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RESUMO 

 

A cicatrização é um processo complexo e dinâmico que pode ser dividido em fases 

com o objetivo de restaurar o tecido lesado e retornar a homeostase. O uso da 

fotobiomodulação pode ser eficaz na cicatrização de tecidos, destacando o uso do LED 

no reparo tecidual. Ilex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae), popularmente 

conhecida como erva-mate, é uma espécie nativa do sul da América Latina, onde é usada 

como bebida e tem grande importância econômica e social. Ela dispõe em sua composição 

química compostos bioativos, com destaque para compostos com atividade antioxidante.  

O presente estudo teve como objetivo desenvolver gel para incorporação do 

extrato de Ilex paraguariensis e verificar os efeitos da aplicação do gel Ilex associado ao 

LED 627 nm, comparando com a aplicação do gel e LED isoladamente no processo de 

cicatrização em modelo experimental. Para isso foi desenvolvido um gel de 

carboximetilcelulose de sódio a 3% contendo extrato de Ilex paraguariensis em 

concentração 5%; a concentração escolhida do polímero foi a ideal para alcançar a 

espalhabilidade desejada do produto pois apresentou a melhor viscosidade. Com relação 

as características reológicas o gel apresentou perfil pseudoplástico não-Newtoniano.  

A avaliação in vivo foi realizada utilizando modelo de punch dorsal. A amostra 

foi composta por 96 ratos da raça Rattus Norvegicus, linhagem Wistar, divididos em 4 

grupos: grupo controle (GC) com lesão tecidual e aplicação do gel base, mas sem 

irradiação; grupo LED (GL) com lesão tecidual, aplicação do gel base e irradiação pelo 

LED 627 nm; grupo LED+ILEX (GLIL) com lesão tecidual, aplicação do gel Ilex e 

irradiação pelo LED 627 nm; e grupo ILEX (GI) com lesão tecidual e aplicação do gel 

Ilex. Todos os grupos foram subdivididos e avaliados com 3, 7, 14 e 21 dias. O método 

de aplicação foi pontual e perpendicular à superfície da pele, com tempos de irradiação 

de 60s, que corresponde a uma dose de 7 J/cm2. Foram realizadas análise da contração da 

lesão, análise histológica, análise de colágeno total utilizando microscopia de luz 

polarizada e análise imuno-histoquímica. Os dados obtidos foram analisados 

estatisticamente. 

Na análise macroscópica da contração da ferida constatou-se que o LED e o Ilex 

proporcionaram uma regeneração epidérmica completa aos 21 dias de tratamento, porém 

o tratamento com Ilex apresentou resquícios cicatriciais. A análise histológica revelou 

que os grupos Ilex associado ao LED e LED obtiveram melhor cicatrização em relação 

aos demais grupos em todos os períodos analisados, verificou-se uma organização da 
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epiderme, inexistência de crosta e ausência de infiltrado inflamatório. Já na análise por 

luz polarizada observou-se que os grupos tratados com Ilex e Ilex associado ao LED 

obtiveram uma aceleração do processo de regeneração tecidual e proliferação de colágeno 

tipo I em todos os períodos analisados, e o tratado somente com LED teve uma melhor 

proliferação de colágeno aos 14 e 21 dias.  Na análise imuno-histoquímica foi observado 

em todos os grupos tratados que a expressão de VEGF-Ŭ e TGF-ɓ1 foram maiores nos 

primeiros dias de tratamento em comparação aos grupos controle, indicando que o 

processo de cicatrização nesses grupos foi acelerado. 

Conclui-se que o polímero CMC a 3% apresentou características de viscosidade 

superiores e mostrou-se mais apropriado para desenvolvimento do gel contendo Ilex 

paraguariensis para utilização com finalidade de cicatrização de feridas. O LED 627 nm 

e o gel de Ilex paraguariensis foram eficazes na cicatrização de feridas epidérmicas em 

modelo animal onde ambas as terapêuticas se mostraram promissoras para o uso 

destinado à cicatrização de lesões cutâneas, porém ainda são vistas algumas limitações 

quanto ao uso associado das terapêuticas, que não geraram o efeito otimizado de 

cicatrização esperado. Sendo sugerido ajustes em futuros estudos para verificar se seus 

efeitos podem se tornar superiores. 

 

Palavras-chave: Gel; Cicatrização; Ilex paraguariensis; Carboximetilcelulose sódica; 

LED. 
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ABSTRACT 

 

Wound Healing is a complex and dynamic process that can be divided into phases 

with the goal of restoring damaged tissue and return it to homeostasis. The use of 

photobiomodulation can be effective in the healing of tissues, highlighting the use of LED 

in tissue repair. Ilex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae), popularly known as mate 

(erva-mate), is an herb specie native to southern Latin America, where it is commonly 

used as a tea and has great economic and social importance. In its chemical composition, 

there are bioactive compounds, with emphasis on compounds with antioxidant activity.  

The present study aimed to develop a gel for incorporating the Ilex paraguariensis 

extract and to verify the effects of applying the Ilex gel associated with the 627 nm LED, 

comparing it with the application of the gel and LED alone in the healing process in an 

experimental model. Thus, a 3% sodium carboxymethyl cellulose gel was developed 

associated with the extract of Ilex paraguariensis at 5% concentration; the chosen 

concentration of the polymer was ideal to achieve the desired spreadability of the product 

as it had the adequate viscosity. Regarding the rheological characteristics, the gel showed 

a non-Newtonian pseudoplastic profile.  

The in vivo evaluation was performed using a dorsal punch model. The sample 

consisted of 96 Rattus Norvegicus rats, Wistar lineage, divided into 4 groups: control 

group (CG) with tissue damage and application of the base gel, but without irradiation; 

LED group (GL) with tissue damage, application of the base gel and irradiation by LED 

627 nm; LED + ILEX (GLIL) group with tissue damage, application of Ilex gel and 

irradiation by LED 627 nm; and ILEX group (GI) with tissue damage and application of 

the Ilex gel. All groups were subdivided into 3, 7, 14 and 21 days. The application method 

was punctual and perpendicular to the skin surface, with irradiation times of 60s, which 

corresponds to a dose of 7 J / cm2. Analysis of the contraction of the lesion, histological 

analysis, analysis of total collagen using polarized light microscopy and 

immunohistochemical analysis were performed. The data obtained were analyzed 

statistically.  

In the macroscopic analysis of wound contraction, it was found that LED and Ilex 

provided complete epidermal regeneration after 21 days of treatment, but the treatment 

with Ilex showed scarring remnants. The histological analysis revealed that the Ilex 9 

associated with the LED and LED groups showed better healing in relation to the other 
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groups in all the analyzed periods. An organization of the epidermis, no crust, and absence 

of inflammatory infiltrate were observed. In the analysis by polarized light, the groups 

treated with Ilex and Ilex associated with LED obtained an acceleration of the tissue 

regeneration process and proliferation of type I collagen in all the analyzed periods, and 

the group that was only treated with LED had a better proliferation of collagen at 14 and 

21 days. In the immunohistochemical analysis, it was observed in all treated groups that 

the expression of VEGF-Ŭ and TGF-ɓ1 were higher in the first days of treatment 

compared to the control groups, indicating that the healing process in these groups was 

accelerated.  

It is concluded that the CMC polymer at 3% showed superior viscosity 

characteristics and was more appropriate for the development of the gel containing Ilex 

paraguariensis for use with wound healing purposes. The 627 nm LED and the Ilex 

paraguariensis gel were effective in healing epidermal wounds in an animal model where 

both therapies have shown promise for the use intended for the healing of skin lesions, 

but some limitations regarding the associated use of therapies are still seen, that did not 

generate the optimized healing effect expected. It is suggested to adjust the concentration 

of the Ilex paraguariensis extract in future studies to see if its effects can become superior.  

 

Keywords: Gel; Wound Healing; Ilex paraguariensis; Sodium Carboxymethyl Cellulose; 

LED 
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1. INTRODUÇÃO  

O processo de cicatrização de feridas é um mecanismo complexo e dinâmico que 

envolve diversos fatores para a obtenção do reparo tecidual, e ocorre em 4 fases: 

hemostasia, inflamação, proliferação e remodelação (ALERICO et al., 2015; OTTERÇO 

et al., 2018; PATRULEA et al., 2015b; SINGH et al., 2016). Exige uma integração bem 

orquestrada de eventos biológicos e moleculares de migração e proliferação celular, 

deposição de matriz extracelular, angiogênese e remodelação (ISAAC et al., 2008a). 

A deficiência cicatricial pode gerar enormes gastos com tratamentos e com 

patologias relacionadas, e aumentam a importância dos estudos em busca de 

medicamentos e terapias capazes de reagir com o tecido lesado, tendo por objetivo 

acelerar a regeneração tecidual (AGYARE et al., 2016). 

Tratamentos como a fotobiomodulação têm sido foco de diversos estudos visando 

a cicatrização tecidual, por ser menos invasivo, apresentar melhores resultados estéticos 

e mínima formação de cicatriz, além disso, utilizar o LED (Light Emitting Diode) como 

fonte de luz tem um custo mais acessível (ARAÚJO; MARTINS, 2019; DE ALENCAR 

FERNANDES NETO; NONAKA; DE VASCONCELOS CATÃO, 2019). 

Estudos têm demonstrado que os tratamentos com LED vermelho (610-760nm) 

resultam em aceleração da cicatrização da ferida devido à atenuação da resposta 

inflamatória, aumento da proliferação de fibroblastos, estimulação da angiogênese e 

reepitelização, aumento da síntese de colágeno e efeitos analgésicos (ADAMSKAYA et 

al., 2011; KIM; CHEONG; LEE, 2013). Honorato Vieira et al. (2020) também relata que 

a multiplicação celular é uma das principais atividades do LED no comprimento de onda 

do vermelho, sugerindo que pode ser uma alternativa promissora para a cicatrização de 

feridas, no entanto, poucos são os estudos que comprovam efetivamente os efeitos 

fisiológicos do LED na pele e não foi alcançado consenso sobre os parâmetros de 

irradiação ideais. 

A Ilex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae), popularmente conhecida como 

erva-mate, é uma planta nativa de países da América do Sul (Brasil, Paraguai, Uruguai e 

Argentina) (KUNGEL et al., 2018), que possui grande importância econômica e social 

(LUZ et al., 2016; PEREIRA et al., 2012). É muito utilizada no preparo de bebidas 

estimulantes e as formas mais consumidas são: o chimarrão (ou mate), que se trata do 

extrato de água quente de folhas verdes secas; o tererê, extrato de água fria de folhas 

verdes secas; e o chá mate, extrato de água quente de folhas torradas (KUNGEL et al., 

2018). 
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Além de ser utilizada pelos efeitos estimulantes por ser fonte de cafeína, também 

é usada como agente terapêutico devido as suas atividades antioxidantes, anti-

inflamatórias, hipocolesterolêmica e antimicrobiana (BURRIS et al., 2012; FILIP; 

DAVICINO; ANESINI, 2010), sendo utilizada no tratamento de artrite (LUZ et al., 

2016), obesidade (GAMBERO; RIBEIRO, 2015; GOSMANN et al., 2012) distúrbios 

hepáticos e intestinais (BRACESCO et al., 2011) e sob a forma de cataplasma no 

tratamento de feridas e úlceras (ANESINI et al., 2012). 

Nos últimos anos houve um crescimento no uso de produtos tópicos para e drogas 

com efeitos cicatrizantes podem ser incorporadas a estas formas farmacêuticas, além de 

apresentarem um custo mais acessível (KERPPERS et al., 2019; RODRIGUES et al., 

2015; SHAHZADI et al., 2020).  

No entanto, a absorção de medicamentos tópicos pela epiderme é limitada devido 

a barreira natural da pele, por isso, algumas técnicas vêm sendo usadas para aumentar a 

penetração do medicamento, uma delas se trata da irradiação utilizando lasers, uma vez 

que determinados comprimentos de onda atingem seletivamente cromóforos específicos 

da pele, dessa forma, a função de barreira e proteção fica reduzida, facilitando a 

permeação e entrega do medicamento. Além disso, pode haver também efeito sinérgico 

por meio desse tipo de associação (irradiação e medicamento tópico) (ALEGRE-

SÁNCHEZ; JIMÉNEZ-GÓMEZ; BOIXEDA, 2018; HSIAO et al., 2019). 

Tendo em vista os efeitos anti-inflamatórios da fotobiomodulação associados a 

seus efeitos vasodilatadores sobre a microcirculação, entende-se que a luz de LED pode 

influenciar ou mesmo potencializar os efeitos do Ilex paraguariensis aplicado 

topicamente na forma de gel. Além disso, as terapias farmacológicas e LED devem agir 

de maneira sinérgica, potencializando os efeitos de cada uma isoladamente. 

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver gel para 

incorporação do extrato de Ilex paraguariensis e verificar os efeitos da aplicação do gel 

Ilex associado ao LED 627 nm, comparando com a aplicação do gel e LED isoladamente 

e no processo de cicatrização em modelo experimental. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1. Pele 

A pele é o maior órgão do corpo, responsável pelo revestimento e delimitação, 

representa 16% do peso corporal. Com múltiplas funções, ela atua na proteção do 

organismo contra agentes físicos, químicos e infecciosos, além de prevenir a eliminação 

excessiva de água (BERNARDO; DOS SANTOS; DA SILVA, 2019). É composta de três 

camadas, denominadas epiderme, derme e hipoderme, sendo as duas primeiras as 

principais (figura 1). Cada uma delas é formada por tecidos diferenciados e funções 

distintas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 

 

 

Figura 1: Camadas da pele com seus respectivos anexos Adaptado de Brommonschekel 

et al. (2014). 

 

A epiderme, camada mais externa da pele, é composta de proteínas fibrosas 

denominadas queratina. Na diferenciação epidérmica, há também importante participação 

da derme através de inter-relações entre fibroblastos e queratinócitos (sintetizadores de 

queratina). As células da epiderme e as fibras da derme estão ancoradas umas nas outras 

por intermédio de fibras proteicas que atravessam a membrana basal (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2008). 
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A derme é a segunda e mais espessa camada da pele. Sua função é oferecer 

resistência, suporte, sangue rico em nutrientes e oxigênio à pele. É composta por duas 

camadas: a papilar e a reticular. A derme papilar repousa diretamente abaixo da epiderme, 

sendo composta primariamente por células de fibroblasto capazes de produzir uma forma 

de colágeno, componente do tecido conjuntivo. A camada reticular dispõe-se sob a 

camada papilar e também produz colágeno e fibras elásticas. O colágeno e a elastina 

proporcionam resistência à pele e são responsáveis pelo rechaço cutâneo. A derme 

também se constitui de vasos sanguíneos e linfáticos, nervos, glândulas sudoríparas e 

sebáceas e raízes pilosas tênsil (SINGH et al., 2016). 

A hipoderme é composta de tecidos adiposo e conjuntivo, além de grandes vasos 

sanguíneos, nervos e vasos linfáticos. A espessura da epiderme, da derme e da hipoderme 

varia entre diferentes pessoas e partes do corpo, exercendo, assim, forte ação protetora 

para o corpo humano diante de agentes agressores (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).  

 

2.2. Processo de cicatrização da pele 

O processo de reparo tecidual pode ser caracterizado por regeneração, na qual 

existe um reparo gradual do defeito pela proliferação das células do mesmo tipo das 

destruídas, ou pode ser por reposição com células de outro tipo, geralmente tecido 

conjuntivo, resultando na formação de cicatriz. A reação de cicatrização, é um processo 

complexo, mas essencial, sem o qual seria improvável a sobrevivência do organismo. A 

cicatrização envolve ações integradas das células, matriz e mensageiro químico, e visa 

restaurar a integridade do tecido com a maior rapidez possível e com maior força tênsil 

(SINGH et al., 2016). 

A reparação não é um simples processo linear no qual fatores de crescimento 

disparam a proliferação celular, e sim uma integração de processos dinâmicos, que 

envolvem mediadores solúveis, elementos figurados do sangue, produção de matriz 

extracelular e células parenquimatosas. A regeneração tecidual, que é comum a todos os 

tipos de tecidos do organismo, pode ser dividida em 4 fases: hemostasia, inflamação 

proliferação e remodelamento (ALERICO et al., 2015; OTTERÇO et al., 2018; 

PATRULEA et al., 2015b; SINGH et al., 2016). A duração precisa de cada fase não é 

distinta, devido às fases se sobreporem e também pela variabilidade de um caso para 

outro, mesmo assim elas podem ser divididas em fases (BOATENG; CATANZANO, 

2015; PATRULEA et al., 2015a). 
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Figura 2: Fases e períodos do processo de cicatrização. Adaptado de Robbins, Cotran e 

Kumar (2012). 

A fase de hemostasia depende principalmente da atividade plaquetária e da cascata 

de coagulação, iniciando logo após o surgimento da lesão. Após o dano causado pela 

lesão a nível vascular, ocorre vasoconstrição imediata, com objetivo de reduzir a perda 

sanguínea para o espaço extravascular (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Nessa fase 

inicia-se o extravasamento sanguíneo que preenche a área lesada com plasma e elementos 

celulares, principalmente plaquetas. A agregação plaquetária e a coagulação sanguínea 

geram um tampão, rico em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma 

barreira contra a invasão de microrganismos, organiza uma matriz provisória necessária 

para a migração celular (OLIVEIRA; DIAS, 2012).  

Essa matriz servirá também como reservatório de citocinas e fatores de 

crescimento que serão liberados durante as fases seguintes do processo cicatricial 

(ALERICO et al., 2015; PARK et al., 2015).  As plaquetas, essenciais à formação desse 

tampão hemostático, também secretam múltiplos mediadores, incluindo fatores de 

crescimento liberados na área lesada. As plaquetas também ativadas pela trombina, ainda 

sofrem a degranulação e liberam vários fatores de crescimento, como o fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de transformação -ɓ 

(TGF-ɓ), fator de crescimento epid®rmico (EGF), fator de crescimento de transforma«o-

Ŭ (TGF-Ŭ) e o fator de crescimento do endot®lio vascular (VEGF), al®m de glicoproteínas 
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de adesão como a fibronectina e trombospondina, que são importantes constituintes da 

matriz extracelular (AGYARE et al., 2016).  

Assim, a fase inflamatória se inicia com vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia de neutrófilos para a ferida. Os 

neutrófilos são as primeiras células a chegar devido ao estímulo da lesão, com maior 

concentração após 24 horas. São atraídos por substâncias quimiotáticas liberadas pelas 

plaquetas. Os neutrófilos aderem à parede do endotélio mediante ligação com as 

selectinas (receptores de membrana).  Neutrófilos produzem radicais livres que auxiliam 

na limpeza da área lesada e são gradativamente substituídos por macrófagos (SOLEY et 

al., 2016). 

A fase proliferativa pode ser dividida e é constituída em quatro etapas 

fundamentais: epitelização, angiogênese, formação de tecido de granulação e deposição 

de colágeno. Essa fase tem início ao redor do 4º dia após a lesão e se estende 

aproximadamente até o término da segunda semana. A epitelização ocorre precocemente, 

caso a membrana basal esteja intacta, as células epiteliais migram em direção superior, e 

as camadas da epiderme são restauradas em três dias. Se a membrana basal for lesada, as 

células epiteliais das bordas da ferida começam a proliferar na tentativa de restabelecer a 

barreira protetora (PATRULEA et al., 2015a). 

A angiogênese é caracterizada pela migração de células endoteliais e formação de 

capilares, essenciais para a cicatrização adequada. A parte final da fase proliferativa é a 

formação de tecido de granulação. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a 

lesão, porém precisam ser ativados para sair de seu estado de quiescência (YIP; POH; 

CHIA, 2016). Em seguida é liberado o TGF-ɓ, que estimula os fibroblastos a produzirem 

colágeno do tipo I e a transformar-se em miofibroblastos, que promovem a contração do 

tecido lesado (BOATENG; CATANZANO, 2015). 

Durante a fase de remodelamento ou maturação, a característica mais importante 

é a deposição de colágeno de maneira organizada, por isso é a mais importante 

clinicamente. O colágeno produzido inicialmente tem espessura menor do que o colágeno 

presente na pele normal, e tem orientação paralela à pele. Com o tempo este colágeno do 

tipo III é reabsorvido e um colágeno mais espesso é produzido e organizado ao longo das 

linhas de tensão. Estas mudanças se refletem em aumento da força tênsil da lesão. A 

reorganização da nova matriz é um processo importante da cicatrização. Fibroblastos e 

leucócitos secretam colagenases que promovem a lise da matriz antiga. A cicatrização 
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tem sucesso quando há equilíbrio entre a síntese da nova matriz e a lise da matriz antiga 

(AGYARE et al., 2016; JOÃO DE MASI et al., 2016). 

 

2.3. Light Emitting  Diode 

No advento do diodo nos anos 70, a emissão de luz ganhou dimensões na 

aplicabilidade em vários setores. O termo LED é um acrônimo de Light Emitting Diode 

(Diodo Emissor de Luz), que, como o próprio nome diz, é um diodo, baseado em junções 

p-n (p -  positivo; n - negativo), que, quando energizado, emite luz. O processo de emissão 

de luz pela aplicação de uma fonte elétrica de energia é chamado eletroluminescência 

(CATÃO et al., 2016; FERREIRA et al., 2013). 

O LED diferencia-se do laser, pela formação da luz pois, quando o diodo de um 

laser está contido dentro de uma cavidade ressonântica, promove fótons que são 

amplificados pela emissão estimulada da luz e proporciona feixes de luz coerente e 

colimado. Por outro lado, no LEDT (LED Terapêutico) não existe esta cavidade óptica, 

desprovendo a luz de coerência e colimação, mas produz uma banda de espectro 

eletromagnético próxima do laser. Desde a introdução da fotoestimulação na medicina, a 

efetividade de uma variedade de fonte luz tem sido avaliada. Nos últimos anos, alguns 

pesquisadores demonstram a aplicabilidade do LED terapêutico em estudos 

experimentais e clínicos, ainda que poucos, demonstrando a eficiência 

fotobiomoduladora celular semelhante ao laser (HIGGINS et al., 2015). 

A aplicação de fotobiomodulação no reparo tecidual é objeto de estudo para 

acelerar esse processo, destacando-se o uso do LED que provoca aumento da circulação 

local, proliferação celular e síntese de colágeno, melhora do metabolismo oxidativo 

mitocondrial e da produção de energia levando a um o estímulo do reparo tecidual, 

diminuição da dor e produção de uma cicatriz esteticamente mais satisfatória. Essa 

modalidade de fotobiomodulação não emite radiação por sua luz não ser colimada, 

portanto, não há reflexão e não agride os olhos (ADAMSKAYA et al., 2011; CATÃO et 

al., 2016). 

A fotobiomodulação com o uso do LED tem evidenciado efetividade no que diz 

respeito ao reparo tecidual, trazendo benefícios nas três fases do processo cicatricial: 

inflamatória, proliferativa e de remodelação da cicatriz. Há o incremento da adenosina 

trifosfato (ATP), aumento na síntese proteica, estimulação para neoangiogênese, 

contribuição nutricional, que está associada ao aumento da atividade mitótica e resultando 

numa facilitação para a multiplicação celular e formação de novos tecidos e vasos. O LED 
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então surgiu como uma inovação por não emitir calor, ser portátil e de fácil aplicação e 

ter maior vida útil em relação às outras modalidades de fototerapia, como o laser e o 

infravermelho (CATÃO et al., 2016; FERREIRA et al., 2013; HIGGINS et al., 2015). 

Em pesquisa realizada por Kerppers (2014), verificando os efeitos das luzes de 

Led 627 nm e 945 nm separadamente e associado com extrato aquoso de Uvarana no 

processo de cicatrização da pele, concluiu-se que a utilização dos LEDs 627 nm, 945 nm 

e associado ao extrato aquoso de Uvarana, foi eficaz na deposição de colágeno na fase 

proliferativa. 

 

2.4. Ilex paraguariensis A. St. Hil. 

Ilex paraguariensis A. St. Hil. popularmente conhecido como erva mate, é uma 

espécie arbórea da família Aquifoliaceae, originária da América do Sul, presente no sul 

do Brasil, norte da Argentina, Paraguai e Uruguai. Utilizada por grande parte da 

população desses países, apresentando importância cultural, econômica e social para 

essas regiões (COLPO et al., 2007; DE MEJÍA et al., 2010; LUZ et al., 2016). 

 

 
Figura 3: (A) Mapa da América do Sul mostrando regiões em crescimento para Erva 

Mate (Ilex paraguariensis) 1 Argentina; 2 Brasil; 3 Paraguai; 4 Uruguai. (B) planta Erva 

Mate. 

Fonte: Heck, De Mejia (2007). 

 

No Brasil, existem 68 espécies pertencentes a esse gênero, sendo a espécie 

considerada a ideal para a exploração comercial a Ilex paraguariensis A. St. Hil.(FILIP et 

al., 2000).  August de Saint-Hilaire foi o cientista que classificou, nomeou e publicou o 

nome botânico para a erva-mate, com base em exemplares coletados em Curitiba, durante 
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suas viagens pelo sul do Brasil, denominou à erva-mate o nome Ilex paraguariensis A. 

St. Hil. (SANT-HILARIE, 1995). 

Foram produzidas no ano de 2017 no Brasil, 354.398 toneladas de folhas de erva-

mate. A região sul foi a principal produtora de folhas de erva-mate no país durante o ano 

de 2017, sendo o estado do Paraná o maior produtor com 301.813 toneladas da produção, 

Santa Catarina com 35.250 e Rio Grande do Sul com  17.163 (BRASIL, 2012). 

Das folhas de erva-mate são produzidos tipos de bebida diferentes, tais como o 

chimarrão (água quente) e o tereré (água fria), preparados com as folhas verdes, e o chá 

mate, preparado com as folhas tostadas (BRACESCO et al., 2011; RIACHI; DE MARIA, 

2017). As bebidas derivadas da erva-mate são muito apreciadas pelo seu sabor amargo 

característico, como fonte de cafeína, em vez ou em paralelo com chá e café, mas também 

por suas propriedades farmacológicas (BRACESCO et al., 2011; HECK; DE MEJIA, 

2007). 

As folhas de erva-mate passam por um processamento industrial que envolve os 

estágios de colheita, sapeco, secagem, trituração, maturação e empacotamento (BURRIS 

et al., 2012; VIEIRA et al., 2010). Ao longo do processamento industrial, principalmente 

nos estágios de colheita, sapeco, secagem e maturação, as folhas de erva-mate sofrem 

alterações na concentração dos compostos bioativos presentes na planta, os quais podem 

modificar suas atividades biológicas (BURRIS et al., 2012; ISOLABELLA et al., 2010). 

A erva-mate dispõe, em sua composição química, alguns compostos bioativos que 

vêm sendo pesquisados por apresentar propriedades biológicas. Os mais estudados e em 

maior quantidade são os compostos fenólicos (BLUM-SILVA et al., 2015). 

Dentre os compostos fenólicos, os ácidos clorogênicos estão presentes em maiores 

quantidades na planta (GRIS, 2018). Marques e Farah (2009) identificaram nove ésteres 

de ácidos clorogênicos nas amostras verde e tostada de erva- mate, sendo os principais o 

ácido 5-cafeoilquínico, o ácido 4- cafeoilquínico, o ácido 3-cafeoilquínico, o ácido 3,5-

dicafeoilquínico, o ácido 3,4-dicafeoilquínico e o ácido 4,5-dicafeoilquínico (figura 4). A 

atividade antioxidante é a principal atividade biológica relacionada ao teor de compostos 

fenólicos presentes na erva-mate (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007). 
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Figura 4: Estruturas químicas dos principais ácidos clorogênicos encontrados nas 

folhas de erva-mate. 

Fonte: Boaventura (2015). 

 

As metilxantinas, como cafeína e teobromina (figura 5), são os principais 

alcalóides purínicos encontrados nas folhas de erva-mate (MEINHART et al., 2010). 

Esses constituintes, presentes na planta, são responsáveis principalmente pela atividade 

estimulante ao sistema nervoso central e pelo aumento da utilização de gordura como 

fonte energética (SILVA et al., 2011). Silva et al. (2011) observaram que o teor de cafeína 

presente na erva-mate pode ter sido responsável pela redução do peso corporal e da 

gordura abdominal de ratos.  
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Figura 5: Estruturas químicas da cafeína e da teobromina. 

Fonte: Boaventura (2015). 

 

As folhas de erva-mate também possuem elevadas quantidades de saponinas 

triterpenóides, contendo principalmente os núcleos de ácido ursólico ou de ácido 

oleanólico (Figura 6) (GNOATTO; SCHENKEL; BASSANI, 2005).  

 

Figura 6: Estruturas químicas do ácido ursólico e do ácido oleanólico. 

Fonte: Boaventura (2015). 

 

A atividade antioxidante do extrato aquoso de erva-mate está relacionada, 

principalmente, com o elevado teor de compostos fenólicos presentes na planta. Bravo; 

Goya; Lecumberri (2007) e Zielinski et al. (2014) observaram aumento concomitante de 

alguns marcadores de avaliação de atividade antioxidante em relação ao teor de 

compostos fenólicos do extrato de erva-mate. Além disso, Anesini et al. (2012) 

constataram que dentre os compostos fenólicos, os ácidos clorogênicos são os principais 
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constituintes presentes na erva-mate responsáveis por sua capacidade antioxidante.  

Apesar de a erva-mate apresentar elevada atividade antioxidante, esta capacidade 

pode variar de acordo com o processamento industrial da planta. Turner et al. (2011) 

observaram que os diferentes estágios do processamento das folhas de erva-mate como a 

colheita, o sapeco, a secagem e a maturação podem interferir, negativamente, na atividade 

antioxidante da planta.  

 

2.5. Géis farmacêuticos 

Entre as formas farmacêuticas semi-sólidas, os géis ganham destaque em produtos 

dermatológicos e farmacêuticos por apresentarem vantagens em relação aos cremes e 

pomadas. Algumas destas vantagens são a fácil espalhabilidade, por não serem 

gordurosos, e por poderem veicular princípios ativos hidrossolúveis e lipossomas através 

da derme (CORRÊA; JÚNIOR, 2005). 

Géis são sistemas semi-sólidos que consistem na dispersão de moléculas grandes 

ou pequenas em um veículo líquido que adquire consistência semelhante à gelatina pela 

ação de uma sustância a ele adicionada, o agente gelificante. As formulações em géis, são 

utilizadas tanto por seus efeitos locais quanto sistêmicos. Podem conter fármacos, sendo 

importante diferenciar o objetivo da preparação dermatológica tópica pois o órgão-alvo 

será a pele e não a liberação desse medicamento através da pele (KARADE, 2012). 

Alguns fatores podem influenciar na liberação dos fármacos na pele, como a concentração 

do medicamento na preparação, área de aplicação, solubilidade, massa molecular, 

hidratação da pele e o tempo de aplicação do medicamento na pele (ALLEN, L.V.; 

POPOVICH, N.G.; ANSEL, 2013). 

Existem duas classes de géis, os géis hidrofóbicos, nas quais bases (oleogéis), 

geralmente constituídos de parafina líquida como polietileno ou óleos gordurosos 

gelificado, e os géis hidrofílicos, cujas bases hidrossolúveis (hidrogéis) consistem de 

água, glicerol ou propilenoglicol (GENNARO, 2004). As substâncias formadoras de géis, 

geralmente são polímeros, que quando dispersos em meio aquosos, doam viscosidade à 

formulação (CORRÊA; JÚNIOR, 2005). 

Os géis hidrossolúveis possuem na maioria das vezes, comportamento reológico 

do tipo pseudoplástico e tixotrópico, ou seja, deformam-se durante a aplicação, tornando-

se mais fluidos, facilitando o espalhamento e recuperando a viscosidade inicial no 

momento em que encerra a aplicação, evitando que o gel escorra (AULTON, 2005). 

Há uma grande diversidade de matérias-primas disponíveis no mercado para a 
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preparação de géis, sendo que esses agentes gelificantes podem ser divididos em três 

classes: derivados de celulose (metilcelulose, hidroxietilcelulose, 

hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sódica); polímeros não-celulósicos 

naturais ou semi-sintéticos (gomas, pectina, ágar, ácido algínico); e polímeros do ácido 

acrílico (carbômeros ï Carbopol®) (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). 

O tipo de polímero utilizado para formar o gel pode modificar o comportamento 

reológico, assim pode influenciar a estabilidade física do produto, como, no seu 

comportamento sobre a pele (liberação do ativo pelo veículo e formação de filme na pele) 

resultando em diferentes formas de aceitação do produto pelo consumidor (CORRÊA; 

JÚNIOR, 2005). 

A Carboximetilcelulose (CMC), normalmente encontrada na forma sódica, como 

carboximetilcelulose de sódio, é um polímero sintético aniônico derivado da celulose, de 

baixo custo, que possui cadeia linear e é solúvel em água (MELO; DANTAS; NETO, 

2013). Por ser constituída por um grande número de hidroxilas e carboxilas (Figura 7), 

possui uma alta capacidade de entumecimento em água e fluídos biológicos, mesmo em 

pequenas concentrações, sendo interessante para tratamentos em lesões epidérmicas com 

o objetivo de absorver ou doar líquidos ao leito da ferida (VILLANOVA; ORÉFICE; 

CUNHA, 2010). 

 

Figura 7: Fórmula estrutural da carboximetilcelulose. 

Fonte: Rowe; Sheskey; Quinn (2009). 

 

A concentração do gel de CMC se caracteriza primordialmente pela quantidade 

de carboximetilcelulose em sua estrutura. A CMC em concentrações de 3-6% e com 

viscosidade média é utilizada para produzir géis (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). 
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2.6. Estudo reológico 

As características reológicas são propriedades importantes a serem consideradas 

na fabricação, estocagem e aplicação de produtos de uso tópico. Cada categoria de 

produto deve apresentar, assim, um comportamento reológico adequado à aplicação 

respectiva, sendo conveniente conhecer as velocidades de deformação das operações a 

que vão estar sujeitas (CHHABRA; COMITI; MACHAĻ, 2001; MORAVKOVA; FILIP, 

2013). 

A viscosidade de um fluido pode ser descrita simplesmente como sua resistência 

ao fluxo ou ao movimento. Assim, a água, apresentando, menor resistência ao fluxo  que 

do o xarope, tem menor viscosidade. O recíproco da viscosidade é a fluidez. A reologia 

(um termo inventado por Bingham e formalmente adotado em 1929) é o estudo das 

propriedades de fluxo e deformação da matéria. Historicamente, a importância da 

reologia na Farmácia estava simplesmente na forma de caracterizar e classificar fluidos e 

semissólidos (AULTON, 2005). 

Nos estudos de reologia os sistemas podem ser classificados como Newtonianos 

e os não-Newtonianos. As formulações que possuem partículas assimétricas, como a 

maioria dos produtos cosméticos e farmacêuticos, apresentam fluxo não Newtoniano, que 

normalmente é representado por 3 tipos de curvas: plástica, pseudoplástica e dilatante 

(CHHABRA; COMITI; MACHAĻ, 2001).       

 Em formulações dermocosméticas, o fluxo pseudoplástico é o mais comum. Esses 

materiais têm sua viscosidade aparente diminuída gradualmente, à medida que aumenta 

a tensão de cisalhamento, assim sua viscosidade não pode ser expressa por um único valor 

(MORAVKOVA; FILIP, 2013). Viscosidade é a resistência do fluido ao fluxo: quanto 

maior a viscosidade, maior a resistência (AULTON, 2005). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Desenvolver um gel tópico contendo Ilex paraguariensis A. St. Hil e analisar os 

efeitos isoladamente e associado a terapia de LED na reparação tecidual. 

3.2. Objetivos específicos 

¶ Desenvolver formulação farmacêutica em gel; 

¶ Avaliar a reologia da formulação em gel; 

¶ Verificar in vivo da contração das feridas dos ratos nas fases de reparação 

tecidual nos diferentes grupos; 

¶ Verificar a distribuição do colágeno em diferentes grupos; 

¶ Analisar o processo inflamatório. 

¶ Análise Imunohistoquímica do tecido lesado. 
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4. MATERIA IS E MÉTODOS 

4.1. Materiais 

A amostra de extrato de Ilex paraguariensis, rico em antioxidantes foi obtida em 

parceria com o Prof. Dr. Flávio Henrique Reginatto do Grupo de Estudos de Produtos 

Naturais e Sintéticos (GEPRONAS) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) 

e encontrou-se disponível no Laboratório de Tecnologia e Análise Biofarmacêutica. 

Diversos polímeros, de diferentes massas molares (viscosidades) foram avaliados para a 

obtenção do gel, dentre eles: hidroxipropilmetilcelulose (METHOCEL, Colorcon), 

hidroxietilcelulose, carbomeros. Para produção do gel também foram utilizados os 

excipientes: EDTA, metilparabeno, proprilparabeno e propilenoglicol. 

 

4.2. Preparação e caracterização química do extrato de Ilex paraguariensis 

4.2.1. Coleta da matéria-prima vegetal (MPV) 

Partes aéreas de Ilex paraguariensis St. Hil. foram coletadas no município de 

Erechim, Rio Grande do Sul, em outubro de 2012. A identificação botânica foi realizada 

pela Professora Branca Maria Aimi Severo e material testemunho está depositado no 

Herbário da Universidade de Passo Fundo (RSPF 11074). As folhas foram imediatamente 

congeladas, liofilizadas e moídas em moinho de facas. Posteriormente, a MPV foi 

fracionada de acordo com a faixa granulométrica usando tamises com abertura de malha 

de 1,0 mm. A MPV resultante desta fração granulométrica foi armazenada a -20 oC até o 

momento da preparação do extrato. 

 

4.2.2. Preparação do extrato 

A matéria prima vegetal (MPV) foi extraída por turbolização durante 5 minutos, 

utilizando como líquido extrator (LE) etanol 20° GL com uma relação MPV:LE de 1:5 

(m/v). Após a filtração, o etanol foi eliminado sob pressão reduzida em evaporador 

rotatório, sendo posteriormente dividido em duas partes. Uma parte foi congelada e 

submetida à liofilização para secagem completa, originando o extrato hidroetanólico 

(EHE), ou extrato bruto (EB). A outra parte foi particionada com n-butanol, originando 

as frações butanólica (FrBuOH) e residual aquosa (FrRAq). Vale ressaltar que, somente 

o EHE foi o extrato utilizado em todos os ensaios realizados e descritos na presente tese.  

 

4.2.3. Secagem do extrato 

O etanol presente no extrato líquido foi eliminado sob pressão reduzida em 
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evaporador rotatório. Essa solução foi congelada a -20 oC por 24 horas e liofilizada 

durante 48 horas (LD1500, Terroni) a -40 °C, sob pressão constante, após estabilização 

do sistema. Posteriormente, o extrato seco EHE foi armazenado em dessecador.  

 

4.3. Caracterização 

4.3.1. Espectrofotometria na região do UV/Vis 

Para uma rápida caracterização dos extratos em solução, estes foram submetidos 

a espectrofotometria na região do ultravioleta e visível (UV/Vis, entre 200 e 800nm) em 

espectrofotômetro (Cary 100, Agilent). Foi elaborado o gráfico da absorbância vs 

comprimento de onda, que serviu como base para avaliação dos extratos após 

incorporação nas formulações desenvolvidas.  

 

4.4. Estudos de formulação 

4.4.1. Obtenção do Gel 

O polímero formador de gel (0,05-20%; p/v) foi incorporado em água ultra 

purificada lentamente sob agitação mecânica. Diversos polímeros, de diferentes massas 

molares (viscosidades) foram avaliados para a obtenção do gel, dentre eles: 

hidroxipropilmetilcelulose (METHOCEL, Colorcon), hidroxietilcelulose, carbomeros. 

As formulações, preparadas em triplicata, foram mantidas sob agitação até obtenção do 

gel, seguidas de repouso por 12 h para completa gelificação. Além do polímero e do 

fármaco, outros excipientes foram adicionados.  

Para formulação do gel base foram utilizados os polímeros carboximeticelulose 

(CMC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (K4M) e HPMC (K15M). Utilizou-se 

agitador ñFistom, modelo 715, 60 HZò para prepara«o dos pol²meros. Iniciou-se agitação 

da água destilada aguardando 1 minuto e adicionado os polímeros gradualmente a uma 

velocidade de 500 rpm. Após o término de adição dos polímeros foi aumentado a 

velocidade para 850 rpm mantido por 1 minuto, posteriormente para 1000 rpm e mantido 

por mais 1 minuto. Após agitação observou-se as conformações dos géis. Após um 

período de repouso foram incorporados aos géis 1,65 ml de solução conservante (0,6 g de 

metilparabeno, 0,3 g de proprilparabeno e 9,1 g de propilenoglicol) e 0,05g de EDTA 

(quelante). 

Após o preparo do gel base foi incorporada a solução do extrato de Ilex 

paraguariensis, ficando na concentração final de 5%.  
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4.4.2. Avaliação do pH 

Foi pesado 0,1 g de cada amostra em gel e diluído na proporção 1:10 com água 

ultrapura, com o medidor de pH Edge digital (Hanna), em triplicata. 

 

4.4.3. Estudo Reológico 

Para análise do perfil reológico dos géis utilizou-se o Viscosímetro Brookfield ï 

Dv ï II em temperatura controlada de 25; 30; 35 ºC utilizando o spindle 4, as amostras de 

géis foram colocadas em béquer de 50 mL e a faixa de rotação em rpm utilizada foi de 

0,1 á 2,5 rpm dependendo da formulação analisada. O tempo de coleta de dados do 

equipamento e troca de rotação foi de 20 em 20s.  

As formulações desenvolvidas e otimizadas foram avaliadas em temperatura 

controlada (25 oC) utilizando reômetro. A caracterização reológica das amostras foi 

realizada através de rampas de cisalhamento ascendentes de 0 a 300 s-1 por 200 s, 

mantendo este cisalhamento por 30 s, e descendentes de 300 a 0 s-1 em 200 s (WANG; 

GUO, 2006). A viscosidade foi expressa em mPa e as análises foram realizadas em 

triplicata.   

Para descrever o comportamento de fluxo foi utilizada a equação da lei da força:ů 

= k (ɔ)n 

Onde:  

¶ ů = tensão de cisalhamento; 

¶ ɔ = taxa de cisalhamento; 

¶ k = constante (índice de consistência); 

¶ n = índice de fluxo. 

Se n = 1 o fluido é newtoniano, se n < 1, o fluido é pseudoplástico e se n > 1 o 

fluido é dilatante (WANG; GUO, 2006; YAķAR; TOựRUL; ARSLAN, 2007). 

 

4.4.4. Teste da espalhabilidade 

A determinação da espalhabilidade foi realizada por meio da adaptação da 

metodologia previamente descrita na literatura por Knorst (1991). Foi realizada a partir 

da leitura dos diâmetros abrangidos pela amostra em um sistema formado por uma placa 

molde circular de vidro com orifício central, sobre uma placa suporte de vidro 

posicionada sobre uma escala milimetrada. A determinação da consistência por 

extensibilidade pode ser realizada e oferece subsídios para discussão de espalhabilidade 



 33 

relacionada à caracterização reológica da amostra. A amostra, cerca de 0,1g de produto 

foi colocado entre duas placas de vidro, com 10 X 18cm e 0,5cm de espessura, sendo uma 

delas disposta sobre um papel milimetrado, colado em uma placa de madeira. A adição 

de pesos de 200, 400, 600, 800 e 1000g, a cada três minutos, na placa superior, promoveu 

o espalhamento do produto, que pode ser medido como extensibilidade, em centímetros. 

As condições ambientais propícias foram mantidas, tais como temperatura de 25 ºC e 

umidade relativa do ar de 60%. Os resultados, expressos em centímetros de extensão da 

região aplicada, foram analisados estatisticamente, para obtenção do perfil de 

espalhabilidade da própria formulação.  

 

4.4.5. Espectrofotometria na região do UV/Vis: fármaco no gel 

Foi realizado scan para observação do comprimento de onda de máxima absorção 

e avaliação de interferentes. 

 

4.5. Análise in vivo 

A avalição in vivo da atividade anti-inflamatória foi realizada pelo método da 

lesão tecidual por punch, na região dorsal. 

Foram utilizadas 96 ratos da raça Rattus Norvegicus, linhagem Wistar, 

provenientes do Biotério da Universidade Estadual de Londrina ï UEL-PR., pesando 

entre 200 a 250 gramas. Foram alocados de 3 em 3 em gaiolas de acrílico, com livre 

acesso a água e ração, com período claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente de 23 

± 1 °C. 

O procedimento experimental foi aprovado pelo Comitê em Ética para uso de 

animais ï CEUA, da Universidade Estadual do Centro Oeste, protocolo n°015/2016.  

 

 

4.5.1. Grupos experimentais 

 

Os animais foram divididos em 4 grupos com 24 animais em cada grupo (Tabela 

1) correspondendo a:  
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Tabela 1:  Grupos experimentais 

Grupos 

6 animais por 

grupo 

Descrição Eutanásia e 

coleta de 

material 

Grupo controle positivo 

(CP-3) 

Com lesão tecidual e aplicação do 

gel base por 3 dias e sem irradiação. 

 

4° dia 

Grupo controle positivo 

(CP-7) 

Com lesão tecidual e aplicação do 

gel base por 7 dias e sem irradiação. 

 

8° dia 

Grupo controle positivo 

(CP-14) 

Com lesão tecidual e aplicação do 

gel base por 14 dias e sem 

irradiação. 

 

15° dia 

Grupo controle positivo 

(CP-21) 

Com lesão tecidual e aplicação do 

gel base por 21 dias e sem 

irradiação. 

 

22° dia 

Grupo LED (LED-3) Com lesão tecidual e tratados com 

LED por 3 dias. 

4° dia 

Grupo LED (LED-7) Com lesão tecidual e tratados com 

LED por 7 dias. 

8° dia 

Grupo LED (LED-14) Com lesão tecidual e tratados com 

LED por 14 dias. 

15° dia 

Grupo LED (LED-21) Com lesão tecidual e tratados com 

LED por 21 dias. 

22° dia 

Grupo Ilex paraguariensis 

(GI-3) 

Com lesão tecidual e tratados com 

Ilex paraguariensis por 3 dias. 

4° dia 

Grupo Ilex paraguariensis 

(GI-7) 

Com lesão tecidual e tratados com 

Ilex paraguariensis por 7 dias. 

8° dia 

Grupo Ilex paraguariensis 

(GI-14) 

Com lesão tecidual e tratados com 

Ilex paraguariensis por 14 dias. 

15° dia 

Grupo Ilex paraguariensis 

(GI-21) 

Com lesão tecidual e tratados com 

Ilex paraguariensis por 21 dias. 

22° dia 

Grupo LED + Ilex 

paraguariensis (GLI-3) 

Com lesão tecidual e tratados com gel 

Ilex paraguariensis associado ao 

LED por 3 dias. 

4° dia 
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Grupo LED + Ilex 

paraguariensis (GLI-7) 

Com lesão tecidual e tratados com gel 

Ilex paraguariensis associado ao 

LED por 7 dias. 

8° dia 

Grupo LED + Ilex 

paraguariensis (GLI-14) 

Com lesão tecidual e tratados com gel 

Ilex paraguariensis associado ao 

LED por 14 dias. 

15° dia 

Grupo LED + Ilex 

paraguariensis (GLI-21) 

Com lesão tecidual e tratados com gel 

Ilex paraguariensis associado ao 

LED por 21 dias. 

22° dia 

 

4.5.2. Ensaio experimental 

Os animais foram previamente anestesiados com 80 mg/Kg de cloridrato de 

cetamina e 15 mg/Kg de cloridrato de xilazina, após a verificação do estado anestésicos 

dos animais pelo teste de compressão manual do terço inferior da cauda, foi realizada 

uma tricotomia da região dorsal, entre a quarta vértebra e décima segunda vértebra, 

aproximadamente 4 cm de largura por 6 cm de comprimento. Logo em seguida foi 

utilizado um punch número 8, para realizar a lesão na região (figura 9A). 

 

4.5.3. Aplicação do LED 

Os LEDs utilizados neste trabalho foram confeccionados em material de PVC 

(Polyvinyl chloride). O dispositivo foi constituído de sete LEDs, sendo cada um de 

encapsulamento com 5mm de diâmetro, estes foram geometricamente posicionados a 

1mm de distância um do outro de tal forma que todos incidiam a luz em uma área única, 

resultando assim em um valor de intensidade compatível para a aplicação clínica 

utilizando a t®cnica da ñfotobiomodula«oò, a partir de um cent²metro de altura. O 

equipamento foi constituído de LEDs que emitiram luz no vermelho com ɚ= 630nm, onde 

a potência medida pelo equipamento marca Thor Labs model: PM100D foi de 70 mW e 

O modelo deste LED utilizado é part number: RL5-R12008. O LED utilizado neste 

trabalho foi proveniente da empresa Superbright LEDs. 

 

 
Figura 8: Equipamento de LED 627 nm. (A) ï vista frontal; (B) - vista lateral (C) ï 
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vista frontal com os LEDs do dispositivo ligados. 

Fonte: Acervo do Autor. 

 

O método de aplicação foi pontual e perpendicular à superfície da pele, com 

tempos de irradiação de 60s, que corresponde a uma dose de 7 J/cm2 (figura 9B). As 

irradiações foram realizadas diariamente, no período determinado para cada grupo ï 3, 7, 

14 e 21 dias.  

 

Figura 9: A) Lesões realizadas com punch 8; B) foto demonstrando a aplicação do LED 

sobre a lesão do tecido. 

Fonte: Acervo do autor. 

 

4.5.4. Aplicação dos géis 

Os géis foram aplicados diariamente, 1 vez, utilizando-se a ponta de uma espátula 

de aço-inox contendo aproximadamente 24 mg de amostra. A amostra foi aplicada como 

camada. No GC foi realizada a aplicação do gel base contendo somente o polímero; no 

GL foi realizada a aplicação do gel base antes da aplicação do LED; no GLI foi realizada 

a aplicação do gel contendo o extrato de Ilex antes da aplicação do LED; no GI foi 

realizada somente a aplicação do gel contendo o extrato de Ilex. 
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4.5.5. Eutanásia 

Nos períodos subsequentes aos tratamentos, os animais foram anestesiados, com 

80mg/kg de Cetamina e 15mg/kg de Xilasina.  Logo após a verificação do estado 

anestésico, receberam dose letal de 1ml de Pentobarbital por via intraperitoneal. Esse é o 

método de eutanásia recomendado para roedores e outros pequenos mamíferos, contido 

na Resolução 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinária de 20 de junho de 2002.  

Após a verificação do status morte do animal, pela coloração esbranquiçada do olho, falta 

de respiração espontânea e falta de reflexo à dor, através de uma tesoura cirúrgica foi 

realizada a retirada da pele onde se encontrava o processo cicatricial. Depois de retiradas 

as peças foram inclusas em formol a 10% para manter as características morfológicas. 

 

4.6. Avaliação do tamanho da ferida 

Todos os animais foram fotografados diariamente com auxílio de câmera digital 

Fujifilm, Finepix Z, 10.0 Megapixels, sem aproxima«o de zoom e mantida em trip®Ӣ a 

distância de 20 cm. As imagens das feridas foram transferidas para o computador, onde a 

área de tamanho da lesão foi medida com software ImageJ.  

Para a calibração do programa foi utilizado uma foto milimetrada padronizada a 

qual foi utilizada para fazer a padronização da escala e unidade de medida das análises, a 

unidade de medida utilizada foi em cm. 

 

4.7. Histologia 

A histologia foi realizada utilizando microscópio Olympus CX31®, com sistema 

óptico UIS (Universal corrigido ao infinito) com câmera colorida digital DP25 de 5 

megapixel, sendo fotografada com resolução de 1280 X 960, e salva em JPEG.  

As peças foram enviadas ao laboratório Histocenter ï Guarapuava, sem 

identificação, apenas com marcadores fornecidos pelo pesquisador (ex: X1, X2). As peças 

foram novamente cortadas, sendo divididas em duas partes, e inclusas em parafina para 

cortes histológicos de 2 a 4 µm de espessura, da região medial para os bordos, de cada 

peça foram realizados 3 cortes histológicos. As peças foram coradas com Hematoxilina-

Eosina para análise celular e patológica.  

 

4.8. Análise por luz polarizada 

Para captura das imagens das lâminas coradas com Picrosirius Red foi utilizado 

microscópio Olympus BX50, CCD Dinoeye 30 mm, polarizador Olympus U-POT, 
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fotografadas em 40X e salvas pelo software Dinocapture em resolução de 1024-1280. 

Para analisar a porcentagem de colágeno maduro e imaturo foi utilizado o software Image 

Pro Plus 4®. 

 

4.9. Análise Imunohistoquímica (IHC)  

Para a realização da técnica de IHC, foram confeccionadas lâminas conforme 

descrito para análise histológica, contendo dois cortes por lâmina, por grupo 

experimental. A desparafinação térmica foi realizada por 16 horas em estufa a 60 ° C. 

Posteriormente, foi realizada a desparafinação química, por meio de 02 banhos de imersão 

em Xilol por 10' cada e um banho de imersão em álcool a 70 ° por mais 10'. Após banho-

maria, as lâminas foram imersas em solução de Citrato de Sódio em recipiente fechado e 

colocadas em banho-maria por 30' para recuperação antigênica. 

A marcação de campo foi realizada conforme descrito por Panis et al. (2011) os 

cortes foram delimitados com caneta hidrofóbica Dako Pen® e as peroxidases endógenas 

bloqueadas em solução de peróxido de hidrogênio a 10% por 30 minutos, seguido de 

bloqueio de ligação inespecífica por incubação em soro fetal 0,1% por 1 hora. 

Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos primários (Santa 

Cruz Biotech), anti-TGF-ɓ1 (1:300) e anti-VEGF-Ŭ (1:300) em c©mara ¼mida noturna a 

4 °C por 2 horas. Após a incubação, as lâminas foram submetidas a 3 banhos (5 minutos) 

em PBS e a seguir incubadas com anticorpo secundário e mantidas por 15 minutos. As 

lâminas foram lavadas mais uma vez com PBS em jato e mais três lavagens com gota de 

PBS. 

A marcação foi revelada por incubação com 3,30-diaminobenzidina (DAB) por 

15 minutos, seguida de duas lavagens em PBS, o primeiro jato e a segunda gota. Na última 

etapa, as seções foram levemente contra-coloridas com hematoxilina de Harry (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) por 30 segundos e depois lavadas em água corrente. Incubado em 

álcool 70 ° por 5' em banho de imersão. Incubado em álcool 95° por 5' em banho de 

imersão. Incubado em Xilol por 5' e incubado novamente em Xilol por 10'. Após drenar 

todo o líquido, as lâminas foram montadas com bálsamo canadense e lamínulas. 

Para cada teste, os controles negativos foram preparados em seções seriais. A 

intensidade e a localização da imunorreatividade com todos os anticorpos primários 

usados foram examinadas em todo o conteúdo da lâmina usando um microscópio óptico. 

Como controle negativo, o anticorpo primário foi omitido. Para o estudo da análise das 

imagens, fotomicrografias coloridas de áreas representativas (aumento de 400x) foram 
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adquiridas digitalmente. Para o escore semiquantitativo, as imagens, num total de 10 

imagens para cada corte de cada animal, foram avaliadas por meio da ferramenta de 

deconvolução de cores do software Image J (NIH, EUA). Os pixels foram categorizados 

conforme descrito por Chatterjee et al. (2013) como forte positivo (3+), positivo (2+), 

fraco positivo (1+) e negativo (0). 

 

4.10. Análise estatística 

Os dados foram analisados pelo software GraphPad 5®, apresentaram-se como 

variáveis quantitativas contínuas, com distribuição normal e não pareados, a partir das 

características das amostras os testes estatísticos aplicados ao decorrer das análises foram 

o Teste de Múltiplas Comparações de Tukey e Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn 

para observação do nível de significância estatística entre os grupos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Caracterização do extrato 

5.1.1. Espectrofotometria na região do UV/Vis 

Na figura 10 est§ disposto o gr§fico apresentando a variabilidade da absorb©ncia 

molar em rela«o ao comprimento de onda da solu«o aquosa de Ilex. Pode-se observar 

um pico de absorb©ncia de 0,582 em um comprimento de onda de 325 nm. 

 

 

Figura 10: Gráfico da absorbância molar em relação ao comprimento de onda da 

solução de Ilex. 

 

Dessa forma, estabeleceu-se que o melhor comprimento de onda para análise do 

Ilex foi em 325 nm. No comprimento de onda do LED utilizado, de 627 nm, não houve 

variação na absorbância, não interferindo no grupo associado o gel contendo o extrato de 

Ilex com a aplicação do LED. 

 

5.2. Obtenção da formulação 

5.2.1. Formulações dos Géis 

No estudo da formulação em gel, primeiramente avaliou-se a obtenção do gel 

base, isto é, a formação do gel sem a incorporação dos extratos. Após a escolha do melhor 

gel base, estudou-se a incorporação dos extratos. 

A composição das formulações gel base desenvolvidas consta na tabela 2. 
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Tabela 2: Polímeros (CMC, HPMC-K4M e HPMC-K15M) e concentrações testadas 

(2%, 3% e 4%), excipientes e veículos utilizados para formulação dos géis base. 

Polímero Porcentagem 

(g/ 100 mL) 

Solução conservante EDTA Água 

CMC 2% 1,65 ml 0,05g qsp 100 mL 

CMC 3% 1,65 ml 0,05g qsp 100 mL 

CMC 4% 1,65 ml 0,05g qsp 100 mL 

HPMC 

(K4M) 

2% 1,65 ml 0,05g qsp 100 mL 

HPMC 

(K4M) 

3% 1,65 ml 0,05g qsp 100 mL 

HPMC 

(K4M) 

4% 1,65 ml 0,05g qsp 100 mL 

HPMC 

(K15M) 

2% 1,65 ml 0,05g qsp 100 mL 

 

O polímero HPMC K15M resultou em gel base de alta viscosidade e com grande 

quantidade de grumos. Já nos polímeros CMC e HPMC K4M observou-se maior 

formação de bolhas de ar e espuma, porém sem grumos e com boa viscosidade. As bolhas 

de ar e espuma são naturalmente eliminadas mantendo-se o gel em repouso por 

determinado período. 

O gel base associado à solução do extrato que resultou nas melhores características 

para utilização com adequada viscosidade e não apresentando grumos, foi o composto 

com o polímero de CMC a 3%. A figura 11 demonstra a aparência final da formulação 

em gel contendo Ilex paraguariensis. 
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Figura 11: Gel de Ilex paraguariensis a 5 % com CMC a 3%. 

Fonte: Acervo do autor.  

 

5.2.2 Avaliação do pH 

O pH do gel foi avaliado com ele puro, onde foi observado o valor de 6,40 e 

também com 5% de ilex paraguariensis, resultando em um pH de 5,97.  

Segundo Leonardi, Gaspar e Campos (2002), o pH da superfície cutânea é um 

importante indicador funcional da pele, apresenta-se levemente ácido (4,6 - 5,8), isso 

contribui para que ocorra proteção contra micro-organismos na superfície. O pH da pele 

é frequentemente alterado em devido a utilização de produtos tópicos inadequados, o que 

deixa a pele suscetível a uma série de agentes agressores. Dessa forma, é importante que 

medicamentos tópicos estejam próximos ao pH da pele e sejam adequados para esta 

finalidade. 

 

5.3. Estudo reológico 

Os gráficos de viscosidade aparente em função da taxa de deformação dos géis 

base de CMC  a  3%  e Ilex a 5% obtidos pelo Viscosímetro Brookfield ï Dv ï II, 

encontram-se nas figuras 12 e 13 onde caracterizou todos os géis como sendo do tipo não-

Newtoniano pseudoplástico, em que a inclinação da curva diminui gradualmente com o 

aumento da velocidade de cisalhamento (AULTON, 2005; SILVEIRA, 1991). 
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Figura 12: Relação entre a viscosidade aparente e a tensão de deformação para o gel 

base de CMC 3% de sódio a 25; 30; 35°C utilizando o modelo de Silveira (1991). 

 

 

Figura 13: Relação entre a viscosidade aparente e a tensão de deformação para o gel 

com Ilex a 25; 30; 35°C utilizando o modelo de Silveira (1991). 

 

A viscosidade aparente do gel base e do gel contendo o extrato de Ilex são 

similares nas temperaturas de 25̄C, 30̄ C e 35̄ C.  Demonstrando uma mudança 

semelhante na viscosidade dos géis com o aumento da temperatura, quando é atingido 

uma maior na taxa de deformação. 

As propriedades reológicas do CMC foram base de estudo para diversos estudos, 

onde por meio dos resultados obtidos em suas pesquisas caracterizaram seu fluído em 
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diferentes concentrações como sendo do tipo não newtoniana pseudoplástico (EDALI; 

ESMAIL; VATISTAS, 2001; GHANNAM; NABIL ESMAIL, 1997; KULICKE et al., 

1996). 

O perfil pseudoplástico está presente nas formulações que possuem em sua 

composição polimérica partículas assimétricas, longas com alta massa molecular. Esses 

tipo de fluxo têm sua viscosidade aparente diminuída quando submetida ao aumento de 

tensão de cisalhamento (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; AULTON, 2005). 

O comportamento reológico, a estabilidade física e a aceitabilidade do consumidor 

pela formulação em gel estão diretamente relacionadas ao tipo de polímero utilizado. 

O CMC tem sido amplamente utilizado em aplicações farmacêuticas e biomédicas 

para entrega de medicamentos de administração tópica com atividades cicatrizantes 

devido a sua capacidade de absorver o exsudato, promover angiogênese e desbridamento 

autolítico (KANIKIREDDY et al., 2020). Os hidrogéis à base de CMC auxiliam no 

processo de cicatrização impedindo o crescimento de bactérias e mantendo o ambiente 

úmido na área ao redor da ferida, estimulando a proliferação e migração de fibroblastos 

e queratinócitos, acentuando o crescimento celular, enzimático, de fatores de crescimento 

e hormônios, reduzindo o tempo do processo cicatricial e diminuindo a formação de 

cicatriz (PETTIGNANO; CHARLOT; FLEURY, 2019). 

Zekavat et al. (2016) avaliaram os efeitos do gel de CMC com extrato 

hidroalcoólico de casca de Punica granatum na cicatrização de feridas cutâneas de 

espessura total. As lesões em modelo animal foram tratadas topicamente com o gel 

contendo o extrato de Punica granatum (PCMC), o grupo controle positivo recebeu 

somente a aplicação do gel base de CMC e o grupo controle negativo, salina estéril. Foi 

observado, macro e microscopicamente que a cicatrização demorou mais tempo no grupo 

controle negativo do que nos grupos tratados com PCMC ou gel de CMC (melhores 

resultados), sugerindo que os efeitos anti-hemorrágicos e antinecróticos do CMC podem 

acelerar a cicatrização de lesões de pele. 

 

5.4. Espalhabilidade 

A capacidade de espalhabilidade e/ou propagação de uma formulação tópica é um 

fator importante na terapia onde representa a facilidade de aplicação do produto no local 

alvo, capacidade de extrusão na embalagem e, está intrinsecamente relacionado à eficácia 

terapêutica que resulta da correta absorção tópica da formulação na pele (ISAAC et al., 

2008b; TAVAKOLI et al., 2015). 
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Determinou-se a espalhabilidade dos géis de CMC nas concentrações de 2; 3 e 

4%, a temperatura de 25ºC. Na figura 14 demostra os resultados obtidos da 

espalhabilidade dos géis medidos como extensibilidade, em milímetros quadrados. 

 

CMC 2%

20
0g

40
0g

60
0g

80
0g

10
00

g

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

Peso (g)

A
re

a
 (

m
m

²)

CMC 3%

20
0g

40
0g

60
0g

80
0g

10
00

g

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

Peso (g)
A

re
a
 (

m
m

²)

CMC 4%

20
0g

40
0g

60
0g

80
0g

10
00

g

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

Peso (g)

A
re

a
 (

m
m

²)

Figura 14: Espalhabilidade dos géis de CMC nas concentrações de 2; 3 e 4% em 25ºC. 

  

Observa-se na figura 14 que o aumento da concentração do polímero nas 

formulações levou a uma diminuição da área de espalhabilidade dos géis resultante do 

aumento da sua viscosidade.  

Portanto, a escolha da concentração do polímero a ser empregado representa um 

papel importante no desenvolvimento da formulação e deve ser escolhida a qual melhor 

se encaixa para alcançar a espalhabilidade desejada. 

Apesar das formulações de cremes e pomadas serem mais utilizadas nos 

tratamentos de cicatrização de feridas, optou-se pelo uso do gel devido a associação com 

a fototerapia, evitando o risco de opacidade que modificaria a dosagem durante a 

aplicação do LED. 
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5.5. Análise histológica 

Na figura 15 estão dispostos os cortes histológicos, com aproximação 

microscópica de 40x, na coloração de hematoxilina eosina (HE), sendo representados os 

grupos GC, GL, GI e GLI, subdivididos em 3, 7, 14 e 21 dias.   

 

 

Figura 15: Fotomicrografia dos animais  dos grupos CP, GL, GI e GLI aos 3, 7, 14 e 21 

dias de tratamento. Microscopia óptica com aumento de 40x. Coloração Hematoxilina 

Eosina. Nota: A- epiderme; B) derme; C) crosta; D) angiogênese; E) infiltrado 

inflamatório. 

 

As lesões caracterizam-se por um processo inflamatório agudo à subagudo (de 

dias a semanas), sendo a inflamação encontrada do tipo alterativa-erosiva, típica de 

epitélios de revestimento (pele). Apresenta-se em uma distribuição difusa, com 

intensidade variável conforme o período. 

Nos grupos 3 dias do controle e LED há intensa neoformação vascular e exsudato 

proteico, enquanto no GI e GLI destaca-se o infiltrado inflamatório com presença de 
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células polimorfonucleares. 

Nos grupos 7 dias há fenômenos vasculares, exsudativos e proliferativos. Nota-

se, nos grupos controle e LED predominância exsudativa e angiogênese. No grupo Ilex 

observa-se a presença de colágeno desorganizado na derme e proliferação celular na 

epiderme. Já no GLI constata-se a deposição de colágeno desorganizado na derme e o 

início da organização do epitélio. 

Nos grupos 14 dias há proliferação do colágeno. Os grupos GI e GLI apresentam 

melhor delimitação da epiderme em relação a derme. 

Nos grupos 21 dias há espessamento da epiderme, organização do colágeno, 

presença de crosta nos grupos GC, GL e GI.  

Os grupos GLI e GL obtiveram melhor regeneração em relação aos demais 

grupos, observando-se alinhamento do colágeno, organização da epiderme, inexistência 

de crosta e ausência de infiltrado inflamatório. 

Além das características visíveis para utilização do CMC como gel base, o mesmo 

também possui ação cicatrizante, podendo otimizar a ação do extrato de Ilex 

paraguariensis. Formulações com diferentes concentrações de CMC promovem uma 

melhor adaptação ao local da ferida e podem auxiliar no processo de cicatrização 

(RODRIGUES et al., 2015). CMC é um ótimo polímero para o desenvolvimento de 

formulações para o tratamento de feridas, pois o polímero sozinho apresenta certa ação 

cicatrizante. Analisando-se a aplicação de CMC a 2% em úlceras de perna por 90 dias, 

observou-se que o polímero teve ação efetiva na redução do tamanho da úlcera, aumento 

do tecido de granulação, diminuição de edema e dor, e redução dos custos do tratamento 

(RODRIGUES et al., 2015).  

Géis de CMC têm sido utilizados com diferentes extratos para a contração de 

férias. Marchianti et al. (2021) avaliaram a influência de diferentes agentes gelificantes, 

incluindo o CMC, adicionados ao gel da fração aquosa de Merremia mammosa (Lour.) 

para cicatrização de feridas.  As formulações com CMC foram preferíveis devido a menor 

capacidade de causar irritação na pele. Também, Jong-Seok Park et al. (2017) 

investigaram os comportamentos e características do hidrogel de carboximetilcelulose de 

sódio impregnado com mel de castanha (CH-CMC). Os resultados indicaram que o 

hidrogel CH-CMC otimizou o processo cicatricial proporcionado pelo mel de castanha 

quando comparado aos grupos controle (grupo não tratado e grupo tratado apenas com 

hidrogel CMC  
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Khan et al. (2013) ao desenvolverem formula»es de gel de aloe vera para 

cicatriza«o de feridas comparando os formadores de gel CMC, Carbomer 934 e HPMC, 

observaram que os g®is formados por HPMC foram pobres em consist°ncia e espessos 

atrav®s dos valores da espalhabilidade e extrusibilidade avaliados; e devido a essas 

propriedades n«o foi selecionado para o uso como agente gelificante para cicatriza«o de 

feridas. 

No estudo de Ramos Teles; Piedade Tanyeri e Nowack (2017) observaram uma 

maior redu«o da §rea da lesionada principalmente na fase proliferativa da cicatriza«o e 

somente nas primeiras horas do processo inflamat·rio uma a«o antiedematog°nica do 

composto ao avaliarem a atividade cicatrizante e antiedematog°nica de creme de Ilex 

paraguariensis. 

 

5.6. Análise de colágeno total por luz polarizada 

A figura 16 mostra a análise com Picrosirius Red para quantificar o colágeno 

maduro presente na região da lesão. A birrefringência mostra o colágeno maduro/ 

colágeno do tipo I na coloração vermelha, o colágeno imaturo/ colágeno do tipo3 pode 

ser visualizado na coloração esverdeada. Observou-se a presença de colágeno do tipo I 

nos grupos GI e GLI em maior quantidade em todos os períodos analisados comparado 

aos demais grupos. O grupo tratado apenas com LED apresentou maior quantidade de 

colágeno tipo I nos períodos 14 e 21 dias. 

Na figura 17 estão presentes as médias e desvio padrão (pixel/área) do colágeno 

tipo I dos grupos controle positivo 3, 7, 14 e 21 dias, dos grupos tratados com Ilex 3, 7, 

14 e 21 dias, tratados com Ilex e LED 3, 7, 14 e 21 dias e tratados somente com LED 3, 

7, 14 e 21 dias.  

O tratamento com Ilex e Ilex associado ao LED proporcionaram uma aceleração 

do processo de regeneração tecidual e proliferação de colágeno tipo I em todos os 

períodos analisados. Já o grupo tratado somente com Led pode-se observar uma melhora 

eficaz nos processos de proliferação de colágeno nos períodos de 14 e 21 dias.  

Kerppers et al. (2015) avaliaram a influência do LED 627 e 945nm na reposição 

de colágeno durante a cicatrização de feridas. A amostra foi composta de 36 animais 

divididos em grupos controle; LED 627nm e LED 945nm e subdivididos em grupos 

tratados por 3 e 7 dias. O tratamento com o LED 627nm se deu por tempo de irradiação 

de 100 segundos e do LED 945nm de 63 segundos, as doses de ambos foram de 7 J/cm². 

E observaram que o LED no comprimento de onda infravermelho proporcionou uma 
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regeneração e estimulação do colágeno tipo I. 

Já no presente estudo observou-se grande efetividade regenerativa e de 

proliferação de colágeno tipo I do gel de Ilex e também quando este foi associado ao LED, 

pois houve maior quantidade de colágeno tipo I em relação aos outros grupos. O 

tratamento somente com o LED não apresentou grandes quantidades de colágeno tipo I 

nos períodos de 3 e 7 dias analisados somente nos dias 14 e 21. 

 

 

Figura 16: Fotomicrografia dos animais dos grupos CP, GL, GI e GLI associado aos 3, 

7, 14 e 21 dias de tratamento. Microscopia de luz polarizada, 400x. Coloração de 

Picrosirius red.  Setas brancas mostram colágeno imaturo, setas vermelhas apontam 

para o colágeno maduro. 
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Figura 17: Representação das médias e desvio padrão de colágeno, nos grupos GC, GI, 

GLI e GL nos períodos de 3 dias, 7 dias, 14 dias e 21 dias.  *** p<0,0001; ** p=0,001; 

*p<0,05. 

 

5.7. Análise imunohistoquímica (IHC) 

A figura 18 e a figura 19 mostram, respectivamente, a presença de VEGF-Ŭ e 

TGF-ɓ1 por colora«o marrom. O VEGF-Ŭ teve maior presena no vig®simo primeiro dia 

no grupo controle com média e desvio padrão de 2,8 ± 0,44, enquanto no GI ocorreu no 

terceiro dia com média e desvio padrão de 2,0 ± 0,70. Na análise estatística por meio de 
























