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RESUMO

Introduc¢ao: O microagulhamento é técnica cuja finalidade ¢ o estimulo do colageno,
bem como de drug delivery. O 6leo de copaiba apresenta efeitos cicatrizantes e anti-infla-
matoérios que ja foram demonstrados em varios modelos animais.

Objetivo: Avaliar o efeito do 6leo de copaiba associado ao microagulhamento na pele
de ratos.

Métodos: Foram utilizados 30 ratos distribuidos em seis grupos com cinco animais
cada, submetidos a: microagulhamento isolado, microagulhamento associado a dleo
mineral e  microagulhamento  associado a  6leo de  copaiba.  Foram
realizadas bidpsias em todos os animais 14 dias e 30 dias apds. Os parimetros avaliados foram
presenca de colageno, fibroblastos e vasos, classificada em ausente (0), leve (1), moderada
(2) ou intensa (3).

Resultados: Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos em relacio
ao colageno com 14 (p = 0,0091) e 30 dias (p = 0,0357) e fibroblastos com 30 dias
(p = 0,0357). O grupo que utilizou microagulhamento e O6leo de co-
paiba, apresentou, apds 30 dias, maior producio de coligeno e de
fibroblastos.

Conclusdes: o 6leo de copaiba associado ao microagulhamento foi capaz de estimular
maior producio de colageno e de fibroblastos na pele de ratos.

Palavras-chave: dermatologia; plantas medicinais; cicatriza¢io; colageno

ABSTRACT

Introduction: Microneedling is a technique aiming at stimulating the production of collagen as well
as serving as drug delivery. Copaiba oil has healing and anti-inflammatory effects that have already
been demonstrated in several animal models.

Objective:Io evaluate the effect of copaiba oil associated with microneedle removal on the skin of rats.
Methods: Thirty rats were distributed in six groups of five animals each, subsequently undergoing:
isolated microneedling, microneedling associated to mineral oil, and microneedling associated with
copaiba oil. Biopsies were carried out in all animals at 14 and 30 days after the procedure. The pa-
rameters evaluated were: presence of collagen, fibroblasts and vessels, according to the following ratings:
absence (0), mild (1), moderated (2) or intense (3).

Results: There was a statistically significant difference between the groups regarding the production
of collagen at 14 days (p = 0.0091) and 30 days (p = 0.0357); and fibroblasts at 30 days (p =
0.0357). the group that used microneedling and copaiba oil, presented, after 30 days, a greater produc-
tion of collagen and fibroblasts.

Conclusions: Copaiba oil associated with microneedling was capable of stimulating a greater produc-
tion of collagen and fibroblasts in the skin of rats.

Keywords: dermatology; plants, medicinal; wound healing; collagen



Oleo de copaiba associado ao microagulhamento em ratos

INTRODUCAO

As técnicas ablativas tais como peelings quimicos e ci-
rargicos tém sido empregadas para o tratamento de cicatrizes;
observa-se, contudo, atualmente uma tendéncia a indicagio de
procedimentos menos invasivos, isolados ou associados, objeti-
vando reducio do risco de complicagdes e retorno mais precoce
as atividades laborais, levando em conta a relagio custo/benefi-
cio."? Nesse contexto, novas técnicas para o tratamento de cica-
trizes, como o microagulhamento, que pode estimular producio
de colageno sem causar total retirada do epitélio, tem ganhado
destaque.>*

O microagulhamento realizado com o aparelho adequa-
do alcancou popularidade como uma técnica capaz de tratar
cicatrizes, em particular as sequelas de acne.* Esse aparelho sur-
giu a partir de conceitos descritos em 1995 por Orentreich e
Orentreich, que relataram o efeito restaurador da subcisio ou
agulhamento dérmico em cicatrizes.” Em 1997, Camirand e
Doucet utilizaram uma “pistola de tatuagem” para o tratamen-
to de cicatrizes.® S6 em 2005, entretanto, Desmond Fernandes
desenvolveu a terapia de indugio percutanea de colageno (IPC)
com o aparelho de microagulhamento.”

Cada vez mais tém-se utilizado drogas ou ativos associa-
dos ao microagulhamento (drug delivery), as quais atuam na pele
por meio dos canais gerados pelo trauma tecidual produzido
pelas microagulhas, com o intuito de tratar diferentes tipos de
queixas dermatoldgicas, tais como melasma, melanose perior-
bital, cicatrizes faciais atrdficas e outras manifestacdes.* > Entre
as substancias mais utilizadas, estd a vitamina C, por sua a¢io
antioxidante.®> Na literatura, no entanto, nio se tem relato de
nenhum estudo que utilize o 6leo de copaiba como drug delivery,
associado a técnica de microagulhamento.

O dleo de copaiba, extraido de arvores do género Copai-
fera, familia Leguminosae-Caesalpinioideae, se destaca por sua im-
portancia na medicina natural brasileira. Seus efeitos cicatrizantes
e anti-inflamatérios ja foram demonstrados em varios modelos
animais. Um desses estudos observou aumento da crosta da lesdo,
do tecido de granula¢io e do nimero de vasos sanguineos ao
estudar os aspectos morfologicos e morfométricos do processo
cicatricial de feridas cutineas abertas em ratos, tratados com dleo
da Copaifera reticulata.'*'>

Apesar de apresentar, entre tantas atividades ja compro-
vadas cientificamente, poder anti-inflamatério, bactericida, anti-

tumoral e cicatrizante,'>'8

o uso do dleo de copaiba associado
a técnica de microagulhamento com avaliacdo dos seus efeitos
sobre a pele de rato ainda nio foi estudado.

Dessa forma, objetiva-se realizar a avaliagio histopatolo-
gica do efeito do dleo de copaiba associado ao microagulhamen-

to em pele de rato da espécie Rattus norvegicus.

METODOS

Tipo de estudo e selecdo da amostra

O estudo caracterizou-se como experimental, prospec-
tivo, longitudinal e comparativo. Foram utilizados 30 ratos da
espécie Rattus novergicus, da linhagem Wistar, machos, com peso
entre 350g e 400g, com aproximadamente 120 dias.
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Aspectos éticos

Os animais da presente pesquisa foram estudados segun-
do a legislacio nacional em vigor para a criagdo e uso de animais
(Lei federal n. 11.794, de 2008) e as normas do Colégio Brasilei-
ro de Experimentacio Animal (Cobea). O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (Ceua) do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Satde da Universidade do Estado do
Para (Uepa) em 12/08/2015, sob protocolo n. 18/2015.

Os animais foram distribuidos randomicamente em seis
grupos.

*  Grupo microagulha 14 dias (grupo MAG14), con-
tendo cinco animais que foram submetidos ao microagu-
lhamento no DO e eutanisia no 14° dia (D14).

*  Grupo microagulha 30 dias (grupo MAG30), con-
tendo cinco animais que foram submetidos ao microagu-
lhamento no DO e eutanasia no 30° dia (D30).

*  Grupo microagulha + copaiba 14 dias (grupo
MAOC14), contendo cinco animais que foram submeti-
dos a técnica do microagulhamento no DO e aplicagio de
1ml de 6leo de copaiba, com eutanasia no 14° dia (D14).

*  Grupo microagulha + copaiba 30 dias (grupo
MAOC30), contendo cinco animais que foram submeti-
dos a técnica do microagulhamento no DO e aplicagio de
1ml de dleo de copaiba, com eutanasia no 30° dia (D30).

*  Grupo microagulha + 6leo mineral 14 dias (grupo
MAOM14), contendo cinco animais que foram subme-
tidos a técnica do microagulhamento no DO e aplicacio
de 1ml de 6leo mineral, com eutanasia no 14° dia (D14).

*  Grupo microagulha + 6leo mineral 30 dias (grupo
MAOM30): contendo cinco animais que foram subme-
tidos a técnica do microagulhamento no DO e aplicacio
de 1ml de 6leo mineral, com eutanasia no 30° dia (D30).

Procedimento operatério

O procedimento foi iniciado por anestesia com inje-
¢do pela via intraperitoneal de cetamina e xilazina nas doses de
70mg/kg e 7mg/kg, respectivamente. Os ratos foram colocados
em dectbito ventral. Procedeu-se, entio, a tricotomia de uma
area de 5 X 10cm da regiio lateral esquerda e antissepsia com
clorexidina alcodlica.

Em seguida, realizou-se o microgulhamento com cilin-
dro contendo 192 agulhas de 1,5mm (Dr. Roller® MTO, Porto
Alegre, RS, Brasil), que foi posicionado entre os dedos indicador
e polegar, exercendo for¢ca moderada e aplicado em movimentos
de vai e vem dez vezes em quatro direcdes (vertical, horizontal e
obliquas) até que se obtivesse um padrio uniforme de petéquias.

Nos grupos Maoc foi realizada, imediatamente apos o
microagulhamento, também a aplicacdo topica de 1ml de dleo
de copaiba (Copaifera reticulata), que foi fornecido pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa).

Os animais foram mantidos com ragdo e agua ad libitum,
em gaiolas individuais com tela de prote¢io no fundo, para que
pudessem passar pelo tempo anestésico de recuperacio.

De conformidade com o protocolo da pesquisa, foram
coletadas amostras de pele de cada animal, para analise histopa-

Surg Cosmet Dermatol 2017;9(4):290-5.
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tologica, por meio de bidpsia com punch de 5Smm 14 (D14) e 30
(D30) dias ap6s o microagulhamento.

A morte induzida indolor ocorreu pela administracio
por via intraperitoneal de cloridrato de cetamina (210mg/kg) e
cloridrato de xilazina (21mg/kg).

Analise histopatolégica

O material coletado foi condicionado em frasco contendo
formaldeido a 10%, encaminhado para o processamento histolo-
gico, tendo sido corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE)
e pela coloragio com tricromico de Masson (TM) para avalia-
¢lo das fibras coligenas. As laminas foram processadas e analisadas
por dermatopatologista experiente utilizando microscopia Optica
para observagio e classificacio dos achados. Os parametros anali-
sados foram fibras colagenas, proliferagio de vasos e de fibroblastos
(Figuras 1 e 2) que foram preconizados porVieira e colaboradores
em 2008; classificando-se, assim, esses parimetros como ausente
(0), leve (1), moderado (2) e intenso (3)".

Anilise estatistica

Os dados obtidos pelo estudo foram armazenados em pla-
nilha no Microsoft Excel 2010® e posteriormente submetidos a
analise estatistica. Para a analise dentro dos grupos 14 e 30 dias, foi
utilizado o teste G. Ja para a comparacgio entre os trés grupos de

Moderado

Intenso

Flbrolastos

FIGURA 1: Intensidade de proliferacdo de fibras coldgenas, fibroblastos e
vasos Imagem 1. Coloragao utilizada hematoxilina-eosina; coldgeno aumento
40x, fibroblastos 100x e vasos 100x

Intenso

Leve Moderado

Caoldgena

FIGURA 2: Coloragdo utilizada tricromico de Masson; aumento 100x
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tratamento MAG, Maom e Maoc foi utilizado o teste qui-qua-
drado parti¢io, adotando-se como nivel de significincia o = 0,05
para ambos. Para tanto, foi utilizado o soffware BioEstat 5.3.

RESULTADOS

Nos exames histologicos, todos os grupos apresentaram
algum grau de produgio de colageno, fibroblasto e vasos apds o
procedimento pesquisado.

Em relacio a produ¢io de colageno (Grificol) foi ob-
servada diferenca estatisticamente significante entre os grupos
MAG, Maom ¢ MAO com 14 dias (p = 0,0091) e 30 dias (p =
0,0357).

Comparando-se os grupos de 14 dias, dois a dois, obser-
vou-se diferenca entre MAG e Maom (p = 0,0365) e MAG e
Maoc (p = 0,0154) e entre os grupos de 30 dias foi encontrada
diferenca estatisticamente significante entre MAG e Maoc (p =
0,0036). O grupo submetido ao microagulhamento e aplicacio
de 6leo de copaiba com coleta de bidpsia em 30 dias apresentou
a presenga mais significativa de coligeno, considerada intenso.

Em relagido aos fibroblastos (Grifico 2) foi observada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos MAG,
Maom e MAO ap6és 30 dias (p = 0,0357).

Comparando-se os grupos de 30 dias, dois a dois, obser-
vou-se diferen¢a entre Maom e Maoc (p = 0,0033). O grupo
submetido ao microagulhamento seguido da aplicacio de dleo
de copaiba com coleta de bidpsia em 30 dias apresentou a maior
frequéncia de fibroblastos, tendo sido considerado intensa.

Ao se avaliar a neovasculariza¢io (Grafico 3), nio se en-
controu diferenca estatisticamente significante nos vasos entre os

grupos de 14 dias (p = 0,2873) e de 30 dias (p = 0,4060).

DISCUSSAO

O microagulhamento ou indu¢io percutinea de coli-
geno (IPC) tem-se mostrado eficaz no estimulo da producio
de colageno e por isso tem sido utilizado no tratamento de ci-
catrizes de acne, rejuvenescimento e estrias.*®!"> Entre as suas
vantagens estio: rapida execucio, baixo custo e facil abordagem
em éreas de dificil acesso.”
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GRAFICO 1: Proliferacdo de fibras coldgenas. Prolifera¢do de fibras colagenas
nos grupos Microagulhamento (MAG), Microagulhamento e dleo mineral
(Maom), Microagulhamento e dleo de copaiba (Maoc) nos grupos de 14 e
30 dias
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GRAFICO 2: Prolifera¢do de fibroblastos. Prolifera¢do de fibroblastos nos
grupos Microagulhamento (MAG), Microagulhamento e dleo mineral
(Maom), Microagulhamento e dleo de copaiba (Maoc) nos intervalos de
14 e 30 dias

Além disso, o microagulhamento tem sido associado a
aplicacdo de medicamentos com o objetivo de aumentar a per-
meacio de pele e a penetragio de diversos ativos com o objetivo
de melhorar o resultado do procedimento.*®

Nessa perspectiva, um estudo experimental observou au-
mento da expressio de colageno tipo I e da espessura da epiderme
na pele de ratos apés o microagulhamento com roller de 1mm,
tendo sido os achados mais evidentes nos grupos submetidos tam-
bém a aplicacio topica de retinol 1% e vitamina C 10%.%

O comprimento das microagulhas também ja foi alvo
de pesquisa. Uma delas utilizou microagulhas de 0,25mm para
aumentar a penetragio epidérmica de fatores secretores de cé-
lulas precursoras endoteliais diferenciadas a partir de células de
embrides humanos (hESC-EPC) em 25 mulheres asiaticas, ob-
servando-se melhora global da pigmentacio e rugas em compa-
racio ao microagulhamento isolado.?!

O 6leo de copaiba (Copaifera reticulata) tem sido estudado
em diversas areas, e seus efeitos cicatrizantes e anti-inflamatdrios
ja foram demonstrados em varios modelos animais; seu efeito
associada a IPC"*", entretando, nio foi avaliado.

No presente estudo, observou-se aumento de fibras co-
lagenas, fibroblastos e vasos na pele de ratos de todos os grupos
estudados, o que provavelmente esta relacionado a injuria pro-
vocada pelas microagulhas que sio capazes de desencadear um
processo de reparagio com liberacio de fatores de crescimento,
resultando em proliferacio de fibroblastos, formacio de capilares
e aumento da sintese de colageno.*®!!

O grupo em que foi realizado o microagulhamento com
aplicacdo de 6leo de copaiba e que foi submetido a bidpsia apos
30 dias apresentou maior producio de colageno e fibroblastos.
Tal achado corrobora o demonstrado pelo estudo de Estevio
e colaboradores publicado em 2013 sobre aplicacio topica de
copaiba em enxerto de pele, quando foram observados fibroblas-
tos volumosos e mais fibras colagenas em retalhos cutineos em
ratos tratados com pomada contendo 6leo de copaiba a 10% em
comparagio ao controle.”

Giesbrecht e cols. em estudo experimental com 31 ratos
analisou o efeito de pomada de 6leo de copaiba 1% em quei-

GRAFICO 3: Proliferacdo de vasos. Proliferacdo de vasos nos grupos Microagu-
lhamento (MAG), Microagulhamento e éleo mineral (Maom), Microagulha-
mento e dleo de copaiba (Maoc) nos intervalos de 14 e 30 dias

madura e demonstrou a presenca intensa de fibroblastos e fibras
colagenas mais organizadas.?*

Em relacio a neovascularizacio nio foi observada di-
ferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados,
apesar de todos terem mostrado algum grau de neoangiogénese.
Esse achado vai de encontro com o trabalho de Brito ef al. que
em um experimento de cicatriza¢io de feridas cutineas em ratos
utilizando 6leo de copaiba (C. multijuga), informaram que o dleo
era capaz de aumentar a rede vascular.”

Eurides e cols. também observaram aumento na forma-
¢do de tecido de granulagio e vasos sanguineos durante o pro-
cesso de reparacio tecidual na cicatrizacio de feridas em ratos,
demonstrando que o 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii) é
capaz de aumentar a vascularizacio.*

O microagulhamento propde um estimulo de colageno,
sem provocar a retirada do epitélio total observada nas técnicas
ablativas, ja que mantém uma area de pele preservada que vai co-
laborar no processo de repara¢io.* Em contrapartida, os estudos
publicados com 6leo de copaiba e cicatrizag¢io frequentemente
avaliam feridas cirtrgicas que por si s6 causam maior dano a pele
com formacio de tecido de granulacio e sobre o qual o 6leo de
copaiba se mostra capaz de estimular a neovascularizagio.'”!*

O mecanismo de a¢io dos ingredientes ativos no 6leo de
copaiba ainda nio esta totalmente esclarecido. A maior parte de suas
propriedades terapéuticas é atribuida aos diterpenos. Acredita-se
que, a partir das caracteristicas quimicas de um ou mais dos compo-
nentes do 6leo, e através de sua agio sinérgica, sejam evidenciados os

efeitos encontrados pelo uso do 6leo de copaiba.??’

CONCLUSAO

O dleo de copaiba associado ao microagulhamento foi ca-
paz de estimular maior produ¢io de coligeno e de fibroblastos na
pele de ratos, embora nio tenha mostrado influéncia na neovascu-
larizacdo em compara¢io com o microagulhamento isolado.
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