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RESUMDO

Objetivo: avaliar histologicamente e macroscopicamente a influéncia do 6leo-resina de Copaifera multijuga no processo de cicatrizacao
de feridas cutaneas, comparando com o grupo submetido ao uso da nitrofurazona. Métodos: foram utilizados 36 ratos, divididos em
trés grupos de 12 animais, conforme o tratamento a ser administrado. Grupo SF (controle, recebeu soro fisioldgico sobre a lesao), Grupo
OLEO (tratamento tépico com dleo de Copaiba), Grupo NITRO (tratamento tépico com Nitrofurazona). Foi confeccionada uma ferida
circular de 8mm de diametro no dorso de cada animal. Cada um dos trés grupos de 12 animais foi subdividido em trés subgrupos, de
acordo com o tempo de tratamento e de eutanasia (7, 14 e 21 dias). Todos os animais receberam o tratamento proposto diariamente. As
lesdes foram fotografadas para mensuracao de sua area, bem como, avaliados aspectos macroscépicos. As cicatrizes foram ressecadas
e coradas, para quantificar e qualificar as fibras elasticas, coldgenas, grau de epitelizacdo, neovascularizacao e inflamacao. Resultados:
embora o soro fisiolégico tenha proporcionado um fechamento mais rapido da ferida em sua fase inicial, a partir de 14 dias o tama-
nho das feridas dos trés grupos testados se equivaleu. Niveis de inflamacdo e neovascularizacdo foram semelhantes nos trés grupos.
A quantidade de fibras coldgenas e elasticas foi maior nos grupos Nitrofurazona e Oleo de Copafba. Conclusdo: em ratos machos da
linhagem Wistar, o 6leo-resina de Copaifera multijuga influencia positivamente no processo de cicatrizacao, porém é menos eficaz que

a nitrofurazona na cicatrizacao por segunda intencao.

Descritores: Cicatrizacdo. Plantas Medicinais. Coldgeno. Colageno Tipo I. Colageno Tipo IIl.

INTRODUCAO

N os Ultimos anos, tem-se verificado um crescente inte-
resse pela medicina popular, com a utilizacdo de pro-
dutos naturais para o controle de enfermidades'. Como
consequéncia disso, houve um aumento no numero de
pesquisas com fitoterdpicos, de modo a obter-se medi-
camentos mais baratos e com efeitos semelhantes aos
medicamentos tradicionais?.

Apesar de amplamente comercializado e utili-
zado pela populacdo com as mais variadas finalidades, o
6leo de copaiba ainda deixa duvidas quanto a sua eficacia
e seguranca. Ha problemas no uso do 6leo, tais como
a contaminacao, a autenticidade e a mistura deste com
outros 6leos de origem vegetal, o que além de alterar o
possivel efeito terapéutico desejado, pode se traduzir em
um prejuizo para a saude dos consumidores.

Encontrada principalmente nos biomas da
bacia amazdnica e no cerrado, a “copaibeira”, como é
conhecida popularmente, é uma arvore pertencente ao

género Copaifera, familia das leguminosas, sendo as
principais a C. officinaliis, C. reticulata, C. langsdorffii, C.
quyanensis e C. multijuga, de cujos troncos se extrai um
Oleo-resina ou balsamo?#3, Utilizado desde o Século XVI
para fins medicinais*® o 6leo de copaiba é descrito na lite-
ratura como antiedémico®, anti-inflamatoério®”#, antibac-
teriano®?, insetifugo68, antifungico™ e cicatrizante®'". £
popularmente adotado no tratamento de diversas enfer-
midades como cistites, bronquites, diarreias cronicas, reu-
matismo, psoriase, antitumor?® e antiblenorragico®.

Estes efeitos terapéuticos se devem a presenca
de diterpenos e sesquiterpenos'?, como o acido copalico
e 0s sesquiterpenos B-cariofileno e o a-copaeno'. Segun-
do o modelo de Paiva’, em que foi induzida a formacao
de colite através da aplicacdo de acido acético em ratos, o
oleo de copaiba se mostrou um potente agente anti-infla-
matorio, o que foi, nesta ocasido, atribuido ao fato de o
diterpeno inibir a atividade de transcricao do Fator Nucle-
ar — Kb (FN-kB)'", uma importante molécula envolvida no
processo de ativacao celular na resposta imune inata'.

1 - Faculdade Evangélica do Parana, Curso de Medicina, Curitiba, PR, Brasil. 2 - Universidade Federal do Amazonas, Departamento de Quimica,

Manaus. AM, Brasil.
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A nitrofurazona é um agente bactericida da fami-
lia dos furanos, que tem como mecanismo de acéo a ina-
tivacdo de proteinas ribossomais e outras macromoléculas,
com consequente inibicdo da sintese de proteinas, DNA,
RNA e sintese de parede celular, blogueando o metabo-
lismo aerobico das células bacterianas. Pode ser emprega-
do como adjuvante no processo de cicatrizacao de feridas
cutaneas, uma vez que além da atividade antimicrobiana,
interfere na formacdo de tecido de granulacdo. Seu uso
tépico é adequado pelo fato de que nao sofre absorcao
significativa através de pele integra ou queimada, nem
através de mucosas''s. E encontrada comercialmente na
forma de pomada (30mg), na concentracao de 2mg/g.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar histologica-
mente e macroscopicamente a influéncia do 6leo-resina
de Copaifera multijuga na cicatrizacdo em dorso de ratos,
comparando seus resultados com os obtidos através do
uso da nitrofurazona.

METODOS

Foram utilizados 36 ratos, da mesma idade, Rat-
tus norvegicus albinus rodentia mammalia, da linhagem
Wistar, machos adultos, procedentes do Biotério TE-
CPAR. Todos os animais foram aclimatados e mantidos
no biotério da Faculdade Evangélica do Parana (FEPAR),
recebendo agua e racdo prépria para a espécie ad libi-
tum, e respeitados os principios éticos de manuseio e ex-
perimentacdo animal definidos pela Comissao de Etica de
Experimentacao Animal e a Legislacao Brasileira de Ani-
mais de Experimentacdo, Lei Federal n2 6638, de 1979. O
projeto da pesquisa foi submetido a apreciacao e aprova-
cao pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Facul-
dade Evangélica do Paranéa (sob protocolo de aprovacao
numero 004988/2012).

A amostra foi dividida em trés grupos de 12 ani-
mais cada, conforme o tratamento proposto: Grupo con-
trole (Grupo SL) — recebeu apenas soro fisioldgico 0,9%
sobre a lesao; Grupo teste (Grupo OLEQO) — recebeu tra-
tamento topico com 6leo de Copaiba puro, na dose de
0,3ml ao dia; e Grupo de comparacao (grupo NITRO) —
recebeu tratamento tépico com Nitrofurazona (2mg/ml)
0,3ml ao dia.

Todos os animais foram pesados, identificados e
divididos em grupos de 12 animais. Cada um destes gru-

pos foi subdividido em trés gaiolas, cada uma com quatro
animais, de acordo com o tempo a que serdo submetidos
a eutanasia, sendo estes sete, 14 e 21 dias’®.

Com o animal devidamente anestesiado com o
uso de isofluorane inalatério em campanula anestésica,
até o plano profundo, foi feita a tricotomia do dorso
do animal preso em uma prancha em decubito ventral,
com tesoura e lamina de barbear descartavel?. Em se-
guida foi feita a antissepsia do local com &lcool 70%?
e confeccionada uma ferida circular com o uso de um
punch dermatolégico, medindo 8mm de diametro, re-
tirando-se pele e subcutaneo, sem lesar a aponeurose
subjacente. A hemostasia foi feita por compressao digi-
tal com gazes'®.

Todos 0s animais receberam diariamente o trata-
mento tdpico proposto para cada grupo, respeitando-se
o intervalo de 24 horas entre as aplicacoes, sendo que em
cada uma destas aplicacoes, foi confeccionado um cura-
tivo com gaze, preso ao redor do animal com micropore,
de modo que os animais ndo sofressem limitacdo das in-
cursdes respiratorias e nao tivessem contato direto com
suas feridas e as feridas dos outros animais da gaiola. O
controle da dor no pés-operatorio foi feito com o uso de
tramadol 50mg/ml na dose de 5mg/dia, por via intramus-
cular, durante trés dias.

Ao término de cada prazo pré-estabelecido (7,
14 e 21 dias), quatro animais de cada grupo foram nova-
mente pesados e mortos através de overdose anestésica
com isofluorane inalatério. Os animais foram entdo pre-
sos novamente na prancha do procedimento cirdrgico,
onde tiveram as lesdes analisadas macroscopicamente
por meio de fotografias de alta resolucao (8mp), obtidas
a partir de uma camera fixa em um pedestal, com foco de
luz auxiliar e uma escala (régua milimetrada) presente no
campo. As imagens obtidas foram submetidas a analise
de um software (AutoCad 2013), sendo mensurada com
precisdo a area de cada ferida'®.

As cicatrizes cutaneas dos animais mortos fo-
ram ressecadas respeitando-se uma margem de ao me-
nos 3mm do bordo da lesdo, e imediatamente acondi-
cionadas em frascos previamente identificados e fixadas
em formalina tamponada. A confeccdo das laminas foi
realizada no laboratério de Histotécnica da FEPAR com
coloracdo de HE para anélise morfométrica (epitelizacao,
classificacdo e grau de processo inflamatério, e vascula-
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Figura 1. Area da ferida em funcdo do tempo de experimento

rizacao), coloracdo de Sirius-red (quantificado e qualifi-
cado o coldgeno, quanto aos seus tipos | ou lll) e colo-
racdo de Weigert para andlise de fibras elasticas. Para a
avaliacdo das laminas em HE, o mesmo patologista, por
meio de microscopia 6ptica, observou e laudou todas as
laminas sem tomar conhecimento do grupo pertencente.
Na avaliacdo da quantidade e do tipo de fibra colagena,
bem como, na avaliacdo da quantidade de fibras elasti-
cas, foram capturadas cinco imagens de cada ferida. As
imagens foram obtidas com auxilio de um microscépio
com camera acoplada e lente de luz polarizada. Em se-
guida, as imagens foram submetidas ao software Image-
Pro 2013, que fez a contagem da quantidade de fibras
colagenas tipo | e tipo Il em cada lamina, bem como, a
contagem das fibras elasticas'’.

Para descricdo de varidveis quantitativas fo-
ram consideradas as estatisticas de média, mediana,
valor minimo, valor maximo e desvio padrao. J& para
descricao de varidveis qualitativas foram consideradas
frequéncias e percentuais. Para comparacao de grupos
independentes (grupos em cada momento e momen-

Tabela 1 - Epitelizacdo da ferida por grupo conforme o dia de analise
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Figura 2. Fibras coldgenas Tipo lll: Area ocupada no campo de mi-
croscopia pelas fibras de coldgeno tipo lll, medido em mi-
crémetros?.

tos dentro de cada grupo) foi considerado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p menores
do que 0,05 indicaram significancia estatistica. Os da-
dos foram analisados com o programa computacional
Statistica v.8.0. Todos os resultados receberam trata-
mento estatistico, adotando-se p<0,05 como nivel de
significancia.

RESULTADOS

Em cada momento os grupos foram comparados
testando-se a hipdtese nula de resultados iguais nos trés
grupos versus a hipdtese alternativa de resultados dife-
rentes. Pudemos observar que quando as areas das fe-
ridas foram comparadas entre si, dentro de um mesmo
momento do experimento, ndo houve significancia esta-
tistica (p>0,05). Embora os grupos SL e OLEO tenham ob-
tido um resultado melhor nos primeiros sete dias, ao 142
dia do experimento todos os animais possuiam feridas de
area muito semelhante, permanecendo nessa tendéncia
até a cicatrizacdo completa. Na figura 1 sdo apresentadas

Grupo SF Grupo NITRO Grupo OLEO
Dias de evolucao Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente
7 1 3 4 0 4 0
14 4 0 4 0 4 0
21 4 0 4 0 4 0
Total 9 3 12 0 12 0
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Coldgeno Tipo |

Figura 3. Fibras coldgenas Tipo I: Area ocupada no campo de micros-
copia pelas fibras de colageno tipo |, medido em micréme-
tros2.

as estatisticas da varidvel area em funcdo de tempo den-
tro de cada grupo testado.

Os critérios inflamacado, epitelizacdo e neo-
vascularizacdo foram analisados com base em anélise
histopatolégica das laminas coradas com HE (Tabelas
1,2e3).

Analisando e quantificando as fibras colagenas
tipo lll e tipo | em cada grupo e comparando com o
tempo de andlise, obtivemos os dados expostos nas fi-
guras 2 e 3.

Observamos que o soro fisiolégico teve o pior
desempenho, nado estimulando a producao de coladgeno
na mesma proporcao que os outros compostos testados.
0 Oleo de Copaiba mostrou-se mais capaz de converter
o colageno tipo Il (jovem) em coldgeno tipo | (maduro),
fato este que tem efeito positivo, uma vez que quanto
maior a quantidade de coldgeno maduro, maior a resis-
téncia mecanica da ferida.

Utilizando-se do mesmo método aplicado para
a mensuracao das fibras colagenas (a excecao da colo-
racdo utilizada, que nesse caso se trata da coloracao de
Weigert), obtivemos a estimativa da quantidade de fibras
elasticas em cada ferimento (Figura 4). As fibras elasticas

Fibras Elasticas

Figura 4. Fibras elasticas: Area ocupada no campo de microscopia pe-
las fibras elasticas, medido em micrémetros2.

sdo essenciais na medida em que conferem elasticidade
ao tecido, mas conforme este fica mais maduro, a ten-
déncia é que algumas delas se juntem ao colageno, tor-
nando assim o tecido mais resistente.

DISCUSSAO

O Brasil possui uma flora riquissima em plantas
e compostos de uso medicinal, fato que tem despertado
cada vez mais o interesse de pesquisadores, instituicdes e
universidades interessadas nos tratamentos fitoterapicos
ou em busca de novos compostos. Visto que ndo sé o
6leo de copaiba como também outros compostos pos-
suem inumeras variedades de espécies dentro da natu-
reza, torna-se um desafio para o pesquisador conseguir
encontrar estudos que possam ser diretamente compa-
rados com o seu, além da dificuldade de uniformizar os
métodos de pesquisa.

A cicatrizacdo cutanea é um processo comple-
x0, influenciado por uma série de fatores, como estado
nutricional, doencas sistémicas, infeccao local ou sisté-
mica concomitante e extensao da ferida entre outros?.
No presente estudo, foram escolhidos ratos da linhagem

Tabela 2 - Presenca de inflamacao na ferida por grupo conforme dia de anélise

Grupo SF Grupo NITRO Grupo OLEO
Dias de evolucdo Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente
7 4 0 4 0 4 0
14 2 2 1 3 4 0
21 2 2 0 4 0 4
Total 8 4 5 7 8 4
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Tabela 3 - Neovascularizagdo da ferida por grupo conforme dia de analise

Grupo SF Grupo NITRO Grupo OLEO
Dias de Evolucao Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente
7 4 0 4 0 4 0
14 4 0 4 0 4 0
21 4 0 2 2 4 0
Total 12 0 10 2 12 0

Wistar para os ensaios experimentais, devido a riqueza
de dados disponiveis na literatura sobre caracteristicas
da pele e do processo cicatricial desses animais, bem
como, uma grande resisténcia a processos infecciosos
e a agressoes cirurgicas, além de ser de facil obtencao
e manuseio. Os animais selecionados para o estudo fo-
ram obrigatoriamente machos, para que nao houvesse
interferéncia da variacdo hormonal devido ao ciclo estral
das fémeas, o que poderia interferir no processo de re-
paracao tecidual®.

Observou-se neste estudo que nao houve dife-
renca significativa entre as médias das areas das feridas,
exceto pelo fato de que as feridas do grupo nitrofurazo-
na tiveram uma menor tendéncia a reducao do tamanho
no sétimo dia quando comparada aos dois outros grupos,
sendo que esta diferenca ndo foi observada aos 14 e 21
dias, fato corroborado por outros estudos?.

Os achados de inflamacéo, epitelizacdo e neo-
vascularizacdo foram semelhantes em outro estudo, ten-
do sido possivel observar inicialmente maior presenca de
componente inflamatério no grupo copaiba, com evolu-
¢ao para o desaparecimento do processo inflamatério ao
212 dia em todos os grupos?. Todas as feridas mostraram
uma excelente capacidade de neoangiogénese e, na mi-
croscopia 6ptica, pdde-se observar uma rica trama capilar
com presenca de células endoteliais e hemacias, o que vai
de encontro ao descrito por Estevao'®.

Na quantificacdo de fibras coldgenas notou-se
gue ao sétimo dia o 6leo de copaiba mostrou-se mais
eficaz do que os outros dois compostos na inducao da
formacao de colageno, predominantemente do tipo I, o
gue vai contra o achado de Vieira®, em que os animais do
grupo ¢6leo de copaiba apresentaram menor quantidade
de fibras coldgenas quando comparados aos animais do
grupo soro fisioldgico. Essa divergéncia de dados pode
ser devido ao fato de que naquele experimento foi utiliza-

da a Copaifera reticulata ao invés da Copaifera multijuga,
empregada neste estudo.

No segundo momento de afericdo, aos 14 dias,
houve uma alta expressiva na quantidade de colageno
tanto do tipo | quanto do tipo lll nas feridas do grupo ni-
trofurazona, alcancando niveis préximos aos de uma pele
saudavel (proporcao 4:1)'. Ndo houve um aumento sig-
nificativo no nimero de fibras no grupo copaiba, sendo
que o grupo soro fisiolégico equiparou-se a este.

Com 21 dias de experimento, pudemos obser-
var que tanto o grupo OLEO quanto o NITRO alcanca-
ram bons niveis de fibras colagenas, suficientes para
manter a resisténcia do tecido e a forca de retracdo. O
grupo SL ndo se mostrou um bom agente indutor da
formacao de fibras colagenas, ficando com aproximada-
mente 20% a menos de fibras coldgenas totais do que
0S 0oUtros grupos.

Pela coloracdo de Weigert, foi possivel mensu-
rar a quantidade de fibras elasticas em cada ferida, que
conferem maior elasticidade ao tecido além de se entre-
mearem com o coladgeno, conferindo maior resisténcia. A
nitrofurazona foi o composto que mostrou ser o melhor
indutor de formacao de fibras elasticas, mas foi acompa-
nhado de perto pelos dois outros grupos até o 142 dia.
No 212 dia houve uma grande queda nos niveis de fibras
elasticas no grupo SF, sendo que os grupos NITRO e OLEO
terminaram o experimento com niveis muito similares.

Concluimos que em ratos machos da linhagem
Wistar, o 6leo de Copaiba contribuiu positivamente na
cicatrizacao de ferida cutanea por segunda intencao, po-
rém, devido a dificuldade de obtencdo de um 6leo-resina
com boa procedéncia, seu uso fica limitado. Os autores
sugerem a realizacao de trabalhos sobre os efeitos sisté-
micos do uso do 6leo de Copaiba, para que se possa ob-
ter mais dados cientificos e, além disso, obter bases para
0 uso desse composto por parte da populacao.
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ABSTRACT

Obijectives: to evaluate, histologically and macroscopically, the influence of Copaifera multijuga (Copaiba) oil-resin on the healing process
of cutaneous wounds, comparing it with nitrofurazone. Methods. we divided 36 rats into three groups of 12 animals, according to the
treatment to be administered. Group SL (control) received saline on the lesion, the Group OIL received topical treatment with Copaiba oil;
and the Group NITRO was treated with Nitrofurazone. We inflicted a circular wound of 8mm in diameter on the back of each animal. We
subdivided each of the three groups of 12 animals into three subgroups, according to treatment time and euthanasia (7, 14 and 21 days). All
animals received the proposed treatment daily. We photographed the lesions for area measurement, as well as for evaluation of macroscopic
aspects. We resected and stained the scars to quantify and qualify elastic fibers, collagen, degree of epithelization, neovascularization and
inflammation. Results: although the saline solution provided a faster wound closure in its initial phase, after 14 days the wound size of the
three groups tested was the same. Levels of inflammation and neovascularization were similar in all three groups. The amount of collagen
and elastic fibers was higher in the Nitrofurazone and Copaiba oil groups. Conclusion: in male Wistar rats, Copaifera multijuga oil-resin

positively influences the healing process, but it is less effective than nitrofurazone in healing by secondary intention.

Keywords: Wound Healing. Plants, Medicinal. Collagen. Collagen Type I. Collagen Type IIl.
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