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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito topico dos 6leos de andiroba e copaiba no tratamento da miosite induzida emratos.
Método: utilizados 90 ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem W star, fémeas, adultas pesando entre 190
e 240 gramas. Distribuidos em 6 grupos de 15 de acordo com o procedimento realizado: Grupo acido acético
(sem tratamento), grupo ultra-som (fonoforese com gel a base d’agua), grupo diclofenaco (fonoforese com
diclofenaco dedietilamdnio), grupo andiroba (fonoforese comandiroba), grupo copaiba (fonoforese comcopaiba),
grupo andiroba e copaiba (fonoforese com andiroba e copaiba). Em todos os animais foi feita a terapia de
fonoforese apds injecéo de 0,2ml de &cido acético no membro posterior direito, exceto no grupo acido acético
gue nao recebeu o tratamento com a fonoforese das drogas correspondentes a cada grupo. A cada dois, cinco,
sete, dez e quatorze dias, 3 ratos de cada grupo foram submetidos a eutanasia para avaliar a evolucdo do
processo inflamatorio, sendo o misculo gastrocnémico direito biopsiado e encaminhado para analise
hi stopatol 6gica e osresultados|evados a andli se estatistica que utilizou os métodos Qui-quadrado, Qui-quadrado
particdo e Kruskal Wallis (p d” 0,05). Resultado: n&o houve diferencga, estatisticamente, significante entre os
grupos estudados com a metodologia empregada, tendo todos os grupos se portado de maneira semelhante,
tanto na evolucao diaria do edema, quanto ao aspecto histopatol 6gico. Conclusdo: deacordo coma metodologia
empregada, a fonoforese dos 6l eos de andiroba e copaiba ndo apresentou resultado, estatisticamente, significante
na reducdo da miosite induzida emratos.

DESCRITORES: andiroba, copaiba, miosite, fonoforese, ratos.

INTRODUCAO

A inflamac&o é definida como umaresposta dos
tecidos vivos vascularizados a uma agressao local,
podendo ser desencadeada por uma infeccéo
bacteriana, por agentes fisicos, substancias quimicas,
tecido necrético e reacdes imunol dgicas® 2 3,

No contexto mundial, existem diversos tipos de
procedimentos e drogas para combater os sinais e
sintomasflogisticos®.

O Brasil € um pais que apresenta crescentes
avangos cientificos nas Ciéncias Bioldgicas, ndo
podendo deixar derelevar adiversidade cultural do seu
povo, com suas peculiaridades regionais .
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NaAmazonia, mais especificamente nos estados
do Parae Amazonas, a populacdo, deumaformageral,
costuma utilizar medicamentos fitoterapicos como
plantas medicinais parao tratamento das maisvariadas
doencas. Esses conhecimentos empregados,
empiricamente, no cotidiano de diversas pessoas sdo
oriundos daherancacultural indigena, como terapéutica
parareagles inflamatorias agudas e cronicas®.

Dentre as plantas medicinais que sdo utilizadas
com mais fregiiéncia na Amazonia, encontram-se a
andiroba e a copaiba que possuem crescente aplicacdo
ndo sb terapéutica, como, também, naindlstriaquimica
e cosmética®.
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O Oleo da semente da andiroba € usado na
medicinapopular paradiversas doengas como contusdes,
reumatismo, cicatrizacéo, e afeccbes da garganta
(faringite), dentre outras®.

A andiroba é uma plantamedicinal deinteresses
diversos. Seu uso ndo ficarestrito ao 6leo da semente,
costumando-se também utilizar o chadasuafolhapara
0s mesmos fins terapéuticos do 6leo °.

A copaiba, também conhecida como copaifera, é
extraidade umaarvore de grande porte (30 a40 metros
de altura) da familia Caesalpinaceae. Seu 6leo é
secretado através daexudacdo patol 6gicade seu tronco
6,7,8

E inegavel que essas espécies sgjam sindnimo
de grande importancia cientifica e econémica para a
Amazonia, parao Brasil e parao mundo °.

A utilizagdo dessas plantas se faz presente nos
dias atuais no combate a disturbios principal mente de
cardter inflamatério, como inflamacfes do musculo
esquel ético, sendo uma nova armano combate a essas
alteracOes®.

Sendo assim, faz-seimportante novos estudos que
ajudem aesclarecer os efeitos dosfitoterapi cos sobre o
processo inflamatério do tecido muscul o-esquel ético.

OBJETIVO
Avaliar o efeito topico dos 6leos de andiroba e
copaibanamiositeinduzidaem ratos.

METODO

Pesquisa aprovada pela Comissio de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitéario Jodo de Barros
Barreto, em 30 de junho de 2003.

Substanciasestudadas

Os Oleos de andiroba e copaiba utilizados
extraidos e fornecidos pela empresa BRASMAZON
naforma de 6leo bruto, sendo a analise fisico-quimica
das substancias realizada pela prépria empresa. As
espécies de onde os mesmos foram extraidos sao,
respectivamente, a Carapas guianensis e a Copaifera

officinalis.

Amostra

Utilizados 90 ratos (Rattus norvegicus albinus),
dalinhagem Wistar, fémeas, adultas, pesando entre 190
e 240 gramas, com 90 a120 diasdeidade, provenientes
do Biotério do Instituto Evandro Chagas (IEC, Belém-
PA). Os ratos foram previamente adaptados no
Laboratério de Cirurgia Experimental (LCE) da
Universidade do Estado do Para por um periodo de 15
dias antes do inicio do experimento, mantidos em

ambiente controlado. Agua e raco foram oferecidos
ad libitum durante todo o periodo do experimento.

Procedimentos

Grupos

Distribuidos em 6 grupos de 15 ratos. Divididos
em outros 5 subgrupos com 3 ratos, segundo os dias
programados para a eutanasia no segundo, quinto,
sétimo, décimo, e décimo quarto dia de experimento
respectivamente.

Submetidosainjecdo de 0,2ml de &cido acético a
1% no membro posterior direito (BRITO e col., 2004)
ereceberam o tratamento correspondente acadagrupo,
denominados da seguinte forma:

GrupoAcidoAcético (GAA): osratosdestegrupo
foram submetidos a injecdo de &cido acético e foi o
anico grupo que ndo recebeu tratamento;

Grupo Ultra-Som (GUS): submetidosainjecéo
de &cido acético e receberam tratamento apenas com
ultra-som e gel abase d’ agua;

Grupo Ultra-Som Diclofenaco (GUSD): osratos
deste grupo foram submetidos ainjecéo de &cido acético
e receberam fonoforese de diclofenaco de dietilamonio;

Grupo Ultra-Som Andiroba (GUSA): osratos
deste grupo foram submetidos ainjecéo de &cido acético
e receberam fonoforese de andiroba;

Grupo Ultra-Som Copaiba (GUSC): os ratos
deste grupo foram submetidos ainjecéo de &cido acético
e receberam fonoforese de copaiba;

Grupo Ultra-Som Andiroba e Copaiba
(GUSAC): os ratos deste grupo foram submetidos a
injecdo de acido acético e receberam fonoforese de
andirobae copaiba;

Anestesia

No diazero do experimento, osratos detodos os
grupos foram pesados e anestesiados com o auxilio de
um vaporizador artesanal de éter, em ambiente saturado.

Com o animal em plano anestésico se fez
depilagdo manual daregi&o dorsal do membro posterior
direito do animal e, em seguida, afericéo do tamanho e
dos diametros antero-posterior (DAP) e latero-lateral
(DLL) do membro do animal, injec&o de &cido acético
e tratamento daleso.

Nos outros dias de experimento, a anestesia foi
utilizada para pesagem, afericdo do membro posterior
direito, tratamento e eutanasiados ratos.

Determinacao do local de afericado dos
diametros anter o-posterior (DAP) e latero-lateral
(DLL) nosmembrosdosratos

Por meio de um paquimetro digital da marca
STARRETT®, foi realizada a medida do comprimento
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do membro posterior direito, tomando como limites as
articulaces tibio-femural e tibio-calcanea. A metade
deste comprimento foi marcada, respectivamente, no
membro posterior dos animais, utilizando um pincel
atoémico, servindo como padrdo parao local de afericéo
dos DAP e DLL nos membros posteriores dos ratos.

Afericdodosdiametr osanter o-posterior (DAP)
elatero-lateral (DLL) domembroposterior dosratos

A afericdo do DAP e DLL também se realizou
com paquimetro digital. Essas medidas serviram para
calcular adreado local de mensuracdo dos diametros,
avaliando-se, assim, a evolucdo do edema pela
comparacdo dos DAP, DLL e da &ea do membro
posterior direito do animal antes da injecéo de &cido
acético no musculo gastrocnémico direito, que sdo 0s
padrdes, com a evolugcéo do edema do membro
posterior direito nos dias subseqlientes a injecéo de
acido acético. A medicdo dos didmetros do membro
posterior direito do animal foi realizada em todos os
dias do experimento, sob anestesia, até o dia da
eutanasiado animal e anotados no protocol o detrabalho.

Para assegurar que o crescimento dos ratos ou
gue o ganho de peso influenciassem na afericéo dos
DAP e DLL, a medicdo do tamanho do membro
posterior erarealizadatodos os dias.

Inducdo demiosite

Aindaduranteaanestesia, no diazero, foi redlizada
aassepsiacom poliviniliodopirrolidona(PVPl) daregido
depilada no membro posterior direito do animal e
injetados 0,2ml de &cido acético a 1% com agulha
hipodérmica e seringa de insulina no musculo
gastrocnémico direito (BRITO ecal., 2004).

Aplicacdodotratamento

Realizado em todos os grupos, excluindo-se o
grupo acido acético (GAA). Nesses grupos, o
procedimento foi realizado todos os dias, desde o dia

RESULTADOS

zero do experimento, imediatamente apds a inducdo
damiosite, até o diada eutanasiade cadaanimal.

O equipamento de ultra-som utilizado foi o Ultra
Som Sonacel Plus 1 MHz da BIOSET (Industria de
TecnologiaEletronical tda), sendo aéreado transdutor
de 0,5 cm? e o didmetro da ponta do transdutor de 0,8
cm. O aparelho foi calibrado em balanga radiométrica
Ultrasound Power Meter UPM DT-10 marca OHMIC
com precisdo de +/- 20mW.

Utilizada uma intensidade de 0,2W/cm?,
freqiéncia de IMHZ e regime continuo durante um
minuto.

Eutanasia

Realizada com inalacdo de éter etilico em
ambiente saturado no dia determinado para cada
subgrupo (2°, 5°, 7°, 10° e 14° dia) de todos 0s grupos
(GAA, GUS, GUSD, GUSA, GUSC e GUSAC,).

Bidpsia

Apbs a eutandsia, 0 musculo gastrocnémico do
membro posterior direito de cadaanimal foi dissecado
e fixado em formol tamponado a 10% por 48 horas.

Analisehistopatol6gica

Os musculos retirados foram encaminhados a
analise histopatoldgica e preparados pelo método da
hematoxilina-eosina(H/E).

Nareferidaandlise foram observados parametros
gue serviram de comparagcdo entre 0s grupos para a
verificagdo daeficaciado tratamento. Essesparametros
foram anotados em protocol o de pesquisa contendo os
seguintes dados:

-Necr ose: auséncia ou presenca;

-Tecido de granulacéo: ausénciaou presenca;
-Fibrose: ausénciaou presenca;

-Edema: ausénciaou presenca;

-Infiltrado inflamat6rio: ausénciaou presenca,
e, se presente, classificado em mononuclear,
polimorfonuclear ou misto.

Quadrol - Médiada area do membro posterior direito dos ratos submetidos amiosite no Laboratério de Cirurgia Experimental em

2004
GRUPOS Area média do membro posterior direito

Dia 02 Dia 05 Dia 07 Dia 10 Dia 14
GAA 228.5 175.9 164.7 163.8 146.1
GUSD 227.7 177.9 155.7 145.4 133.2
GUSA 245.7 183.0 153.8 160.7 149.5
GUSC 256.9 187.6 158.3 145.6 150.2
GUSAC 229.0 182.1 170.3 138.0 142.6

FONTE: Protocolo de pesquisa
p>0,05 (Qui-quadrado)
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TABELA | — Presenca ou auséncia de necrose no membro posterior dos ratos submetidos a inducdo de miosite no Laboratério de
CirurgiaExperimental em 2004

NECROSE
GRUPO PRESENCA AUSENCIA
Freqiiéncia % Freqiiéncia %

AA 1 6,7 14 93,3
US 3 20,0 12 80,0
USD 2 13,3 13 86,7
USA 3 20,0 12 80,0
USC 3 20,0 12 80,0
USAC 3 20,0 12 80,0

TOTAL 15 16,7 75 83,3

FONTE: protocolo de pesquisa
F> 0,05 ( Qui-quadrado)

TABELA Il — Presenca ou auséncia de tecido de granulagdo no membro posterior dos ratos submetidos a indugdo de miosite no
Laboratdrio de Cirurgia Experimental em 2004

TECIDO DE GRANULACAO
GRUPO PRESENCA AUSENCIA
Freqiiéncia % Freqiiéncia %

AA 11 73,3 4 26,7
US 12 80,0 3 20,0
USD 10 66,7 5 33,3
USA 13 86,7 2 13,3
USC 12 80,0 3 20,0
USAC 13 86,7 2 13,3

TOTAL 71 78,9 19 21,1
FONTE: protocolo de pesquisa
F= 0,05 ( Qui-quadrado)

TABELA |11 —Presenca ou auséncia de fibrose no membro posterior dos ratos submetidos ainducgéo de miosite no Laboratorio de
CirurgiaExperimental em 2004
FIBROSE
GRUPO PRESENCA AUSENCIA
Freqiiéncia % Freqiiéncia %

AA 10 66,7 5 33,3
US 12 80,0 3 20,0
USD 11 73,3 4 26,7
USA 12 80,0 3 20,0
USC 12 80,0 3 20,0
USAC 13 86,7 2 13,3

TOTAL 70 77,8 20 0202

FONTE: protocolo de pesquisa
P> 0,05 ( Qui-quadrado)
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TABELA IV — Presenca ou auséncia de edema no membro posterior dos ratos submetidos ainducdo de miosite no Laboratério de
Cirurgia Experimental em 2004

EDEMA
GRUPO PRESENCA AUSENCIA
Freqiiéncia % Freqiiéncia %

AA 9 60,0 6 40,0
US 11 73,3 4 26,7
USD 8 53,3 7 46,7
USA 10 66,7 5 33,3
USC 9 60,0 6 40,0
USAC 11 73,3 4 26,7

TOTAL 58 64,4 32 35,6

FONTE: protocolo de pesquisa
F= 0,05 ( Qui-quadrado)

TABELA V — Presenca ou auséncia de infiltrado inflamatério no membro posterior dos ratos submetidos a inducdo de miosite no
Laboratdrio de Cirurgia Experimental em 2004

INFILTRADO INFLAMATORIO

GRUPO PRESENCA AUSENCIA
Freqiiéncia % Freqiiéncia %

AA 13 86,7 2 13,3
US 15 100 0 0,0
USD 12 80,0 3 20,0
USA 13 86,7 2 13,3
USC 13 86,7 2 13,3
USAC 15 100 0 0,0

TOTAL 81 90,0 9 10,0

FONTE: protocolo de pesquisa
P> 0,05 ( Qui-quadrado)

TABELA VI —Classificacéo doinfiltrado inflamatério no membro posterior dos ratos submetidos ainducéo de miosite no Laboratério
de Cirurgia Experimental em 2004

CLASSIFICACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

GRUPO MONONUCLEAR MISTO
Freqiiéncia % Freqiiéncia %
AA 12 80,0 1 6,7
US 14 93,3 1 6,7
USD 12 80,0 0 0,0
USA 12 80,0 1 6,7
USC 12 80,0 1 6,7
USAC 14 93,3 1 6,7
TOTAL 76 84.4 5 5,5

FONTE: protocolo de pesquisa
F= 0,05 ( Qui-quadrado)
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DISCUSSAO

A inflamac&o é definida como umaresposta dos
tecidos vivos vascularizados a uma agressao local,
podendo ser desencadeada por uma infeccéo
bacteriana, por agentes fisicos, substancias quimicas,
tecido necrético e reagdes imunol dgicas 22,

Muitas das respostas vasculares e celulares da
inflamacdo sdo mediadas por fatores bioquimicos
oriundos da a¢do do estimulo inflamatério sobre o
plasmaou sobre célulasteciduais. Tais mediadores, ao
agirem em sequéncia, influenciam a evolugéo do
processo inflamatério, podendo até gerar isquemia
e necrose tecidual, eventos do processo cronico da
inflamacéo 22,

Para que se comprove o €efeito antiinflamatério
de determinada droga apds o0 seu uso tépico ou
sistémico em estudos experimentais, € de fundamental
importancia a inducdo do processo inflamatério,
existindo relatosliterarios que utilizam o &cido acético
(CH,-CO,H) como um indutor de inflamagao .

O acido acético € um irritante cutaneo primério
que pode produzir eritemas e queimaduras. A literatura,
ainda, relata aplicacdo ampla do model o experimental
proposto por Nucpuerson e Feiffe (1978)%, o qual
utiliza &cido acético nainducdo deinflamagao do trato
digestivoinferior, gerando colitedifusae ulcerativaem
ratos. Também, existem relatos da utilizagdo desta
substancia no rastreamento de célul as cancerigenas no
colo do Utero de mulherest.

Entretanto, estudos experimentai s que envolvam
autilizagdo de &cido acético como indutor do processo
inflamatério muscular, especificamente, ndo foram
encontrados, sendo realizado método experimental
piloto, injetando-se no membro posterior dosratos, 0,1
ml de &cido acético a 1% e conseguindo-se induzir
processo inflamatorio.

No presente estudo, se optou pelaverificagdo da
eficaciado tratamento destamiositeinduzidautilizando-
se a fonoforese dos 6leos de andiroba e copaiba, uma
vez gque afonoforese € um método muito utilizado na
prética didria do fisioterapeuta, principalmente para
acelerar a cicatrizacéo de tecidos moles e como
facilitador dapenetracdo de drogas nostecidos com uso
tépico .

Oregimedeondas utilizado naterapiaultra-sonica
aplicada foi o de regime continuo, de acordo com os
estudos de Gould (1993)*; Guirro e Guirro (2003)%,

gue indicam tal pulso naterapia por fonoforese.

Destaforma, preconizou-se estudo experimental
para determinar em que condicdes o0s 6leos tornam-se
eficazes. Para isso, se estabeleceram padrdes para se
avaliar os efeitos da fonoforese desses 6leos no
tratamento da miosite induzida em ratos, observando
as medidas dos diametros antero-posterior, latero-
lateral, a multiplicacdo destes diametros que
corresponde a area do local aferido, e a presenca ou
auséncia de alteracfes histol6gicas como necrose,
tecido de granulagdo, fibrose, infiltrado inflamatdrio e
edemat®.

Escolhidos parametros histoldgicos como
primordiaisparaseavaliar aeficaciado tratamento, pois
foram mais facilmente observados no projeto piloto
realizado e apresentaram resultados mais confidveis.
Porém, o autor sugere que a avaliacdo macroscopica
sejacompletada com a utilizagdo de um pletismometro
para a demonstracdo de resultados mais completos no
que diz respeito a avaliagéo da evolucéo do edema no
membro posterior dosratos. Estetipo de avaliagdo ndo
foi demonstrado nosresultados, poissetevedificuldade
naaguisicdo de um pletismdmetro paraarealizacdo do
trabalho e o pletismdémetro artesanal construido pelo
autor nao apresentou resultados confiaveis para a
realizacéo dapesquisa.

Ao avdiar o membro posterior direito dosanimais
macroscopi camente, observou-se apenas umaevolugdo
natural do processo com reducéo da area do membro
posterior direito de forma semelhante em todos os
grupos (QUADROV).

Quando se analisou 0s parametros
histopatol 6gicos, percebeu-se que em nenhum deles
encontrou-se diferenca, estatisticamente, significante
entre osgrupos estudados (TABELASI, I, 11,1V, V e
V1), sugerindo que, ou a amostragem utilizada na
metodol ogia da pesquisafoi pequena, ou o tratamento
n&o se mostrou eficaz.

Optou-se por utilizar napesquisaafonoforesecom
diclofenaco dietilaménio no intuito de comparar sua
acao com ados fitoterapicos, umavez que Brasileiro,
Alves e Escossia (2003)*, em seus estudos, mostraram
que estadroga € amais utilizada (92%) nasclinicas de
Natal (Rio Grande do Norte), e que sua utilizacéo é
superior a90% nas clinicas do Rio de Janeiro (RJ)*.

Relatado, em recentes estudos como os de Windt
e col. (1999) apud Parizotto, Koeke, Moreno e
Lourencin (2003)%, n&o houve evidéncias,
estati sticamente, importantes dos resultados da terapia
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ultra-sdnica, bem como a andlise estatistica dos dados
dapresente pesquisa. Talvez aausénciadesignificancia
estatisticaencontradanosresultadostenhaocorrido pelo
tempo de aplicacdo do ultra-som de um minuto utilizado
na pesquisa, assim como o0 regime de ondas
ultrassonicas adotado, pode néo ter sido o mais
adequado. N&o se deve descartar a hipétese de uma
amostragem peguena e a possi bilidade das drogas néo
terem sido absorvidas pel ostecidos do animal submetido
a0 processo inflamatériolocal, poisparatodos osgrupos
os resultados equipararam-se. Além disso, pode ter
ocorrido agum outro fator n&o identificado pelosautores
gueinfluenciou osresultados, o que requer maisestudo
e continuidade da pesquisa.

Os autores recomendam que esta linha de
pesquisatenha continuidade, poisjahaum trabalho de
base feito onde se verificou a inducdo da miosite no

membro posterior de ratos (BRITO e col., 2004)2,
Deve-se também avaliar mais detalhadamente o poder
antiinflamatério dos 6leos de andiroba e copaiba
associ ados afonoforese como no presente estudo, sendo
indicado pelo autor o estudo isolado dafonoforese dos
Oleos de andiroba e copaiba, utilizando uma
amostragem, proporcionalmente, maior que a deste
trabalho, assim como, a utilizagdo de um pletismémetro
paraseavaliar o volume do membro posterior dosratos
e principamente a aplicacdo do UST por um tempo
superior a1 minuto.

CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada, as
fonoforeses dos 6leos de andiroba e copaiba ndo
apresentaram resultados estati sticamente significante na
reducdo da miosite induzida em ratos, quando
comparadas aos grupos controle e padréo do estudo.

SUMMARY
ANDIROBA AND COPAIBA OILSEFFECT ININDUCED MIOSITISIN RATS!

MarcusViniciusHenriquesBRITO, RosaCostaFIGUEIREDO, Marceo Luiz Couto TAVARES, Tiago SantosSILVEIRA e
Gabrid CANTANHEDE

Objective: this paper aims to evaluate the topic effect of Andiroba and Copaiba oils in treatment of miositis
induced in rats. Method: it was used 90 rats (Rattus norvegicus albinus) Wistar inbreed, female, adults, from 190
to 240g. These animals were put into 6 groups of 15 according to the respective procedure in each group: Acetic
acid group (no treatment), ultrasound (water based gel phonophoresis), Diclofenac group (dietilammonium
diclofenac phonophoresis), andiroba group (andiroba phonophoresis), copaiba group (copaiba phonophoresis),
andiroba and copaiba (andiroba and copaiba phonophoresis). It was performed phonophoresis therapy in all
animals after injection of 0,2ml of acetic acid in posterior right limb, except in acetic acid group which didn’t
receive treatment with phonophoresis of correspondent drugs in each group. In the period of two, five, seven, ten
and fourteen days, 3 rats from each group were submitted to euthanasia to evaluate evolution of inflammatory
process, with right gastrocnemius muscles biopsy sent to histopathological analyses and results sent to statistical
analyses that used Chi-square, Chi-square part and Kruskal Wallis (p d” 0,05). Results: there were no differences
statistically significant among studied groups under used methodology, with all groups presentig similar results
eiher on edema diary evolution and histopathological aspect. Conclusion: andiroba and copaiba oil’s
phonophoresis didn’t achieve statistically significant results in reduction of miositis induced in rats, according to
the used methodology.

KEY WORDS: andiroba, copaiba, miositis, phonophoresis, rats.
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