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ASPECTOS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS DE RETALHOS
CUTANEOS EM RATOS (Rattus norvergicus albinus) TRATADOS COM
OLEO DE COPAIBA (Copaifera langsdorffii)

RESUMO

O insucesso de retalhos cutaneos devido a necrose total ou parcial ndo ¢ um fato
isolado. Varias pesquisas que utilizaram recursos farmacolédgicos e ndo farmacoldgicos foram
realizadas para aumentar a viabilidade destes. O 6leo de copaiba tem sido utilizado em vérios
modelos experimentais como cicatrizante de feridas. No entanto, ndo foram encontrados
relatos sobre a utilizacdo deste 6leo na viabilidade de retalhos cutaneos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os aspectos morfoldgicos e morfométricos de retalhos cutdneos em ratos
tratados com 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii). Trinta ratos Wistar foram distribuidos
em trés grupos: controle absoluto (GCA), controle (GC) e tratado (GT). Os ratos de todos os
grupos foram submetidos a cirurgia de retalho cutaneo dorsal e avaliados por oito dias de pos-
operatorio. Os animais do GCA nao receberam tratamento pds-operatdrio, enquanto os
animais do grupo GC receberam tratamento topico com pomada contendo apenas o veiculo
(vaselina e glicerina) e os animais do grupo GT foram tratados com o6leo de copaiba em
pomada a 10%, utilizando vaselina e glicerina como veiculo. No oitavo dia de pds-operatorio
os animais foram ortonasiados e foram coletados fragmentos das porgdes cranial, média e
caudal do retalho cutaneo para analise histopatologica. As analises de variancia mostraram-se
significativas (p<0,05) para area de necrose (GCA > GC e GT), numero de vasos sanguineos
nas partes média e caudal (GT > GCA e GC), nimero de leucocitos nas partes cranial (GT >
GC e GCA), média (GT e GC > GCA) e parte caudal (GT > GC > GCA), niimero de
fibroblastos nas partes média (GT e GC > GCA) e caudal (GT > GC e GCA). Nao houve
diferenca significante entre os grupos na contagem de vasos sanguineos e fibroblastos na parte
cranial e para fibras coldgenas em todas as partes (p>0,05). Baseado nestes resultados
conclui-se que o 6leo de copaiba testado foi eficiente na viabilizacdo do retalho cutaneo

randomico em ratos, favorecendo o processo de reparacao tecidual.

Palavras-chave: Retalhos cirargicos, Copaifera, isquemia, pele.



MORFOLOGIC AND MORFOMETRIC ASPECTS OF SKIN FLAPS IN
RATS (Rattus norvergicus albinus) TREATED WITH COPAIBA
OILRESIN (Copaifera langsdorffii)

ABSTRAC

Flap failure related to total or partial necrosis isn’t a rare event. Some research using
pharmacological and not pharmacological resources has been carried through to increase the
viability of these. The copaiba oleoresin has been used in some experimental models such as
healing of wounds. However, three aren’t reports about the use of this oil in the improvement
of the viability of skin flaps. The aim of this study was to evaluate the morphologic and
morphometric aspects of randomic skin flaps in rats treated with copaiba oilresin (Copaifera
langsdorffii). Thirty Wistar rats were divided into three groups: control group (GC), absolute
control group (GCA) and treated group (GT). The animals were submitted to dorsal randomic
skin flaps surgery and received post-operatory treatment during eight days. The GC group
was received topical treatment with only vehicle (glycerin and petroleum jelly). The GT
group was treated with 10% copaiba oilresin in the same vehicle and the GTA didn’t receive
any treatment. In the eighth day of post-operative animals were orthothanasied and fragments
were collected from cranial, medial and caudal portions of the skin flap for the
histopathological analysis. Analyses of variance showed a significance (p <0.05) for area of
necrosis (GCA> GC and GT), number of blood vessels in the medial and caudal portions
(GT> GCA and GC), number of leukocytes in the cranial GT> GC & GCA), medial (GT and
GC> GCA), and caudal portion, GC (GT>> GCA), number of fibroblasts in medial (GT and
GC> GCA) and caudal areas (GT> GC & GCA). There wasn’t statistical significance between
groups in the counting of blood vessels and number of fibroblasts at the cranial portion and
the collagen fibers in all parts (p> 0.05). Based on these results it is concluded that the
Copaiba oil trade was effective in the enabling of the random rats skin flaps encouraging these

procedure to the repair of tissues.

Key words: Surgical flaps, Copaifera, Ischemia, Skin
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1. INTRODUCAO

O homem tem utilizado plantas medicinais como cicatrizante desde a antiguidade.
Ainda hoje plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados publicos e
encontradas em quintais. Muitas destas sdo utilizadas para estimular a angiogénese e auxiliar
a cicatrizagdo. Entretanto, apesar das observacdes populares contribuirem de forma relevante
para a divulgacdo dos efeitos medicinais dos vegetais, seus principios ativos € mecanismo de
acao e toxicidade sdo pouco conhecidos (SECCO, 1990; MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR,
2002).

O oleo de copaiba, extraido de arvores do género Copaifera, da familia
Leguminosae-Caesalpinioideae ¢ uma substancia que tem assumido grande importincia na
Medicina Natural Brasileira. Sua acdo cicatrizante e antiinflamatéria tem sido pesquisada em
varios modelos experimentais, demonstrando ser este capaz de aumentar o tecido de
granulagdo e a angiogénese em processos cicatriciais (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Em 1996, Brito estudou os aspectos morfologicos e morfométricos do processo
cicatricial de feridas cutaneas abertas em ratos, tratados com o6leo de copaiba (Copaifera
reticulata). Observou aumento da crosta da lesdo, do tecido de granula¢do e do niimero de
vasos sangiiineos, com diminui¢do do ntmero de fibras coldgenas. O 6leo de copaiba
(Copaifera langsdorfii) possui a capacidade de reduzir o tempo de reparagdo tecidual em
feridas cutaneas em ratos (EURIDES et al., 1998), reduz a formagao de tecido de granulagao
(BASILE et al., 1988) além de possuir propriedades antiinflamatérias e analgésicas
(FERNANDES; PEREIRA; PAULO, 1992). Paiva (2002) demonstrou ser a Copaifera
langasdorffii, na concentracdo de 4%, capaz de acelerar a contragdo de feridas abertas em
ratos.

O reparo de lesdes do sistema tegumentar com perda de substancias apos
traumatismo, ressec¢ao tumoral, infecgdo ou isquemia tecidual envolve o uso de retalhos
cutaneos (ALMEIDA et al., 2004). Na medicina veterindria a cirurgia plastica e reconstrutiva
lidam com o reparo dos defeitos e malformagdes de natureza congénita ou adquirida onde os
retalhos cutaneos exercem papel fundamental nesta area. A vitalidade dos retalhos de pele e a
incorporacao dos retalhos cutdneos sdo fundamentais para o sucesso terapéutico de técnicas
reconstrutivas. A evolucdo positiva depende do suporte vascular do leito receptor, do pediculo

vascular dominante do retalho e de alteracdes local tais como: resposta inflamatoria e/ou



12

processo de cicatrizagdo e as sistémicas, ou seja, resposta metabdlica ao trauma (PAVLETIC,
1998).

De acordo com Chen, Perim e Maracaja (1982), o tempo para formacdo do pediculo
secundario em ratos ap6s a confecc¢dao do retalho cutaneo, ocorre em torno de nove dias. A
formagao de hematoma, edema e a relagdo pediculo versus area do pediculo podem acarretar
necrose da porcdo distal do retalho que variam de 9% a 65% de acordo com o modelo
experimental testado.

A utilizagdo do retalho cutaneo associado a recursos farmacoldgicos potencializa o
sucesso desta técnica. O uso de substancias que estimulam a angiogénese ¢ comumente
empregado. Dentre os recursos farmacologicos podemos citar estudos que utilizaram drogas
vasodilatadoras, vasoativas, bloqueadoras de canais de calcio e antioxidantes (BIONDO-
SIMOES et al., 2000; ALMEIDA et al., 2004; ESTEVES JUNIOR et al., 2005). Substancias
como buflomedil, eritropoetina humana, nicotina, hialuronidase, hidralasina, pentoxifilina e o
dimetil sulfoxido, foram estudados (CAMPOS et al., 2001, ACEVEDO-BOCADO et al.,
2001; BUEMI et al., 2002; HUEMER, 2003; ALMEIDA et al., 2004).

Outros estudos avaliaram os efeitos de alguns recursos ndo-farmacoloégicos como a
estimulacdo elétrica nervosa transcutanea (KJARTANSSON, 1988; ATALAY et al., 2003;
LIEBANO; FERREIRA; SABINO NETO, 2005), a eletroacupuntura (TABOSA et al., 2003),
e o laser de baixa poténcia (BALDAN, 2005). O fitoterdpico Ginkgo Biloba (EGB) foi
pesquisado por Souza Filho ef al. (2002).

Apesar de haver varias pesquisas envolvendo o6leo de copaiba e cicatrizagdo
(FERNANDES et al, 1992; BRITO et al, 1996; EURIDES et al, 1998) ndao foram
encontrados relatos na literatura sobre o uso deste 6leo, como fitoterapico, na melhora da
viabilidade de retalhos cutaneos.

Baseando-se em resultados positivos com o d6leo de copaiba em varios modelos de
cicatrizacdo, somando-se a necessidade de recursos terapéuticos na melhora da viabilidade do
retalho cutaneo, este trabalho visa avaliar os aspectos morfologicos e morfométricos de
retalhos cutdneos dorsais randomicos em ratos tratados com o6leo de copaiba (Copaifera

langsdorffii) em pomada, na concentracao de 10%.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Copaifera L.

As copaibas sdo arvores do género Copaifera L. (Leguminosae-Caesalpinoideae),
que exudam do seu tronco um 6leo resinoso chamado 6leo de copaiba. Conhecidas como
copaibeiras ou pau d’6leo, sdo encontradas facilmente nas regides Amazodnica e Centro-oeste
do Brasil (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; LEITE 2004).

Descobertas e utilizadas pelos indios, foram citadas pela primeira vez pelo nome de
“copei” em informe de Petrus Martius ao Papa Léon X, publicado em Estrasburgo, 1534. O
remédio “cupahyba”, mencionado em 1625 por um monge portugués que escreveu sobre o
Brasil, era usado por indios da Amazonia como agente cicatrizante e antitetanico quando
aplicado sobre o umbigo de recém-nascidos (BRITO, 1996; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).
O conhecimento das propriedades medicinais deste 6leo pelos indios adveio da observacdo de
que animais feridos esfregavam-se no tronco das copaibeiras para cicatrizarem suas feridas
(SALVADOR, 1975; SAMPAIO, 2000).

O género Copaifera possui 72 espécies, nativas da regido tropical da América Latina
e também da Africa Ocidental, sendo que dezesseis destas sdo encontradas somente no Brasil.
Entre as espécies mais abundantes, destacam-se: C.officinalis L. encontrada no norte do
Amazonas, Roraima, Colombia, Venezuela e San Salvador, C. guianensis Dest., nas Guianas,
C. reticulata Ducke e C. multijuga Hayne no estado do Amazonas, C. confertiflora Bth no
Piaui, C. langsdorfii Desf. no Brasil, Argentina e Paraguai, C. coriacea Mart. na Bahia, C.
cearensis Huber ex Ducke no Ceard. (INDEX KEWENSIS, 1996).

A C. langsdorfii ¢ particularmente importante por estar distribuida por todo territério
brasileiro desde a Amazonia a Santa Catarina, no nordeste e centro-oeste. Possui quatro
diferentes variedades: C. langsdorfii var. grandifolia, grandflora, laxa e glabra (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

As copaibeiras (Fig. 1) sdo arvores de crescimento lento, alcancam de 25 a 40 metros
de altura, podendo viver até 400 anos. O tronco € aspero, de colorag¢ao escura, medindo de 0,4
a 4 metros de diametro. As folhas sdo alternadas, pecioladas e penuladas. Os frutos contém
uma semente ovoide envolvida por um arilo abundante e colorida. As flores sdo pequenas,

apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares. Em plantios, sua floracdo e
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frutificagcdo ocorrem a partir dos cinco anos de idade (VAN DEN BERG, 1982; LEITE,
2004).

O oleo de copaiba ¢ encontrado em canais secretores localizados em todas as partes
da arvore. Segundo Alencar (1988), este 6leo-resina resulta da desintoxicagcdo do organismo
vegetal ¢ funciona como defesa da planta contra animais, fungos e bactérias. E um liquido
transparente cuja colorag@o varia do amarelo ao marrom. Os 6leos mais escuros e viscosos sao
os preferidos para a utilizacdo farmacologica. Somente na espécie C. langsdorfii o 6leo pode
apresenta-se vermelho, recebendo a denominagdo popular de copaiba vermelha (MATTOS

FILHO et al., 1993).

Figura 1- Fotografia da arvore do género Copaifera L.

Oliveira, Lameira e Zoghbi (2006), avaliaram a melhor época do ano para a coleta do
Oleo-resina de copaiba no Para, Brasil. Concluiram que as producdes de 6leo de copaiba
ocorrem com maior abundancia no periodo de menor precipitagdo pluviométrica com
alteracdes nas concentragdes de sesquiterpenos dependendo da espécie estudada.

Na literatura encontram-se varias utilizagdes deste 6leo na medicina tradicional,
tendo indicagdo para diversas enfermidades. Nas vias urinarias como anti-blenorragico,

antiinflamatério, anti-gonorreico, antisséptico, no tratamento da cistite, como estimulante, na
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incontinéncia urindria e sifilis. Nas vias respiratérias, como antiinflamatério, para asma,
bronquite, como expectorante, na inflamacao de garganta, hemoptise, pneumonia, sinusite. Na
pele, em casos de dermatite, eczema, psoriase e como cicatrizante de feridas. Outras
utilizagdes sdo conhecidas, como: afrodisiaco, antitetdnico, anti-reumatico, anti-herpético,
anticancerigeno, no tratamento da leishmaniose, leucorréia, contra paralisia, dores de cabega,
picada de cobra (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR,
2002). Este tem sido administrado oralmente e por aplicagdes topicas do dleo in natura ou em
pomada (VEIGA JUNIOR et al., 2001).

Devido ao grande niimero de indicagcdes medicinais, o oleo de copaiba ja foi
considerado a verdadeira panacéia. Entretanto, apos a descoberta, de agentes terapéuticos
sintéticos mais eficientes, como a penicilina, sua utilizagdo diminuiu bastante, inclusive como
cicatrizante (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). O retorno a terapéutica natural nos ultimos
anos trouxe de volta os fitoterapicos para as farmdacias de todo o pais, mas, segundo Veiga
Junior e Pinto (2002), o conhecimento de sua utilizacdo e suas aplicagdes se perdeu, ou
aparecem bastantes confusos nas centenas de publicagdes que ndo apresentam mais que duas
ou trés propriedades farmacologicas ja bastante conhecidas.

Apesar de suas variadas aplicacdes terapéuticas na medicina popular os estudos
farmacologicos descritos at¢é o momento para estes o0leos sdo muito reduzidos. A grande
maioria ndo indica a espécie de onde o dleo foi extraido, nem informa a época e o local de
coleta, fazendo mencdo apenas ao d0leo de copaiba comercial. Sem estes dados ndo se pode ter
certeza da autenticidade destes 6leos uma vez que, estudos por cromatografia gasosa de alta
resolu¢do de dezesseis diferentes tipos de oleo de copaiba comerciais mostraram que, em
grande parte, 6leos de copaiba de diferentes espécies sdo misturados (MACIEL; PINTO;
VEIGA JUNIOR, 2002). Também foi comprovada adulteracao, possivelmente, com o6leo de
soja (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). Além disso, estudos etnobotanicos relacionados aos
6leos de copaiba relatam que nem todas as arvores exudam o6leos apropriados para o uso
medicinal (BASILE et al., 1988; LEITE, 2004).

O o6rgdo de regulamentagdo de drogas e alimentos do governo americano Food and
Drug Administration (FDA), aprovou o 6leo de copaiba em 1972. Testes de irritacdo e
sensibilizacao do 6leo de copaiba foram realizados com 25 voluntarios € ndo se observaram
reacoes adversas (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Entre as propriedades medicinais dos oleos de copaiba a mais estudada foi a

antiinflamatoéria. Basile ef al. (1988), estudaram a atividade antiinflamatdria do 6leo em ratos
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utilizando diversos modelos. Observaram inibicdo de edema induzido por carregenina,
inibicdo de formacdo de granuloma “Cotton-pellet” e aumento de permeabilidade vascular.
Seus resultados indicam que o dleo de copaiba possui atividade antiinflamatéria e baixa
toxidade. Seu uso ¢ justificado na medicina popular, apesar dos efeitos adversos resultantes de
altas doses do 6leo como irritacdo gastrointestinal, diarréia, sialorréia e depressao do sistema
nervoso central.

Fernandes et al. (1992), estudaram o efeito analgésico e antiinflamatério dos 6leos de
Copaifera cearensis, comparado-os com os da indometacina e com o de alguns derivados
isolados de o6leos de copaiba como o acido copalico, o éster metilico do acido solidago e
bisabolol. Os resultados do estudo indicam que o 6leo possui atividades antiinflamatorias e
analgésicas maiores do que aquelas dos trés compostos estudados isoladamente, porém
menores que as da indometacina.

As propriedades cicatrizantes em feridas e ulceras, uma das principais indicagdes dos
6leos de copaiba, foram estudadas por alguns autores. Nos experimentos realizados por Paiva
et al. (2004), o 6leo mostrou-se bastante ativo nos ratos em modelos de ferida aberta,
resisténcia a tensdo e ulcera cronica de estdmago, produzida por 4cido acético. Em 1996,
Brito estudou os aspectos morfologicos ¢ morfométricos do processo cicatricial de feridas
cutaneas abertas em ratos, tratados com oOleo de copaiba (Copaifera reticulata). Observou
aumento da crosta da lesdo, do tecido de granulacdo e do niimero de vasos sangiiineos, com
diminui¢do do nimero de fibras coladgenas. Segundo Eurides ef al. (1998), as feridas cutaneas
dos animais tratados com o 6leo de copaiba (Copaifera langsdorfii) quando comparadas as do
grupo controle, apresentaram maior formacao de tecidos de granulagdo, fibras coldgenas e
tecidos conjuntivos fibrosos a partir do 7° dia de pds-operatério. A fragdo do 6leo que contém
hidrocarbonetos possui maior atividade antiinflamatoria do que as fracdes de dalcoois
sesquiterpénicos e acidos diterpénicos, segundo estudos realizados com diversos 6leos de
copaiba comerciais e de Copaifera multijuga (DENYER et al., 1994).

O ¢leo resina de arvores da espécie Copaifera langsdorffii, aplicado topicamente na
concentragdo de 4% foi capaz de acelerar a contragdo de feridas abertas em ratos, avaliadas no
9° dia apds a indugdo da ferida (PAIVA, 2002).

Brito et al. (2000) observaram que o 0leo de copaiba (C. reticulata) promoveu
espessamento do epitélio do colo uterino em ratas ooforectomizadas, traduzidos pelo aumento

do niimero de camadas de células no epitélio em relagdo ao grupo controle.



17

Oleos de copaiba comerciais apresentaram atividades de prote¢do contra a
penetragdo de cercarias de Schistosoma mansoni, e como cercaricida e repelente de insetos.
Também apresentam atividades antimicrobianas e antibacterianas (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2002).

A atividade gastroprotetora do 6leo de Copaifera langsdorfii foi avaliada em lesdes
gastricas induzidas por etanol e indometacina. Ratos pré-tratados com o o6leo desta copaiba
foram protegidos em doses a partir de 400 mg/kg. Os resultados obtidos sugerem que a agao
deste 6leo se deve a diminui¢do de acidez géstrica dada, provavelmente, pela promocao da
secrecdao de muco gastrico e bicarbonato (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Brito et al. (2000) pesquisaram o efeito do 6leo de copaiba em figados de ratos apds
administracdo por gavagem deste 6leo nas dosagens de 0,63ml/kg ¢ 0,06ml/kg. Os resultados
obtidos microscopicamente demonstraram nao haver alteragdes hepatocelulares, no entanto,
as doses foram capazes de promover congestao vascular no figado de ratos, sugerindo serem
dose dependente.

Estudo recente utilizando o 6leo de copaiba (Copaifera officinalis) com objetivo de
proteger e diminuir a lesdo causada pela sindrome de isquemia e reperfusdo demonstrou que
este 6leo, quando administrado por gavagem por sete dias antes da cirurgia, ndo foi capaz de
alterar niveis séricos de aminotransferases em ratos (ARAUJO JUNIOR et al., 2005).

Virios trabalhos foram realizados para se avaliar as atividades anti-tumorais dos
6leos de copaiba. A atividade anti-tumoral dos 6leos de C. multijuga tem sido estudada in
vivo e in vitro e t€m-se observado que, apds a administragdo oral deste 6leo em ratos, obteve-
se a inibigdo do crescimento do melanoma murino B16F10 com redugdo da formacao dos
nédulos de metastese no tecido pulmonar (LIMA et al., 2003). Experimentos de viabilidade
celular, realizados in vitro com este mesmo 6leo, mostram uma significativa redu¢ao no
nimero de células de melanoma viaveis. O 6leo de Copaifera multijuga mostrou-se também
com potente atividade antitumoral tempo e dose dependente em ensaios contra células de
mastocitoma murino P815 (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Tem-se pesquisado intensamente a utilizagdo do o6leo de copaiba também na
odontologia (PINHEIRO, 1993, BANDEIRA et al., 1999). Bandeira et al. (1999) estudaram a
composi¢ao do 6leo essencial separadadamente da resina do d6leo de Copaifera multijuga e
sua compatibilidade bioldgica em molares de rato, associados ao hidroxido de célcio como
veiculo. Também investigaram as atividades bactericida e bacteriostatica das duas fragdes

frente ao 6leo bruto. Mostraram que o 6leo de Copaifera multijuga tem maior atividade
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bactericida e bacteriostatica frente ao Streptococcus mutans, enquanto o Oleo essencial
apresentou melhor a¢do bactericida e a resina apresentou-se apenas bacteriostatica. Simdes
(2004) observou que a Copaifera multijuga possui potencial para controle de Streptococcus
sp, podendo ser utilizada na odontologia.

A composicdo quimica e as propriedades farmacoldgicas de Oleos-resina
provenientes de varias espécies de copaiba sdo diferentes. De maneira geral, as caracteristicas
genéticas, condicoes edaficas e época do ano sdo consideradas como fonte de variagdo na
producdo, na proporcao de individuos produtivos e em suas caracteristicas fisico-quimicas
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). Estas variagdes podem dificultar a generaliza¢do da
dosagem de uso dos fitoterapicos formulados a base de dleos de copaiba.

A composicdo quimica pode ser definida utilizando técnicas de isolamento e de
identificacdo, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia em fase
gasosa de alta resolucao (TAPPIN et al., 2004). Tappin et al. (2004) trabalhou com oleos
comerciais do Amazonas e constatou serem estes constituidos por misturas de sesquiterpenos,
predominantes na maioria deles como B-bisaboleno e [-cariofileno, e de diterpenos. A
concentragdo e a natureza dos sesquiterpenos e diterpenos podem variar, mas somente estas
duas classes de produtos naturais, devem estar sempre presentes nos oOleos de copaiba
(MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002). O p-bisaboleno possui propriedades
antiinflamatoérias e analgésicas e o B-cariofileno ¢ descrito por apresentar agdes anti-edémicas,
antiinflamatorias e insentifugas (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

O perfil cromatografico do 6leo de Copaifera multijuga define dois grupos de
substancias em regides bem distintas: hidrocarbonetos e alcoois sesquiterpénicos e acidos
diterpénicos (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). Barreto Junior et al. (2005) utilizaram a
técnica de cromatografia de troca-idnica aplicada ao isolamento da fragdo acida do 6leo de
copaiba e identificaram os seguintes acidos diterpénicos: copalico, colavénico, 3f-hidroxi-
copalico, agatico e 3 B-acetoxi-copalico. O acido Kaurenodico foi isolado do o6leo de C.
langsdorffii (CAVALCANTI et al., 2006).

Em estudo realizado com diversos 6leos de copaiba provenientes de varias regides
do Brasil, o acido copalico foi o tinico encontrado em todos os 6leos analisados, sendo
utilizado como biomarcador de o6leos de copaiba, segundo Veiga Junior e Pinto (2002) e
Rigamonte-Acevedo (2004). No entanto, Gramosa e Silveira (2005) relataram a composi¢ao
quimica de varias partes da espécie Copaifera langsdorffii coletada na regido nordeste, no

munipio de Crato, CE, e ndo identificaram este diterpeno.
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Em trabalho recente Vasconcelos e Godinho (2002) mostraram que o chamado indice
de acidez da amostra pode ser usado para detectar adulteracdes do dleo de copaiba e
estabeleceram um valor abaixo de 80 mgKOH/g como indicio de que a amostra foi
adulterada. Também estabeleceram que, uma vez detectada adultera¢do, um valor deste indice
acima de 23 mgKOH/g indica que o contaminante ¢ 6leo graxo e um valor abaixo indica que ¢
material saponificavel como etanol ou 6leo mineral.

Devido a grande dificuldade em se estabelecer um padrao de qualidade para a
comercializacdo do 6leo de copaiba alguns trabalhos vem sendo desenvolvidos na tentativa de
se estabelecer normas quimicas quantitativas para os produtos farmacéuticos formulados com

6leo de copaiba (TAPPIN et al., 2004).

2.2- O Processo cicatricial

A pele (tegumento) ¢ um dos maiores o6rgdos do corpo e contém vdrias glandulas,
nervos, vasos e musculos. Compde-se de uma camada de epitélio estratificado plano
queratinizado (epiderme) e uma camada de tecido conjuntivo flouxo (derme papilar, mais
superficial) e denso (derme reticular, mais profunda) com fibras colagenas, reticulares e
elasticas, circundadas por substdncia matriz mucopolissacaridica. Noventa por cento das
fibras dérmicas se compde de coldgeno. Fibroblastos, macrofagos, plasmocitos e mastocitos
estdo presentes por toda derme. Esta também contém a rede de capilares cutineos, linfaticos,
componentes nervosos, musculos eretores dos pélos, foliculos pilosos e glandulas sebéaceas e
sudoriparas (PAVLETIC, 1998).

Em condi¢des normais, o processo cicatricial segue um padrao, podendo ser dividido
em trés fases especificas: a fase exsudativa ou inflamatoria a de fibroplasia ou proliferativa e a
de maturagdo (MODOLIN; BELIVACQUA, 1985; DE NARDI et al., 2004). Apesar das fases
de reparacdo serem descritas de forma seqliencial, na realidade os eventos consistem de
interagdes complexas, superpostas, ndo existindo um periodo latente no processo cicatricial
(FOSSUM et al., 1997; CANDIDO, 2001).

Na fase exsudativa, predominam eventos relacionados com a coagulagdo sangiiinea,
a chamada fase trombocitica e o processo inflamatério. Esta fase € caracterizada pela
vasoconstriccdo seguida de vasodilatacdo com aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento de plasma com eritrdcitos € movimentacdo leucocitdria. Ocorre agregacao

plaquetéria e ativacdo dos sistemas de coagulacdo. As plaquetas sdo importantes por serem as
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primeiras células a produzirem citocinas essenciais a modulagdo da maioria dos eventos
cicatriciais subseqiientes. Além da hemostasia, nessa etapa ainda constatam-se os eventos
inflamatorios, predominando a fagocitose pelas células granulociticas, polimorfonucleares e
macrofagos, caracterizando assim as fases granulocitica e macrofagica, respectivamente. Os
macrofagos, além da fagocitose também iniciam a reparacdo pela secre¢do de proteases,
citocinas e substancias vasoativas que dao continuidade as fases cicatriciais subseqiientes
(BOSQUEIRO et al., 1999; CANDIDO, 2001; RODRIGUES et al., 2001). Conforme
Candido (2001) e Rodrigues et al. (2001), esta fase dura de 48 a 72 horas.

A fase proliferativa ¢ caracterizada pelos processos de granulagdo, contragdo e
epitelizacdo. A granulacdo ¢ a formagdo de um tecido composto de capilares, colageno e
proteoglicanos. Nesta fase, a formacao capilar resulta da liberagdo de fatores angiogénicos
secretados pelos macrofagos que estimulam a proliferacao de células endoteliais dos vasos
sangiiineos. Nesta etapa, ocorre a producdo de colageno pelos fibroblastos. Aliada a
granulagdo, manifesta-se a reepitelizagdo com migragdo e divisdo mitética das células basais
nas bordas da ferida (DE NARDI et al., 2004). Este movimento celular ¢ bastante rapido nos
ferimentos cirargicos, cujas margens das feridas foram adequadamente coaptadas por sutura.
Nas feridas abertas a epitelizacdo deve contar com o mecanismo acessorio que ¢ a contragao
(MODOLIN; BELILACQUA, 1985).

O ultimo evento da etapa da cicatrizagdo € a contragdo, processo pelo qual ocorre o
fechamento espontidneo das feridas cutaneas, pela acdo especializada dos miofibroblastos
(BOSQUEIRO et al., 1999; CANDIDO, 2001; RODRIGUES et al., 2001). Esta fase ¢ mais
ativa durante 12 dias, segundo Candido (2001) e Rodrigues et al. (2001).

A fase de maturacao ou de remodelagdo permanece por meses ou anos (CANDIDO,
2001; RODRIGUES et al, 2001) e, nesta, as células inflamatorias agudas e cronicas
diminuem gradualmente e cessam a angiogénese e a fibroplasia. E também nesse periodo que
se constata o equilibrio entre a sintese e a degradacdo de coldgeno, sendo que esta
remodelacdo € responsavel pelo aumento da forga ténsil do tecido cicatricial (BOSQUEIRO et

al., 1999; CANDIDO, 2001; RODRIGUES et al., 2001).

2.3- Retalhos cutineos

Os retalhos cutdneos sdo frequentemente utilizados nas cirurgias plasticas

reparadoras de perdas de substancias, resultantes de traumas ou de procedimentos operatorios
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e na reconstrucdo de defeitos e malformagdes de natureza congénita ou adquirida
(FERREIRA, 1995; BICHARD; SMEAK, 1998; PAVLETIC, 1998; SMITH; PRIBAZ,
2000).

Constituem-se de segmentos de pele obtidos de uma area doadora e transferidos para
uma regido receptora, mantendo uma conexao tempordria ou definitiva, através de um
pediculo de onde vem o suprimento sanguineo. Sobrevivem em decorréncia de sua circulagdo
intacta, ao contrario dos enxertos livres, que dependem da revascularizacao do leito receptor.
Permitem cobertura imediata do leito de um ferimento e evitam cicatrizacdo prolongada,
formacgdo de cicatriz excessiva e contratura associada com cicatriza¢do por segunda inteng¢ao
(FOSSUM et al., 2002).

Os retalhos cutaneos na medicina veterinaria sdo classificados de acordo com a
irrigacao sanguinea, em retalho do plexo subdérmico e retalho do padrao axial. O retalho do
plexo subdérmico, também chamado randémico, padrdo ao acaso ou retalhos locais sdo
colhidos sem levar em consideragcdo sua vascularizacdo inerente. Este retalho é alimentado
pelos ramos terminais das artérias cutaneas diretas, associadas a camada do musculo cutaneo.
O retalho de padrao axial incorpora uma artéria e veia cutinea diretas. Possuem excelente
irrigagdo sanguinea ¢ area de sobrevida aproximadamente 50% maior que a dos retalhos de
plexo subdérmico com dimensdes compardveis, em caes. Em sua maioria, os retalhos
cutaneos utilizados em caes e gatos sdo elevados sem que sejam incluidas uma artéria e veia
cutanea direta (PAVLETIC, 1998; FOWLER, 2004).

Indicam-se retalhos cutaneos quando a cicatrizacdo do ferimento ndo progride de
forma esperada, quando se torna necessaria uma pele em espessura completa para impedir os
problemas causados por traumatismo repetido, quando o ferimento aberto é tdo grande que
provocara uma morbidade significativa do paciente e quando for provavel que uma contratura
do ferimento cause problema significativo. Podem ser utilizados no revestimento de defeitos
com vasculariza¢do deficiente, em 4reas de dificil imobilizagdo, orificios suprajacentes a
cavidades e em areas onde sejam essenciais a protecdo e a durabilidade (BICHARD;
SMEAK, 1998; PAVLETIC, 1998).

A pele elastica e frouxa que reveste a cabega, pescoco e tronco de cdes e gatos
permite a sua mobilizagdo para a oclusdo de feridas. Em seres humanos comumente ha
necessidade de enxerto livre para a oclusdo do leito doador, depois de extensa transferéncia de
retalho. Os resultados estéticos em cdes e gatos dependem das transferéncias de pele provida

de pélos com coloracdo e padrdo piloso similares aos da area receptora (PAVLETIC, 1998).
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Segundo Sakuma, Matera e Valente (2003) as técnicas de flaps ou retalhos cutaneos sdo
versateis e de facil execugdo, apresentam menor custo do manejo da ferida e recobrimento
piloso adequado, quando empregados em caes.

Alguns eventos fisiopatoldgicos podem ocorrer e levar a uma falha na sobrevivéncia
do retalho e podem ser ocasionados por fatores extrinsecos ou intrinsecos. Os fatores
extrinsecos incluem algumas condi¢des sistémicas tais como infecgdo, arteriosclerose,
hipotensao e desnutri¢do ou causas locais como compressao, tensao, trombos ou dobras no
pediculo. Estes fatores contrastam com o Unico fator intrinseco associado, a insuficiéncia
arterial do retalho (SALMI; HONG; FUTRELL, 1999) que resulta do seccionamento de vasos
cutaneos e de terminagdes nervosas simpaticas provocando a diminui¢do do fluxo sanguineo
ao longo do retalho (BALDAN, 2005).

Souza Filho et al. (2002) mostraram que o tratamento de retalhos cutaneos
randomizados em ratos com extrato Ginkgo Biloba (EGB) possibilitou o aumento da taxa de
sobrevida destes retalhos.

Almeida et al. (2004) observaram por meio das porcentagens das areas de necrose e
do estudo histoldégico que o dimetil suféxido (DMSO) a 5% teve agdo benéfica sobre os
retalhos cutaneos expressos pela menor area de necrose distal e pelo aspecto histologico de
reparacao tecidual mais precoce em retalhos randomicos isquémicos em ratos.

A hialuronidase foi utilizada por Acevedo-Bogado et al. (2005) em retalhos cutaneos
em ratas, na tentativa de melhorar a sobrevida destes. A hialuronidase degrada o acido
hialurdnico presente no tecido conjuntivo que esta envolvido na homeostase da 4gua na matriz
extracelular. A pesquisa demonstrou com a avaliacdo da 4rea de necrose dos retalhos, que a
melhora da sobrevida produzida pela hialuronidase sugere um mecanismo de redugdo do
componente edematoso. Contudo, ndo foi possivel afirmar que esta favorega a difusdo de
nutrientes nos territorios mais distais do pediculo.

Esteves Junior ef al. (2005) investigaram o efeito da administra¢do do cloridrato de
hidralasina, por iontoforese, na viabilidade de retalhos cutineos, ndo evidenciando diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos estudados.

Baldan (2005) trabalhou com laser vermelho de baixa poténcia em retalhos cutdneos
randomicos em ratos e concluiu que este € capaz de incrementar a viabilidade dos retalhos,

quando irradiados com densidade de energia de 20,36J/cm’.
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2.4- Fitoterapicos e principios de manipulacio de pomadas

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) define planta medicinal como sendo “todo
e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursores de firmacos semi-sintéticos”. A diferenga
entre planta medicinal e fitoterapico reside na elaboragdo da planta para uma formulagdo
especifica, o que caracteriza um fitoterapico (VEIGA JUNIOR et al., 2001).

De acordo com a Secretaria de Vigilancia Sanitaria em sua portaria n° 6 de 31 de
janeiro de 1995, fitoterapico ¢ “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado,
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa
ou para fins de diagnostico, com beneficio para o usuario”. E o produto final acabado,
embalado e rotulado. Na sua preparagdo podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos
permitidos na legislacdo vigente.

As pomadas sdo preparagdes semi-solidas que geralmente contém farmacos usados
para tratar processos dermatologicos. A quantidade do principio ativo adicionado ao veiculo
ira determinar as propriedades terapéuticas do farmaco. A formulagdo do veiculo ideal devera
ter como caracteristicas ser quimicamente estavel, ser homogéneo, ser bacteriostatico, ser bem
aceito do ponto de vista cosmético, ser farmacologicamente inerte, entretanto ndo deve ser
toxico, irritativo nem sensibilizante. O veiculo “ideal” deve ainda assegurar a estabilidade
quimica do farmaco, uma liberacdo eficaz e uma penetragao eficiente (BORDALO, 2004).

Os emolientes sdo materiais gordurosos suaves e quando usados de forma tdépica
hidratam a pele diminuindo a perda hidrica transepidérmica, aumentando a hidratacdo do
estrato corneo. Fazem parte deste grupo os 6leos vegetais, gorduras animais e hidrocarbonetos
(vaselina). Os demulcentes atuam aliviando a irritagdo. Podem recobrir a superficie da pele
lesada e proteger o estrato corneo e a estrutura celular subjacente da epiderme, formando uma
barreira protetora contra o ambiente circundante. A glicerina faz parte deste grupo e quando
utilizada em baixas concentra¢des ¢ absorvida e hidrata o estrato corneo devido a sua agdo

higroscopica (RIVIERE; SPOO, 2003).
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Estudar os aspectos morfoldgicos e morfométricos de retalhos cutaneos dorsais

randomicos em ratos tratados com 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii).

3.2- Objetivos especificos

A — Avaliar macroscopicamente e clinicamente os retalhos cutaneos dorsais de ratos
tratados com 6leo de copaiba, até o oitavo dia de pds-operatodrio;

B — Avaliar morfologicamente o processo inflamatorio, regenerativo e cicatricial no
oitavo dia de pos-operatdrio em ratos submetidos ao retalho cutaneo dorsal e tratados com
6leo de copaiba;

C — Avaliar morfometricamente os retalhos cutdneos dorsais no oitavo dia de pos-

operatorio, pela contagem de vasos sanguineos, leucdcitos, fibroblastos e fibras coldgenas.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Animais e Local

Foram utilizados 30 ratos Wistar albinos (Rattus norvegicus albinus) machos,
pesando entre 410 e 430 g, com trés meses de idade, provenientes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE. Estes foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos de 10 animais cada e mantidos em caixas
individuais em ambiente com temperatura de 23 a 25°C e ciclo claro/escuro controlados de 12
em 12 horas. Receberam racao comercial (Labina® — Purina) e d4gua a vontade.

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Experimentagdo e Etica
Animal do DMFA da UFRPE. Apoés a ortondsia, os animais foram preparados, congelados, e
descartados segundo as exigéncias dos principios éticos para trabalhos experimentais do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) — Sao Paulo, Brasil, 1991.

4.2- Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram denominados de Grupo Controle Absoluto (GCA)
em que um retalho cutaneo dorsal de base cranial foi confeccionado, elevado e recolocado no
seu leito; Grupo Controle (GC) em que um retalho cutdneo dorsal de base cranial foi
confeccionado, elevado, recolocado no seu leito e recebeu tratamento topico com pomada
contendo apenas o veiculo do medicamento (vaselina e glicerina), imediatamente apos a
cirurgia e diariamente por mais sete dias e Grupo Tratado (GT) em que um retalho cutaneo
dorsal de base cranial foi confeccionado, elevado, recolocado no seu leito e recebeu
tratamento topico com pomada contendo 6leo de copaiba na concentracdo de 10% usando
vaselina e glicerina como veiculo, imediatamente apds a cirurgia e diariamente por mais sete

dias.

4.3 - Aquisi¢ao do 6leo

O oleo de copaiba foi adquirido na regido do Alto Paranaiba, Minas Gerais. A coleta

do dleo de arvores da espécie Copaifera langsdorffii foi realizada no més de agosto de 2006 a
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partir de uma planta registrada sob o nimero HM00217 do Herbario Mandevilla da Faculdade
de Ciéncias Agrarias do Centro Universitario de Patos de Minas.

O o¢leo foi coletado na época de estiagem, com auxilio de um trado introduzido no
caule da planta e aprofundado da casca para o lenho, sendo armazenado em frascos ambar

para serem utilizados no experimento.

4.4- Analise quimica do 6leo de copaiba

O oleo de copaiba obtido foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas utilizando um cromatografo HP 5890B SERIES 11, acoplado a um
espectrometro de massas HP-5971, equipado com uma coluna capilar de silica fundida J & W
Scientific DBS (30 m x 0.25 mm x 0,25 pm).

A andlise cromatografica (CG) foi obtida utilizando um aparelho Hewlett Packard
5890 SERIES II equipado com um detector de ionizacao de chama (FID) e com uma coluna
capilar de silica fundida J & W Scientific DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25um). As temperaturas
do injetor e detector foram respectivamente 220°C e 285°C. Usou-se o hélio como gas de
arraste, a uma vazao de 1 mL/min; o programa de temperatura da coluna foi 40°C (1 minuto)
até 220°C a 4°C/min; 220°C até 280°C a 20°C/min. Os espectros de massas foram obtidos com
um impacto eletronico de 70eV, 0,84 scan/sec de m/z 40 a 550. O hidrogénio foi usado como
gas de arraste, com velocidade de fluxo 1,5 mL/ min, modo split (1:10). Uma solugdo de
1,5SuL com 10mg de o6leo em acetato de etila foi injetada. Os indices de retencdo foram
obtidos pela co-injecdo do 6leo com uma mistura de hidrocarbonetos lineares C;;-Cy4 €
calculados de acordo com a equacdo de Doll e Kratz (1963). Os compostos foram
identificados com base na comparacao dos indices de retengao calculados com os disponiveis
na literatura seguida pela comparacdo do fragmentograma de padrdes dos massas reportados
na literatura bem como pela comparacdo direta das sugestdes dos massas disponiveis na
biblioteca do computador (Wiley, com 250.000 compostos), contemplando apenas as
similaridades entre os fragmentogramas (ADAMS, 1995).

A andlise quimica foi realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica

Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.
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4.5- Analise microbiologica

Logo apds a manipulagdo foi coletada uma amostra de cada pomada para andlise
microbioldgica, utilizando swab estéril. As andlises foram realizadas no Laboratério de

Microbiologia e Imunologia do Departamento de Biologia da UFRPE.

4.6- Preparo das formulagoes

Foram preparadas duas formulacdes, a pomada teste e controle, a base de glicerina e
vaselina. A formulagdo teste foi obtida pela adicdo de 6leo de copaiba a 10% ao veiculo. A
formulagdo controle, formulada apenas com glicerina e vaselina. As pomadas foram
manipuladas no Laboratério de Fitoterapia do Hospital Veterinario do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Apds a

manipulac¢do foram coletadas amostras para exame microbioldgico.

Formulacao da pomada controle:
Vaselina solida: 180 g
Glicerina liquida: 10 g

Formulacdo da pomada teste:
Vaselina solida: 180 g
Glicerina liquida: 10 g
Oleo de copaiba: 10 g

4.7- Cirurgia para execucio do retalho cutineo dorsal

A confeccdo de retalho cutaneo randomico de base cranial, com 08 (oito) cm de
comprimento e 03 (trés) cm de largura foi realizada conforme Acevedo-Bogado (2005)
modificado. A area foi demarcada com caneta cirurgica apds tricotomia e antissepsia com
clorexidine topico. Os animais foram anestesiados com anestesia dissociativa com xilazina
(Rompum® — Bayer) na dose de 3mg/kg e ketamina (Vetanarcol® — Konig), 10mg/kg, por
via intramuscular, segundo Andrade (2002). Posteriormente foram posicionados em decubito

ventral, com imobilizacdo dos membros com fita adesiva. O retalho cutdneo pré-estabelecido
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foi confeccionado pela incisao com bisturi de lamina nimero 15 na area demarcada. O retalho
foi dissecado e deslocado do plano musculo-aponeurdtico adjacente, com tesoura romba,
elevado do leito, recolocado e suturado ao mesmo, com sutura simples interrompida
utilizando fio monofilamentoso de ndilon 4.0 agulhado, mantendo-se conectado por seu
pediculo. O retalho era constituido por fascia superficial, paniculo carnoso, tecido subcutaneo
e pele. As cirurgias foram realizadas na Area de Histologia do Departamento de Morfologia e

Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

4.8- Tratamento pés-operatorio do retalho cutaneo dorsal

Imediatamente apds a execugdo do retalho cutdneo dorsal os ratos do GT foram
submetidos a tratamento topico com o 6leo de copaiba em pomada a 10 %. Este procedimento
foi repetido a cada 24 horas, completando o total de sete curativos, durante os quais todos os
animais eram avaliados clinicamente. Os ratos do GC foram tratados topicamente com
pomada contendo apenas o veiculo (vaselina e glicerina) durante o0 mesmo periodo de tempo.
Os animais do GCA ndo receberam tratamento.

Decorridos oito dias da indugdo da lesdo, foi realizada a coleta de material para

analise.

4.9- Coleta e processamento do material

Apods oito dias de tratamento os animais foram anestesiados com anestésico
inalatério (Isoflurano) e fotografados com camera digital (Sony W70) a uma distancia focal
de 20 cm). Apds serem coletados fragmentos para o estudo histopatoldgico os animais foram

ortonasiados por aprofundamento do plano anestésico.

Andlise Macroscopica: Foram mensuradas as areas de sobrevida e de necrose do retalho. As
areas de necrose, foram obtidas com a utilizagdo do programa ImagilLab® 2000 como
descreve Almeida et al. (2004). As feridas foram fotografadas com equipamento fotografico
digital, utilizando um tripé que manteve sempre a mesma distancia focal entre a lente e o
objeto a fotografar. As fotos foram digitalizadas com resolu¢do de 640 pontos na horizontal e
480 pontos na vertical, 24 bits de cores, com demarcacdao da area de necrose e area total e

posterior calculo da porcentagem da area de necrose.
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Analise Microscopica: Foram coletados trés fragmentos do retalho cutaneo dorsal de areas
distintas. Area cranial, contendo tecido sadio, area média, com tecido de transicdo, situada
entre as areas cranial e caudal, e area caudal, contendo 4rea de necrose. Os fragmentos foram
fixados em liquido de Boiiin, por 6 horas e transferidos para o alcool a 70%. Em seguida
foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol e impregnados e incluidos em parafina
liquida (58 °C). Apds a inclusdo os fragmentos foram cortados em micrétomo rotativo,
ajustado para cinco micrometros (5 pm). Os cortes obtidos foram dispostos em laminas de
vidro, previamente untadas com albumina de Meyer, e corados pela hematoxilina e eosina, e
pelo tricromio de Gomori e posteriormente cobertos com laminula contendo Entellan®.

O material foi analisado e fotografado em fotomicroscopio de luz Olympus BX-51.
A morfometria foi realizada utilizando imagens obtidas em um microscopio Olimpus BX-40,
com objetiva de 40x para contagem de células e objetiva de 20x para contagem de vasos,
acoplado a uma camara filmadora e esta a um microcomputador com placa de captura de
imagem. As imagens obtidas foram analisadas pelo sistema Imagelab 2000® — Sistema de
processamento e andlise de imagem. Por este método foram quantificados vasos sanguineos,
fibras coldgenas, leucocitos e fibroblastos O preparo de laminas histologicas, bem como as
analises das imagens foram feitos na drea de Histologia do Departamento de Morfologia e

Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE.

4.10- Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) composto por trés
recursos farmacoldgicos — Sem tratamento (GCA), pomada apenas com veiculo (GC) e
pomada contendo 6leo de copaiba a 10% (GT). Foram utilizadas 10 repeticdes para cada
recurso farmacolégico, sendo considerado cada animal uma unidade experimental.

Os dados obtidos no oitavo dia de pds-operatorio para as varidveis da area de
necrose, vasos sanguineos, leucdcitos, fibroblastos e fibras coldgenas foram submetidas a
analise de varidncia e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey com
significancia de 5% (p<0,05), conforme Banzatto e Kronka (2006). As andlises foram feitas

no software SISVAR (FERREIRA, 2000).
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5- RESULTADOS

Durante os oito dias de poés-operatorio, ndo foi observado clinicamente, infec¢do ou
hematoma que pudesse comprometer o resultado final da pesquisa. Apds 24 horas, os retalhos
apresentaram uma coloragdo arroxeada em sua por¢do caudal, porém sem uma demarcacao
clara entre a area viavel e a ndo viavel. Apos 03 (trés) dias de tratamento, os retalhos cutdneos
j& mostravam uma delimitagdo mais evidente do nivel da necrose. No oitavo dia o grau de
necrose ja estava totalmente definido, com delimitagdo clara entre a area viavel e a ndo viavel
(Figs. 2,3 e 4). Macroscopicamente o GT apresentou menor porcentagem de area de necrose
do que GC e CGA e, a palpagao, uma consisténcia menos endurecida da area necrética com
coloracdo mais amarelada da 4rea delimitada (Fig. 4). Ao coletar as amostras para exames
histolégicos, os tecidos com necrose superficial do GT apresentavam-se mais irrigados no
lado dérmico e a parte mais superficial (lado epidérmico) menos endurecida quando
comparados aos outros grupos, dados também confirmados pelo exame histolégico (Tab. 2,
Fig 6, 9, 12). Os animais do GT apresentaram areas de necrose que variavam de 7 a 30%, ja

os do GC apresentaram areas de necrose que variavam de 17 a 48% e o GCA, de 33 a 50%.



Figura 2-Fotografia do retalho cutaneo dorsal de animal
do Grupo Controle Absoluto (GCA) no oitavo dia de PO.
Observar aspecto escuro da area necrosada (setas).

Figura 3—Fotografia do retalho cutaneo dorsal de animal
do Grupo Controle (GC) no oitavo dia de PO. Observar
aspecto escuro da area necrosada (setas).

Figura 4— Fotografia do retalho cutdneo dorsal de animal
do Grupo tratado (GT) no oitavo dia de PO. Observar
aspecto amarelado da area necroética (setas).
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As andlises de variancia mostraram-se significantes (p<0,05) para area de necrose
(GCA > GC e GT), namero de vasos sanguineos nas partes media e caudal (GT > GCA e
GC), niimero de leucdcitos nas partes cranial (GT > GC e GCA), média (GT e GC > GCA) e
caudal (GT > GC > GCA), numero de fibroblastos nas partes média (GT e GC > GCA) e
caudal (GT > GC e GCA) (Tab. 2, 3 e 4). Nao houve diferencga significante entre os grupos na
contagem de vasos sanguineos e fibroblastos na parte cranial e para fibras colagenas em todas

as partes (p>0,05) (Tabs. 1,2 ¢ 4)

40.000

30.000

20.000-

@ Area

10.000-

rs

Area Necrosada (mm*2)

0.000-

GT GC GCA

@ Area 21.308 26.378 35.956

Figura 5- Grafico demonstrativo do Teste de Tukey para médias das areas necrosadas.
(médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com significancia
de 5%)

Tabela 1- Média de fibras colagenas do retalho cutaneo dorsal de ratos Wistar albinos machos
nos grupos estudados.

Grupo Porgao cranial Por¢ao média Porgao caudal
GCA 92,91 93,124 91,54
GC 91,35 93,584 91,894
GT 94,48 *A 93,51 91,65

Meédias seguidas por letras mintsculas iguais na linha e por letras maitisculas iguais na coluna nao diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5%.
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O grupo GT apresentou maiores médias de nimero de vasos sanguineos nas partes

média e caudal do retalho, porém, ndo houve diferenga entre as médias na regido proximal do

retalho (Tab. 2).

Tabela 2— Média de vasos sanguineos do retalho cutaneo dorsal de ratos Wistar albinos
machos nos grupos estudados

Grupo Porg¢ao cranial Por¢ao média Por¢ao caudal
GCA 52 4,7 3,0
GC 514 4,1° 2,5
GT 5,8 8,3 7,148

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna e por letras maitsculas iguais na linha nao diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 3— Média de leucocitos do retalho cutdneo dorsal de ratos Wistar albinos machos nos
grupos estudados

Grupo Porgao cranial Por¢ao média Por¢ao caudal
GCA 3,9 3,50 2,50
GC 3,8% 4,704 4,75
GT 5,7 6,204 6,26

Meédias seguidas por letras mintsculas iguais na coluna e por letras maiusculas iguais na linha nao diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 4— Média de fibroblastos do retalho cutaneo dorsal de ratos Wistar albinos machos nos
grupos estudados

Grupo Por¢ao cranial Por¢ao média Por¢ao caudal
GCA 3,90 3,00 2,20
GC 4,144 3,704 2,0°8
GT 4,22 4,60 4,20

Meédias seguidas por letras mintsculas iguais na coluna e por letras maitsculas iguais na linha nao diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5%
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Ao exame microscopico, a parte cranial do retalho cutaneo nos animais dos grupos
GCA, GC e GT apresentou epitélio integro com anexos da pele conservados, estroma
conjuntivo com pouco infiltrado inflamatério, presenca de fibroblastos e vasos sanguineos
(Fig. 12, 13, 14 e 15). Na éarea média do retalho cutidneo, observaram-se focos de tecido
necrotico e grande infiltrado inflamatério em todos os grupos, porém com uma intensa
proliferacdo de vasos neoformados no GT (Tab. 2, Fig. 9, 10 e 11) e aumento do nimero de
fibroblastos (Tab. 4). Na parte caudal do retalho cutaneo dos animais do GT foi evidenciado
aumento na quantidade de vasos sanguineo (Fig. 6). As fibras coldgenas apresentaram-se bem
preservadas e em maior nimero na parte cranial do GT. Na parte caudal dos grupos GCA e
GC, os achados foram semelhantes, com area de necrose tecidual, desestruturagdo das fibras
colagenas, desestruturagdo dos anexos da pele e alguns vasos neoformados (Fig. 7 e 8). No
GT os achados na por¢ao caudal foram semelhantes as dos GC e GCA, porém com maior

freqiiéncia de vasos sanguineos neoformados e infiltrado leucocitario (Fig. 6).



Figura 6— Fotomicrografia de parte de retalho cutaneo
de animal do grupo GT por¢do caudal. Observar
presenga de vasos sanguineos (setas longas), infiltrado
leucocitario (setas curtas) e células musculares (M).
Coloragao H.E. Aum. (barra 20 um).

Aumento (barra 20 pm).

Figura 8 — Fotomicrografia da parte do retalho
cutaineo do animal do GCA porgdo caudal.
Observar area necrosada (seta branca), células em
processo de necrose (setas longas), células
musculares (M) e poucos vasos sanguineos (seta
curta). Coloragdo H.E. Aumento (barra 50 pm)

Figura 7— Fotomicrografia de parte de retalho
cutdneo de animal do grupo GC porcdo caudal.
Observar presenga de células em processo de
necrose (setas longas), células musculares (M) e
poucos vasos (setas curtas). Coloragio H.E.
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Figura 9— Fotomicrografia de parte de retalho cutaneo F1g}1ra 10— thomlcrograﬁa de parte ‘1@ ret’alho
de animal do grupo GT por¢do média. Observar cutdneo de animal dO_ grupo GC porgao media.
presenga de vasos sanguineos (setas longas) e celulas Observar presenca d? infiltrado leuc001ta’1r1(3 (IF) e
musculares (M). Coloragdo H.E. Aumento (barra 20 POUCOS Vasos sanguineos (setas). Coloracdo H.E.

pm).

Aumento (barra 100 pm).

S DR, e

Figura 11- Fotomicrografia de parte de retalho
cutdneo de animal do grupo GCA porc¢do média.
Observar area necrosada (setas longas) e presenga
de infiltrado leucocitario (IF). Coloragdo H.E.
Aumento (barra 100 pm).
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Figura 12— Fotomicrografia de parte de retalho
cutaneo de animal do grupo GT porgdo cranial.
Observar a pele integra, com presenga da epiderme
(seta longa), foliculos pilosos (setas curtas), glandulas
sebaceas (GS) e células adiposas (A). Coloragao H.E.
Aumento (barra 100 pm).

Figura 14— Fotomicrografia de parte de retalho
cutaneo de animal do grupo GT porgdo cranial.
Observar a derme integra, vasos sanguineos (setas),
fibras colagenas (FC), células adiposas (A) e células
musculares (M). Coloragdo H.E. Aumento (barra 100

pm).

Figura 13— Fotomicrografia de parte de retalho
cutdneo de animal do grupo GC porgdo cranial.
Observar a pele integra, com presenca da epiderme
(seta longa), foliculos pilosos (setas curtas),
glandulas sebaceas (GS) e células adiposas (A).
Coloracao H.E. Aumento (barra 100 pm).

Figura 15— Fotomicrografia de parte de retalho
cutaneo de animal do grupo GC porgdo cranial.
Observar a derme integra, fibras colagenas (FC),
células adiposas (A) e células musculares (M).
Coloragao H.E. Aumento (barra 50 pm)
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As andlises microbioldgicas das amostras das pomadas imediatamente apds a
manipulacdo apresentaram resultado negativo quanto a presenca de microorganismos.

A andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a epectroscopia de massas (CG/EM)
do 6leo de copaiba forneceu o cromatograma mostrado na Figura 16. A identificacdo revelou
a presenga de 16 compostos, constituindo 99,99% do 6leo. Destes, 62,82% correspondem aos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, 10,63% de diterpeno e 26,54% de éster metilico. A Tabela

5 lista todos os constituintes identificados no 6leo de copaiba.
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Figura 16 - Cromatograma do 6leo de copaiba testado



Tabela 5- Composicao quimica do 6leo de copaiba testado no experimento

Composto Indice de retengdo % relativa
(IR) obtido
1  a-cubebeno 1359 2,37
2 Ciclosaviteno 1370 1,51
3 a-Copaeno 1386 5,80
4  B-cariofileno 1429 2,45
5  y-muuroleno 1480 22,73
6  y-Patchouleno 1501 1,59
7  Trans- f-guaieno 1506 4,32
8  o-epoxido de cedreno 1575 4,95
9  Zizanona 1670 4,41
10 (Z)- a-santalol 1673 1,39
11 Mustakona 1678 2,08
12 curcumenol 1734 2,45
13 eremofilona 1741 6,77
14 Abieta-8,12-dieno 2028 3,79
15 Caureno 2046 6,84
16 9-octadecenoato de metila 2091 26,54
Sesquiterpenos 62,82
Diterpeno 10,63
Derivado de acido carboxilico 26,54

Total 99,99
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6- DISCUSSAO

Neste estudo adotou-se o rato como modelo de experimentagdo devido a facilidade
na obtencdo, manuseio, acomodacdo, resisténcia a manipulagdo, agressdes cirurgicas € a
processos infecciosos, bem como o fato deste animal ser um modelo experimental aceito
internacionalmente. Nao foram observados processos de irritagdao local, alergias ou possiveis
inflamagdes que fossem devido ao veiculo utilizado na formulagao.

O retalho cutaneo efetuado foi do tipo randomico ou ao acaso. Embora muitos
estudos tenham sido conduzidos utilizando-se retalhos com irrigagdo intrinseca que permita a
elevacdo de grandes partes com pouca probabilidade de necrose outros tém se direcionado
para as mudangas ocorrentes na microcirculacdo do retalho cutaneo e para os métodos que
impecam a necrose, quando j& se tornou evidente o comprometimento da circulacdo para a
pele (PAVLETIC, 1998).

A determinacdo do tamanho da area dos retalhos cutineos randdmicos
freqiientemente ¢ dificil por apresentarem uma nutricdo ao acaso facilitando a uma maior
possibilidade de isquemia e necrose. A relacdo entre a largura do pediculo e o comprimento
do retalho cutdneo ¢ fundamental no estabelecimento da sua viabilidade. A isquemia e
conseqliente necrose dependerdo do aporte sanguineo permitido pelos vasos do pediculo.
Somente a partir do terceiro dia de pds-operatorio comegam a ser identificados sinais de
neovascularizagdo no retalho cutineo, desde o leito até area cutinea vizinha, sendo que o
pediculo secundario estard completo ao redor do nono dia (FERREIRA, 1995; CHEN;
PERIM; MARACAIJA, 1982; ALMEIDA et al., 2004). Segundo Pavletic (1998) a
revascularizagdo em ratos, a partir do leito da ferida, tem maior importancia que a originaria
das bordas das feridas, além de ser imprescindivel para manter o retalho cutaneo durante 6 a 7
dias.

O periodo de observagao dos retalhos foi estabelecido até o oitavo dia de pos-
operatorio. Nesta ocasido ja se encontra definida a eventual area de necrose e instalados o
processo de angiogénese e formag¢do de neovascularizagdo a partir do leito e da area
perimetral do retalho, segundo afirmacdes de Ferreira (1995) e Pavletic (1998).

Um retalho cutdneo dorsal randomico de base cranial de dimensdes de 08 cm de
comprimento por 03 cm de largura (propor¢do 2,6:1) foi realizado para se estudar a necrose,

revascularizacdo e alteragdes histologicas. De acordo com Ferreira (1995), os retalhos
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cutaneos a principio apresentavam uma relacdo comprimento x largura de 1:1, para uma
maior seguranca. Com outros estudos, esta relacdo foi modificando de acordo com a irrigacao
da area operada. O tipo de retalho cutaneo estudado nesta pesquisa teve relagdo comprimento-
largura suficientemente aumentado para poder avaliar os efeitos de um retorno venoso
dificultado.

Viarias pesquisas foram feitas em ratos utilizando-se dimensdes diversas com o
objetivo de se estudar a 4area de necrose de retalhos cutineos. A propor¢do
comprimento/largura dos retalhos varia de 2,5:1 a 5:1. Pesquisando nesta linha, Almeida et al.
(2004) confeccionaram um retalho de 08 cm de comprimento por 02 cm de largura e
observaram que a area necrosada foi de 47,99% nos animais do grupo controle. Nesta mesma
linha Acevedo-Bogado et al. (2006), elevaram um retalho cutdneo dorsal de 07 cm de
comprimento por 02 cm de largura e observaram que a area necrotica foi de 45,90% no grupo
controle. Em nossa pesquisa, observamos média de area de necrose de 37,33% no grupo
controle absoluto (que ndo recebeu nenhum tratamento), utilizando retalho cutdneo dorsal de
8 cm de comprimento por 03 cm de largura. Observou-se que o aumento na propor¢ao do
retalho cutdneo foi benéfico na sua viabilidade se comparados aos da pesquisa de Acevedo-
Boagado et al. (2006) e Almeida et al. (2004).

Brito (1996) relatou que o 6leo de copaiba (C. multijuga) em feridas cutaneas
ocasionou diminuicdo da quantidade de fibras coldgenas contradizendo os achados
histologicos observados nos animais tratados com o 6leo de copaiba (C. langsdorffii) neste
experimento (Tab. 1). Porém, esse mesmo autor, observou que a partir do 7° dia de pods-
operatorio a rede vascular apresentava-se mais pronunciada, nos animais tratados com 6leo de
copaiba, o que estd de acordo com os nossos achados (Tab. 2). Eurides et al. (1998)
observaram aumento do tecido de granulagdo e vasos sanguineos durante o processo de
reparacdo tecidual de feridas em cicatrizacdo em ratos, demonstrando ser o 6leo de copaiba
capaz de aumentar a vascularizacdo. Os nossos resultados, que foram semelhantes a esses
relatados por Eurides et al. (1998), reforcam a idéia desta acdo do 6leo de copaiba.

O aumento no numero de fibroblastos ¢ vasos sanguineos nos animais do GT neste
experimento estad de acordo com a fase proliferativa da reparagdo tecidual. Nesta segunda fase
do processo cicatricial sdo caracterizados os processos de granulagdo, com formagdo capilar e
producdo de colageno pelos fibroblastos (MODOLIN; BELILACQUA, 1985). A presenga de
grande nimero de leucdcitos na por¢cdo média e caudal dos animais do GT também ¢

justificavel pela presenca de células em processo de necrose, agindo estes na fagocitose das
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mesmas. Observou-se que o 6leo de copaiba foi eficaz no processo cicatricial dos retalhos
cutaneos, mantendo-os mais vidveis durante o tempo de reparacao tecidual.

Para a formulacdo do fitoterdpico em pomada foi utilizado um emoliente (vaselina
solida) e um demulcente (glicerina liquida). As pomadas utilizadas hidrataram a pele apesar
de ndo evitar que as areas de necrose se evidenciassem. Segundo Nichter er al. (1984)
curativos topicos utilizando antibidticos, melhoram a sobrevida de retalhos cutaneos de ratos,
ao diminuir a profundidade da perda dos tecidos em decorréncia da dessecacdo das partes
isquémicas mais profundas do retalho, até que possa ocorrer a revascularizacdo. O veiculo
(vaselina e glicerina) utilizado na pesquisa (GT e GC) foi eficaz na sobrevida do retalho
cutaneo, comprovado quando comparamos os resultados destes grupos (GT e GC) com os do
grupo que nao recebeu nenhum tratamento (GCA) (Figs 2, 3 e 4). Este resultado deve-se,
provavelmente, a agdo hidratante da glicerina e vaselina.

Em relacdo a utilizagdo “in natura”, as vantagens da pomada incluem facilidade de
aplicacdo do medicamento sem causar oleosidade excessiva, e diminui¢do da concentragdo do
fitoterapico ou farmaco utilizado.

O dleo utilizado na pesquisa foi extraido com auxilio de um trado introduzido no
caule a uma altura de 1,50m do solo e aprofundado aproximadamente 20 cm da casca para o
lenho. Esta técnica também foi utilizada por Oliveira, Lameira e Zoghbi (2006) que relatam
ser a pratica de coleta menos agressiva.

O oleo foi coletado na época de estiagem o que favoreceu sua extragdo. Oliveira,
Lameira e Zoghbi (2006) identificaram como sendo os meses de menor precipitagdao
volumétrica a época mais adequada para extracao de diversos 6leos de copaiba no municipio
de Moju, PA. Embora estudos realizados com C. multijuga por Alencar (1988) demonstraram
serem mais abundantes as coletas realizadas na estacdo chuvosa em arvores localizadas em
terreno argiloso.

A andlise quimica realizada com o 6leo de copaiba utilizado neste experimento
apresentou um perfil quimico semelhante aos 6leos de copaiba pesquisados por Veiga Junior e
Pinto (2002). Tappin et al. (2004) trabalharam com diversos 6leos de copaiba de arvores
nativas do Amazonas e identificaram em Oleos provenientes do Baixo Amazonas, uma
predominancia de sesquiterpenos, acrescidos de teor reduzido de diterpenos, como
identificado no ¢6leo testado (Fig. 16, Tab.5). O diterpeno 4cido copalico, encontrado por
Veiga Junior, Patitucci e Pinto (1997) em todos os 6leos comerciais estudados, ndo foi

identificado por Gramosa e Silveira (2005) em estudo com a espécie Copaifera langsdorffii,
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nao sendo também identificado neste experimento. O 6leo apresentou presenca do derivado de
acido carboxilico, 9-octadecenoato de metila, provavelmente por envelhecimento do proprio
0leo, produto este que ndo apresenta atividades farmacoldgicas, atuando apenas como
adjuvante (FARMACOPEIA, 2008).

O cromatograma (Fig. 16, Tab.5) confirma a autenticidade do 6leo e sua espécie uma
vez que os constituintes quimicos identificados no 6leo testado e no o6leo C. langsdorffii
coletado no municipio de Crato, CE (GRAMOSA; SILVEIRA, 2005) foram semelhantes aos
encontrados neste experimento.

Nos oleos de copaiba, poucos constituintes ativos identificados foram testados
isoladamente, como o B-bisabolol, que contem a¢do antiinflamatéria e o B-cariofileno com
acoOes bactericida, antitumoral e antinflamatéria (VEIGA JUNIOR. ef al, 2005). Estudos
recentes com o acido caurendico, obtido do o6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii,
demonstraram para este diterpeno diferentes atividades, como vasorelaxante, relaxante do
musculo liso em estudos sobre contragdes uterinas induzidas, antiinflamatdrio, protetor de
colite induzida por 4cido acético, citotoéxico e embriotoxico (VEIGA JUNIOR et al, 2005). O
mecanismo de a¢do dos principios ativos do o6leo de copaiba ainda ndo estd totalmente
esclarecido. A maioria das propriedades contra bactérias e fungos esta relacionada aos
produtos do metabolismo secundario, encontrados nos 6leos essenciais, como terpendides e
compostos fenolicos, que também na forma pura exibem atividade antimicrobiana (ADAM et
al., 1998). Os terpenos sdo os principais responsaveis quimicos pela fragrancia e pelos usos
medicinais e culindrios de plantas (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Pode-se sugerir que os resultados desta pesquisa foram decorrentes de propriedades
quimicas de um ou mais componentes do o6leo testado, que por agdo sinérgica, levaria a um

aumento da neoangiogénese.
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7- CONCLUSAO

Baseados em nossos resultados podemos concluir que a pomada contendo 6leo de
copaiba (Copaifera langsdorffii) na concentragao de 10% aumentou a viabilidade do retalho
cutaneo pela diminui¢do da area necrotica e pela maior proliferagdo de vasos sanguineos na
parte média e caudal do retalho, revelando um processo de reparagdo tecidual mais adequado.
Assim, sua utilizacdo ¢ eficaz na viabilidade de retalhos cutdneos dorsais randomicos em

ratos.
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