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GIESBRECHT PCP Efeitos da pomada de éleo de copaiba em queimadura cutanea em
rato. [Dissertacdo de Mestrado]. Vila Velha-ES: Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal, UVV —
Centro Universitéario Vila Velha, 2011.

RESUMO

O processo de reparacdo cutanea apos queimadura constitui um complexo mecanismo em que
fatores como infeccdo, edema e inflamacdo prolongada contribuem para criacdo de cicatrizes
hipertroficas, por vezes limitantes. Acidentes com animais domésticos envolvendo agentes
causadores de queimadura tornaram-se rotina no consultério veterinario. Muitos recebem o
primeiro atendimento com produtos de conhecimento popular para cicatrizacdo, a maioria
sem fundamentacédo cientifica. Este estudo pretende avaliar macro e microscopicamente 0s
efeitos da pomada de 6leo essencial de copaiba a 1% na cicatrizacdo de queimadura cutanea
induzida por metal aquecido. Para tal, foram utilizados 31 ratos Wistar, idade media de 223
dias, sete animais para biopsia de pele integra (dia 0) e o restante dividido em trés grupos
submetidos aos respectivos tratamentos: grupo controle, com higiene com solucéo salina;
grupo placebo, tratado com pomada base sem principio ativo e grupo 6leo de copaiba
(pomada de 6leo essencial de copaiba a 1%). Acompanhados diariamente por um periodo de
30 dias, as caracteristicas macroscopicas e fragmentos para histopatologia foram coletados
nos dias 3, 7, 14 e 21 pds queimadura. O modelo linear estimado explicou 86,7% da variacao
das areas do grupo controle, 91% do placebo e 89,6% copaiba. Todos 0s grupos tiveram retas
altamente significativas (p = 0,0) com angulos diferentes de zero e coeficientes angulares
negativos (controle = -0,933; placebo= -0,954 e copaiba = -0,947) demonstrando que todas as
feridas reduziram. Comparando o angulo da reta do grupo pomada-teste com 0s outros
percebe-se que seu valor foi maior e altamente significativo. Na avaliacdo macroscopica foi
observada a agdo anti-edematosa da pomada de 6leo de copaiba a 1% na fase inflamatoria
aguda e reducdo significativa no tempo de cicatrizacdo total (p = 0,01). A avaliagéo
microscopica demonstrou maior angiogénese, melhor organizacdo das fibras colagenas e
menor dissociacdo destas (menor edema) no grupo pomada-teste. Concluiu-se que a pomada
de 0leo essencial de copaiba a 1% acelera a cicatrizagdo de queimaduras em ratos.

Palavras chave: cicatrizagdo, Copaiffera, 6leo de copaiba, queimadura, ratos



GIESBRECHT PCP Efeitos da pomada de éleo de copaiba em queimadura cutanea em
rato. [Dissertacdo de Mestrado]. Vila Velha-ES: Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal, UVV —
Centro Universitéario Vila Velha, 2011.

ABSTRACT

The repair process after a cutaneous burn is a complex mechanism in which factors such as
infection, prolonged swelling and inflammation contribute to the development of hypertrophic
scars, sometimes limiting function. Accidents involving domestic animals with products that
cause burns have become routine in veterinary practice. Many of them are treated with
products used in the popular medicine, most without scientific foundation. This study aims to
evaluate macro and microscopically effects of the 1% ointment of Copaiba essential oil on
the healing process of heated metal burn-induced skin. To this end, we used 31 Wistar rats,
mean age 223 days, seven animals for biopsy of healthy skin (day 0) and the rest divided into
three groups submitted to the respective treatments: control group, treated with saline
hygiene; placebo group, treated with ointment base without the active group, and Copaiba oil,
treated with 1% ointment of Copaiba essential oil. Animals were monitored daily for a period
of 30 days. Macroscopic features and fragments for histopathological analysis were obtained
on days 3, 7, 14 and 21 post burn. The estimated linear model explained 86.7% of response
areas in the control group, 91% for placebo and 89.6% for Copaiba. All the groups had
straight highly significant (p = 0.0) with different angles of zero and negative slopes (control
= -0.933; placebo = -0.954 and -0.947 = Copaiba) showing that all the wounds reduced size.
Comparing the angle of straight-ointment group test with the others demonstrated that its
value was greater and highly significant. In the macroscopic evaluation the anti-edematous
action of 1% ointment of Copaiba oil in the acute inflammatory phase and a significantly
reducing time for the complete healing (p = 0.01). Microscopic evaluation showed increased
angiogenesis, better organization of collagen fibers and less dissociation of these (less
swelling) in the ointment-test. It was concluded that the 1% ointment of Copaiba essential
accelerates the healing of burns in rats.

Key-words: healing, Copaiffera, copaiba oil, burn, rats.
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1. INTRODUCAO

No Brasil ndo ha dados estatisticos oficiais sobre o nimero de acidentes por
queimadura envolvendo animais. No entanto, o aumento da criagdo doméstica tem elevado a
procura por atendimento clinico a estas ocorréncias. Clinicos veterinarios geralmente se
defrontam com leigos medicando ferimentos de animais com substancias nem sempre com
acdo conhecida ou comprovada'.

Nos Estados Unidos ocorre um milhdo de casos de queimadura a cada ano em
humanos, dos quais cinco mil evoluem para 6bito, sendo a quarta causa de morte nao
intencional®.

Queimaduras sdo feridas traumdticas causadas por agentes térmicos, quimicos,
elétricos ou radioativos. O grau e a gravidade variam de acordo com a intensidade do agente
ou fonte, tempo de exposi¢do, profundidade da lesdo, localizagcdo corpérea e condigdes
nutricionais do paciente **.

A cicatrizagdo ¢ um processo complexo. As falhas mais importantes nesse processo
ocorrem nos primeiros estdgios, produzindo edema acentuado, reduzindo a proliferagao
vascular e diminuindo os elementos celulares, como leucdcitos, macréfagos e fibroblastos’.

Em lesdes cutaneas por queimadura, a extensdo da perda tecidual dificulta ou mesmo
impossibilita a aproximag¢ado das bordas, e ocorre cicatriza¢do por segunda intencdo, que ¢ um
processo lento, com alto risco de infec¢do, produzindo retragdo cicatricial, cicatrizes extensas
e alto custo de tratamento®.

O tratamento local ideal para a lesdo ¢ aquele que, ao mesmo tempo, controla o
crescimento bacteriano, remove o tecido desvitalizado e estimula o crescimento dos
queratindcitos”®. E universalmente aceito que o topico mais eficaz para o controle da infec¢io
local ¢ a sulfadiazina de prata, mas os testes in vitro t€ém demonstrado que a prata inibe o
crescimento dos queratindcitos’.

Embora ja existam produtos contendo fatores de crescimento que vao reduzir metade
do tempo para ocorrer a epitelizacdo, ainda ndo sdo amplamente difundidos no mercado pelo
seu elevado custo®,

O reparo de uma extensa lesdo de queimadura tem sido um grande problema. Os
estudos que abordam este tema tém como principais objetivos o desenvolvimento de
tratamentos medicamentosos, de baixo custo visando promover um rapido reparo da area

injuriada. Os enxertos de pele natural ou sintética e coberturas com tampdes medicamentosos
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a base de prata, sulfonamidas, cério e clorexidina t€ém sido os mais utilizados, gerando alto
custo econdmico'’.
Varios estudos tém buscado alternativas terapéuticas como: acido hialurénico'’,

1213 hidrogel a base de o6leo de Melaleuca alternifolia Chell (Myrtaceae)™,

laserterapia
membranas biologicas'”, acupuntura'® entre outros, para incentivar o processo de cicatrizagdo
de queimaduras e minimizar as sequelas.

A fitoterapia tem sido amplamente investigada como um recurso terapéutico no
auxilio da cicatrizacdo de feridas cutdneas em animais. Cita-se o uso 6leo de semente de
girassol'’, de Calendula officinallis L. (Asteraceae)'®, do extrato de Passiflora edulis Sims
(Passifloraceae)’” e da pomada a base de sementes de jaqueira, Artocarpus heterophylla
Lam.(Moraceae)™. Porém sio escassos os estudos especificos em queimaduras.

O Brasil ¢ um viveiro inesgotavel de plantas medicinais e de grande aceitagdo pela
populacdo, entretanto, muitas destas ndo possuem comprovagdo cientifica de sua eficacia.
Estudos estao sendo realizados, baseados na medicina popular, para avaliar as propriedades

.. - L S . 21,22
antiinflamatodria, analgésica e cicatrizante do 6leo de copaiba™ .

Os estudos sobre a atividade cicatrizante do 6leo de copaiba tem se concentrado na
fase resinosa, devido a presenca de diterpenos, com propriedade comprovada

cientificamente® apesar de nio se conhecer ao certo seu mecanismo de acio™".
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queimadura

Nos paises desenvolvidos, a taxa de queimaduras em humanos esta em declinio, gragas
aos programas de prevencao e rigorosas normas de construgdo civil. Mesmo assim, o risco de
queimadura nos paises em desenvolvimento como o Brasil ainda é muito alto®.

Apesar dos avangos no tratamento, as taxas de mortalidade continuam elevadas.
Invariavelmente, muitos dos métodos aplicados nos curativos sdo ainda controversos°.

Segundo dados do Projeto Esperanca Animal®’ as queimaduras em animais tém como
causas mais comuns os agentes térmicos (dgua ou superficie quente e fogo) e os quimicos
(acidos e substancias cdausticas). As situagdes mais freqiientes sdo: ingestdo de alimentos
caseiros quentes, dgua fervente derramada sobre o animal, animais que lambem produtos de
limpeza, exposi¢cao excessiva ao sol e outros.

As queimaduras de primeiro grau apresentam clinicamente a epiderme eritematosa,
edemaciada e sdo dolorosas™. A resolugdo se d4 em aproximadamente cinco a sete dias®'.

Nas queimaduras de segundo grau, clinicamente, a pele se apresenta eritematosa, com
presenca de bolhas, edema acentuado e é extremamente dolorosa. A histologia, apresenta
vasodilatagdo acentuada na derme e necrose coagulativa. Podem ser diferenciadas em
superficial e profunda. As queimaduras de segundo grau atingem toda a epiderme e por¢ao da
derme, conservando uma quantidade razoavel de foliculos pilosos e glandulas sudoriparas. A
reepitelizagdo ocorre pelo crescimento de queratindcitos a partir da membrana basal da
epiderme, que reveste os anexos dérmicos na profundidade da derme. Evoluem para reparagao
total da pele entre 14 ¢ 21 dias®™.

As queimaduras de terceiro grau envolvem a necrose total da epiderme e da derme,
nao havendo a possibilidade de reepitelizacdo por ndo existirem anexos dérmicos viadveis.
Produzem severas lesdes. Alguns autores consideram como lesdes de quarto grau as areas
carbonizadas®'.

As manifestagdes locais mais importantes da queimadura, independente do grau ou
extensao, sdo as formagdes de substancias toxicas e seu acumulo, dor intensa, perda de liquido
corporal, destruigdo dos tecidos e, devido a perda da barreira protetora, as infecgdes”.

A ferida de queimadura apresenta trés areas: necrose central, estase € a mais externa,
que ¢ conhecida como hiperemia reativa. Em decorréncia da acdo da ruptura dos

queratinocitos, hé liberagdao de actina que atrai plaquetas. Estas chegam dentro dos primeiros
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segundos e liberam alfa tromboxano A, que por sua vez ativa a cascata da coagulacao e o
PDGF (fator de crescimento liberado das plaquetas), que também atua como quimiotatico
ativando a segunda categoria de células, os polimorfonucleares®.

Os leucdcitos comegam a aderir a parede do capilar mais proximo da lesdo, por meio
da molécula de L-selectina e secretam elastase, que separa as células endoteliais. Apos a
separacao de células endoteliais, hd alteracdes da permeabilidade capilar e edema, que ¢ a
caracteristica fisiopatologica das queimaduras'®.

Ocorre exposi¢ao do coldgeno, com consequente ativagdo e liberagdo de histamina
pelos mastocitos, aumentando a permeabilidade vascular, levando ao edema e a
hipovolemia®'. O Fator de Necrose Tumoral (TNF), por meio da inducio de inflamagio,
aumenta a permeabilidade capilar e migragio de leucocitos®.

Estas reagdes tém inicio alguns minutos apds a queimadura, atingindo pico maximo
em oito horas e regredindo progressivamente até voltar ao normal. Apos a metabolizagdo das
substancias desencadeadoras do aumento da permeabilidade vascular, o que ocorre em torno
de 18 a 24 horas, o poro capilar retorna ao seu didmetro original, aprisionando o coldide na
area queimada, sustentando o edema tecidual®'.

Em seguida a fase inflamatoria aguda, ocorre a fase proliferativa da cicatriza¢ao que ¢
dividida em trés subfases e ¢ responsavel pela formacao do tecido de granulagdo. A primeira
subfase ¢ a reepitelizagdo que ocorre pela migragdo de queratindcitos das bordas e anexos
remanescentes; a segunda ¢ a fibroplasia, na qual ocorre proliferagdo de fibroblastos e
produgdo de colageno, elastina e outras proteinas; a terceira ¢ a angiogénese que ocorre
paralelamente & fibroplasia, onde os novos vasos dardo suporte 4 formagdo da nova matriz’ .

As fases finais do processo cicatricial sdo constituidas pela contracdo e aumento da
resisténcia da cicatriz. A contragdo ¢ a reducgdo de parte ou de toda a area da ferida aberta,
ocorrendo de forma centripeta, a partir das bordas da lesdo sendo provocada pelos filamentos
de actina dos miofibroblastos. A ultima fase ¢ a de maturagcdo ou remodelagdo, onde ocorre a
substitui¢do do colageno tipo 3 pelo tipo 1, absor¢do de dgua, diminui¢do do numero de vasos

. . . 34,35
e pelo rearranjo das moléculas de colageno™".
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2.2 Oleo de copaiba

136

As copaibeiras sao arvores comuns a América Latina e Africa Ocidental™ pertencentes

a familia das Leguminosae, subfamilia Caesalpinoida, género Copaifera que alcangam de 25

a 40 metros de altura, podendo viver até 400 anos®®.

Da perfuracao do tronco dessas arvores (sem corte das mesmas) ¢ extraido o 6leo de

copaiba que funciona como defesa da planta contra animais, fungos e bactérias™ .

A partir do século XVI, os primeiros colonizadores das Américas relataram que as
indias aplicavam este 6leo no umbigo dos recém-nascidos e os guerreiros, apos as batalhas,
em seus ferimentos, sendo observada sua utilizagdo como agente antiinflamatorio e
cicatrizante. Este conhecimento dos indios adveio da observagao de que animais quando
feridos esfregavam-se no tronco das copaibeiras para cicatrizarem suas feridas®. Os colonos
também descobriram que o 6leo de copaiba pode ser utilizado como anti-séptico das vias

« g . , . 4
urinaria e respiratoria 0,

Através da andlise cromatografica do 6leo de copaiba foi verificado que a fracao
volatil ¢ composta por sesquiterpenos, que solubiliza uma fragdo resinosa, composta por
diterpenos®'. A regido sesquiterpénica é composta predominantemente por B-cariofileno,
seguida de o-humuleno, mas também possui componentes importantes como o a-bisaboleno.

r

Ja a regido diterpénica ¢ composta por acido copalico, acido agalético, acido 11-

. . ,qe . ,qe , . e g .. , . L. 42.43
hidroxicopélico,11-acetoxi-copalico, acido hardwickiico e o 4cido carenoico, entre outros ™.

O acido carendico possui agao antiinflamatoria® por inibir a atividade de transcri¢ao
do Fator Nuclear - kB (NF-kB), que ¢ uma molécula envolvida no processo de ativagdo dos

macrofagos™. Porém tem sido atribuida, & fase resinosa, uma atividade irritante sobre a pele*’.

A oleorresina extraida pode variar em relagdo a concentragdo e natureza dos
diterpenos e sesquipertenos presentes, de acordo com variagdes de espécies, fatores biologicos
) cre 4 ,
como insetos ¢ fungos ou fatores abidticos®. Porém apenas essas classes podem estar

presentes na composicio da oleorresina pura®’.

Entre os diterpenos, o acido copalico ¢ usado como marcador da oleorresina da
copaibera, tendo em vista que foi o Unico encontrado em todos os 6leos analisados por
cromatografia gasosa para identificacio da composi¢do dos mesmos™®. Em relacdo aos
sesquiterpenos da fragdo volatil, o principal constituinte relatado tem sido o B-cariofileno que
¢ descrito na literatura como antiedémico, antiinflamatorio, bactericida e insetifugo46. Em um

estudo realizado foi verificado que o B-cariofileno inibe significativamente a migracdo celular
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e o extravasamento protéico. Este estudo também sugere que ele atua inibindo a cascata do
acido araquidénico, mas ndo foi possivel descrever seu mecanismo de acdo*. Também tém

. o . .. , , . . 46
sido atribuidas propriedades antiinflamatodrias e analgésica ao a-bisaboleno™.
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3. OBJETIVO GERAL

Separar a fra¢do volatil da oleorresina de copaiba e avaliar seu efeito sobre a

cicatrizacdo de queimadura cutanea induzida no dorso de ratos.

3.1 Objetivos especificos:

Extrair e identificar a composi¢do qualitativa e quantitativa do dleo essencial da
oleorresina de copaiba adquirida para o experimento.

Incorporar o 6leo essencial de copaiba a 1% a uma base de pomada oleosa.

Avaliar macro e microscopicamente o processo de cicatrizagdo das queimaduras
tratadas com a pomada produzida.

Identificar sinais de toxicidade com a aplicacdo topica da pomada em ratos.

Propor o uso da pomada de 6leo de copaiba como cicatrizante de queimadura cutanea

em animais.
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4. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Centro Universitario Vila Velha (UVV/ES). Os
animais foram mantidos no Biotério do Complexo Nossa Senhora da Penha e acompanhados
pelo veterinario Professor Dr. Vinicius Ricardo Cuiia de Souza. A pomada de 6leo essencial
de copaiba foi desenvolvida pelo farmacéutico Professor Dr. Ary Gomes da Silva, no

laboratorio de Producao Farmacéutica da UVV.

4.1 Animais

Foram utilizados 31 ratos Wistar, fémeas, peso médio de 263 + 8 gramas, idade média
de 223 + 32 dias. Sete animais foram utilizados para bidpsia de pele integra e posteriormente
disponibilizados para outros experimentos. Os animais restantes foram divididos
aleatoriamente em trés grupos com oito individuos em cada: controle (GC), placebo (GP) e
tratamento com pomada de 6leo de copaiba (GOC). Os ratos foram mantidos em gaiolas
individuais, ambiente climatizado com temperatura média de 22° C, ciclo dia/ noite definido,

alimentados com ragdo comercial ¢ agua ad libitum.
4.2 Procedimentos

4.2.1. Indugao das queimaduras

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de oito horas, A sedacdo foi feita com
Cloridrato de Xilazina (1,0 mg/Kg, IM) seguida da indu¢do e manutengdo com Cetamina
(30,0 mg/Kg, IM). Apds a tricotomia do dorso e antissepsia com polivinilpirrolidona iodo a
1% (PVP-]) foi produzida a queimadura por contato com barra de metal de 200 g com area de
3,8 cm * (figura 1), aquecida em 4gua a 120°C por 30 segundos e apoiada na pele por 5
segundos sem pressio excedente atingindo a epiderme e derme superficial’’.Todas as
queimaduras foram produzidas de forma similar na regido dorso-toracica e, portanto,
submetidas a mesma tensao da pele. A area foi escolhida seguindo orientagdo de Ramsey et
al.*® quando cita que a contragio das feridas é favorecida na pele mais frouxa e mével, como a
do tronco. Além disso, a regido do dorso impossibilita que o animal coce ou retire a pomada
com lambidas.

A fim de manter a microcirculagdo e impedir a progressao da queimadura, a regido foi

imediatamente coberta com gaze umedecida em solugdo isotonica de cloreto de sodio
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resfriado (NaCl 0,9%), por 60 segundos. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais,

monitorados por 12 horas quanto a evolucao das lesdes e do estado geral.

Figura 1 — Barra de metal com area de 3,8cm ¢ peso de 200 g.
Fonte: foto do experimento.

4.2.2. Obtengdo e purificacao do 6leo essencial

A oleorresina de copaiba foi adquirida por extrativismo em reserva legal numa
propriedade rural do municipio de Santa Teresa, ES (19°55'37"S; 40°35'16"W).

A extragdo, purificacdo e determinagdo da densidade do 6leo essencial foram feitas no
laboratorio de Ciéncias Quimicas da UVV. O o6leo essencial foi extraido por destilagdo de
arraste a vapor em até 6 horas de processo extrativo, até que ndo houvesse mais expressiva
separagdo de 6leo essencial a partir do destilado obtido. Na purificacdo do 6leo essencial, a
agua residual do processo de extragdo foi congelada pela diminuig¢ao da temperatura ao ponto
de congelamento da 4gua para que, uma vez solidificada, o residuo desta se separasse do 6leo
essencial que se mantém em fase liquida. A densidade do oleo essencial obtido foi
determinada gravimetricamente pela pesagem de 1 mL do 6leo em sala climatizada a 20°C.

Na pesagem foi utilizada uma balanga analitica com exatidao de 1,0 mg.
4.2.3 Andlises cromatograficas
A identificagdo dos componentes do dleo essencial foi realizada por cromatografia em

fase gasosa de alta resolugdo, no Laboratorio de Quimica Fina da Tommasi Analitica. O

volume de inje¢do foi 2ul, composto por 1,6 mL de uma solucdo de dleo essencial
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(30mg/mL) e 0,4 mL de uma solugdo de uma série de hidrocarbonetos de C7-C30, como
padrao interno, tendo o n-hexano como solvente.

Na cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas - CG-EM — o
sistema utilizado consistiu de um cromatégrafo a gis da Thermo Scientific® Ultra GC
acoplado a um espectrémetro de massa, Thermo Scientific”. Foi utilizada uma coluna capilar
de silica fundida DB-5 J & W Scientific (30m x 0,25 mm x 0,25 mm). O gas de arraste foi o
hélio e o programa de temperatura da coluna consistiu em aumentos de 3° C por minuto, entre
60° - 240° C. Os espectros de massa foram obtidos em 70 eV, a velocidade de varredura de
0,84 scan/s, na faixa de m/z 40-500%.

O tempo de retencao dos componentes da amostra e uma mistura de n-alcanos de C7-
C30, co-injetados no sistema GC-MS no ambito do mesmo programa de temperatura foram
utilizados para o calculo do Indice de Retencio de Kovats — K1 e do Indice Aritmético de Van
der Dool e Kratz - Al. A identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi baseada nos
espectros de massas obtidos, na comparagao deles com a biblioteca espectral de CG-EM nos

K1 e Al calculados em comparagio com a literatura disponivel®.

4.2.4 Preparacao das pomadas

As pomadas teste e placebo foram produzidas magistralmente no laboratorio de
Producao Farmacéutica da UVV. A pomada teste foi obtida a partir da incorporagdo do 6leo
essencial em vaselina, na concentragdo de 1,0% (peso/peso) de o6leo essencial de copaiba. O
produto final foi armazenado em bisnagas de aluminio opacas, revestidas internamente por
superficie plastica, fechadas com tampa rosquedvel. Nao foram utilizados conservantes em
virtude do meio exclusivamente oleoso da pomada apresentar desprezivel atividade de agua
para permitir a proliferagdo de microrganismos”".

A preparagao do placebo seguiu rigorosamente os mesmos passos da preparacdo e
acondicionamento da pomada teste. As pomadas receberam codigos que identificaram apenas

para os pesquisadores a concentragdo de 1,0% bem como o placebo.

4.2.5 Acompanhamento das lesdes

O tratamento teve inicio 24 horas apo6s a indug¢do da queimadura e foi realizado

diariamente pela manha durante 30 dias. Inicialmente as feridas de todos os grupos foram
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limpas com solugdo isotonica de cloreto de sodio (NaCl a 0,9%) . O grupo controle foi
submetido a limpeza e permaneceu sem nenhum outro tratamento. Utilizando uma paleta de
madeira estéril foram aplicados 500 pL de pomada base no grupo placebo e no grupo 6leo de
copaiba 500 pL de pomada teste. Aguardado 5 minutos para a secagem do produto os animais
foram devolvidos as gaiolas.

Os animais foram acompanhados diariamente quanto ao estado geral da ferida (6timo,
bom, regular), aspecto da ferida (aberta ou fechada; com ou sem crostas) presenca de edema
(O=ausente, 1=discreto, 2=moderado, 3=intenso), exsudato (presente ou ausente) e peso.

No momento 0, 3, 7, 14, 21 e 30 dias ap6s a queimadura as lesdes foram fotografadas
(Camera digital Sony CyberShot H9 distancia de 30 cm). As imagens digitalizadas foram
tratadas para as avaliagdes métricas da evolugdo do processo cicatricial, utilizando o software
ImageTool 3.0, onde a lesdo foi demarcada e a area determinada em mm? . As medidas foram
processadas por um observador sem que o mesmo tivesse acesso a identificagdo da imagem.

Também, as lesdes foram submetidas a mensuragao do maior ¢ menor diametro de
suas bordas com o paquimetro Vernier Calipers 150 X 0.02 MM ( 6” X 1/1000 IN ) CLA 006
(figura 2). A partir destes elementos, a area foi calculada, utilizando-se a equagcao matematica
recomendada por Prata et al Sl A=m.R .1 onde “A” representa a area,” R o raio maior ¢

€9

1’ 0 raio menor da lesao.

Figura 2 — Mensuragao dos diametros da lesdo com paquimetro.
Fonte: fotos do experimento.
O calculo do grau de contragao foi expresso em percentual, utilizando-se as equagdes
matematicas propostas por Ramsey et al*®, 100 x (W, - W; )/ Wo =M + DP, onde : W, = area
inicial da ferida; W; = area da ferida no dia da biopsia ( 0,3,7,14 e 21 dias), M = média e DP =

desvio padrao.
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4.2.6 Avaliacao histolégica

As biopsias de pele integra (dia 0) foram obtidas com Punch de 6 mm na regido do
dorso do animal correspondente a area da lesdo do experimento.

Os tecidos para bidpsias foram retirados com 3, 7, 14 e 21 dias apds a queimadura
utilizando Punch de 6 mm compreendendo os limites da lesdo e do tecido integro. A lesao foi
dividida em quatro quadrantes delimitando uma regido especifica para cada data de retirada,

no sentido horario, permitindo o acompanhamento da evolu¢do da cicatrizagdo (figura 3).

L1
Nl

Figura 3 — Esquema das areas definidas para biopsia da lesao.

Decorridos 30 dias apds a queimadura, os animais foram eutanasiados, retirados
fragmentos do baco, figado e pulmdo. Os materiais foram imersos em frascos contendo
formol a 10% (pH 7,0) por periodo minimo de 24 horas, identificados com o niimero do
animal, dia da retirada e encaminhados ao laboratorio de Patologia Veterinaria da UVV para
confeccdo das laminas. Apds a fixagdo, as amostras foram desidratadas gradativamente em
concentragdes crescentes de alcool etilico (70% a 100%), diafanizadas em xilol, embebidas e
incluidas em parafina. Os fragmentos foram cortados em microtomo (LEICA RM 2125 RT),
obtendo se¢des de 4 um de espessura, submetidos a coloracdo por Hematoxilina Eosina (HE)
e mantidos em estufa para secagem.

As laminas foram analisadas no Instituto de Patologia — Vila Velha, Espirito Santo
pelo médico patologista Prof. Alan Kardec Filho. Foi utilizado microscépio da marca
Olympus DX51 com objetiva de 4X, 10X, 40X e 100X.

Para verificar microscopicamente a evolucdo da cicatrizagdo foram considerados os
seguintes achados histologicos: células polimorfonucleares, células mononucleares,
proliferagao fibroblastica, neovascularizagao, colagenizagao e reepitelizacao.

A andlise dos cortes histologicos foi realizada pelo patologista sem o conhecimento
prévio da identificacdo dos grupos, que considerou a intensidade dos achados histologicos

classificando — os em ausente, discreto, moderado e acentuado.
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4.3 Analise estatistica

Os dados para avaliacdo da evolugdo das areas das queimaduras dos grupos controle,
placebo e tratado com pomada de dleo essencial de copaiba foram obtidos a partir das fotos da
superficie das lesdes, calibradas metricamente no programa ImageTool em mm?.

Para corrigir pequenas discrepancias de valores produzidas pelos diferentes tamanhos
iniciais das queimaduras, as medidas das areas em mm® foram transformadas em valores
logaritmicos, visando a normalizacdo da curva de distribui¢do dos dados, de modo a nao
comprometer uma das premissas necessarias a realiza¢ao do teste paramétrico de regressao
linear simples, que teve como variavel resposta o logaritmo da area das feridas acompanhado
ao longo dos 30 dias de monitoramento do tratamento.

A hipotese de nulidade testada foi a de que a pomada de 6leo de copaiba ndo
interferiria na evolucdo da cicatrizagdo da queimadura. O nivel de significancia (o) utilizado
para rejeicdo da hipotese de nulidade foi o de valores de p < 0,05 e coeficiente de
determinagdo da reta (r*) > 0,5 que expressa um poder de explicacdo minimo de 50% para o

modelo linear estimado em relagdo a variancia presente no conjunto original de dados.

Para testar a hipdtese de nulidade foi realizada a andlise de regressao linear simples,
considerando o tempo em dias de exposi¢ao aos tratamentos controle, placebo e pomada teste
como variavel independente; e a evolucdo da superficie de cicatrizagdo da queimadura como
varidvel dependente. Em seguida, as retas estimadas foram submetidas a ANCOVA, para
detec¢do de diferencas entre seus interceptos e seus angulos, delimitadas pelo teste de Tuckey

a posterior 2.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SYSTAT, versao 11.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Densidade e perfil fitoquimico do 6leo essencial de copaiba

O oleo essencial apresentou densidade de 09175 mg.mL’'. Através da analise
cromatografica (figura 4) foram identificadas 48 substancias, das quais 14 foram consideradas
majoritarias (tabela 1), pois correspondem a 95,80% da composicdo total do 6leo essencial.
As demais 34 perfizeram 4,2% da composicdo do o6leo essencial, aparecendo em

concentracoes entre 0,01 e 0,6%.
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Figura 4 - Cromatograma em fase gasosa dos componentes do dleo essencial de Copaifera

langsdoffii, evidenciando as moléculas dos compostos majoritarios.
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Tabela 1 - Componentes majoritarios do Oleo essencial de Copaifera langsdorffii,
identificados apds separacdo em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.
Comparacio dos espectros de massa obtidos na biblioteca espectral e dos Indices Aritmético e

. o 49
de Kovats calculados com os disponiveis em Adams™ .

Indice Aritmético Indice de Kovats
Identificagdo %Area
Calculado Adams, 2009 Calculado Adams, 2009

1426 1429 1427 1431 cis-thujopseno 46,96
1444 1444 1446 1446 seycheleno 8,04
1376 1374 1377 1376 0-copaeno 7,75
1525 1521 1526 1522 B-sesquifelandreno 7,34
1466 1464 1467 1466 cariofileno 6,71
1391 1389 1392 1390 B-elemeno 3,91
1536 1537 1538 1538 a-cadineno 3,27
1517 1514 1518 1515 isobutanoato de geranila 2,27
1530 1532 1532 1533 y-cupreneni 2,26
1585 1586 1586 1587 thujopsan-2-a-ol 2,26
1504 1509 1505 1509 a-bulneseno 2,15
1512 1514 1513 1515 cubebol 1,24
1349 1348 1352 1351 a-cubebeno 0,91
1338 1339 1340 1341 3-hidroxi-benzenometanol 0,81

5.2 Avaliacao clinica dos animais

Todos os ratos utilizados no experimento ndo apresentaram altera¢des no estado geral,
confirmado pela regularidade no habito evacuatorio, miccional e alimentar.
Houve redugdo do peso médio no decorrer do experimento (peso inicial médio de

263,58 = 8 g e final de 261,80 = 9,06 g) que nao foi significativa (p = 0,4743).
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5.3 Avaliacdo macroscopica das queimaduras

A pomada apresentou bom poder de adesdo a lesdo, o que dispensou a utilizagdo de
curativos. Nao houve nenhum sinal de irritacdo ou intolerancia ao produto.

No 3° dia apods a queimadura as feridas apresentaram-se fechadas, houve formacgao de
crosta com fibrina e exsudato em todos os grupos.

O grupo controle desenvolveu crosta mais abundante com exsudato e permaneceu com
esta por mais tempo que o grupo placebo e grupo o6leo de copaiba. O grupo placebo
apresentou crosta mais fina e maleavel, mas bem aderida. O grupo 6leo de copaiba apresentou
crosta fina, limpa, seca e que se descolou facilmente durante a higienizagdo com solugdo

salina (figura 5).

Figura 5 - Crosta no 14° dia no animal do grupo controle (A), placebo (B) e teste (C).

O edema foi intenso no grupo controle, moderado a intenso no placebo e ausente no

grupo 6leo de copaiba (tabela 2). No 7° dia nenhum dos animais apresentou edema.

Tabela 2. Classificagdo do edema nas lesdes dos grupos estudados no 3° dia.

ANIMAL GC GP GOC

I 3 2 1

II 3 2 0

1T 2 3 0

IV 3 2 0

v 3 3 0

VI 3 2 0
VII 3 2 0
VIII 3 2 0

Legenda. GC = grupo controle, GP = grupo placebo ¢ GOC = grupo tratado com pomada de 6leo
de copaiba. 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado e 3 = intenso.



30

A regressao linear simples utilizada para avaliar a evolugdao do logaritmo das areas
(LAREA) das queimaduras de todos os grupos apresentou retas altamente significativas (p =

0,000) com angulos diferentes de zero e coeficientes angulares negativos (figura 6),

demonstrando que todas as feridas reduziram suas areas (figuras 7, 8 € 9).

Figura 6 - Diagrama de regressdo linear para a evolugdo do logaritmo das areas (LAREA) das
feridas originadas por queimaduras, ao longo de 30 dias de tratamento dos grupos estudados.
A: controle (GC); B: placebo (GP); C: tratado com pomada de 6leo de copaiba (GOC).

Figura 7 - Animal do grupo controle nos dias 3 (A), 7 (B), 14 (C), 21 (D) e 30 (E).



Figura 8 - Animal do grupo placebo nos dias 3 (A), 7 (B), 14 (C), 21 (D) e 30 (E).

Figura 9 - Animal do grupo 6leo de copaiba nos dias 3 (A), 7 (B), 14 (C), 21 (D) e 30 (E).

31



32

O coeficiente de determinagdo (r ?) das retas conseguiu explicar 86,7%, 91% e 89,6% da
variancia do conjunto de dados dos grupos controle, placebo e oOleo de copaiba
respectivamente, permitindo aceitd-las para explicar a interferéncia dos tratamentos sobre a

evolucdo da cicatrizagao(tabela 3).

Tabela 3 - Parametros estimados para a regressdo linear simples da cicatrizagdo da
queimadura submetida aos tratamentos com solucao salina, solug¢ao salina + pomada placebo

e solucdo salina + pomada de 6leo de copaiba a 1,0% (OC-1,0%).

Parametro Controle Placebo Teste
Constante = EP 2,938 + 0,065 2,974 + 0,055 3,136 + 0,087
Coeficiente angular = EP -0,933 £ 0,004 -0,954 + 0,003  -0,947 + 0,005
t -15,986 -19,604 -18,138
F 255,543 384,310 328,981
p 0,000 0,000 0,000
r 0,933 0,954 0,947
r? 0,867 (86,7%) 0,910 (91%) 0,896 (89,6%)
Auto - correlagao 0,154 0,291 0,185

Legenda: EP - Erro Padrdo; t — Estatistica t de Student; F — Razdo de Fischer; p - Nivel de
Significancia; r - Coeficiente de Correlagdo Miltipla; 1 - Coeficiente de Correlagdo Multipla
Quadrado

Nao houve diferencas significativas entre os interceptos das retas de regressdo calculadas,
detectaveis pela ANCOVA (F =259, p=0,11, gl =2, r = 0,95, 1> = 0,90), porém houve
diferenca significativa entre seus angulos (F =18,29, p = 0,00, gl = 2, r = 0,95, > = 0,90). Os
angulos das retas calculadas para os grupos controle e o placebo nao diferiram
significativamente entre si, mas ambas apresentaram angulos significativamente menores que
o da reta do grupo teste (tabela 4), indicando maior velocidade de cicatrizagdo no grupo

tratado com a pomada de 6leo essencial de copaiba.
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Tabela 4 - Diferengas entre os angulos das retas estimadas para a evolucdo da area das
feridas induzidas por queimadura na pele de ratos Wistar, en fung¢do da exposic¢ao por 30 dias

aos tratamentos dos grupos controle, placebo e teste, verificado pelo Teste de Tuckey.

Grupos A-angulos p
Controle Placebo -0.008 0.987™
Controle Teste 0.252 0.000™
Placebo Teste 0.260 0.000™

Legenda: A: diferenga; ns: ndo significativo; as: altamente significativo

Na avalia¢do da contragdo da ferida verificou-se que no 3° dia do experimento houve
valores médios negativos de retracdo demonstrando aumento da area da lesdo nos grupos
controle e placebo. Enquanto que o grupo 6leo de copaiba demonstrou valores médios de
retracdo positivos evidenciando maior forca de contracdo centripeta na superficie da

queimadura deste grupo (tabela 5).

Tabela 5 - Percentual médio e desvio padrao da contragdo da ferida dos grupos

controle (GC), placebo (GP) e 6leo de copaiba (GOC).

% DE CONTRACAO DA FERIDA
TEMPO / DIAS

3 7 14 21
GC 6,64 +0,18%  15,10+0,18%  71,48+0,18% 88,22+ 0,45*
GP 0,59+ 0,02% 24,18 +0,67% 6582+ 1,12* 91,12 +0,68*
GOC 2,20 + 0,06* 31,68+0,79%  84,74+1,43% 98,09 +0,36*

* Todos os valores tiveram diferenca estatistica significativa entre as médias das linhas e entre as

médias das colunas ( p <0,001) obtido pelo teste ANOVA.

Na analise dos dados do 7° dia do experimento, todos os grupos apresentaram aumento
da retragdo da ferida. A contragdo da lesdo foi calculada até o 21° dia, momento em que as
queimaduras do grupo teste encontravam-se cicatrizadas, enquanto dos grupos controle e

placebo necessitaram de mais alguns dias para a resolucao total (figura 10).
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Figura 10 - Valor médio e desvio padrao do percentual de contragdo das queimaduras no

3°, 7°, 14° e 21° dias de evolugdo da cicatrizacdo nos grupos controle (GC), placebo (GP) e
tratado com pomada de 6leo de copaiba (GOC).

5.4 Avaliaciao microscopica das queimaduras

No 3° dia verificou-se em todos os grupos, a presenca de crosta fibrino leucocitaria
espessa, acentuado infiltrado de células polimorfonucleares, edema e detritos celulares. No
grupo pomada o6leo de copaiba presenga moderada de vasos neoformados e fibroblastos
(figuras 11, 12 e 13).

Avaliando as laminas do 7° dia, foram observados nos grupos controle e placebo,
achados histologicos semelhantes aos ocorridos no terceiro dia acrescido de vasos
neoformados e moderada proliferacdo fibroblastica (figura 14). O grupo pomada de 6leo de
copaiba apresentou melhor arranjo fibroblastico (figura 15).

No 14° dia, o grupo controle apresentou crosta limpa, discreta quantidade de células
polimorfonucleadas, proliferagdo fibroblastica intensa, neovascularizacdo e inicio da
reepitelizagdo no tecido profundo. O grupo placebo demonstrou escassas células
polimorfonucleares, proliferagao fibroblastica e reepitelizagdo presente a partir das bordas das
lesdes. No grupo o6leo de copaiba observou — se acentuada presenca de fibroblastos, fibras
colagenas e processo de reepitelizacdo intenso.

No 21° dia, as feridas dos trés grupos apresentavam - se reparadas com achados

histoldgicos caracteristicos da etapa final do processo de cicatrizagdo, tais como presenga
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intensa de fibroblastos, fibras coldgenas e completo processo de reepitelizagdo. O grupo 6leo
de copaiba apresentou melhor organizacao das fibras colagenas (figura 16).

Nao foi encontrada reagdo eosinofilica significativa em nenhuma das laminas
examinadas.

Na analise histologica do bago, figado e pulmio dos animais ndo foram encontrados

alteragdes, demonstrando que o uso topico da pomada de dleo de copaiba a 1% nao foi capaz

de causar modificagdes nestes 6rgdos durante o periodo do experimento.

Figura 11 - Imagens fotograficas digitais ilustrando os cortes histologicos da bidpsia da
queimadura do animal do grupo controle no 3° dia do experimento. (A) Destaca — se com seta
azul areas de dissociag@o de fibras (imagem negativa do edema), seta verde imagens de tecido
gorduroso e seta preta para epiderme necrética. Aumento 10 x. (B) Evidencia — se infiltrado
inflamatorio de polimorfonucleares (neutrdfilos e eosindfilos) setas azuis e imagens brancas

das areas de edema com setas pretas. Aumento 40 x.
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Figura 12 - Imagens fotograficas digitais ilustrando os cortes histologicos da bidpsia da

queimadura do animal do grupo placebo no 3° dia do experimento. (A) Destaca — se com seta
azul areas de dissociagdo de fibras colagenas (imagem negativa do edema) e seta preta para

epiderme necrotica. Aumento 10 x. (B) Evidencia — se infiltrado inflamatério de

polimorfonucleares em setas azuis e imagens brancas das areas de edema seta preta. Aumento

4 x.
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i;igua 13 - Imagens -fotogréﬁcas .(iigitaiis ilustrando os cortes histologicos da bidpsia da
queimadura do animal do grupo copaiba no 3° dia do experimento. (A) Destaca — se com seta
azul areas de dissociagdo de fibras (imagem negativa do edema), seta verde imagens da crosta
descamando e seta preta para epiderme necrotica. Aumento 10 x. (B) Evidencia — se infiltrado
inflamatorio de polimorfonucleares (seta azul), neoformacgdo vascular (seta preta) e

fibroblastos (seta verde). Aumento 40 x.
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Figura 14 - Imagens fotograficas digitais ilustrando os cortes histologicos da bidpsia da
queimadura do animal do grupo controle no 7° dia do experimento. (A) Imagem de epiderme
necrotica descamando (crosta). Aumento 40 x. (B) Presenca de vasos neoformados (corte

longitudinal). Setas pretas evidenciando hemacias. Aumento de 40 x.

Figura 15 - Imagem fotografica digital ilustrando corte histologico da biopsia da queimadura
do animal do grupo copaiba no 7° dia do experimento evidenciando o alinhamento dos

fibroblastos. Aumento 40 x.
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Figura 16 - Imagens fotograficas digitais ilustrando os cortes histologicos das bidpsias das
queimaduras dos animais dos grupos controle (A), placebo (B) e copaiba (C) no 21° dia do
experimento. (A) Epiderme em fase final de regeneracdo com pequena area de lesdo. (B)
Epiderme com regeneragdo pronunciada aproximando as bordas. (C) Imagem de epiderme

regenerada, revascularizagdo e auséncia de anexos. Aumento de 40 x.
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6. DISCUSSAO

6.1. O oleo essencial de Copaifera langsdorffii Dess.

Os sesquiterpenos foram os compostos majoritarios do 6leo essencial de copaiba. O
cis-thujopseno apresentou a maior propor¢do na composi¢do do Oleo essencial analisado,
representado 46,96% do total. Na faixa de 6,71%, o cariofileno que aparece mais
frequentemente associado ao 6leo de copaiba, representou o quinto componente e sua
concentragdo ainda foi inferior que as do seycheleno, do a-copaeno e do B-sesquifelandreno.

Os estudos sobre o que ¢ conhecido popularmente como o6leo de copaiba, se
concentram na anélise da oleorresina, que é uma solugio natural de 4cidos diterpénicos*® em
6leos essenciais que é composto principalmente de sesquiterpenos™. As concentragdes ¢ a
natureza dos sesquiterpenos ¢ diterpenos podem variar, mas estas duas classes de produtos
naturais sdo as inicas que devem estar sempre presentes nos 6leos de copaiba®’.

Os sesquiterpenos mais comuns sdo os cariofileno, copaeno, zingibereno, bisaboleno e
bergamoteno. Os principais diterpenos sdo os acidos caurendico, hardwichiico, kovalenico,
polialtico e copalico, sendo este ultimo considerado um diterpeno tipico do género
Copaifera™. Nio ha relatos especificos sobre a composicio do 6leo essencial de copaiba.
Estudos demonstraram uma semelhanga caracteristica dos compostos sesquiterpénicos no
perfil dos oleos de copaiba da Copaifera duckei Dwyer, Copaifera multijuga Hayne e
Copaifera reticulata Ducke, sendo o cariofileno a principal substancia nos ultimos dois
oleos™.

Os principais compostos dos oOleos de Copaifera multijuga Hayne, Copaifera
cearensis Huber ex Ducke e Copaifera reticulata Ducke foram os sesquiterpenos
B-cariofileno, a-humuleno, a-copaeno, a-bergamoteno e y-cadineno, apresentando diferentes
proporcdes em cada oleo. Dentre eles, o B-cariofileno foi mencionado em estudos de varios
oleos essenciais como anti-inflamatorio, anti-edemico, anestésico local, antimicrobiano e

antioxidante> .

Os principais esqueletos de diterpenos descritos nos 6leos de copaiba sdo os de
caurano, labdano e cleorodano. As estruturas mais comumente detectadas por
espectrofotometria de cada um destes esqueletos de diterpenos sdo o acido copalico, acido
hardwickiico e o acido carendico, sendo que o acido copalico foi encontrado em todos os

. ; . 41
6leos de copaiba analisados™ .
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6.2. A cicatrizacio das feridas induzidas por queimaduras

O impedimento da progressdao dos danos causados pela queimadura para além da area
e espessura desejadas foi realizado pela utilizagdo de gaze umedecida em solugdo isotonica de
cloreto de sddio, resfriada por imersdao do frasco em um recipiente com gelo. Estudiosos
afirmam que o resfriamento da ferida causada por queimadura ¢ uma medida de urgéncia que
demonstrou ser benéfica na pratica clinica e experimental. A crioterapia melhora a resposta
tissular a lesdo térmica e minimiza as consequéncias sobre o tecido. A temperatura 6tima na
qual ¢ obtido o beneficio maximo permanece indeterminada’®.

No presente estudo nao foi observado sinais de infec¢do em nenhum animal. O grupo
controle apresentou crosta abundante e aderida que permaneceu por mais dias comparado aos
grupos placebo e pomada teste, o que pode ter provocado o retardo da contracdo da ferida.
Além disso, o edema foi mais acentuado tanto no controle quanto no placebo o que pode
favorecer o afastamento das bordas da ferida e como visto, o aumento da area da queimadura.

Novato®’ relata que a crosta era considerada uma cobertura natural para proteger as
feridas de bactérias e auxiliar na regeneracao epitelial. Entretanto, tém se notado que feridas
sem crosta cicatrizam mais rapidamente, além do que fluidos podem se juntar embaixo e
favorecer a infec¢do. A crosta também pode interferir na cicatrizacao, evitando a contracao da
ferida.

Jaskille et al’® observaram que a lesdo térmica aumenta a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (citocinas) e que atuam como fator perpetuante da resposta inflamatoria.
Embora fundamentais para a sinalizagdo, ativagdo das células de reparo e da sintese protéica,
a concentragdo excessiva dessas moléculas promove elevada ac¢do inflamatéria. O proprio
processo de reposi¢do volémica produz radicais livres que levam danos adicionais aos tecidos
envolvidos na queimadura’’.

O acumulo de liquido inflamatério é, portanto, indesejavel haja vista que limita a
capacidade das células reparadoras migrarem para dentro da ferida, aumentando o risco de
infeccdo. A reagdo inflamatdria intensa pode prejudicar o processo de reparo por promover
edema, quantidade excessiva de exsudato, os quais favorecem deiscéncia, crescimento
bacteriano e consequentemente, a inibi¢do da proliferagao de fibroblastos e da deposicao de
colageno™.

No terceiro dia, a pomada de 6leo essencial de copaiba provocou a auséncia completa
de sinais inflamatorios agudos como edema e hiperemia corroborando a acao antiedematosa e

antiinflamatéria dos sesquipertenos™.
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Considerando a reducao da area e o percentual de contracao das feridas, observa-se
que quanto mais proximo do fechamento da falha cutanea, menor a for¢a de contragdo,
demonstrando que apesar do arranjo da molécula de coldgeno exercer efeito na diminuicdo da
area da ferida, a a¢do dos miofibroblastos durante a fase proliferativa foi maior. Os
miofibroblastos costumam migrar para a lesdo apods dois ou trés dias, unindo-se e através de
sua capacidade contratil promovem a retragdao da ferida. Esta pode atingir de 50 a 70% do
tamanho inicial, os miofibroblastos alcancam seu maior valor no 7°dia apds a abertura da
ferida, quando entdo passa a ocorrer o seu decréscimo®.

Em todos os momentos do experimento o grupo pomada teste permaneceu com a
porcentagem de contragdo da ferida positiva e crescente comparado aos grupos controle e
placebo que apresentaram inicialmente um afrouxamento do tecido conjuntivo adjacente a
pele queimada com aumento da area da lesdo (tabela 5). A distensdo pode ter persistido
devido ao edema, sugerindo uma resposta antiinflamatéria na area tratada com o o6leo
essencial de copaiba.

A atividade antiinflamatéria de C. langsdorffii tem sido comumente atribuida ao acido
caurendico presente na oleorresina, um diterpeno que inibe a atividade de transcri¢do do fator
nuclear—kB (NF-kB) que ¢ um marcador importante envolvido na ativa¢io de macrofagos®'.
Porém, o 6leo essencial estudado evidenciou este efeito antiinflamatdério, mesmo na auséncia
do 4cido caurendico em sua composicdo. Na falta de informacdes sobre os demais
componentes do 6leo essencial, ¢ possivel associar este resultado ao B-cariofileno que ja foi
mencionado em varios estudos como antiinflamatorio, antiedema, anestésico local, agente
antimicrobiano e antioxidante™.

Na literatura investigada ndo foi encontrado nenhum experimento utilizando o6leo
essencial de copaiba em queimadura. Varios sdo os relatos da acdo da oleorresina em feridas
induzidas, com resultados diversos>* > ¢1: 62 63.64.65

Estudos histolégicos revelam nao haver diferengas no processo de cicatrizacao de
queimaduras e outros tipos de feridas®.

Em estudo para avaliar os aspectos morfologicos e morfométricos do processo
cicatricial de feridas cutdneas abertas em ratos tratadas com oleo de copaiba puro de C.
reticulata foi observado aumento da crosta da lesdo, do tecido de granulagdo ¢ do nimero de
vasos sanguineos, com diminui¢do do numero de fibras coldgenas. Em torno da ferida
formou-se uma escara com perda de pélos®.

Em outro experimento avaliaram a contra¢do e a for¢a de tensdo da ferida em ratos

tratados com solugdo salina para o controle e duas concentragdes diferentes da oleorresina de
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C. langsdorffii (2% e 4%). Os resultados mostraram que os tratamentos com o Oleo de
copaiba aumentaram a for¢a de tensdo e a contragdo da ferida nos dias cinco e nove de
tratamento, sendo que nos outros dias de avaliagio ndo houve diferenga entre os grupos®’.

Os resultados desta pesquisa concordam com os achados de Eurides et al.”® que
trabalharam com oleo de copaiba in natura (C. langsdorffii) em cicatrizagdo de feridas
cutaneas em camundongos e descreveram melhora no processo cicatricial dos animais do
grupo tratado.

Em um estudo para avaliar uma pomada contendo o6leo de C. langsdorffi na
concentragdo de 10% houve aumento da neoangiogénese do retalho cutdneo subdérmico em
ratos®®. Em outra investigacdo, concluiu se que o tratamento topico com 6leo puro de C.
langsdorffi prejudicou o processo de reparagdo normal da ferida na presenga de corpo
estranho. Ao longo do experimento os grupos tratados com dleo de copaiba apresentaram
maior edema, hiperemia, permanéncia de crostas e ao final maior fibrose °'.

Neste trabalho, a fracao de 6leos essenciais foi separada da resinosa para os ensaios da
queimadura. Alguns estudos concluiram que a oleorresina de C. multijuga apresenta efeito
irritativo no peritonio, evidenciado pelas aderéncias e que volumes nao absorvidos deste 6leo
tém relagio direta com a formacédo de abscessos cavitarios em ratos®’.

De acordo com estudos realizados, notou-se que a oleorresina de C. langsdorffii
previne Ulceras gastricas e promove a cicatrizacao de feridas, e isso so foi possivel através da
analise dos efeitos desta sobre a lesdo intestinal associada a isquemia mesentérica e reperfusao
em ratos. Os dados indicam que a oleorresina tem uma agao protetora contra isquemia seguida
de reperfusdo, o que parecia ser, pelo menos em parte, devido a uma agao antioxidante e um
mecanismo de peroxidagdo lipidica .

Numa comparagdo histologica do processo de cicatrizagdo em feridas cutdneas em
dorso de ratos adultos tratados em grupos com duas aplicagdes topicas diarias de soro
fisiologico, digluconato de clorexidina a 0,12% e oleorresina de copaiba por 15 dias, a mesma
demonstrou que, nos periodos inicial e final, havia um padrdo semelhante de cicatriza¢dao
entre os tratamentos; no periodo intermedidrio de 7 dias, as feridas cutaneas estavam
completamente epitelizadas, apesar do grupo 6leo apresentar um processo de reparo do tecido
conjuntivo mais lento®.

A atividade antiinflamatoria topica do 6leo essencial do pericarpo de C. langsdorffii
Desf, cuja composi¢do quimica terpenoidal foi avaliada em ratos utilizando carragenina para

induzir o edema de pata, foi confirmada com a inibi¢ao do processo edematogénico similar ao
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resultado do controle positivo tratado com indometacina, um cléssico bloqueador da atividade
da ciclooxigenase®.

Diante da vasta aplicagdo popular do 6leo de copaiba e da importancia economica de
sua exploracdo para o Brasil, este estudo vem contribuir com uma nova possibilidade

terapéutica e incentivar novos estudos sobre sua a¢ao na cicatrizacdo de queimaduras.
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7. CONCLUSAO

Os resultados descritos permitem inferir que a pomada de 6leo essencial de copaiba a
1% acelerou a cicatrizagdo de queimaduras em ratos.

Na andlise cromatografica do o6leo essencial utilizado no experimento foram
identificadas 48 substancias das quais 14 foram consideradas majoritarias. Dos sesquiterpenos
descritos na literatura como mais comuns foram encontrados o cariofileno (6,71 %), copaeno
(7,75%), além destes foram identificados o cis- thujopseno (46,96%), o seycheleno (8,04%),
sesquifelandreno (7,34%) dentre outros.

Na avaliacdo macroscopica da lesdo dos animais tratados com pomada de odleo
essencial de copaiba a 1% foi observada a a¢do antiinflamatéria com menor edema e crosta,
além da capacidade em estimular maior contragdo centripeta das bordas das feridas em todos
os dias de avaliagdo determinados no experimento.

Na observacdo microscopica ndo foi encontrada reagdo eosinofilica confirmando a
avaliacdo macroscopica onde os animais ndo apresentaram sinais de processo alérgico. A
normalidade dos achados histoldgicos do bago, figado e pulmdes confirma que a pomada teste
nao provocou lesdao nestes orgaos.

O grupo pomada de 6leo de copaiba apresentou maior angiogénese logo no 3° dia do
experimento, menor dissociacdo das fibras coldgenas (menor edema), presenga mais
abundante de fibroblastos e melhor orientagdo das fibras de coldgeno. Ao final de 21 dias a
regeneracdo foi completa com epiderme e derme integras, enquanto que os grupos controle e
placebo necessitaram de mais dias para a reparagdo total.

Neste trabalho foi demonstrado o potencial terapéutico da pomada de 6leo essencial de
copaiba no tratamento de queimaduras em ratos, porém novos estudos ainda sdo necessarios
para esclarecer seu mecanismo de agdo ¢ a confirmacdo destes achados em outros modelos

experimentais.
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Apéndice I - Area da queimadura ( mm *) do grupo controle ao longo do experimento.
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ANIMAL AREA DA QUEIMADURA ( mm ?)
GRUPO CONTROLE - DIA
3 7 14 21 30
I 369,96 362,67 141,51 108,03 18,96
II 339,12 382,59 113,71 53,36 22,99
111 277,95 305,35 70,93 22,92 17,27
v 402,15 451,17 142,38 53,61 10,91
\Y% 649,25 657,88 494,57 18,35 14,01
VI 567,6 604,04 240,43 48,46 12,05
VI 409,44 439,04 205,68 94,74 24,34
VIII 522 447,25 125,6 19,42 4,68




Apéndice II - Area da queimadura (mm ?) do grupo placebo ao longo do experimento.
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ANIMAL AREA DA QUEIMADURA ( mm %)
GRUPO PLACEBO - DIA

3 7 14 21 30

| 702,43 622,3 198,47 56,19 9,67
- 404,57 308,04 145,01 57,79 21,05
- 479,5 485,67 263,93 104,35 13,78
v 655,05 476,31 253,24 94,01 10,59
v 443,81 585,59 209,38 24,26 5,48
VI 380,97 297,6 128,93 40,8 19,1
Vil 272,99 360,59 99,98 23,36 16.6
558,33 577,92 102,55 29,25 14,8

VIII
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Apéndice III - Area da queimadura (mm * ) do grupo 6leo de copaiba ao longo do

experimento.
ANIMAL AREA DA QUEIMADURA (mm *)
GRUPO OLEO DE COPAIBA - DIA
3 7 14 21 30
I 387,11 431,29 110,92 39,97 10,06
11 427,23 334,37 62,68 17,96 0
111 517,61 342,68 131,51 32,11 0
v 383,82 237,46 155,39 24,56 9,6
\Y% 522,69 550,69 205,39 13,3 0
VI 44727 437,25 111,88 18,83 9,4
VII 853,42 813,1 46,04 10,26 0
VIII 480,86 393,73 112,02 22,66 0
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Anexo A - Logaritmo da area da queimadura do grupo controle ao longo do experimento.
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LOGARITMO DA AREA DA QUEIMADURA

ANIMAL GRUPO CONTROLE - DIA
3 7 14 21 30

I 2,569327 2,560707 2,153845 2,037546 1,300161

II 2,531632 2,583867 2,059601 1,735279 1,38003
I 2,445526 2,486218 1,85691 1,378761 1,261739
v 2,605467 2,655302 2,156489 1,737272 1,075912

A% 2,81308 2,818806 2,695105 1,286681 1,176381

\%! 2,754807 2,781784 2,382791 1,694254 1,115611
VII 2,61325 2,643492 2,315298 1,981093 1,403807
VI 2,718502 2,65152 2,102434 1,310056 0,754348




Anexo B - Logaritmo da area da queimadura do grupo placebo ao longo do experimento.
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LOGARITMO DA AREA DA QUEIMADURA

ANIMAL GRUPO PLACEBO - DIA
3 7 14 21 30

I 2,847221 2,794697 2,299878 1,75732 1,028164

II 2,608066 2,490015 2,164383 1,769303 1,343409

I 2,681693 2,687235 2,423131 2,022635 1,169674

v 2,816937 2,678801 2,405244 1,977769 1,064083

v 2,648175 2,768335 2,323004 1,402433 0,811575

VI 2,582029 2,47509 2,113709 1,621176 1,303196
VII 2,437735 2,558216 2,004235 1,386677 1,245513
VI 2,747668 2,762619 2,01515 1,480725 1,198657
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Anexo C - Logaritmo da area da queimadura do grupo o6leo de copaiba ao longo do

experimento.
LOGARITMO DA AREA DA QUEIMADURA
ANIMAL GRUPO OLEO DE COPAIBA - DIA
3 7 14 21 30
I 2,588955 2,635775 2,048908 1,612466 1,043755
II 2,631677 2,525524 1,804003 1,277838 0
I 2,714841 2,536154 2,122249 1,519959 0
v 2,585258 2,377416 2,194209 1,407561 1,025306
v 2,719074 2,741695 2,314689 1,155336 0
VI 2,65154 2,641722 2,052617 1,297323 1,017033
VII 2,931671 2,910678 1,672467 1,051538 0

VIII 2,682921 2,5963 2,053155 1,374015 0




