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Analise macroscépica in vivo do efeito cicatrizante
do 6leo-resina da Copaiba langsdorffii desf. em
lesdes diabéticas

In vivo macroscopic analysis of the healing effect of Copaiba
langsdorffii desf. oil-resin on diabetic lesions
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Guilherme Fernandes Teixeira'®, Andreza Gysllaynny Delmondes Saraiva'®,
Alexandre Cordeiro Rodrigues'®, Beatriz de Sa Barreto'®,
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RESUMO

Objetivo: Realizar uma analise macroscopica in vivo do efeito cicatrizante do
6leo-resina da Copaiba langsdorffii em lesbes diabéticas. Método: Trata-se
de um estudo experimental, onde foi utilizado modelo ratos wistar machos
com peso entre 200 e 300 g, foram anestesiados e passaram pela indugdo
do diabetes experimental, posteriormente sendo realizada a producdo da
ferida e feito o tratamento diario com solugado salina (SS) ou éleo mineral
(OM) ou 6leo-resina bruto (OC) ou 6leo-resina a 10% (OC 10%) da Copaiba
langsdorffii nos grupos destinados em 1,7 e 14 dias e, por fim a analise
macroscopica, toda esta pesquisa foi aprovada pela (CEUA/URCA) com
parecer n° 000356/2019.2. Resultados: Ap6s andlise dos resultados, foi visto
gue o OC ou OC10% apresentaram 60% na prevenc¢ao da formacao de crosta
e 0 OC10% preveniu sangramento quando relacionado ao seu estado bruto.
Consideracdes Finais: OC10% em sua formulacdo, apresentou um possivel
comportamento promissor nas atividades essenciais para a cicatrizacdo
feridas prejudicadas pela DM, onde favoreceu um ambiente adequado para
a epitelizacdo.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; Cicatrizacdo;
Plantas Medicinais; Ferimentos e LesGes

Produtos Naturais;

ABSTRACT

Objective: To perform a macroscopic in vivo analysis of the healing effect
of Copaifera langsdorffii oleoresin on diabetic wounds. Method: This is an
experimental study using male Wistar rats weighing between 200 and 300 g. The
animals were anesthetized and subjected to experimental diabetes induction,
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followed by wound creation. Daily treatment was then administered with either saline solution (SS), mineral oil
(MO), crude oleoresin (CO), or 10% Copaifera langsdorffii oleoresin (CO 10%) in designated groups for 1, 7, and
14 days. Subsequently, macroscopic analysis was performed. This research was approved by the Animal Ethics
Committee (CEUA/URCA) under approval number 000356/2019.2. Results: The analysis showed that both CO and
CO 10% prevented scab formation in 60% of the treated cases, and CO 10% was more effective in preventing
bleeding compared to the crude formulation. Conclusion: The 10% oleoresin formulation (CO 10%) demonstrated
a potentially promising effect on essential wound-healing activities impaired by diabetes mellitus, promoting a
more favorable environment for epithelialization.

Keywords: Diabetes mellitus; Wound Healing; Biological Products; Medicine Plants; Wounds and Injuries

INTRODUCAO

Dados do Observatério da Atengdo Primaria a Saude apontam que em 2022 cerca 10,1%
da populacdo brasileira com idade superior a 18 anos, possuia o diagnoéstico de Diabetes
Mellitus (DM), este nimero esta diretamente relacionado aos maus habitos de vida'2.

O DM pertence a uma classe heterogénea de alteracdes metabdlicas que estdo
associadas a um quadro de hiperglicemia decorrente de defeitos na secrecao e/ou acao
da insulina. E classificado como doenca crénica degenerativa que tem implicacdo direta na
saude publica mundial®.

Dentre as complicacdes do DM destaca-se a reparacdo tecidual deficiente em
decorréncia do comprometimento da circulacdo sanguinea, que resulta no surgimento
de feridas crbnicas, as quais sao caracterizadas por inflamacdo persistente e presenca de
biofilme composto por bactérias. Estes aspectos junto ao baixo envio de células responsaveis
pela formac¢do do tecido de granulacdo sao tidos como causadores do retardo cicatricial*®.

Frente aesse cenario, pesquisadorestém-sevoltado para o uso de plantas medicinais que
favorecem o processo cicatricial’. Nesse interim, a Copaiba langsdorffii desf., destaca-se pois o
6leo-resina extraido é utilizado no tratamento de feridas, possuindo propriedades terapéuticas
como ac¢ao anti-inflamatéria, antifungica, antibacteriana, analgésica e cicatrizante®?.

Corroborando com esses dados, o estudo de Alburquerque et al.’, evidenciou a acao
do éleo de copaiba no processo de cicatrizagao, tal dado foi confirmado por estudos in
vivo e in vitro. No qual a aplicacdo tépica do 6leo da copaiba promoveu uma aceleracdo
na contracao do tecido, a qual favorece a cicatrizacdo das feridas. Os mesmos autores
indicaram a necessidade do desenvolvimento de novos estudos a respeito do 6leo extraido
desta planta medicinal.

Diante do exposto se faz necessario a investigacao mais detalhada acerca da acdo do
6leo-resina extraido da Copaiba langsdorff., o qual é utilizado como intervenc¢ado terapéutica
no processo de cicatrizagao de lesBes e feridas. Desse modo, a pesquisa objetivou realizar
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uma analise macroscépica in vivo do efeito cicatrizante do 6leo-resina da Copaiba langsdorffii
em lesdes diabéticas.

METODOLOGIA

Extracdo Do Oleo De Copaiba

Para obtencdao do 6leo, foi feito um pedido formal no Sistema de Atendimento a
distancia o Sistema de Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), regulamentado
pela Instrucdo Normativa n°03/2014, que dispde sobre a coleta de material biolégico com
finalidade cientifica e a realizacdo de pesquisa. A solicitacdo de autorizacdo para coleta
do 6leo de Copaiba foi feita para extracdao no Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIO) da cidade Crato-CE, localizado no endereco: R. Dr. Quixada Felicio,
S/N - Pimenta, Crato - CE,63105-030. Apds autorizagao, a coleta foi realizada na floresta
Nacional do Araripe (7°34°05,26" S e 39°43°54,00" "W, altitude de 909 m acima do nivel do
mar) situado no municipio de Crato - CE, cujas informacdes foram obtidas do aparelho de
GPS. Para identificacdo da espécie foi coletada uma amostra representativa para confeccdo
da exsicata', que esta depositada junto ao Herbario Dardano de Andrade e Lima, da
Universidade Regional do Cariri - URCA, sob numero de 14208. O 6éleo foi extraido com a
perfuracdo aleatoria do tronco em dois lugares distintos, com um trado tradicional de 2 cm
de diametro por 45 cm de comprimento, com ambas as aberturas na altura de 1 m e 1,50
m. Fecha-se os orificios com cano de PVC com 3 de diametro com 10 cm de comprimento
com tampa de plastico apds o total escoamento do 6leo, para facilitar novas coletas e evitar
residuos de madeira, levando em consideracdo a umidade em determinado locais, apds
o termino da coleta podem ser retirados os canos ou as mangueiras e acoplado aos furos
roscas de madeira, para evitar a entrada de pragas'? O 6leo é armazenado em recipiente
escuro e posto na geladeira para evitar oxidacdao do material. Para obtencao da formulacdo
do 6leo de copaiba a 10% utilizou-se o 6leo mineral como diluente. Visto que, raramente,
causa reacdes alérgicas, nao se solidifica, ndo obstrui os poros da pele e, além disso, atua
como diluente de 6leos essenciais na pratica farmacologica™.

Animais

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Tecnologias e Inovacdes
Farmacoldgicas - LATIF (CNPg/URCA) da Universidade Regional do Cariri - URCA em ratos
albinos da linhagem wistar, machos adultos pesando entre 200 e 300 gramas. Os animais
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foram provenientes do biotério da URCA, sendo mantidos em temperatura controlada (23 +
1 °C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, livre acesso a agua e comida.

Anestesia

Inicialmente os animais foram pesados e posteriormente devolvidos a sua gaiola
de origem. Conhecidos os pesos dos animais, realizou-se anestesia por meio da mistura
de xilazina 10 mg/kg e cetamina 100 mg/kg por via intraperitoneal. Apés um periodo de
laténcia médio de trés minutos, observou-se a prostracao completa dos animais, que foi
confirmada pela diurese espontanea e abolicdo total de reflexos palpebrais, condicdes
comumente apresentadas’™.

Inducdo do diabetes experimental

Para inducdo do diabetes, os animais foram submetidos a jejum por 24 horas e
apos esse periodo foram anestesiados com xilazina 10 mg/kg e cetamina 100 mg/kg para
administracdo de aloxano na dose de 50mg / kg pela veia peniana dorsal. Seis horas apds a
injecdo de aloxano, foi disponibilizado solu¢ao de glicose (10%) por um periodo de 24 horas.
Para verificar o diabetes, a glicemia foi verificada 72 horas ap6s a administracdao do aloxano
e no dia da eutanasia. Os animais que nao apresentaram valores iguais ou superiores a 250
miligramas de glicose por decilitro de sangue foram descartados™. As verificacdes foram
feitas retirando sangue da ponta da cauda do animal anestesiado e largando-o nas fitas de
reagentes accu-chek active® e depois lendo-o em um aparelho accu-chek active®.

Tricotomia e producao da ferida cutanea

Confirmado o diabetes, e ap6s a anestesia, os animais foram mantidos em decubito
ventral, tendo seu dorso tricotomizado manualmente, seguindo-se a antissepsia do
campo operatério com povidine-iodine e excisdo cirurgica de um fragmento de pele, em
sua extensao total, medindo cerca de 7 mm, com o auxilio de um punch, padronizando as
margens da ferida de modo a garantir que toda as camadas fossem devidamente removidas
excetuando-se a musculatura subjacente’®. Posteriormente as feridas foram mensuradas,
analisadas e fotografadas, em seguida os animais foram conduzidos individualmente as
suas respectivas gaiolas.
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Protocolo de tratamento

ApOs a cirurgia, os animais foram divididos em 4 grupos: Solu¢ao salina (controle),
Oleo Mineral (OM), Oleo-resina bruto (OC) ou Oleo-resina a 10% (OC10%). Cada grupo
continha cinco animais e foram submetidos a tratamento diario por 1, 7 ou 14 dias,
totalizando 60 animais.

Aspectos Eticos e Legais

Toda a proposta da pesquisa esta em conformidade e foi conduzida em estrita
observancia as normas e diretrizes bioéticas vigentes: animais nao-humanos (Guide for
the care and use of laboratory animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei
Federal N° 11.794/2008; Principios Eticos da Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal - COBEA).

Os experimentos realizados com animais seguiram os protocolos experimentais
aprovados previamente pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Regional
do Cariri (CEUA/URCA) com parecer n®000356/2019.2. Todo o estudo obedeceu aos principios
das Boas Praticas de Laboratorio (BPL) e Boas Praticas de Fabricacao e Controle (BPFC), para
melhor seguranca dos pesquisadores.

RESULTADOS

As tabelas 1, 2 e 3 a seguir, apresentardao as comparacdes das lesdes do 1°, 7° e 14° dia,
respectivamente, referente as seguintes caracteristicas: halo hiperémico, borda necrética,
sangramento, infeccdo e formacdo de crosta, bem como os tratamentos utilizados no
processo de cicatriza¢ao, sendo eles: Controle, OM, OC10% e OC.

Tabela 1 - Presenca das caracteristicas em porcentagem a partir das les6es do 1° dia para

5 animais
Halo Borda sangramento  Infecgsio Formacao de
hiperémico necrética crosta

Controle 0% 0% 0% 0% 100%

oM 0% 0% 0% 0% 0%

0OC 10% 0% 0% 0% 0% 0%

0oC 0% 0% 40% 0% 0%
Fonte: Elaborada pelos autores
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Tabela 2 - Presenca das caracteristicas em porcentagem a partir das lesdes do 7° dia para

5 animais
Halo Borda s Formacao de
e L. Sangramento Infeccao

hiperémico necrética crosta
Controle 0% 0% 0% 0% 100%
oM 0% 0% 0% 0% 60%
0C 10% 0% 0% 0% 0% 40%
o]@ 0% 0% 20% 0% 40%

Fonte: Elaborada pelos autores

Tabela 3 - Presenca das caracteristicas em porcentagem a partir das lesdes do 14° dia para

5 animais
Halo Borda - Formacgao de
. .. Sangramento Infeccao
hiperémico necrética crosta
Controle 0% 0% 0% 0% 0%
oM 0% 0% 0% 0% 0%
0C 10% 0% 0% 0% 0% 0%
o]@ 0% 0% 0% 0% 0%

Fonte: Elaborada pelos autores

No que diz respeito a formac¢do de crostas no interior da lesdo, os resultados
evidenciaram que, ap6s 1 dia de tratamento, todos os animais do grupo controle contém
esta caracteristica, no mesmo momento em que todos os animais do grupo OM, OC10% ou
OC ndo a apresentaram. Apés 7 dias de tratamento, 100% dos animais do grupo controle
manifestaram o desenvolvimento de crosta, enquanto 40% dos animais do grupo OM e 60%
dos animais dos grupos OC10% ou OC ndo exibem a mesma. Apds 14 dias de tratamento,
todos os animais dos grupos controle, OM, OC10% ou OC ndo desenvolveram crosta no
interior da lesao.

Quanto ao desenvolvimento do fundo de sangramento, constatou-se que, no
tratamento de 1 dia, todos os animais dos grupos controle, OM ou OC10% ndo apresentaram
histérico de sangramento, somente o grupo OC apresentou sangramento em 40% dos
animais avaliados. Apés 7 dias de tratamento, o grupo OC reduziu seu percentual para
20%, enquanto os grupos controle, OM ou OC10% mantiveram a auséncia. Ao longo de 14
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dias, independente do grupo, ndo foi evidenciado sangramento, visto que as lesdes ja se
encontravam epitelizadas.

DISCUSSAO

As analises do halo hiperémico, borda necrética e infeccdo, revelaram que, conforme
detalhado nas tabelas 1,2 e 3, durante os periodos de tratamento de 1, 7 ou 14 dias, todos
0s animais dos grupos controle, OM, OC10% ou OC ndo apresentaram formacdo de tais
caracteristicas. Esse resultado satisfatorio pode ser atribuido as boas praticas implementadas
com base no manual de cuidados e procedimentos com animais de laboratério do biotério
de producdo e experimentacdo desenvolvido por Neves'. Ressaltando-se que durante
o experimento foi realizado a antissepsia dos animais e a assepsia das gaiolas e dos
instrumentos utilizados, além da natureza da lesao, que foi limpa e realizada cirurgicamente.

A permanéncia do sangramento evidenciado nos grupos tratados com OC nos
periodos de 1 ou 7 dias pode estar relacionada a densidade da substancia utilizada. De
acordo com Cavalcante " o 6leo de copaiba, em sua forma natural, apresenta uma maior
densidade. Isso pode resultar em uma aderéncia ao leito da lesao, dificultando a remocao
do 6leo durante os procedimentos de limpeza para tratamento subsequente. Esse efeito
pode gerar atritos indesejados durante a manipulacdo, o que por sua vez pode levar ao
sangramento observado nos grupos tratados com 6leo de copaiba puro.

Essa hipdtese pode ser complementada pela perspectiva apresentada por Paranhos
et al.”®, sobre a interacao com 6leos naturais. Os autores sugerem que a eficacia da utilizacao
desses Oleos, como o de copaiba, pode ser otimizada através da incorporacdo de um
sistema de emulsificacdo ou diluicdo. Ao analisar os grupos tratados com OC10% ndo foram
observados sangramento em nenhum periodo de tratamento. Isso reforca a inferéncia
de que a aderéncia excessiva do 6leo de copaiba ao leito da lesdao pode ser minimizada
pela emulsificacdo ou dilui¢do, resultando em uma manipulagdo mais suave da ferida e,
consequentemente, reduzindo o sangramento.

Assim, 0 OCou OC10% apresentaram acdes de prevencdo ou retardo nesta formacgao.
Acreditando-se que essas substancias possuem capacidade de absorc¢ao de fluidos, superficie
hidrofilica e retencdao de umidade, o que desfavorece o processo de formacdo de crostas. Esta
prevencdo da formacao de crosta se caracteriza como uma agdo positiva, logo que Winter?
em seu estudo afirmou que a presenca prolongada da mesma promove uma reducdo da
velocidade do fluxo migratério das células epidérmicas adjuntas na parte superior da ferida,
logo que a crosta atua como bloqueio mecanico, acarretando a um processo de cicatrizagao

mais demorado.
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CONCLUSAO

O estudo concluiu que o 6leo de copaiba, na sua formulacdo a 10%, demonstrou
melhores resultados, pois, além de prevenir a formacdo de crosta, também preveniu o
sangramento no leito da lesdo. Logo, 0 OC10% apresentou um comportamento promissor para
o desenvolvimento de novos produtos terapéuticos, pois propiciou caracteristicas essenciais
para o tratamento de feridas prejudicadas pelo DM, favorecendo um ambiente adequado para
a epitelizacao. Contudo, ainda ha necessidade de estudos que avaliem essa possivel atividade
cicatrizante sob parametros complementares, para uma avaliacao integralizada.
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