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RESUMO

Encontram-se na literatura, estudos com o 6leo de copaiba avaliando seus efeitos
anti-inflamatério, analgésico e cicatrizante, sobre diversos 6rgaos ou tecidos, porém,
nada é descrito quanto a utilizacdo e sua eficacia em oftalmologia. Assim, pretende-
se avaliar o efeito do 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne), em Uulceras
corneais provocadas quimicamente. Serdo empregados 24 ratos Wistar (Rattus
novergicus, linhagem Wistar, variagdo albino), machos pesando entre 250 e 300
gramas. Apos anestesia geral, as Ulceras serao confeccionadas no olho esquerdo com
disco de papel filtro embebido em hidroxido de sddio a 1N, durante 80 segundos. Os
animais serao divididos em quatro grupos, com oito animais cada. O G1 recebera 6leo
de copaiba a 0,1%; GT solugdo Tween 80 a 5%; GE, pomada oftalmica comercial a
base de acetato de retinol, aminoacidos, metionina e cloranfenicol; e o GL lubrificante
ocular a base de dextrano e hipromelose, a intervalos de 6 horas, durante 72 horas
consecutivas. Apos os tratamentos, os animais serdo submetidos a eutanasia ativa,
com thiopental sédico e seus bulbos oculares coletados pela técnica de enucleagao
subconjuntival. Apds a preparacéao rotineira das laminas para microscopia de luz e
coloragcao em HE, serdo avaliadas para presenca de epitélio corneal, bem como as
caracteristicas celulares das camadas corneais, presenca de células inflamatérias e

de neovascularizagao estromal.

INTRODUGAO

O odleo de copaiba € muito conhecido e utilizado pela populagdo devido a
facilidade com que é encontrado em feiras livres e farmacias de produtos naturais.
Desta maneira, estudos sao realizados no intuito da comprovacgao cientifica de sua
propriedade, eficacia terapéutica, efeitos adversos e agao citotoxica (MONTES et al.,
2009). As espécies comumente observadas no Brasil sdo a Copaifera officinalis L.,
Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora,
Copaifera langsdorffii, Copaifera cariacea e Copaifera cearensis Huber ex Ducke
(PIERI et al., 2009; YAMAGUCHI & GARCIA, 2012).

Existem inumeras indicagdes para as diversas espécies do dleo de copaiba,
dentre as quais destacam-se nas vias urinarias (efeito anti-inflamatério, antisséptico,
tratamento de cistite, incontinéncia urinaria e sifilis), para vias respiratorias
(antiasmatico, expectorante, no tratamento de bronquite, faringite, hemoptise,

pneumonia e sinusite), para as infec¢gdes da derme e mucosa, (dermatites, eczemas,



psoriases e ferimentos), para Ulceras e feridas no Utero. E empregado ainda, como
analgésico, antidiarreico, cicatrizante, afrodisiaco, antioxidante, antitetanico,
antiherpético, bactericida, anticancerigeno, antitumoral, no tratamento de
leishmaniose, reumatismo, hemorragias, paralisia, dores de cabeca e picadas de
cobra (MENDONCA & ONOFRE, 2009; YAMAGUCHI & GARCIA, 2012). O ¢dleo é
também utilizado na industria cosmética, como fixador para perfumes, cosméticos e
sabdes (MONTES et al., 2009).

Dentre as espécies de copaiba, o Oleo-resina da Copaifera multijjuga Hayne
apresenta destaque quanto a sua agao anti-inflamatéria, analgésica (GOMES et al.,
2007) e antitumoral (GOMES et al., 2010). Em 2009, Mendonga & Onofre verificaram
a eficacia do dleo-resina para inibir o crescimento da Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginos.

Diante dos beneficios do uso de 6leo-resina da Copaifera multijiuga Hayne e a
auséncia na literatura de informagdes que validem sua utilizagdo em oftalmologia, o
objetivo deste estudo é avaliar a histologia, o efeito do 6leo de copaiba 0,1%
(Copaifera multijiuga Hayne), na forma de colirio, em ulceras corneais provocadas

quimicamente.

OBJETIVOS

Diante dos beneficios do uso de 6leo-resina da Copaifera multijuga Hayne e da
auséncia de informacgdes que validem sua utilizagdo em oftalmologia, o objetivo deste
estudo foi avaliar a histologia, o efeito do colirio a base do 6leo de copaiba a 0,1%

(Copaifera multijuga Hayne), em ulceras corneais provocadas quimicamente.

MATERIAL, METODOS E DESENVOLVIMENTO

A pesquisa sera realizada atendendo as normais internacionais da
Association for Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (National Institutes of
Health Publications number 85-23: Revised 1985), bem como pela comissao de ética
da Universidade de Franca (Unifran), protocolo numero 051/13.
Animais

Empregar-se-do0 24 ratos machos, Wistar (Rattus novergicus, linhagem
Wistar, variagao albino), clinicamente higidos, de 250 a 350 gramas, fornecidos pelo

biotério da Universidade de Franca - Unifran.



Apods exame clinico para exclusao de alteragbes organicas e oculares, serao
mantidos trés animais em cada caixa plastica com cama de maravalha, em ambiente
ventilado, limpo, seco, protegido, sob condi¢gbes controladas de temperatura (23 + 2°
C), umidade (50 £ 10%), sendo 12 horas de ciclo claro-escuro, com ragdo comercial
e agua potavel ad libitum.

Obtengao Oleo Copaiba

O Odleo-resina de C. multijuga a ser utilizado no estudo, bem como as
informacdes sobre as suas composicdes quimicas, serdo fornecidos pelo Prof. Dr.
Sérgio Ricardo Ambrésio do Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais da
Universidade de Franca, Franca, Sao Paulo.

O dleo de copaiba na concentracéo de 0,1% sera homogenizado juntamente
com solugcado de Tween 80 a 5%. O Tween 80 € um produto tenso ativo hidrofilico,
empregado para obter emulsdo do 6leo para agua (PERCHES et al., 2012b). Apds,
agua destilada é acrescentada e novamente homogenizada com a solugdo. Ato
continuo verificar-se-a o pH da solucéo, que devera ser neutro. O dleo sera mantido
em temperatura ambiente, protegido da luz, durante 24 horas.

Ulceras corneais

Os animais serdao anestesiados com solugdo de 50mg/kg de cloridrato de
cetamina (Vetaset® - Zoetis Ind. Prod. Veterinarios Ltda, S0 Paulo/SP, Brasil) e
5mg/kg de cloridrato de xilazina (Rompum® - Bayer Satde Animal, Sdo Paulo/SP,
Brasil), aplicada por via intraperitoneal (MOHAN et al., 2008). Antissepsia do olho
esquerdo sera realizada com polivinil-pirrolidona acrescida a solugao fisiolégica, na
proporcao de 1:50. Apds, o olho recebera colirio de proximetacaina (Anestalcon® -
Alcon do Brasil, Sdo Paulo/SP, Brasil), imediatamente antes da aplicagéao do alcali.

Um disco de papel filtro Whatman 41, sera confeccionado com auxilio de
trépano de trés mm de didmetro. Depois de embebido durante 30 segundos, em
solugao de hidroxido de sddio (NAOH) 1N, o disco sera colocado na posi¢ao central
da cérnea, durante 80 segundos. Ato continuo empregar-se-a lavagem copiosa com
solugdo fisiolégica para retirada do excesso do alcali. Teste de fluoresceina e
documentacgédo fotografica serdo realizados para comprovagdo da ulcera cérnea
(PISO, 2011).

Grupos Experimentais e Protocolo Terapéutico
Os animais serao divididos em quatro grupos, com oito animais cada. O G1

recebera 6leo de copaiba a 0,1%; GT solugdo Tween 80 a 5%; GE, pomada oftalmica



comercial a base de acetato de retinol, aminoacidos, metionina e cloranfenicol
(Regencel® - Latinofarma Industrias Farmacéuticas Ltda, Cotia/SP, Brasil); e o GL
lubrificante ocular & base de dextrano e hipromelose (Lacribell® - Latinofarma
Industrias Farmacéuticas Ltda, Cotia/SP, Brasil), a intervalos de 6 horas, durante 72
horas consecutivas. Apds o procedimento, os animais receberdao cloridrato de
tramadol (5mg/Kg) (Tramadon® Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Sao
Paulo/SP, Brasil), por via subcuténea, a cada 12 horas, durante 3 dias.

No periodo de 48 e 72 horas, os animais serdo submetidos a eutanasia ativa,
com pentobarbital sédico 120mg/kg, intraperitoneal. Através de técnica de enucleagao
subconjuntival, os bulbos oculares serao colhidos e mantidos em formol tamponado a
10% até o processamento das amostras. Cada periodo contara com quatro cérneas.

Posteriormente, os bulbo oculares serdo separados em dois hemisférios,
colocados em gradientes e mantidos em solugdo de 4&lcool a 70% até o
processamento. Apds, sera processado, incluido em parafina e cortado em microtomo
a espessura de 5um e coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE). As |aminas seréao
avaliadas em microscopio Optico, quanto, presengca de espongiose e depdsito
an6malo, infiltrado inflamatério, neoformagao vascular, edema, fibrina, hemorragia,
cicatrizacdo corneal e reacao na camara anterior. Os resultados serdo expressos em

valores absolutos e porcentagens.

RESULTADOS

Em 48 horas, a presenca de epitélio da cornea foi observada em 100% de
GE e GC e 50% de GT, e apenas 16,7% de GL; as 72 horas, foi observado 83,3% GE,
66,7% GL, 100% GC e 33,3% GT. Infiltrados inflamatérios no estroma foram
encontrados em todos os animais em 48 horas e em 72 horas foram encontrados
100% em GC, GT e GL e 80% de GE. Na camara anterior, a fibrina estava presente
em 60% do GC as 48h e 16,6% nas 72h, em GT foi observado 16,7% em 48h e 33,3%
em 72h; no GE, observou-se 16,7% em 48h e 72 horas e em GL 66,7% em 48h e
16,7% em 72h. Hifema foi observado em 80% dos GC as 48h; em GT, GE e GL apenas
16,7% em 48 e 72 horas.

Os resultados referentes a observagao no periodo de 48 e 72 horas

encontram se disposto nas tabelas abaixo respetivamente:
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Figura 1: A imagem grafica demonstra a avaliagao da cicatrizagao da ferida da cornea
apos o uso do oleo de copaiba a 0,1% e seus respectivos grupos no periodo de 48

horas.
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Figura 2: A imagem grafica demonstra a avaliagao da cicatrizagao da ferida da cornea
apos o uso do oleo de copaiba a 0,1% e seus respectivos grupos no periodo de 72
horas.
CONSIDERAGOES FINAIS

Com o avango da medicina, a busca por medicamentos fitoterapicos como
alternativa terapéutica de menor custo (CAVALCANTI NETO et al. 2005). O dleo de
copaiba merece destaque visto que alguns estudos citam sua atividade anti-

inflamatdria, antimicrobiana, analgésica, antisséptica, sem toxidade (GOMES et al.,



2007), porém, nao ha descrigdo sobre sua utilizagao na oftalmologia, como adjuvante
no tratamento de ulceras de cérnea, o que ja ocorreu com substancias naturais como
Aloe Vera (ATIBA et al., 2015), Prépolis (MARTIN et al., 2013) e Citrus lemon
(PERCHES et al., 2012b).

Em estudo realizado com Citrus lemon, em coelhos, o produto se mostrou
eficiente em diversas concentragdes, aumentando a celularidade e vascularizagao e
acelerando a cicatrizagdo (ROZZA et al., 2007). Em outro estudo em ratos, o grupo
tratado com proépolis em ratos apresentou reducado na inflamacgao, e obterve rapida
resposta cicatricial (MARTIN et al., 2013). Atiba et al. (2015) em estudo com ratos
normais e diabéticos, observaram que os animais que receberam Aloe vera obtiveram
melhores resultados em todos os parametros avaliados.

Neste estudo com 6leo de Copaiba multijuga Haine, verificou-se a permanéncia
do epitélio no grupo copaiba durante os dois periodos avaliados. Porém, a presenca
de células inflamatérias em todos os grupos e nos periodos de avaliagao, sugerem
uma intensa resposta do organismo a lesdo provocada. Outro fator avaliado foi a
presenca de fibrina onde o unico grupo que permaneceu foi o GE, os demais grupos
tiveram redugao. Na avaliagao em 72 horas nao foi observada a presenca de hifema
no grupo copaiba, nos demais grupos 0 mesmo permaneceu, 0 que Nos sugere que o
6leo de copaiba pode beneficiar o processo de cicatrizacdo de ulceras provocadas
por alcali.

Os resultados deste estudo permitem concluir que o 6leo de copaiba foi
favoravel em relagao a manutencéo do epitélio, reducao de fibrina e hifema, podendo
ser utilizado como coadjuvante no tratamento de ulceras de cérnea provocados por

alcali.
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