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Resumo: O objetivo deste estudo foi comparar histologicamente o processo de cicatrizagdo
de feridas cutineas em dorso de 15 ratos machos adultos, apds duas aplica¢des tépicas didrias de
6leo-resina de copaiba, digluconato de clorexidina a 0,12% e soro fisiolégico em trés periodos
predeterminados de 1, 7 e 15 dias. Os resultados histolégicos quantitativos demonstraram uma
redugdo estatisticamente significante no grau de inflamacao nos trés grupos (p < 0,05), embora o
grupo soro fisiolégico tenha apresentado uma inflamag@o mais severano dia 1 (p < 0,05). A andlise
histolégica qualitativa demonstrou que, nos periodos inicial e final, havia um padrdo semelhante
de cicatrizagdo entre os tratamentos. Entretanto, no periodo intermediario de 7 dias, as feridas
cutineas estavam completamente epitelizadas apenas nos grupos clorexidina e copaiba, apesar de
este apresentar um processo de reparo do tecido conjuntivo mais lento. As feridas cutineas tratadas
com solugd@o aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12% apresentaram uma cicatrizagdo mais
rdpida quando comparadas aquelas tratadas com soro fisioldgico e dleo-resina de copaiba.

Palavras-chave: Cicatrizacdo; ratos; oleo-resina de copaiba; clorexidina.

Abstract: The aim of this study was to compare by histological analysis the effects of two
experimental solutions on wound healing. Standartized circular wounds were performed in the
back of 15 adults rats. The wounds were rinsed twice a day for 15 days, using the following
experimental solutions: 0.12% chlorhexidine digluconate (Group 1) and copaiba oil-resin (Group 2).
In Group 3 (control) saline solution was used. All groups showed a statistically significant reduction
in inflammation (p < 0.05), although the group 3 had presented severe inflammation at day 1
(p < 0.05). At the days 1 and 15 the wound healing was similar among groups. However, at
7 days the wounds were epithelized in the groups 1 and 2, although the granulation tissue could
be observed in group 2. Thus, the use of 0.12% chlorhexidine digluconate rinsing solution can
enhance the wound healing in comparison to copaiba oil-resin and saline solution.
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Introducao

O objetivo de todo procedimento cirdrgico periodontal é
a cicatrizag@o por primeira intengdo, utilizando-se retalhos
que, uma vez suturados, permitem a protec¢do da ferida e a
estabilizagdo do codgulo sangiiineo'. Entretanto, em gengi-
vectomias de bisel externo e dreas doadoras de enxerto gen-
gival livre, permanece uma drea exposta de tecido conjuntivo
ocasionando desconforto durante o periodo pds-operatério.
Assim sendo, a utilizacio de agentes que possam agir dire-
tamente no processo de reparo ou indiretamente reduzindo
o processo inflamatério e acelerando o processo de cica-
trizacdo pelo controle da infeccdo bacteriana, torna-se um
artificio benéfico ao paciente no periodo pés-cirdrgico®.

Entre essas substancias, o digluconato de clorexidina
¢ o controle quimico de placa bacteriana mais utilizado na
fase pos-cirtirgica, sendo eficiente no controle do biofilme
supragengival®?*?, Apesar de trabalhos in vitro demons-
trarem o efeito citotéxico da clorexidina'®??, estudos em
animais'>!"?*262 e estudos clinicos em humanos!'¢* de-
monstraram uma agdo eficaz da clorexidina também no
processo de reparag¢do, em virtude principalmente de sua
propriedade antibacteriana.

Com a valoriza¢do da medicina popular, houve um
aumento no interesse em pesquisas com fitoterdpicos obje-
tivando a produc¢do de farmacos mais baratos e com efeitos
semelhantes aos dos medicamentos tradicionais'®*®. Dentro
dessa linha, o 6leo de copaiba, utilizado para fins medicinais
desde o século XVI, € usado popularmente no tratamento
de enfermidades tais como cistites, bronquites, diarréias
cronicas, reumatismo e psoriase®.

Constituida por 45% de 6leos essenciais e 55% de re-
sina, o 6leo-resina de copaiba advém de arvores do género
Copaifera, familia das leguminosas, sendo as principais a
C. officinaliis, C. reticulata, C. langsdorffii e C. guyanensis,
encontradas em paises do norte da América do Sul, tais como
Venezuela e Colombia®. Pard e Amazonas sdo os principais
produtores brasileiros, sendo a espécie Copaifera reticulata
a mais importante®?,

A estrutura quimica dos constituintes do dleo-resina, as-
sim como do 6leo obtido das sementes, € formada por varios
diterpenos, sesquisterpenos e dcido polilatico®’, responsdveis
pelo efeito analgésico'®, antiinflamat6rio®#8:11:13.14.21.27.30_
antisséptico*!*!* e cicatrizante”™!!, quando aplicados via
oral ou tépica.

Nos poucos trabalhos que avaliaram a a¢do tépica do 6leo
de copaiba como cicatrizante, foram observados macroscopi-
camente um aumento do didmetro da crosta das lesGes, perda
de pélos e presenca de escaras em torno de feridas cutineas
em ratos®, as quais corresponderam microscopicamente 2
presen¢a de um maior tecido de granulacdo e ao aumento
do nimero de vasos sangiiineos, porém com diminui¢ao da
quantidade de fibras coldgenas’. Entretanto, em um estudo
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mais recente realizado por Paiva et al.?! (2002), a aplicagio
tépica do dleo de copaiba acelerou significativamente a con-
tragdo de feridas cutdneas em dorso de ratos em comparagao
a uma solug¢do de soro fisioldgico.

Com base nessas consideragdes iniciais, o objetivo deste
trabalho foi avaliar histologicamente o efeito do 6leo-resina
de copaiba e o de uma solucio de clorexidina a 0,12% na
cicatrizacio de feridas em dorso de ratos, uma vez que ndo
se encontram na literatura trabalhos comparativos entre
essas substincias quando utilizadas como coadjuvantes no
processo de reparo tecidual.

Material e método

Principios éticos

O protocolo utilizado estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi apro-
vado pelo Comité de Pesquisa em Animais da Universidade
Federal do Ceara (CEPA/UFC — protocolo n° 41/04), em
convénio com a Universidade de Fortaleza/CE.

Amostra

Foram utilizados 15 ratos saudaveis, adultos machos,
albinos (Rattus novergicus), da raca Wistar, pesando entre
200 g e 250 g, provenientes do biotério central da Univer-
sidade de Fortaleza/CE, os quais foram subseqiientemente
isolados em gaiolas individuais e mantidos em temperatura
ambiente com dgua e rag@o a vontade durante todo o periodo
experimental.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos experimentais de acordo com o periodo de aplicagio
das substéncias (dias 1, 7 e 15). Cada grupo continha cinco
ratos, nos quais foram realizadas trés feridas cutineas trata-
das posteriormente com diferentes solu¢des, como descrito
a seguir (Tabelal).

Periodo experimental

Os animais foram anestesiados associando-se anestésico
com relaxante muscular, empregando-se cloridrato de queta-
mina a 10%, via intramuscular, na dosagem de 0,1 mL./100 g
de peso corporal, e cloridrato de xilazina, via intraperitoneal,
na dosagem de 0,01 mL/100 g de peso corporal. Procedeu-se
a tricotomia da regido dorsal por meio de tesouras e barbea-
dor descartavel para, ento, realizar-se trés feridas cutineas,
distantes 3 cm umas das outras, utilizando um bisturi circular
descartavel (“punch”) de 4 mm de diametro e profundidade
padrdo de 1 mm. Apds executada a perfuracao, efetuou-se a
excisao do tecido por meio de uma pinga e uma tesoura de
ponta fina. Em seguida, procedeu-se & aplicacdo tépica das
substancias por meio de uma seringa de insulina em volume
suficiente (0,1 mL) por 10 segundos.
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Para a relagdo ferida/substancia, foi estabelecido o se-
guinte protocolo: ferida caudal (grupo clorexidina - solugéo
aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12%), ferida central
(grupo controle - soro fisiolégico a 0,9%), ferida cranial
(grupo copaiba - 6leo-resina de copaiba). O 6leo-resina de
copaiba, procedente do municipio de Calgoene, estado do
Amapa, foi obtido do tronco da arvore Copaifera reticulata
e adquirido na feira do produtor, no bairro Buritizal. As apli-
cacdes topicas das substancias foram realizadas duas vezes
ao dia, respeitando-se o intervalo de 12 horas entre elas.

Processamento histologico

Ao final dos periodos experimentais preestabelecidos de
1,7 e 15 dias, os animais foram mortos por meio de deslo-
camento cervical. Os fragmentos de tecido foram removidos
por meio de incisdes retangulares, aprofundadas até a regido
muscular e envolvendo toda a ferida, respeitando-se uma
margem de seguranca de 1 mm nas bordas da mesma. Ime-
diatamente apds a remocdo, as pecas foram colocadas em
frascos com formol a 10%, previamente identificados com
relacdo ao grupo e periodo, permanecendo nessa solucio
por 80 horas para uma completa fixagdo. As pecas foram
seccionadas ao meio, e as duas sec¢des foram incluidas de
tal forma que cortes histologicos da regido central da ferida
pudessem ser realizados. Apés os procedimentos laborato-
riais de rotina, cortes sagitais seriados de 5 um de espessura
foram obtidos e corados com hematoxilina e eosina.

Andlise histoldgica

A andlise histoldgica foi realizada por um tnico examina-
dor, em microscopia de luz com aumentos de 100 X e 250 X,
por meio de uma descri¢io qualitativa dos eventos microsco-
picos do processo cicatricial. O grau de inflamac@o do tecido
conjuntivo também foi observado, utilizando-se da seguinte
categorizacdo da varidvel ordinal: 1. ausente; 2. discreta; 3.
moderada; 4. intensa; A - presenca de abscesso e B - auséncia
de abscesso. As comparagdes das medianas entre os grupos,
para cada periodo experimental, foram realizadas pelo teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. O teste ndo-paramétrico
de Friedman foi utilizado para avaliar as diferencas entre os
graus de inflamag@o no decorrer do periodo experimental em
cada grupo. Esses dados foram analisados pelo programa
Bioestat 2.0, em nivel de significancia de 5%.

Resultado

Andlise histologica quantitativa

Como ndo houve presencga de abscesso em nenhum dos
cortes avaliados, esse pardmetro ndo foi avaliado estatisti-
camente. De acordo com a Tabela 2, pode-se constatar que
houve diferenga estatisticamente significante no grau de
inflamacdo entre os dias 1 e 15 em cada grupo (p =0,5477).
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O grupo controle apresentou inflamag@o intensa no inicio
do periodo experimental, porém, ao final do experimen-
to, ndo havia presenca de inflamagdo. Essa involugdo no
processo inflamatério pdde ser observada de forma seme-
lhante no grupo copaiba. No grupo clorexidina, ainda foi
constatada uma maior prevaléncia de inflamacdo discreta
no dia 15, porém ndo houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos nesse periodo experimental
(p=0,7789).

No dia 7, ndo houve diferenga estatisticamente signi-
ficante entre os grupos (p = 0,3231), embora os espéci-
mes do grupo controle tenham apresentado um grau de
inflamagdo moderado nesse periodo. As diferengas mais
presentes ocorreram no dia 1, em que o grau de inflamacao
foi intenso em todos os espécimes tratados com controle e
moderado nos outros dois grupos. Comparando-se os dados
nesse periodo, constatou-se que houve diferencga estatisti-
camente significante entre os grupos controle e clorexidina
(p = 0,0237) e entre os grupos controle e copaiba (p =
0,0477), porém nao houve diferenca estatisticamente signi-
ficante ao se comparar os grupos clorexidina e copaiba (p =
0,7773).

Andlise histologica qualitativa

Dia 1

Observando os cortes histolégicos, foi possivel constatar
que ndo houve diferencas relevantes entre os grupos estu-
dados. Em todos os cortes, pode ser observada extensa drea
de ulceracdo e presenca de codgulo sangiiineo correspon-
dendo a regido da realizacdo da ferida, em cuja superficie
havia um infiltrado inflamatério de moderado a intenso
predominantemente agudo. No tecido conjuntivo denso e
bastante celularizado, a presenca de um edema intercelular
permeado por um discreto infiltrado inflamatério mononu-
clear foi evidente.

Dia 7

Analisando os cortes histolégicos, foram observadas
diferencas no processo de cicatrizagdo. No grupo controle,
havia a presenga de um tecido conjuntivo denso e bastante
celularizado, permeado por um discreto infiltrado inflama-
tério mononuclear, porém ja ndo havia mais a presenca de
infiltrado inflamatério agudo na superficie da ferida. Em
alguns cortes, foi observada a presenca de um tecido de
granulagdo associado a um moderado infiltrado inflamatério
mononuclear. Nas bordas da ferida, havia a proliferagdo
de um epitélio pavimentoso estratificado ortoceratinizado
com dois a trés estratos celulares, porém ndo recobrindo
totalmente a ferida.

No grupo clorexidina, a derme apresentava, além de
anexos cutaneos, uma maior deposicdo de fibras coldgenas
permeadas por um discreto infiltrado inflamatdrio predo-
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Tabela 1. Distribuicido quantitativa dos animais com relacéio a grupo, substancia utilizada e tempo de aplicag@o das solucdes

Dia Grupo
Clorexidina Controle Copaiba
(digluconato de clorexidina) (soro fisiolégico) (6leo-resina de copaiba)
0,12% 0,9% puro
1 n=>5 n=>5 n=>5
7 n=>5 n=>5 n=>5
15 n=>5 n=>5 n=>5

Tabela 2. Comparagio inter e intragrupos dos dados do grau de inflamagédo, expressos em mediana (Med.) e desvio padrio (D.P.)

Dia Grupo
Clorexidina Controle Copaiba
valor de p
1 Med. =3 (a,C) Med. =4 (a,b) Med. =3 (b,C) p < 0,05 (axa)
D.P.=0,71 D.P.=0,00 D.P.=0,45 p < 0,05 (bxb)
NS (CxC)
7 Med. =2 Med. =3 Med. =2 NS
D.P.=045 D.P.=0,89 D.P.=0,89
15 Med. =2 Med. =1 Med. =1 NS
D.P.=0,55 D.P.=0,55 D.P.=0,55
valor de p p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05

minantemente mononuclear. A drea superficial da ferida
apresentava-se completamente recoberta por um epitélio
pavimentoso estratificado ortoceratinizado.

No grupo copaiba, havia a presenca de um exuberante
tecido de granulag@o com infiltrado inflamatério de discreto
amoderado predominantemente mononuclear, recoberto to-
talmente por um epitélio pavimentoso estratificado ortocera-
tinizado; porém, ndo havia a presencga de anexos cutaneos.

Dia 15

Nao houve diferencas relevantes entre os grupos controle
e clorexidina. As dreas da ferida estavam completamente
cicatrizadas, com presenga de epitélio pavimentoso estra-
tificado ortoceratinizado na superficie e intimeros anexos
cutineos na derme. O grupo copaiba apresentou resultados
semelhantes, porém, em alguns cortes, ainda havia presenca
de tecido de granulacdo e auséncia de anexos cutdneos.

Discussao

A cicatrizagio € um fendmeno fisico, quimico e biol6-
gico que se inicia logo apds uma lesdo tecidual, quer seja
acidental quer cirtirgica, e que tem por finalidade recons-
truir os tecidos da maneira mais fiel possivel**'. Segundo
Clark'? (1985), a reparacio de uma ferida cirdrgica apresenta
uma evolucdo de trés fases bésicas distintas e sucessivas
denominadas inflamag¢ao, formacao de tecido de granulacao
e estruturacdo da matriz e remodelacdo.

Neste estudo foi demonstrado que as feridas cutaneas
em dorso de ratos tratadas com soro fisioldgico tiveram
um padrio de repara¢do normal em relacio ao tempo, visto
que todas as feridas estavam cicatrizadas apds 15 dias,
concordando com os relatos de outros achados*>*!. Porém,
Brito et al.»° (1998, 1999) e Paiva et al.?! (2002) observaram
um fechamento incompleto nesse periodo, provavelmente
em virtude da utilizacdo de feridas de didmetros maiores,
1,5 cm e 2 cm, respectivamente.

No presente estudo, pdde-se constatar que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos com
relacdo ao grau de inflamacdo nos periodos intermedidrio
e final da cicatrizacdo. Esse fato ndo € corroborado por
Brito et al.? (1999), em cujo trabalho o éleo de copaiba apre-
sentou um grau de inflamagao estatisticamente maior com
relagdo ao grupo soro fisiolégico nesses periodos. Entretanto,
a andlise qualitativa apresentou resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo, principalmente no periodo de sete
dias, em que foi preponderante a presenca de um tecido de
granulacdo mais desenvolvido no grupo copaiba.

Essas divergéncias encontradas podem ser advindas de
diferengas metodolégicas. No estudo de Brito et al.® (1999),
o didmetro da ferida foi quatro vezes maior, induzindo maior
trauma com conseqiiente aumento do processo inflamatério.
Acrescente-se a isso o fato de que a amostra utilizada neste
estudo foi menor, limitando o nimero de repeti¢des dos
fenomenos avaliados.
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Histologicamente, houve um padrdo ndo linear quanto
ao processo de reparagdo da ferida entre os grupos clore-
xidina e copaiba quando comparados entre si e a0 grupo
controle. A cicatrizag@o no grupo clorexidina aos sete dias
apresentou-se mais adiantada, concordando com os relatos
de Tramontina et al.” (1997), que observaram, ainda, uma
area de tecido de granulacdo significativamente menor em
relag@o ao soro fisiolégico.

Magro Filho et al.'® (1998) observaram que a clorexidina
foi um pouco mais irritante que o soro fisiolégico, fator
decorrente do dlcool na sua composicido, o que poderia
precipitar e desidratar o citoplasma celular. No presente
estudo, esse efeito negativo da clorexidina néo foi observado
provavelmente em virtude do veiculo utilizado ser aquoso.
Estudos in vitro demonstraram o efeito citotéxico da clore-
xidina reduzindo a producéo de proteinas colagenas pelos
fibroblastos e interferindo com sua proliferacao'* 2. Porém,
a acdo antimicrobiana pretere qualquer acido danosa dessa
substancia, uma vez que vdrios estudos clinicos demons-
traram que a redu¢do da contaminagdo bacteriana acelera o
processo de cicatrizac@o tecidual in vivo?*2425:26,

Veiga Jr. et al.*® (2001) verificaram que, dos dleos de
copaiba disponiveis para comercializagdo no Brasil, os
encontrados na regido norte foram os que apresentaram
os constituintes necessdrios em quantidade suficiente para
exercerem suas a¢des antiinflamatdrias e cicatrizantes,
como os diterpenos. Apesar de ndo ter sido feita andlise
quimica de seus componentes ou detectada a presenga de
uma possivel contaminagado, pode-se sugerir que, pela sua
procedéncia e pelos resultados histoldgicos encontrados e
auséncia de inflamacdo severa ou abscesso, o 6leo-resina
de copaiba utilizado no presente trabalho possivelmente
continha essas substancias.

Toda substancia ndo-in6cua aplicada topicamente causa
irritacao tecidual, que demanda uma resposta inflamatéria
em diferentes graus. Esse fato foi preponderante no dia 1,
em que houve inflamagdo mais intensa no grupo fisiologi-
co e moderada nos grupos tratados, porém sem diferenca
estatisticamente significante entre eles. Embora o fator
principal do processo inflamatério nessa fase seja o trauma
cirdrgico, os resultados encontrados permitem inferir que
o soro fisiolégico foi mais irritante em relagdo ao 6leo de
copaiba, apesar de este apresentar um potencial irritativo
semelhante ao do soro fisiolégico’. Talvez um dos fatores
que possa explicar essa diferenga seja o veiculo oleoso da
copaiba, o qual dificulta a difusdo da substincia ativa para
os tecidos mais profundos.

Entretanto, aos sete dias havia um tecido de granulagio
mais exuberante no grupo copaiba, o qual poderia ser de-
corrente de um efeito cumulativo das aplicagdes didrias da
droga, levando a um atraso no reparo do tecido conjuntivo’.
Por outro lado, nesse mesmo periodo, esse possivel potencial
irritativo ndo interferiu com a fase proliferativa, o que foi
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constatado pela epitelizagdo completa da ferida, discordando
dos relatos de Brito et al.® (1998), que observaram atraso
na contragdo e na epiteliza¢do de feridas e o atribuiram a
irritacao local causada por algum componente do 6leo.

A necessidade de duas aplicagdes didrias pode ser desne-
cessdria, como visto por Paiva et al.?! (2002), que constataram
epitelizacdo total de feridas cutineas apds uma aplicagio
topica didria da droga. Este fato foi atribuido a uma contracdo
tecidual siginificativamente maior no grupo copaiba (80%)
em relacdo ao controle (40%) ap6s um periodo de nove dias,
o qual poderia ser decorrente de um aumento da atividade dos
miofibroblastos pela agdo de alguns componentes do 6leo?.

O 6leo de copaiba ndo apresenta fatores de crescimento
capazes de estimular a proliferagdo celular, portanto seu
efeito cicatrizante também pode ser indireto devido as
suas propriedades antiinflamatérias, o que reduz a fase
exsudativa que ocorre nos primeiros dias do processo de
reparo’!. Essa acdo antiedematogénica foi constatada por
Veiga Jr. et al.* (2001) e pode ser atribuida a inibi¢do da
permeabilidade vascular, apesar de seu exato mecanismo
de acdo ainda permanecer obscuro®.

O interesse no uso de fitoterdpicos ndo objetiva subs-
tituir os farmacos ja registrados e comercializados e sim
proporcionar uma variedade de produtos com a mesma
efetividade, porém de baixo custo, legitimando o empirismo
da medicina popular!?. Os resultados encontrados neste e em
outros estudos!'*?'?¥ demonstraram a biocompatibilidade
do 6leo-resina de copaiba e a aceleragdo no processo de
epitelizacdo de feridas quando comparado aos elementos do
grupo controle. Entretanto, o 6leo-resina de copaiba retardou
o processo de maturacdo do tecido conjuntivo, interferindo
negativamente na cura total das feridas.

Os resultados divergentes encontrados na literatura anali-
sando o papel da copaiba na cicatrizagdo tecidual devem ser
avaliados com cautela, em virtude de suas diversas espécies,
procedéncia e diferentes formas de apresentagdo (6leo ou
Oleo-resina). H4 necessidade de uma padronizacdo e cate-
gorizagdo desse produto, por meio de andlises prévias, para
que se identifique seu real valor terapéutico, evitando sua
comercializacdo indiscriminada como substituto a terapias
j& consagradas.

Conclusao

As feridas cutineas tratadas com solugdo aquosa de di-
gluconato de clorexidina a 0,12% apresentaram cicatrizagao
mais rdpida quando comparadas aquelas tratadas com soro
fisiolégico e dleo-resina de copaiba.
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