TEYSSIER, 2019). 

 Estudos demonstram que agentes oxidantes em feridas térmicas 

amplificam os danos locais e sistêmicos. Nas queimaduras, o fluxo intravascular de 

neutrófilos para a região aumenta a formação de radicais livres. As EROs resultantes 

são responsáveis pelo aumento do edema. Os níveis de antioxidantes também 

diminuem significativamente nas queimaduras locais. Em estudos, com animais e 

humanos, foi demonstrado que o dano causado pelos radicais livres na queimadura 

é significativamente melhorado após a aplicação tópica de compostos antioxidantes 

(LATHA; BABU, 2001; ONER et al., 2006; PARIHAR et al.,2008). Além disso, foi 

demonstrado que antioxidantes ou sequestradores de radicais livres, quando 

administrados após a queimadura, exercem efeitos protetores contra danos no 

tecido oxidativo induzidos pela queimadura e falência de múltiplos órgãos (BANGHA; 

ELSNER; KISTLER , 1997; TANAKA et al., 1999; CETINKALE; SENEL; BULAN, 

1999; HORTON et al., 2001). 

 Como a principal fonte de oxidantes pode ser proveniente de 

neutrófilos em resposta a uma reação inflamatória sistêmica devido insulto local por 

queimaduras, pode-se esperar que agentes que inibem a ativação e a adesão de 

neutrófilos também possam exercer efeitos protetores contra lesões térmicas 

(HANSBROUGH et al., 1996; KHODR; KHALIL, 2001). 

  Diversos estudos relatam o efeito protetor contra os danos 

oxidativos e inflamação a respeito dos ativos naturais com potencial antioxidante, em 

queimaduras térmicas induzidas em camundongos (SINGER et al., 2007; BHATIA et 

al., 2016; BARROS et al., 2016).  Park et al (2010), demonstrou que tratamento com 

o flavonoide kaempferol, foi capaz de reduzir o infiltrado de células inflamatórias na 

derme e o espessamento da epiderme, além de diminuir a expressão de TNF-α. 

Ozcan et al (2019),  relatam a reversão dos baixos níveis de glutationa, superóxido 

dismutase, catalase com o uso tópico do extrato de Murta (Myrtus communis) em  

queimaduras térmicas, com diminuição significativa dos danos causados na pele. 

Devido a atividade antioxidante estabelecida da isoquercetina, 

Bhatia et al (2016), verificaram que a mesma aplicada topicamente em creme sobre 

queimaduras causadas pela exposição em água quente a 90 oC/10 s promoveu   



32 

melhora na reepitlização e reestruturação do tecido. Ainda, estudos bioquímicos dos 

tecidos indicaram a possibilidade do seu potencial de eliminação de radicais livres 

para efeito na cicatrização das feridas. 

Outro estudo para avaliação de tratamento de queimadura foi 

realizado com a curcumina uma vez que a mesma apresenta atividades anti-

inflamatória, antioxidante e cicatrizante de feridas (SINGER et al., 2007; 

GONÇALVES, 2017). Nestes estudos, os autores realizaram a queimadura no dorso 

de ratos, utilizando um pente de metal previamente imerso em água quente por 3 

minutos, e em contato com pele por 30 segundos. A curcumina foi administrada, por 

via oral, 30 minutos antes da queimadura e nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 

Concluiu-se que a curcumina foi capaz de reduzir a progressão das queimaduras na 

zona de isquemia representada por interespaços, impedir a formação de queimadura 

de espessura total e necrose das áreas isquêmicas. 

 

2.4  FLAVONOIDES 

 Os flavonoides representam um dos grupos de compostos fenólicos 

mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe 

de metabólitos secundários é amplamente distribuída no reino vegetal (SIMÕES et 

al., 2004). São encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de árvores, 

raízes, talos, flores e em seus produtos de preparação, tais como os chás e vinhos 

(NIJVELDT et al., 2001). 

Quimicamente, a maioria dos flavonoides baseia-se em uma 

estrutura fundamental que possui um esqueleto formado por de 15 átomos de 

carbono constituído por dois anéis benzeno (A e B como mostrado na Figura 2), 

ligados por meio de uma cadeia três carbonos entre elas e um oxigênio como 

heteroátomo (C) (SIMÕES et al., 2007). Apresentam um núcleo característico C6-

C3-C6, sendo biossintetizados a partir das vias do ácido chiquímico e do ácido 

acético (ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017). 
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Figura 2 - Estrutura fundamental de flavonoides 

 

Fonte: SANTOS; RODRIGUES (2017). 

 

 As atividades bioquímicas dos flavonoides e de seus metabólitos 

estão relacionadas à sua estrutura química, que podem variar com substituições 

incluindo hidrogenação, hidroxilações, metilações, malonilações, sulfatações e 

glicosilações (MACHADO, 2005). 

Mais de 6000 diferentes flavonoides já foram descritos (YANG et al., 

2001; LE MARCHAND, 2002), sendo suas principais classes: chalconas, flavanonas, 

flavonas, isoflavonas, flavonóis, flavanonóis, flavan-3-óis, antocianidinas e auronas 

(VERRI et al., 2012). São substâncias de ocorrência natural que possuem várias 

ações farmacológicas e aplicações terapêuticas. Alguns deles, devido às suas 

estruturas fenólicas, têm efeito antioxidante, inibindo processos mediados por 

radicais livres, também possuem atividades antimicrobiana, antiviral, 

antiulcerogênica, antineoplásica, citotóxica, antioxidante, anti-hipertensiva, 

hipolipidêmica e anti-inflamatória (MACHADO et al., 2008). 

 Os flavonoides apresentam diversas atividades biológicas notáveis, 

incluindo potencial efeito antioxidante e anti-inflamatório, e inibição de proteínas de 

sinalização celular (KEMPURAI et al., 2005; PANG et al., 2006). A atividade 

antioxidante de flavonoides é amplamente explorada mediante sua capacidade de 

eliminação das EROs, e tem atraído cada vez mais atenção como terapêutica para 

uma variedade de doenças, incluindo cânceres, doenças cardiovasculares, 

autoimunes e infecciosas (HU, 2007). Sua capacidade antioxidante esta relacionada 

às suas propriedades de óxido-redução, as quais podem desempenhar um 

importante papel na absorção e neutralização de radicais livres, protegendo assim 

os tecidos do ataque dessas estruturas, bem como inibindo a peroxidação lipídica 

(DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Ademais a essas propriedades, os 

flavonoides possuem funções de estabilizadores de membranas, interferindo em 
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alguns processos do metabolismo intermediário (GALATI et al., 2002).  

 Neste contexto, alguns mecanismos antioxidantes são propostos 

para os flavonoides, como inibir a formação de EROs pelo bloqueio do sistema 

enzimático (ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina oxidase) responsável pela 

geração de radicais livres; quelar metais, os quais podem iniciar a produção de 

radicais hidroxil; sequestro de radicais livres; proteção das defesas antioxidantes 

como a glutationa transferase ou indução de enzimas antioxidantes (MIDDLETON, 

KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; PIETTA, 2000). 

 A atividade anti-inflamatória dos flavonoides ocorre por meio da 

modulação da atividade das células presentes nos processos inflamatórias entre 

elas, linfócitos, monócitos, neutrófilos, mascrófagos e mastócitos (SANGEETHA et 

al., 2016); inibem citocinas pró inflamatórias (TNF-α, IL-1), modulando atividade das 

enzimas da via do ácido araquidônico como as fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e 

lipooxigenase, e também são capazes de modularem a enzima formadora de óxido 

nítrico, a óxido nítrico sintase induzida (iNOS) (KIM, et al., 2004; LÓPEZ-POSADAS, 

et al., 2008; CAZAROLLI, et al., 2008). Yoshida et al (2010) descreveram que as 

flavanonas diminuem a produção de mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α e IL-

6, por meio da inativação do fator de transcrição NFκ-B. 

 Entre os flavonoides, as flavanonas aparecem como a classe mais 

comum, (MANACH et al, 2004). Flavanonas são caracterizadas por glicosídeos 

como naringina e hesperidina, e por agliconas, como naringenina e hesperetina, com 

importantes efeitos a saúde como antioxidante e anticancerígeno. (ERNAWITA et al., 

2017; MISTRY; PATEL; KEUM, 2017).  

 A Naringenina (NG) ou 5,7,4´-triidroxiflavanona (Figura 3) é um 

importante flavonoide da classe flavanona presente em frutas cítricas como laranja, 

limão e tangerina, e também pode ser encontrada em cascas de tomate (LEE et al., 

2001; AKBARZADEH et al., 2016). É solúvel em solventes orgânicos como álcool, 

praticamente insolúvel em água e possui peso molecular de 272,26 g/mol (SUMATHI 

et al., 2015). Segundo Yen et al (2009) devido a pouca solubilidade aquosa, a NG 

possui baixa biosdisponibilidade quando administrada oralmente, pois sofre 

degradação no estômago devido o ambiente ácido. Assim, uma via alternativa para 

a sua utilização é a administração tópica, a qual previne sua degradação 

gastrointestinal. 
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Figura 3: Estrutura química da Naringenina 

 

Fonte: MARTINEZ et al., (2015). 

 

 Na rota de síntese dos flavonoides, a NG é a primeira a ser 

sintetizada ao reagir uma molécula de 4-cumaroil-CoA com 3 moléculas de malonil-

CoA por meio da enzima chalcona sintase, formando a naringenina chalcona que em 

seguida é convertida a NG por uma chalcona isomarese (Figura 4) (WU et al., 2014). 

 

Figura 4: Rota biossintética da Naringenina 

 

Fonte: SOUZA (2017) (Adaptado). 

 

Nos últimos anos, houve um crescimento de interesse nessas 

flavanonas devido aos efeitos benéficos atribuídos às suas diversas atividades 

farmacológicas entre elas, anti-inflamatórias, anticancerígena, antiaterogênica, 
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antioxidante, antidiabética, neuroprotetora, imunomodulatória (JI et al., 2016; 

NAGULA; WAIKAR, 2019; SPENCER, 2008). Essas propriedades podem ser 

atribuídas à presença de grupamentos hidroxila em sua estrutura (MIR; TIKU, 2014). 

 O efeito antioxidante da NG ocorre por sua capacidade de quelar 

metais e pela inibição da XO, evitando a formação de EROs, pois ocorre o sequestro 

dos radicais ânion superóxido e hidroxilas formados, pelo aumento da expressão 

das enzimas superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase 

(CAT), além de ter efeito protetor contra a peroxidação lipídica (CAVIA-SAIZ et al., 

2010; ALAM et al., 2014; VEZZA et al., 2016; MANCHOPE et al., 2016; MAATOUK 

et al., 2016; NAGULA, WAIKAR, 2019). Segundo Kanno et al (2003) a atividade 

antioxidante da NG também é capaz de evitar danos neurológicos causados por 

radicais livres. A NG também se mostrou eficaz na redução do radical ABTS in vitro, 

confirmando suas propriedades antioxidantes (CAVIA-SAIZ et al., 2010; MARTINEZ 

et al., 2015). 

 Além disso, a NG possui efeitos anti-inflamatórios, como a redução 

do sintoma de colite, descrito por DOU et al., 2013, que demonstraram que houve a 

regulação dos mediadores pró-inflamatórios como a IL-6 e TNFα na mucosa do 

cólon após o tratamento. Essa flavanona também foi capaz de reduzir a IL-8, LTB-4 

e TNF-α em pacientes com bronquite crônica (LUO et al., 2012). Também foi 

demonstrado que a NG reduziu a oxidação de proteínas e danos nas moléculas de 

DNA, modulou o processo inflamatório diminuindo a síntese de citocinas pró-

inflamatórias e ainda preveniu a hiperlipidemia (CHTOUROU et al., 2015). Em 

adição, a NG diminuiu a neuro-inflamação mediada pelo fator nuclear NFk-β em 

tratamento profilático realizado em ratos (RAZA et al., 2013). O efeito neuroprotetor 

da NG relatado por Rahigude et al., (2012), ocorreu pelo seu efeito em reverter 

déficits de memória, reduzir o dano oxidativo e aumentar os níveis de GSH no tecido 

cerebral. 

 O tratamento via oral realizado com NG por 7 dias demonstrou 

efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes em ratos com queimadura térmica, com 

redução significativa nos níveis de TBARS na pele, reduzindo assim a peroxidação 

lipídica e aumento dos níveis de GSH (AL-ROUJAYEE, 2017). A NG também 

demonstrou potencial antioxidante em formulação de uso tópico em camundongos 

contra os efeitos deletérios relacionados à radiação UVB na pele (MARTINEZ et al., 

2016).  
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 Ohkatsu, Sakurai e Sato (2010) observaram que dependendo do 

solvente utilizado e da combinação com outros substratos, podem modificar os 

efeitos biológicos da NG. Além disso, alguns autores também relatam sua baixa 

atividade antioxidante, baixo efeito da inibição da peroxidação lipídica, redução da 

atividade da GSH (PROCHAKOVÁ; BOUSOVÁ; WILLHELMOVÁ, 2011; 

STEVANATO; BERTELLE; FABRIS, 2014) e até mesmo ação pró-oxidante (SAHU 

et al., 1997; MIRANDA et al., 2000 GALATI et al., 2002; YEN et al., 2003). 

  Em virtude do potencial terapêutico da NG que permite uma 

possível regulação da homeostase redox na pele, associado ao fato de que em 

lesão térmica ocorre obstrução vascular dos vasos, que gera dificuldade na chegada 

de antibióticos e de componentes celulares do sistema imune à área queimada, 

justifica-se a exploração do tratamento em queimadura térmica desse flavonoide 

administrado topicamente. 

2.5 SISTEMAS TERMOSENSIVEIS 

O Poloxamer 407 (P-407), comercialmente identificado de Pluronic® 

F-127 (Figura 5) é um copolímero, com arranjo em três blocos não-iônicos, com um 

bloco central hidrofóbico de óxido de propileno (PO) e dois blocos hidrofílicos de 

óxido de etileno (EO) nas extremidades. A característica principal desses polímeros 

é a alteraçao físico-química de acordo com as mudanças da temperatura, assim, 

com o aumento da mesma, os triblocos se organizam na forma de micelas, 

caracterizando a gelificação e ao diminui-la ele se apresenta na forma líquida 

(DUMORTIER et al., 2006) 

Esses polímeros podem ser definidos como termogéis, os quais são 

formas farmacêuticas termorreversíveis, ou seja, respondem a mudanças de 

temperatura. Assim em temperaturas a 25 ºC, um termogel pode ser líquido (sol) e 

geleificado (gel) a 36ºC, sendo capazes de sofrerem transições sol-gel reversíveis 

para formar géis sólidos (ANDRADE, 2019). Ainda, as propriedades anfifílicas do 

polímero possuem características determinadas segundo os valores de EHL 

(equilíbrio hidrofílico-lipofílico), os quais variam conforme o número de monômeros 

(a-EO) e (b-PO). Portanto, o tamanho, as propriedades lipofílicas e/ou hidrofílicas 

são capazes de sofrerem alterações conforme a variação desses parâmetros 

(DUMORTIER et al., 2006). 
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Figura 5: Estrutura química do Poloxamer 

 

Fonte: (PIRONI, 2019) 

 

O Pluronic® F-127 é o polímero mais estudado, usado desde os 

anos 70, porém desde os anos 50 ele está disponível no mercado. Inicialmente foi 

utilizado como agente surfactante em vários tipos de preparações: soluções orais, 

oftálmicas e produtos tópicos (SCHMOLKA, 1972; PARK, 2011). Em 1932 foi 

descrito o processo de gelificação, por Kistler, que atestou a existência da formação 

de uma estrutura organizada que garantia a existência do gel, sendo um sistema 

semissólido, com pequenas ou grandes moléculas dispersas, os agentes 

gelificantes, em um veículo líquido (ALLEN JR, 2013). 

A maior parte da estrutura do P-407 é formada pelo arranjo de EO, 

correspondendo a 70% da molécula e é por isso que ele possuiu maior hidrofilia 

(ALMEIDA; AMARAL; LOBÃO, 2012). As características sensoriais desse polímero 

são os grânulos brancos, com fluxo livre, inodoro e insípido. Ao entrar em contato 

com a água em baixas temperaturas, o P-407 forma uma solução pela solvatação 

das unidades poliméricas e formação de pontes de hidrogênio com a parte hidrofílica 

do polímero. Ao elevar a temperatura, as cadeias poliméricas desidratam como 

resultado da quebra das ligações de hidrogênio contribuindo para as interações 

hidrofóbicas de PO, iniciando a formação das micelas (Figura 6) (ESCOBAR-

CHÁVEZ et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 



39 

Figura 6: Mecanismo de gelificação do P-407 

 

Fonte: DUMORTIER et al., (2006). 

 

 

A transição entre as fases solução e gel (Tsol-gel) do P-407 varia 

conforme a concentração do polímero na solução, assim, quanto maior a 

concentração utilizada menor a temperatura de transição de estado físico (MELO, 

2013). Segundo Ricci et al (2002), as concentrações entre 10 % - 25 % formam gel 

na temperatura corporal. Portanto, a viscosidade dependerá das concentrações do 

polímero em função da temperatura (ALMEIDA et al., 2012). 

A característica de termorreversibilidade confere ao poloxamer fácil 

aplicação sem necessidade de espalhamento, gelificação in situ e liberação 

controlada do fármaco, dessa forma eles são atrativos para formulações de uso em 

feridas. Além disso, também possuem boas propriedades de biodegradabilidade, 

estabilidade e baixa toxicidade (LU et al., 2015).  

 Percival et al (2018), relata que há diversos estudos na literatura em 

torno do uso e modo de ação de, poloxamer 188 e 407, na cicatrização de feridas. 

Segundo Kadakia et al (2018), o objetivo primário na pesquisa de cicatrização de 

feridas é construir um modelo de regeneração dérmica barato e biodegradável, com 

propriedades de retenção de umidade e permeabilidade aumentadas. A presença de 

umidade é importante para a ideal cicatrização de feridas por queimadura, pois cria 

um ambiente para reepitelização e minimiza o risco de infecções, assim, conforme 

demonstrou em seu estudo, o poloxamer 407 foi capaz de fornecer tais 

características e contribuiu com a cicatrização das feridas. 

Soriano-Ruiz et al (2020), em estudo de desenvolvimento e 

caracterização de um veículo à base de poloxamer 407/quitosana/ácido hialurônico, 
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incluindo três moléculas antioxidantes biológicas, as vitaminas A, D e E, para o 

tratamento de queimaduras na pele, demonstrou a eficácia do hidrogel na 

cicatrização de feridas no seu modelo de queimadura e mostrou ser capaz de 

restaurar  as camadas cutâneas assim como produto de referência comercial já 

existente. 

Desta forma, devido as suas características físico-quimicas, baixa 

toxidade, suas propriedades mecânicas e reológicas, associadas a contribuição no 

processo de cicatrização de feridas, o P-407 foi escolhido como veículo para a 

flavanona NG no tratamento de feridas por induzidas por queimadura térmica 

realizadas neste estudo. 
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3 OBJETIVO 

Estudar os efeitos do flavonoide naringenina (NG) adicionado em gel 

termorreversível sobre a inflamação e estresse oxidativo na pele de camundongos 

sem pelo submetidos à queimadura térmica. 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Preparar gel termorreversível utilizando o polímero P-407 

adicionado de NG; 

2. Caracterizar e avaliar as formulações por meio da análise de 

pH, densidade relativa, teste de espalhabilidade, temperatura 

de transição sol-gel, viscosidade e calorimetria exploratória 

diferencial (DSC); 

3. Avaliar atividade sequestradora do radical livre ABTS da NG e 

do gel poloxamer 407 adicionado do flavonoide in vitro; 

4. Padronizar o modelo de indução de queimadura térmica por 

contato com haste de ferro aquecida em água quente no 

dorso de camundongos sem pelo; 

5. Avaliar o efeito tópico do gel adicionado de NG para o 

tratamento dos danos oxidativos, inflamatórios e na retração 

de feridas cutâneas promovidas por queimadura térmica no 

dorso dos animais. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 MATERIAIS 

4.1.1 Materiais de Consumo 

O poloxamer 407 foi obtido da Fragon-BR. Glutationa reduzida 

(GSH), brometo de hexadecil trietil amônio (HTAB), o-dianisidina, 2,2’ azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), e ácido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) 

(DTNB), bisacrilamida, nitroblue tetrazolium (NBT) foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). Naringenina (NG) foi obtida da Santa Cruz Biotechnology 

(Dallas, Texas, USA). Hidroximetil aminometano (Tris) foi obtido da Amresco (Solon, 

OH, USA). Os excipientes utilizados no preparo das formulações foram obtidos da 

Galena (Campinas, SP, Brasil). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau 

analítico. A ketamina (Dopalen®) e xilasina (Dopaser®) foram adquiridos mediante 

receituário Médico Veterinário, após aprovação do projeto, em Casa Agropecuária 

(Ribeirão Claro, PR, Brasil) e o paracetomol foi adquirido em farmácia comercial 

(Londrina, PR, Brasil). 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Obtenção do Gel Termorreversível Contendo NG 

O preparo do gel de P-407, um copolímero em bloco do óxido de 

etileno e óxido de propileno, foi realizado como descrito na literatura (FERREIRA, 

2010). O polímero foi lentamente pulverizado em água purificada gelada, sob 

agitação constante mantida em banho de gelo por 1 hora até a obtenção de uma 

solução clara. Adicionou-se sorbato de potássio como agente conservante a solução 

límpida e transparente que foi armazenada em refrigeração por 12 h, e em seguida 

incorporado o flavonoide NG na concentração de 0,5 %, já definida por estudos 

anteriores do grupo de pesquisa (MARTINEZ et al. 2016), utilizando propilenoglicol 

(5 %) como agente solubilizante e umectante (FNG) (Tabela 1). Também foi 
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preparado um gel termossensível sem a adição de NG (P407). Os géis P407 e FNG 

foram mantidos sob-refrigeração (4 ºC) para realização dos testes in vitro e in vivo. 

 

Tabela 1 – Formulação termorreversível acrescida ou não de Naringenina. 

Matéria-Prima 
Concentração p/p (%) 

P407 FNG 

Poloxamer 407 
(Pluronic®127) 

20 20 

Sorbato de Potássio 0,2 0,2 
Propilenoglicol 5 5 

Naringenina - 0,5 

Água Purificada qsp 100 mL qsp 100 mL 
Fonte: Autora. 

 
 

4.2.2 Avaliação das Características Físico-Químicas das Formulações  

4.2.2.1 Determinação do pH 

O pH das formulações adicionadas ou não de NG foi avaliado por 

potenciômetro digital Marte®, com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, 

previamente calibrado com soluções tampão pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 

± 0,5  ºC. Para realização da análise, 1 g de cada amostra foi disperso em 9 mL de 

água purificada e homogeneizado em agitador magnético por 2 minutos (PIANA et 

al., 2013; GEORGETTI et al., 2006). As determinações foram realizadas em 

triplicata. 

 

4.2.2.2 Determinação da densidade relativa 

A determinação da densidade relativa foi realizada utilizando-se o 

método do picnômetro, segundo Farmacopeia Brasileira 5ª. Edição (Farm. Bras. 

2010). Foi utilizado picnômetro com capacidade total de 10 mL e água purificada 

como líquido referência. Os valores foram obtidos em triplicata. 

Primeiramente, pesou-se o picnômetro vazio, logo após pesou-se o 

mesmo com água purificada e depois com a amostra. Calculou-se a densidade da 
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água e a densidade da amostra e por fim o cálculo da densidade relativa por meio 

da Equação 1 (Farmacopéia Brasileira, 2010; CÉSAR; PAOLI; ANDRADE, 2018). A 

densidade do P407 também foi avaliada. 

 

Ρamostra = mamostra/mágua (Equação 1) 

 

Onde: (mamostra = m2 - m1) corresponde a massa da amostra em questão que ocupa 

o volume V do picnômetro; (mágua = m3 – m1) corresponde a massa da água pura 

que ocupam o mesmo volume V; sendo que, m1 é a massa do picnômetro vazio; m2 

é a massa do picnômetro cheio com a amostra, e; m3 é a massa do picnômetro 

cheio de água pura. 

 

4.2.2.3 Determinação da espalhabilidade 

A espalhabilidade de uma formulação baseia-se na sua resistência 

ao movimento forçado. Os resultados correspondem à relação entre a área de 

espalhamento com a força aplicada sobre o produto e o esforço limite, relação que 

corresponde ao fator de espalhabilidade (CORDEIRO et al., 2013). 

Uma lâmina de vidro foi posicionada sobre um papel milimetrado, no 

qual foi traçado todos os lados da lâmina a fim de indicar o ponto central. Foi 

adicionado 0,5 g de amostra no centro da lâmina e, posteriormente, adicionou-se 

outra lâmina de peso determinado suavemente em cima da amostra. Após 1 minuto, 

anotou-se o diâmetro do círculo (mm) formado pelo espalhamento da amostra com 

um auxílio de uma régua. O mesmo procedimento foi repetido em intervalos de 1 

minuto, adicionando-se pesos aferidos de 2 g, 4 g, e 10 g sobre a lâmina de vidro. 

Igualmente, promoveu-se a determinação da espalhabilidade do gel sem ativo. O 

teste foi realizado a temperatura ambiente e em triplicata. 

Os resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em 

função do peso aplicado, de acordo com a Equação 2.  

 

Ei= d2. π /4 (Equação 2) 
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Onde: Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i 

(mm2); d = diâmetro médio (mm) (BORGHETTI; KNORST, 2006; ISAAC et al., 2010). 

 

4.2.2.4 Determinação da temperatura de transição sol-gel pelo método do tubo 

invertido 

A Tsol-gel foi determinada pelo método de inclinação tubo de ensaio, 

no qual 2 ml das amostras foram incubadas em banho de água a 0 ºC por 20 

minutos, posteriormente, a temperatura foi aumentada em 2 ºC, gradativamente, até 

60 ºC, onde os géis foram incubados por 1 minuto a cada temperatura. Temperatura 

de gelificação foi determinada no momento em que a solução no tubo de vidro parou 

de fluir quando submetida à inversão total, sendo classificadas em três grupos 

(ZENG et al., 2014; DEWAN et al., 2015): 

 

a) Líquida: inversão completa da amostra no sentido da gravidade; 

b) Soft gel: inversão lenta da amostra no sentido da gravidade, em 

que parte permanece no fundo do tubo; 

c) Hard gel: amostra permanece totalmente posicionada no fundo 

do tubo, mesmo após a inversão.  

 

4.2.2.5 Análise da viscosidade versus temperatura 

A viscosidade das formulações P407 e FNG foi determinada por 

viscosímetro rotativo digital Brookfield R/S plus Rheometer com sensor cone-placa 

de 50 mm de diâmetro e 1  de angulatura. Utilizou-se uma taxa de cisalhamento 

constante de 20 s-1, variando a temperatura de 5 a 40 °C, com objetivo de verificar o 

aumento da viscosidade em função da temperatura e, assim, determinar o momento 

de transição sol-gel por meio da mudança drástica na viscosidade (MAZIA et al., 

2016). 
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4.2.2.6 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

A caracterização termoanalítica foi realizada utilizandor DSC, foi 

realizada por equipamento Thermal Analyzer TA 60 W – Shimadzu DSC-60 (Kyoto, 

Japão), em atmosfera de nitrogênio com fluxo de 50 mL/min, na faixa de 

aquecimento de 25 – 400 °C, sob uma razão de aquecimento de 10 °C/min. As 

amostras de poloxamer adicionado e não de NG foram previamente secas a 

temperatura ambiente em dessecador. A matéria-prima NG pura também foi 

colocada nas mesmas condições do gel, além da temperatura de 4 °C, que é a 

temperatura de armazenamento sugerida pelo fabricante. A massa de amostra 

empregada para análise de DSC foi de aproximadamente 2 mg. 

4.2.3 Determinação da Atividade Sequestradora do Radical ABTS (2,2’ azinobis-(3-

etil-benzotiazolin-6-ácido sulfônico) 

O método ABTS é caracterizado pelo sequestro de radicais cátions 

ABTS•+ por antioxidantes presentes na reação, é um método indireto e apresenta 

boa estabilidade (PEREIRA, 2009; TIVERON, 2010). A capacidade redutora do 

radical livre ABTS é verificada através da queda de absorvância, na presença de 

substâncias antioxidantes na amostra adicionada (VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 

2011). O método foi realizado de acordo com Sánchez-Gonzalez et al., (2005), com 

adaptações. 

A formação do cátion radical ABTS foi realizada por meio da reação 

de 7 mM da solução ABTS com 2,45 mM de persulfato de potássio (K2S2O8) 

(PASQUINI-NETTO et al., 2012; VIEIRA et al., 2011). A mistura foi armazenada em 

frasco âmbar e em geladeira por no mínimo 16 horas antes do uso. Posteriormente, 

a solução de radical ABTS foi diluída com tampão fosfato 20 mM (pH 7,4) até 

apresentar uma absorvância de 0,700 a 0,800 em 730 nm. Amostras foram 

preparadas por meio de diluições em etanol para alcançar no meio reacional 

concentrações de 0,63 a 5,0µg/mL. Para a análise, foram adicionados 50 µL de cada 

amostra em 2 mL de solução de radical ABTS diluído. O branco foi preparado com 

uma solução de persulfato de potássio diluída em tampão fosfato 20 mM (pH 7,4) e 

um controle positivo foi feito com 50 µL de etanol em 2 mL de solução ABTS. Após 6 

minutos de incubação à temperatura ambiente, foi realizada a leitura da absorvância 
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em 720 nm espectrofotômetro (EnSpire, Perkin Elmer).  

Para avaliação da atividade sequestradora da NG após incorporação 

no gel termorreversível, pesou-se 1,0 g do mesmo e diluíu em 10 mL de etanol. 

Após, foi agitado por 10 minutos em agitador magnético (Agitador Orbital, 255, 

Fanem®) e 5 minutos em vórtex (Agitador de Tubos Vortex, AV-2, Gehaka®). 

Posteriormente, as amostras foram armazenadas em geladeira por 24 horas e 

centrifugadas (Centrífuga, Baby I 206-BL, Fanem®) por 20 minutos a 3600 g. 

Alíquotas dos sobrenadantes foram retiradas e filtradas em millipore de 0,45 µm e, 

em seguida, foram diluídas de forma a se obter a mesma concentração de ativo no 

meio reacional que a matéria-prima livre. O controle positivo para a formulação foi 

composto da solução de ABTS e gel sem adição de NG que sofreu o mesmo 

processo de preparo do gel aditivado. 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA IN VIVO DO ATIVO NG INCORPORADO EM FORMULAÇÃO  

BASE DE POLOXAMER 407 

4.3.1 Animais Experimentais 

Foram utilizados camundongos sem pelo da linhagem HRS/J, do 

sexo masculino, adultos e com peso de 25 a 30 g. Os animais foram mantidos no 

biotério do Hospital Universitário de Londrina-PR, em sala com temperatura 

controlada, ciclo claro/escuro de 12 horas e com suprimento de água e ração ad 

libitum. Os experimentos foram conduzidos conforme as normas da Comissão de 

Ética no uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina 

(OF.CIRC.CEUA n° 71/2018, processo nº 7078.2018.60). 

 

4.3.2  Padronização do Modelo de Indução de Lesões Cutâneas em Camundongos 

Hairless por Queimadura Térmica 

Os camundongos foram subdivididos aleatoriamente, em grupos 

contendo 5 animais cada para todos os experimentos. Primeiramente, foi definido, 
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macroscopicamente, o tempo de indução de queimadura em 3 s, 6 s e 9 s de contato 

com a pele do animal. Posteriormente, com tempo de contato previamente 

estabelecido de 3 s, para obtenção de queimadura parcial superficial, foi verificado 

também o tempo ideal para coleta da pele após lesão nos tempos de 24 horas, 48 

horas e 72 horas. A indução da queimadura foi realizada no dorso dos animais, que 

foram previamente anestesiados com quetamina (90 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) via 

intraperitoneal na parte posterior do membro pélvico (CAMPELO, 2018). Para 

analgesia, utilizou-se paracetamol de 500mg na proporção de um comprimido 

triturado e dissolvido em 500 mL de água potável, consumida por via oral durante as 

primeiras 24 horas de pós-queimadura (ROCHA, 2010). A assepsia foi feita com 

álcool 70 % e a queimadura realizada com molde de ferro, no qual foi acoplado na 

extremidade da haste uma placa fina retangular com superfície de contato de 1 cm x 

2 cm. A extremidade foi mantida em contato por 3 minutos em água na temperatura 

de 100 °C, monitorada por termômetro (BHATIA et al., 2016). Posteriormente, o 

molde de ferro foi colocado verticalmente em contato com a pele dos animais, sem 

pressão adicional, somente com o peso da haste de 72 g, por tempo de contato 

estabelecido 3 s cronometrado (LIMA-JUNIOR et al., 2017). Imediatamente após 

cada queimadura, a área foi resfriada com aplicação de gaze estéril umedecida com 

solução fisiológica. Os animais receberam apenas uma área de queimadura para 

análise macroscópica comparativa das lesões nos diferentes tempos de contato de 

3, 6 e 9 s. Posteriormente, nos testes com tempo de contato estabelecido de 3 s os 

animais receberam 2 áreas de queimadura com intervalo de pele não lesionada para 

representar a zona de estase. Os mesmos foram terminalmente eutanasiados com 

isoflurano a 3 % e a pele foi coletada. 

Após a eutanásia, no período correspondente aos tempos de 24, 48 

e 72 horas após a queimadura, as amostras de pele foram extraídas cirurgicamente 

do dorso dos animais. A retirada do tecido foi realizada somente na região da pele 

lesionada pela queimadura, sem margem livre. As amostras foram mantidas 

resfriadas e, posteriormente, congeladas a -80 °C para procedimentos e análises. O 

ensaio de edema foi realizado imediatamente após as extrações das peles. 
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4.3.3  Protocolo de avaliação da eficácia do gel termossensível adicionado de NG  

Os animais foram alocados aleatoriamente em cinco grupos (n= 5) 

(Tabela 2). 

Tabela 2: Agrupamento, nomenclatura e tratamento dos animais. 

Grupo (n=5) Tratamento 

CN Grupo não queimado  

CQ Grupo queimado e não tratado 

CS 
Grupo queimado e tratado com creme de Sulfadiazina 

de Prata 1 % 

CB Grupo queimado e tratado com P407 

NG Grupo queimado e tratado com FNG 

Fonte: Autora. 

 

Os animais foram tratados topicamente de 8/8 h, nas áreas 

queimadas, com 200 µL de formulação, com ou sem ativo NG, administrada com o 

auxílio de uma pipeta e 0,2 g de creme de sulfadiazina de prata 1 % pesada 

previamente em vidro relógio, para ambos os casos foi utilizado um pincel para 

espalhar a formulação e isso ocorreu imediatamente após o término da queimadura. 

A indução da queimadura foi realizada no tempo de 3 s e a coleta das peles após 

48h. Os animais foram eutanasiados com isofluorano a 3%, a pele queimada e não 

queimada do dorso dos animais foram retiradas, limpas, lavadas com NaCl 145 mM 

e armazenadas a -80°C para as análises subsequentes. A análise do edema 

cutâneo foi realizada imediatamente após a eutanásia dos animais. Estes foram 

divididos em grupos com 5 animais e o experimento foi repetido 1 vez. 

 

4.3.4 Avaliação do Edema Cutâneo 

As amostras de pele dos diferentes grupos foram coletadas do dorso 

dos animais, com auxílio de um molde com área fixa de 5 mm de diâmetro para 

avaliação do edema e este foi mensurado pela variação do peso de pele, 

comparando os diferentes grupos (BHATIA et al., 2011; CAMPANINI et al., 2013, 

MARTINEZ et al., 2015). Assim, o efeito dos tratamentos no edema cutâneo 
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causado pela queimadura térmica foram expressos por peso de pele em mg. 

 

4.3.5 Determinação da Atividade da Mieloperoxidase (Recrutamento de Neutrófilos) 

A quantificação da migração de neutrófilos para a pele induzida por 

queimadura térmica foi determinada indiretamente pela atividade da enzima MPO. 

Neste método, a MPO catalisa a oxidação do substrato o-dianisidina, resultando em 

um composto colorido que é detectado espectrofotometricamente em 450 nm 

(CASAGRANDE et al., 2006). As amostras de pele dos animais dos diferentes 

grupos foram coletadas em microtubos contendo 400 uL de tampão fosfato 50 mM 

(pH 6,0) contendo 0,5 % de brometo de hexadeciltrimetil amônio (HTAB), 

homogeneizadas com auxílio do Ultra Turrax® (T18 basic, IKA). O homogenato foi 

centrifugado a 16.100 g por 2 minutos a 4°C e o sobrenadante foi retirado para o 

ensaio (30 μL). A alíquota do sobrenadante foi adicionada a um poço em uma 

microplaca de 96 poços, sendo adicionados posteriormente 200 μL de uma solução 

contendo 10% de tampão fosfato 0,05 M (pH 6,0), 0,0167 % de o-dianisidina e 0,05 

% de H2O2 em água deionizada. Após 20 minutos de reação a atividade da MPO das 

amostras foi determinada em 450 nm (Asys Expert Plus, Biochrom) e comparada 

com uma curva padrão de neutrófilos de concentração conhecida. Os resultados 

foram expressos como número de neutrófilos/mg de pele (BRADLEY et al., 1982; 

CAMPANINI et al., 2013; IVAN et al, 2014).  

 

4.3.6 Avaliação do Poder Antioxidante Redutor de Ferro (FRAP) na Pele 

As amostras de pele dos animais foram coletadas em microtubos 

contendo 500 μL de KCl 1,15 %. No início do ensaio, as amostras foram trituradas 

com auxílio do homogeneizador de tecidos Ultra Turrax® (T18 basic, IKA). Em 

seguida, foram centrifugadas a 1.000 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi 

retirado para a análise. Para a reação foram adicionados em microplaca contendo 96 

poços, 30 μL do sobrenadante e 150 μL de reagente FRAP. O branco foi preparado 

com 30 μL de KCl a 1,15 % e 150 μL do reagente de FRAP. O reagente de FRAP foi 

preparado adicionando 2,5 mL de uma solução 10 mM de 2,4,6 tripiridil-S-triazina 
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(TPTZ) em HCl 40 mM com 2,5 mL de cloreto de ferro hexahidratado 20 mM e 25 

mL de tampão acetato 0,3 mM (pH 3.6), e esta solução foi incubada a 37°C por 30 

minutos antes do uso e posteriormente foi realizada a leitura da microplaca em 

espectrofotômetro a 595 nm (EnSpire, Perkin Elmer). Soluções padrão com 

diferentes concentrações de Trolox (0,5-20 nmol) foram utilizadas para calibração. 

Os resultados foram expressos como nmol equivalente de Trolox/mg de pele 

(KATALINIC et al., 2005; MARTINEZ et al., 2018). 

 

4.3.7 Avaliação do Poder Antioxidante Pelo Ensaio de Sequestro do Radical 2,2’ 

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS) 

 As amostras de pele dos animais (aproximadamente 30 mg) foram 

coletadas em microtubos contendo 500 μL de KCl 1,15 %. No início do ensaio, as 

amostras foram trituradas com auxílio do homogeneizador de tecidos Ultra Turrax® 

(T18 basic, IKA). Em seguida, foram centrifugadas, em centrífuga refrigerada, Rotina 

46R, Hettich Zentrifugen®, a 1.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi 

retirado para a análise. Para a reação foi adicionado 7 μL do sobrenadante a 200uL 

de solução de ABTS diluída. O branco formado somente por tampão. A solução do 

cátion radical ABTS foi produzida como descrito no item 4.2.3. A solução ABTS para 

uso na reação foi diluída com tampão fosfato (pH 7,4) até uma absorvância de 0,700 

a 0,800 em 730 nm, em seguida a leitura da reação foi realizada em 730 nm. 

Soluções padrão com diferentes concentrações de trolox (1 a 25 µM) foram 

utilizadas para calibração. Os resultados foram expressos como nmol Trolox/mg de 

pele (KATALINIC et al., 2005; CAMPANINI et al., 2014). 

 

4.3.8 Avaliação dos Níveis de Glutationa (GSH) 

As amostras de pele dos animais dos diferentes grupos foram 

coletadas em microtubos, diluídas (1:4) em EDTA 0,02 M e trituradas em 

homogeneizador Ultra Turrax® (T18 basic, IKA). Ao homogenato foi adicionado 

ácido tricloroacético (TCA) 50 % na proporção de 1:0,2 de EDTA e TCA, 

respectivamente. A mistura foi centrifugada a 2.700 g por 10 minutos a 4 °C. O 
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sobrenadante foi centrifugado novamente a 2.700 g por 10 minutos a 4 °C, e o 

sobrenadante final foi retirado para análise. Para o ensaio de quantificação dos 

níveis de GSH na pele foram adicionados 50 μL do último sobrenadante em 

microplaca com o meio reacional contendo 100 μL de tampão Tris 0,4 M (pH 8,9) e 5 

μL de uma solução de 1,9 mg/mL de ácido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) em 

metanol. Após 5 minutos de incubação, a leitura da microplaca foi realizada no 

espectrofotômetro (EnSpire, Perkin Elmer) em 405 nm. Foi preparada uma curva 

padrão com 5 a 150 μM de GSH. Os resultados foram expressos em μM de GSH/ 

mg de pele (SRINIVASAN; SABITHA; SHYAMALADEVI, 2007; MARTINEZ et al., 

2015). 

 

4.3.9 Avaliação da Atividade da Catalase (CAT) 

O método de avaliação da atividade de CAT tem como base o  

decaimento da concentração de H2O2 que é diretamente proporcional a diminuição 

da absorbância a 240 nm. A diferença de absorbância por unidade de tempo é a 

medida da atividade da catalase (AEBI, 1984). As amostras de pele dos animais 

foram coletadas em microtubos e diluídas em 500 μL de EDTA 0,02 M. Em seguida, 

foram trituradas (Ultra Turrax® - T18 basic, IKA) e o homogenato foi centrifugado a 

2.700 g por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi novamente 

centrifugado a 2.700 g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante final foi retirado para 

análise. A determinação da atividade da CAT na pele foi realizada em microplaca de 

96 poços por meio da adição de 10 μL de amostra, 160 μL de tampão Tris-HCl 1M 

com EDTA 5 mM pH 8,0, 20 μL de água deionizada e 20 μL de H2O2 200 mM. Foi 

incluído um branco para cada amostra preparado com 10 μL do sobrenadante da 

amostra, 180 μL de tampão Tris-HCl 1 M com EDTA 5 mM pH 8,0 e 20 μL de água 

deionizada. A velocidade com que o H2O2 é reduzida pela ação da CAT foi analisada 

por meio da diminuição no valor da absorbância pela diferença entre a leitura inicial 

e a leitura 30 segundos após a adição do H2O2 200 mM. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de microplaca (EnSpire, Perkin Elmer) em 240 nm com 

temperatura mantida em 25 ºC. Os valores de CAT foram expressos como unidade 

de catalase/mg de pele/minuto (MARTINEZ et al., 2015, SAITO et al., 2018). 
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4.3.10 Avaliação da Produção de Ânion Superóxido 

A produção do ânion superóxido foi avaliada pela sua capacidade de 

redução de nitroblue tetrazolium (NBT) (CAMPANINI et al., 2013). As amostras de 

pele foram homogeneizadas com o Tissue-Tearor (Biospec 985370) em 500 μL 

EDTA 0,02 M e centrifugadas (2000 g por 20 segundos a 4°C). Para a reação, o 

sobrenadante (50 μL) foi incubado em microplaca por 1 hora para fixação das 

células. Em seguida, o sobrenadante foi removido e NBT foi adicionado (1 mg/mL) 

às células fixadas. Após 15 minutos, o NBT foi cuidadosamente removido e ao 

precipitado foram adicionados 20 μL de metanol 100% para fixação. O composto 

formado pela redução do NBT pelo ânion superóxido (Formazan) foi solubilizado 

com 120 μL de KOH 2M e 140 μL de dimetilsufóxido (DMSO). A redução do NBT 

para formazan foi medida em espectrofotômetro de microplacas (EnSpire, Perkin 

Elmer) a 620 nm e os resultados foram apresentados como densidade óptica 

(OD)/10 mg de pele (SAITO et al., 2018). 

 

4.3.11 Análise Macroscópica das Lesões 

 Após indução da queimadura térmica, a evolução e conclusão das 

lesões foram acompanhadas macroscopicamente por 15 dias. Para avaliação da 

área da lesão e sua redução, foram realizadas fotografias, nos dias 5, 10 e 15 da 

queimadura, com os camundongos posicionados em decúbito ventral, dos grupos 

não tratados e tratados. As imagens foram obtidas com câmera de celular (Iphone 7 

plus®), montado em tripé com distância padronizada de 10 cm do dorso do animal 

(CAMPELO, 2018). As queimaduras foram analisadas clinicamente quanto ao seu 

aspecto e conclusão da cicatrização (BEAUSANG et al., 1998) após tratamento dos 

grupos CS, CB e NG ser realizado de 8/8h, em comparação com o grupo controle 

não tratado CQ.  
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4.3.12 Análise Estatística dos Resultados 

 A concentração de NG in vitro necessária para sequestrar o radical 

livre em 50% (IC50) foi determinada usando o software GraphPad Prism 7 

(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA), utilizando uma curva hiperbólica. Todas 

as amostras foram analisadas em triplicata. Os resultados in vivo foram analisados 

estatisticamente por análise de variância (ANOVA) com um fator seguido do teste de 

comparações múltiplas de Tukey e apresentados pela média ± erro padrão da média 

(EPM) de mensurações feitas com 5 animais em cada grupo  e representativos de 2 

experimentos separados. As análises foram realizadas usando-se o software 

GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram 

considerados significativamente diferentes para p<0,05.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DE GEL TERMORREVERSÍVEL POLOXAMER 407 

ADICIONADO DE NG  

Mediante as propriedades do gel termossensível P-407 e as 

atividades biológicas da NG descritas como antioxidante e anti-inflamatória 

(MARTINEZ et al., 2016; MANCHOPE; CASAGRANDE; VERRI, 2017; ABBAS et al., 

2019; ZAKY et al., 2019), juntamente com o conhecimento da participação dos 

radicais livres associados com a resposta inflamatória nas queimaduras térmicas 

durante a primeira semana após o incidente (CETINKALE et al., 1997; BERTIN-

MAGHIT et al., 2000), o presente trabalho preparou um gel de poloxamer a 20% 

adicionado de 0,5 % de NG. A concentração de escolha do flavonoide foi realizada  

a partir de resultados encontrados em estudos do grupo em relação à atividade da 

NG em inibir a oxidação e inflamação cutânea induzida por radiação UVB 

(MARTINEZ et al., 2016).  

Para a formulação apropriada de uma forma farmacêutica é 

necessário levar  em consideração suas características físicas, químicas e biológicas 

(BUGNOTTO et al., 2006). Assim, a determinação do pH em formulações é 

requerida pois além de possibilitar a detecção de alterações do mesmo durante o 

período de armazenamento, possibilita garantir que o valor do pH seja compatível 

com a formulação e com o local de aplicação (GEORGETTI et al., 2006). 

Os resultados demonstraram que o valor de pH obtido para P407 foi 

de 6,94±0,01 e que a adição de 0,5% de NG proporcionou uma pequena redução do 

valor 6,12±0,001, conforme tabela 3, valores estes considerados aceitáveis para 

formulações tópicas (ALI; YOSIPOVITCH, 2013). Em circunstâncias normais, um 

microambiente ácido é encontrado na superfície da pele (SCHADE; MARCHIONINI, 

1928). Este ambiente ácido varia dependendo da localização anatômica e idade da 

pessoa entre um pH de 4-6 e, sempre foi visto como um importante aspecto da pele 

como função de barreira natural (SCHNEIDER et al., 2007). Os mesmos autores  

forneceram uma visão geral detalhada da relação entre pH e cura de ferida 

relatando a complexidade das alterações de pH nesse processo. Eles demonstraram 

que o pH é um importante fator que contribui no processo de cicatrização e, em 
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particular, diferentes faixas de pH são necessárias para as várias fases da 

cicatrização. Kaufman e Berger (1988), também destacaram a relação entre 

cicatrização e pH tópico e concluíram que a cura da ferida pode ser controlada, em 

parte, pela alteração dos níveis de pH. Nos termos de pH como alvo terapêutico, foi 

demonstrado que a cicatrização ocorre mais efetivamente em pH baixo, enquanto 

que os ambientes alcalinos estão ligados a feridas crônicas (GETHIN, 2007; 

PERCIVAL et al., 2014). 

 A alteração do pH em lesões cutâneas é um dos parâmetros 

responsáveis pela ativação do processo de cicatrização, e também pela queda da 

tensão de oxigênio e presença de EROs (PERCIVAL; BOWLER; DOLMAN, 2007). O 

microambiente ácido irá auxiliar no controle de infecções no local, tanto para a pele 

intacta quanto lesionada, além de permitir o funcionamento adequado das 

proteinases, que estão envolvidas no processo de recuperação e cicatrização 

(SCHNEIDER et al., 2007). Portanto, o resultado de pH obtido na FNG mostrou-se 

ideal para manutenção do pH da pele com lesão aguda, possibilitando evitar o risco 

de proliferação de micro-organismos no local da ferida e auxiliando no processo de 

cicatrização.  

 

Tabela 3: pH e Densidade Relativa das formulação P407 e FNG 

Formulações pH  Densidade Relativa (g/ML) 

P407 6,94±0,01 1,0034 g/mL 

FNG 6,12±0,001 1,0016 g/mL 

Nota: Aferições em triplicata de pH e densidade relativa das formulações a base de poloxamer 407, 

acrescidas (FNG) ou não (P407) de NG. Resultados de pH ± DP e densidade relativa expressos em 

g/mL). Fonte: Autora. 

 

Segundo Pereira (2011), a determinação da densidade relativa é um 

importante parâmetro de caracterização para reconhecimento de formulações 

poliméricas e é considerada como análise complementar aos demais ensaios de 

caracterização. Dessa forma, conforme tabela 3, a respeito da densidade relativa 

determinada, observou-se que a incorporação da concentração de NG utilizada no 

trabalho não proporcionou alteração da densidade determinada no gel base. Em 

adição, ambos os valores de densidade relativa obtidos se apresentaram próximos 

aos valores da densidade da água, o que provavelmente deve-se a grande 
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proporção de água que compõe ambos os sistemas, de aproximadamente 80% 

(p/p). 

Ferreira et al. (2015) determinou a densidade relativa do gel 

poloxamer 407 a 20%, enquanto, Laufer Neto (2006), avaliou a densidade relativa de 

um gel preparado por uma mistura de 15% de poloxamer 407 e 5% de poloxamer 

188. Os valores encontrados foram de 1,0327 e 1,01623 g/mL, respectivamente, 

apresentando resultados próximos ao que foi encontrado em nosso estudo.  

  A determinação da espalhabilidade foi realizada de acordo com 

metodologia previamente descrita na literatura por Knorst (1991) com adaptações.  A 

espalhabilidade é definida como a capacidade de expansão de uma formulação 

semissólida frente à aplicação de uma determinada força (peso) por um tempo 

definido. Sua determinação é essencial em formulações semissólidas de uso tópico, 

pois está relacionada à capacidade que a formulação tem de se espalhar em 

determinada área, o que pode facilitar ou dificultar a sua aplicação, distribuição e/ou 

absorção através da pele (BORGHETTI; KNORST, 2006; NGWULUKA et al., 2013). 

A figura 7 demostra a representação gráfica da espalhabilidade, de 

P407 e FNG, em função da massa aplicada.  Foi observado perfil de espalhabilidade 

em função do peso exercido semelhante entre as formulações, ou seja, a 

espalhabilidade dos géis aumentou à medida em que o peso foi adicionado, 

apresentando assim uma boa espalhabilidade. Essa característica pode inferir uma 

boa capacidade de espalhar-se e abranger todo o local da ferida evitando dor e 

possibilidade de contaminação. Além disso, dados de espalhabilidade são 

importantes, pois quando o produto apresenta boas características reológicas, o 

mesmo é utilizado de forma mais agradável no momento da aplicação sobre a pele 

lesada e em menor quantidade, levando a uma redução do consumo dessa 

preparação com a mesma eficácia terapêutica (BORELLA et al., 2010). 
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Figura 7: Espalhabilidade das formulações P407 e FNG em relação ao peso 

adicionado. 
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Nota: Determinação da espalhabilidade das formulações não adicionadas (● P407) e adicionadas de 

NG (■ FNG), em função da adição de pesos padronizados de 2 g, 4 g e 10 g, em temperatura 

ambiente realizado em triplicata. Fonte: Autora. 

 

 O Pluronic® F-127 apresenta particular interesse devido ao seu perfil 

de baixa toxicidade e em soluções aquosas com concentração entre 20-30% (m/m), 

transita de uma solução transparente de baixa viscosidade, para um gel semissólido 

quando em contato com a temperatura corporal, sendo esta transição reversível na 

presença de baixas temperaturas (ALMEIDA, 2015). 

 É bem estabelecido que, para soluções aquosas de P-407, acima da 

concentração e da temperatura micelar critica, ocorre a micelização com base nas 

interações hidrofóbicas entre os grupos PO que formam o núcleo hidrofóbico. por 

sua vez, os blocos EO que formam  a coroa hidrofílica da micela ficam disponíveis 

para fazerem ligações de hidrogênio com as moléculas de água circulantes 

(CASTILE et al., 2001; ESCOBAR-CHÁVEZ et al., 2006). 

 A temperatura de gelificação das formulações foi avaliada pelo teste 

do tubo invertido, que permite determinar a Tsol-gel visualmente, pelo aumento da 

temperatura e inclinação dos tubos, observa-se a capacidade de escoamento do 

produto. A formulação P407 apresentou-se visualmente como um gel viscoso, sem 

escoamento quando o tubo foi invertido em 20°C. Os resultados sugerem que a 
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adição de NG à formulação acelerou o processo de gelificação em 2ºC (Tabela 4). 

Zhang et al., (2014) verificaram que um gel de poloxamer 407 preparado com 

20% do polímero apresentou uma Tsol-gel de 21.50 ± 0.21 ºC, enquanto que a adição 

de 10% do poloxamer 188 forneceu uma aumento dessa temperatura para 31.68 ± 

0.28. Pereira et al., (2013) verificaram que o método empregado no preparo do gel 

de Poloxamer 407 pode influenciar no valor encontrado de Tsol-gel. Fakihari, Corcoran 

e Schwarz (2017) encontraram uma Tsol-gel para poloxamer a 17,9% foi de 23.4 ºC. 

Os mesmos autores verificaram que adição de concentrações crescentes de etanol 

no gel reduziu a Tsol-gel. Portanto, verifica-se que adição de ingredientes 

farmacêuticos ativos, sais, excipientes e outros compostos para as formulações à 

base de poloxamer 407 podem aumentar ou diminuir o Tsol-gel (DURMORTIER et al., 

2006). 

 

Tabela 4: Análise da temperatura de transição (Tsol-gel) entre a formulação P407 

FNG pelo Teste do tubo invertido. 

Formulações 
Temperatura ºC 

0 – 14 16 18  20 – 60 

P407 L L L H 

FNG L S H H 

Nota: A menor temperatura na qual as amostras foram classificadas como hard-gel foi definida como 

sendo a temperatura de transição sol-gel. As amostras foram feitas em triplicata para cada 

formulação (n=3/formulação).Onde: L - Líquido; S – Soft gel; e H – Hard gel. Fonte: Autora. 

  

 O estudo das propriedades reológicas de géis a base de P-407 são 

importantes para o entendimento do processo de gelificação in situ. Além disso, géis 

de P-407 podem prolongar a presença das drogas no local desejado, estendendo 

seus efeitos terapêuticos. Assim, as características reológicas desses géis devem 

ser conhecidas, pois também podem implicar nas taxas de dissolução e liberação da 

droga do gel (FREITAS et al., 2006). Schmolka (1972), em estudo que utilizava 

Pluronic®127 para tratamento de queimadura térmica, relatou que além da 

temperatura, a viscosidade de formulações aquosas, contendo P-407, aumenta de 

acordo com a concentração utilizada do polímero. 

 A temperatura próxima da temperatura corporal, superior a 32ºC, 

ocorre à transição de fase devido à quebra das pontes de hidrogênio existentes, as 
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moléculas de água são expelidas da rede polimérica, e ocorre a desidratação do 

polímero, predominando assim as interações hidrofóbicas entre as cadeias 

poliméricas, ocorrendo por consequência, a gelificação do sistema polimérico 

(ALMEIDA, 2015). 

 Segundo Pereira (2017), a Tsol-gel é delimitada por duas temperaturas 

que condicionam o comportamento das propriedades viscosimétricas do material. A 

primeira é a temperatura de micelização – Tsol, definida como a temperatura em que 

o processo de micelização das cadeias lineares do copolímero inicia-se. A segunda 

é a temperatura de gelificação - Tgel, definida como a temperatura em que o 

processo de gelificação e formação do gel iniciam-se de fato. 

 Na Figura 8, a análise de viscosidade versus temperatura das 

formulações P407 e FNG, demonstra a influência do aumento da temperatura na 

viscosidade das formulações. Com o aumento da temperatura, a viscosidade da 

solução aumenta e a temperatura a qual a viscosidade exibe incremento significativo 

é notada como temperatura de gelificação. Característica já atribuída a este polímero 

pela literatura e como já discutido anteriormente, esse aumento na viscosidade é 

atribuído a desidratação do grupo PO do polímero que leva a formação de micelas e 

aumento da viscosidade devido a formação de um gel (DEWAN et al., 2015). Ainda, 

Liu e Chu (2000) relatam que após o processo de gelificação, forma-se uma 

estrutura cúbica de faces centradas para concentrações entre 20 a 40% de 

poloxamer 407 em água, que irão conferir a formulação, mais viscosidade, rigidez 

parcial e facilitar a incorporação de fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos, sendo 

portanto, a última uma propriedade de interesse para a incorporação do flavonoide 

NG devido a sua baixa solubilidade em água (FERREIRA et al., 2015; XU et al., 

2020). 

 Os resultados da avaliação da viscosidade utilizando reômetro 

(figura 8) também demonstram que a adição de NG na formulação promoveu um 

aumento da viscosidade em relação a P407 (Figura 8), uma vez que a curva foi 

deslocada para a esquerda. Diversos estudos sugerem que a adição de substâncias 

ativas ou outros aditivos em formulações de poloxamer 407, podem interferir na 

micelização e alterar o processo de desidratação dos blocos hidrofóbicos de PO, 

modificando consequentemente a viscosidade do gel (DUMORTIER et al., 1991; 

GILBERT et al., 1987; CHANG et al., 2002; SHAWESH et al., 2002). 

 Essas observações são compatíveis com os resultados 
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apresentados por estudos prévios sobre os efeitos dos componentes hidrofóbicos na 

formação do gel de copolímeros em bloco de EO-PO-EO. Por exemplo, Malmsten e 

Lindman (1992) investigaram o processo de geleificação do Lutrol® F127 (P-407) e 

descobriram que o t-butilbenzeno diminui a temperatura de gelificação desse 

polímero. De maneira análoga, Gilbert et al (1987), observaram que o ácido 

benzóico e os ésteres do ácido p-hidroxibenzóico causam um decréscimo na 

temperatura de geleificação dos blocos do copolímero e que, quanto mais 

hidrofóbico é o soluto, maior será este efeito na temperatura de gelificação. 

 As temperaturas de gelificação são consideradas adequadas se estiverem 

entre 25 e 37 °C (CHANG et al., 2002; BRUSCHI, 2006; PEREIRA, 2011), ambas as 

formulações, FNG e P407 apresentaram inicio da temperatura de gelificação em 24 

°C. Apesar dos resultados apresentados pelo teste do tubo invertido e pelo reômetro 

exibirem valores diferentes de temperatura de gelificação, é importante levar em 

consideração que as condições empregadas nos testes são distintas. Contudo, 

ambas demonstram a característica da influência do aumento da temperatura na 

viscosidade do gel termorresponsivo como do mesmo adicionado do ativo, ou seja, 

característica de formulação contendo P-407 (KWEON et al., 2003). 

 

Figura 8: Viscosidade versus temperatura do P407 e FNG. 

 

Nota: Análise reométrica da viscosidade em função da temperatura das formulações a base de 

poloxamer 407, acrescidas (● FNG) ou não (■ P407) de naringenina. Fonte: Autora. 
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 Os termogramas de NG, P407 e da FNG, foram obtidos através 

da calorimetria exploratória diferencial (DSC). A calorimetria DSC é frequentemente 

utilizada no âmbito farmacêutico como técnica de análise térmica capaz de fornecer 

informações detalhadas sobre as propriedades físicas e energéticas das substâncias 

(NAIDU et al., 2004). 

  Nesta técnica avalia-se o fluxo de calor, por variação de 

entalpias, resultante de uma alteração física ou química da substância em função da 

temperatura, podendo demonstrar fenômenos como fusão, ebulição, dessolvatação, 

transição vítrea, cristalização, degradação e transição polimórfica (KREIDEL, 2009). 

  O P-407 é um sólido branco, com ponto de fusão 

correspondente a 56°C, solúvel em água e capaz de formar um gel firme na 

concentração de 20% p/p a 25°C (SCHMOLKA, 1972). Neste estudo, a formulação 

P407 foi previamente dessecada, para possibilitar sua análise, o que provavelmente 

interferiu no deslocamento de seu pico endotérmico de ponto de fusão observado 

em 46,78°C. A análise DSC permite observar ainda a miscibilidade do polímero com 

os fármacos (ROUZES et al., 2003; BRAGAGNI et al., 2013), que pode ser 

confirmada quando ocorre a diminuição da temperatura de transição vítria e/ou 

cristalinidade e diminuição do ponto de fusão (PILLIN; MONTRELAY; GROHENS, 

2006), assim como observado para P-407 quando acrescida de NG, apresentando 

evento endotérmico em 45,86°C.  

 Em adição, notam-se eventos exotérmicos entre 150°C e 200°C 

para P407, devido à natureza semicristalina do polímero, com uma fase cristalina 

que consiste de camadas de EO e camadas amorfas formadas de PO-EO (OSES, 

2016). 

  A curva DSC da naringenina (Figura 9) apresentou evento 

térmico de 253,61° C, que corresponde ao ponto de fusão do flavonoide, resultado 

semelhante ao demonstrado por Sumathi, Tamizharasi e Sivakumar (2017), 

confirmando assim a sua pureza.  Na curva DSC da formulação de poloxamer 407 

adicionada de NG nenhum evento térmico de fusão para NG pode ser observado. 

Sugere-se que o desaparecimento do pico de naringenina pode estar relacionado à 

completa dispersão do flavonoide na formulação e, também, possíveis interações 

com o polímero como ponte de hidrogênio e força de Van der Waals. O mesmo 

também foi verificado por Semalty et al., (2010), cujo o pico endotérmico de 
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naringenina foi suprimido devido provavelmente as interações com o sistema em que 

foi incorporada. A não formação de novos picos de fusão nas curvas termoanalíticas 

das amostras de hidrogel termorresponsivo, sugere que não houve a formação de 

um novo composto químico referente ao processo de preparação do hidrogel 

termorresponsivo contendo NG. Em adição, isso também foi verificado quando 

comparamos as curvas termoanalíticas da NG exposta à temperatura ambiente, da 

FNG, e da NG a 4 °C, temperatura indicada para seu armazenamento.  

 É importante ressaltar, que a natureza exata das transições 

térmicas deve ser realizada com métodos complementares, como observações 

microscópicas, termogravimetria, difração de raios X ou técinas espectroscópicas 

para distinguir, por exemplo, a fusão, as transições polimórficas, a perda de água ou 

a decomposição das substâncias (BUNJES; UNRUH, 2007). 

 

 

Figura 9: Curvas termoanalíticas das amostras P407, NG (4 C), NG (temperatura 

ambiente) e FNG. 
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Nota: Curva termoanálitica por DSC das formulações base de poloxamer 407, acrescidas (FNG) ou 

não de naringenina (P407), do flavonoide puro em temperatura ambiente (NG) e mantido em sua 

temperatura de armazenamento a 4°C (NG 4°C). Fonte: Autora 
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5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL LIVRE ABTS PELA NG 

 Por fim, a avaliação da atividade antioxidante in vitro do 

flavonoide NG pura e adicionada no gel de P-407 foi verificada pelo método de 

sequestro de radicais ABTS. Os métodos espectrofotométricos baseados na reação 

dos antioxidantes com radicais cromogênicos, como ABTS, são bastante utilizados 

devido à sua simplicidade (APAK et al., 2016). 

 A capacidade sequestradora do radical ABTS pela NG foi 

concentração-dependente, de acordo com resultados obtidos. A linearidade 

apresentou-se entre 0,06 – 1,0 μg/mL, com R2 de 0,9958 (Fig. 10 B). A atividade 

máxima encontrada para o ativo na concentração de 2 μg/mL no meio reacional, 

apresentou valor de 99,63% alcançando posteriormente um platô. O valor de IC50 

encontrado para o flavonoide foi de 0,516 μg/mL (Fig. 10 A). Martinez et al (2016), 

também avaliaram a atividade antioxidante da NG por ensaio de ABTS e 

encontraram valor muito próximo de IC50 (0.71 μg/mL). 

   Em adição, foi verificado a capacidade sequestradora de radical 

ABTS da NG adicionada no gel de P407. Para tanto, um controle adicionado da 

base sem ativo foi utilizado para verificar se a mesma não poderia interferir com o 

meio reacional. As porcentagens redutoras encontradas para a NG livre e FNG, 

preparadas com a mesma concentração no meio reacional, foram de 44,69 % ± 0,49 

e 40,59 % ± 0,88, respectivamente, apresentando uma diminuição da atividade 

antioxidante estatisticamente diferente (Figura 10). Esse resultado pode estar 

relacionado com o encontrado no termograma da FNG devido as interações da NG 

com a formulação. 
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Figura 10: Atividade doadora de elétrons ao radical livre ABTS.  

 

Nota: Curva concentração-resposta da NG  (A) e Linearidade (B). Os resultados são representados 

pela média±EPM. Fonte: Autora 

 

 

Figura 11: Atividade sequestradora do cátion radical ABTS da NG pura e adicionada 

no gel.  

 

Nota: Os resultados são representados pela média ± EPM. A análise estatística foi realizada 

utilizando-se tTest. *Diferença estatística significativa se p< 0,05. Fonte: Autora. 
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5.3 PADRONIZAÇÃO DO MODELO DE INDUÇÃO DE QUEIMADURA TÉRMICA EM 

CAMUNDONGOS HAIRLESS 

 A indução da queimadura no presente trabalho foi realizada 

utilizando haste de metal em água quente e posterior contato com a pele dos 

animais (FANG et al., 2017; BHATIA et al., 2016, SINGER et al., 2007 e LIMA-

JUNIOR et al., 2017). No entanto, os estudos utilizaram ratos Wistar e Sprague-

Dawley como modelo animal, enquanto que este foi conduzido com camundongos 

hairless, sendo necessário que alguns parâmetros fossem previamente analisados 

para o correto uso do modelo animal, e adaptados para a análise contra os danos 

causados pela queimadura térmica mediante tratamento tópico com formulação gel 

poloxamer 407 20% adicionado de NG 0,5%. 

É necessário levar em consideração não só a diferença do tamanho 

de ratos (250-300g) e camundongos hairless (25-30g), como também, a espessura 

das peles, e principalmente a presença ou não de pelos, desta forma, determinou-se 

primeiramente o tempo de contato da haste de ferro aquecida a 100°C por 3 min 

com a pele dos animais. As lesões foram promovidas e analisadas 

macroscopicamente quanto ao seu grau de profundidade e extensão após 3, 6 e 9 

segundos de contato, sem pressão adicional. A pele quando submetida a 6 e 9 

segundos de contato com o modelo de haste utilizado apresentou, 

macroscopicamente, lesões profundas, atingindo toda a sua extensão, com perda 

tecidual e necrose no local da lesão.  Em relação à profundidade as queimaduras 

são classificadas em 1º grau, 2º grau (superficial e profunda) e 3º grau. A de 1º grau 

atinge somente a epiderme, resultando em lesão úmida, hiperemiada, com edema e 

dolorosa. A queimadura de 2º grau atinge tanto a epiderme quanto a derme, 

caracteriza-se pela formação de bolhas e se divide em superficial e profunda. A 

queimadura superficial de espessura parcial atinge toda a epiderme e a 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 

lesões mais pálidas. A de 3º grau acomete todas as camadas da pele chegando ao 

tecido subcutâneo, podendo atingir músculos e ossos (GIMENES, et al., 2009). 

Queimaduras também podem ser classificadas em relação à sua espessura: 

queimaduras de espessura parcial superficial são aquelas de primeiro grau e/ou de 

segundo grau superficial; queimaduras de espessura parcial profunda são aquelas 
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de segundo grau profundo e queimaduras de espessura total são aquelas de terceiro 

grau (PICCOLO et al., 2008). 

Portanto, foi escolhido o tempo de contato com a pele de 3 s, uma 

vez que atingiu uma queimadura de espessura parcial superficial, sem interrupção 

total do fluxo sanguíneo e necrose do tecido, que é de interesse para este estudo. 

Ainda, para definir o melhor tempo de coleta da pele e estimar os danos cutâneos, 

bem como identificar à efetividade e padrão da indução de queimadura térmica em 

camundongos do tipo hairless, as peles lesionadas foram coletadas em 24, 48 e 72 

horas após a indução da queimadura e submetidas aos testes de avaliação de 

edema cutâneo, atividade de MPO, níveis de GSH, CAT, ânion superóxido e 

capacidade antioxidante total (FRAP e ABTS). 

Não houve mortalidade de animais durante a realização dos 

experimentos, nem perda de peso significante (dados não mostrados). As 

caracterísitcas das lesões também foram analisadas macroscopicamente de acordo 

com o tempo de coleta de pele após a indução da queimadura (Figura 12). Foi 

observado, no tempo zero (T: 0), ou seja, logo após a indução da queimadura 

térmica, que a pele apresentou-se edemaciada e com local de contato com a haste a 

100°C bem delimitado. Em 24 horas (T: 24 h) após a queimadura observa-se um 

aumento notório na espessura da pele queimada em relação a pele integra, devido 

ao aumento da permeabilidade vascular (LUND; ONARHEIM; REED, 1992) e 

pequenas zonas de coagulação. Em 48 horas (T: 48 h) nota-se a progressão da 

lesão, com  aumento nas zonas de coagulação. Já em 72 horas (T: 72 h) após a 

injúria, a lesão apresenta-se mais seca, com formação de crosta nas bordas e 

diminuição do edema. Desta forma, a análise da profundidade e extensão, bem 

como as caracteristicas de lesões promovidas por queimaduras são de extrema 

importância, pois irão determinar os riscos de evolução para um grau superior e, 

também irão determinar como as feridas deverão ser tratadas (SINGH et al., 2007; 

EVERS; BHAVSAR; MAILÄNDER, 2010). 
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Figura 12: Análise macroscópica da relação tempo de coleta de pele imediatamente 

(T: 0), 24 (T: 24 h), 48 (T: 48 h) e 72 (T: 48 h) horas após a indução de queimadura. 

 

Fonte: Autora. 

 

 Queimaduras comprometem a integridade física e funcional da pele, 

interrompem a homeostase hidroeletrolítica e modificam o controle da temperatura 

interna, flexibilidade e lubrificação da superfície corporal. O comprometimento da 

pele ocorre em função da extensão e profundidade das lesões (SHERIDAN, 2003). 

Imediatamente após o trauma, dois eventos estão envolvidos na 

fisiopatologia de queimaduras, o aumento da permeabilidade vascular e, 

consequentemente, o edema. Após a lesão, ocorre exposição do colágeno, ativação 

e liberação de histamina pelos mastócitos, que leva ao aumento da permeabilidade 

vascular e passagem do infiltrado para o interstício dos tecidos afetados, provocando 

o edema (MÉLEGA, 2002). Ocorrem ainda no tecido lesado a infiltração de células 

circulantes, neutrófilos e monócitos. A transmigração dos neutrófilos para tecidos 

lesados é um fenômeno precoce do processo de reparo, ocorre quase que de 

imediato após sinalização dos neutrófilos retidos pelo coágulo, macrófagos 

residentes e células estromais. Já as citocinas (principalmente IL-1 e TNF-a), 

atuando sobre os receptores das células endoteliais, induzem a produção de óxido 

nítrico (NO) e a expressão de moléculas de adesão para neutrófilos (BALBINO; 

PEREIRA; CURI, 2005).  

Dessa forma, foi avaliado nos diferentes tempos de coleta de pele o 

edema, mensurado como um aumento no peso dorsal da pele lesionada, e a 

atividade de MPO. Como demonstrado na Figuras 13A e B, o modelo de queimadura 

promoveu edema e o recrutamento de neutrófilos no local da lesão em 24, 48 e 72 
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horas, com diferença significativa (p>0,05) do grupo controle não queimado. O 

edema foi mais intenso no tempo de 24 h (Figura 13A), com diminuição gradual nos 

tempos seguintes de análise, mas permanecendo estatisticamente diferente da pele 

integra. É relatado um comportamento bifásico em tecidos queimados, no qual 

observa-se um primeiro aumento imediato e rápido no conteúdo de água na primeira 

hora após a lesão, e um segundo aumento, mais gradual, no fluxo de fluido da pele 

queimada que irá continuar ocorrendo ainda por 12 a 24 horas após o trauma 

(ARTURSON, 1961; KECK et al., 2009), o que pode explicar os resultados obtidos.  

Para a atividade MPO observou-se o inverso, pois houve um 

aumento gradativo entre os tempos, com diferença estatisticamente significante do 

tempo 72 h em relação ao grupo 24 h (Fig. 13B). O perfil observado, provavelmente 

ocorre devido aos diversos eventos que sucedem a lesão. Neste contexto, tem-se 

dado atenção especial aos neutrófilos ativados após a queimadura, como já 

mencionado anteriormente, os estudos indicam que a lesão celular e endotelial seja 

amplificada pela liberação de radicais livres. A ativação dos neutrófilos com 

consequente adesão ao endotélio vascular é fator primordial para desencadear a 

resposta inflamatória, assim os agentes pró-inflamatórios ativam NADPH oxidase e 

mieloperoxidase de neutrófilos, criando um microambiente altamente lesivo, com alta 

produção de EROs, que ampliaram os danos teciduais e irão induzir maior 

recrutamento de células fagocíticas no local (MENDÉZ; RODRÍGUES, 1997; 

HORTON, 2003). Ainda, neutrófilos permanecem no local da lesão entre 2 a 5 dias, 

exercendo suas funções de desbridamento do tecido e amplificando a resposta 

inflamatória liberando citocinas como fator de necrose tumoral (TNF-α), IL-1β e IL-6. 

(FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2016; LANDÉN; LI; STAHLE, 2016).   
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Figura 13: Relação tempo de coleta pele-indução de edema (A) e atividade da MPO 

(B).  

 

Nota: Os dados são representativos da média de 2 experimentos ± EPM (n=5). A análise estatística 

foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. 

(*p<0,05 comparado com o grupo não queimado, ** p<0,05 comparado com tempo 24h). CN = grupo 

controle não queimado. Fonte: Autora. 

 

 

 Em virtude do próprio trauma térmico e da ativação celular, o 

microambiente cutâneo tem sua composição físico-química alterada, devido a baixa 

tensão de O2, diminuição do pH e presença de espécies reativas de nitrogênio e 

oxigênio (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Portanto, após lesão térmica, há 

predomínio de um microambiente oxidativo no tecido queimado em função do 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres e a defesa antioxidante, que irá 

auxiliar a destruição de componentes celulares e teciduais (BUTT et al., 2019). 

A capacidade dos antioxidantes presentes na pele do animal em 

reduzir os íons Fe+3 a Fe+2 e a capacidade de reduzir o radical ABTS demostram a 

sua relação com o estresse oxidativo gerado pela lesão térmica. Esse efeito pode 

ser verificado pelas Figuras 14A e B, onde está demonstrado que em todos os 

grupos queimados houve uma diminuição significativa (p0,05) da capacidade 

antioxidante total da pele analisada pelos testes FRAP (Fig. 14A) e ABTS (Fig. 14B) 
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em relação ao grupo não queimado.  Foi possível demonstrar que o modelo de 

queimadura térmica nos camundongos promoveu uma redução das defesas 

antioxidantes totais na pele nos tempos 24, 48 e 72 horas após a lesão. Estes 

ensaios são interessantes, pois usam princípios diferentes para medir capacidade 

antioxidante total da pele, uma vez que há dificuldade em medir na pele cada 

componente antioxidante separadamente e as interações que ocorrem entre eles, 

além disso, são considerados rápidos, simples e eficientes (KATALINIC et al., 2005; 

CAMPANINI et al., 2014). 

 

Figura 14: Relação tempo de coleta pele-diminuição da capacidade antioxidante da 

pele por meio da redução férrica (FRAP) (A) e sequestro do radical ABTS (B). 

 

Nota: Os dados são representativos da média de 2 experimentos ± EPM (n=5). A análise estatística 

foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. 

(*p<0,05 comparado com o grupo não queimado). CN= grupo controle não queimado. Fonte: Autora. 

 

Estudos tem apresentado progresso em definir os alvos oxidantes 

intracelulares, e as inúmeras vias que empregam oxidantes como amplificadores em 

lesões de queimadura. A GSH é o principal regulador intracelular da homeostase 

redox no organismo, e atua por meio da oxidação reversível de um grupo tiol ativo 

(PARIHAR et al., 2008). A isquemia tecidual decorrente da queimadura diminui os 
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níveis intracelulares de GSH, e isso provavelmente se deve ao consumo excessivo 

desse antioxidante endógeno durante o estresse oxidativo (SENER et al., 2002; 

SEHIRLI et al., 2013).  Segundo He e colaboradores (2018), modelos animais são de 

grande importância na exploração da patogênese e tratamento de queimaduras 

graves, demonstrando em seu estudo a diminuição da atividade dos antioxidantes 

endógenos SOD, CAT e GSH em modelo de queimadura severa em ratos. 

A queimadura térmica realizada neste estudo demonstrou reduzir, 

significativamente, as reservas dos antioxidantes endógenos GSH e CAT, assim 

como promover o aumento dos níveis de ânion superóxido (NBT) (Figuras 15A-C). 

Nas figuras 15A e 15B, verificou-se que diminuição dos antioxidantes na pele foram 

estatisticamente diferentes quando comparados aos grupos não queimados nos 

tempos 24 e 48h. No entanto, nota-se que houve um reestabelecimento destes 

antioxidantes não-enzimático e enzimático, GSH e CAT, na pele no tempo de 

observação 72h. Em adição, observou-se que este foi estatisticamente diferente em 

relação ao grupo 24h para GSH e em relação aos grupos 24 e 48h para CAT.  

A geração de EROs nos tecidos queimados inicia-se com a ativação 

da NADPH oxidase que reduz o oxigênio para O2
•- (HORTON, 2003). A figura 15C 

demonstra que a indução da queimadura em todos os tempos analisados promoveu 

um aumento na geração do ânion superóxido quando comparado com o grupo não 

lesionado. Ainda, não foi verificada diferença estatística entre os tempos de coleta 

da pele. 

Como já mencionado, o objetivo do processo de cicatrização é 

impedir a invasão de patógenos, restabelecer a integridade dos danos no tecido e 

reconstruir a função fisiológica da pele (GHLISSI et al., 2016). Assim, células 

fagocíticas migram para o local da lesão e respondem ao processo inflamatório com 

um aumento significativo nos níveis de produção de O2
•- e H2O2, que vão exercer 

papel importante na proteção contra micro-organismos (BARREIROS; DAVID; 

DAVID, 2006).   

Assim, podemos observar coerência entre as respostas encontradas 

em relação atividade da MPO e produção de ânion superóxido, uma vez que foi 

verificado um aumento progressivo da atividade enzimática de MPO nos tempos de 

análise e alta quantidade detectada do radical nos diferentes grupos.  

O aumento verificado no tempo 72h dos antioxidantes GSH e CAT 

pode ser indicativo do restabelecimento e cura, uma vez que o processo de 
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cicatrização ocorre por meio de interações organizadas entre vários tecidos e células 

que se sobrepõem entre estágios sucessivos (ARAGONA et al., 2017). 

Assim, diante dos resultados demonstrados o tempo de 48 horas 

após a indução da queimadura, foi escolhido como tempo de coleta da pele 

lesionada para realização dos ensaios de análise da eficácia do tratamento tópico 

com gel termossensível poloxamer 407 adicionado do flavonoide NG, pois além de 

permitir a análise dos danos oxidativos e inflamatórios também é suficiente para o 

tratamento das queimaduras.  

 

Figura 15: Relação tempo de coleta de pele-diminuição dos níveis de GSH (A), 

diminuição da CAT (B) e do ânion superóxido (NBT) (C).  

 

Nota: Os dados são representativos da média de 2 experimentos ± EPM (n=5). A análise estatística 

foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. 

(*p<0,05 comparado com o grupo não queimado, ** p<0,05 comparado com tempo 24h; *** p<0,05 

comparado com tempo 48h). CN= grupo controle não queimado. Fonte: Autora. 
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5.4 AVALIAÇÃO IN VIVO DA FORMULAÇÃO TERMORREVERSÍVEL ADICIONADA DE 

NARINGENINA CONTRA A INFLAMAÇÃO E O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDOS POR 

QUEIMADURA TÉRMICA 

A fisiopatologia da queimadura pode ser expressa, basicamente, 

pelo aumento da permeabilidade vascular e consequentemente edema. A lesão é 

responsável por expor o colágeno, com consequente ativação e liberação de 

histamina pelos mastócitos, aumentando a permeabilidade vascular, levando ao 

edema e à hipovolemia. Ocorre, ainda, a liberação de prostaglandinas e do 

tromboxane. O Fator de Necrose Tumoral (TNF), por meio da indução de 

inflamação, aumenta a permeabilidade capilar e migração de leucócitos (SALAS et 

al., 2000; PETER et al., 1999). 

Na figura 16 está demonstrado o efeito na diminuição do edema 

cutâneo gerado após queimadura pelo tratamento tópico de 8/8h com a FNG. 

Observou-se que os grupos queimado não tratado (CQ), queimado tratado com 

creme de sulfadiazina (CS) e queimado tratado com gel P407 (CB) apresentaram um 

aumento no peso das peles caracterizado pelo edema quando comparados com o 

grupo não queimado (CN) (p<0,05). Por outro lado, o tratamento com FNG 

apresentou uma diminuição do edema chegando próximo ao nível basal. Em adição, 

os resultados indicaram que o tratamento com sulfadiazina não foi capaz de reverter 

o quadro de edema estabelecido (Fig. 16A).  
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Figura 16: Efeito do tratamento com FNG na diminuição do edema (A) e da 

atividade da MPO (B) após injúria térmica.  

 

Nota: Os dados são representativos da média de 2 experimentos ± EPM (n=5). A análise estatística 

foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. 

(*p<0,05 comparado com o grupo não queimado, ** p<0,05 comparado com o grupo queimado e não 

tratado). CN= grupo controle sem queimadura, CQ= grupo controle queimado e não tratado, CS= 

grupo queimado e tratado com creme sulfadiazina de prata 1%, CB= grupo queimado e tratado com 

P407, NG= grupo queimado e tratado com FNG. Fonte: Autora 

 

Nascimento Junior (2016), estudou a ação da romã (Punica 

granatum L.) na cicatrização de úlceras induzidas por queimadura na língua de ratos 

Wistar. A casca da romã é rica em flavonoides e taninos, especialmente os 

flavonoides apegenina e naringenina, os resultados demonstraram que a ação 

cicatrizante do suco da romã estava relacionada principalmente a sua atividade 

antioxidante e que o tratamento reduziu significativamente o estresse oxidativo, a 

inflamação, o edema e a infiltração de neutrófilos na lesão. 

A MPO desempenha um papel importante no sistema imunológico 

inato e pode ser usado como marcador da presença de neutrófilos ou inflamação 

(SHINDO et al., 1994; CAMPANINI et al., 2013). Para atividade de MPO não foi 

observado diferença estatística para os grupos tratados em relação ao controle não 
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queimado, no entanto, nota-se uma tendência na diminuição da atividade da MPO 

do grupo tratado com FNG (Figura 16B).  

Neutrófilos são as células mais abundantes no sangue, um número 

significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisório durante o 

rompimento dos vasos. Após este extravasamento passivo, os neutrófilos migram 

para a superfície da ferida para formar uma barreira contra a invasão de micro-

organismos e promover o recrutamento ativo de mais neutrófilos a partir dos vasos 

adjacentes não lesados (FOXMAN; KUNKEL; BUTCHER, 1999; ENGELHARD et al., 

1986). Ao final de um dia após a lesão eles constituem em 50% das células 

migradas ao local (ENGELHARD et al., 1986). Além disso, devido à baixa tensão de 

oxigênio, característica no centro de uma ferida, ocorre a indução de angiogênese 

em tecidos lesionados (KNIGHTON et al., 1992). A figura 17 representa a 

vascularização das lesões do grupo controle queimado na coleta de pele de 48h.  

Estudos realizado por Chen et al., (2018) relataram a atividade 

antiangiogênica da NG, assim a tendência a redução da atividade de MPO 

observada no grupo tratado com FNG, pode estar relacionada a esta atividade. No 

entanto, mais estudos devem ser conduzidos para verificar uma possível capacidade 

da FNG em diminuir a MPO na área lesionada por queimadura térmica, uma vez que 

esta atividade já foi demonstrada em peles que receberam irradiação UVB e tratadas 

com formulação semissólida adicionada de NG (MARTINEZ et al, 2016). 

 

Figura 17: Vascularização de lesão 48 horas após indução da queimadura. 

 

Nota: Fotografia após coleta de pele do grupo controle queimado (CQ), demonstrando a angiogênese 

decorrente da injuria térmica após 48 horas da indução da queimadura. Fonte: Autora. 

 

O aumento do estresse oxidativo é frequentemente relatado em 

pacientes queimados, devido a elevada produção EROs e à rápida utilização 
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endógena das reservas de antioxidantes. Assiste-se a um aumento da geração de 

radicais livres associados à elevação da resposta inflamatória sistêmica, com 

consequências como a lesão celular, aumentando a falência de órgãos e a 

mortalidade (GONÇALVES, 2010). 

 

Figura 18: Efeito do tratamento com FNG na capacidade antioxidante da pele por 

meio da redução férrica (FRAP) (A) e sequestro do radical ABTS (B).  

 

Nota: Os dados são representativos da média de 2 experimentos ± EPM (n=5). A análise estatística 

foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. 

(*p<0,05 comparado com o grupo não queimado, ** p<0,05 comparado com o grupo queimado e não 

tratado). CN= grupo controle sem queimadura, CQ= grupo controle queimado e não tratado, CS= 

grupo queimado e tratado com creme sulfadiazina de prata 1%, CB= grupo queimado e tratado com 

P407, NG= grupo queimado e tratado com FNG. Fonte: Autora. 

 

 Segundo Katalinic et al. (2005), resultados de FRAP correlacionam-

se com os níveis de antioxidantes como o ácido ascórbico, ácido úrico e α-tocoferol, 

enquanto a capacidade de eliminação de radicais ABTS reflete os níveis de GSH. 

Portanto, foi avaliada a atividade antioxidante da FNG utilizando estes ensaios. A 

figura 18 A e B está demonstrado que a injúria térmica induziu uma diminuição 

significativa do poder redutor de ferro (FRAP) e da capacidade sequestradora de 

radical (ABTS), respectivamente, na pele queimada sem tratamento em comparação 
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a não queimada. Ainda podemos verificar que no ensaio do ABTS o tratamento com 

FNG restabeleceu a capacidade sequestradora de radical da pele próximo ao nível 

basal e os grupos tratados com CB e CS não apresentaram essa capacidade (Figura 

18 B). Por outro lado, no teste FRAP foi observado que FNG não apresentou 

diferença estatística comparado a CN, como também em relação ao CQ (Figura 18 

A). 

Pesquisadores relatam que antioxidantes não enzimáticos, tais como 

glutationa, α-tocoferol e selênio, apresentam-se significativamente diminuídos no 

soro e nos tecidos com lesão térmica (CETINKALE et al., 1997; GUREL et al., 2004; 

AL-JAWAD et al., 2008; BEIRAGHI-TOOSI et al., 2018). A GSH é um tripeptíeo 

antioxidante não enzimático que pode ser degradado de modo irreversível em 

situações de estresse oxidativo muito intenso (FILIPPIN et al., 2008). Na figura 19A 

está demonstrado que a lesão térmica diminuiu intensamente a presença de GSH na 

pele queimada em comparação a pele não lesionada. Em adição, observou-se que 

os grupos tratados CS e CB não apresentaram diferença em relação ao grupo CQ, 

demonstrando não conseguirem restabelecer a deficiência do antioxidante gerado 

na injúria. Contudo, o tratamento com FNG apresentou capacidade de reduzir a 

depleção de GSH chegando próximo ao nível basal. 

 

Figura 19: Efeito do tratamento com FNG nos níveis de GSH (A), CAT (B) e ânion 

superóxido (C).  

 

Nota: Os dados são representativos da média de 2 experimentos ± EPM (n=5). A análise estatística 

foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. 

(*p<0,05 comparado com o grupo não queimado, ** p<0,05 comparado comparado com o grupo 
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queimado e não tratado). CN= grupo controle sem queimadura, CQ= grupo controle queimado e não 

tratado, CS= grupo queimado e tratado com creme sulfadiazina de prata 1%, CB= grupo queimado e 

tratado com P407, NG= grupo queimado e tratado com FNG. Fonte: Autora 

 

 A CAT é uma heme enzima responsável por reduzir o peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio. Os níveis dessa enzima estão reduzidos quando há 

estresse oxidativo, indicando um possível desequilíbrio entre a produção de radicais 

livres e a ação antioxidante endógena (ANJUM et al., 2016). Como demonstrado na 

Figura 19B, à queimadura térmica promoveu a depleção deste antioxidante 

enzimático notada no grupo CQ, e o tratamento com FNG mostrou auxiliar no 

reestabelecimento de CAT aumento significativamente seus níveis após lesão 

térmica. Em adição, os grupos CS e CB não apresentaram diferença significante em 

relação à CQ. 

 Al-Roujayee (2017), demonstrou resultados semelhantes com o uso oral de 

naringenina para tratamento em queimadura térmica induzida em ratos. Os níveis reduzidos 

de GSH, CAT e SOD na pele ferida foram significativamente restaurados com o do 

tratamento oral com naringenina, além disso, os biomarcadores inflamatórios séricos 

também aumentaram significativamente em ratos feridos por queimadura térmica em 

comparação a controles não lesionados. 

Após injúria térmica, ocorre a ativação da XO via reperfusão 

isquemica, neutrófilos e macrófagos e promovem produção exagerada de EROs, 

principalmente de O2
•−. Além disso, a ativação de neutrófilos na resposta 

inflamatória também gera radicais superóxido por meio do mecanismo de "explosão 

respiratória", através do complexo NADPH oxidase ligado à membrana. O ânion 

superóxido é formado pela adição de um elétron ao oxigênio molecular, é um radical 

livre relativamente fraco e seu efeito citotóxico é geralmente atribuído ao seu papel 

de precursor da formação de HOCl e OH. (HAYCOCK et al, 1997; PARIHAR et al., 

2008; BIRBEN et al., 2012; ZHANG et al., 2020). 

Estudos relatam que a NG demonstra atividade inibidora de ânion 

superóxido (; MARTINEZ et al. 2015; MARTINEZ et al. 2016; PINHO-RIBEIRO et al., 

2016). Assim, o presente trabalho avaliou a eficácia do tratamento da FNG na 

diminuição da produção desse radical livre após a queimadura na pele de 

camundongos sem pelo. A Figura 19C demonstra que a queimadura promoveu um 

aumento intenso da produção de O2
•− e estatisticamente diferente em comparação a 
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pele não lesionada. Em contra partida, somente o tratamento com FNG demonstrou 

diminuir o excesso de ânion superóxido gerado após queimadura a níveis basais.  

A ferida de queimadura é a primeira área em que os radicais livres 

ocorrem no evento de queima (TOLIVER-KINSK; KOBAYASHI; SUZUKI, 2018). 

Segundo Linde (2002), o tempo necessário para a cura da queimadura é um dos 

principais determinantes para o desenvolvimento de complicações.  

 A cicatrização de feridas cutâneas envolve uma série de processos 

complexos que ocorrem simultaneamente, levando a regeneração parcial do tecido e 

ao restabelecimento da barreira epitelial. Após uma injúria, inicia-se imediatamente o 

processo inflamatório, que envolve a quimioatração de leucócitos no local da lesão. 

O primeiro tipo de leucócito a aparecer são os neutrófilos que matam bactérias 

produzindo EROs e, dessa maneira, previnem a infecção da ferida. Após o influxo de 

neutrófilos, os monócitos chegam ao local da ferida e se tornam macrófagos pró-

inflamatórios. Essas células estão envolvidas na limpeza dos danos causados pelos 

neutrófilos ao fagocitar a bactéria. Ao mesmo tempo, os macrófagos anti-

inflamatórios secretam fatores de crescimento e citocinas que promovem a cura. 

Além disso, queratinócitos, fibroblastos e células endoteliais também migram para o 

local da ferida para fechar a ferida. Enquanto os queratinócitos formam a epiderme, 

os fibroblastos conferem propriedades estruturais e bioquímicas ao tecido da ferida e 

às células endoteliais que contribuem para o desenvolvimento de novos vasos 

sanguíneos, caracterizando a granulação. Na fase final da cicatrização, 

remodelação, as células excedentes sofrem apoptose e os fagócitos remodelam o 

tecido da ferida, resultando finalmente em tecido cicatricial (MARTINS-GREEN, M.; 

SAEED, 2020).  

 Com a finalidade  de avaliar os aspectos macroscópicos de 

contração e formação de crosta no processo cicatricial, de queimaduras de 

espessura parcial superficial, sem desbridamento cirúrgico, uma lesão de 

queimadura térmica foi induzida no dorso dos animais para tratamento com 

Sulfadiazina de Prata 1% (grupo CS), P407 (grupo CB) e NG (grupo NG) de 8/8h por 

15 dias e fotografadas nos dias 5, 10 e 15 após injuria e tratamento.  

Queimaduras superficiais afetam a camada superior da derme, são 

dolorosas, mas curam espontaneamente com cicatrizes mínimas. As queimaduras 

profundas de espessura parcial são minimamente dolorosas e são mais difíceis de 

tratar devido à incapacidade de determinar com precisão a profundidade da queima 
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e ao potencial de progredir para uma queima de espessura total, o que faz com que 

pacientes com queimaduras de espessura parcial precisam ser avaliados 

periodicamente para avaliar a progressão da queimadura. Já queimaduras de 

espessura total não são dolorosas e requerem intervenção cirúrgica para cicatrizar, 

incluindo desbridamento e enxertos de pele (MEDINA et al., 2018). Em adição, 

queimaduras de espessura parcial superficial, como as obtidas neste modelo 

experimental, são altamente dolorosas (ROCHA et al., 2020), o que torna o uso de 

NG interessante no seu tratamento pela relação com suas propriedades analgésicas 

(PINHO-RIBEIRO et al.,  2016; MANCHOPE; CASAGRANDE; VERRI, 2017).   

Ainda, para selecionar o tipo de tratamento a ser utilizado em uma 

ferida, é necessário reconhecer os benefícios, indicação e contra indicação, de 

forma a ponderar essas implicações e selecionar a cobertura mais adequada para 

aplicação, lembrando as especificidades de cada etapa do processo terapêutico da 

cicatrização (SILVA; ALMEIDA; ROCHA, 2014). 

Devido às suas propriedades peculiares, os hidrogéis são 

substâncias potenciais, eficazes e seguros para o tratamento das queimaduras de 

espessura parcial podendo ser utilizados no tratamento melhorando o leito tecidual e 

auxiliando na aceleração do processo cicatricial além de promover alivio da dor 

(MADAGHIELE et al., 2014, TAVARES; SILVA, 2015). 

 No processo de reparo tecidual, as crostas aparecem logo após a 

lesão devido o contato com o ar, que promove o ressecamento da mesma. A crosta 

tem como função a liberação dos mediadores químicos inflamatórios iniciando assim 

o processo inflamatório causando o aparecimento de um exsudato fibrinoso que é 

também responsável por conter a hemorragia (ALVES; MACHADO; NORONHA, 

2011).   

 As fotografias (Figura 20) de indução experimental feridas térmicas 

mostraram a intensidade da ferida em camundongos hairless e progressão da 

mesma nos animais tratados com CS, CB e FNG nos dias 5, 10 e 15 após injúria. 

Após a lesão térmica, foram observadas características de processo inflamatório 

como edema, vermelhidão, exsudato, formação de crosta no local de contato com a 

haste. Macroscopicamente, notou-se que as bordas estavam bem delimitadas e 

havia presença de necrose. Imediatamente após a queimadura, ou seja, no tempo 

zero, a pele encontrava-se edemaciada e vermelha. A partir do quinto dia após a 

indução das queimaduras, observou-se a formação de crosta em todas as lesões, as 
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quais tem como função a liberação dos mediadores químicos inflamatórios, além de 

ser responsável pela contenção da hemorragia (ALVES; MACHADO; NORONHA, 

2011). 

 Em adição, notou-se em todos os grupos uma regressão gradual da 

lesão, contudo foi perceptível visualmente que o tratamento com FNG apresentou 

um processo de cicatrização mais evidente já no dia 5 em comparação aos outros 

grupos tratados, principalmente o CS, no qual ainda apresentava lesão de maior 

extensão. Por outro lado, o tratado com FNG apresentou área totalmente fechada 

com características de boa cicatrização da pele e de menor extensão notória no 10º 

dia de tratamento em relação aos demais grupos. 

 Mesmo após mais de 40 anos de uso, a sulfadiazina de prata ainda 

aparece como “o padrão ouro” no tratamento de queimaduras de espessura parcial 

devido suas excelentes propriedades antibacterianas e sua ampla disponibilidade 

(HEYNEMAN et al., 2016). Entretanto, seu uso tópico está amplamente relacionado 

ao efeito clínico adverso mais relevante à cicatrização retardada da ferida, em 

conjunto com outras reações adversas, como resistência bacteriana, toxidade renal 

e leucopenia, confirmando que não deve ser utilizada em feridas extensas por 

longos períodos (KLASEN, 2000; ATIYEH et al., 2007). Ferreira e Paula (2013), 

concluiram que a sulfadiazina de prata possui ação antimicrobiana, mas não 

favorece o tempo de cicatrização de feridas. Visualmente, a lesão tratada com 

sulfadiazina de prata 1% foi à última a concluir o processo de reparação em 

comparação com os demais grupos, corroborando com os relatos da literatura em 

relação ao retardo da cicatrização de ferida.  

 Salehi e colaboradores (2020) demonstraram que hidrogel de 

alginato adicionada de NG acelerou o processo de cicatrização de feridas de 

espessura total em estudo conduzido com ratos, em comparação com grupo tratado 

apenas com gaze. O tratamento com FNG demonstrou, macroscopicamente induzir 

retração intensa da área lesionada no 5° dia após a lesão, além disso, apresentou 

visualmente efeito positivo no fechamento das lesões por queimaduras, em relação 

ao grupo tratado com Sulfadiazina de Prata 1 %.  Percebe-se que a crosta não 

interfere no fechamento da ferida neste modelo experimental e sugere-se que  

tratamento com FNG apresentou desbridamento autolítico em 5 dias com elevação 

das crostas. Em adição, análises histológicas fazem-se necessárias para 

visualização do processo de reepetelização.  
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Figura 20: Tratamento e acompanhamento da cicatrização das lesões por 

queimadura térmica no dorso dos animais por 5, 10 e 15 dias após a indução da 

lesão. 

 

Nota: Os animais foram submetidos à lesão térmica e tratados topicamente com Sulfadiazina de 

Prata 1% (CS), formulação base de P-407 (CB) e formulação base de P-407 adicionada de 

naringenina (NG), de 8/8h durante 15 dias após a lesão, em comparação com grupo queimado sem 

tratamento (CQ). Fonte: Autora. 
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6 CONCLUSÃO 

 Mediante os resultados apresentados no trabalhoa formulação 

termorreversível de poloxamer 407 adicionada do flavonoide naringenina, 

apresentou características desejáveis de pH, espalhabilidade, gelificação in situ para 

aplicação tópica em lesões induzidas por queimadura térmica, além de capacidade 

de sequestrar o radical ABTS in vitro. A padronização do modelo de indução de 

queimadura térmica em camundongos hairless foi adequada para o estudo dos 

danos inflamatórios e oxidativos na pele. A formulação FNG demonstrou ser eficaz 

na redução do edema cutâneo, manteve a capacidade antioxidante da pele 

queimada e promoveu a manutenção dos níveis de antioxidantes GSH e CAT, além 

de reduzir a produção de ânion superóxido no local da lesão. Portanto, o potencial 

cicatrizante, antioxidante e anti-inflamatório apresentado pela FNG fornece suporte 

para maiores estudos que viabilizem o desenvolvimento de uma formulação eficiente 

no tratamento tópico de queimaduras térmicas. 
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