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RESUMO

A cicatrizacdo é um processo complexo e dinamieopode ser dividido em fases
com o objetivo de restaurar o tecido lesado e retornar a homeoStasso da
fotobiomodulacéo pode ser eficaz na cicatrizacatedelos,destacando o uso do LED
no reparo tecidual llex paraguariensisA. St. Hil. (Aquifoliaceae), popularmente
conhecida como ervaate, € uma espécie nativa do sul da América Latina, onde € usada
como bebida e tem grande importancia econdémica e sataalispde eraua omposicao
guimicacompostos bioativogxom destaque para compostos @iividade antioxidante.

O presente estudo teve como objetidesenvolver gel para incorporagédo do
extrato ddlex paraguariensi® verificar osefeitosda aplicacé do gelllex associado ao
LED 627 nm comparado com a aplicacdo do gel e LEBoladament&o processo de
cicatrizacdo em modelo experimentdPara isso di desenvolvido umgel de
carboximetilcelulosede sodioa 3% contendo extrato dellex paraguariensisem
concentracadd%; a concentracdo escolhida do polimero foi a ideal para alcancar a
espalhabilidade desejada do produto pois apresentou a melhor viscosidade. Com relacéo
as caracteristicas reologicas o gel apresentou psefildoplastico naNewtoniano

A avaliacaoin vivo foi realizada utilizando modelo gminchdorsal.A amostra
foi composta por 96 rasoda racaRattusNorvegicus linhagem Wistar, dividids em 4
grupos grupo controle (GC) com leséo tecidual e aplicacdo do gel base, mas sem
irradiacdo;grupo LED (GL) com leséo tecidual, aplicacdo do gel base e irradiacéo pelo
LED 627 nm;grupo LEDH#LEX (GLIL) com leséo tecidual, aplicacdo do dglelx e
irradiacdo pelo LED 627 nm; e gruploEX (Gl) com leséo tecidual e aplicacdo do gel
llex. Todos os grpos foram subdivididoe avaliados cor, 7, 14 e 21 dia$D método
de aplicacéo foi pontual e perpendicular a superficie da pele, com tempos de irradiacéo
de 60s, que corresponde a uma dose de 7. Fommrealizada analiseda contracdo da
leséo, analse histologica andalise de colageno total utilizando microscopia de luz
polarizada e analise imusfustoquimica. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente.

Na analise macroscopica da contracdo da ferida constatque o LED e Hdex
proporcionaam uma regeneracao epidérmica completa aos 21 dias de tratamento, porém
o tratamento conflex apresentou resquicios cicatriciafs.analise histologicaevelou
queos grupodlex associado abED e LED obtiveram melhocicatrizacacem relagao

aos demais giposem todos os periodos analisadweerificou-se uma organizacdo da
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epiderme, inexisténcia de crosta e auséncia de infiltrado inflamatério. J& na analise por

luz polarizada observese queos grupos tratados coftfex e llex associado ao LED

obtiveram umaceleracéo do processo de regeneracdo tecidual e proliferagdo de coladgeno

tipo | em todos os periodos analisados, e o tratado somente com LED teve uma melhor
proliferacdo de colageno aos 14 e 21 dida.analisemuno-histoquimicafoi observado

em todosos grupos tratados que a expressa&/EGFU e -B(TIGFf or am mai or e s
primeiros dias de tratamento em comparacdo aos grupos controle, indicando que o
processo de cicatrizagdo nesses grupos foi acelerado.

Concluise que o polimero CMC a 3% apresentouataréticas de viscosidade
superiores e mostrese mais apropriado para desenvolvimento do gel contBexlo
paraguariensigpara utilizacdo com finalidade de cicatrizagcéo de feridd£@627 nm
e o0 gel ddlex paraguariensigoram eficazes na cicatrizag@e feridas epidérmicas em
modelo animal onde ambas as terapéuticas se mostraram promissoras para 0 USO
destinado aicatrizacdo ddesdescutaneasporém aindaaovistasalgumas limitacdes
guanto ao uso associado das terapéuticas, que ndo gerarantoootfieizado de
cicatrizacdo esperado. Send@etido ajustes emfuturos estudopara verificar se seus

efeitos podem se tornar superiores.

Palavras-chave: Gel; Cicatrizacao llex paraguariensis Carboximetilcelulose sodica;
LED.



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 repairllex paraguariensif\. St. Hil (Aquifoliaceae), popularly known as mate
(ervamate), 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 chemicaitiooympos
there are bioactive compounds, with emphasis on compounds with antioxidant activity.

The present study aimed to develop a gel for incorporatingethparaguariensis
extract and to verify the effects of applying the llex gel associated witt2tharé 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 diex paraguariensisat 5% concentration; thehasen
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 nonNewtonian pseudoplastic profile.

Thein vivo evaluation wagperformed using a dorsal punch model. The sample
consisted of 9@Rattus Norvegicusats, 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 damagapplication of the base gel and irradiation by LED
627 nm; LED + ILEX (GLIL) group with tissue damage, applicationllex gel and
irradiation by LED 627 nm; and ILEX group (GI) with tissue damage and application of
the llex gel. All groups were subdded 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 oftotal 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 llex
provided complete epidermageneration after 21 days of treatment, but the treatment
with llex showed scarring remnants. The histological analysis revealed that the llex 9

associated with the LED and LED groups showed better healing in relation to the other



groups in all the analydgperiods. An organization of the epidermis, no crust, and absence
of inflammatory infiltrate were observed. In the analysis by polarized light, the groups
treated withllex and llex associated with LED obtained an acceleration of the tissue
regeneration qocess and proliferation of type | 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 VEGH and TGFbl 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 maappropriate for the development of the gel containiexg
paraguariensisfor use with wound healing purposes. The 627 nm LED andl¢ke
paraguariensigel were effective in healing epidermal wounds in an animal model where
both therapies have shown priem 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 thellex paraguariensisxtract in future studies to see if its effects can become superior.

Keywords: Gel; Wound Healing; llex paraguariensis; Sodium Carboxymethyl Cellulose;
LED
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1. INTRODUCAO

O processo de cicatrizacao de feridas € um mecanismo complexo e dindAmico que
envolve diversos fatores para a obtencdo do reparo tecidual, & @rord fases:
hemostasia, inflamacdao, proliferacéo e remodel@8BERICO et al., 2015; OTTERCO
et al., 2018; PATRULEA et al., 2015b; SINGH et al., 20EJige uma integracdo bem
orquestrada de eventos bioldégicos e moleculares de migracdo e proliferacdo celular,
deposicdo de matriz extracelular, angiogénese e remod€l§¢aC et al., 2008a)

A deficiéncia cicatricial pode gerar enormes gastos com tratamentos e com
patologias relacionadase aumentam a importancia dos estudos em busca de
medicamentos e terapias capazes @girecom o tecido lesado, tendo por objetivo
acelerar a regeneracgéao tecid(fBYARE et al., 2016)

Tratamentos como a fotobiomodulacao tém sido foco de diversos estudos visando
a cicatrizacao tecidual, por ser menos invasivo, apresentar melhores resultados estéticos
e minima formacéade cicatriz, além disso, utilizar o LED (Light Emitting Diode) como
fonte de luz tem um custo mais acess(dAUJO; MARTINS, 2019; DE ALENCAR
FERNANDES NETO; NONAKA; DE VASCONCELOS CATAO, 2019)

Estudos tém demonstrado que os tratamentos com LED vermelhd@g6a6h)
resultam em aceleracdo da cicatrizacdo da ferida devidtenuacdoda resposta
inflamatoria, aumento da proliferacdo de fibroblastos, estimulacdo da angiogénese e
reepitelizacdo, aumento da sintese de colageno e efeitos anal(@BIBOASKAYA et
al., 2011; KIM; CHEONG; LEE, 2013Honorato Vieira et a(2020)também relata que
a multiplicacéo celular € uma das principais atividades do LED no comprimento de onda
do vermelho, sgerindo que pode ser uma alternativa promissora para a cicatrizacao de
feridas, no entanto, poucos sdo os estudos que comprovam efetivamente os efeitos
fisiologicos do LED na pele e ndo foi alcancado consenso sobre os parametros de
irradiacdo ideais.

A llex paraguariensiA. St. Hil. (Aquifoliaceae), popularmente conhecida como
ervamate, € uma planta nativa de paises da América do Sul (Brasil, Paraguai, Uruguai e
Argentina) (KUNGEL et al., 2018)que possui grande importancia econémicaciabo
(LUZ et al., 2016; PEREIRA et al., 201Z muito utilizada no preparo de bebidas
estimulantes e a®fmas mais consumidas sdo: o chimarrdo (ou mate), que se trata do
extrato de agua quente de folhas verdes secas; o tereré, extrato de agua fria de folhas
verdes secas; e 0 cha mate, extrato de dgua quente de folhas (GtidGEL et al.,

2018).
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Além de ser utilizada pelos efeitos estimulantes por ser fonte de cafeina, também
€ usada como agente terapéutico devido as suas atividades antioxidantes, anti
inflamatorias, hipocolesterolémica e antimicrobigBJRRIS et al., 2012; FILIP;
DAVICINO; ANESINI, 2010) sendo utilizada no tratamento de art(i®&JZ et al.,

2016) obesidadd GAMBERO; RIBEIRO, 2015; GOSMANN et al., 201#)jstarbios
hepéticos e intestinaifRACESCO et al., 2011 sob a forma de catgdma no
tratamento de feridas e Ulce(@NESINI et al., 2012)

Nos ultimos anos houve um crescimento no uso de produtos topic@sdragas
com efeitos cicatrizantes podem ser incorporadas a estas formas farmacéuticas, além de
apresatarem um custo ma@cessivelKERPPERS et al., 2019; RODRIGUES et al.,
2015; SHAHZADI et al., 2020)

No entanto, a absor¢céo de medicamentos topicos pderee é limitada devido
a barreira natural da pele, por isso, algumas técnicas vém sendo usadas para aumentar a
penetracdo do medicamento, uma delas se trata da irradiacao utilizando lasers, uma vez
gue determinados comprimentos de onda atingem seletivarmemoforos especificos
da pele, dessa forma, a funcdo de barreira e protecédo fica reduzida, faciltando a
permeacao e entrega do medicamento. Além disso, pode haver também efeito sinérgico
por meio desse tipo de associacao (irradiacdo e medicamento) tOALEGRE-
SANCHEZ; JIMENEZGOMEZ; BOIXEDA, 2018; HSIAO et al., 2019)

Tendo em vista os efeit@ntiinflamatorios da fotobiomodulac@ssociados a
seus efeitos vasodilatadorssbre a microcirculacd@ntendeseque a luz de LED pode
influenciar ou mesmo potencializar os efeito® dlex paraguariensisaplicado
topicamentena forma de gelAlém disso, as terapias farmacoldgicas e LED devem agir
de maneira sinérgica, potencialida os efeitosle cada uma isoladamente.

Nesse contexto, @resente estudo teve como objetidesenvolver gel para
incorporacao do extrato diex paraguariensi® verificar osefeitosda aplicacdo do gel
llex associado abED 627 nm comparadocom a apkacao do gel e LEBoladamente

e no processo de cicatrizacdo em modelo experimental.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo, responsavel pelo revestimento e delimitacéo,
representa @6 do peso corporal. Com mdultiplas funcdeta atua na protecdo do
organismo contra agentes fisicos, quimicos e infecciosos, além de prevenir a @iminag
excessiva dagua(BERNARDO; DOS SANTOS; DA SILVA, 2019E composta de trés
camadas, ehominadas epiderme, derme e hipoderme, sendo as duas primeiras as
principais (figura 1). Cada uma delas é formada por tecidos diferenciados e funcdes

distintas(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004)
Poro : Glandula
g Cc | b ”
sudoriparo dce’r Lelisscsung/ sebacea / Pélo

Epiderme :

s =

Camada cornea
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o |

=S

D; o l’j
C o ——

\J|
’ Glandula
sudoripara

i S

Terminagao
nervosalivre

Derme—

Musculo eretor
do pélo

1‘,_,5 t | 4 / . 1
Hipoderme “ \ # & / ~ Tecido subcutaneo
: N 1 4 (adiposo)

Artéria” :
Veia Foliculo piloso

Figura 1. Camadas da pele com seus respes anexos Adaptado de Brommonschekel
et al. (2014)

A epiderme, camada mais externa da pele, é compostaotiinps fibrosas
denominadaqueratina. Na diferenciacéo epidérmica, ha também importante participacéo
da derme atraves de inteslactes entrébroblastos e queratindcitos (sintetizadores de
queratina). As células da epiderme e as fibras da derme estédo anooragams outsa
por intermédio de fibras pratas que atravessam a membrana b@BANQUEIRA;
CARNEIRO, 2008)

17



A derme é a segunda e mais espessa camada da pele. Suaéfuaieéecer
resisténcia, suporte, sangue rico eutrientes e oxigénio a pele.ddmposta por duas
camadas: a papilar e a reticular. A derme papilar repousa diretamente abaixo da epiderme,
sendo composta primariamente por células de fibroblasto capgaesideir uma forma
de colageno, componente do tecido conjuntivo. A camada reticular dgispSeb a
camada papilar e também produz coldgeno e fibras elasticas. O colagezlaséina
proporcionam resist&ia a pele e sdo responsaveis pelo rechaco cutAnderme
também se constitui de vasos sanguineos e linfaticos, nervos, glandulas suderiparas
sebéaceas e raizes pilos@ssil(SINGH et al., 2016)

A hipoderme é composta de tedadiposo e conjuntivo, além de grandes vasos
sanguineos, nervos e vasos linfaticos. A espessura da epiderme, da derme e da hipoderme
varia entre diferentes pessoas e partes do corpo, exercendo, assim, forte acao protetora
para o corpo humano diante aigates agressorédSUNQUEIRA; CARNEIRO, 208).

2.2 Processo deicatrizacdo da pele

O processo de reparo tecidual pode ser caracterizado por regeneracédo, na qual
existe um reparo gradual do defeito pela proliferacdo das células do mesmo tipo das
destruidas, ou pode ser por reposicdo com &Eldé outro tipo, geralmente tecido
conjuntivo, resultando na formacé&o de cicatriz. A reacao de cicatrizacdo, € um processo
complexo, mas essencial, sem o qual seria improvavel a sobrevivéncia do organismo. A
cicatrizacdo envolve acdes integradas das clulatriz e mensageiro quimico, e visa
restaurar a integridade do tecido com a maior rapidez possivel e com maior forca ténsil
(SINGH et al., 2016)

A reparacdo nao é um simples pFsso linear no qual fatores de crescimento
disparam a proliferacdo celular, e sim uma integracdo de processos dinamicos, que
envolvem mediadores sollveis, elementos figurados do sangue, producdo de matriz
extracelular e células parenquimatosas. A rege@eracidual, que € comum a todos os
tipos de tecidos do organismo, pode ser divididadefases:hemostasia, inflamacéo
proliferacdo e remodelament@ALERICO et al.,, 2015; OTTERCO eal., 2018;
PATRULEA et al., 2015b; SINGH et al., 2016y duracdoprecisade cada fase nédo é
distinta, devido as fases se sobreporem e também pela variabilidade de um caso para
outro, mesmo assim &é podem ser divididas efases(BOATENG; CATANZANO,

2015; PATRULEA et al., 2015a)
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Figura 2: Fases e periodos do processo de cicatrizacdo. Adaptado de Robbins, Cotran e
Kumar (2012)

A fase de hemostasia depende principalmente da atividade plageatarcascata
de coagulacao, iniciando logo apés o surgimento da lesdo. Apos o dano causado pela
lesdo a nivel vascular, ocorre vasoconstricdo imediata, com objetivo de reduzir a perda
sanguinea para o espaco extravas¢ldMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005) Nessa fase
inicia-se 0 extravasamento sanguineo que preenche a area lesada com plasma e elementos
celulares, principalmente plaquetas. A agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinea
geram um tampao, rico em fibrina, que alderestabelecer a hemostasia e formar uma
barreira contra a invasao de microrganismos, organiza uma matriz provisoria necessaria
para a migracdo celul@@LIVEIRA; DIAS, 2012)

Essa matriz servira tambémomo reservatério de citocinas e dias de
crescimento que serdo liberados durante as fagpsnges do processo cicatricial
(ALERICO et al., 2015; PARK et al., 2015As plaquetas,ssenciais a formacao desse
tampdo hemostatico, também secretam multiplos mediadores, incluindo fatores de
crescimento liberados na area lesada. As plaquetas também ativadas pela trombina, ainda
sofrem a degranulacdo e liberam varios fatores de crescimestmy o fator de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de transforinacéo

(TGRb) , fator de crescimento epid®r mico (EGF]

U (TWWGF e o fator de cresci mentdeglicoproteinasd ot ®I i o
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de adesédo como a fibronectina e trombospondina, que sao importantes constituintes da
matriz extracelula(AGYARE et al., 2016)

Assim, a fase inflamatéria se inicia com vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia de neutrofilosapfedada. Os
neutroéfilos sdo as primeiras células a cheatgrdo ao estimulo desao, com maior
concentracao apos 24 horas. S&o atraidos por substancias quimiotaticas liberadas pelas
plaquetas. Os neutrofilos aderem a parede do endotélio mediante ligataas
selectinas (receptores de membrana). Neutréfilos produzem radicais livres que auxiliam
na limpeza da area lesada e s@o gradativamente substituidos pifagues{SOLEY et
al., 2016)

A fase prolifeativa pode ser dividida & constituida em quatro etapas
fundamentais: epitelizacédo, angiogénese, formacéo de tecido de granulacéo e deposicao
de colageno. Esstase tem inicio ao redor do 4° dia ap0s a lesdo e sadeste
aproximadamente até o término da segunda semana. A epitelizacdo ocorre precocemente,
caso a membrana basal esteja intacta, as células epiteliais migram em direcao superior, e
as camadas da epiderme séo restauradas em trés dias. Se a membranaesasial, fas
células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa de restabelecer a
barreira protetor@ATRULEA et al., 2015a)

A angiogénese é caracterizada pela migracédo de células endoteliamesdio de
capilares, essenciais para a cicatrizacdo adequada. A parte final da fase proliferativa é a
formacédo de tecido de granulacéo. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a
lesdo, porém precisam ser ativados para sair de seu estado déngiag€¥¢P; POH;

CHIA, 2016) Em seguida € liberadoo T, que esti mula os fibrob
colageno do tipo | e a transforrmee em miofibroblastos, que promovem a contracéo do
tecido lesaddBOATENG; CATANZANO, 2015)

Durante a fase de remodelamento ou maturacao, a caracteristica maiaritaport
€ a deposicdo de colageno de maneira organizada, por iSso € a mais importante
clinicamente. O colageno produzido inicialmente tem espessura menor do que o colageno
presente na pele normal, e tem orientacao paralela a pele. Com o tempo este colageno do
tipo 1l é reabsorvido e um colageno mais espesso é produzido e organizado ao longo das
linhas de tensdo. Estas mudancas se refletem em aumento da forca ténsil da lesdo. A
reorganizacdo da nova matriz € um processo importante da cicatrizacdo. Fibr@blastos

leucécitos secretam colagenases que promovem a lise da matriz antiga. A cicatrizacéo

20



tem sucesso quando ha equilibrio entre a sintese da navaeratise da matriz antiga
(AGYARE et al., 2016; JOAME MASI et al., 2016)

2.3 Light Emitting Diode

No advento do diodo nos anos 70, a emissédo de luz ganhou dimensdes na
aplicabilidade em varios setores. O termdL& um acrénimo de Light Emittingiode
(Diodo Emissor de Luz), que, como o préprio norize € um diodo, baseado em juncdes
p-n (p- positivo; n- negativo), que, quando enegdo, emite luz. O processo emissao
de luz pela aplicacdo de uma fonte elétrica de energia € chamado eletroluminescéncia
(CATAO et al., 2016; FERREIRA et al., 2013)

O LED diferenciasedo laser, pela formacéo da Ipais, quando o diodo de um
laser estad contido dentro de uma cavidade ressonantica, promove fotons que sao
amplificados peleemisséo estimulada da luz e proporciona feixes de luz coerente e
colimado. Por outro lado, no LEDT (LED Terapéutico) ndo existe esta cavidade 6ptica,
desprovendo a luz de coeréncia e colimacdo, mas produz uma banda de espectro
eletromagnético proxima dader. Desde a introdugéo da fotoestimulagédo na medicina, a
efetividade de uma variedade de fonte luz tem sido avaliada. Nos ultimos anos, alguns
pesquisadores demonstram a aplicabilidade do LED terapéutico em estudos
experimentais e clinicos, ainda que @os8 demonstrando a eficiéncia
fotobiomoduladora celular semelhante ao I§sBGGINS et al., 2015)

A aplicacdo defotobiomodulacdono reparo tecidua¢ objeto de estudo para
acelerar esse processo, destaca®lo uso do LED que provoca aumento da circulacéao
local, poliferacdo celular e sintese de colageno, melhora do metabolismo oxidativo
mitocondrial e da producdo de energia levando a um o estimulo do reparo tecidual,
diminuicdo da dor e producdo de uma cicatriz esteticamente mais satisfassda
modalidade deotobiomodulacdondo emite radiacdo por sua luz ndo ser colimada,
portanto, ndo hé reflexdo e ndo agride os oABAMSKAYA et al., 2011; CATAO et
al., 2016)

A fotobiomodulacda@om o uso do LED tem evidenciado efetividade no que diz
respeito ao reparo tecidual, trazendo beneficios nas trés fases do proassalicic
inflamataria, proliferativa e de remodelacdo da cicatriz. H&4 o incremento da adenosina
trifosfato (ATP), aumento na sintese proteica, estimulacdo para neoangiogénese,
contribuic&o nutricional, que esta associada ao aumento da atividade mitésickiaando

numa facilitagcdo para a multiplicacao celular e formacao de novos tecidos e vasos. O LED
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entdo surgiu como uma inovagao por nao emitir calor, ser portatil e de facil aplicacéo e
ter maior vida atil em relagdo as outras modalidades de fot@ge@pno o laser e o
infravermelho(CATAO et al., 2016; FERREIRA et al., 2013; HIGGINS et al., 2015)

Em pesquisa realizada pKerppers(2014) verificando os efeitos das luzes de
Led 627 nm e 945 nm separadamente e associado com extrato aquoso de Uvarana no
processo de cicatrizacédo da pele, conedgique a utilizacdo dos LEDBR27 nm, 945 nm
e associado ao extrato aquoso de Uvarfmiaficaz na deposi¢éo de colageno na fase

proliferativa.

2.4. llex paraguariensisA. St. Hil.

llex paraguariensisA. St. Hil. popularmente conhecido como erva mate, € uma
espécie arborea da familAquifoliaceae, originaria da América do Sul, presente no sul
do Brasil, norte da Argentina, Paraguai e Uruguai. Utilizada por grande parte da
populacdo desses paises, apresentando importancia cultural, econémica e social para
essasegioes(COLPO et al., 2007; DE MEJIA et al., 2010; LUZ et al., 2016)

3
109

s

¥

Figura 3: (A) Mapa da América do Sul mstrhdo regidoes em éresciento ‘para Erva
Mate (llex paraguariensis) 1 Argentina; 2 8ika3 Paraguai; 4 Uruguai. (B) planta Erva
Mate.
Fonte: Heck, De Mejia(2007)

No Brasil, existem 68 espécies pertencentes a eéxserqy sendo a espécie
considerada a ideal para a exploracdo comerdex paraguariensi\. St. Hil(FILIP et
al., 2000) August de SainHilaire foi o cientista que classificou, nomeou e publicou o

nome botanico para a ermaate, com base em exemplares coletados em Curitiba, durante
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suas viagens pelo sul do Brasil, denomin@anemate o nomelex paraguariensisA.
St. Hil (SANT-HILARIE, 1995).

Foram produzidas no ano de 201 Brasil,354.398toneladas de folhas de erva
mate.A regid@o sul foi a principal produtora de folhas de enake no pais durde o ano
de 2017 sendo o estado d@fRné o maior produtor com 301.8&b8eladasla poducao,

Santa Catarina com 35.250 e Rio Grande do Sul com 1{BEFSSSIL, 2012)

Das folhas derga-mate sé&o produzidos tipos de bebida diferentes, tais como o
chimarrdo (dgua quente) e o térégua fria), preparados com as folhas verdes, e o cha
mate, preparado com as folhas tostdB&ACESCO et al., 201 RIACHI; DE MARIA,

2017) As bebidas derivadas da emmmte sdo muito apreciadas pelo seu sabor amargo
caracteristico, como fonte de cafeina, em vez ou em paralelo com chéa e café, mas também
por suas propriedades farmacologi(BRACESCO et al., 2011; HECK; DE MEJIA,

2007)

As folhas de ervanate passam por um processamento in@lisjue envolve os
estagios de colheita, sapeco, secagem, trituracdo, maturacéo e empacqBlidiRRI&
et al., 2012; VIEIRA et al., 2010, o longo do processamento industrial, principalmente
nos estagios de colheita, sapeco, secagem e maturacéo, as folhasniaters@rem
alteracdes na concentracdo dos compostos bioativos presentes na planta, os quais podem
modificar suas atividades biologicd®URRIS et al., 2012; ISOLABELLA et al., 2010)

A ervamate dispdgem sua composicdo quimica, alguns compostos bioativos que
vém sendo pesquisados por apresentar propriedades bioldégicas. Os mais estudados e em
maior quantidade sdo os compodmwlicos(BLUM-SILVA et al., 2015)

Dentreoscompostog$endlicos, os acidodorogénicos estéo presentesreaiores
guantidades na plan{&RIS, 2018)Marques d-arah(2009)identificaram nove ésteres
de acidos clorogénicos nas amostras verde e tostada denateasendo os principais o
acido 5cafedlquinico, o acido 4cafeoilquinico, o acido-8afeoilquinico, o acido 3;5
dicafeoilquinico, o acido 3;dicafeoilquinico e o acido 4dicafeoilquinico(figura 4).A
atividade antioxidante é a principal atividade biolo6gica relacionada ao teor de canposto
fendlicos presentes na ermaate(BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007)
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Figura 4: Estruturas quimicas dos principais acidos clorogénicos encontrados nas
folhas de ervanate.
Fonte: Boaventurg2015)

As metilxantinas, com cafeina e teobromindidura 5), sdo os principais
alcalddes purinicos encontrados nas folhas de-erate (MEINHART et al, 2010)
Esses constituintes, presentes na planta, sdo responsaveis principalmente pela atividade
estimulante ao sistema nervoso central e pelo aumento da utilizacdo de gordura como
fonte energéticéSILVA et al., 2011)Silva et al(2011)observaram que o teor de cafeina
presente na ervanate pode ter sido responsavel pela reducdo do peso corporal e da

gordura abdominal de ratos.
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Figura 5: Estruturas quimicas da cafeina e da teobromina.
Fonte: Boaventurg2015)

As folhas de ervanate também possuem elevadas quantidades de saponinas
triterpendides, contendo principalmente os nucleos de acido ursoélico ou de &acido
oleandlico Figura6) (GNOATTO; SCHENKEL; BASSANI, 2005)

Acido Ursélico Acido Oleanélico

Figura 6: Estruturas quimicas do acido ursélico e do acido oleandlico.
Fonte: Boaventurg2015)

A atividade antioxidante do extrato aquoso de -enate estd relacionada,
principalmente, com o elevado teor de compostos fendlicos presentes naBravaa.
Goya; Lecumberrf2007)e Zielinski et al.(2014)observaram aumento concomitante de
alguns marcadores de avaliacdo de atividade antioxidante em relacdo ao teor de
compostos fenolicos do extrato de emate. Além dissp Anesini et al. (2012)

constataram que dentre os compostos fendlicos, os acidos clorogénicos sao 0s principais
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constituintes presentes na ervate responsaveis por sua capacidadiexdante.

Apesar de a erveate apresentar elevada atildaantioxidante, esta capacidade
pode variar de acordo com o processamentasin@l da plantaTurner et al. 2011)
observaram que afiferentes estagios do processamento das folhas denateacomo a
colheita, o sapeco, a secagem e a maturacao podem interferir, negativamente, na atividade
antioxidante da planta.

2.5.Géis farmacéuticos

Entre as formas farmacéuticas sesdlidas, og€is ganham destaque em produtos
dermatolégicos e farmacéuticos por apresentarem vantagens em relacdo aos cremes e
pomadas. Algumas destas vantagens sdo a facil espalhabilidade, por ndo serem
gordurosos, e por poderem veicular principios ativos hidrossislévipossomas através
da dermgCORREA; JUNIOR, 2005)

Géis sao sistemas sestlidos que consistem na dispersao de moléculas grandes
ou pequenas em um veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a gelatina pela
acao de um sustancia a ele adicionada, o agente gelificante. As formulacbes em géis, sao
utilizadas tanto por seus efeitos locais quanté@rmsios. Podem conter farmacesido
importante diferenciar o objetivo da preparacao dermatoldgica topica pois eabrgdo
sera a pele e ndo a liberacdo desse medicamento através @(EARNDE, 2012)
Algunsfatores podem influemar na liberacéo dos farmacos na pele, como a concentracéo
do medicamento na preparacdo, area de aplicacdo, solubilidade, massa molecular,
hidratacdo da pele e o tempo de aplicacdo do medicamento ngApelEN, L.V.;
POPOVICH, N.G.; ANSEL, 2013)

Existem duas classes de géis, os géis hidrofobicos, nas quais bases (oleogéis),
geralmente constituidos de parafina liquida como pleleti ou 6leos gordurosos
gelificado, e os géis hidrofilicos, cujas bases hidrossoluveis (hidrogéis) consistem de
agua, glicerol ou propilenoglicGENNARO, 2004)As substancias formadoras de géis,
geralmate sdo polimeros, que quando dispersos em meio aquosos, doam viscosidade a
formulacio(CORREA; JUNIOR, 2005)

Os géis hidrossollveis possuem na maioria das vezes, comportamento reologico
do tipo pseudoplastico e tixotropico, ou sej@formarrse durante a aplicagcéo, tornando
se mais fluidos, faciltando o espalhamento e recuperando a viscosidade inicial no
momento em que encerra a aplicacao, evitando que o gel g2ddtrBON, 2005)

Ha uma grande diversidadle matériaprimas disponiveis no mercado para a
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preparacdo de geéis, sendo que esses agentes gelificantes podem ser divididos em trés
classes: derivados de celulose (metilcelulose, hidroxietilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose &&); polimeros né&aelulosicos

naturais ou senrsintéticos (gomas, pectina, agar, acido alginico); e polimeros do acido
acrilico (carb6meros Carbopol®)(LOPES; LOBO; COSTA, 2005)

O tipo de polimero utilizado para formar o gel pode modificar o0 comportamento
reolégico, assim pode influenciar a estabilidade fisica do produto, como, no seu
comportamento sobre a pele (liberacédo do at@to peiculo e formacao de filme na pele)
resultando em diferentes formas de aceitacdo do produto pelo cons(@@RREA;
JUNIOR, 2005)

A Carboximetilcelulose (CMC), normalmente encontrada na forma sédica, como
carboximetilcelulosele sodio, € um polimemintéticoanidnico derivado da celulose, de
baixo custo, que possui cadeia linear e é soluvel em &¢EBO; DANTAS; NETO,

2013) Por ser constituida por um grande namero de hidroxites®xilas(Figura 7)
possuiuma alta capacidade éatumeciment@m agua e fluidos biolégicos, mesmo em
pequenas concentracdes, sendo interesgana tratament@smlesdes epidérmicaom

o0 objetivo de absorver ou doar liquidos ao leito da fepidaLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010)
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Figura 7: Formula etrutural da carboximetilcelulose.
Fonte: Rowe; Sheskey; Quinf2009)

A concentracdo do gel de CMC se caracteriza primordialmente pela quantidade
de carboximetilcelulose em sua estrattA CMC em concentracfade 36% e com
viscosidade média é utilizada para produzir BBWE; SHESKEY; QUINN, 2009)
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2.6. Estudoreoldgico

As caracteristicas reoldgicas sao propriedades importastrem consideradas
na fabricacdo, estocagem e aplicacdo de produtos de uso tdpico. Cada categoria de
produto deve apresentar, assim, um comportamento reolégico adequado a aplicacao
respectiva, sendo conveniente conhecer as velocidades de deformacéerag®esm
gue vao estar sujet¢gsCHHABRA; COMI Tl ; MACHAL, 2001; MO
2013)

A viscosidade de um fluido pode ser descrita simplesmente como sua resisténcia
ao fluxo ou ao movimento. Assim, a agapresentando, menor resisténcia ao flaxe
do o xarope, tem menor viscosia O reciproco 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 deformagdo da matéria. Historicamente, a importancia da
reologia na Farmacia estava simplesment®imaa de caracterizar e skificar fluidos e
semissolidogAULTON, 2005)

Nos estudos de reologis sistemapodem ser classificad@a®mo Newtonianos
e os naeNewtonianos. As formulacdes que possuem particulas assimétricas,acom
maioria dos produtos cosmeéticos e farmacéuticos, apresentam fluxo ndo Newtoniano, que
normalmente é representado por 3 tipos de curvas: plastica, pseudoplastica e dilatante
(CHHABRA; COMITI ; . MACHAL, 2001)

Emformulacbes dermocosmeéticas, o fluxo pseudoplastico € o mais comum. Esses
materiais tém sua viscosidade aparetmeinuidagradualmente, a medida que aumenta
a tenséo de cisalhamento, assina viscosidade nao pode ser expressa por um unico valor
(MORAVKOVA; FILIP, 2013). Viscosidade é aesisténcia do fluido ao fluxo: quanto

maior a viscosidade, maior a resistér{é&blLTON, 2005)
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Desenvolver ungel topico contendtlex paraguariensidA. St. Hile analisar os

efeitosisoladamente associad a terapia de LED na reparagéo tecidual

3.2. Objetivos especificos

1 Desenvolerformulacdo farmacéutiocam gel;

91 Avaliar a reologiada formulacdo em gel;

1 Verificar in vivo da contracédo das feridas dos ratos nas fases de reparacao
tecidual nos diferentes grupos
Verificar adistribuicdo do colageno em diferentes grypos
Analisaro processo inflamatorio.

Analise Imunohistoquimica do tecido lesado.
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4. MATERIA IS E METODOS

4.1. Materiais

A amostra de extrato dkeex paraguariensisrico em antioxidantes foi obtida em
parceria com o Prof. Dr. Flavio Henriqgue Reginatto do Grupo de Estudos de Broduto
Naturais e Sintéticos (GEPRONAS) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
e encontrotse disponivel no Laboratério de Tecnologia e Analise Biofarmacéutica
Diversos polimeros, de diferentes massas molares (viscosidades) foram avaliados para a
obtencdo do gel, dentre eles: hidroxipropilmetilcelulose (METHOCEL, Colorcon),
hidroxietilcelulose, carbomerof2ara producdo do gel também foram utilizados os
excipientes: EDTAmetilparabeno, proprilparabeno e propilenoglicol

4.2. Preparacao e caracterizgdo quimica do &trato de llex paraguariensis

4.2.1. Coleta da matériaprima vegetal (MPV)

Partes aéreas dex paraguariensisSt. Hil. foram coletadas no municipio de
Erechim, Rio Grande do Sul, em outubro de 2012. A identificacdo botanica foi realizada
pela Professora Branca Maria Aimi Severo e material testemunho esta depositado no
Herbario da Universidade de Passo Fundo (RSPF 11074). As folhas foram imediatamente
congeladas, liofilizadas e moidas em moinho de facas. Posteriormente, a MPV foi
fracionadade acordo com a faixa granulométrica usando tamises com abertura de malha
de 1,0 mm. A MPV resultante desta fracdo granulométrica foi armazer2@éCaaté o

momento da preparacao do extrato.

4.2.2.Preparacéo do extrato

A matéria prima vegetal (MPVpf extraida por turbolizacdo durante 5 minutos,
utilizando como liquido extrator (LE) etanol 20° GL com uma relacdo MPV:LE de 1:5
(m/v). Apoés a filtracdo, o etanol foi eliminado sob pressdo reduzida em evaporador
rotatério, sendo posteriormente dividido elmas partes. Uma parte foi congelada e
submetida a liofilizacdo para secagem completa, originando o extrato hidroetandlico
(EHE), ou extrato bruto (EBA outra parte foi particionada comhutanol, originando
as fracdes butandlica (FrBuOH) e residualasgu(FrRAQ). Vale ressaltar que, somente

o EHE foi o extrato utilizado em todos o0s ensaios realizados e descritos na presente tese.

4.2.3.Secagem do extrato

O etanol presente no extrato liquido foi eliminado sob presséo reduzida em
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evaporador rotatérioEssa solucao foi congelada-20 °C por 24 horas e liofilizada
durante 48 horas (LD1500, Terroni}40 °C, sob presséo constante, apds estabilizacdo

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

4.3.Caracterizacao

4.31. Espectrofotometria na regido do UV/Vis

Para uma rapida caracterizacdo dos extratos em solucéo, estes foram submetidos
a espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV/Vis, entre 200 e 800nm) em
espectrofotometro (Cary 100, Agilent). Foi eledmo o grafico da absorbancia vs
comprimento de onda, que serviu como base para avaliacdo dos extratos apds

incorporacgao nas formulagdes desenvolvidas.

4.4.Estudos de formulacéo

4.4.1.0btencao do Gel

O polimero formador de gel (0,0%; p/v) foi incorprado em aguailtra
purificadalentamente sob agitacdo mecanibaersos polimeros, de diferentes massas
molares (viscosidades) foram avaliados para a obtencdo do gel, dentre eles:
hidroxipropilmetilcelulose (METHOCEL, Colorcon), hidroxietilcelulose, carieros.
As formulacdes, preparadas em triplicata, foram mantidas sob agitacdo até obtencéo do
gel, seguidas de repouso por 12 h para completa gelificacdo. Além do polimero e do
farmaco, outrogxcipientedoramadicionados.

Para formulacdo do gel basedar utilizados os polimerasarboximeticelulose
(CMC) e hidroxipropilmetilcelulose(HPMC) (K4M) e HPMC (K15M).Utilizou-se
agitador AFistom, modelo 715, 6 &Geddithchfopar a p
da agua destilada aguardando 1 minuto e adicio os polimeros gradualmente a uma
velocidade de 500 rpm. Apés o término de adicdo dos polimeros foi aumentado a
velocidade para 850 rpm mantido por 1 minuto, posteriormente para 1000 rpm e mantido
por mais 1 minuto. ApoOs agitacdo obsergeuas conforng@es dos geéis. Apds um
periodo de repouso foram incorporados aos géis 1,65 ml de solucdo cong€r@ante
metilparabeno, 0,3 g de proprilparabeno e 9,1 g de propilenggid®05g de EDTA
(quelante).

Apds o preparo do gel base foi incorporada acsmudo extratode llex

paraguariensisficando na concentracao final de 5%
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4.4.2. Avaliacao do pH
Foi pesado 0,1 g de cada amostra em gel e diluido na propor¢do 1:10 com agua

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

4.4.3.Estudo Reologico

Para andlise do perfil reolégico dos géis utilkaeuo Viscosimetro Brooldid
Dvi Il em temperatura controlada de 25; 30; 35 °C utilizando o spindle 4, as amostras de
géis foram colocadas em béquer de 50 mL e a faixa de rotacéo ertiligadaufoi de
0,1 & 2,5 rpm dependendo da formulagdo analisada. O tempo de coleta de dados do
equipamento e troca de rotacao foi de 20 em 20s.

As formulacdes desenvolvidas e otimizadas foram avaliadas em temperatura
controlada (25°C) utilizando rebmetr. A caracterizacdo reolégica das amostras foi
realizada através de rampas de cisalhamento ascendentes de 0k @E20200 s,
mantendo este cisalhamento por 30 s, e descendentes de 30@m @80 YWANG;

GUO, 2006) A viscosidade foi expressa em mPas analises foram realizadas em
triplicata.

Para descrever o comportamento de fluxo foi utilizada a equacéo da lei d& forca:
=k ()"

Onde:
0 = tensdo de cisalhamento
0 = taxa de cisalhamento

k = constante (indice de consisténgia)

= =A =2 =

n = indice de fluxo
Se n = 1 o fluido é newtoniano, se n < 1, o fluido é pseudoplastico ese n> 10
fluido é dilatant§¢ WANG; GUO, 2006; Y SIANRQ7)TOwvRUL; AR

4.4 4. Teste da espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizambst meio da adaptacdo da
metodologiapreviamente descrita na literatura por Knorst (1984) realizada a partir
da leitura dos diametros abrangidos pela aragstr um sistema formado por uma placa
molde circular de vidro com orificio central, sobre uma placa suporte de vidro
posicionada sobre uma escala milimetrada determinacdo da consisténcia por

extensibilidade pode ser realizagl@ferece subsidios paradissao de espalhabilidade
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relacionada a caracterizagcao reologicanestra. A amostra, cerca de 0,1g de produto

foi colocadoentre duas placas de vidro, com 10 X 18cm e 0,5cm de espessura, sendo uma
delas disposta sobre um papel milimetrado, colado eaplaca denadeira. A adi¢ao

de pesos de 200, 400,66@00e 1000g, a cada trés minutos, na placa superior, pramove

o espalhamento do produto, que pode ser medido como extensibilidade, em centimetros.
As condi¢cdes ambientais propicilimam mantidastais como temperatura dé 2C e
umidade relativa do ar de 60%. Os resultados, expressos em centimetriznsi@oeda

regido aplicada, foramanalisados estatisticamente, para obtenci perfil de

espalhabilidadéa propria formulgdo.

4.45. Espectrofotometria na regido do UV/Vis:farmaco no gel
Foi realizadascanpara observacédo do comprimento de onda de maxima absorgéo

e avaliacdo de interferentes.

4.5. Analisein vivo

A avalicdoin vivo da atividade antinflamatoria foi realizada pelo método da
leséotecidualpor punch na regido dorsal.

Foram utilizadas 96 ratos da racaRattus Norvegicus linhagem Wistar,
provenientes ddiotério da Universidade Estadual de LondrindEL-PR., pesando
entre 200 a 250 gramas. Foram alocados de 3 em 3 em gaiolaslide, amin livre
acesso a agua e racao, com periodo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente de 23
+1°C.

O procedimento experimental foi aprovado pelo Comité em Etica para uso de
animaisi CEUA, da Universidade Estadual donr® Oeste, protocolo 8152016

4.51. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos conmagémaisem cada grup¢Tabela

1) correspondendo: a
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Tabelal: Grupos experimentais

Grupos Descrigao Eutanésia e
6 animais por coleta de
grupo material
Grupo controle positivo  Com leséo tecidual e aplicacéo d 4° dia
(CP3) gel basegpor 3 dias esem irradiacao
Grupo controle positivo  Com leséo tecidual e aplicacéo d 8° dia
(CP-7) gel basegpor 7 dias esem irradiacao
Grupo controle psitivo Com leséo tecidual e aplicagéo d 15° dia
(CP-14) gel bas_epor _14~d|as asem
irradiacéo
Grupo controle positivo  Com leséo tecidual e aplicacéo d 22° dia
(CP-21) gel bas_epor _21~d|as asem
irradiacéo
Grupo LED (LED-3) Com lesadeciduale traedos com 4° dia
LED por 3 dias.
Grupo LED (LED-7) Com lesadeciduale tratados com 8° dia
LED por 7 dias.
Grupo LED (ED-14) Com lesadeciduale tratados com 15° dia
LED por 14 dias.
Grupo LED (LED-21) Com lesadeciduale tratados com  22° dia
LED por 21 dias
Grupollex paraguariensis  Com lesadeciduale tratados com 4° dia
(GI-3) llex paraguariensigpor 3 dias.
Grupollex paraguariensis  Com leséo tecidual e tratados com  8° dia
(GI-7) llex paraguariensigpor 7 dias.
Grupollex paraguariensis  Com leséo tecidual e tratados com 15° dia
(GI-14) llex paraguariensigpor 14 dias.
Grupollex paraguariensis  Com lesédo tecidual e tratados com 22° dia
(GI-21) llex paraguariensigpor 21 dias.
Grupo LED +llex Com lesadeciduale tratads can gel 4° dia
paraguariensigGLI-3) llex paraguariensisissociado ao

LED por 3 dias.
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Grupo LED +llex Com lesao tecidual e tratados comg 8° dia
paraguariensigGLI-7) llex paraguariensigssociado ao
LED por 7 dias.

Grupo LED +llex Com lesao teidual e tratados com ge 15° dia
paraguariensigGLI-14) llex paraguariensigssociado ao
LED por 14 dias.

Grupo LED +llex Com leséo tecidual e tratados com ¢ 22° dia
paraguariensigGLI-21) llex paraguariensigssociado ao
LED por 21 dias.

4.5.2. Ensaio experimental

Os ammais foram previamente anestesiados com 80 mg/Kg de cloridrato de
cetamina e 15 mg/Kg de cloridrato de xilazina, apos a verificacdo do estado anestésicos
dos animais pelo teste de compressdo manual do terco inferior da cauda, foi realizada
uma tricotomiada regido dorsal, entre a quarta vértebra e décima segunda vértebra,
aproximadamente 4 cm de largura por 6 cm de comprimemgo em seguida foi
utilizado um punch namero 8, paealizar a lesao na regigfigura 9A).

4.53. Aplicacdo do LED

Os LEDs utizados neste trabalho foram confeccionados em material de PVC
(Polyvinyl chloridg. O dispositivo foi constituido de sete LEDs, sendo cada um de
encapsulamento com 5mm de diametro, estes foram geometricamente posicionados a
1mm de distancia um do outro @ forma que todos incidiam a luz em uma area Unica,
resultando assim em um valor de intensidade compativel para a aplicacdo clinica
utilizando a t®cnica da Afotobiomo@ul a-«o00
equipamento foi constituidode LEDseqgu e mi t i ram | uz no ver mel ho
a poténcia medida pelo equipamento marca Thor Labs model: PM100D foi de 70 mW e
O modelo deste LED utilizado € part number: RRE2008. O LED utilizado neste

trabalho foi proveniente da empresa Superbright LEDs

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

O método de aplicacdo foi pontual e perpendicular a superficieldaqpm
tempos de irradiacdo de G0gue corresponde a uma dose de 7 J(figura B). As
irradiacdes foram realizaddgriamenteno periodo determinado parada grupé 3, 7,
14 e 21 dias.

Figura 9: A) Lesdes realizadas oopunch 8; B) foto demonstrando a aplicacdo do LED
sobre a leséo do tecido.

Fonte: Acervo do autor.

4.5.4 Aplicacdodos ¢gis

Os géis foram aplicadaBariamente, 1 veajtilizando-se a ponta de uma espatula
de ageinox contendo proximadamente 2¢hg de anostra A amostra foi aplicada como
camadaNo GCfoi realizada a aplicacédo dgel base contendo somente o polimero; no
GL foi realizada a aplicagéo do gel base antes da aplicacdo do LED] foi realizada
a aplicacdo do gel contendo o extratollge antes da aplicacdo do LED; r@l foi

realizada somente a aplicacdo do gel contendo o extréexde

36



4.5.5.Eutanasia

Nos periodos subsequentes aos tratamentos, os animais foram anestesiados, com
80mg/kg de Cetamina e 15mg/kg de Xilasina. Logo apés ificagfio do estado
anestésico, receberam dose letal de 1ml de Pentobarbital por via intraperitoneal. Esse é o
método de eutanasia recomendado para roedores e outros pequenos mamiferos, contido
na Resolugdo 714 do Conselho Federal de Medicina Veterin&@ake junho de 2002.
Apoés a verificagcao dstatusmorte do animal, pela coloracao esbranquicada do olho, falta
de respiracdo espontanea e falta de reflexo a dor, através de uma tesoura cirdrgica foi
realizada a retirada da pele onde se encontrava cspmceEatricial. Depois de retiradas
as pecas foram inclusas eonrhol a 106 para manter as caracteristicas morfolégicas.

4.6. Avaliagédo do tamanho da ferida

Todos os animais foram fotografados diariamente com auxilio de cAmera digital
Fuijifilm, Finepix Z 10.0 Megapixels, sem aproxima-«o de zoom e mantida em trip@a
distancia de 20 cm. As imagens das feridas foram transferidas para o computador, onde a
area de tamanho da leséo foi medida com software ImageJ.

Para a calibracdo do progranea ditilizado uma foto milimetrad padronizada a
gual foi utilizada para fazer a padronizacdo da esaatedade de medida das analises,

unidade de medida utilizada foi em.cm

4.7. Histologia

A histologia foi realizada utilizando microscépio Olympus CX3dom sistera
optico UIS (Universal corrigido ao infinito) com camera colorida digital DP25 de 5
megapixel, sendo fotografada com resolucdo de 1280 X 960, e salva em JPEG.

As pecas foram enviadas ao laboratério HistocefiteGuarapuava, sem
identificacdo, apenas comarcadores fornecidos pelo pesquisador (ex: X1, X2). As pecas
foram novamente cortadas, sendo divididas em duas partes, e inclusas em parafina para
cortes histoldgicos de 2 4um de espessura, da regido medial para os bordos, de cada
peca foram realizadd cortes histolégicos. As pecas foram coradas com Hematexilina

Eosina para analise celular e patologica

4.8. Analise por luz polarizada
Para captura das imagens das laminas corada®icoosirius Red foi utilizado

microscopio Olympus BX50, CCD Dinoey&0 mm, polarizador Olympus -BOT,
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fotografadas em 40X e salvas pelo software Dinocapture em resolugédo d&28024
Para analisar a porcegtm de coldgeno maduro e imatfooutilizado o software Image
Pro Plus &.

4.9. Analise munohistoquimica (IHC)

Para a realizacdo da técnica de IHC, foram confeccionadas laminas conforme
descrito para analise histolégica, contendo dois cortes por lamina, por grupo
experimental. A desparafinacdo térmica foi realizada por 16 horas em estufa a 60 ° C.
Posteriormentepi realizada a desparafinagdo quimica, por meio de 02 banhos de imerséo
em Xilol por 10'cada e um banho de imersao em alcool a 70 ° por mais 10'. Apdés banho
maria, as laminas foram imersas em solucao de Citrato de Sédio em recipiente fechado e
colocadas m banhemaria por 30para recuperacao antigénica.

A marcacao de campo foi realizada conforme descritd’paiset al.(2011)os
cortes foram delimitados com caneta hidrofobica Dako Pen® e as peroxidases enddégenas
bloqueadas em solucdo de peroxido de hidrogénio a 10% por 30 minutos, seguido de
bloqueio de ligacéo inespecHigor incubagcéo em soro fetal 0,1% por 1 hora.

Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios (Santa
Cruz Biotech), aiTGFb 1 ( 1: 3-0BGRUe ( A4nB80D0) em c©Omar a ¥mi
4 °C por 2 horas. Apos a incubacao, as laminasricubmetidas a 3 banhos (5 minutos)
em PBS e a seguir incubadas com anticorpo secundario e mantidas por 15 minutos. As
laminas foram lavadas mais uma vez com PBS em jato e mais trés lavagens com gota de
PBS.

A marcacao foi revelada por incubacdo com @i@dninobenzidina (DAB) por
15 minutos, seguida de duas lavagens em PBS, o primeiro jato e a segunda gota. Na ultima
etapa, as secOes foram levemente certdlaridas com hematoxilina de Harry (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por 30 segundos e depois lavadagea corrente. Incubado em
alcool 70 ° por 5em banho de imerséo. Incubado em alcool 95° pembbanho de
imersédo. Incubado em Xilol por &'incubado novamente em Xilol por 10'. Apés drenar
todo o liquido, as laminas foram montadas com balsamo aas®ddaminulas.

Para cada teste, os controles negativos foram preparados em secdes seriais. A
intensidade e a localizacdo da imunorreatividade com todos os anticorpos primarios
usadogoram examinadas em todo o contetdo da lamina usando um microscépio optico.
Como contole negativo, o anticorpo primario foi omitido. Para o estudo da analise das

imagens, fotomicrografias coloridas de areas representativas (aumento de 400x) foram
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adquiridas digitalmente. Para o escore semiquantitativo, as imagens, num total de 10
imagens pra cada corte de cada animal, foram avaliadas por meio da ferramenta de
deconvolucéo de cores do software Image J (NIH, EUA). Os pixels foram categorizados
conforme descrito poChatterjee et ak2013)como forte positivo (3+), positov (2+),

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

4.10.Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo software GraphPadpbesentamse como
variaveis quantitativas continuasym distribuicdo normag¢ ndo pareados, a partir das
caracteristicas das asitas Gtestes estatistice aplicads ao decorrer das analigesam
o Teste deMultiplas Comparacdes de TukeyKruskatWallis com pds teste de Dunn

para observacao do nivel de significancia estatistica entre 0s.grupos
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacéo do extrato

5.11. Espectrofotometria na regido do UV/Vis

Na fidl@wrta8 disposto o gr8fico dpmesant an:
mol ar em rela-«0 ao compr i nmdnrPtrobserd eo banarav ara

unpi co denabsode 0,582 em um comprimento de
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Figura 10: Grafico da absorbancia molar em relacdo ao comprimento de onda da

solucéo de llex.

Dessa forma, estabeleese que o melhor compnento de onda para analise do
llex foi em 325 nm No comprimento de onddo LED utilizado, de 627 nm, ndo houve
variacdo na absorbancia, nédo interferindo no grupo assocgel@antendo o extrato de

llex com a aplicacdo do LED.

5.2 Obtencéoda formulacdo

5.21 FormulacGes dos Géis

No estudo da formulacdo em gel, primeiramente av&@®a obtencdo do gel
base, isto é, a formacao do gel sem a incorporacéo dos extratos. Apos a escolha do melhor
gel base, estudese a incorporacdo dos extratos.

A composi@o das formulacdes gel base desenvolvidas constdela 2
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Tabela 2: Polimeros (CMC, HPM&4M e HPMGK15M) e concentragfes testadas
(2%, 3% e 4%), excipientes e veiculos utilizados para formulagdo dos géis base.

Polimero  Porcentagem Solucao conservante EDTA Agua
(g/ 100 mL)
CMC 2% 1,65 ml 0,059 gsp 100 mL
CMC 3% 1,65 ml 0,059 gsp 100 mL
CMC 4% 1,65 ml 0,059 gsp 100 mL
HPMC 2% 1,65 ml 0,05g gsp 100 mL
(K4M)
HPMC 3% 1,65 ml 0,059 gsp 100 mL
(K4M)
HPMC 4% 1,65 ml 0,05¢g gsp 100 mL
(K4M)
HPMC 2% 1,65 ml 0,05g gsp 100 mL
(K15M)

O polimero HPMC K15M resultou em gel base de alta viscosidade e com grande
guantidade de grumos. Ja nos polimeros CMC e HPMC K4M obssevaunaior
formacédo de bolhas de ar e espuma, porém sem geuowrs boa viscosidade. As bolhas
de ar e espuma sao naturalmente eliminadas marsendo gel em repouso por
determinado periodo

O gel base associado a solu¢ao do extrato que resultou nas melhores caracteristicas
para utilizacdo com adequada viscosidadgi@ apresentando grumos, foi o composto
com opolimero de CMC a 3%. A figuralldemonstra a aparéncia final da formulacéo

em gel contenddlex paraguariensis
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Figura 11: Gel dellex paraguariensi® 5 % com CMC a 3%

Fonte: Acervo do autor.

5.2.2 Avaliacéo do pH

O pHdo gel foi avaliad com ele puro, ond®i observadoo valor de 6,40 e
também com 5% diéex paraguariensisresultando em um pH de 5,97.

Segundo Leonardi, Gaspar e Campos (200K ala superficie cutaneaum
importante indicador funcional da pelresentsse levemente acido (4,6 5,8), isso
contribuipara que ocorra protec&ontra micreorganismos nauperficie.O pH da pele
éfrequentementalterado endevido autilizacdo de produtos tdpicos inadequadogie
deixaa pelesuscetivel a umsérie de agentes agressoif@sessa forma, é importante que
medicamentos tépicos estejam proximos ao pH da pele e sejam adequados para esta

finalidade.

5.3 Estudo reologico

Os gréficos de viscosidade aparente em funigitaxa de deformacédo dos géis
base de CMC a 3% l&ex a 5% obtidos pelo Viscosimetro BrookfieldDv 1 I,
encontranse nadigurasl2 e 13nde caracterizou todos os géis como sendo do tipo ndo
Newtoniano pseudoplastico, em quiainacéo da curva diminui gradualmente com o
aumento da velocidade de cisalhamg@idLTON, 2005; SILVEIRA, 1991)
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Perfil Reoldgico Gel Base CMC 3%
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Figura 12 Relacao entre a viscosidade aparente e a tensao de deformacéo para o gel
base de CMC 3% de sodio a 25; 30; 35°C utilizando o modelo de S{\894)
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Figura 13. Relacao entre a viscosidade aparente e a tensdo de deformacéao para o gel
com llex a 25; 30; 35°C utilizando o modelo de Silvéira91)

A viscosidade aparentdo gel base e do gel contendo o extratolldr séo
similares nas temperaturas de Z5 30C e 35C. Demonstrando uma mudanca
semelhante na viscosidade dos géis com o0 auntentemperatura, quandoatingido
umamaior na taxa de deformacéo.

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

onde por meio dos resultados obtidos em suas pesquisas caracterizaram seu fluido em
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diferentes concentragfesnoo sendo do tipo ndo newtoniana pseudoplagBEvALl;
ESMAIL; VATISTAS, 2001; GHANNAM; NABIL ESMAIL, 1997; KULICKE et al.,
1996)

O perfil pseudoplastico esta presente nas formulagbes que possuem em sua
composicdo polimérica particulas assimétricas, longas com alta massa molecular. Esses
tipo de fluxo tém sua viscosidadparente diminuida quando submetida ao aumento de
tensao de cisalhamentANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; AULTON, 2005)

O comportamasto reoldgico, a estabilidade fisica e a aceitabilidade do consumidor
pela formulacdo em gel estdo diretamente relacionadas ao tipo de polimero utilizado.

O CMC tem sido amplamente utilizado em aplicacdes farmacéuticas e biomédicas
para entrega de medicanmtes de administracdo tOpica com atividades cicatrizantes
devido a sua capacidade absorver o exsudato, promogagiogénese e desbridamento
autolitico (KANIKIREDDY et al., 2020) Os hidrogéis a base de CMdlixiliam no
processo deicatrizagdo impedindo o crescimento de bactérias e mantendo o ambiente
Uumido na area ao redor da feriéstimulando groliferacdo e migracéo de fibroblastos
e queratinocitasacentuando crescimento celular, enzatico, defatores de crescimento
e hormoéniosreduindo o tempo do processoicatricial e dimnuindo a formacéo de
cicatriz(PETTIGNANO; CHARLOT; FLEURY, 2019)

Zekavat et al.(2016) avaliaram g efeitosdo gel de CMC com extrato
hidroalcodlico decascade Punica granatumna cicatrizacdo de feridas cuténeas de
espessura totaAs lesbes em modelo animal foram tratadas topicamente com o gel
contendo o extratale Punica granatum(PCMC), o grupo cadmnole positivo recebeu
somente a aplicacdo do gel base de CMC e o grupo controle negativo, salina estéril. Foi
observado, macro e microscopicamente que a cicatriz@gaorou mais tempao grupo
controle negativo do que nos grupos tratados P@MC ou gel de CMC (melhores
resultados), sugerindo que os efeitos-hatnorragicos e antinecréticos do CMC podem

acelerar a cicatrizacdo de lesdes de pele.

5.4. Espalhabilidade

A capacidade de espalhabilidade e/ou propagacédo de uma formulagéo topica é um
fator impatante na terapia onde representa a facilidade de aplicacdo do produto no local
alvo, capacidade de extrusdo na embalagem e, esta intrinsecamente relacionado a eficacia
terapéutica que resulta da correta absorcéo topica da formulacao (ISAAE et al.,
2008b; TAVAKOLI et al., 205).
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Determinouse a espalhabilidade dos géis de CMC nas concentracdes de 2; 3 e
4%, a temperatura de 25°QNa figura ¥ demostra os resultados obtidos da

espalhabilidade dos géis medidos como extensibilidade, em milimetros quadrados.
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Figura 14: Espalhabilidade dos géis de CMC nas concentragfes de 2; 3 e 4% em 25°C.

Observase nafigura 14 que o aumento da concentracdo do polimero nas
formulacdes levou a uma diminuicdo da area de espalhabilidade idoasgétante do
aumento da sua viscosidade.

Portanto, a escolha da concentracdo do polimero a ser empregado representa um
papel importante no desenvolvimento da formulacéo e dewesselhidaa qual melhor
se encaixa para alcancar a espalhabilidadgatkse

Apesar das formulacdes de cremes e pomadas serem mais utilizadas nos
tratamentos de cicatrizacdo de feridas, ofs®pelo uso do gel devido a associacdo com

a fototerapia, evitando o risco de opacidade que modificaria a dosagem durante a
aplicacdo d LED.
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5.5. Analise histoldgica

Na figura 15 estdo dispostos os cortes histolégicos, com aproximacao
microscépica de @, na coloracdo de hematoxilina eosina (HE), sendo representados os
gruposGC, GL, Gl e GLI, subdivididos em 3, 7, 14 e 21 dias.

ANALISE HISTOLOGICA
3 DIAS 7 DIAS 14 DIA 21 DIAS
CONTROLE
LED
ILEX
LED + ILEX

Figura 15: Fotomicrografia deanimais dos grupo<P,GL, Gl e GLlaos 37, 14 e 21
dias de tratamentdlicroscopia épticeomaumento de @. Coloracdo Hematoxilina
Eosina. Nota: Aepiderme; B) derme; C) crosta; D) angiogénese; E) infiltrado

inflamatorp.

As lesbes caracterizage por um processo inflamatério agudo a subagudo (de
dias a semanas), sendoinflamacéo encontrada do tipo alteratvrasiva, tipica de
epitélios de revestimento (pelefpresentase em uma distribuicdo difusa, com
intensidadevariavel conforme o periodo.

Nos grupos 3 dias do controle e LED ha intensa neoformagéo vascular e exsudato

proteico, enquanto nGl e GLI destacese o infiltrado inflamatério com presenca de
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células polimorfonucleares.

Nos grupos 7 dias ha fendmenos vém@s, exsudativos e proliferativos. Nota
se, nos grupos controle e LED predominancia exsudativa e angiogénese. Nbegrupo
observase a presenca de colageno desorganizado na derme e proliferacao celular na
epiderme. J& nG&LI constatase a deposicdo dmlageno desorganizado na derme e o
inicio da organizacao do epitélio.

Nos grupos 14 dias ha proliferacdo do colageno. Os gapes&LI apresentam
melhor delimitacdo da epiderme em relacéo a derme.

Nos grupos 21 dias ha espessamento da epiderme, ogganida colageno,
presenca de crosta nos gru@s, GL e Gl.

Os gruposGLI e GL obtiveram melhor regeneracdo em relacdo aos demais
grupos, observandge alinhamento do colageno, organizacdo da epiderme, inexisténcia
de crosta e auséncia de infiltrado inflaorio.

Além das caracteristicas visiveis para utilizagdo do CMC como geboassmo
também possui acdo cicatrizante, podendo otimizar a agaexttato dellex
paraguariensis Formulacbes com diferentes concentracdes de CMC promovem uma
melhor adaptaip ao local da ferida e podem auxiliar no processo de cicatrizacédo
(RODRIGUES et al., 2015)CMC é um 6timo polimero para o desenvolvimento de
formulacdes para o tratamento é@eidas pois o polimero sozinho apresenta certa acéo
cicatrizante Analisandese a aplicacdo de CMC &t2em ulceras de perna por 90 dias,
observouse que o polimero teve acao efetiva na reducédo do tamanho da Ulcera, aumento
do tecido de granulacéo, diminuicdo de edema e dor, e reducéo dos custos do tratamento
(RODRIGUES et al., 2015)

Géis de CMC &m sido utilizads com diferente extratos para a contracdo de
férias.Marchianti et al(2021)avaliaram a influéncia de diferentes agentes gelificantes,
incluindo o CMC, adicionados ao gel da fracdo aquoddeteemia mammosa (Lour.)
para cicatrizacdo de feridas. As formulac6es com CMC foram preferiveis devido a menor
capacidade de causar irritacdo na pélambém, JongSeok Park et al(2017)
investigaram os comportamentos e caracteristicas do hidrogel de carboximetilcelulose de
sédio impregnado com mel de castanha {CMC). Os resultados indicaram que o
hidrogel CHCMC otimizau o processo cicatricial proporcionado pelo mel de castanha
guando comparado aos grupos controle (grupo nao tratado e grupo tratado apenas com
hidrogel CMC
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5.6. Andlise de colageno totapor luz polarizada

A figura 16 mostra a analise coiicrosirius Redpara quantificar o colageno
maduro presente na regida lesdo. A birrefringéncia mostra o colageno maduro/
colageno do tipd na coloragcéo vermelha, o colageno imaturo/ colageno do tipo3 pode
ser visualizado na coloracédo esverdeada. Obsesw@upresenca de colageno do tipo |
nos grupossl e GLI em maior gantidade em todos os periodos analisados comparado
aos demais grupos. O grupo tratado apenas com LED apresentou maior quantidade de
colageno tipo | nos periodos 14 e 21 dias.

Na figura 17 estdo presentes as médias e desvio padréo (pixel/area) do colageno
tipo | dos grupos controle positivo 3, 7, 14 e 21 dias, dos grupos trataddkex@n?,
14 e 21 dias, tratados cdiex e LED 3, 7, 14 e 21 dias e tratados somente com LED 3,
7,14 e 21 dias.

O tratamento corflex e llex associado ao LED proporcionaramma aceleracao
do processo de regeneracdo tecidual e proliferacdo de colageno tipo | em todos os
periodos analisados. Ja o grupo tratado somente com Leg@odservar uma melhora
eficaz nos processos de proliferacdo de colageno nos periodos dedidse 21

Kerppers et ali2015)avaliaram a influéncia do LED 627 e 945nm na reposi¢ao
de colageno durante a cicatrizacdo 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 irradiacéo
de 100 segundos e do LED 945nm de 63 segundos, as doses de ambos foram de 7 J/cm?.

E observarangue o LED no comprimento de onda infravermelho proporcionou uma
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regeneracao e estimulacdo do colageno tipo I.

J4 no presente estudo obsergeu grande efetividade regenerativa e de
proliferacdo de colageno tipo | do gellx e também quando este foiasgdo ao LED,
pois houve maior quantidade de colageno tipo | em relacdo aos outros grupos. O
tratamento somente com o LED ndo apresentou grandes quantidades de colageno tipo |
nos periodos de 3 e 7 dias analisados somente nos dias 14 e 21.

CONTROLE

ILEX

ILEX LED

LED

Figura 16. Fotomicrografia dos animais dgsuposCP,GL, Gl e GLI associado aos 3
7, 14 e 21dias de tratamento. Microscopialde polarizada400x. Coloracdo de
Picrosiriusred. Setas brancas mostram colageno imaturo, setas vermelhas apontam

para o colageno madur



Figura 17: Representacao das médias e desvio padr@oldgenpnos gruposC, Gl,
GLI e GLnos periodos de 3 dias, 7 dias, 14 dias e 21 dias. *** p<0,0001; ** p=0,001;
*p<0,05.

5.7. Andlise imunohistoquimica (IHC)

A figura 18 e a figural9 mostram respectivamente, a presenca de VHEGF e
TGFb1 por col or a- «b tneavrer onma.i 00 WE@FR en-a no V|
no grupo controle com média e desvio padrdo de 2,8 + 0,44, enquadt@moorreu no

terceiro dia com média e desvio padrdo detX))70. Na analise estatistica por meio de
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