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1. INTRODUCAO

Indmeras drogas sao usadas na medicina convencional como
antiinflamatérios. Com os avangos nos campos da biologia celular e molecular
essas drogas tornam-se cada vez mais eficientes. Por outro lado, as plantas
medicinais, usadas na medicina alternativa, sdo usadas de maneira abrangente,
porém muitas vezes, 0 seu uso baseia-se apenas em conhecimentos populares,
faltando o suporte de evidéncias experimentais que comprovem a sua eficacia.

As observacdes populares sobre o0 uso dessas plantas contribuem de forma
relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais. Apesar de néo
terem todos o0s seus constituintes quimicos conhecidos, esses vegetais sao
prescritos com frequéncia devido aos efeitos medicinais que produzem. Dessa
forma, os usuérios de plantas medicinais, tornam validas informac¢des medicinais
que foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL et al. 2002).

Estudos que visam a comprovacdo da autenticidade das informacdes
populares estdo sendo continuamente desenvolvidos, de forma que ao longo do
tempo, uma gama de drogas de origem vegetal, inicialmente restritas ao uso
popular e até mesmo considerada toxica, esta sendo incorporada ao arsenal
terapéutico (FREIRE, 1992).

A Copaifera langsdorffii, juntamente com outras espécies do mesmo
género, sdo conhecidas popularmente no Brasil como “copaibeiras” ou pau-d’6leo
por exsudarem do seu tronco um Oleo-resina. Sua utilizagdo como agente
antiinflamatdrio e cicatrizante, é reportada desde o século XVI, quando os
primeiros colonizadores das Américas relataram que as indias aplicavam este 6leo
no corddo umbilical dos recém-nascidos e os guerreiros ap0s as batalhas, em
seus ferimentos. E do dominio da lenda que o conhecimento das propriedades
medicinais do 6leo de copaiba pelos indios, adveio da observacédo de que animais
guando feridos esfregavam-se nos troncos das copaibeiras para cicatrizarem suas
feridas (SALVADOR, 1975).

Os Oleos de copaibeiras sdo usados para uma variedade de aplicacdes
terapéuticas tais como: estimulante, diurético, laxativo, expectorante, cicatrizante,
antitetanico, anti-hemorragico, anti-reuméatico, anti-ulcerogénico, anti-séptico do
aparelho urinério, tratamentos de bronquites, urticarias e também como
antiinflamatério (SALVADOR, 1975; BASILE et al.,, 1988; PAIVA et al., 2002).
Mesmo assim, diante de tantas aplicacfes terapéuticas desses 6leos, os estudos
farmacolégicos descritos até o momento sdo muito reduzidos (MACIEL et al.
2002).

Os modelos usados normalmente para avaliar a atividade antiinflamatoria
aguda sdo, na maioria das vezes, os testes de edema de orelha e patas de
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camundongos, induzidos pela administracdo de carragenina e a atividade
antiinflamatéria crénica pelo teste de implantagdo de pequenos chumacos de
algodao nas axilas, como foram realizados por BIGHETTI et al. (1999).

O presente trabalho teve como objetivo verificar o perfil de migracao celular
para corpo estranho e avaliar a atividade antiinflamatodria apds o tratamento com
Copaifera langsdorffii utilizando a implantagdo de laminula no tecido subcutéaneo
de camundongos, como indutor de inflamacéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Escolha das plantas medicinais. Copaifera langsdorffi (copaibeira), foi
escolhidas por ser amplamente usada em tratamentos topicos que visam efeitos
antiinflamataérios. O 6leo foi adquirido no Laboratoério de Bioatividade de Plantas do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) UFG, depois de terem sido
devidamente identificados e submetidos a testes bioldgicos.

2.2 Selecado e aclimatizacdo dos animais. Os animais foram selecionados no
biotério de criacdo da UFG. Eram camundongos isogénicos, machos, saudaveis e
com idades entre 6 e 8 semanas. Os animais foram alojados em caixas plasticas
apropriadas, forradas com maravalha, receberam agua e ragdo balanceada de
forma ad libitum e foram mantidos em condi¢cdes ambientais apropriadas, evitando
situacOes de estresse e risco sanitario.

2.3 Divisdo dos grupos experimentais. Foram utilizados 60 animais, sendo 12
animais para cada ponto experimental (P1, P3, P5, P7 e P14) divididos em 4
grupos de tratamentos. Um grupo controle que nao recebeu tratamento tépico, um
tratado apenas com glicerina, outro com 0leo e glicerina na proporcédo de 1:1 e por
fim um ultimo grupo tratado com o 6leo puro. O tratamento tépico foi realizado
diariamente (periodo da manhd) durante o tempo experimental, utilizando um
pincel previamente esterilizado.

2.4 Anestesia dos animais. Os animais foram anestesiados com Cloridrato de 2-
5,6-dihidro-4H-1,3-Tiazina e Cloridrato de cetamina. As concentracdes
anestésicas foram de acordo com as recomendacdes fornecidas pelos fabricantes.
2.5 Implante das laminulas. Apdés a inciséo transversal de aproximadamente 1cm
no plano dorsal da regido toracica e separacdo da pele, cada animal recebeu por
via subcutdnea uma laminula circular (12mm / 22x22). Momentos antes de
implantar no tecido conjuntivo subcutaneo, a laminula foi mergulhada no alcool
70%. Apoés o implante a inciséo cirdrgica foi suturada com fio de nylon e recebeu o
tratamento, de acordo com o protocolo estabelecido.

2.6 Extracdo das laminulas e Montagem da lamina. As extracdes das laminulas
foram realizadas nos dias 1, 3, 5, 7 e 14 (pontos experimentais). Os animais foram
mortos por deslocamento cervical e imediatamente apds, a laminula era retirada.
As laminulas foram lavadas com solucdo fisiologica, fixadas com metanol e
coradas por Hematoxilina e Eosina (HE). Posteriormente, foram montadas em
uma lamina e levadas para leitura em microscoépio de luz.

2.7 Contagem das células. A contagem das células foi feita em microscopio de
luz na objetiva de 100x. Cada laminula foi dividida em 4 campos onde foram
contadas 100 células por campo. Em cada laminula foram somadas as
guantidades de células X dos quatro campos e foi calculado a média e o desvio
padrédo para cada tipo celular.
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2.8 Analise estatistica. Média e desvio padrédo de cada tipo celular em cada
ponto experimental, para cada um dos tratamentos. Comparacdo de analise de
variancia para as meédias de cada ponto experimental e teste de “t” para avaliar as
diferencas nas cinéticas das migragdes celulares.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 1 e 2 apresentam-se os resultados da frequéncia da migracao
de neutréfilos, macrofagos e células gigantes no primeiro e no terceiro dia apés a
implantacédo das laminulas. O neutroéfilo foi o primeiro tipo celular a migrar para a
laminula em todos os grupos experimentais. No terceiro dia ocorreu uma inversédo
na migracao e a célula que passou a migrar em maior quantidade para o corpo
estranho foi o0 macréfago. Porém, ja no primeiro dia apds o implante, as laminulas
dos animais tratados topicamente com 6leo mineral ou com 6leo de C. langsdorffii,
apresentaram uma diminui¢do significativa de neutréfilos e também uma migracéo
precoce de mononucleares. Apesar de se tratar metodologias diferentes, os
resultados obtidos, por PAIVA et al. (2004a), numa avaliagéo do efeito protetor do
oleo da C. langsdorffi em colites provocadas por acido acético, a administracdo do
Oleo extraido da planta também foi capaz de reduzir os sinais histolégicos de
inflamacédo, tais como a infiltracdo de neutréfilos, edema e a injaria tecidual 24
horas apés a inducéo da inflamacéo. Os autores atribuiram estes resultados, pelo
menos em parte, as atividades antioxidantes e anti-lipoperoxidases do 6leo.
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FIGURA 1: Perfil de migragédo celular do 1° ponto experimental (P1), FIGURA 2. Perfil de migragdo celular do 3° ponto experimental (P3),

em camundongos submetidos a implante de laminula e em camundongos submetidos a implante de laminula e
tratados com C. langsdorffii. Goiania, Junho, 2006. tratados com C. langsdorffii. Goiania, Junho, 2006.

A Figura 3 mostra que a partir do quinto dia apdés o implante da laminula,
em todos 0s grupos experimentais, os macréfagos comecam a formar células
gigantes multinucleadas de corpo estranho. Esse fené6meno, inicialmente, envolve
poucos macrofagos e a quantidade de nucleos em cada célula é pequena, porém
a medida que o tempo avanca, a célula gigante pode possuir até mais de 30
nacleos (dados ndo mostrados). Estes resultados corroboram com BIRNAN &
MARIANO et al. (1985), e MARIANO et al. (1995) que descreveram
detalhadamente como ocorre o processo de migracdo celular para laminula frente
a diferentes agentes inflamatérios.
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Cinética de migragdo celular de células gigantes nos diferentes tipos de tratamento de 1 a 14 dias
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FIGURA 3: Cinética de migragdo de células gigantes do 1° ao 14° dias apds o implante da laminula em camundongos submetidos a
diferentes tipos de tratamentos. Controle (sem tratamento tépico), CV (tratamento tépico com 6leo mineral), TRAT1

(tratamento tépico com composto de 6leo mineral + 6leo de C. langsdorffii e TRAT2 (tratamento tépico com 6leo de C.
lanasdorffii) Goiania. Junho. 2006.

Ao sétimo dia 0 aumento de células gigantes € significante apenas no grupo
em gue o tratamento € uma combinacdo de 6leo mineral (glicerina) e o 6leo de C.
langsdorffii. No 14° dia, apesar da frequéncia de células gigantes em todos os
grupos experimentais continuarem aumentadas, 0s grupos tratados com o
composto de 6leo mineral e 6leo de C. langsdorffii (T1) e com o 6leo de C.
langsdorffii (T2) apresentaram suas frequéncias diminuidas (p<0,05). Este
resultado sugere que o tratamento com C. langsdorffii diminui a formacao deste
tipo celular. A diminuicdo de células gigantes € uma caracteristica que pode
indicar uma atividade antiinflamatéria decorrente do uso dos tratamentos, esse
efeito pode estar associado a presenca de um diterpeno, acido kaurendico, pois
este acido inibe a atividade do fator de transcricdo NF-kB, uma importante
molécula envolvida no processo de ativacao celular (CASTRILLO et. al., 2001 e
PAIVA et al.,, 2002). Essa hipétese de acdo antiinflamatéria associada por um
efeito protetor por parte da C. langsdorffii foi reforcada quando PAIVA et al.
(2004b), apresentaram a acdo do 6leo de C. langsdorffii em danos teciduais
causados pela sindrome de isquemia e reperfusao do intestino de ratos.
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FIGURA 4: Cinética de migragdo de neutréfilos do 1° ao 14° dias apés o implante da laminula em camundongos submetidos a diferentes tipos de
tratamentos. Controle (sem tratamento topico), CV (tratamento tépico com éleo mineral), TRAT1 (tratamento tépico com composto de
6leo mineral + 6leo de C. langsdorffii e TRAT2 (tratamento tépico com 6leo de C. langsdorffii). O quadro mostra a freqiiéncia de
aparecimento de neutréfilos no 14° dia. Goiania. Junho. 2006.
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Paradoxalmente, outro evento interessante apresentado nesses resultados
foi a variacdo do numero de neutréfilos (FIGURA 4). Essas células que deveriam
estar presentes apenas nos periodos iniciais, de 1 a 3 dias (MARIANO et al.
(1995), estavam aumentadas nos grupos tratados no 14° dia. Isso ocorreu de
forma significativa nos grupos T1 e T2, evidenciando uma agudizacdo do processo
inflamatorio.

4. Concluséo

Esses resultados demonstraram que a cinética de migracdo celular é
influenciada pela presenca de tratamentos cutaneos. Os tratamentos
estabelecidos foram capazes de provocar uma variacdo tanto na frequéncia de
aparecimento dos diferentes tipos celulares quanto na cronologia dos eventos
inflamatorios. O Oleo de C. langsdorffii induziu diminuicdo no nimero de neutrofilos
24 apos o implante da laminula. Além disso, provocou a diminuicdo do numero de
células gigantes multinucleadas que migraram para as laminulas implantadas em
camundongos submetidos a tratamento topico durante quatorze dias, porém
causou, também, aumento de neutréfilos nesse periodo, sugerindo um efeito
antiinflamatério ambiguo.
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