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Resumo

A fotobiomodulacéo por laser de baixa intensidade € um dos recursos terapéuticos
mais utilizados na Fisioterapia pois promove a aceleracao do processo de cicatrizacao
tecidual. Outro recurso terapéutico alternativo para emprego no tratamento de feridas
€ a oleorresina de copaiba, um recurso natural, descrito como anti-inflamatorio,
antifangico, antibacteriano, analgésico e cicatrizante. Desse modo, este estudo
buscou avaliar os efeitos gerados pela associacdo da fotobiomodulagdo (660nm) e
Oleo de copaiba (Copaifera reticulata Ducke) em pomada a 10%, na cicatrizacdo de
feridas em ratos (Rattus norvegicus albinus). Nesta pesquisa foi realizado inicialmente
a caracterizacdo quimica da oleorresina, que apresentou em sua amostra como
metabdlitos majoritarios B-cariofileno (24,48%), B-bisaboleno (23,49%) e éster metilico
do acido caurandico (9,93%). Em seguida, realizado o teste de irritacdo/corroséo
dérmica, em ratas fémeas, com a oleorresina in natura e em pomada a 10%, que
demonstrou na sua forma in natura ser classificada como irritante moderada, mas nao
corrosiva, jA a pomada ndo apresentou sinais de irritacdo/corrosdo dérmica. Para
avaliacdo da cicatrizacdo de feridas, foram utilizados 42 ratos da linhagem Wistar,
cada animal com duas feridas em seu dorso, uma superior e uma inferior, divididos
igualmente em dois grupos (G1 e G2). No G1, a ferida superior sendo grupo controle
(GC), tratado com soro fisiolégico 0,9%, e a inferior, grupo fotobiomodulagcédo (GF),
tratado com laser 4J/cm2, 660nm; no G2, a superior, grupo pomada (GP) tratado com
copaiba em pomada a 10% e a inferior, grupo fotobiomodulacdo e pomada (GFP).
Todos os animais foram submetidos a tratamento diario, apés um periodo de 3 dias,
sete animais de cada grupo, escolhidos de forma aleatéria, foram submetidos a
eutandasia, assim como, apos 7 e 14 dias de tratamento. A avaliagdo macroscépica foi
possivel observar de forma significativa (p<0,01) menor area de lesdo no GC e GP
em comparac¢&o com o GFP. A avaliacdo microscépica todos 0s grupos apresentaram
resultados significativos em relacdo a contagem de neutrofilos, vasos sanguineos,
fibroblastos e colageno total, porém, com melhores resultados no GP. Concluindo
dessa maneira, que o grupo pomada obteve melhor resposta ao ser utilizado de forma
isolada, e o grupo de associagao das terapias nao foi capaz de modular de forma mais
eficiente o processo de cicatrizacdo, e possivelmente o uso alternado das terapias.

Palavras-Chave: Terapia a Laser. Copaifera. Cicatrizacéo. Pele.



Abstract

Photobiomodulation by low intensity laser is one of the most used therapeutic
resources in Physiotherapy because it promotes the acceleration of the tissue healing
process. Another alternative therapeutic resource for use in the treatment of wounds
is oleoresin from copaiba, a natural resource, described as anti-inflammatory,
antifungal, antibacterial, analgesic and healing. Thus, this study sought to evaluate the
effects generated by the association of photobiomodulation (660nm) and copaiba oll
(Copaifera reticulata Ducke) in 10% ointment, in wound healing in rats (Rattus
norvegicus albinus). In this research, the chemical characterization of oleoresin was
initially carried out, which presented in its sample as major metabolites 3-karyophylene
(24.48%), B-bisabolene (23.49%) and methyl ester of kuranoic acid (9.93%). Then, the
skin irritation/corrosion test was carried out on female rats, with oleoresin in natura and
in 10% ointment, which demonstrated in its natural form to be classified as a moderate
irritant, but not corrosive, since the ointment did not present signs of skin
irritation/corrosion. To assess wound healing, 42 Wistar rats were used, each animal
with two wounds on its back, one upper and one lower, divided equally into two groups
(G1 and G2). In G1, the upper wound being a control group (CG), treated with 0.9%
saline, and the lower, a photobiomodulation group (GF), treated with a 4J/cm? laser,
660nm; in G2, the upper one, ointment group (GP) treated with copaiba in 10%
ointment and the lower one, photobiomodulation and ointment group (GFP). All
animals were submitted to daily treatment, after a period of 3 days, seven animals from
each group, chosen at random, were euthanized, as well as, after 7 and 14 days of
treatment. The macroscopic evaluation showed a significantly smaller (p <0.01) lesion
area in the CG and GP compared to the GFP. Upon microscopic evaluation, all groups
showed significant results in relation to the count of neutrophils, blood vessels,
fibroblasts and total collagen, however, with better results in GP. Concluding in this
way, that the ointment group obtained a better response when used in isolation, and
the group of association of therapies was not able to more efficiently modulate the
healing process.

Keywords: Laser Therapy. Copaifera. Wound Healing. Skin.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as feridas sdo consideradas um problema sério de salde publica, em
consequéncia do elevado quantitativo de pessoas que apresentam essas alteracdes
na integridade do tecido epitelial. A taxa elevada de individuos com ulceras, colabora
para sobrecarregar o gasto publico e afeta a qualidade de vida da populagéo,
provocando impactos sociais, psiquicos e econémicos (BRASIL, 2008; SILVA,
CROSSETTI, 2012). Quando elas sdo acompanhadas de infeccdo do sitio cirargico,
considerada pela Agéncia Nacional de Vigilancia em Saude (2013), a terceira maior
ocorréncia entre as infecgdes nos servicos de saude (14% a 16% dos casos), ou
ainda, de doencas metabdlicas e disfuncbes endoteliais, apresentam dificuldade no
processo de cicatrizacdo (KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012).

De acordo com Carvalho e Borges (2011), a cicatrizacdo é um processo
complexo que abrange atividade celular e quimiotaxica, compondo uma sucessao de
eventos que resultam na ocluséo total da lesédo na derme. Porém, alteragdes durante
0 processo de cicatrizacdo sdo causadoras de uma sintese de colageno reduzida, e
ainda, colaboram com a elevacao dos riscos de infeccdo e o tempo de reparo do
tecido.

Apesar de grandes avancos na area, ainda € limitado o tratamento de feridas
cronicas, ja que embora haja formas terapéuticas como a limpeza, debridamento,
antibioticos e agentes cicatrizantes — extrato de camomila, mel, babosa e outros —, o
custo proibitivo e a eficacia limitada dessas técnicas continuam a impulsionar buscas
por diferentes opc¢des de tratamento que sejam capazes de melhorar os resultados
obtidos nesses protocolos (HARDING; MORRIS; PATEL, 2002).

Dentro da fisioterapia diversos recursos estdo sendo usados para promover
melhora da qualidade e aceleracdo do processo de reparo, agindo sobre a série de
acontecimentos fisioldgicos e bioquimicos provocados por esse processo. Entre os
recursos utilizados para estimulagao de tais fatores, encontra-se o laser (BRASILEIRO
FILHO, 2013).

Considerado um fotobiomodulador, o uso do laser de baixa intensidade tem
sido destaque por promover a reducdo do tempo de remodelacdo e melhorar a
qualidade da formacao do novo tecido. Este recurso, que tem por objetivo fotoativar
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0S mecanismos celulares através da absorcdo de energia, estimula uma sequéncia
de eventos bioquimicos, gerando como resultado uma atividade enzimatica elevada,
formacéo de adenosina trifosfato (ATP), sintese de proteinas, proliferacdo celular,
depdsito e organizacdo do colageno, gerando analgesia, diminuicdo de edema e
tempo do processo de reparo (AYYILDIZ; EMIR; SAHIN, 2015; GARCEZ; RIBEIRO;
NUNEZ, 2012; ROCHA, 2004).

Outra forma de tratamento alternativo sdo as plantas medicinais, utilizadas
desde a antiguidade como tratamento para distirbios e afeccdes de pele, que
envolvem feridas crénicas e queimaduras. Cada vez mais valorizado o uso de plantas
medicinais, a regido Amazodnica tém sido foco de interesse nessa area por sua
diversidade de recursos naturais e potenciais farmacos. Dentre essas plantas,
destaca-se a copaiba, utilizada pelos nativos da regido ha séculos, que produz uma
oleorresina, considerada como anti-inflamatéria, antifingica, antibacteriana,
analgésica e cicatrizante. Composta por sesquiterpenos e diterpenos, promovem a
acdo cicatrizante devido as propriedades antimicrobianas, adstringentes e
principalmente anti-inflamatéria desses elementos (KOKANE et al., 2009; LEANDRO
et al., 2012; MASSON-MEYERS et al., 2013b, NOGUEIRA NETO et al., 2011;
SANTOS et al., 2011).

No entanto, quando falada sobre a utilizacdo associada da fotobiomodulacéo e
da oleorresina de copaiba ainda sdo incipientes as pesquisas realizadas nessa
vertente, ndo havendo ainda em relacdo a espécie Copaifera reticulata Ducke. Para
tanto, tendo em vista os fatores acima citados sobre o 6leo de copaiba e a laserterapia
na cicatrizacao de feridas, este estudo pretende demonstrar se os efeitos gerados
pela associacdo de tais terapias sdo mais vantajosos quando comparadas

isoladamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

- Avaliar o efeito da associacdo da fotobiomodulacdo (660nm) e 6leo de copaiba

(Copaifera reticulata Ducke) em pomada na cicatrizacao de feridas em ratos.

2.2 Objetivos Especificos:

- Realizar caracterizagéo quimica da oleorresina de copaiba;

- Avaliar a toxicidade dérmica do 6leo de copaiba in natura e em pomada,;

- Realizar avaliacdo macroscopica das lesbes, dos ratos tratados com
fotobiomodulac&o (660nm) e 6leo de copaiba (C. reticulata Ducke) em pomada;

- Avaliar os efeitos da utilizacdo da fotobiomodulacdo e do 6leo de copaiba em
pomada nos aspectos histoldgicos de reparacdo tecidual;

- Comparar os efeitos apresentados no processo de cicatrizacao de feridas com

ambas as terapias.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fotobiomodulacéo Laser

Em inglés, a palavra laser significa Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation, que traduzida para o portugués significa amplificacdo de luz por uma
emissao estimulada de radiagdo. Estudado desde 1917, quando Albert Einstein
propés a teoria da emissdo estimulada, as propriedades terapéuticas do laser foram
sugeridas por dois cientistas americanos em 1957, pela primeira vez, Charles Townes
e Arthur Achawlow, concretizando-se em 1960, com a criagao por Theodore Maiman,
do primeiro emissor de laser a Rubi (HENRIQUE; CAZAL; CASTRO, 2010).

Os aparelhos de laser usados em terapia produzem radiacdo diferente
daquelas produzidas por outras fontes em trés fatores: monocromaticidade, definida
como a capacidade de cada meio produzir apenas um comprimento de onda;
coeréncia, que diz respeito a organizacdo perfeita em relacdo a movimentacao
ordenada de suas ondas que oscilam de forma uniforme, isto €, a coeréncia espacial
das ondas, estando todas na mesma fase promove a permanéncia da poténcia
luminosa do feixe gragas a auséncia de interferéncia entre os raios; e colimacgao, tal
fato proporciona o direcionamento para um ponto especifico quase sem dispersao,
viabilizando o foco em diametros bem pequenos (AGNE, 2005; BAGNATO;
PAOLILLO, 2014).

O laser pode ser classificado de duas formas: power laser (alta intensidade) —
possui efeitos térmicos e extremamente abrasivo, por isso, usado em procedimentos
cirirgicos —, e soft laser (baixa intensidade) — possui efeitos terapéuticos e anti-
inflamatorios, seus efeitos sdo produzidos a partir da conversao de energia luminosa,
formada no aparelho, em quimica, sendo depositada nos tecidos biologicos
(CAVALCANTI et al., 2011; PIERI, 2009).

O laser apresenta efeitos primarios e secundarios quando sédo absorvidos pelos
tecidos. Dentre os efeitos primarios produzidos pela fotobiomodulagdo esta o
bioquimico, com o aumento da producéo de ATP, que ocorre quando a luz vermelha
€ absorvida pelos cromoforos mitocondriais, especialmente o Citocromo C Oxidase

(CCO) agindo como um fotorreceptor; o bioelétrico, no qual compreende a melhora no
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funcionamento de proteinas de membranas da acdo da bomba de sddio e potassio
(mantém o potencial de membrana celular) ocasionada pela elevacdo da formacao de
ATP; e o bioenergético, no qual ocorre a normalizacdo bioenergética do bioplasma
(BOURGUIGNON-FILHO et al., 2005; FREITAS et al.,, 2013; LEAL; BEZERRA;
LEMOS, 2012; MASSAHUD JUNIOR; SALOME; FERREIRA, 2017; KARU;
PYATIBRAT; KALENDO, 2004)

Os efeitos primérios geram ainda acdo a nivel celular possibilitando os
seguintes resultados secundarios: elevacdo da taxa de metabolismo, podendo
também aumentar o processo proliferativo, maturativo e de locomocao de fibroblastos
e linfécitos, potencializar a reabsorcao de fibrina, elevar a quantidade de tecido de
granulacdo e reduzir a quantidade de mediadores inflamatérios que séo liberados,
otimizando o processo de cicatrizacdo, apresentando entdo, acdo anti-inflamatoria,
analgésica e cicatrizante (BOURGUIGNON-FILHO et al., 2005; GUIRRO; GUIRRO,
2004; SILVA; HAIDAR; MUSSKOPF, 1998).

3.2 Copaiba — Copaifera reticulata Ducke

Consideradas arvores nativas da América Latina e da Africa Ocidental, as
copaiberas também podem ser encontradas no Brasil, nas regides do Centro-Oeste e
Amazobnica. Essas arvores tém crescimento lento, atingem uma altura entre 25 e 40
metros, chegando a viver cerca de 400 anos. Esta planta possui a seguinte
classificacdo botanica: pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Detarioidae,
género Copaifera. Possui 72 espécies descritas, sendo 16 delas encontradas no Brasil
(AZANI et al., 2017; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).
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Figura 1 — Arvore de copaiba s.p.

Fonte: Autora (2019).

O nome copaiba € originario do tupi cupa-yba, que quer dizer arvore de
depdsito, ou que tem jazida, em alusdo ao 6leo que possui em seu interior. Chamada
de copaiba ou copahu pelos indigenas, o 6leo da copaiba era bastante utilizado entre
os indios quando os portugueses chegaram ao Brasil. Tudo indica que o uso desse
Oleo veio da observagcdo do comportamento de certos animais que, quando feridos,
esfregavam-se nos troncos das copaibeiras. Os indigenas o utilizavam principalmente
como cicatrizante e no umbigo de recém-nascidos para evitar o mal-dos-sete-dias. Os
guerreiros quando voltavam de suas lutas untavam o corpo com o 6leo da copaiba e
se deitavam sobre esteiras suspensas e aquecidas para curar eventuais ferimentos
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Da arvore da copaiba é extraido o seu 6leo, que pode variar sua cor do amarelo
ouro a marrom, dependendo da espécie. Seu 0leo é chamado de maneira popular
como balsamo de copaiba, mas a designacgao correta € oleorresina, ja que 0 mesmo
€ um exsudato formado por acidos resinosos e compostos volateis (RIGAMONTE-
AZEVEDO; WADT; WADT, 2004; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

A oleorresina é obtido através da perfuracdo no tronco da copaibeira,
proveniente de canais secretores encontrados principalmente no tronco da arvore.
Esses canais sao formados pela dilatacdo de espacos intercelulares, chamados

meatos, que se comunicam entre si no meristema, denominados canais
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esquizégenos. Para a extracdo desse 0Oleo € necesséria a utilizacdo de uma pratica
nao agressiva e sustentavel, em que consiste na perfuracdo da arvore em dois locais
em dire¢ao ao centro do tronco, com alturas aproximadas de 1 m a 1,50m, realizadas
com a ajuda de um trado tradicional com 2 cm de diametro e 45 cm de comprimento.
Serdo entéo colocados nos dois locais de furo um cano de PVC com % de diametro e
10 cm de comprimento, para impedir possiveis resquicios de madeira e auxiliar em
proximas coletas (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012; OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOHGBI,
2006).

Figura 2 — Extracdo da oleorresina de copaiba.
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Fonte: Autora (2019).

Em relacdo a sua composicao, o 6leo de copaiba é formado por duas partes,
uma resina liquida dita de diterpenos, sendo 0s mais encontrados o: acido copaifero
ou copaiférico, acido hardwickico, colavenol, acido calavénico, acido copalico, entre
outros, e uma fracdo volatil, em que € composta por sesquiterpenos, entre 0s mais
principais estdo o [-bisaboleno, B-cariofileno, a e B-selineno e a-humuleno, que
possuem propriedades comprovadas de anti-inflamatorio, antibactericida, antiedémico
e antifangico (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).

Segundo Rigamonte-Azevedo et al. (2006), o 6leo extraido pode apresentar

variacdo em relacdo a natureza e concentracdo dos sesquiterpenos e diterpenos
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presentes de acordo com variacGes de espécies, fatores bioldégicos como fungos e
insetos, ou fatores abidticos. Porém, apesar de apresentarem diferencas nesses
elementos, na composicdo da oleorresina, somente essas duas classes de
substancias podem estar presentes (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Indicada para diversas finalidades, a oleorresina da copaiba, tem sido ha
muitos anos objeto de estudo, com 0 objetivo de comprovar suas indicagdes ou
adapta-las a terapéuticas novas, entre elas, sua acao cicatrizante vem ganhando
destaque (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). Em estudo realizado por Paiva et al.
(2002), que buscaram verificar a atividade cicatrizante da oleorresina de Copaifera
langsdorffi, através da observacdo da contracdo das feridas excisadas e em feridas
por incisédo em ratos, em que mediram a resisténcia a tracao, o uso topico da mesma
promoveu uma aceleracao na contracdo do ferimento, apontando seu efeito benéfico

na cicatrizacdo de feridas.

3.3 Uso de Plantas Medicinais

O Brasil possui um terco da flora mundial, comportando a maior reserva de
produtos naturais do planeta. A crenca popular brasileira, muito forte em benzedeiras
e curandeiras, transmitida de geracdo em geracao, preservou a utilizacao de plantas
medicinais no pais, especialmente nas areas mais afastadas do centro urbano, e na
regido amazonica (FRANCA et al., 2008; SANTOS; DIAS; MARTINS, 1995; YUNES,;
PEDROSA; CECHINEL-FILHO, 2001).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude - OMS (1998), a planta
medicinal € considerada como “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais
orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos”. O uso desse produto, considerado nao
convencional na saude, esta crescendo de forma a complementar aos medicamentos
alopéticos (ALMEIDA, 2011; MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002).

Em decorréncia do consumo crescente desses recursos, em sua grande parte,
sem regulamentacdo, a OMS aconselha que exista uma ligacdo entre a medicina
cientifica e a medicina tradicional empirica, uma vez que as observagcdes populares

acerca do uso e eficacia das plantas medicinais colaboram de forma significativa para
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a divulgacdo e pesquisas a respeito de suas propriedades medicinais (ALMEIDA,
2011; MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002).

A OMS tem mostrado interesse para com a valorizagdo do uso de plantas
medicinais. No Brasil, a sua utilizacdo foi institucionalizada no Sistema Unico de
Saude (SUS), por meio da Portaria N° 971/2006, pela Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (BRASIL, 2006). E no campo da Fisioterapia, a
utilizacéo pelos fisioterapeutas das praticas integrativas e complementares de saude
foi regulamentada pelo Conselho Federal de Fisioterapia e Terapia Ocupacional,
segundo a portaria do Ministério da Saude por meio da Resolucdo COFFITO
n°380/2010 (COFFITO, 2010).

3.4 Toxicidade das Plantas Medicinais

Existe a crenca que a utilizacdo de produtos naturais é totalmente segura e
eficaz, porém, sabe-se que diversas plantas usadas com finalidade medicinal
demonstram um potencial risco toxico decorrente da presenca de substancias
agressivas (LIMA, 2014; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Inameros produtos,
no Brasil, sdo comercializados em mercados e feira de forma livre, comumente sem
regulamentacdo ou fiscalizacdo, e pesquisas voltadas para a utilizagcdo segura de
plantas medicinais ainda sdo escassos (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005).

A utilizacdo das plantas medicinais sem cautela e acompanhamento podem
provocar rea¢des por meio de causas intrinsecas e extrinsecas, sendo as primeiras:
overdose, toxicidade, interagdo medicamentosa e alergias; e as outras: contaminacao,
adulteracdo, preparo e estocagem de maneira errada (FERREIRA et al., 2013;
SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

A toxicidade é considerada como um potencial que uma substancia possui de
produzir um estado patolégico depois de ser inserida e interagir com 0 organismo,
sendo formada de maneira aguda ou crénica. Frequentemente interligada a utilizacéo
de substancias terapéuticas por meio da administracdo através da via oral, o potencial
de toxicidade, pode provocar como efeitos colaterais a diarreia, sialorréia, irritacao
gastrointestinal e depressdo do sistema nervoso. Quando verificado por via topica,

gue tem como objetivo uma acédo local, também pode provocar efeitos indesejaveis,
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entre eles, o dano celular e irritacdo da pele, fazendo-se necessario a verificacdo do
potencial irritante também, dos produtos antecipadamente ao seu uso (LIMA, 2014;
MACIEL,; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002).

Portanto, para que seja realizada a venda e o uso de forma adequada de
produtos naturais, € essencial testes que identifiguem os principios ativos que
produzem os efeitos biologicos e testes para analisar a toxicidade aguda, com o
objetivo de especificar as substancias segundo o seu potencial toxico ou letal (LIMA
et al., 2011).

3.5 Ulceras

As Ulceras sdo caracterizadas por interrupcdo de continuidade do tecido
cutaneo, de forma aguda ou crénica, afetando tecidos superficiais, como a epiderme,
podendo chegar até os mais profundos, como os musculos e ossos (BRASIL, 2008).

A gravidade de uma Ulcera é classificada de acordo com a sua profundidade,
em relacdo a extensao da parede de tecido atingida. Sua presenca pode favorecer o
surgimento de complicac6es como osteomielite, septicemia e pode ainda levar a morte
do paciente. A etiologia das Ulceras € diversa, podendo ser provocadas por pressao
tecidual prolongada, disturbios vasculares, traumas e outros (NOGUEIRA; CALIRI;
SANTOS, 2002).

Alguns fatores podem interferir na cicatrizacdo das Ulceras, entre eles: a
pressao continua em locais de proeminéncias ésseas, que provocam a reducdo do
suprimento sanguineo, impossibilitando 0 mesmo chegue aos tecidos, e a infeccao,
gue prolonga a cicatrizacao, as atividades dos fibroblastos séo inibidas na formacéao
de colageno e ainda estimula liberacdo de enzimas pelos leucécitos que degradam o
colageno. Além disso, os microrganismos invasores retém o oxigénio e os nutrientes
essenciais para o processo cicatricial (BRASIL, 2008; HESS; SANTOS; SOUZA,
2002).

Consideradas uma importante intercorréncia a salde humana, elas carregam
consigo consequéncias sociais, psiquicas e financeira para o portador e sua familia,
afetando a sua qualidade de vida e impedindo sua recuperagéo (NOGUEIRA; CALIRI;
SANTOS, 2002).
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3.6 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo considerada uma estrutura
tegumentar e sua extensao atinge cerca de 16 % do peso corporal. Ela possui funcéo
de revestimento, agindo entre o ambiente interno e externo como barreira mecanica.
Ou seja, a pele exerce inumeras fungdes essenciais para a permanéncia da fisiologia,
realizando a protecdo do organismo contra perda de agua e ainda, a defesa contra a
entrada de fatores externos, lesdes microbioldgicas, fisicas ou quimicas (BORGES,
2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Em geral, a pele possui em sua estrutura elementos similares em todos os
mamiferos, como: epitélio queratinizado, podendo haver ainda, a presenca de pelos,
glandulas sudoriparas, sebaceas e mamarias e unhas. Histologicamente, a pele é
composta basicamente por duas camadas, a epiderme — camada mais superficial,
constituida por tecido epitelial — e a derme — mais internalizada, constituida por tecido
conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

3.6.1 Epiderme

Constituida por tecido epitelial estratificado pavimentoso queratinizado, a
epiderme é uma estrutura avascular que forma a camada mais superficial da pele.
Seu tecido é considerado estratificado por possuir muitas camadas de células, e
ainda, pavimentoso, pela camada mais externa ser constituida de células achatadas.
As células mais prevalentes nesse epitélio sdo os queratinécitos, outras células
também podem ser encontradas, como 0os melandcitos, as células de Langerhans e
de Merkel (LUCAS, 2004; SCANLON; SANDERS, 2007).

Em regibes mais espessas, a epiderme pode apresentar cinco camadas,
denominadas da derme para fora: estrato basal, espinhoso, granuloso, lucido e
cérneo. Também chamado de estrato germinativo, a camada basal € o mais
internalizado e responsavel pela renovacao constante da epiderme, possui um anico

cordao celular que se reproduz de forma continua. As células novas reproduzidas
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guiam as anteriormente sintetizadas a superficie corporea, formando os estratos
epidérmicos subsequentes (SAMUELSON, 2007).

Os queratinécitos, a medida que seguem em direcéo a superficie, passam por
um processo chamado de queratinizacdo ou corneificacdo para formar o estrato
corneo. No interior dessas células, € realizada a sintese de uma proteina fibrosa
resistente, de elevado peso molecular e impermeavel chamada de queratina, que
possui agcao impermeabilizante, gerando uma barreira mecéanica para que nao ocorra
dessecacdo do organismo. O processo de renovagao constante das células da
epiderme promove a retirada e substituicAo de células mortas carregadas de
queratina, do estrato corneo, por outras células que passarao pelo mesmo processo
(LUCAS, 2004).

3.6.2 Derme

Constituida por tecido conjuntivo, ndo especializado, encontrada na regido mais
interna do 6rgdo. Essa camada é a porcao vascular da pele que promove sustentacao
a epiderme e ainda, vitalidade tecidual. A derme é composta basicamente por células,
matriz extracelular e fibras (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O elemento celular mais prevalente € a célula responsavel pela sintese de
fiboras e proteica que compdem a matriz extracelular. Tal célula € denominada
fibroblasto quando esté realizando atividade sintetizadora e de fibrécito em estado de
repouso. Fusiforme, de tamanho menor, com poucos prolongamentos
citoplasmaticos, o fibroblasto possui um nicleo de tamanho menor e mais escuro.
Quando ocorre a lesao, o fibrdcito se transforma em fibroblasto e realiza a sintese de
fibras e elementos da matriz extracelular mais uma vez no decorrer do processo de
reparacao do tecido (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; LUCAS, 2004).

Outra célula também encontrada durante o processo de reparacéo tecidual € o
miofibroblasto. Ela possui a morfologia de um fibroblasto, porém com maior nimero
de actina e miosina, com caracteristicas funcionais intermediarias entre uma célula
muscular lisa e um fibroblasto, ajudando no processo de contracdo das lesbes
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SAMUELSON, 2007).
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3.7 Fases da Cicatrizagéao

3.7.1 Fase Inflamatoéria

A lesdo tecidual ocasiona a descontinuidade dos vasos sanguineos e o
extravasamento de componentes sanguineos. Logo depois da lesao tecidual acontece
como resposta primaria a vasoconstricdo periférica, que € provocado por influéncia
nervosa, através de descarga adrenérgica, e por acdo de mediadores provenientes
da degranulacédo de mastécitos, objetivando a reducéo da perda de sangue no espaco
extravascular (DAI et al., 2009; EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007; SHEN et al.,
2008).

A agregacado de plaguetas e a coagulacdo sanguinea produzem um tampao,
abundante de fibrina, que possui o papel de restabelecer a hemostasia, criar uma
barreira para combater microrganismos e, além disso, promover a organizacdo de
uma matriz extracelular provisdria, fundamental para a migracéo celular, em essencial
o recrutamento de neutrofilos. Essa matriz € um reservatério de citocinas e fatores de
crescimento que depois serdo lancados nas fases subsequentes do processo de
cicatrizacdo (LIU et al., 2010; SUNG et al., 2010).

Importantes na producdo do tampédo hemostético, as plaquetas também sao
responsaveis por secretar multiplos mediadores, entre eles os fatores de crescimento,
gue sao liberados na regido da leséo. Instigadas pela trombina, as plaquetas passam
ainda por degranulagéo e muitos fatores de crescimento séo liberados, como o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDFG), o de crescimento transformador 3
(TGF-B), o de crescimento epidérmico (EGF), o de crescimento transformador a (TGF-
a) e o de crescimento de endotélio vascular (VEFG). Além deles, glicoproteinas
adesivas — fibronectina e trombospondina —, também sé&o liberadas e considerados
integrantes essenciais da matriz extracelular provisoria. E ainda, o inicio da cascata
de coagulacdo e do complemento, acompanhado da liberacdo dos fatores de
crescimento e também da ativacdo de células parenquimatosas devido a leséo,
formam muitos mediadores vasoativos e fatores quimiotaticos que ajudam a recrutar
células inflamatorias para o local da lesdo (CAETANO, 2012; LIU et al., 2010).
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Quando as plaguetas saem do interior do leito vascular, neutréfilos e mondécitos
deslocam-se em direcdo ao leito da ferida, por influéncia dos agentes quimiotaticos.
As células inflamatorias tém como funcdo a fagocitose de corpos estranhos, de
bactérias e fragmentos celulares, e ainda, a formacéao de fatores de crescimento, que
realizam a preparacdo do ferimento para a fase seguinte, a proliferativa, na qual
ocorrera o recrutamento dos fibroblastos e células endoteliais (DAl et al., 2009; FONG,;
WOOD, 2006; LIU et al., 2010; PARK; BARBUL, 2004; SINGER; CLARK, 1999).

No inicio e no decorrer do processo de cicatrizacdo, os mondcitos do sangue
periférico continuam a entrar no local da ferida de forma incessante devido a estimulos
de agentes quimiotaticos, como o PDGF. Os mondcitos sdo ativados e se transformam
em macréfagos por contribuicdo de alguns fatores, como a liberacdo de fatores
plaquetéarios e a fagocitose dos componentes celulares — colageno ou fibronectina
(CAETANO, 2012; SINGER; CLARK, 1999).

O macréfago ativado atua na degradacao e retirada de elementos lesados do
tecido conjuntivo, como o colageno, a elastina e proteoglicanas. Os macréfagos atuam
ainda na secrecdo de fatores quimiotaticos que causam atracdo de outras células
inflamatorias para a regido da ferida e formam prostaglandinas, que atuam como
poderosos vasodilatadores atingindo a permeabilidade dos microvasos. Além disso,
0s macroéfagos sao produtores de alguns fatores de crescimento, entre eles o PDGF,
TGF-B, VEGF e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que sdo evidenciados
como citocinas primordiais para incentivar a producédo do tecido de granulacdo (DAI
et al., 2009; SINGER; CLARK, 1999).

3.7.2 Fase Proliferativa

A atividade metabdlica durante essa fase € intensa, e € nela em que ocorre o
processo de fechamento da lesdo. A reepitelizacéo é iniciada horas depois da leséo,
sendo que a presenca de fibroblastos e células epiteliais € muito maior nesse periodo.
Ademais, os macréfagos e os fibroblastos interagem entre si, colaborando com a
formacédo de colageno (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; SCHREML et al.,
2010; SURVANA; MURINA, 2013).



30

A fase de proliferacdo epitelial € iniciada por acdo mitogénica e quimiotatica
dos queratindcitos, através de estimulacdo do TGF-a e do EGF, em que ocorre a
migracdo das células epiteliais vindas da margem e de apéndices epidérmicos
situados no meio da leséo. As citocinas inflamatorias que participam desse processo
sao interleucina (IL-1p) e fator de necrose tumoral (TNF-a), que sdo formadas atravées
da ativacdo plaquetéria e dos macrofagos (FRADE, 2003; JANIS; KWON; LALONDE,
2010).

A fibroplasia e angiogénese, formam o tecido de granulacdo que tem como
funcdo ocupar o local em que ocorreu a lesdo aproximadamente quatro dias depois
do dano no tecido. Este tecido € assim chamado principalmente pela caracteristica
granular gragas a presenca de capilares neoformados fundamentais no processo de
reparacao. Os fibroblastos formam a nova matriz extracelular fundamental para o
crescimento celular enquanto 0s novos vasos sanguineos provém tanto o oxigénio
guanto os nutrientes precisos para o metabolismo celular local (BATES; HARPER,
2002; DVORAK, 2002).

O VEFG sensibiliza as células endoteliais encontradas nas veias intactas para
comecar a producdo de capilares novos. A vasculogénese € denominado como a
etapa inicial para o desenvolvimento dos vasos. As células anteriores as do endotélio
vascular passam por diferenciagédo, expansao e coalescéncia, para entao produzirem
no organismo uma rede de tubulos primitivos (DVORAK, 2002; BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006).

Como consequéncia da lesdo no tecido, séo liberados sinais quimicos advindos
da matriz e do plasma que levam a acdo do FGF e do VEGF na angiogénese, na qual
0s macroéfagos e células endoteliais sdo considerados indutores diretos dos fatores de
crescimento. Ainda estdo presentes nesse processo mais algumas moléculas
angiogénicas, como TGF-a, angiotropina, angiogenia e angiopoietina 1. Pressbes
baixas de oxigénio e elevada concentracdo de lactato levam a formacgéo de fatores
angiogénicos resultando na criagdo de novos capilares (DETMAR et al., 1998; JANIS;
KWON; LALONDE, 2010).

A matriz extracelular é formada no tecido de granulagcdo e na membrana
endotelial basal por substancias como o colageno, fibronectina, vibronectina, entre

outros, e ainda, por proteinas formadas por fibroblastos. A matriz realiza assisténcia
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para o migramento celular e possui como funcdo ser um reservatério e modular a
liberacdo de fatores de crescimento. Para a realizacdo da angiogénese também séo
precisas a expressao e a ativacéo de proteases, sobretudo na fase de remodelagéao
(JANIS; KWON; LALONDE, 2010).

A matriz extracelular lesada é retirada pelas metaloproteinases da mesma,
expressas através de fibroblastos, queratindcitos, mondcitos e macréfagos, como
resultado de estimulo do TNF-a, levando a entrada de vasos novos. Como efeito,
ocorre uma elevacao da pressao de oxigénio, diminuindo os elementos responsaveis
pela angiogénese, os vasos desnecessarios sofrem apoptose (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006).

No interior da matriz extracelular provisoria sao secretados pelos fibroblastos o
colageno tipo Ill, compostos por fibras imaturas e desorganizadas. Ao mesmo tempo,
os fibroblastos se transformam em miofibroblastos e atuam na contracédo da ferida,
que prossegue na fase de remodelacdo (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006;
JANIS; KWON; LALONDE, 2010).

3.7.3 Fase de Remodelacao

Na fase de remodelacéo acontece a busca da recuperacao da estrutura normal
do tecido através da colocacao de colageno em redes organizadas. A maturacdo de
elementos e modificacbes na matriz extracelular facilitam o depdsito de colageno e
proteoglicanos. Entre as citocinas participantes nessa fase, as principais sdo TNF-q,
IL-1B, PDGF e TGF-B (DAl et al., 2009; KARUKONDA et al., 2000).

O colageno produzido pelos fibroblastos passa a apresentar fibras organizadas
e fortes, sendo este o colageno tipo I. Este, esta presente em 80 a 90% da pele integra,
ja o colageno do tipo Ill, com 10 a 20% presente. No tecido de granulacéo, o tipo Il
encontra-se presente em 30% do mesmo (JANIS; KWON; LALONDE, 2010).

Durante o processo de maturagdo e remodelagem, grande parte dos vasos,
células inflamatdrias e fibroblastos somem do local da lesé@o, por meio do processo de
emigracdo, apoptose ou diferentes mecanismos de morte celular (MENDONCA,;
COUTINHO NETO, 2009).
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Os queratinocitos se deslocam da margem da ferida e sédo regulados por trés
principais agentes: fatores de crescimento, integrinas e metaloproteinases. Na fase
inflamatéria ainda, os queratindcitos de periferia sdo ativados por meio do
funcionamento de fatores de crescimento, fibroblastos, macrofagos e neutrofilos.
Entre os fatores de crescimento, os principais sdo o PDGF, que provoca a proliferacéo
de fibroblastos resultando na formacdo da matriz extracelular no momento do
processo de reorganizagcdo da matriz e contragéo da ferida, o fator de crescimento
para queratinocitos (KGF7), o principal responsavel pela regulacdo da proliferacdo dos
queratinécitos, e o TGF-B, fator que dara um estimulo inicial para o processo
migracionario das células epiteliais. Os queratindcitos ativam os receptores de
integrina promovendo uma interacdo com diversas proteinas encontradas na matriz
extracelular, tanto no leito, quanto na margem da ferida. A expressao e ativacao de
metaloproteinases, por outro lado, propiciam a degradacédo e mudanca das proteinas
da matriz no local da leséo, favorecendo a migracéo celular. Fatores de crescimento
associados a matriz extracelular podem ser liberados pela a¢éo proteolitica dessas
enzimas, de maneira a preservar a estimulacdo constante para a proliferacdo e
processo migracionario dos queratindcitos, agilizando a reepitelizacdo (SANTORO;
GAUDINO, 2005; SUNG et al., 2010).

4. METODOLOGIA
4.1 Local e Periodo

A pesquisa foi realizada no Biotério da Universidade do Estado do Para (UEPA)
em Santarém/PA, no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, Laboratério de
Morfofisiologia Aninal e no Laboratorio de Mineralogia da Universidade Federal do
Oeste do Para (UFOPA), entre maio de 2019 e outubro de 2020.

4.2 Coleta do Material Botanico

A oleorresina da Copaifera reticulata foi coletada na Floresta Nacional do
Tapajés (FLONA), localizada no municipio de Belterra-PA, no km 117 da rodovia BR-
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163, (S 03° 20’ 49,2” e W 55° 01’ 13,5”), no més de setembro de 2016, durante o
periodo seco (MORAES et al., 2005).

Figura 3 — Local da coleta na FLONA.

613846

LEGENDA

PONTO DE COLETA

RODOVIAS DE ACESSO

AREADO KM 117

FLONA

CONVENGCOES CARTOGRAFICAS:
PROJECAO SIRGAS 2000
DATUM:UTM ZONA 21 S
ESCALA:1:750,000

SANTAREM

0 12%2 25 50
——— — KM

Fonte: Almeida (2019).

Para a coleta da oleorresina da copaiba, a arvore foi perfurada em dois locais
em direcdo ao centro do tronco, com alturas aproximadas de 1 m a 1,50m, realizadas
com a ajuda de um trado tradicional com 2 cm de diametro e 45 cm de comprimento.
Foram enté@o colocados nos dois locais de furo um cano de PVC com % de diametro
e 10 cm de comprimento, para impedir possiveis resquicios de madeira e auxiliar em
préximas coletas.

Utilizando-se uma calha metalica, o 6leo foi coletado e acondicionado em
recipientes plasticos com laminas de aluminio para protecdo a luz, e depois,
transferidos para frascos de vidro ambar. Finalizado o procedimento para obtencéo
do mesmo, os canos foram ocluidos com uma tampa de PVC, para protecéo da arvore
em combate a possibilidade de infestacdes provocadas por insetos e fitopatdogenos, e

ainda, facilitar outras coletas na mesma arvore.
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O material entdo, foi enviado para a Embrapa Amazobnia Oriental, para

identificagcéo botanica das folhas e frutos.

4.3 Caracterizacdo Quimica

A caracterizagdo quimica da OR C. reticulata Ducke foi realizada pelo
Laboratorio de Quimica de Biomoléculas da Amazbnia, da Universidade Federal do
Amazonas, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS),
operando no sistema Agilent Technologies AutoSystem XL CG-MS funcionando no
modo El a 70 eV, munido de um injetor split/ splitless (250°C). Na linha de
transferéncia a temperatura era de 280°C. Foi utilizado como transportador o gas hélio
(1,5 mL/min) e utilizadas as colunas capilares HP 5MS (30m x 0,25mm, espessura de
pelicula 0,25 mm) e HP Innowax (30m x 0,32mm i.d., espessura de pelicula 0,50 mm).
O volume injetado foi de 1 pyL da oleorresina.

Os componentes da oleorresina de Copaifera reticulata foram identificados
embasados no indice de retencdo (IR), verificado com referéncia das séries
homologas de n-alcanos, C7-C30, com condi¢cdes de experimento iguais com a
literatura, através da comparac¢ao dos espectros de massa (Adams, 1995) e ainda por
meio da correspondéncia dos espectros de massas com a biblioteca NIST/EPA/NHI.
As quantidades relativas dos constituintes individuais foram calculadas de acordo com

a area do pico CG.
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Figura 4 — Amostra da oleorresina coletada.

Fonte: Autora (2019).

4.4 Formulagcdo em Pomada de C. Reticulata Ducke

A oleorresina foi manipulada para uma formulacdo em pomada C. reticulata a
10%. Esta concentracdo foi escolhida baseado com o protocolo preconizado no
Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopéia Brasileira (2011) demonstrado na figura
5, e ainda, de acordo com os estudos de Estevao et al. (2009) e Masson-Meyeres et
al. (2013a), a aplicacdo em forma de pomada possui vantagens devido a concentracao
do farmaco ser reduzida e a facilidade em sua administracdo sem provocar oleosidade
excessiva. Tal fator poder ser em decorréncia das caracteristicas fisicas da
oleorresina, em que a viscosidade do mesmo dificulta o fechamento das feridas, por

haver tendéncia na formacao de crostas acentuadas sobre as lesdes.
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Figura 5 — Formulacdo da pomada.
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Fonte: Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopéia Brasileira, 2011.

Os elementos foram pesados em balanca semi analitica, colocados em um gral

e com o auxilio de um pistilo misturados até sua homogeneizacao (Figura 6).

Figura 6 — Pomada a 10% homogeneizada.

Fonte: Autora (2020).

4.5 Principios Eticos da Pesquisa
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O estudo acatou aos principios éticos da pesquisa em experimentacdo animal
indicados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e legislacédo
nacional para vivissecgdo animal em vigor na Lei Federal 6.638 de 08 de maio de
1979 e ainda na Lei n° 9.605/98, que fala sobre crimes ambientais. O projeto foi
aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal
do Oeste do Para com o protocolo N° 0220200089.

4.6 Toxicidade — Teste de Irritacdo/Corrosdo Dérmica

Para verificar a toxicidade dérmica da pomada de C. reticulata Ducke foram
utilizadas as recomendacdes do protocolo Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD) 404/2015, que busca avaliar a irritacéo e corrosdo da pele apos
a aplicacdo Unica de uma substancia.

Para este experimento foram utilizados 16 ratas wistar, fémeas, com idade
entre 8 e 12 semanas, peso variando entre 200 e 250g. Todos os animais foram
submetidos a anestesia com injecdo de intraperitoneal de quetamina (0,10ml/100g) e
xilazina (0,25mI/100mg). Depois de anestesiados, eles foram colocados em decubito
ventral, e entdo realizada a tricotomia de 6 cm? na regiao dorsal dos ratos em dois
locais, 24 horas antes de aplicar a oleorresina da copaiba, em duas formas, pura e
pomada de C. reticulata Ducke a 10%, na dose de 0,5ml por animal. A regido superior
tricotomizada foi utilizada como controle, ndo havendo aplicacdo de nenhuma
substéancia, e na regiao inferior houve aplicacdo da substancia a ser testada.

De acordo com o protocolo do teste, foram formados com apenas um animal
grupos experimentais, para a realizacdo da Unica aplicacdo da substancia e ainda,
uma adaptagdo com grupos experimentais de aplicacdo com doses repetidas durante
14 dias. Apos a aplicagéo o local foi recoberto por gaze e fita néo irritativa. Depois de
4 horas a éarea foi limpa e toda substancia retirada. Se, durante esse periodo, fosse
identificado alguma reacdo sofrimento ou dor excessiva ao animal, o teste seria
imediatamente finalizado. Caso nao fosse verificado nenhum sinal de corroséo da
pele, se realizaria com mais 3 ratos, o teste de confirmacéo. A primeira avaliacdo do
aspecto da pele ocorreu logo apos a limpeza da area, e entdo, depois de 1, 24, 48 e
72 horas.
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A avaliacdo dos resultados ocorreu de acordo com a classificacdo pré-
determinada pelo protocolo. Segundo quadros apresentados nas imagens abaixo
(Figura 7).

Figura 7 — Protocolo de classificacao do teste. A- Sistema de graduacao sobre formacéo de eritema e

escaras; B- Sistema de graduacdo sobre formacdo de edema. C- indice geral de classificacdo do

produto.
A Formagao de eritema e escaras
Lesdo Valor C
Sem eritema 0 - ..
0,0 - 1,0 = nao irritante
Eritema leve (apenas perceptivel) 1

1,1 = 2,0 = irritante moderado

Eritema bem definido 2 ) L
2,1 - 3,0 = irritante grave
Eritema moderado a grave 3 ) .
3.1 - 4,0 = corrosivo
Eritema grave (vermelho violeta) com escaras 4
_ Formagio de edema
B
Lesao Valor
Sem edema 0
Edema leve (apenas perceptivel) 1
Edema bem definido (bordas menores que T mm) 2
Edema moderado (bordas de 1 mm) 3
Edema grave (bordas com mais de 1 mm
e ndo restrito as regides de aplicagdo) 4

Fonte: Federal Hazardous Substances Act of the USA, 2014.

Ao final, se a aplicacao da oleorresina e/ou da pomada provocar lesdes na pele
do animal que sejam reversiveis, a mesma seria considerada como uma substancia
que produz irritacdo dérmica. Ja caso provocasse danos na pele como Ulceras,
hemorragia e necrose visivel através da epiderme e na derme, classificados como

irreversiveis, ela seria considerada corrosiva.

4.7 Animais e Manejo

Durante a realizacdo desta pesquisa os animais foram alojados em gaiolas

adequadas de polipropileno, com dimensdes padronizadas e forradas com maravalha.
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Seguindo aos principios éticos de experimentacdo animal do COBEA (2006), os
animais utilizados nesse estudo passaram por um periodo minimo de observacgéo de
quinze dias, 0 necessario para o inicio de qualquer estudo cientifico, com o objetivo
de propiciar uma adaptacdo melhor ao ambiente do laboratorio. S6 tiveram acesso ao
mesmo 0s pesquisadores responsaveis por este estudo e os membros do laboratorio,
gue foi mantido com condi¢cdes ambientais controladas, 12 horas de ciclo claro-escuro
e acesso livre para 4gua e ragdo industrial especifica para ratos, realizando o controle
de qualquer variavel que pudesse gerar estresse nos animais e interferir no processo
de reparo.

Foram utilizados 42 ratos da espécie Rattus norvegicus albinus e da linhagem
Wistar, machos, sadios, adultos, com idade superior a 90 (noventa) dias, pesando
entre 250 (duzentas e cinquenta) e 300 (trezentas) gramas. Os animais foram

divididos de forma aleat6ria em grupos formados por sete animais cada (n=7).

4.8 Anestesia e Preparo da Pele

Todos os animais foram submetidos a anestesia com injecdo de intraperitoneal
de quetamina (0,10ml/100g) e xilazina (0,25ml/100mg). Depois de anestesiados, eles
foram colocados em decubito ventral, imobilizados em prancha operatoria e realizada
a retirada dos pélos na regido do dorso em dois locais com aproximadamente 6 cm?
por tracdo manual.

ApGs o procedimento anestésico, com a ajuda de um punch metélico de 0,8cm
de diametro, foi realizado, sem atingir os musculos subjacentes, duas feridas no dorso
dos animais, uma superior e outra inferior. A regido dorsal foi escolhida para evitar a
automutilacao ou irritacdo por contato (KASHYAP; BEEZHOLD; WISEMAN, 1995). A
coluna vertebral e as escapulas foram utilizadas como referéncias anatdbmicas
buscando padronizar o local para a realizacéo da lesdo em todos os ratos, como forma
de evitar variacdes na irrigacdo local sanguinea, o que pode levar a alteragbes no
processo de cicatrizagdo (BEHEREGARAY et al., 2010).
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Figura 8 — Localizacéo das lesdes.

Fonte: Autora (2020).

4.9 Delineamento

Os animais foram sorteados e distribuidos em dois grupos com 21 animais em
cada. Sendo compostos por:

Grupo 1 (G1) - Grupo GC (Grupo Controle, com animais submetidos somente

a ferida aberta, utilizando apenas soro fisiolégico 0,9% na lesdo superior) e

grupo GF (Grupo Fotobiomodulacédo, com animais submetidos a ferida aberta

e tratados com caneta laser 660nm, na lesao inferior);

Grupo 2 (G2) - Grupo GP (Grupo Copaiba, com animais submetidos a ferida

aberta e tratados com 6leo de copaiba, C. reticulata Ducke, em pomada, na

leséo superior) e grupo GFP (Grupo Fotobiomodulacdo e Pomada, com animais

submetidos a ferida aberta e tratados com laser seguido da pomada, na lesao

inferior).

Ap6s um periodo de 3 dias, sete animais de cada grupo, escolhidos de forma
aleatdria, foram submetidos a eutanasia, assim como, apos 7 e 14 dias de tratamento,

de acordo com as fases da cicatrizagéo.
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Figura 9 — Esquema da divisdo dos grupos.
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Fonte: Autora (2020).

4.10 Tratamentos

ApGs a realizacao das feridas, os ratos foram submetidos em intervalos de 24
horas a fotobiomodulagéo e/ou aplicacdo da pomada, de acordo com 0S grupos pré-
estabelecidos. A aplicacdo da laserterapia foi realizada com o aparelho Laserterapia
Portétil Recover, da marca MM Opticus (Figura 10), utilizando bico da caneta Laser,
com comprimento de onda de 660nm (luz vermelha), poténcia de 100mW, operando
no modo continuo, com dose de 4J/cm? e tempo de aplicacdo de 40 segundos,
definida por Abreu et al. (2011) como a intensidade que promove melhores resultados.

O tratamento iniciou uma hora apos a inducao da ferida, e se deu de forma
pontual, em um Unico ponto, com a caneta posicionada de forma perpendicular a lesao
uma distancia de 2mm da pele, com o feixe de luz a superficie da ferida, utilizando-se

Oculos de seguranca.
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Figura 10 — Aparelho Laserterapia Portatil Recover.
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Fonte: <mmo.com.br>.

A aplicacdo da pomada de C. reticulata Ducke a 10%, foi realizada de forma
tépica, com auxilio de uma seringa de foi colocado 1ml recobrindo toda a superficie
do ferimento.

4.11 Eutanéasia dos Animais

Todos os animais foram submetidos a eutanasia por meio de injecéo
intraperitoneal, com a aplicacdo da combinacdo de quetamina e xilazina, trés vezes a
dose necessaria para anestesia, nos dias 3, 7 e 14, apds o inicio da pesquisa, para
gue se pudesse realizar a avaliagado do curso da cicatrizagéo.

4.12 Métodos de Analise

4.12.1 Avaliagdo Macroscopica
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A avaliacdo macroscoépica da area da lesdo consistiu na analise do potencial
de contracgéo da ferida, que foi verificado a partir das imagens das feridas obtidas apos
a lesédo, e nos dias 3, 7 e 14, por meio da fotogrametria computadorizada.
As imagens foram obtidas por uma camera fotografica digital, colocada em uma
distancia fixa de 20 cm, em plano frontal e com uso de uma régua esterelizavel
posicionada proxima ao ferimento, para servir como referéncia na realizacdo da
calibracdo das medidas que foram obtidas para andlise pelo software.

As imagens obtidas foram levadas para posterior demarcacdo da area de
retracdo da lesdo e comparacdo por planimetria digital pelo software ImageJ®, de
dominio publico e amplamente empregado em pesquisas para a Vverificacdo
macroscopica de Ulceras (KORELO et al., 2012; MINATEL et al., 2009).

4.13 Analise Histopatoldgica

4.13.1 Avaliagdo Microscopica

Apos eutanasia, foram retirados os fragmentos de tecido da regido onde
estavam as feridas, com margem de 1 cm de pele integra ao redor, para analise
histoldgica. Os fragmentos foram colocados em potes coletores universais cobertos
por uma solucdo de paraformaldeido e enviados para o laboratdrio para serem
submetidas ao processo histolégico. Para cada amostra foram feitos cortes
semisseriados (5 ym) transversal para realizacao da avaliagdo microscopica, corando
os fragmentos com Hematoxilina-Eosina e Picrosirius Red. As laminas foram entéo
avaliadas em microscopio 6ptico com camera acoplada marca LEICA DM750P para a

realizacéo de fotomicrografias, com objetiva de 50x.

4.13.2 Analise por Hematoxilina-Eosina (HE)

O fragmento de pele apos fixacdo no paraformaldeido passou por desidratacdo
em banhos crescentes de alcool, em seguida, clarificado em xilol, infiltrado em
parafina a 60° e posteriormente os blocos de parafina foram cortados em micrétomo

(5 um). Depois de realizados os cortes, as laminas foram desparafinilizadas em xilol,
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além de hidratados em banho decrescente de alcool e molhados em Hematoxilina de
Mayer e corados em Eosina-Floxina. Em seguida, passaram novamente por
desidratagdo em alcool e foram clarificadas em xilol, para que pudessem ser
montadas as laminas e realizadas a sua analise.

A contagem de neutrofilos, vasos sanguineos e fibroblastos foi realizada com o
auxilio do software Image J, marcando os diferentes tipos de célula utilizando-se a
ferramenta Multi-point. Os resultados foram expressos pela média do numero total de

cada tipo de célula marcado nos 5 campos de grande aumento (50x).

4.13.3 Analise por Picrosirius Red (PSR)

ApoOs a realizacdo dos cortes, as laminas foram desparafinizadas em xilol,
hidratadas em solucdo decrescente de alcool, lavados em agua corrente, e em
seguida, colocadas em solugdo corante (picrosirius) durante 15 minutos, apos isso,
foram lavados em agua corrente e contra-corados com reagente B (Hematoxilina de
Harris), deixando agir por 5 minutos, depois lavados em agua corrente novamente e
apos as laminas secarem passaram por desidratacdo em série de alcool ascendente
até o xilol para montagem das laminas e analise.

A andlise do PSR ocorreu de acordo com a verificacdo da quantidade total de
fibras colagenas, encontradas no tecido, sob avaliacdo com luz polarizada. Foram
contabilizados 5 campos microscopicos de grande aumento, em 50X, e apresentados
em forma de porcentagem os resultados da area total ocupada pelas fibras colagenas,
com metodologia adaptada de Brizeno et al. (2016), em que as imagens foram
convertidas para escala de cor de 8-bits e logo apds, utilizada a ferramenta Make
Binary no software, para binarizar as mesmas e depois a analise para mensuracao de

colageno total da area.
4.14 Analise dos Resultados
Apés a coleta das informacgbes, os dados foram duplamente digitados,

organizados e processados atraves da estatistica descritiva em planilhas do programa

Excel (Microsoft Office® 365). Na andlise inferencial, apés a determinacdo da
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normalidade dos dados, através do teste Shapiro-Wilk, optou-se pelo teste ANOVA-
um critério com post-hoc de Tukey para anélise comparativa intragrupos e intergrupos.
Em todos os testes utilizou-se p<0,05 para a significancia estatistica e intervalo de

confianga de 95% (IC95%). Os testes foram realizados no programa SPSS® 24.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicéo Quimica da Oleorresina Copaifera reticulata

Na Tabela 1, observa-se a analise do teor dos componentes identificados na
C. reticulata Ducke, do periodo seco. Verifica-se dentre os constituintes da oleorresina
uma maior concentracdo de B-cariofileno, B-bisaboleno e éster metilico do &cido

cauranoico.

Tabela 1 — Composicao quimica da oleorresina da C. reticulata Ducke
Periodo Seco

Constituintes Concentracao Formula
Molecular
(%)
Isoledeno 0,17 CisH2a
a-gurjuneno 0,12 CisH24
B-cariofileno 24,48 CisH24
trans-a-bergamoteno 11,6 CisH24
cis-B-farneseno 0,12 CisH24
a-humuleno 3,44 CisH24
trans-B-farneseno 0,75 CisH2a
Germacreno D 0,08 CisH2a
cis-a-bisaboleno 1,06 CisH24
B-bisaboleno 23,49 CisH2a
B-sesquifelandreno 0,87 CisH24
Ester metilico do acido 3-metil-5 (2,2,6-trimetil-
6-hidroxi-1-ciclohexil)-pentanoato de metila 4,71 C1sH240
caur-16-eno 0,45 Ci5H240
Ester metilico do acido epertico 0,11 C15H240
Ester metilico do 4cido labdan-15-oico 0,54 CisH240
Ester metilico do &cido cativico 2,06 C15H240
Ester metilico do &cido caurenoico 4,85 CisH240
Ester metilico do acido cauranoico 9,93 C15H240
Ester metilico do acido labda-7,13-dien-15-oico
(37,01)/Ester metilico do &cido daniélico (37,07) 3,12 C1sH240
Ester metilico do &cido pinifélico 0,87 CisH240
Constituintes identificados 92,82%

Fonte: Autora (2020).

A oleorresina de copaiba, vista de forma geral, € uma juncao de sesquiterpenos
e diterpenos em doses distintas. Diversos fatores estédo interligados a variacdo da

quantidade de 6leo produzida e & composi¢do quimica do mesmo, entre eles esta a
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genética, sazonalidade, luminosidade e nutricdo, mas especialmente fatores bioticos,
ja que sua producao é resultante da desintoxicagcdo do organismo vegetal, funcionado
como mecanismo de combate a acéo de insetos, bactérias, fungos e outros elementos
lesivos (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012; LUCCA, 2013).

Assim como no encontrado, Ziech et al. (2013), em estudo também com a C.
reticulata, coletada na FLONA do Tapajos, em maio de 2011, verificaram além do B-
cariofileno (37,6%) e B-bisaboleno (13,9%), como componentes majoritarios, o a-
bergamoteno (9,3%), a-humuleno (5,3%) e B-selineno (4,9%). Em outra pesquisa,
Zoghbi et al. (2009), realizaram a analise da composi¢cao quimica da mesma espécie,
C. reticulata, em municipios distintos, para verificar a variacdo de seus constituintes.
Em Belterra — PA, a oleorresina coletada em amostras de duas arvores, possui como
componentes de maior frequéncia o (3-bisaboleno (36,9%, 18,4%), a-bergamoteno
(11,8%, 25,9%) e B-cariofileno (5,1%, 11,3%); em Almeirim — PA, o 6leo coletado
apresentou uma concentragcdo majoritaria do B-bisaboleno (28,5%), a-bergamoteno
(29,2%) e B-cariofileno (13%); e em Curionopolis — PA, verificou-se a presenca de (-
cariofileno (19%), B-bisaboleno (18,2), 6xido de cariofileno (15,2%), B-selineno (8,2%),
a-bergamoteno (8,1%) e a-selineno (5,4%) como componentes de maior
concentragao.

Oliveira, Lameira e Zoghbi (2006), em estudo realizado no municipio de Moju —
PA, comparando a composi¢ao quimica de trés espécies de copaiba, verificaram que
0S componentes majoritarios encontrados na C. reticulata também foram o [3-
Cariofileno (61,8%) e B-Bisaboleno (17,4%). Na espécie C. duckei aparecem o0s
mesmos componentes em diferentes concentragdes, B-Bisaboleno (17,6%) e B-
Cariofileno (15,5%), ja na espécie C. martii, 0 componente que apresentou maior
frequéncia foi o a-Copaeno (51,2%).

N&o existem relatos ainda sobre a acéo do éster metilico do acido caurandico,
mas, 0S outros compostos majoritarios deste estudo, -cariofileno e B-bisaboleno,
demonstram ser importantes agentes na atividade anti-inflamatéria. E dito que o B-
cariofileno age como anti-inflamatério, antiedémica e bactericida, além de ser
considerado, na fracdo de sesquiterpenos de copaiba, um marcador quimico, por
estar presente em todas as analises de oleorresinas. Ja o B-bisaboleno além de ter

propriedades anti-inflamatorias, possui ainda acao analgésica.
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As propriedades cicatrizantes ligadas a copaiba, sdo advindas de sua fracéo
principal, os sesquiterpenos, com sua acdo anti-inflamatéria e, advindas dos
diterpenos, suas propriedades antimicrobianas, considerados adstringentes, auxiliam
no processo de reparacao de feridas, promovendo a contracdo e aumento da taxa de
epitelizacdo da mesma (BARBOSA et al., 2012; LUCCA, 2013; MASSOM-MEYERS
et al., 2013b; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002); Mas, para essa ac¢ao ser efetiva, parece
ser fundamental o sinergismo entre 0s componentes, uma vez que uma menor acao
€ obtida quando utilizadas fracdes isoladas dos componentes, quando confrontado
com o uso da oleorresina bruta (LEANDRO et al., 2012; SANTOS et al., 2008).

Apesar de todos os 6leos coletados apresentarem dois dos constituintes de
maior frequéncia na oleorresina deste estudo, é observado uma grande variabilidade
na composicao do 6leo de copaiba, entre os individuos da mesma espécie, que estao
relacionados a fatores ambientais em que os individuos sdo expostos e ao seu
potencial genético. Essa variabilidade pode ter influéncia na acéo bioldgica desse
recurso natural e ainda na toxidez (MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008;
OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006).

5.2 Analise do Teste de Irritagcdo/Corrosédo Dérmica

Ao se observar a pele, apos o periodo de 24 horas da tricotomia realizada no
dorso dos animais, ndo ocorreu nenhum sinal de irritacdo na pele das fémeas, néao
havendo a necessidade de troca das mesmas.

Na realizacdo do teste de Unica aplicacao, o dorso dos animais foi observado
de forma diaria até 72 horas, apés a aplicacéo da oleorresina in natura e em pomada
a 10%. Na tabela 2, pode-se verificar que todos os animais foram classificados em
grau 0, ja que se observou que ndo houve a formacdo de eritemal/escaras ou de
edema. Em seguida, o teste de confirmacdo demonstrou o0 mesmo resultado, quando
realizados em mais trés animais, além de ndo apresentarem alteragbes no
comportamento ou alimentacdo. O que também n&o ocorreu nos estudos de Lima
(2015) ao utilizar a C. paupera e Marinho (2015) com C. duckei, ambos realizaram o

teste com a substéncia in natura e em gel a 10%.
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Tabela 2 — Resultado da toxicidade dérmica com teste de uma Unica aplicagdo (n=8).

C. reticulata Ducke in natura Pomada de C. reticulata Ducke a

Animais 10%
Eritema/Escaras Edema Eritema/Escaras Edema
1 Grau 0 Grau O Grau 0 Grau 0
Teste de Confirmacéao
1 Grau 0 Grau O Grau O Grau 0
2 Grau 0 Grau O Grau O Grau 0
3 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0

Fonte: Autora (2020).

Logo apos, foi realizada uma adaptacdo do teste, com aplicacdo em doses
repetidas diariamente, durante 14 dias, e se observou que 0s animais em que se
utilizou a C. reticulata em pomada a 10%, incluindo os do teste de confirmacdo, nao
apresentaram sinal de eritema/escara ou edema, classificados em grau O (Tabela 3).
O que também foi descrito por Estevéao et al. (2009) que ndo encontraram qualquer
sinal de irritacdo ou alergia no local de aplicacdo, ao utilizar a oleorresina de C.
langsdorffii em pomada na mesma concentracado desse estudo, durante 8 dias. Assim
COmMo 0 Uso em concentracdo menor a 2,5% como creme vaginal em ratas gestantes
(LIMA et al., 2011). E em outro estudo realizado por Lima (2014), verificou que o0 uso
da oleorresina C. duckei (28mg/kg) como creme vaginal ndo apresentou sinal de
irritacdo na mucosa em sua aplicagao por 22 dias.

A tabela 3 mostra ainda, a aplicagéo continuada da C. reticulata in natura, que
gerou um grau 3 de eritemal/escaras e grau 1 de edema, e ao se realizar o teste de
confirmacédo houve diferentes graus de eritema/escaras, chegando até grau 3, mas
mantendo grau 1 de edema em dois animais. Corroborando com Lima (2015), que
apesar de ndo apresentarem qualquer grau de edema, os animais da pesquisa tiveram
formacdo de eritema/escaras, com grau 2, na aplicacdo diaria durante 6 dias da
oleorresina de C. paupera in natura.

Ja Carvalho et al. (2005), ao realizarem por 7 dias a aplicacao da C. duckei em
sua forma pura ndo obtiveram sinais de irritacdo ou processo inflamatorio na regido
dorsal dos animais. O que também n&o ocorreu no estudo de Brito et al. (2006) ao
utilizar a oleorresina de C. officinalis, sob a pata traseira dos ratos, por 14 dias. Assim

como a aplicacdo do 6leo de C. multjuga puro, em diferentes dosagens, por
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Goncalves et al. (2014) através da via oral, ndo demonstrou toxicidade no sistema
reprodutor masculino dos animais.

Durante o uso continuo das substancias, verificou-se que no quinto dia de
aplicacao, todos os animais ja apresentavam grau 1 de eritema/escaras, igualmente
descrito por Lima (2015), que no mesmo dia observou um processo bem delimitado
de hiperemia e pequenos locais de descontinuidade da pele, este ultimo, ocorrendo
no estudo presente, apenas mais a frente, a partir do oitavo dia, sugerindo ser em
consequéncia de locais onde a substancia possa ter se concentrado.

Além disso, foi possivel verificar um efeito estressor da aplicacdo da
oleorresina, que fez com que as ratas deixassem de se alimentar corretamente,
provocando durante o experimento oscilacdo de humor, tornando-as mais agitadas e
agressivas. Em discordancia do encontrado por Gongalves et al. (2014), que seus
animais apresentaram ganho de massa, aumento do consumo de agua e nao tiveram

alteracdo de comportamento.

Tabela 3 — Resultado da toxicidade dérmica com teste adaptado para doses repetidas (n=8).

C. reticulata Ducke in natura Pomada de C. reticulata

Animais Ducke a 10%
Eritema/Escaras Edema Eritema/Escaras Edema
1 Grau 3 Grau 1 Grau 0 Grau 0
Teste de Confirmacéo
1 Grau 3 Grau 1 Grau O Grau O
2 Grau 2 Grau 0 Grau O Grau O
3 Grau 3 Grau 1 Grau 0 Grau O

Fonte: Autora (2020).

As diferencas encontradas entre os estudos realizados com a oleorresina in
natura, ou em outra forma, como pomada, podem ser consequéncia do perfil oleoso
que a substancia possui, podendo impedir sua absor¢éo e distribuicdo por camadas
mais internas do tecido, em juncdo com o fato de ao ser utilizada pura estd mais
concentrada. E ainda, a oleorresina € formada por duas fracbes, uma volatil e uma
resinosa, sendo esta ultima dita como irritante tanto para mucosas quanto para a pele.
Uma elevada taxa de diterpenos, metabdlitos da fracédo resinosa, podem provocar em
algumas espécies uma resposta irritativa maior, explicando o fato de algumas

apresentarem reacdes a aplicacdo in natura (GIESBRECHT, 2011; RIO, 2001).
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Tabela 4 — Resultado da média da toxicidade dérmica com doses repetidas.

Eritema/
Edema
Grupos escaras
Média
Oleorresina in natura 1,8
Pomada a 10% 0

Fonte: Autora (2020).

Ao se realizar a média geral dos dados obtidos (Tabela 4) e considerando a a
metodologia adotada e os resultados obtidos, a oleorresina na forma in natura foi
classificada como irritante moderada, mas nao corrosiva, ja que as feridas
ocasionadas em decorréncia do seu uso continuo foram reversiveis apés a

interrupgéo da aplicagdo da mesma.

5.3 Andlise Macroscopica

A andlise macroscopica foi realizada através da avaliacdo das areas da lesao
cutanea em diferentes periodos. A figura 11 demonstra a evolu¢édo da area da ferida
em cada um dos grupos, em que €é possivel observar que todos eles obtiveram uma
reducdo da lesdo no processo cicatricial, sem sinais de irritacdo ou escaras. Da
mesma forma em que ocorreu no estudo de Biondo-Simdes et al. (2019), que néo se
verificou presenca de secrecao purulenta ou hemorragia em nenhum de seus grupos

tratamento, que avaliou produtos naturais, dentre eles a oleorresina de copaiba.
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Figura 11 — Evolucéo da &rea da leséo por dias de avaliacdo em cada grupo.

Grupo Controle _ .
1 1

Grupo (1

Fotobiomodulacéo ‘ b

Grupo Pomada

Grupo
Fotobiomodulacéo

e Pomada
Fonte: Autora (2020).

Na tabela 5, pode-se verificar que, na anélise de homogeneidade da area inicial
daleséo induzida, a média dessas areas nao demonstrou significancia entre os grupos
do estudo, apresentando parametros de normalidade.
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Tabela 5 — Resultados da estatistica descritiva e normalidade das areas da lesdo (cm?).

Grupo Dia Min. Max. Mediana Média Desvio Padréo p-valor*
Dia0 0,80 0,90 0,87 0,86 0,03 0,0985
GC D?a 3 042 0,72 0,56 0,56 0,09 0,5928
Dia7 0,17 0,30 0,21 0,23 0,04 0,4354
Dia 14 0,05 0,09 0,07 0,07 0,02 0,5598
Dia0 0,80 0,89 0,85 0,84 0,03 0,0823
GP D?a 3 047 0,83 0,59 0,59 0,09 0,1860
Dia7 0,16 0,29 0,24 0,23 0,05 0,2200
Dia 14 0,05 0,13 0,09 0,09 0,03 0,9096
Dia0 0,80 0,89 0,85 0,84 0,02 0,5306
GE D?a 3 043 0,78 0,60 0,60 0,08 0,4563
Dia7 0,29 0,42 0,37 0,36 0,04 0,5924
Dia 14 0,09 0,18 0,12 0,13 0,04 0,3595
Dia0 0,80 0,89 0,83 0,84 0,03 0,0517
GEP D?a 3 044 0,69 0,59 0,60 0,06 0,4369
Dia7 0,26 0,50 0,43 0,42 0,07 0,1859
Dia 14 0,07 0,21 0,21 0,17 0,06 0,0350

Legenda: Min.=Minimo; Max.=Mé&ximo; GC= Grupo Controle; GP= Grupo Pomada; GF=Grupo
Fotobiomodulagéo; GFP= Grupo Fotobiomodulagédo e Pomada.

*Resultados do teste de normalidade (Shapiro-Wilk).

Fonte: Autora (2020).

Observa-se entao, que qualquer variavel que pudesse interferir no processo de
reparo tecidual, foram controladas. Sendo algumas descritas por Mestre, Rodrigues e
Cardoso (2012) como a idade do animal, tamanho da ferida, estado nutricional e
estresse. Tais fatores foram controlados ja que o animal possuia uma idade padrao
para a realizacdo da pesquisa, assim como a area da lesdo, além disso, todos os
grupos tinham a mesma alimentacao e durante a aplicacdo do tratamento, a carga de
estresse foi reduzida ja que o aparelho utilizado ndo emitia ruidos.

Na figura 12, pode-se verificar que logo apos a lesdo nao houve muita variacao
de tamanho das mesmas, demonstrando uma média semelhante entre os grupos, nédo
havendo diferencga significativa, o que também n&o ocorreu na fase aguda da leséo
(dia 3).

Durante a fase proliferativa (dia 7), todos os grupos apresentaram reducgao
significativa da area da lesdo quando comparadas ao grupo da juncdo de
fotobiomodulacdo e pomada, com GC e GP demonstrando uma significancia maior
(p<0.01). O grupo controle ainda apresenta significativa diminuicdo quando

comparado ao grupo fotobiomodulagdo, assim como o grupo pomada na mesma
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comparacao, ambos apresentando diminui¢cdo aproximada da area da ferida. Tal fato
diverge do encontrado por Maciel et al. (2020), ao analisar a influéncia da laserterapia
de baixa intensidade (LTBI) utilizada de forma isolada ou combinada com produtos
naturais (mel e solucéo hidroalcoéolica de propolis a 5%) durante os dias 7, 14 e 21,
verificando que no sétimo dia, a area da lesdo do grupo controle negativo se igualou
ao grupo em que houve a juncéo das terapias (LTBI com os produtos naturais), mas
havendo redugéo maior no grupo em que se utilizou apenas a mistura dos produtos
naturais ao final.

Em fases mais avancadas do processo cicatricial (dia 14), apenas os GC e GP
manifestaram um resultado significativo, com menor area da lesdo em comparagao
ao grupo de associacdo das terapias. O que também ocorreu no estudo de Barquete
(2017), que utilizou oleorresina de C. lamgsdorffii, LTBI e sua associacdo na
cicatrizacdo de feridas em ratos, durante o mesmo periodo. Apesar de ndo terem sido
significativos, os dados mostraram que o0 grupo controle obteve uma &rea de
contracdo da ferida maior e em menor tempo.

Resultados superiores também foram encontrados por Masson-Meyers et al.
(2013b), ao tratarem feridas com creme de copaiba (C. langsdorffi) a 10%. Ja
Barquete (2017) verificou que o grupo em que se utilizou as terapias associadas e
apenas o 0leo apresentaram as menores taxas de cicatrizacdo, que de acordo com a
autora, pode ser explicado devido ao uso in natura da oleorresina, que provocou a

criacao exacerbada de crostas, restringindo o fechamento das mesmas.
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Figura 12 — Resultado comparativo intergrupos da area da lesdo (cm?) de acordo com dias de
avaliacéo.
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Resultado significativo para o teste ANOVA-um critério:

Resultado significativopara o teste ANOVA-um critério:
p<0.00001; # Resultado significativodo post-hoc de Tukey.

p=0.0003; # Resultado significativo do post-hoc de Tukey
Fonte: Autora (2020).

Em relacdo a area de lesdo em cada grupo (Figura 13), é possivel verificar
reducdes significativas entre cada um deles. Resultados similares foram obtidos com
Maciel et al. (2020), que também obteve uma redugéo significativa em todos os
grupos, apesar de nao terem sido em todos os momentos. Em seu estudo, as feridas
tratadas com laser e propolis, e as tratadas com a mistura de mel e solugéo
hidroalcoolica de propolis a 5% obtiveram uma reducéo significativa nos dias 14 e 21,
guando comparados ao dia 7, e do vigésimo primeiro dia em relacdo ao décimo quarto.

J& o grupo tratado com laser e mel e o grupo em que foram utilizados todos os
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tratamentos, apresentou significancia apenas na comparacao dos dias 14 e 21, em

relacdo ao sétimo dia, e 0 grupo laser somente na verificacdo da andlise final com a
inicial.

Figura 13 — Resultado comparativo intragrupo da evolucao da area da lesao (cm?) durante os dias de
avaliacéo.
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p<0.00001; # Resultado significativo do post-hoc de Tukey. p<0.00001; # Resultado significativo do post-hoc de Tukey.

Fonte: Autora (2020).

No que concerne a contracdo da ferida, em porcentagem, na comparacao
intergrupos entre os dias, verifica-se um aumento significativo da contragéo no grupo
controle e grupo copaiba quando comparado ao grupo fotobiomodulagéo e o grupo
com associagcao das terapias, no dia inicial em relacédo ao dia 7, bem como o GF

também demonstrou p<0,05 em relacdo ao GFP. E, no dia 0 ao dia 14, todos os grupos
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apresentaram uma taxa significativa de oclusédo da area da lesdo, quando comparados
ao GFP (Figura 14).

Figura 14 — Resultado comparativo intergrupo da taxa de reducgédo da area da lesdo (%) entre o DO e
D3, D0 e D7 e DO e D14.
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Fonte: Autora (2020).

Pode-se observar ainda que o grupo controle e pomada foram os que obtiveram
uma maior contracdo das feridas, seguidos do grupo laser e a associacdo das
terapias. Concordando com Maciel et al. (2020), que demonstrou que o grupo em que
houve mistura de produtos naturais apresentou a menor area de lesdo ao ser
observada macroscopicamente.

Assim como, Biondo-Simdes et al. (2019), que apesar de a area da ferida nao
ter demonstrado diferencas significativas entre os grupos em nenhum dos dias
avaliados (3, 7 e 14), a comparacao entre o uso do 6leo de copaiba, mel, um produto
comercial, e solucdo fisiologica na cicatrizacdo de feridas em ratos, verificou, ao
analisar a contracdo das lesbes, que as lesbes tratadas com o 6leo tinham um
tamanho menor em relagdo ao controle, entre o dia zero e o dia sete, e na comparacéo
do dia zero ao dia 14, e o grupo mel obteve resultados mais expressivos.

Carneiro et al. (2010), relatam que ao comparar a utilizagao do LTBI e o extrato
de uma planta (Pfaffia glomerata) em feridas produzidas no dorso dos ratos, avaliadas
durante trés semanas, o grupo tratado com a planta obteve melhores resultados em
relacdo ao controle, na analise morfomeétrica, assim como o grupo de LBTI que obteve

resposta positiva, apesar dos mesmos nao terem sido significativos.
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Ja discordando dos dados expostos, Soleimani et al. (2018), verificaram que
apenas a fotobiomodulacao apresentou uma aceleracao significativa na cicatrizagcéo
de feridas, de acordo com as propriedades tensiométricas, quando comparadas a
associacdo da fotobiomodulacdo com curcumina em lesdo excisional em ratos
induzidos a diabetes tipo I.

Hippdlito et al. (2019), também afirmam que o tratamento com laser acelera o
processo de cicatrizacdo, porém, ndo foi considerado o melhor, em seu estudo, no
qual verificou cicatrizacédo de feridas excisionais no térax de papagaios analisando o
uso de cinco terapias — LTBI, dois medicamentos tépicos (pomada com Oleo de
Ricinus communis e pomada de dexpantenol 5%) e duas solucdes de lavagem
(solucdo de digluconato de clorexidina 1% e solucdo salina estéril). A pesquisa
mostrou que as feridas tratadas com as solucbes de lavagem promoveram uma
cicatrizacdo mais rapida quando comparadas aos demais grupos; seguidas do grupo
tratado com laser e por ultimo, as pomadas.

Apesar de no estudo presente, a fotobiomodulagéo a laser nao ter apresentado
o melhor resultado, Giuliani (2009), ao avaliar o uso da laserterapia em cultura de
células neurais relata que essa terapia € capaz de promover a acelera¢ao do processo
de reparo por meio da absor¢céo pelas mitocondrias, da energia gerada pelo laser, que
promovem uma producdo de ATP maior e acido nucleico, resultando na aceleracéo

das etapas de reparo, e consequentemente, na ocluséo da ferida.

5.4 Analise Microscépica

5.4.1 Andlise da contagem de neutroéfilos em HE

A figura 15 apresenta a proliferacdo das células de neutrofilos, vasos
sanguineos e fibroblastos, de acordo com os grupos do estudo.
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Figura 15 - Fotomicrografias com aumento de 500x corados em HE demonstrando a proliferacdo de

neutrdéfilos (seta preta), vasos sanguineos (seta vermelha) e fibroblastos (seta branca).

A. Grupo Controle no dia 03 B. Grupo Fotobiomodula¢do no dia 03

C. Grupo Pomada no dia 03 D. Grupo Fotobiomodulagédo e Pomada no dia 03

E. Grupo Controle no dia 07 F. Grupo Fotobiomodulacdo no dia 07
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G. Grupo Pomada no dia 07 H. Grupo Fotobiomodulagédo e Pomada no dia 07

3

I. Grupo Controle no dia 14 J. Grupo Fotobiomodulagao no dia 14

K. Grupo Pomada no dia 14 L. Grupo Fotobiomodulagéo e Pomada no dia 14
Fonte: Autora (2020).

Em relacdo ao numero de neutrdéfilos encontrados na lesao, observa-se que no
primeiro momento de avaliacdo (dia 3), o grupo controle demonstra uma quantidade

significativamente maior, quando comparado ao GF e GFP, ja no segundo momento
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(dia 7), o GFP se sobressai em relacdo ao GC e mantém essa significancia no terceiro
momento (dia 14), em comparac¢éo aos demais grupos (Figura 16).

Os neutrdfilos sdo as células primarias a chegarem na regido da lesdo, com
uma maior taxa um dia apés a ferida. Essas células, que fazem parte da fase
inflamatoria, sdo atraidos por elementos quimiotaticos que sdo liberados pelas
plaguetas, e se ligam a parede endotelial ap6s a jungdo com receptores de membrana,
ajudando na eliminacdo de bactérias através da producdo de radicais livres e sé@o
paulatinamente substituidos por macréfagos, que contribuem para a angiogénese e
antecedem a migracao de fibroblastos. (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

De acordo com Smith (2005), apesar da importancia dessas células ao
promover protecao contra infecgdo, a permanéncia das mesmas no local da ferida
pode prolongar o processo de oclusdo da lesdo. Fator tal, observado no presente
estudo, no tratamento com a associacao das terapias, 0 que pode justificar a lentidao

na cicatrizagdo desse grupo.

Figura 16 — Resultado comparativo intergrupos do nimero de neutréfilos de acordo com dias de

avaliacéo.
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Fonte: Autora (2020).

Ao observar os grupos entre si na figura 17, é possivel verificar que nos GF e
GFP, houve um aumento na contagem de neutrofilos, com p<0.01, no dia 7 em
comparacao ao dia 3. Ja na comparacédo do dia 14 ao dia 7, houve uma reducéo
significativa em todos eles, demonstrada também no GC, em que apresentou ainda,

uma queda expressiva no dia 14 em relagédo ao dia 3, observado também no GP.
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Em consonancia com o encontrado, Masson-Meyers et al. (2013b) ao tratar
feridas no dorso dos animais, com creme de copaiba 10% (C. langsdorffii) verificaram
que no dia 7 desse tratamento, a lesdo ainda apresentava sinais de inflamagéao.
Biondo-Simdes et al. (2019) afirma que no tratamento com 6leo houve um predominio
de lesbes em fase inflamatoria crénica. Ja no tratamento com laser, Carvalho et al.
(2010) afirmou ter encontrado um numero de células inflamatérias significativamente
menor em relagcdo ao grupo placebo, no terceiro e sétimo dia.

Hawkins e Abrahamse (2007), observaram em seu estudo uma queda abrupta
de células inflamatoérias nos grupos tratamento, evidenciando um declinio da fase
inflamatoria. O que ocorreu no presente estudo apenas no grupo controle, no qual, 0s
neutréfilos, que fazem parte das células inflamatorias, apresentaram uma queda
progressiva desde o primeiro momento de avaliacdo. J4 0s grupos tratamento
obtiveram uma reducéo significativa, apenas a partir do dia 7 em diante, o que pode
explicar o processo de cicatrizagdo mais lento dos mesmos.

Porém, € necessario ressaltar, que para ser considerada como eficiente, a
terapia ndo deve diminuir apenas a inflamacdo, mas promover também, em um
periodo de tempo menor, o reparo tecidual. Por isso, este estudo avaliou também a
quantidade de vasos sanguineos, proliferacdo de fibroblastos e porcentagem de
coldgeno presente no local da lesdo, fatores primordiais para um processo de

cicatrizacdo adequado.
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Figura 17 — Resultado comparativo intragrupo da evolucao do niamero de neutréfilos durante os dias
de avaliacao.
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Fonte: Autora (2020).

Resultado significativo para o teste ANOVA-um critério:
p=0.0051.# Resultado significativo do post-hoc de Tukey.

5.4.2 Andlise da contagem de vasos sanguineos em HE

Em relacdo ao numero de vasos sanguineos encontrados, pode-se verificar que

no dia 3 ndo houve diferenca significativa entre os grupos, apenas no dia 7 e 14, este

primeiro, com significAncia quando comparado o GFP, que apresenta maior

quantidade de vasos, em relacdo ao controle, além do GP na mesma comparacao. E

no dia 14, o GFP continuou demonstrando um numero significativamente maior em

relacdo aos GC e GP, assim como o GF comparado ao GP (Figura 18).
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Goncalves et al. (2010), obteve respostas diferentes em seu estudo, relatando
que no primeiro momento de avaliagdo, correspondente ao mesmo do estudo
presente, a quantidade de vasos sanguineos maior foi encontrada em seus grupos
tratados com laser em dois parametros diferentes (30J/cm2 e 60J/cm2) e no grupo
tratado com o um 0Oleo de cura formado por 6leos curativos composto por triglicerideos
de cadeia média e acidos graxos essenciais, mas ndo demonstraram significancia
entre 0s grupos. No segundo momento (dia 7), os dados foram significativos nos
grupos de terapia a laser em relacéo ao grupo 0leo e controle. E no décimo sexto dia
0 grupo laser de 60J/cm? apresentou uma quantidade significativamente maior em
comparacao aos demais grupos.

Carneiro et al. (2010), observaram que o grupo em que se utilizou planta
apresentou melhor resultado em uma semana, o que também foi possivel verificar nos
dados aqui encontrados, em que ambos 0S grupos nos quais se utilizaram a pomada
(GP e GFP) obteve uma melhor resposta em relagdo a quantidade de vasos

encontrados no mesmo periodo.

Figura 18 — Resultado comparativo intergrupos do niumero de vasos sanguineos de acordo com dias
de avaliacao.
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* Resultado significativo para o teste ANOVA-um critério.
#Resultado significativo do post-hoc de Tukey.

Fonte: Autora (2020).

Na figura 19, observando a comparacéo intragrupo, verifica-se que todos 0s
grupos, com excecao ao GF, apresentaram dados significativos, com aumento no
namero de vasos, no GC demonstrando um indice maior logo no primeiro momento

de avaliagéo, e os GP e GFP no segundo momento (dia 7). O que diverge de Carvalho
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et al. (2010), que afirma ter sido significativamente maior o numero de vasos
encontrados no terceiro dia em que receberam LTBI em relacdo ao grupo placebo.

O uso da copaiba no estudo de Corréa (2015), além do grupo controle,
apresentou diferencas significativas entre si, estimulando a angiogénese, 0 que
também ocorreu nos estudos de Estevdo et al. (2009) que com a aplicacdo da
oleorresina em pomada a 10% verificou uma maior angiogénese no retalho cutaneo,
nas regides média e caudal, promovendo a reparacdo do tecido, corroborando com
os resultados encontrados nos grupos em que houve a utilizacéo do fitoterapico.

A formacdo de novos vasos acontece principalmente nas etapas iniciais da
cicatrizacao de feridas, fazendo parte da fase proliferativa. Uma maior angiogénese
em tecido de granulagéo favorece um processo de reparo em menor tempo e melhor
em decorréncia do aumento da entrada de nutrientes e saida de metabdlitos do local
da lesao, contribuindo também para um aumento do aporte de células, dentre elas os
fibroblastos, para a regido (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).
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Figura 19 — Resultado comparativo intragrupo da evolucdo do nimero de vasos sanguineos durante

os dias de avaliacéo.
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Resultado para o teste ANOVA-um critério: p=0.9850.

Fonte: Autora (2020).

Resultado significativo para o teste ANOVA-um critério:
p=0.0143. # Resultado significativo do post-hoc de Tukey

5.4.3 Andlise da contagem de fibroblastos em HE

Ao analisar os resultados sobre o numero de fibroblastos intergrupos nos trés

diferentes momentos de avaliacdo, néo foi encontrada diferenca significativa entre os

grupos, apesar disso, 0s grupos tratamento foram os que demonstraram maiores

valores em relacdo ao controle, este, com um indice elevado apenas no dia 3 (Figura

20).
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Assim como no encontrado, o estudo realizado por Gongalves et al. (2010),
apresentou, a verificagdo do numero de fibroblastos, que no primeiro momento de
avaliacdo de seu trabalho, correspondente ao mesmo aqui estudado, atestou um
namero significativamente maior dessas células nas lesdes que receberam como
forma de tratamento o Oleo curativo e diferentes parametros de laser, quando
comparados com o grupo controle.

J& no segundo momento de avaliacdo, uma quantidade maior de fibroblastos
foi encontrada no GP em relacdo aos demais. Gongcalves et al. (2010), também no
mesmo momento, relatam que o grupo tratado com o 6leo curativo apresentou um
namero de fibroblastos significativamente maior em comparacao aos grupos tratados
com laser. Ao contrario do observado por Al-Zamily e Al-Temimi (2019), em seu estudo
com 0 uso de laser em comparacdo ao 0leo de Nigella sativa em feridas incisionais
nos ratos, durante sete dias, no qual verificaram que a quantidade de macréfagos
foram reduzidas com o uso do laser e que o numero de fibroblastos aumentou
influenciando positivamente a fase de proliferacdo, assim como estimulou a sintese
de colageno.

E no terceiro momento, mesmo sem significancia, o numero maior de
fibroblastos no GP se perdurou em relacdo aos outros grupos. Gongalves et al. (2010)
em seu estudo demonstra que ja nos momentos seguintes de avaliacao (dia 12, 14 e
20), o grupo de Oleo curativo tem uma reducao na quantidade de células e se pareou

com o0s demais grupos até o ultimo dia de avaliacao.

Figura 20 — Resultado comparativo intergrupos do nimero de fibroblastos de acordo com dias de
avaliacéo.
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Fonte: Autora (2020).

Quando analisada a comparagao intragrupo da quantidade de fibroblastos, de
acordo com os dados apresentados na figura 21, é possivel verificar que apenas o GP
teve um aumento significativo quando comparado o dia 7 em relagcédo ao dia 3.

Carvalho et al. (2010), comparando apenas o uso do laser com placebo,
verificou que o numero de fibroblastos apresentou uma maior significancia no terceiro
dia. E, Masson-Meyers et al. (2013b) ao tratar feridas no dorso dos animais, com
creme de copaiba 10%, observaram que no dia 7 desse tratamento ainda apresentava
sinais de inflamacédo, apesar de no dia 14 ja apresentarem um numero menor de
fibroblastos.

Os fibroblastos sao células que auxiliam na formacao da matriz extracelular por
meio da sintese de colageno e consequentemente favorecem a cicatrizacdo de feridas
(MENDONCA; COUTINHO NETO, 2009). Resultados distintos encontrados podem
ser explicados devido a aplicacdo de diferente metodologia ao uso da
fotobiomodulacao e ainda, de diferentes espécies de copaiba, j& que a composicdo

da sua oleorresina varia de acordo com o ambiente em que estdo expostas.
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Figura 21 — Resultado comparativo intragrupo da evolucao do namero de fibroblasto durant os dias

de avaliacéo.
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Resultado para o teste ANOVA-um critério: p=0.5954.

Fonte: Autora (2020).

5.4.4 Andlise do colageno total em PSR

Resultado para o teste ANOVA-um critério: p=0.3521.

A figura 22 apresenta a proliferacdo das células de neutrofilos, vasos

sanguineos e fibroblastos, de acordo com os grupos do estudo.
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Figura 22 - Fotomicrografias com aumento de 500x corados em PSR demonstrando as fibras
colagenas sob luz polarizada.

A. Grupo Controle no dia 03 B. Grupo Fotobiomodulacéo no dia 03

C. Grupo Pomada no dia 03 D. Grupo Fotobiomodulagéo e Pomada no dia 03
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E. Grupo Controle no dia 07 F. Grupo Fotobiomodulacao no dia 07
G. Grupo Pomada no dia 07 H. Grupo Fotobiomodulagéo e Pomada no dia 07

I. Grupo Controle no dia 14 J. Grupo Fotobiomodulagdo no dia 14
K. Grupo Pomada no dia 14 L. Grupo Fotobiomodulacdo e Pomada no dia 14

Fonte: Autora (2020).

Em relagcdo a analise de colageno total em cada grupo, nos dias 3 e 7,

apresentaram dados significativos nas comparacdes entre si, com indice maior de



72

colageno nos grupos GP e GPF em relacdo aos demais, no primeiro momento, € no
segundo momento, havendo uma reducéo significativa no GP a compara¢cdo com 0s
outros grupos. Ja no ultimo momento de avaliacdo, todos permaneceram com médias
aproximadas (Figura 23).

Diferentemente de Al-Zamily e Al-Temimi (2019), que afirmam em seu estudo
que no grupo controle, a densidade do colageno e o0 arranjo apresentavam uma
significancia melhor que os grupos de tratamento, mas quando estes comparados, 0
grupo terapia a laser era mais eficaz. Da mesma forma ocorreu com Biondo-Simdes
et al. (2019) em que demonstram que embora nao tenha havido diferenca significativa
entre 0s grupos, 0 grupo controle apresentou uma média maior na avaliagdo
quantitativa de colageno, sendo o grupo copaiba o menor.

Ja Carvalho et al. (2010) verifica em seu estudo que no terceiro e sétimo dia, a
area de colageno no tratamento com laser, foi significativamente maior quando
comparado ao grupo placebo, o que também foi observado no primeiro momento do
estudo presente. E pelos resultados encontrados, Carvalho et al. (2010), afirmam que

uso da LTBI é proporcionadora de uma deposicdo maior de colageno.

Figura 23 — Resultado comparativo intergrupos da porcentagem de colageno total de acordo com dias
de avaliacao.
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# Resultado significativo para o post-hoc de Tukey.

Fonte: Autora (2020).

Com excecdao ao GFP, os demais grupos obtiveram uma porcentagem
significativa de colageno entre eles. Pode-se perceber que os grupos em que houve
tratamento apresentaram uma média de colageno maior no dia 3 em comparacao ao

grupo controle (Figura 24). O que corrobora com Barquete (2017), em que afirma que
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a preeminéncia macroscopica do grupo tratado com solucéo fisiolégica pode né&o
condizer com uma cicatrizagdo melhor a um prazo mais extenso, em decorréncia da

demora na expressao do colageno relativo a fase primaria do processo cicatricial.

Figura 24 — Resultado comparativo intragrupo da evolucdo da porcentagem de colageno total durante
os dias de avaliac&o.
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c) %PICRO- COLAGENO GF

Resultado significativo para o teste ANOVA-um critério:
p<0.00001; # Resultado significativodo post-hoc de Tukey.

d) %PICRO- COLAGENO GFP

16.00 p<0.01# 16.00
14.00 ' ' 14.00 0.08+2 98
(o]
E 12.00 ﬁ 12.00 9.0242.15
€ 10.00 < 10.00 8.16£1.13
o 6.84+1.34 o}
o 800 | 0767094 10.96+2.40 O 800
S 6.00 @ 600
Q - 1 Q
o 4.00 p<0.01% o 400
* a2
2.00 2.00
0.00 0.00
DIA 3 DIA 7 DIA 14 DIA 3 DIA 7 DIA 14

Resultado significativo para o teste ANOVA-um critério:
p=0.00003; # Resultado significativo do post-hoc de Tukey.

Resultado para o teste ANOVA-um critério: p=0.3296.

Fonte: Autora (2020).

Gongalves et al. (2010), relata em seu estudo que a maturacdo do colageno foi
maior no tratamento com laser a 60J/cm2, mas apresentando significAncia ao se
realizar com laser de 30J/cm?, no dia 4 e 20, em relagdo aos grupos controle e 6leo,
ja no dia 16, tanto o laser com menor dosimetria, quanto o grupo Oleo foram

significativos em comparacdo ao grupo controle. O que também é confirmado por
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Andrade et al. (2014), utilizando 4J/cm? de aplicacdo do TLBI em comparacdo ao
cetoprofeno na cicatrizacdo, que apresentou um colageno mais organizado nos
animais tratados com laser, apesar de nao ter sido verificada diferenca
estatisticamente significativa.

Porém, contrarios a isso, Silva et al. (2013) demonstram em seu experimento
que o uso de copaiba como terapéutica proporcionou fibras colagenas mais espessas
e melhor organizadas. Assim como no trabalho de Masson-Meyers et al. (2013b) em
gue observou melhores resultados na sintese de colageno, nas lesbes em que se
utilizou copaiba, com uma tendéncia de uma maior énfase dessas moléculas nas
terapéuticas que envolviam fitoterapia, com maior significancia estatistica sobre a
sintese de colageno entre todos os dias de avaliacdo do estudo (2, 7 e 14)
comparados entre si.

Martini et al. (2016), afirmam que no sétimo dia, a aplicacéo diaria de dleo de
copaiba demonstrou maior eficacia na quantificacdo de fibras coldgenas do que nos
grupos controle e aplicagdo de nitrofurazona para induzir a formagéo de colageno,
mas, em 14 dias, o grupo copaiba ndo apresentou aumento significativo no nimero
de fibras colagenas. Isso pode estar relacionado ao fato de terem sido utilizadas
diferentes espécies de Copaifera, em que ao invés da C. reticulata, foi empregada a
C. multijuga. Ja Vieira et al. (2008) que utilizou a C. langsdorffii, corroborou com os
resultados, em que o grupo de animais com aplicacdo do Oleo de copaiba
demonstraram uma quantidade menor de fibras colagenas em relacédo aos que foram
tratados com soro fisiolégico.

Além disso, pode-se sugerir, que ndo se ter observado os melhores resultados
no grupo em que houve a associacdo das terapias, fotobiomodulacdo e copaiba a
10% em pomada, podem ter ocorrido em virtude das mesmas atuarem em fases
diferentes do processo de cicatrizacdo, o que poderia gerar melhores resultados ao
se utilizar as mesmas de forma alternada, necessitando de maiores estudos em

relacdo a isso.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a utlizacdo da
oleorresina de C. reticulata Ducke em pomada a 10% € segura e nao
irritativa/corrosiva a aplicacdo dérmica, mas 0 seu uso in natura pode provocar tais
efeitos.

A anélise da aplicacdo das terapias na cicatrizacdo das feridas, € possivel
verificar que o uso da pomada a 10 % da oleorresina de forma isolada influenciou
tanto na regulacdo de parametros inflamatérios quanto na elevacéo de deposicao de
colageno total no tecido da lesado, fatores primordiais no decorrer do processo de
cicatrizacéo. E o uso associado da fotobiomodulagdo com a pomada néo foi capaz de
modular de forma mais eficiente o processo de cicatrizacdo em aspectos
macroscopicos e microscépicos. Observando que a aplicacdo alternada das mesmas
poderia promover resultados mais satisfatorios, com o uso apenas da oleorresina em
pomada na fase inflamatéria inicial, por suas propriedades anti-inflamatérias, e 0 uso
da fotobiomodulacdo em fase proliferativa, por promover uma proliferacdo de
fibroblastos, e em fase de remodelacédo, ambas as terapias, para maior deposicao e

melhor rearranjo de coldgeno e ocluséo da lesdo
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