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RESUMO

BARQUETE, Carolina Couto. Universidade Federal do Acre, mar¢co de 2017.
Copaiba (Copaifera langsdorfii Desf.: Caesalpiniaceae) em associacdo ao laser
terapéutico no tratamento de feridas cutaneas em ratos Wistar. Orientadora:
Soraia Figueiredo de Souza. Protocolos alternativos para o tratamento de feridas
cuténeas vém sendo desenvolvidos, com o uso de técnicas como a laserterapia de baixa
poténcia e a fitoterapia, que objetivam otimizar esse processo. Nesse estudo avaliou-
se a eficacia da associacao entre Oleo-resina de Copaiba (Copaifera langsdorffii) e
laserterapia de baixa poténcia, na cicatrizagdo de feridas cutaneas, em comparacao ao
uso desses métodos separadamente. Foram utilizados 15 ratos Wistar (Rattus
novergicus), nos quais confeccionaram-se cinco feridas de 8mm, atraves de punch de
biopsia, sendo tratadas individualmente com os seguintes protocolos: grupo controle
negativo, com solucdo fisioldgica a 0,9% (T1); grupo controle positivo, com vaselina
solida (T2); grupo da laserterapia com AsGa (904nm), modo continuo, focal, durante
dez segundos, na dose de 4J/cm2 (T3); grupo do 6leo-resina de Copaiba, no qual
aplicou-se uma gota do fitoterdpico nas feridas (T4); e grupo de associacdo de 6leo-
resina de Copaiba com a aplicacdo de laser de baixa poténcia (T5). A analise da
eficacia de cada técnica se deu através da avaliacdo da taxa de cicatrizacdo, analise
histopatoldgica do infiltrado inflamatério das feridas, com coloragdo de Hematoxilina-
Eosina, e expressdo do colageno, com o uso da coloracdo Picrosirius Red. Sendo 0s
dados submetidos teste Kruskal-Wallis, dado que os resultados ndo se apresentaram
paramétricos (P>0,05). A copaiba gerou vantagem na expressdo de colageno tipo Il
no tecido, dado que ambos os tratamentos com esse fitoterapico apresentaram o0s
melhores resultados nesse parametro, enquanto a laserterapia demonstrou melhor
capacidade de renovacéo tecidual, pois ambos os tratamentos com o uso da mesma
tiveram os melhores resultados para fibroplasia no sétimo dia da cicatrizacdo. Apesar
de poucas vantagens da associa¢ao dessas duas técnicas, conclui-se que esse protocolo
melhora o aspecto macroscépico das feridas, com menor formagéo de crostas.

Palavras-chaves: Laserterapia, Fitoterapicos, Cicatrizacdo de Feridas, Colageno,
Picrosirius Red.



ABSTRACT

BARQUETE, Carolina Couto. Universidade Federal do Acre, March 2017. Copaiba
(Copaifera langsdorfii Desf.: Caesalpiniaceae) associated with laser therapy for
skin wound treatment in Wistar rats. Advisor: Soraia Figueiredo de Souza.
Alternative protocols for the treatment of skin wounds have been developed, with the
use of techniques such as low-level laser therapy and phytotherapy, aiming to optimize
this process. This study evaluated the effectiveness of the association between Copaiba
(Copaifera langsdorffii) oil-resin and low-power laser therapy, in the healing of
cutaneous wounds, in comparison of these methods separately. Fifteen Wistar rats
(Rattus novergicus) were used, in which five 8-mm wounds were made through a
biopsy punch. They were treated individually with the following protocols: negative
control group (T1); positive control group (T2); laser therapy with AsGa (904nm),
continuous, focal mode, for ten seconds, dosage of 4J/cm? (T3); Copaiba oil-resin (T4);
And group of associations between Copaiba and low-level laser (T5). The efficacy of
each technique was evaluated with: wound healing rate, histopathological analysis of
the inflammatory infiltrate of the wounds, with Hematoxylin-Eosin staining, and
collagen expression, using Picrosirius Red staining. Statistical test used to analyze the
data was Kruskal-Wallis (P> 0.05). Copaiba generated an advantage in the expression
of type 111 collagen, because both treatments showed the best results in this parameter,
whereas the laser therapy demonstrated a better ability of tissue renewal, since both
treatments with this technique had the best results for fibroplasia in the middle of
healing process. Although there are few advantages from the association of the two
techniques, it is concluded that this protocol improves the macroscopic aspect of the
wounds, with less crust formation.

Keywords: Laser Therapy, Phytotherapy, Wound Healing, Collagen, Picrosirius Red.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizagdo de feridas é um processo bioquimico dindmico, que envolve a
coordenacdo precisa de diversas vias: fisiologica; imunolégica; celular (MASSON-
MEYERS et al., 2013). Ocorre nesse periodo, a inter-relacdo entre as células, seu
microambiente e a matriz extracelular, sendo a partir disso determinado o
direcionamento para a diferenciagdo, proliferacdo das células ou a permanéncia dessas
em estado quiescente. O processo cicatricial divide-se em trés fases distintas,
inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo (MAVER et al., 2015).

Os eventos sao iniciados logo apds a injdria e podem se estender por meses,
durante os quais o tecido busca, através da produgdo de coldgeno e matriz proteica,
retornar ao seu aspecto inicial. Logo, o objetivo do tratamento das feridas é a reducédo
do tempo envolvido no processo, além de buscar evitar consequéncias como as
cicatrizes (ADIELE et al., 2014).

Apesar de muitos avangos na area o tratamento de feridas crénicas ainda possui
restricdes, pois apesar de opcdes terapéuticas como limpeza, debridamento, farmacos
antibidticos e agente cicatrizantes, a eficacia restrita e o custo proibitivo presente
nessas técnicas (MASSON-MEYERS et al., 2013), sdo fatores que devem ser levados
em consideracdo quando se analisa tratamentos veterinarios.

Além dos métodos tradicionalmente utilizados na cicatrizacéo de feridas, novas
alternativas vem sendo desenvolvidas visando melhorar os resultados obtidos nesses
protocolos, como a laserterapia de baixa poténcia (PERCIVAL; FRANCOLINI;
DONELLI, 2015) que possui 0 objetivo de fotoativar os mecanismo celulares, através
de sua agdo sobre os citocromos presentes nas mitocondrias (FARIVAR,;
MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014), estimulando o retorno de regides alteradas a
normalidade, sendo resultados desse processo a analgesia, reducdo do edema e
diminuicdo do processo de reparo (SILVA et al., 2010).



Existe uma grande variedade de lasers empregados no processo de cicatrizagdo
tecidual, como: Hélio-Cadmio, Hélio-Nebdnio, Argon, Krypton, Arsenieto de Galio e
Aluminio e CO2 (ANDRADE; CLARK; FERREIRA, 2014). Os diversos modelos
ainda podem variar de acordo com poténcia (W), comprimento de onda (nm),
frequéncia (Hz), intensidade (W/cm?) e dose (J/cm?) (FARIVAR; MALEKSHAHABI;
SHIARI, 2014). Portanto, a combinacdo desses fatores tem o potencial de gerar
protocolos que se moldam de acordo com o objetivo do tratamento.

Outra forma de terapéutica alternativa no tratamento de feridas € o emprego de
fitoterapicos, que apresentam grande significancia pelo fato serem usados por cerca de
quatro bilhdes de pessoas, em seus cuidados basicos de salde, como forma de
tratamento mais acessivel a essa parcela da populacdo mundial (PAZY AR et al., 2014).

De acordo com Ghosh e Gaba (2013), os principais efeitos realizados por
fitoterapicos na cicatrizagdo de feridas sdo acdo antimicrobiana, antioxidante, e
promocao da mitose, angiogénese, aumento da producdo colagena e maior sintese de
DNA, qualidades desejaveis em qualquer substancia cicatrizante.

Dado que a Amazonia ocupa 40% do territério nacional e cerca de 20% de sua
area ainda se encontra preservada, estima-se haver nessa biodiversidade, apenas para
plantas de valor econémico e social, cerca de 800 espécies, sendo centenas dessas
utilizadas como plantas medicinais (SANTOS et al., 2014).

Dentre as plantas medicinais amazonicas, a Copaiba (Copaifera spp.) ganha
destaque como fitoterapico cicatrizante. Sua constituicdo com presencga predominante
de sesquiterpenos e diterpenos garante essa acdo, devido as propriedades
adstringentes, antimicrobianas e principalmente anti-inflamatorias  desses
componentes (LEANDRO et al., 2012).

Portanto, busca-se estudar os efeitos da copaiba e da laserterapia em feridas
cutaneas induzidas cirurgicamente em ratos da linhagem Wistar, bem como se a
associacdo dessas duas técnicas emergentes possui vantagens, em relacdo ao uso

isolado das mesmas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cicatrizacao de feridas

A pele ¢ uma barreira natural contra o meio externo e exerce diversas fungdes
protetoras no organismo. Quando essa protecdo ¢ quebrada por lesdes agudas ou
cronicas, um processo de diversas etapas, dindmico inicia-se levando a cicatrizacao
parcial do tecido e retorno da funcdo protetora da pele (AKBIK et al., 2014). O objetivo
desse processo ¢ obter homeostase e integridade do tecido, o que se torna possivel
através de quatro etapas simultdneas: hemostasia; inflamacao; fase proliferativa; fase

de remodelamento (Figura 1) (MAVER et al., 2015).
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Figura 1. Esquema representativo das etapas do processo cicatricial.

A hemostasia ocorre logo apos a lesdo e constitui-se de agregagdo de plaquetas
e formacdo do coagulo sanguineo, que servira de matriz extracelular provisoria para a
migracao de células (AKBIK et al., 2014). Inicialmente, os vasos sanguineos contraem
em resposta a lesdo, porém eventualmente retornam ao estado inicial. As plaquetas

bloqueiam o sangramento em seguida, como também liberam substincias



vasoconstritoras que favorecem o processo. Além disso, ativa-se a cascata de
coagulacdo, que por fim ird estimular a formagdo de trombina, processo que auxilia na
transformacé&o do fibrinogénio em fibrina. A rede de fibrina é responsavel por enrijecer
o tampdo plaquetario e tornar o coagulo estavel (HOSGOOD, 2007). Esse
recrutamento de plaquetas é dito como consequéncia da liberacdo de prostaglandinas
pela lesdo. Apds essa agregacdo e adesdo as mesmas liberam fatores quimiotéticos,
que possuem funcdes distintas no processo cicatricial. Os mastdcitos presentes nos
vasos sanguineos da regido lesada liberam histamina, fator de necrose tumoral,
leucotrienos e citocinas (GHOSH; GABA, 2013), que funcionam como sinalizadores
para a migracao de leucocitos, dando inicio a fase de inflamacéo.

A segunda fase é a fase inflamatdria, que se inicia imediatamente apos a lesao,
geralmente dura entre 24 e 48 horas e pode persistir por até duas semanas, em alguns
casos. Nesta fase ocorrem eritema, edema e calor associados com a dor. Bacteérias e
detritos sdo fagocitados por macrofagos, que liberam fator derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-p), fator de crescimento de
fibroblastos beta (-FGF), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ¢ interleucinas 1 ¢ 6
(IL-1 e IL-6) para auxilio na fase seguinte, a proliferativa. Os linfocitos sdo as Ultimas
celulas envolvidas nesse processo, e sao essenciais na producdo de IL-2, que realiza o
recrutamento de fibroblastos (PAZY AR et al., 2014). Os fagdcitos realizam a limpeza
de particulas estranhas ao corpo, bem como liberam citocinas responséaveis pela
migracdo e proliferagdo de fibroblastos, envolvidos no processo final da cicatrizacéo.

A fase proliferativa tem duracdo media de dois dias até trés semanas,
caracterizada pela formacao de novos vasos sanguineos (angiogénese) com funcéo de
nutrir o novo tecido, a sintese de matriz extracelular com deposicdo de colégeno,
formacdo de tecido de granulagéo, e contragdo da ferida. Estipula-se que esta tem
inicio logo ap6s a limpeza dos debris (BUDOVSKY; YARMOLINSKY; BEN-
SHABAT, 2015). Os fibroblastos, principais responsaveis por essas a¢fes, migram
para o local da ferida e secretam a matriz inicial de colageno, onde a regeneracéo
dérmica ira ocorrer. Inicialmente o coldgeno secretado € do tipo 111, que posteriormente
sera degradado e substituido pelo colageno tipo I, uma forma mais rigida da substancia,
na fase de maturacdo, na qual o coladgeno é entrelagado e organizado, promovendo
maxima rigidez ao tecido. Na fase final da epitelizacdo, os ceratindcitos se diferenciam
formando uma camada externa protetora (PAZYAR et al., 2014).



O final desse processo cicatricial ocorre na fase de remodelamento, esta possui
duracdo de trés semanas a dois anos, envolvendo a reestruturagdo do colageno e a
formac&o do tecido cicatricial (EPSTEIN et al., 1999). A resisténcia a tragdo do tecido
é aumentada devido ao entrelagamento intermolecular do colédgeno através da
hidroxilagdo dependente de vitamina C. A cicatriz diminui e o tecido recupera cerca
de 80% de sua tenséo original (MITTAL; SATISH; ANIMA, 2013).

Diversos fatores influenciam esse processo de cicatrizagdo, como, por exemplo,
a dieta, dado que a recuperagdo da lesdo é um processo anabdlico e necessita de energia
e substratos provenientes de nutrientes, como a albumina. A infeccdo do local
lesionado também atrapalha o processo cicatricial (HOSGOOD, 2007), sendo 0s
microorganismos mais comumente encontrados nesses casos aqueles pertencentes a
microbiota cutanea como: Staphylococcus aureus; Streptococcus pyogenes;
Corynebacterium sp.; Escherichia coli; e Pseudomonas aeruginosa. O que demonstra
o papel crucial de antimicrobianos no tratamento de feridas (MITTAL; SATISH;
ANIMA, 2013).

Outros fatores que também podem influenciar negativamente na reconstrugéo da
barreira cutanea sdo: ma perfusdo tecidual, impedindo a chegada de substancias
essenciais para a resolucdo do quadro; drogas, como anti-inflamatorios esteroidais, que
reduzem a sintese de coldgeno e proliferacdo fibroblastica; e quimioterapicos,
conhecidamente inibidores de mitose. Fatores relacionados ao individuo também
possuem influéncia como idade avancada e doengas sistémicas, citando-se como
principal exemplo a Diabetes (MAVER et al., 2015).

2.2 Principais ac¢des farmacoldgicas no tratamento de feridas

Os principais efeitos farmacoldgicos almejados no uso de farmacos ou outras
substancias cicatrizantes séo o efeito anti-inflamatorio, antioxidante, antimicrobiano e
analgésico (VIEIRA et al., 2008; MAVER et al., 2015). Apesar da inflamacdo aguda
ser essencial para o desencadeamento de agdes a favor da reconstitui¢do do tecido, seu
prolongamento pode retardar o processo cicatricial e a dor na regido lesada, portanto
0 uso de substancia se justifica para a tentativa do controle de tais alteracGes
(HOSGOOD, 2007).

Substancias fundamentais para resolucdo da ferida como lipidios, proteinas,
colageno, &cido hialurénico e proteoglicanos, podem ser destruidas pela a¢do de



radicais livres, portanto o uso de antioxidantes é significativo no protocolo terapéutico
do tratamento dessas lesdes, como o objetivo de preservar a viabilidade dos tecidos e
favorecer sua cura (YEOH, 2000).

Além de promover ferramentas intrinsecas do organismo para a reconstrugdo
tecidual, faz-se necessario, no tratamento de feridas, controlar outros fatores que
interfiram nesse processo. Portanto, a reducdo da carga bacteriana do ferimento pode
ser necessaria para facilitar a cicatrizagdo de feridas, bem como para reduzir a
inflamacéo local e a destruicdo do tecido. Um agente ideal para a prevencéo e controle
de infeccdo da ferida deve destruir os patdgenos diretamente e, a0 mesmo tempo,
estimular a atividade imune (MITTAL; SATISH; ANIMA, 2013).

No entanto, quando se busca instituir um protocolo terapéutico que leve em
consideragcdo o bem-estar animal, evitando diversas consequéncias da dor, como
automutilacdes e perda de produtividade, o uso de analgésicos também se torna

indispensavel para o tratamento eficaz de feridas.

2.3 Laserterapia

O termo laser significa amplificacdo da luz por meio da estimula¢do da emisséo
da radiagdo, e trata-se de um acronimo de light amplification by the stimulated
emission of radiation (SILVA et al., 2010). Seu uso terapéutico baseia-se no conceito
da fototerapia no qual a luz em suas diferentes formas possui efeitos terapéuticos
(PERCIVAL; FRANCOLINI; DONELLLI, 2015).

Esses instrumentos sdo fontes de luz artificial, emitida por um processo que
comega com a ativacdo de elétrons na unidade do laser, que quando retornam do estado
excitado, emitem fotons. Os aparelhos de laser terapéutico podem ser produzidos por
diferentes materiais, como: Hélio-Nednio (HeNe); Arsenieto de Galio (GaAs); ou
Arsenieto de gélio e aluminio (GaAlAs) (MILLIS; SAUNDERS, 2013). Esses se
diferenciam da luz gerada naturalmente por serem: monocromaticos; coerentes; e
colimados. A monocromaticidade refere-se ao comprimento de onda Unico que gera
uma cor pura. Como os fétons ocorrem a0 mesmo tempo e correm na mesma diregao
caracteriza-se essa radiacdo como coerente. J& a colimacéo é obtida pela auséncia de
divergéncia dos raios, 0 que permite a propagacéo de longa distancia ao raio luminoso
(LOW; REED, 2001).



Essa radiacdo interage com os tecidos de diversas formas, sendo refletida,
divergida, sofrer refracdo ou ser absorvida. Quando ocorre a absor¢do dos fétons, esses
afetam os tecidos através dos croméforos, moléculas que absorvem certos
comprimentos de onda ou luz, sendo 0s mais comuns: agua; hemoglobina; melanina;
e o citocromo C (FARIVAR; MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014). Essas moléculas
reagem de modo distinto aos diferentes comprimentos de onda, 0 que torna essa
medida um importante parametro terapéutico. Estipula-se que a janela 6ptica ideal para
maior absorcdo tecidual e divergéncia minima, encontra-se entre 600-1200nm
(MILLIS; SAUNDERS, 2013).

Outra caracteristica de importancia é a poténcia do laser, representada por Watt
que significa 1 joule por segundo. A partir dessa, calcula-se a intensidade do laser, ou
seja, 0 quanto de poténcia esta sendo aplicada em uma area (Watt/cm?) e a energia
emitida pelo aparelho, frequentemente usada como dosagem do laser (1 joule = 1 Watt
por 1 segundo), que representa a poténcia transmitida ao longo do tempo, o que permite
algumas inferéncias como: lasers de maior poténcia demoram menos tempo para
transmitir certa quantidade de energia e vice-versa (LOW; REED, 2001). Porém, a
medida mais comumente utilizada para expressar dose na laserterapia € a densidade de
energia, que demonstra o quanto de energia aplica-se em uma superficie, expressa por
joules por centimetro quadrado (J/cm?), quanto maior a dose administrada maior sera
a profundidade penetrada pelo laser (PEPLOW et al., 2010).

Assim como na relagéo entre poténcia e tempo, a doses totais estipuladas podem
ser administradas em tempo menor com lasers de maior poténcia, ainda sobre suas
diferencas, lasers mais potentes geralmente sdo aplicados através de movimentos
circulares, enquanto os menos potentes geralmente sdo mantidos em um mesmo lugar
durante a administracdo completa da dose de um determinado ponto tecidual (MILLIS;
SAUNDERS, 2013). Essas aplicacdes diferenciam-se em focal e varredura. No
primeiro modo, a energia concentrada no mesmo ponto, durante toda a aplicacéo,
permite uma absor¢do mais profunda, enquanto que a aplicagdo por varredura tem a
energia distribuida em uma maior area, porém com menor profundidade, sendo ideal
para aplicacdo em lesdes extensas (PEPLOW et al., 2010).

Outra caracteristica que deve ser mencionada é a possibilidade de administracéo
continua ou em pulsos, na primeira observa-se sempre a mesma quantidade de energia
sendo transmitida durante toda a aplicagdo, ja na segunda forma a radiacdo sera
aplicada em intervalos de tempo, gerando uma frequéncia medida em Herzt (Hz), e 0



total do tempo de exposicao do tecido a radiagdo é expresso através da formula: DC =
F x PD. Nessa equagdo DC significa o ciclo de funcionamento do aparelho, F sua
frequéncia de emisséo dos pulsos de radiagédo e PD a duracdo do pulso. No entanto,
mais pesquisas sao necessarias para definir as vantagens de uma técnica sobre a outra
(MILLIS; SAUNDERS, 2013).

Existem diversos tipos de lasers, de diferentes comprimentos de onda, expressos
através de nandmetro (nm), como o laser rubi, um dos mais comumente utilizados,
que possui como material um pequeno rubi sintético feito de 6xido de aluminio, cujo
comprimento de onda é de 694,3nm, emitindo luz vermelha (LOW; REED, 2001). No
entanto, dentre os lasers que se destinam a funcéo terapéutica destacam-se, os de hélio-
nednio (HeNe), cujo o material sdo esses gases naturais a baixa presséo, que emitem
radiacdo com comprimento de onda de 632,8nm, e os de diodo, constituidos de
diversos materiais, em forma de uma liga metélica, como Arsenieto de galio (AsGa),
de comprimento de onda de 904nm, Arsenieto de aluminio e galio (AsAlGa), com
comprimento de onda entre 650 e 805nm, dentre outros (FARIVAR;
MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014), que de acordo com as proporgdes desses
elementos emitem diferentes comprimentos de ondas (SILVA et al., 2010)

2.4 Laserterapia na cicatrizacédo de feridas

Existem diversos tipos de lasers com finalidade curativa, aqueles conhecidos
como instrumentos de laser de baixa poténcia tiveram seus primeiros usos ha mais de
30 anos. Dentre aqueles destinados a agdes terapéuticas os lasers de baixa poténcia,
ou laser frio, sdo os utilizados em reabilitagdo, e os de finalidade cirurgica sdo os de
alta poténcia e capacidade de destruicdo térmica das celulas (PERCIVAL,;
FRANCOLINI; DONELLLI, 2015). De acordo com Millis e Saunders (2013) uma nova
forma de laser de poténcia intermediaria foi recentemente introduzida nos protocolos
de reabilitacdo, e todas essas formas tem aumentado sua popularidade na prética
médico-veterinaria nos Ultimos anos.

Esses instrumentos auxiliam na reabilitacdo através do mecanismo de
fotobioestimulacdo, definido como a interacdo ndo-térmica de radiacdo
monocromatica com um alvo (GONGALVES et al., 2013). Apesar de ainda nédo
completamente elucidada essa acdo ocorre pela absor¢do dos fotons nos tecidos-alvo

através dos cromoforos e enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial, a partir disso,



uma cascata de eventos celulares tem inicio, resultando em maior produgdo de
oxigénio e ATP, dentre outros (PERCIVAL; FRANCOLINI; DONELLI, 2015). Essa
funcdo foi observada nos estudos de Silveira, Streck e Pinho (2007) que através da
exposicéo de feridas cutaneas ao laser AsGa (904nm), na dose de 3J/cm?, em cinco
pontos diferentes da leséo, durante dez dias, obtiveram como resultado o aumento da
atividade mitocondrial, e a reducdo mais rapida do tamanho das Ulceras, quando
comparadas ao grupo controle.

Aléem da funcdo energética, o aumento de ATP funciona como sinalizador
molecular, alterando as interagdes intracelulares, também atua como neurotransmissor
e em alguns casos possui o efeito de producdo 6ssea e proliferacdo celular (MILLIS;
SAUNDERS, 2013). Os efeitos benéficos da radiagdo a laser sobre o tecido 6sseo
foram analisados na pesquisa de Oliveira et al. (2010) que através da aplicacdo de laser
de AsGa (904nm), com dose de 50mJ/cm?, por dois segundos, de maneira pontual
sobre as fraturas 6sseas de ratos Wistar, e em quatro pontos distintos das margens das
lesBes, observaram ganho na neoformacdo 0ssea e melhor estruturacdo desse tecido,
em sete e 21 dias apos a fratura, quando comparados aos animais que nao receberam
tratamento.

Devido esses resultados, o uso de lasers terapéuticos tem o potencial de acelerar
a reparacdo tecidual e o crescimento celular, e ainda possuem efeito anti-inflamatério
similar as drogas utilizadas com essa funcdo, observado em alguns estudos in vitro
através da reducdo de prostaglandina E2 e ciclooxigenase-2 (FARIVAR,;
MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014).

Essas caracteristicas fazem do uso da laserterapia de baixa poténcia (LTBP) uma
ferramenta importante no tratamento de feridas. Relata-se que a radiacdo laser
estimula o desenvolvimento de fibroblastos, aumenta a produgdo de colageno e
promove a angiogénese, ou seja, permite maior taxa de cicatrizagdo (PEPLOW et al.,
2010). Além disso, a laserterapia pode promover a vasodilatacdo e melhorar a
drenagem linfética, diminuindo o edema e o inchaco da regido lesionada
(GONCALVES et al., 2013). Essas caracteristicas foram observadas por Demir et al.
(2004) quando trataram feridas cuténeas de ratos suicos albinos, com laser de AsGa
(904nm), na dose de 1J/cm?, durante dez minutos, por dez dias, resultando em maior
expressdo e melhor organizacdo de coladgeno, aumento de fibroblastos no tecido, e
ganho na tensdo da ferida, quando comparadas as feridas dos grupos controle.



Esses achados coincidem com os encontrados por Reddy (2003), que ao tratar
feridas cutaneas de ratos diabéticos com laser de AsGa (904nm), com dosagem de
1J/cm?, de maneira pontual, observou aumento de colageno e tensdo do tecido, em
relagdo ao grupo controle. No entanto, foi percebido um desempenho inferior desse
tipo de LTBP para a cicatrizacdo de feridas cutaneas, quando comparada a de HeNe,
dado que os resultados obtidos em um estudo similar realizado pelo mesmo autor,
revelaram maior ganho nesses parametros. Essa desvantagem em relagdo ao HeNe,
ndo foi percebida por Sanati et al. (2011), que contrariamente ao autor anterior,
obtiveram melhores resultados no fechamento das feridas, e no retorno do potencial
elétrico da pele com o uso de laser de AsGa (904nm), na dose de 2J/cm?, por 97s, de
forma pulsada, do que naquelas feridas tratadas com HeNe (632,8nm), na mesma dose,
por 63s, de forma continua.

2.5 Principios ativos da copaiba no tratamento de feridas

Os principais efeitos dos principios ativos dos extratos vegetais na cicatrizagdo
de feridas sdo: constituintes fitoquimicos que possuem atividade antimicrobiotica;
atividade antioxidante removedora de radicais livres; componentes ativos que
promovem atividade mitética, que contribuem para a proliferacéo celular, angiogénese
e aumento da producdo de coldgeno e sintese de DNA (BUDOVSKY:;
YARMOLINSKY; BEN-SHABAT, 2015).

A natureza quimica desses fitoterapicos varia conforme a espécie. Os estudos
realizados nesse campo buscam pesquisar carboidratos, glicosideos, terpendides,
diterpenos, sesquiterpenos, fitosterol, compostos fendlicos, e varios tipos de taninos,
proteinas, flavonoides, saponinas, ligninas, alcaloides e 6leos essenciais (GHOSH;
GABA, 2013). Tomando-se como exemplo a Copaiba, observa-se em sua composicao
a presenca de sesquiterpenos (80% do total) e diterpenos. Ja a Andiroba (Carapa
guianensis), possui 0s &cidos graxos como componentes, dentre eles: oleico;
palmitico; esteérico; linoleico, além de flavonoides, triterpenos, esteroides, cumarinos
e diglicerideos (SANTOS et al., 2012).

Cada um desses componentes presentes em plantas medicinais possui agdes
distintas. A funcdo antimicrobiana é mais estudada em terpenos e terpendides, que,
além disso, também séo considerados adstringentes, promovendo a contracdo da ferida
e aumento da taxa de epitelizacdo (MASSON-MEYERS et al., 2013). As propriedades
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antioxidantes sdo comumente citadas como a agdo proporcionada pelos flavonoides,
que inicialmente regulam a producdo de &nions superéxidos e posteriormente
aumentam o fluxo sanguineo da regido lesada, promovendo a angiogénese, fatos que
combinados reduzem os radicais livres na ferida (MITTAL; SATISH; ANIMA, 2013).

Os flavonoides também promovem o processo de cicatrizagdo, principalmente
devido as suas propriedades adstringentes e antimicrobianas, que parecem ser
responsaveis pela contracdo da ferida e aumento da taxa de epitelizacdo. As saponinas
séo eficazes como antioxidantes e antimicrobianos, auxiliando na contracdo da ferida
e na elevada taxa de epitelizacdo. Esterdis e polifendis sdo responsaveis pela
cicatrizagdo de feridas devido a sua eliminacdo de radicais livres e atividade
antioxidante, que séo responsaveis por reduzir a oxidacao lipidica, reduzindo a necrose
celular e melhorando a vascularizagdo (BUDOVSKY; YARMOLINSKY; BEN-
SHABAT, 2015).

No entanto, os principios ativos envolvidos na agcdo mitogénica dos fitoterapicos
ainda ndo foram elucidados. Os taninos séo conhecidos por promover a cicatrizagéo
de feridas, devido as suas propriedades adstringentes, essa funcdo refere-se a
capacidade desses metabdlitos secundarios dos vegetais em precipitar as proteinas da
saliva, 0 que ocorre também com proteinas sanguineas, bacterianas, parasitarias e
enzimas. Possuem acdo antimicrobiana, além de atuarem como sequestradores de
radicais livres, através da formacdo de complexos com ions metélicos como o ferro,
manganés, cobre, aluminio, que auxiliam nessa fungdo antioxidante (KOBAY ASHI et
al., 2015).

2.6 Copaiba como agente cicatrizante

De acordo com a Lista de Espécies da Flora Brasileira a Floresta Amazonica
possui 40.989 espécies de plantas e fungos, sendo 18.932 desses endémicos (FORZZA
et al., 2010). Uma grande parcela dessa biodiversidade pode ser utilizada como
fitoterapicos, e ja possui uso medicinal tradicional, logo, essas vém sendo estudadas
como alternativas terapéuticas de baixo custo.

No estudo realizado por Santos et al. (2014) constatou-se, através de entrevistas
com a populacéo tradicional da Amazénia Ocidental, que 53 espécies de plantas sdo
utilizadas como medicinais, tais como Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Piperaceae e Amaranthaceae. No entanto, de todos os vegetais citados, apenas sete
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pertenciam a Amazonia, sendo esse fato explicado pela imigracdo de populagGes de
outras regides do pais.

Seus principais usos sdo o tratamento de nefropatias, infecgOes, em especial a
Maléria, inflamagGes e hipertenséo arterial, sendo esses remédios na maioria das vezes
preparados através infusdo e decoccdo. Dentre essas sdo citadas como aquelas que
possuem propriedades cicatrizantes: Solidago chilensi (erva-lanceta), pertencente a
regido sul do Brasil, e Copaifera langsdorfii (Copaiba) (SANTOS et al., 2014).

A Copaiba (Copaifera spp.) ganha destaque, dentre as plantas medicinais
amazobnicas, como fitoterapico cicatrizante, dado suas propriedades adstringentes e
anti-inflamatorias. Apesar de ter uso principalmente no tratamento de feridas e como
antisséptico urinario (MASSON-MEYERS et al., 2013), diversas fungdes sao
associadas ao vegetal, por exemplo, o tratamento de doencas de trato respiratdrio
superior e inferior, Ulceras (STUPP et al., 2008), endometriose (SILVA et al., 2015),
afeccdes de sistema reprodutor através de creme vaginal (LIMA et al., 2011), como
substituto & Clorexidina em profilaxia dentéria em cédes (PIERI et al., 2014), além de
ser utilizada como anti-tétano, anti-tumor (SANTOS et al., 2012), anti-leishmania e
larvicida (LEANDRO et al., 2012).

Essas propriedades relacionadas com a Copaiba tém correlacdo com os seus
principais componentes, sesquiterpenos e diterpenos, sendo o primeiro quase 90% da
constituicdo vegetal, dentre esses se destaca o B-cariofileno como o seu principal
representante. As propriedades cicatrizantes relacionadas a essa planta, como o poder
anti-inflamatorio sdo provenientes de seu componente principal, 0s sesquiterpenos,
enquanto que as caracteristicas antimicrobianas, que auxiliam a reparacdo de lesoes,
séo originadas pelos diterpenos (LEANDRO et al., 2012).

Os resultados obtidos por Estevao et al. (2013), no tratamento de flaps cuténeos,
provaram que o uso de 6leo de copaiba a 10%, diretamente aplicado sobre a leséo, foi
benéfico para a cicatrizacdo, diminuindo a necrose e acelerando o processo de
reparacdo. A mesma vantagem foi encontrada por Masson-Meyers et al. (2013), que
diferente da maioria dos trabalhos com o uso de Copaifera spp. no tratamento de
feridas cutaneas, desenvolveram um creme a base de 6leo de Copaiba a 10%, tendo
sido demonstrado em estudos prévios ser a concentragdo Otima para esse fim
(MASSON-MEYERS et al., 2013). Nesse estudo, também foi obtida uma vantagem
em relacdo a reparacéo da pele, com aumento na velocidade do processo e a quantidade
de colageno envolvida na resolucéo da lesdo.
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No entanto, de acordo com Brito et al. (1998) o uso de éleo-resina in natura,
influenciou negativamente a cicatrizagdo de feridas cirurgicas em ratos Wistar, assim
como Vieira et al. (2008), que observaram piora na cicatrizacdo de feridas, com
presenca de corpo estranho, quando utilizado o 6leo de Copaiba no protocolo
terapéutico, o que traz a tona a questdo de que a forma farmacéutica utilizada nesses
experimentos influenciou o resultado final obtido.

Além de seus efeitos cutaneos, Silva et al. (2015) buscaram avaliar a agdo sobre
a reparagdo 0ssea desse produto, observando que o uso de dleo de copaiba, em seu
estado puro ndo apresentava diferenca em relagdo ao protocolo tradicional, com
meloxicam. Resultado semelhante foi observado por Silva et al. (2013) testando 0 uso
de 6leo de copaiba em alvéolo dentério, apds a extracdo de dentes, no qual encontraram
efeito benéfico, em administragdo tdpica e sistémica, na reparacdo do 0sso, entretanto,
efeitos deletérios em tecido conjuntivo. Ainda sobre 0 uso de copaiba em odontologia
veterindria, Dias et al. (2015) constataram que o uso de pasta de hidroxido de calcio
associada ao 6leo de copaiba ndo apresentou diferencas, quando comparada ao padrdo
(associacdo da pasta com solucdo salina estéril), tendo ambas 0s mesmos resultados
sobre a formacdo de ponte dentéria, além de apresentarem efeito antimicrobiano
semelhantes.

Apesar do género possuir diversas espécies, 0s principais resultados positivos no
uso como cicatrizante sdo aqueles que utilizam a espécie Copaifera langsdorffii em
sua metodologia. Dentre as partes utilizadas desse vegetal, o 6leo extraido de seu
tronco é a fracdo mais significativa, sendo utilizado na maioria dos estudos
encontrados, porém pesquisadores buscam ampliar o seu uso, através de pesquisas com
o0 extrato das folhas, que apresentou propriedades anti-inflamatdrias e neuroprotetoras
em ratos submetidos artificialmente a acidente vascular cerebral (BOTELHO et al.,
2015), enquanto Stupp et al. (2008) avaliaram possiveis usos para as sementes de
Copaifera langsdorffii, encontrando em sua composi¢ao cumarina e xiloglicanos, que

podem ter possivel emprego na industria cosmética.
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3 MATERIAL E METODOS

Apds aprovacdo pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade
Federal do Acre, processo de nimero 23107.016568/2015-44 e protocolo 82/2015,
Utilizaram-se 15 ratos Wistar (Rattus norvergicus), pesando £350g, com cerca de 100
dias de idade, machos, divididos em trés grupos de cinco de animais cada, separados
entre si por caixas de polipropileno, aclimatados por sete dias, e mantidos em
condi¢des de temperatura média de 22°C, 50% de umidade, e ciclo de 12h de
luz/escuro, alimentados com racdo peletizada para roedores e 4gua ad libitum, durante
todo o estudo.

O 6leo-resina de Copaiba na forma pura foi obtido através da coleta dos troncos
de arvores de Copaifera langsdorffii doada ao estudo pela Cooperativa
Agroextrativista dos Produtores Rurais do Vale do Rio laco (COOPERIACO). Sendo
utilizada no estudo em sua forma in natura.

O aparelho de laser utilizado no estudo tinha como caracteristicas: ponteira de
AsGA, modelo Laserpulse®, do fabricante Ibramed, com comprimento de onda de
904nm. Com o protocolo de modo continuo, focal, durante 10s, na dose de 4J/cm?,
calculada através da seguinte formula:

PmXxt
A

em que De significa densidade de energia (J/cm?) ou Dose,

De =

Pm a poténcia média do aparelho de laser,

t 0 tempo de aplicacdo e A a area de aplicacéo.

Para a realizagcdo do procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados
através da combinacdo entre cetamina (25mg/kg), xilazina (1,5mg/kg) e tramadol
(12mg/kg) administrados intramuscularmente como indugdo, e mantidos atraves da
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inalagdo de isofluorano. A analgesia pos-operatdria foi continuada por trés dias, com
o uso de tramadol (12mg/kg), administrado no subcutaneo de cada individuo. Quando
em plano anestésico, passaram por tricotomia na regido dorsal toraco-lombar, seguida
de antissepsia realizada com 4lcool isopropilico a 70% e clorexidina a 2%. Para a
confec¢do das feridas, fragmentos de pele de oito mm foram excisados com o auxilio
de punch de biopsia cutanea (Figura 2A). No total, cinco feridas foram criadas na

regido tricotomizada de cada animal, como pode ser observado na Figura 2B.

Z

C

Figura 2. Confeccao de cinco feridas cutdneas com punch de biopsia de 8mm na regido
cérvico-toraco-abdominal dorsal de ratos Wistar (A e B). Em C. Esquema
representativo das feridas cirirgicas e seus respectivos tratamentos. Azul:
controle negativo (T1); verde: controle positivo (T2); amarelo: laserterapia
de baixa poténcia (T3); vermelho: o6leo-resina de Copaiba (T4); roxo:
associacdo de Oleo-resina de Copaiba com a aplicagdo de laser de baixa
poténcia (T5).

Logo ap6s o procedimento cirirgico, iniciaram-se os protocolos terapéuticos que
seriam mantidos durante 14 dias. Em todos os animais, procedeu-se, previamente ao
tratamento, a limpeza de todas as feridas, com clorexidina a 2%, seguida de solucdo
fisiologica a 0,9%. Os seguintes tratamentos eram entdo aplicados, em intervalos de
24h: grupo controle negativo, com solucdo fisiologica a 0,9% (T1); grupo controle

positivo, com vaselina sélida (T2) (MASSON-MEYERS et al., 2013); grupo da
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laserterapia de baixa poténcia (T3); grupo do 6leo-resina de Copaiba estrito (T4); e
grupo de associacdo de Oleo-resina de Copaiba com a aplicacdo de laser de baixa
poténcia (T5) (Figura 2C). O modelo do estudo possuia como grupo experimental,
cada ferida individualmente, e seus 15 animais como repetigdes.

A aplicacdo de cada tratamento, foi homogénea em todos os animais, desde o
dia do procedimento cirurgico (DO0), até o final do estudo (D14). Iniciando-se pela
aplicacdo da lasertarpia, nas feridas de tratamento T3 e T5. N&o houve contato entre 0
aplicador e a pele, com distancia média de 1cm. Em seguida, aplicou-se topicamente
uma gota do 6leo-resina de copaiba, nas feridas de tratamento T4 e T5. Finalizando
com a administragdo externa de vaselina sdlida nos ferimentos de T2, e uma gota de
solucdo fisioldgica 0,9% nas de T1. Todos os tratamentos foram aplicados pelo mesmo
pesquisador, em todas as sessoes.

Macroscopicamente avaliou-se as feridas por sua umidade, presenca de crostas,
presenca de tecido de granulacdo e caracteristicas de inflamacéo perceptiveis a olho
nu. As anélises da taxa de cicatrizagdo ocorriam previamente a limpeza dos ferimentos,
e foram obtidas através da mensuragdo diéria da &rea do ferimento com o uso de
paquimetro (SANTOS et al., 2006), por um Unico pesquisador, medindo cada eixo da
Glcera (vertical e horizontal), que seriam considerados diametros da elipse (Figura 3),
e calculadas a partir da seguinte formula:

A=RXrXm

em que R é o raio maior,
I 0 raio menor e
7 0 valor de pi (3,14...).
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Figura 3. Mensuragdo da area de feridas cutaneas realizadas com punch de 8mm em
ratos da linhagem Wistar, com auxilio de paquimetro, nos eixos horizontal
(A) e vertical (B).

Para as avaliagdes histopatologicas, os animais foram eutanasiados, com
sobredosagem de isofluorano, nos dias um, sete e 14 do estudo, em grupos de cinco animais,
proporcionando andlise representativa de cada estdgio da cicatrizagdo. Os fragmentos
cutaneos de cada ferida, foram coletados, separados e identificados individualmente. Essas
amostras foram entdo conservadas em formol a 10%, até o momento da coloragdo. Foram
realizados dois cortes de cada amostra com a espessura de 4 a Sp cada.

De cada ferida coletada, uma parte do material foi analisada através da coloracao de
Hematoxilina-Eosina (HE), para a avaliacdo do infiltrado inflamatorio, e a metade restante
foi processada para a coloragdo de Picrosirius Red, para a quantificagdo e caracterizagao do
colageno.

Os resultados obtidos ap6s a observacao microscopica de cada amostra foram
tabulados, e naquelas com HE como método de coloracdo, os seguintes parametros foram
analisados: inflamagdo aguda (IA), necrose tecidual (NC), tecido de granulagdo (TG) e
fibroplasia (FP). Descritos através de graus, de 0 (auséncia) a 3 (expressdo maxima). Para
as analises de Picrosirius Red, a expressao de cada tipo de colageno foi descrita a partir de
sua porcentagem no tecido, sendo o colageno tipo I visto como vermelho, e o colageno tipo
I como verde, ambos sob luz polarizada. Todas as andlises histopatologicas foram
realizadas em microscopio de modelo DM1000, Leica, com camera de captura acoplada
modelo DFC295, Leica, com auxilio de programa de captura de imagem Image Proplus 4.1,
com aumento otico de 4x.

A analise estatistica utilizada foi realizada de maneira ndo paramétrica, com os

efeitos dos tratamentos comparados através do teste de Kruskal-Wallis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As observagdes macroscdpicas indicaram que as feridas pertencentes ao grupo
controle negativo (solucdo fisiologica 0,9%) e aquelas tratadas com LTPB foram as
que apresentaram maior redugcdo de sua area em menor tempo. Nas Ulceras
pertencentes a T2 observou-se maior umidade, porém com menor taxa de cicatrizacéo,
observada por seu tamanho em relacéo as demais. Nas feridas tratadas com 6leo-resina
de copaiba (T4), observou-se a formacdo demasiada de crostas, que impediram a
contracéo das feridas, sendo, portanto, as de maior tamanho, durante mais tempo. O
grupo de feridas em que se aplicou LTBP com 6leo-resina de copaiba encontrava-se
com boa contragdo e menor quantidade de crostas, quando comparado ao tratamento
T4. Todas as feridas encontravam-se completamente fechadas e sem a presenca de
inflamac&o ou crostas ao final do experimento (Figura 4).

Esses resultados demonstram que a associagdo das técnicas de LTBP e
administracdo topica de dleo-resina de copaiba possui uma vantagem em relagdo ao
protocolo T4, dado que o aspecto crostoso das feridas foi reduzido. Esse achado pode
indicar que a laserterapia minimiza os efeitos deletérios a cicatrizacdo provocados
pelas caracteristicas fisicas do fitoterapico, permitindo que ambos os potenciais anti-
inflamatdrios dessas alternativas terapéuticas sejam exacerbados.

As taxas de cicatrizacdo, obtidas através das areas das feridas, revelaram que no
dia um do estudo, os 15 animais submetidos ao experimento apresentavam como
menores feridas, aquelas pertencentes ao tratamento com solugéo fisiologica 0,9%,
(T1) no entanto essas ndo apresentaram diferenca em relacdo a T2 e T3, tratadas com
vaselina solida e LTBP respectivamente. Este fato pode ser explicado pois no periodo
de 24h as feridas ainda se encontram na fase inflamatdria da cicatrizacdo, sem reducéao
significativa de sua area (MITTAL; SATISH; ANIMA, 2013). Ainda nesse grupo, as
feridas pertencentes aos tratamentos que incluiam 6leo-resina de copaiba (T4 e T5)
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foram as de maior tamanho, estatisticamente iguais a T2 (Tabela 1), resultados esses

que condizem com as observagdes visuais.

Figura 4. Aspectos macroscopicos das feridas cutaneas produzidas com punch de
biopsia de 8mm, em rato da linhagem Wistar, tratadas com solugdo
fisiologica a 0,9% (T1); vaselina s6lida (T2); laserterapia de baixa poténcia
(T3); 6leo-resina de Copaiba (T4); associagdo de 6leo-resina de Copaiba
com a aplicacdo de /aser de baixa poténcia (T5), nos dias 1 (A), 5 (B), 10
(C) e 14 (D) de pos-operatorio.

Os resultados obtidos no sétimo dia de tratamento, como pode ser observado na
Tabela 1, revelaram que o controle negativo (T1) ainda permanecia como aquele com
maior potencial de contra¢do do tecido, no qual encontravam-se as menores areas de
ferida, enquanto que os tratamentos de LTBP associada a 6leo-resina de copaiba e

Oleo-resina restrita, permaneceram como aqueles que demoraram mais para realizar o
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fechamento das solugbes de continuidade do tecido, sendo iguais a T2 (teste de
Kruskal-Wallis; P>0,05).

A mesma tendéncia observada nos dias um e sete da pesquisa, permaneceu
durante o tergo final da cicatrizag&o, logo, as areas dos dias oito a 13 obtiveram como
tratamento de maior eficacia, para a reducdo desse tamanho aquele com solucéo
fisiologica a 0,9%, e os tratamentos com Oleo-resina de copaiba (T4 eT5), como 0s
menos eficazes para esse parametro. Porém, no ultimo dia de experimento, como pode
ser observado na Tabela 1, ndo existiram diferengas entre os tratamentos, o que
evidencia que no fim da pesquisa todos os protocolos empregados foram capazes de
fechar as suas respectivas feridas. Apesar dessa semelhanca encontrada ao final do
estudo, vale ressaltar que a reducdo mais acelerada dos ferimentos reduz diversas
complicacBes, como a infeccdo secundéria, ndo encontrada em nenhuma das feridas

realizadas nos animais deste estudo.

Tabela 1 - Area das feridas cutineas (mediana e intervalos interquartis em mm)
induzidas cirurgicamente, através de punch de bidpsia de 8mm, em ratos
Wistar e tratadas com grupo, com solucdo fisioldgica a 0,9% (T1); vaselina
solida (T2); laserterapia de baixa poténcia (T3); 6leo-resina de Copaiba
(T4); associacdo de Oleo-resina de Copaiba com a aplicacdo de laser de
baixa poténcia (T5), nos dias um, sete e 14 de pds-operatorio.

Tratamentos D1 D7 D14

T1 0,25 (0,21-0,37) ¢ 0,01 (0,0035-0,02) ¢ 0 (0-0) a

T2 0,28 (0,23 - 0,37) abc 0,04 (0,03-0,07) ab 0,01 (0-0,005) a
T3 0,28 (0,25-0,32) bc 0,03 (0,02-0,08) b 0 (0-0) a

T4 0,37 (0,28-0,5) a 0,07 (0,03-0,13) ab 0,001 (0-0,0005) a
T5 0,32 (0,31-0,38) ab 0,07 (0,04-0,12) a 0,02 (0-0,01) a

Legenda: a partir das &reas mensuradas de cada ferida obteve-se a mediana e intervalos
interquartis de cada tratamento, e realizou-se a analise estatistica, em que letras iguais
ndo possuem diferenca significativa.

De acordo com os resultados obtidos na pesquisa, observou-se que diferindo do
que foi encontrado por Masson-Meyers et al. (2013), as feridas tratadas com o
fitoterapico testado foram as de menor taxa de cicatrizacdo de feridas, apresentando
maior area, por mais tempo, enquanto os autores do estudo citado descreveram
resultados superiores para esse parametro, com o0 uso da substancia. Tal fato pode
derivar das caracteristicas fisicas do éleo-resina, que devido sua viscosidade tende a

formar grandes crostas sobre os ferimentos, dificultando a contragdo dos mesmos.
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Apesar do emprego do mesmo fitoterapico, as formas farmacéuticas foram
distintas nos dois estudos, sendo utilizado por Masson-Meyers et al. (2013) um creme
com copaiba a 10%, o que pode ter diminuido a capacidade de enrijecer-se nos tecidos,
enquanto que no presente estudo utilizou-se a forma in natura, Oleo-resina,
propiciando a formacdo desvantajosa das crostas. O excesso de crostas e atraso na
reepitelizacdo, também pode ser observado por Vieira et al. (2008), tendo sido
utilizado nesse caso, a mesma forma farmacéutica in natura, bem como no presente
estudo, confirmando um fator deletério do uso desse fitoterapico.

A laserterapia de baixa poténcia foi menos eficiente que o controle negativo na
reducdo do tamanho das feridas, divergindo do que foi encontrado por Silveira, Streck
e Pinho (2007) em que vantagens nesse parametro foram evidenciadas com o uso de
LTBP, com laser de AsGa (comprimento de onda de 904nm), apesar da auséncia de
outros tratamentos, mesmo no grupo controle, para comparagéo.

As analises histopatoldgicas que objetivaram classificar o infiltrado inflamatério
tecidual, revelaram para o dia 1, de acordo com a Tabela 2, que no inicio do processo
cicatricial, dia um, ndo houve diferenga para os parametros TG e FP, 0 que era
esperado, devido ao curto tempo em relagdo a injuria. Enquanto que para o parametro
inflamacdo aguda (IA), o tratamento T1 obteve a maior reducdo do processo
inflamatorio, e T5 aquele em que a inflamacao se encontrava mais exacerbada, apesar
disso, de acordo com o teste estatistico, os tratamentos T1 e T5 foram iguais a T2, T3
e T4. Para o parametro de necrose tecidual (NC) observou-se menor grau para o
tratamento com Oleo-resina de copaiba (T4), enquanto aquelas feridas tratadas com
LTBP tiveram 0s maiores graus, porém estatisticamente esses dois ndo se
diferenciaram de T1, T2 e T5. Esse fator revelou uma vantagem do uso de copaiba
em protocolos cicatriciais, pois, assim como Estevédo et al. (2013), que tiveram as
menores taxas de necrose em flaps cutaneos tratados com Gleo-resina de copaiba, o
uso do fitoterapico no presente estudo provou diminuir o grau desse parametro na fase

inicial da cicatrizagéo, ou seja, no dia um do experimento.
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Tabela 2 — Analise histopatologica do infiltrado inflamatério das feridas cuténeas
induzidas cirurgicamente, através de punch de bidpsia de 8mm, em ratos
Wistar e tratadas com grupo, com solucdo fisiolégica a 0,9% (T1);
vaselina solida (T2); laserterapia de baixa poténcia (T3); 6leo-resina de
Copaiba (T4); associacdo de 6leo-resina de Copaiba com a aplicagdo de
laser de baixa poténcia (T5), de amostras coletadas no dia um do

tratamento.
Tratamentos 1A NC TG FP
T1 2(2-3)a 2(1-2)ab 1(0-1)a 0(0-1)a
T2 2(2-3)ab 2(1,5-3)ab 1(05-1)a 0(0-0,5) a
T3 3(3-3)ab 2(1,5-3)a 1(05-1)a 0(0-0,5) a
T4 2(1-3)ab 1(05-2)b 1(0-1)a 0(0-2)a
T5 3(2-3)b 2(2-2)ab 1(0-15a 1(0-1)a

Legenda: analisou-se os parametros: inflamacéo aguda (1A); necrose
tecidual (NC); tecido de granulacdo (TG); e fibroplasia (FP). Sendo
0 a auséncia, e 1 a 3 diferentes graus de intensidade dos parametros.
A partir dos valores obtidos calculou-se a mediana e intervalos
interquartis (entre parénteses) de cada tratamento, e realizou-se a
analise estatistica, em que letras iguais ndo possuem diferencga
significativa.

J& no dia sete do estudo (Tabela 3), o processo cicatricial em evolugéo revelou
resultados iguais entre os tratamentos para TG, 0 que pode ser observado
macroscopicamente com a expressao de tecido de granulagcdo em todas as feridas de
todos os animais. No quesito IA, os tratamentos com solucdo fisiolégica (T1) e LTBP
(T3) demonstraram menor grau de inflamacdo, no entanto ndo se apresentaram
estatisticamente diferentes entre eles, e iguais a T2. Os graus de necrose observados
no parametro NC mostram os tratamentos T1 e T3 como melhores para a aceleragdo
do processo cicatricial, sendo significativamente menores que os demais. A fase
proliferativa da cicatrizagcdo (FP) foi observada em maior quantidade em feridas do
grupo T3 e T5, ambos sujeitos a LTBP, porém esses resultados foram considerados

iguais ao grupo T1 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Analise histopatologica do infiltrado inflamatério das feridas cutaneas
induzidas cirurgicamente, através de punch de bipsia de 8mm, em ratos
Wistar e tratadas com grupo, com solucéo fisiologica a 0,9% (T1); vaselina
solida (T2); laserterapia de baixa poténcia (T3); 6leo-resina de Copaiba
(T4); associagdo de dleo-resina de Copaiba com a aplicacdo de laser de
baixa poténcia (T5), de amostras coletadas no sétimo dia de tratamento.

Tratamentos 1A NC TG FP

T1 0(0-0)c 0(0-0)c 2(1,5-3)a 2(2-2,5) abc
T2 1(0-1)abc 1(0-1)ab 3(3-3)a 2(1-2)c
T3 0 (0-0,5) bc 0(0-0,5)bc 2(1,5-3)a 3(2-3)a
T4 1(0-2) a 1(1-2) a 3(2-3ya 2(1-2) bc
T5 1(0-1)ab 1(0-2)a 2,5(0-3)a 2,5(2-3)ab

Legenda: analisou-se os parametros: inflamagéo aguda (1A); necrose tecidual (NC);
tecido de granulagédo (TG); e fibroplasia (FP). Sendo 0 a auséncia, e 1 a 3 diferentes
graus de intensidade dos parametros. A partir dos valores obtidos calculou-se a
mediana e intervalos interquartis (entre parénteses) de cada tratamento, e realizou-se
a analise estatistica, em que letras iguais ndo possuem diferenca significativa.

Para o grupo de animais eutanasiados ao final do experimento os resultados
histopatoldgicos referentes ao infiltrado inflamatorio exibiram auséncia de inflamacgéo
aguda e necrose em todos os tratamentos, o que condiz com a observagéo
macroscopica de fechamento de todas as feridas. Os resultados referentes ao parametro
TG, mostraram a desvantagem do uso da vaselina solida em relagdo aos demais
tratamentos, dado que em T2 ainda ocorria a presenca de tecido de granulagdo, j&
ausente em todos os demais. Porém, os niveis de renovacdo tecidual (FP), apesar de

presentes e maiores que no dia um, diferiram entres os tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Analise histopatologica do infiltrado inflamatério das feridas cutaneas
induzidas cirurgicamente, através de punch de bidpsia de 8mm, em ratos
Wistar e tratadas com grupo, com solucdo fisiolégica a 0,9% (T1);
vaselina solida (T2); laserterapia de baixa poténcia (T3); 6leo-resina de
Copaiba (T4); associacdo de 6leo-resina de Copaiba com a aplicagdo de
laser de baixa poténcia (T5), de amostras coletadas no dia 14 do

tratamento.
Tratamentos 1A NC TG FP
T1 0(0-0)a 0(0-0)a 0(0-1)b 25(1-3)a
T2 0(0-0)a 0(0-0)a 1(1-25a 3(1,5-3)a
T3 0(0-0)a 0(0-0)a 0(0-1)b 2(2-3)a
T4 0(0-0)a 0(0-0)a 0(0-1)b 3(3-3)a
T5 0(0-0)a 0(0-0)a 0(0-1)b 2(2-2)a

Legenda: analisou-se os parametros: inflamagéo aguda (1A); necrose tecidual (NC);
tecido de granulacéo (TG); e fibroplasia (FP). Sendo 0 a auséncia, e 1 a 3 diferentes
graus de intensidade dos pardmetros. A partir dos valores obtidos calculou-se a
mediana e intervalos interquartis (entre parénteses) de cada tratamento, e realizou-se a
analise estatistica, em que letras iguais ndo possuem diferenca significativa.

Os beneficios observados com o uso da LTBP foram semelhantes as de outros
autores, que testaram o laser de AsGa, como Demir et al. (2004) que observaram
ganho na sintese do colageno e na for¢a do tecido de cicatriza¢do, além de reducao da
fase inflamatodria, resultados esses semelhantes aos encontrados nesse experimento,
em que o tratamento com LTBP estrita obteve 0 menor grau de necrose, e maior
expressao de fibroplasia em ambos os tratamentos que utilizaram esse método (T3 e
T5) no dia sete do ensaio, apesar de estatisticamente igual a T1.

A quantificagdo do colageno presente nos cortes histoldgicos revelou, para as
feridas coletadas no dia um do experimento, diferenca entre o tratamento controle
negativo (T1) e os demais, para o parametro Colageno Tipo Il (I11), sendo o primeiro
aquele com menor expressdo de colageno, enquanto todas as outras feridas foram
iguais, 0 que comprova que apesar de maior capacidade de contracdo de feridas, a
superioridade macroscépica do tratamento com solucdo fisiologica pode ndo condizer
com a melhor cicatriza¢cdo em longo prazo, devido ao atraso na expresséo do colédgeno

referente a fase inicial da cicatrizacdo (Tabela 5).
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Tabela 5 — Quantificacdo dos colagenos tipo | (1) e tipo 111 (I11) das feridas cutaneas
induzidas cirurgicamente, através de punch de bipsia de 8mm, em ratos
Wistar e tratadas com grupo, com solucéo fisiologica a 0,9% (T1); vaselina
solida (T2); laserterapia de baixa poténcia (T3); 6leo-resina de Copaiba
(T4); associacdo de Oleo-resina de Copaiba com a aplicacdo de laser de
baixa poténcia (T5), de amostras coletadas no dia um do tratamento.

Tratamentos 1 (%) 11 (%)

T1 37,5 (20-70) a 10 (5-15) a

T2 20 (12,5-42,5) ab 30 (25-30) b

T3 20 (5-45) ab 30 (15-32,5) b
T4 15 (10-20) b 25(27,5-32,5) b
T5 10 (7,5-20) b 20 (17,5-27,5) b

Legenda: a partir das porcentagens de colageno tipo I (I) e tipo I11 (111) calculou-se
a mediana e intervalos interquartis (entre parénteses) de cada tratamento, e realizou-
se a andlise estatistica, em que letras iguais ndo possuem diferenca significativa.

Essa mesma analise, nas feridas respectivas ao grupo eutanasiado no dia sete do
experimento, revelou que num processo cicatricial de maior evolucdo ndo houve
diferencas entre os protocolos terapéuticos, tanto para o pardmetro de Colageno Tipo
111 (111), quanto para Colageno Tipo I (1), como pode ser observado na Tabela 6.

No entanto, para amostras coletadas no dia 14, pode ser observada maior
expressdo de Colageno Tipo Il nas amostras dos protocolos terapéuticos T4 e T5
(Figura 5), ambos com a presenca de dleo-resina de copaiba, 0 que pode indicar um
estimulo do fitoterdpico a sintese desse agente da cicatrizacdo, porém, estatisticamente
essa superioridade foi considerada igual aos tratamentos T2 e T3, como pode ser
observado natabela 7. J& o controle negativo (T1) teve o menor valor para o parémetro
anterior, o que condiz com o observado nas feridas desse mesmo protocolo terapéutico
no dia 1 do estudo, contudo, esse foi considerado a T2 e T3, de acordo com os valores
encontrados na anélise estatistica.
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Tabela 6 — Quantificagcdo dos colagenos tipo I (I) e tipo III (III) das feridas cutaneas
induzidas cirurgicamente, através de punch de bidpsia de 8mm, em ratos
Wistar e tratadas com grupo, com solu¢ao fisioloégica a 0,9% (T1); vaselina
solida (T2); laserterapia de baixa poténcia (T3); oleo-resina de Copaiba
(T4); associagdo de 6leo-resina de Copaiba com a aplicacdo de laser de
baixa poténcia (T5), de amostras coletadas no sétimo dia de tratamento.

Tratamentos I (%) III (%)

T1 25(20-32,5) a 25 (15-35) a

T2 15 (7,5-55) a 25(7,5-35)a
T3 20 (10-35) a 25(17,5-32,5)a
T4 10 (5-40) a 20 (10-42,5) a
TS5 30 (15-37,5) a 10 (7,5-20) a

Legenda: a partir das porcentagens de colageno tipo I (I) e tipo III (II) calculou-se a
mediana e intervalos interquartis de cada tratamento, e realizou-se a andlise
estatistica, em que letras iguais ndo possuem diferenca significativa.

Figura 5. Comparacao da expressdao de colageno tipo I (vermelho-vivo) e III (verde)
entre feridas cutdneas induzidas cirurgicamente com auxilio de punch de
8mm em ratos Wistar e tratadas com solugdo fisiologica 0,9% (A) e

associacdo de LTBP com o6leo-resina de Copaiba (B), no dia 14 de pds-
operatdrio.
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Tabela 7 — Quantificacdo dos colégenos tipo I (1) e tipo 111 (I11) das feridas cuténeas
induzidas cirurgicamente, através de punch de bidpsia de 8mm, em ratos
Wistar e tratadas com grupo, com solucéo fisiolégicaa 0,9% (T1); vaselina
solida (T2); laserterapia de baixa poténcia (T3); 6leo-resina de Copaiba
(T4); associagdo de 6leo-resina de Copaiba com a aplicagdo de laser de
baixa poténcia (T5), de amostras coletadas no Gltimo dia de tratamento.

Tratamentos 1 (%) 11 (%)

T1 25 (15-57,5) a 10 (7,5-15) a

T2 20 (10-52,5) a 25 (15-32,5) ab
T3 20 (12,5-47,5) a 25 (17,5-37,5) ab
T4 20 (12,5-22,5) a 35(17,5-42,5) b
T5 10 (5-25) a 35(27,5-425) b

Legenda: a partir das porcentagens de colageno tipo I (I) e tipo I11 (111) calculou-se
a mediana e intervalos interquartis (entre parénteses) de cada tratamento, e realizou-
se a andlise estatistica, em que letras iguais ndo possuem diferenca significativa.

Esses resultados condizem com o experimento de Silva et al. (2013), no qual o
protocolo terapéutico com o uso de copaiba possuiu fibras coldgenas de maior
espessura, e melhor organizadas, sendo nesse estudo encontrados os melhores
resultados na expressao de colageno tipo Il nos grupos de feridas tratadas com o uso
de copaiba, estrita ou associada a LTBP. E embora ndo tdo evidentes quanto 0s
resultados de Masson-Meyers et al. (2013), nos quais observou-se diferenca na sintese
de colageno, através do ensaio de hidroxiprolina, com melhores resultados para as
feridas tratadas com copaiba, também pode ser observada uma tendéncia para maior
expressao dessas moléculas, nos tratamentos que incluiam fitoterapia.

Vale ressaltar, que o colageno tipo Il apresentava-se em maior quantidade nas
amostras, e foi determinante de diferencas estatisticas entre os tratamentos, dado esse
que comprova que apesar de passados 14 dias da injlria, o colageno ainda ndo havia
sido substituido, por colageno tipo I, como o esperado para a fase de remodelamento
da cicatrizagdo. Essa informagdo alerta para a necessidade de realizacdo de novos
estudos com coletas de informagdes mais prolongadas.

A busca de novos protocolos terapéuticos € um campo de estudo pertinente para
0 avango no tratamento de feridas em animais domésticos, com base nesse objetivo
empregou-se nas feridas cutaneas, duas alternativas terapéuticas cuja a eficacia ainda
vem sendo comprovada, a laserterapia de baixa poténcia e o 6leo-resina de copaiba.
De modo geral, todos os tratamentos obtiveram resultados finais positivos, com a
cicatrizacdo completa de todas as feridas, com excegéo do controle positivo, vaselina
solida, que demonstrou macroscopicamente e histopatologicamente sua desvantagem
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em relacdo aos demais. No entanto, do ponto de vista da area das feridas, o controle
positivo, solucdo fisiologica a 0,9%, teve maior capacidade de contragdo de feridas,
seguido pelo tratamento com LTBP. Essa vantagem do controle positivo, ndo foi
evidenciada na analise microscopica do tecido, dado que os resultados referentes ao
infiltrado inflamatério confirma a superioridade da LTBP e fitoterapia, alem da
associacdo de ambos, em relagdo a solugdo fisiologica a 0,9%, com menor grau de
necrose e inflamacdo aguda, e maiores niveis de fibroplasia.

Outra evidéncia da eficacia dos protocolos de tratamento em relagdo aos
controles reside na quantificagdo do coldgeno presente nas amostras cutaneas, em que
observou-se no momento inicial da cicatrizagdo, dia um, maior quantidade de colédgeno
tipo Il nas feridas dos tratamentos T2, T3, T4 e T5, tendéncia essa que pode ser
confirmada nas analises do final do experimento, quando os tratamentos com a
presenca do fitoterdpico (T4 e T5) foram superiores nas expressdo do colageno tipo
111, apesar de estatisticamente iguaisa T2 e T3.

Apesar das vantagens encontradas nesses estudos, o uso do laser de AsGa
(comprimento de onda de 904nm) pareceu ser inferior na capacidade de cicatrizagdo
de feridas cutaneas, quando comparado aos trabalhos realizados com laser de HeNe
(comprimento de onda de 632,8nm) (REDDY, 2007), o que pode explicar a auséncia
de grandes vantagens desse protocolo empregado, em relacdo as demais técnicas.
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5 CONCLUSOES

O protocolo de associagéo entre fitoterapia e laserterapia trouxe vantagens como
reducdo de crostas em comparacdo ao uso exclusivo de Copaiba, maior
desenvolvimento de fibroplasia no dia sete do estudo, além de um incremento na
expressao de colageno tipo 111 ao final do estudo;

A Oleo-resina de Copaiba apresentou desvantagem na taxa de cicatrizagdo das
feridas, dado que ambos os tratamentos com essa substancia obtiveram as maiores
areas, e aspecto macroscopico crostoso;

A resolucéo da necrose tecidual através do uso da dleo-resina de Copaiba foi
vantajosa em relagdo aos demais protocolos, o que corrobora com o conhecido
potencial anti-inflamatério do farmaco;

A laserterapia de baixa poténcia mostrou capacidade superior de redugédo da
inflamacdo aguda e necrose tecidual, aléem de maior fibroplasia, provando seu
potencial cicatricial,

A expressdo do colageno do tipo 11 foi favorecida por ambos os tratamentos que
incluiram éleo-resina de Copaiba;

Os dados exibiram ganhos obtidos com uso da copaiba como fitoterapico
cicatrizante, valorizando a biodiversidade amazoOnica. No entanto, as restricoes
causadas por sua forma in natura indicam a necessidade mais estudos com formulagéo

de novas formas farmacéuticas a partir do 6leo-resina.
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