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RESUMO

Introdugdo: A tendinopatia provoca uma redugdo nas atividades laborais e
ocupacionais da pessoa que é acometida por esse mal, o que gera alto impacto na
qualidade de vida. A terapéutica farmacologica para este tipo de lesdo ainda € adstrita
ao uso de analgésicos, anti-inflamatérios que apresentam efeitos adversos e alto
custo financeiro. Objetivo: Avaliar o uso do 6leo de Copaifera langsdorffi Desf. e/ou
associacdo com Arnica montana L. na inflamacao no tendado de calcaneo. Método: E
um trabalho experimental in vivo, realizado com Rattus norvegicus, adultos com a
tendinopatia induzida por injecéo intratendinosa de colagenase. Estes animais foram
distribuidos de forma randomizada em grupos de acordo com o respectivo tratamento
terapéutico (n=5/grupo): Grupo Sadios; Grupo CTL (Controle negativo); Grupo MLX
(Meloxicam); Grupo OCPB- (Copaifera langsdorffii Desf); Grupo A.M.- (Arnica
montana L); Grupo OCPB + A.M (Copaifera langsdorffii Desf. + Arnica montana L). As
avaliagdes da terapia utilizada se deram através da medida da espessura do tendéo,
déficit de sustentacido de peso na pata ipsilateral, teste de deambulacido espontanea,
dosagem de citocinas, os aspectos histopatolégicos do tendao e analise da proporgéo
de colageno tipo | e lll. Resultados: O 6leo de Copaifera langsdorffi Desf. em dose
unica ou associada com Arnica montana L. apresentou uma melhora na distribuicdo
de peso sobre a pata afetada quando comparado ao controle negativo, durante todo
o tratamento, chegando ao final do tratamento com o aumento médio de distribuicdo
sobre a pata afetada do grupo tratado A.M 50 mg/kg (52,21%), Grupo OCPB 50 mg/kg
(48,60%) e da OCPB + A.M (50,17%). A administracdo oral do o6leo Copaifera
langsdorffii Desf (50 mg/kg) em dose unica diaria e combinada promoveu a redugao
da espessura na inflamacao do tendao calcaneo de 95% e a dose combinada reduziu
92%. Na avaliagdo da deambulagao espontanea, houve um aumento na velocidade
média dos animais tratados com Copaifera langsdorffii Desf. e dose associada
estatisticamente significante (34,20%). A analise das citocinas, os animais tratados
com a associacado Copaifera langsdorffii Desf. e Arnica montana L. apresentou uma
reducao significativa na IL-13. Na analise histolégica n&do apresentou diferenga na
comparagao quanto aos parametros de Inflamagao e neoangiogénese tendinea entre
os grupos. Contudo, nos parametros de arranjo das fibras tendineas e
arredondamento do nucleo dos fibroblastos observou-se que nos tratamentos com
Oleo de Copaifera langsdorffii Desf. em dose Unica e associagao, apresentaram uma
reducao nos parametros de arranjo das fibras tendineas comprovando regulagao
positiva na remodelagao do tecido. Na analise do tecido tendineo dos animais tratados
com Copaifera langsdorffii Desf verificou-se fibras colagenas mais compactas.
Conclusao: O dleo de Copaifera langsdorffii Desf.e associagao com Arnica montana
L, apresenta melhora do tecido tendineo nos parametros de arranjo das fibras
tendineas da hipercelularidade, um no arredondamento do nucleo dos fibroblastos e
aumento na propor¢ao de colageno, evidenciando assim um efeito anti-inflamatario.

Palavras-chave: Inflamagéo; Analgésico; Tendinopatia; Tenddo de calcaneo;
Fitoterapia.



ABSTRACT

Introduction: Tendinopathy causes a reduction in the labor and occupational activities
of the person affected by this disease, which generates a high impact on their quality
of life. Pharmacological therapy for this type of injury is still restricted to the use of
analgesics and anti-inflammatories that have adverse effects and high financial cost.
Objective: To evaluate the use of Copaifera langsdorffi Desf. oil and/or association
with Arnica montana L. in the inflammation of the Achilles tendon. Method: This is an
in vivo experimental study, carried out with adult Rattus norvegicus with the disease
induced by intratendinous injection of collagenase. These animals were randomly
distributed into groups according to the respective therapeutic treatment (n=5/group):
Healthy Group; CTL Group (negative control); MLX Group (Meloxicam); OCPB- Group
(Copaifera langsdorffii Desf.); A.M.- Group (Arnica montana L.); OCPB + A.M Group
(Copaifera langsdorffii Desf. + Arnica montana L). The evaluations of the used therapy
were made through the measurement of the tendon thickness, weight-bearing deficit
in the ipsilateral paw, spontaneous ambulation test, cytokine analysis,
histopathological aspects of the tissue and analysis of the proportion of collagen types
| and lll. Results: Copaifera langsdorffi Desf. oil in a single dose or associated with
Arnica montana L. showed an improvement in the weight distribution on the affected
paw when compared to the negative control, throughout the treatment, reaching the
end of the treatment with the average increase in distribution on the affected paw of
the treated group A.M 50 mg/kg (52.21%), OCPB 50 mg/kg Group (48.60%) and OCPB
+ A.M (50.17%). Oral administration of Copaifera langsdorffii Desf. oil (60 mg/kg) in a
single daily dose and combined promoted a 95% reduction in the thickness of the
Achilles tendon inflammation, and the combined dose reduced it by 92%. In the
evaluation of spontaneous ambulation, there was a statistically significant increase in
the average speed of animals treated with Copaifera langsdorffii Desf. and the
associated dose (34.20%). Cytokine analysis showed a significant reduction in IL-13
in animals treated with the Copaifera langsdorffii Desf. association and the association
with Arnica montana L.. Histological analysis showed no difference in the comparison
regarding the parameters of inflammation and tendon neoangiogenesis between the
groups. However, in the parameters of tendon fiber arrangement and rounding of the
fibroblast nucleus, it was observed that in treatments with Copaifera langsdorffii Desf.
oil. in a single dose and in combination, showed a reduction in the parameters of
tendon fiber arrangement, proving positive regulation in tissue remodeling. In the
analysis of the tendon tissue of animals treated with Copaifera langsdorffii Desf., more
compact collagen fibers, oxygenated cells and cells rich in collagen were observed.
Conclusion: Copaifera langsdorffii Desf. oil in combination with Arnica montana L.
presents an improvement in tendon tissue in the parameters of tendon fiber
arrangement of hypercellularity, a rounding of the fibroblast nucleus and an increase
in the proportion of collagen, thus evidencing an anti-inflammatory effect.

Keywords: Inflammation; Analgesic; Tendinopathy; Achilles tendon; Phytotherapy.
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1 INTRODUGAO

A tendinopatia (TP) € uma condigao de preocupacgao crescente no ambiente
clinico, afetando individuos de todas as idades e niveis de atividade fisica, incluindo
atletas, trabalhadores e idosos. Estima-se que represente cerca de 45% das lesdes
musculoesqueléticas no contexto clinico (Jesus et al., 2019; Lopes Silva et al., 2020;
Charles et al, 2023).

A TP pode envolver inflamagao, degeneragdo ou até ruptura dos tenddes,
sendo causada por traumas agudos ou pelo esforgo repetitivo ao longo do tempo.
Essas alteragbes comprometem a funcionalidade do tenddo e podem impactar
significativamente na qualidade de vida (Stoychev et al., 2020).

Fisiologicamente, sob condi¢des inflamatdrias, a TP proporciona a migragao de
células (macréfagos) derivadas de mondcitos sanguineos ou tecidos circundantes,
que induz a remogdo dos fragmentos da matriz extracelular (MEC) de um tend&o
lesionado, a partir, da liberagao de citocinas e fatores de crescimento que tendem
afetar a homeostase do tendado (Nogueira; Furtado; Bastos, 2015; Jesus et al., 2016;).

As lesdes em tenddes sdo comuns na populacdo, especialmente no esporte
devido ao aumento repentino de estresse no local, podendo comprometer seriamente
as suas atividades laborais, vida diarias e ocupacionais. A TP de calcaneo é
considerada uma das lesdes mais frequentes por uso excessivo do tornozelo, comum
entre pessoas que praticam corridas e esportes, aproximadamente 24% (Pabon;
Naqvi;2023). Sendo 6% para a populagdo em geral, incluindo idosos, 0 que leva ao
impacto na qualidade de vida, em decorréncia da redu¢ao da mobilidade e dor (Lopes
Silva et al., 2020; Malliaras, 2022).

O tratamento da TP do calcaneo pode ser classificado em abordagens
conservadoras e cirurgicas, considerando se aguda ou cronica. (Pabon; Naqvi; 2023).
Diversas opgdes de tratamento nao cirurgico estdo disponiveis para individuos com
tendinopatia de calcaneo, incluindo fisioterapia com exercicios excéntricos, terapia a
laser, crioterapia, ultrassom terapéutico e uso de drteses. Além dessas abordagens,
também sao utilizados tratamentos farmacolégicos, como anti-inflamatorios néo
esteroides (AINEs), e terapias biologicas. Embora os AINEs sejam comumente
prescritos, a TP de calcaneo nao é considerada uma condicao inflamatdria classica.

Apesar de proporcionarem alivio temporario da dor, esses medicamentos néao
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promovem uma recuperacao duradoura do tenddo e podem causar efeitos adversos
(Aicali et al, 2020; Ko et al, 2023).

Nesse contexto, os produtos naturais tém se destacado como uma alternativa
terapéutica amplamente utilizada no tratamento da tendinopatia do tendao calcaneo.
Os produtos naturais vém sendo cada vez mais adotados globalmente, devido ao seu
potencial terapéutico e a crescente preferéncia por abordagens menos invasivas e
com menores efeitos colaterais. Sua popularidade deve-se a diversos fatores, como a
facilidade de acesso, a possibilidade de aquisicao sem prescricdo médica, elevada
biocompatibilidade e eficacia comprovada no tratamento de lesbes
musculoesqueléticas. Essas caracteristicas fazem dos produtos naturais uma opgéao
promissora e acessivel (Sharma et al., 2016; Alvarenga et al., 2020; Grigoriu et al.,
2021).

A utilizacdo das plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengéao
de doengas, é considerada uma das mais antigas praticas da medicina. A ciéncia vem
demonstrando que alguns compostos presentes na natureza possuem elevados
efeitos anti-inflamatérios, regenerativos e antioxidantes (Valli; Russo; Bolzani, 2018;
Alvarenga et al., 2020).

Extraido do tronco de Copaifera langsdorffii Desf. o 6leorresina é considerado
um dos remédios mais populares na medicina complementar e amplamente
empregado na medicina popular no tratamento de diversas afec¢bes. Essa espécie
vegetal € conhecida no Brasil, como copaiba, copaibeira, pau-de-6leo, copauva,
copai, copaibarana, copaibo, copal, marimari e balsamo dos jesuitas (Pieri; Mussi;
Moreira, 2009).

O 6leo de copaiba é um produto natural, descrito como um liquido transparente
onde apresenta cor e viscosidade variaveis. Formado por uma parte sélida, resinosa
nao volatil, possui em sua composicdao os terpenos das classes dos acidos
diterpénicos,  sesquiterpenos  oxigenados  (alcoois) e  hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, 0os quais sao caracterizados também pela agao anti-inflamatdria.
(Pieri; Mussi; Moreira, 2009; Cardinelli et al., 2023; Caputo et al., 2024).

Outro produto natural de grande relevancia na sociedade € Arnica montana L.
utilizado em forma de tintura, pomada, creme, gel e comprimidos (Padua et al., 2012;
Schmidt, 2023). Arnica montana L. atua sobre os macrofagos no reparo e regeneragéo
de tecidos, o qual pode atuar sobre a interleucina-4 (IL-4), acelerando a regulagéo

quanto as caracteristicas funcionais, tais como: a regulagdo imune, cicatrizagcdo de
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feridas e remodelagao de tecidos (Padua et al., 2012; Chanput et al., 2013; Chanput;
Mes; Wichers, 2014; Sutovska et al., 2014; Marzotto et al., 2016; Olioso et al., 2016;
Sharma et al., 2016).

Refletindo sobre como o processo da dor afeta a populagdo, com seus
prejuizos fisicos, emocionais e percebendo como a TP esta presente no meio
académico e clinico, este tema foi o escolhido para ser abordado pelo grupo de
pesquisa do Laboratério Experimental para o Estudo da Dor (LEED). Além de ressaltar
que segundo os dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS) em 2021, uma a
cada 100 pessoas sofrem com algum tipo de tendinopatia.

Tendo em vista as explanagdes citadas anteriormente, este estudo defende a
importancia da utilizacao de terapias baseadas no emprego dos recursos naturais, e
ainda considerando que, déficit de pesquisas na literatura vigente acerca do do 6leo
Copaifera langsdorffii Desf. e associagdo com Arnica montana L. no tratamento da
tendinopatia, este estudo busca analisar o uso isolado e em associagdo do dleo de
Copaifera langsdorffii Desf. e Arnica montana L, na resposta inflamatéria e

regenerativa em ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos morfoldgicos e fisiolégicos do tendao calcaneo

O tenddo é classificado histologicamente em tecido conjuntivo denso
modelado, constituido por fibroblastos e matriz extracelular, cuja fungcéo é transmitir
forga muscular para o osso (Lopes Silva et al., 2020; Nascimento et al., 2020). Dentre
os tenddes, o tendao calcaneo dispde de caracteristicas estruturais importantes, tais
como: 0 mais espesso (6,5 £ 0,8 mm), com uma variagdo de 25% e o mais longo
(cerca de 3-15 cm) do corpo humano (Lopes Silva et al., 2020).

Os tendbdes compdem o sistema musculoesquelético que transmitem a forca
gerada durante a contragdo muscular ao 0sso, para realizagdo dos movimentos.
Apresentando como caracteristicas favorecer a insergao das fibras musculares nas
regides de proeminéncias 0sseas, transmitir a forga advinda do esforgo muscular para
0 0sso, resistir a forgas de tensédo na flexibilidade, armazenar energia propulsora,
funcionar como um dissipador de energia e possibilitar que o musculo nao atrapalhe
o movimento articular (Duek et al., 2014; Hou et al., 2021).

S&o descritos ainda como componentes cilindricos e alongados, envoltos por
uma camada elastica de tecido conjuntivo chamada paratenon. Além de ser
constituido em maior parte por tendcitos e tenoblastos organizados dentro de uma
estrutura de fibrilas de colageno, principalmente tipo | (Von Rickenbach et al., 2021).
Sendo separados por fibroblastos e matriz extracelular, os quais sado constituidos
principalmente por proteinas fibrosas de colageno (28%), que promovem a resisténcia
e forga ténsil do tendao, fibras elasticas (2%), que permitem a elasticidade da estrutura
e agua (70%), que fornece capacidade de deformacdo elastica, além de
glicoproteinas, proteoglicanos e mucopolissacarideos (Duek et al., 2014).

O tendéao calcaneo apresenta vascularizagao limitada e ndo sofre hemorragia
significativa. A transparéncia sanguinea € encontrada principalmente pelo paratenon,
sendo mais abundante na porg¢ao anterior do tendao em comparacdo as porcoes
meédias e posteriores. A por¢gado média, no entanto, possui menor vascularizagao,
especialmente numa area de transicdo localizada entre 2 cm e 6 cm proximo a
insercdo. Essa caracteristica contribui para que o processo de cicatrizagao ocorra de
forma lenta e prolongada. (Knobloch, 2008; Dyce; Wensing; Sack, 2010; Von
Rickenbach et al., 2021).



20

Os tenddes s&o ricos em colageno, glicosaminoglicanos, proteinas nao
colagenas, células e agua. Cerca de 90-95% de suas células sdo tenoblastos e
tendcitos, que se alinham entre os feixes de fibras de colageno. Os tenoblastos,
células fusiformes imaturas e metabdlicas, evoluem para tendcitos, que correspondem
a mais de 70% das células, sendo estes responsaveis pela sintese de proteinas da
MEC e por responder aos estimulos mecanicos (Magra et al, 2007; Millar et al, 2021;
Stanczaka et al, 2024).

O colageno representa até 95% do peso, constituidos em sua maior proporgao
com cerca de 85% de colageno tipo | e 10% de colageno tipo Ill (Dutton, 2010). O
colageno do tipo | € responsavel pela resisténcia e tragdo, assim como, a resisténcia
a deformacgao, enquanto que, o colageno do tipo lll, propicia a durabilidade mecéanica
das estruturas de suporte (Gasior-Glogowska et al., 2010).

O tendéo calcéneo ou tendao de Aquiles como também é conhecido, posiciona-
se no compartimento superficial posterior da perna, constituido pela jungéo tendinea
dos musculos do gastrocnémio e séleo (Figura 1), sendo o mais espesso e forte do
corpo humano, podendo suportar cargas de até 17 vezes o peso corporal (Thorpe et
al., 2015; Lim et al., 2019; Hou et al., 2021). Em geral, o tendao calcaneo tem como
principal finalidade direcionar a forga transmitida pelos musculos gastrocnémio e
s6leo, além de realizar o movimento de flexdo plantar do tornozelo, atuar no controle
durante a contracdo excéntrica para evitar a dorsiflexao excessiva do tornozelo e na
instabilidade ao se locomover (Del Sol; Junge; Vasquez, 2011; Pedowitz; Kirwan,
2013).(Figura 1)
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Figura 1- Representagao da estrutura do tendao de calcaneo
Fonte: https://depositphotos.com/br (2024).

A regido proximal do tend&o calcaneo é constituida por uma estrutura tipica do
tendao e apresenta a fungao de resistir as forcas de tragdo, enquanto que a regido
distal é constituida por dois tipos de estrutura fibrocartilaginosa: a fibrocartilagem que
suporta compressédo e a entesopatias, que sao locais de concentracdo de tensao
mecanica e estao sujeitas a possiveis lesées (Nogueira Junior; Moura Junior, 2015).
A vascularizagao do tendao calcaneo é realizada pela artéria fibular (porcéao lateral) e
pela artéria tibial posterior (medialmente), assim como, pelos ramos da artéria poplitea
(Wolff et al., 2012).

Ainda sobre os aspectos morfologicos e divergindo dos tenddes saudaveis, os
tenddes afetados por alteragdes patoldgicas, podem apresentar células inflamatérias,
como macrofagos e miofibroblastos. As TP resultam da incapacidade de regeneragao
do tendao (Fouda et al, 2017; Winnicki et al, 2020). Diferentes componentes séo
caracteristicos da TP em nivel celular. Ocorre o aumento do colageno tipo lll, os
fibroblastos do tendao apresentam um aspecto arredondado ao contrario de achatado
e geralmente sao distribuidos de forma irregular por todo o tecido (Freedman et al.,
2014). (Figura 2)
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Figura 2 - Representacéo das caracteristicas morfoldgicas do tendao saudavel e com tendinopatia
Fonte: Adaptado de Scott, Huisman e Khan (2011).

2.2 Tendinopatia

As terminologias utilizadas para nomear as lesbes musculoesqueléticas muitas
vezes nao sao bem empregadas, uma vez que a origem das lesdes nao é identificada
corretamente (Smallcomb et al., 2022).

O termo tendinopatia refere-se a uma condicdo musculoesquelética que afeta
os tenddes do corpo humano, como os tenddes patelar, de Aquiles e do manguito
rotador, além de tecidos adjacentes. Todos os tenddes estdo suscetiveis a alteragbes
tendinopaticas, dependendo das condicbes e demandas a que sao submetidos
(Franceshi et al., 2014; Millar et al., 2021). Desta forma, trata-se de um termo
abrangente que inclui diversas alteragdes que afetam os tenddes, como a tendinite
aguda e a tendinose crénica, englobando aspectos adversos, degenerativos ou uma
combinagao de ambos (Stoychev et al, 2020).

Em relagéo as lesdes em tenddes, as discordancias nos termos utilizados e no
tratamento, resultam do fato da patologia e a fisiopatologia ainda serem uma questao
de estudo e debate (Reider, 2021). Existem termos de definicbes das nomenclaturas
denominadas: tendinites (presenca de inflamagdo em resposta a lesdo), tendinose

(degeneracéo tendinea em virtude da lesdo, com auséncia de processo inflamatério)
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e tenossinovite (presenca de inflamagéao, espessamento da bainha do tendao e fibrose
do tendao) (Dakin; Dudhia; Smith, 2014; Scott et al., 2020; Rajeev et al, 2024).

Em virtude do aumento das lesbes musculoesqueléticas, estudos revelam que
ao longo da vida cerca de 6% da populagéo apresentara TP do tendao de calcaneo.
Além disso, a taxa especifica da TP do calcaneo foi estimada em 2,35 casos por 1.000
em individuos entre 21 e 60 anos (Lemme et al, 2018; Pabon et al, 2023).

Além dos fatores de risco mencionados anteriormente, as doencas sistémicas,
alteracdes genéticas e historico familiar, juntamente com o uso de antibiéticos da
classe das fluoroquinolonas, em destaque, ciprofloxacina e corticosteroides estao
relacionados ao desenvolvimento da tendinopatia (Aicale et al, 2020; Silbernagel et al,
2020).

As tendinopatias ocorrem com maior frequéncia nas extremidades superiores,
geralmente associadas a atividades laborais, enquanto nas extremidades inferiores,
estdo mais frequentemente relacionadas a pratica de esportes (Ackermann et al.,
2023). (Figura 3).

Ombro
* Manguito rotador

tendoes (5,5%) e
Cotovelo
* Extensor comum
e origem (0,7%)
* Flexor comum
Quadril origem (0,6%)
* Gliteos —
tenddes (4,2%)
Joelho
. <« — « Patela
tendao (1,6%)
Pé e/ou tornozelo
« Tenddo de Aquiles (2,4%)
* Peroneal ou posterior —>
tenddes tibiais (2,4%)

Figura 3 - Principais locais com maior incidéncia de diferentes tipos de tendinopatia
Fonte: Adaptado de Millar et al. (2021).
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A TP de calcaneo é determinada por dor, perda de fungdo e diminuicdo da
reisténcia ao exercicio, apresentando ainda quadro de inflamagéo, frequentemente
associada a rigidez matinal. Além de presenga de nddulos palpaveis e espessamento
do tendao (edema), caracteristicas que podem ser observadas durante uma avaliagéo
clinica (Tan; Chan, 2008; Ko et al, 2023).

No exame clinico & necessario realizar a analise de ambas as extremidades
inferiores, contemplando testes fisicos de forga muscular dos grupos musculares
superficiais posteriores bilaterais, avaliagao da articulagao subtalar e da amplitude de
movimento do tornozelo, conjuntamente com a observagao da posigao do pé durante
a postura e na marcha. Testes especificos, como o "sinal do arco doloroso" e o teste
"Royal London Hospital” (RLH), sdo comumente utilizados na TP do calcaneo
localizado na por¢gao média, em decorréncia do espessamento do tendao. Durante
esses testes, o tendao se desloca em relagdo aos maléolos durante a flexdo plantar
ativa. No caso de um teste RLH positivo, observe-se uma reducao da sensibilidade
com a monobra de dorsiflexdo passiva (Feilmeier, 2017; Rickenbach et al, 2021).

Exames de imagem, como radiografia simples, ultrassonografia (US) e
ressonancia magnética (RM), sado frequentemente utilizados tanto para auxiliar no
diagnostico da TP quanto para exclusdo de outras patologias musculoesqueléticas
(Aicali et al, 2020; Mahan et al, 2020).

2.3 Fisiopatologia das tendinopatias

As lesdes tendineas podem ser classificadas como agudas ou crénicas,
possuindo uma etiopatogenia considerada multifatorial, resultado de fatores
intrinsecos, como idade, estrutura corporal, nutricdo, doengas metabdlicas e genética,
ou de fatores extrinsecos, como excesso de carga, fadiga, sobrecarga, desuso e micro
trauma cumulativo. Em casos de trauma agudo, os fatores extrinsecos séao
predominantes, enquanto nas lesdes crbnicas, os fatores intrinsecos também
desempenham um papel significativo. Embora esses fatores estejam associados ao
desenvolvimento da patologia por sobrecarga dos tenddes, ndo ha uma relagéao
claramente definida (Aicale et al., 2020; Rickenbach et al., 2021).

A carga mecanica empregada nas atividades diarias, bem como, o uso
excessivo em movimentos especificos, aumento na amplitude de dorsiflexdo do

tornozelo, redugcao da forca dos flexores plantares, além de fatores biomecanicos,
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como o retropé prolongado pronado e o antepé em varo, estdo associados a uma
maior probabilidade no desenvolvimento na lesdo do tendao de calcaneo. Além disso,
a redugao do suprimento sanguineo na regiao do tendao, pode tornar o tendao mais
suscetivel a lesdes por esforgos, fazendo com que esteja mais propicio a apresentar
uma reabilitacdo demorada, podendo variar de semanas até meses, impactando
negativamente a qualidade de vida dos individuos (Tan; Chan, 2008; Nogueira Junior;
Moura Junior, 2015).

A TP apresenta como principais caracteristicas patoldgicas, a degeneragao
mucoide, comprometimento na estrutura da fibrila de colageno paralela, presenga de
neovasos, alteragdes na proporgéo de colageno tipo Ill para tipo | e apoptose (Millar
et al, 2017).

A patogénese da TP é complexa, e diversas teorias foram desenvolvidas para
explicar seus mecanismos. A “Teoria Mecanica” sugere que a sobrecarga mecéanica,
resultante de tragdo ou compresséao repetitiva, provoca alteragbes degenerativas no
tenddo. A Teoria Inflamatéria aponta que os processos inflamatérios desempenham
um papel central nas alteragdes patoldgicas do tendado. Por sua vez, a “Teoria da
Apoptose” associa a carga repetitiva e o estresse oxidativo ao desenvolvimento de
lesbes degenerativas, caracterizadas pela aquisicdo de fenotipo cartilaginoso e
ativacao de metaloproteinases (Millar et al., 2021).

Alguns estudos relatam especificamente, ao menos, trés estados patolégicos
do tendao (Cook; Purdam, 2009). Com isso, o “Modelo Continuo de Tendinopatia”,
atualmente o mais utilizado, descreve a progressdo da doenca em trés estagios
interligados. No inicio (fase reativa), os tendcitos apresentam uma resposta
proliferativa e metaplasica como consequéncia a sobrecarga mecanica,
caracterizando-se pela auséncia de inflamagao. O segundo momento (degradagao) é
marcado pela ativagdo de condrécitos e miofibroblastos, que iniciam processos de
reparo. Ha aumento da producdo de proteoglicanos e colageno, levando ao
espessamento do tendao. Finalmente, na fase trés (degenerativa), ocorre a apoptose
dos tendcitos, acompanhada pela remodelagdo da matriz extracelular e do colageno,

caracterizando uma condigao irreversivel (Wasker et al, 2023). (Figura 4).
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Figura 4 — Estagios da tendinopatia segundo modelo continuo.
Fonte: Adaptado de Mohindra et al (2022).

Com isso, as células tendineas, conhecidas como tendcitos respondem aos
estimulos externos regulando a sintese e a alternancia dos componentes da MEC,
permitindo a adaptagcdo funcional do tenddo em resposta a carga mecanica
modificada. Uma vez que os tendcitos tornam-se ativadas em resposta a estimulos
patolégicos e liberam citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-13 (IL-18), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e prostaglandina E2 (PGE2). Essas moléculas
promovem um desequilibrio na MEC, contribuindo para alteragdes estruturais. Onde
a resposta inflamatdria € acompanhada pela regulagao positiva das metaloproteinases
da matriz (MMPs), como MMP-1 e MMP-13, que degradam o colageno tipo I, principal
componente estrutural dos tenddes, e inibem a sintese de novo colageno. Desta
forma, essas alteragbes comprometem a integridade funcional do tecido tendineo
(Stanczak et al, 2024).

A inflamacgédo neurogénica, mediada pela liberacdo de neuropeptideos por
terminagdes nervosas, € apontada como um mecanismo central na fisiopatologia da
TP, sendo conhecida como a "Teoria Vascular ou Neurogénica". Essa teoria destaca
a formacdo de neovasos e a inflamagao neurogénica como elementos cruciais na
patogénese da condigdo. Embora a neovascularizagao inicialmente atue como um
mecanismo adaptativo, seu excesso pode enfraquecer o tendao, tornando-o mais
suscetivel a rupturas. Por sua vez, estudos reforcam que a inflamagao neurogénica,

mediada por neuropeptideos como a substéncia P e o CGRP (peptideo relacionado
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ao gene da citocina), desempenha um papel significativo na perpetuacdo da dor
cronica e na disfung¢ao do tendao, agravando o impacto funcional (Millar et al, 2021;
Wasker et al, 2023).

A TP é agravada por fatores como a diminuigdo da saturagdo de oxigénio
(hipoxia), refletindo a presenca de acidose local decorrente da inflamacgao instalada.
Paralelamente, ocorre um aumento na proporgao de colageno tipo Ill em relacdo ao
tipo I no tendao lesionado, comprometendo sua estrutura e funcionalidade. (Knobloch,
2008). O colageno tipo lll, depositado de forma desordenada, atua como reparo inicial,
mas sua substituicdo pelo colageno tipo | € essencial para restaurar o arranjo
estrutural e a resisténcia biomecanica. Na TP, esse processo de reparo é
comprometido, resultando no acumulo de colageno tipo lll, fibras desorganizadas e
menor resisténcia, tornando o tendao suscetivel a rupturas. Além disso, ha aumento
de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e agua, conferindo ao tecido uma aparéncia
edemaciada e amorfa (Millar et al, 2017).

Estudos recentes referem que apds a lesao aguda do tendao esta alojada, dar-
se inicio ao processo de cicatrizagao (Leong et al., 2020). Este processo de reparagéo
tecidual tendineo € um evento biolégico complexo que desencadeia uma série de
eventos fisiologicos no intuito de favorecer a cicatrizagdo O reparo tecidual é
constituido por 3 fases: inflamatdria, proliferativa e remodeladora (Tarantino et al,
2023).

Na fase inflamatéria (primeiros dias), ocorre um influxo de leucécitos, os
neutrofilos, macrofagos e mastécitos, séo recrutados para o local da lesdo. Essas
células liberam mediadores inflamatorios, como IL-13, TNF-a e prostaglandinas.
Durante esse periodo, citocinas pré-inflamatérias (IL-18, TNF-a) e metaloproteinases
(MMP-1, MMP-3, MMP-13) sao altamente expressas, promovendo a degradagao
inicial da matriz de colageno, enquanto o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) estimula a angiogénese. Na fase proliferativa (2-3 semanas), ocorre a
proliferagdo e migracdo de tendcitos e fibroblastos para o local da lesdo, onde
depositam colageno tipo lll, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, contribuindo para
a formacéo inicial da matriz extracelular. Além disso, a angiogénese fornece nutrientes
e oxigénio ao tecido em reparo, embora as propriedades biomecanicas ainda sejam
limitadas. Os macrofagos permanecem ativos, desempenhando um papel essencial
na regeneracgao tecidual. Durante a fase de remodelagao (meses a anos), o colageno

tipo Ill € gradualmente substituido pelo colageno tipo I, mais resistente e organizado,
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com as fibrilas se alinhando longitudinalmente, promovendo uma recuperacéo parcial
da forca e elasticidade, enquanto a vascularizagédo diminui. O processo de maturagao
da matriz resulta em tecido cicatricial com propriedades biomecanicas inferiores as de
um tenddo saudavel. (Andarawis-Puri; Flatow; Soslowsky, 2015; Nourissat;
Berenbaum; Duprez, 2015; Tsai; Noedl|; Galloway, 2021).

Em lesbes crénicas, embora o processo de reparagao seja semelhante ao de
lesdes agudas, estudos microscopicos e biomecanicos mostram que o neo tecido
formado é mais fraco devido ao colageno imaturo e mal alinhado. Assim, tenddes
cronicamente lesionados podem se beneficiar de intervengdes cirurgicas (Tarantino et
al, 2023).

Com relagao a diferenca no reparo tecidual entre os tenddes e outros tipos de
tecidos, esta estd diretamente relacionada as caracteristicas estruturais, a
composicao celular e a funcido especifica de cada tecido, fatores que influenciam o
processo de cicatrizacio. Visto que, nos tenddes, o reparo ocorre de forma mais lenta,
levando a formacao de tecido cicatricial que compromete sua funcionalidade. Em
contraste, tecidos como o epitelial e o 6sseo possuem uma maior capacidade de
regeneragcao completa, frequentemente recuperando suas propriedades originais.
Essa disparidade reflete diferengas na estrutura, vascularizacao e fungdes especificas
de cada tipo de tecido (Kumar; Abbas; Aster, 2013; Andrade; Clark; Ferreira, 2014;
Nourissat; Berenbaum; Duprez, 2015; Campelo et al., 2018).

As teorias da patogénese da TP ressaltam a interagao de fatores mecanicos,
inflamatdrios, celulares e neurovasculares no desenvolvimento da condi¢do. Embora
cada teoria fornega perspectivas importantes, a patogénese da TP é melhor
compreendida como um processo multifatorial, no qual essas abordagens se
complementam. De acordo com estudo, uma abordagem integrada é fundamental
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes, que considerem tanto
as alteragdes estruturais quanto os mecanismos subjacentes da disfungéo tendinea
(Millar et al. 2017).
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2.4 Tratamento da tendinopatia

A TP supracitada € uma condi¢cao caracterizada por dor e limitagbes de
movimento. Durante a lesdo, a capacidade dos tenddes de suportar carga fica
comprometida devido a presenga de dor, o que resulta na diminuigdo da carga
aplicada. Essa redugao afeta negativamente as propriedades estruturais e mecanicas
do tendao, prejudicando sua funcionalidade. Assim, o tratamento da TP tem como
principais objetivos aliviar a dor, controlar o processo inflamatério e restaurar a
funcionalidade do tenddo. Com isso, diversas abordagens tém sido propostas para o
manejo dessa condigdo, incluindo estratégias conservadoras, intervengdes
farmacoldgicas e alternativas baseadas em produtos naturais e fitoterapicos.
(Docking; Cook, 2019; Al-Shudiefat et al, 2002; Luo et al, 2023).

Uma vez que a lesdo esta instalada, as estratégias convencionais, incluindo
tratamentos conservadores e farmacologicos, sdo consideradas a primeira linha
terapéutica para a TP do tendao de calcaneo (Pabon et al, 2023).

A terapia conservadora inclui protecao, modificagao da atividade e do uso de
calgcados, além de repouso, crioterapia, compressido, elevagao, e educagao do
paciente, sejam adequados nas fases iniciais da TP do calcaneo, estudos e meta-
analises apontam que o fortalecimento excéntrico oferece beneficios superiores a
longo prazo em comparagdo com uma abordagem passiva. Assim, a base do
tratamento para a tendinopatia do calcaneo é a fisioterapia, com foco na restauracao
da capacidade do tendado de suportar carga. Os protocolos de exercicios variam
dependendo da localizagao especifica da lesdo. No entanto, as inje¢des e terapia por
ondas de choque extracorpoéreas (TOCE), além de terapia a laser de baixa intensidade
(LLLT) sdo também descritas como alternativas de tratamento (Rickenbach et al,
2021; Silbernagil et al, 2020; Smallcomb et al, 2022).

Segundo estudos atuais, os tratamentos biolégicos apresentam abordagens
promissoras para a regeneracao tecidual do tenddo do calcaneo. No entanto, o
plasma rico em plaquetas (PRP), embora rico em fatores de crescimento, nao
demonstrou eficacia superior ao placebo na reducéo de sintomas. Ja o concentrado
de aspirado de medula 6ssea (BMAC) destacou-se no controle da inflamacgéao,
reducao da fibrose e reparacgéo tecidual, onde 92% dos pacientes com rupturas do
tendao calcaneo retornaram ao esporte em 6 meses, sem rupturas. Logo, as células

mononucleares do sangue periférico (PBMNCs), apesar de inovadoras, ainda
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carecem de evidéncias robustas, enquanto os scaffolds, particularmente os enxertos
acelulares, mostraram eficacia no retorno funcional sem complicagbes (Di Matteo et
al, 2015; Pabon et al, 2023).

O tratamento com corticosterdides € amplamente utilizado na pratica clinica
para disturbios cronicos dos tenddes, sendo administrado de forma sistémica ou por
meio de inje¢des locais. Seus efeitos terapéuticos de curto prazo, como a modulagao
imunoldgica e a influéncia na cicatrizagado dos tenddes, frequentemente apresentam
eficacia superior a outros tratamentos. Em um estudo envolvendo 320 ratos
distribuidos em seis experimentos, foi investigado se o efeito do medicamento
dependia do tempo, da dose e da carga aplicada. Os resultados confirmaram que o
tratamento com dexametasona melhora a cicatrizacdo do tenddo de calcaneo,
apresentando  maior eficacia quando administrado durante a fase
proliferativa/remodelacdo inicial. Além disso, os efeitos positivos foram mantidos
mesmo com a redugado da carga diaria e da dose de dexametasona, reforgando a
relevancia dessas descobertas (Dietrich-Zagonel; Aspenberg; Eliasson, 2022).

Contudo, estudos relatam limitagdes significativas no uso dos corticosteroides,
incluindo citotoxicidade, aumento da senescéncia celular, inibigdo na formacéo de
fibrilas de colageno tipo |, através da redugcao da sintese da MCE in vitro, além de
necrose e desorganizagéo das fibras de colageno tipo | e diminuigao das propriedades
mecanicas do tecido in vivo. Esses fatores restringem sua aplicagéo clinica de forma
mais ampla (Dean; Carr, 2016; Ko et al, 2022).

Entre as estratégias conservadoras, os anti-inflamatoérios n&o esteroidais
destacam-se como um dos farmacos mais utilizados para o controle do processo
inflamatdrio. Administrados por via oral ou intravenosa (1V), esses medicamentos sao
prescritos diariamente para aproximadamente 30 milhdes de pessoas, representando
uma abordagem n&o cirdrgica amplamente adotada no tratamento da tendinopatia
(Kim et al, 2022).

Embora alguns estudos indiquem que os AINEs podem auxiliar na cicatrizagao,
outros apontam que eles prejudicam a migracdo e proliferacdo celular,
comprometendo o reparo. Além disso, ao reduzirem a dor, esses medicamentos
podem levar ao agravamento da lesdo, pois os pacientes tendem a ignorar os
sintomas iniciais, atrasando o processo de cicatrizagao (Theodorou; Komnos; Hantes,
2023)
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O mecanismo bioquimico de acado dos AINES esta relacionado a atuagio nas
enzimas ciclooxigenase (COX), onde apresenta duas isoformas denominadas
ciclooxigenase-1 (COX-1) e a ciclooxigenase-2 (COX —2), possuindo desenho distinto
no fator fisioldgicos e patologicos. A COX-1 é descrita como constitutiva, ativa como
protetora gastrica, na homeostase renal e plaquetaria, além de atuar nas respostas
autoimunes, fungdes pulmonares e do sistema nervoso central, cardiovasculares e
reprodutivas. No entanto, a COX-2 é encontrada em grande numero na regiao da
inflamacéao, visto que é induzida pela inflamagdo. Ou seja, durante o processo
inflamatorio COX-2 é encarregada da produgédo das prostaglandinas, que sao
mediadores inflamatérios (Kummer; Coelho, 2002; Bradi et al., 2016; Mucke; Simon,;
Burmester, 2022).

Uma vez que os AINEs atuam na inibicdo da COX-1, este fator pode causar
efeitos adversos, especialmente quando utilizados por longos periodos ou em altas
doses. Entre os principais riscos estdo o desenvolvimento de ulceras estomacais e
intestinais, hemorragias, e disturbios na homeostase vascular e agregacgao plaquetaria
(Figura 5). Outros efeitos colaterais incluem aumento das transaminases hepaticas,
ocorréncia de asma, confusdo mental, hipertensdo e afogamento. Além disso, os
AINEs podem prolongar o tempo de sangramento devido a inibicdo da agregacéo de
trombdcitos. Esses medicamentos sdo contraindicados no terceiro trimestre de
gravidez, pois comprometem o fluxo sanguineo renal, podendo levar a complicagdes

cardiovasculares (Lima et al., 2021; Mucke; Simon; Burmester, 2022).
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Reacoes adversas AINEs
(N=3.400)

= Desconforto gastrointestinal = Dispepsia Reacao cutanea
Edema m Dispneia ® Tortura

® Mudanga Mental = Edema de glote ® Dor de cabega

u Diarréia

Figura 5 - Reacdes adversas dos AINEs
Fonte: Adaptado de Lima et al. (2021).

No tratamento da tendinite de calcaneo, é fundamental contar com uma acéao
anti-inflamatéria prolongada, visando reduzir o processo inflamatério e promover a
reparagao do tenddo. Embora os AINEs sejam amplamente acessiveis, diversos
estudos apontam limitagbes relacionadas a essa classe de medicamentos,
principalmente devido a necessidade de administragdes frequentes, resultantes de
sua curta meia-vida. Diante disso, surge a necessidade de alternativas anti-
inflamatdrias baseadas em substancias naturais, capazes de melhorar o processo de
cicatrizagdo enquanto minimizam os efeitos colaterais associados (Al-Shudiefat et al,
2002; Kim et al., 2022).

Embora existam varias abordagens terapéuticas, nenhuma evidenciou ser
plenamente eficaz a longo prazo, uma vez que os tenddes reparados nao recuperam
totalmente sua forga e funcionalidade (Henrotin et al, 2021). No momento, sao
escassos 0s ensaios clinicos que investigam o efeito de compostos naturais no
tratamento da tendinopatia.

Dentre os tratamentos naturais da TP, as terapias baseadas em produtos
naturais tém ganhado destaque. Os compostos quimicos, derivados de espécies
vegetais, oferecem beneficios como a biocompatibilidade (Cardinelli et al., 2023).

A sociedade tem buscado utilizar compostos de origem natural o que tem

gerado avangos na area cientifica, permitindo o desenvolvimento de recursos vegetais
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reconhecidamente seguros e eficazes que possam justificar esse uso. A énfase nos
estudos das plantas medicinais e sua influéncia na manutengcdo da saude tém
canalizado esforgos para a comprovagao da agao terapéutica (Pieri; Mussi; Moreira,
2009; Grigoriu et al., 2021; Cardinelli et al., 2023).

2.4.1 Copaifera langsdorffii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf. (C. Langsdorffii) pertence a familia Leguminosae-
Caesalpinioideae (Figura 6), sendo comumente conhecida como copaiba. Essa
espécie apresenta grande capacidade de adaptacgéo, crescendo abundantemente em
diversos biomas brasileiros, como Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga e Floresta
Amazobnica. As arvores adultas podem atingir alturas que variam de 2 a 35 metros,
dependendo das condi¢gdes ambientais. Diferentes partes dessa planta contém
compostos quimicos distintos, responsaveis por suas variadas propriedades
bioldgicas (Trindade; Silva; Setzer, 2018; Souza et al, 2019; Frazao et al., 2023).
(Tabela 1).

Tabela 1- Compostos Principais Copaifera langsforffii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf.
Parte da Planta Compostos Principais

Sementes Acidos graxos (palmitico, oleico, linoleico,
araquidico, beénico), cumarinas

Casca dos Frutos Acidos diterpénicos (acido caurendico, acido
polialtico, nivenolideo)

Oleo-Resina (Oleorresina) Sesquiterpenos (B-cariofileno, a-copaeno, [3-
bisaboleno), diterpenos (acido copalico)

Madeira e Folhas Afzelina (Kaempferol-3-O-a-L-
ramnopiranosideo, Quercitrina (Quercetina-
3-0-a-L-ramnopiranosideo); compostos
volateis (variagao na composi¢ao)

Fonte: Lima neto; Gramosa; Silveira, 2008; Ozelin et a./, 2021; Gushiken et al., 2023.
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As espécies de Copaifera sao conhecidas pela oleorresina (OR) extraida de
seus troncos, amplamente utilizada na medicina popular brasileira. Devido as suas
propriedades terapéuticas, a OR pode ser empregada tanto na forma in natura quanto
como produto industrializado, seja por administragdo oral ou para uso tépico (Menezes
et al., 2022).

O dleo de C. langsdorffii € descrito como liquido, transparente e avermelhado,
formado por acidos resinosos e substancias volateis, possuindo um efeito protetor da
mucosa gastrica (Paiva et al., 2004). Quimicamente a OR, é composto por terpenos
das classes de diterpenos (acido caurenodico, caurenol e acido copalico) e por
sesquiterpenos (B-cariofileno, B-bisaboleno e a-humuleno). O B-cariofileno, é um
serquetipeno importante do 6leo de Copaiba,uma vez que atua comobacterecida, na
atividade inseticida, antimicrobiana, anestésica local, anticancerigena, além de ligar-
se ao receptor canabindide 2 (CB2). A ativagao dos receptores CB2 age nos efeitos
anti-inflamatérios em diferentes modelos terapéuticos de inflamagcdo e dor.O B-
bisaboleno tem sido relacionado a acédo antiflamatéria. Por sua vez a o-humuleno
possui agao anti-inflamatérias estimulando a angiogénese, benéfico no processo de
cicatrizagdo (Tobouti et al., 2017; Alvarenga et al., 2020; Urasaki et al., 2020;
Cardinelli et al., 2023; Rodrigues et al., 2023).

Atualmente as pesquisas esclarecem o potencial farmacolégico desta OR, na
prevencao de ulceragao gastrica, protecao gastrointestinal na colite, cicatrizagao de
feridas, doencgas respiratdrias e pele, agindo também como agentes anti-inflamatérios,
antioxidantes, antinociceptivos,ena atividade antifungica (Moura, 2015; Tobouti et al.,
2017; Trindade; Silva; Setzer, 2018).

Um estudo recente, em modelo de asma alérgica aguda em camundongos
analisou os efeitos do 6leo de C. langsdofffii, nos mediadores inflamatérios e na
remodelagao pulmonar. O OR apresentou ser prejudicial a IL-33, aumentou a FOXP3
e modulou as vias FOXP3/GATA3 e FOXP3/STAT3 além de controlar a atividade de
GATA3. Além de apresentar menor fragmentacdo das fibras elasticas, maior
deposicao de colageno na MEC e redugao da hiperplasia de células caliciformes,
favorecendo a reestruturagéo epitelial. Esses resultados sugerem o potencial do do
oleo de C. langsdorffii como alternativa terapéutica para asma alérgica aguda, embora

estudos adicionais sejam necessarios (Caputo et al., 2024).
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Fiura 6 - Copaifera lasdoi Desf
Fonte: https://ffitoterapiabrasil.com.br/planta-medicinal/copaifera-langsdorffii (2024).

Em outro estudo, a formacédo de colite foi induzida em ratos por meio da
aplicacdo de acido acético, seguida da administragdo por via oral de solugdes
contendo acido copalico (CA) e acido caurendico (KA). Ambos os compostos
continham permeabilidade intestinal moderada e demonstraram uma potente acao
anti-inflamatdria atribuida a C. langsdorffii . Além de apresentar a difusédo passiva, que
€ o principal mecanismo que impulsiona sua absor¢ao oral, reiterando o uso popular.
(Mauro et al., 2019). Atribuiundo assim, esta atividade antiinflamatéria ao diterpeno,
acido caurendico, presente na OR, uma vez que esse acido age como inibidor na
atividade de transcricao do NF-kB, uma valiosa molécula envolvida no processo de
ativagao celular na resposta imune inata (Castrillo et al., 2001; Trindade; Silva; Setzer,
2018; Cardinelli et al., 2023).

A OR de C. langsdorffii possui diversas propriedades biolégicas comprovadas,
abrangendo desde atividades antioxidantes e antiinflamatdrias até seu efeito potencial
no tratamento da psoriase e de lesdes provocadas pela leishmania. Como citado
anteriormente, estas propriedades se devem a presenca de varios sesquiterpenos
volateis e a presenga simultdnea de componentes de acidos diterpenos insaturados.
Tendo o acido copalico e acido caurendico como principais desta espécie vegetal,

seguido por abiético acido, acido polialtico, e diterpenos e sesquiterpenos, todos
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embutidos na matriz polimérica de xiloglucana. Estes componentes desempenham
uma agao anti-inflamatoria significativa que age na inibigdo da secregéo de citocinas,
de modo que favorece a interagdo com a via de sinalizacdo do NF-kB. Além disso,
estimulam a liberagcao de mediadores proé-inflamatérios como no TNF-a IL-1(3 e IL-6.
Explicando assim os beneficios terapéuticos distribuidos em estudos in vivo com
administracao tépica ou oral (Gelmini et al., 2013; Rosario; Noleto; Petkowicz, 2017;
Mauro et al., 2019).

2.4.2 Arnica montana L.

Arnica montana L. (A. montana) € uma espécie vegetal herbacea da familia
Asteraceae, caracterizada por um rizoma (caules subterraneos) curto, de formato
triangular e rastejante. Trata-se de uma planta perene com partes aéreas que variam
de 15 a 60 cm de altura e flores amarelas continuas, medindo de 6 a 8 cm de diametro
(Figura 7). Embora todas as partes da planta tenham sido tradicionalmente utilizadas
na fitoterapia, atualmente as cabecas florais sdo as mais utilizadas (Schmidt, 2023).

Originaria de regides de alta altitude, A. montana é nativa das encostas
montanhosas da Europa, do norte da Asia, da Sibéria e das Américas. Também
conhecida por nomes como outono-kraut, leopard's bane, sneezewort e mountain
tobacco, essa planta € amplamente reconhecida como uma importante espécie
medicinal (Kriplani; Guarve; Baghael, 2017).

Na medicina homeopatica A. montana é usada ha séculos no tratamento de
inumeras afeccdes, em destaque, nas contusdes, inflamacgdes, dores musculares e
reumaticas, edema, cicatrizagdo, afec¢cbées bucais, dores estomacais (Blumenthal,
1999). Essa espécie é principalmente rica em constituintes ativos, como os derivados
do acido cafeico, fendlicos e ésteres de helenalina e ésteres de dihidrohele nalina
presentes nas hastes florais, e variam de acordo com as condi¢cdes climaticas e
mudangas de altitude (Kriplani; Guarve; Baghael, 2017; Smith et al., 2021; Rohrl et al.,
2023).

Em estudo quimico, ja foram descritas varias substancias terapeuticamente
ativas da espécie vegetal A. montana, que demonstram atividades antibacterianas,
antifungicas, anti-sépticas, anti-inflamatérias, antiradicais, antiescleréticas e
antioxidantes. Apresentando as lactonas sesquiterpénicas, especialmente os ésteres

helenalina e dihidro-helenalina, como os principais principios ativos da A. montana
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(Figura 7), tornando-se responsaveis por sua atividade anti-inflamatéria, comprovado
por varios estudos in vitro e in vivo (Alfredo et al., 2009; Sugier et al., 2019).

Estudos recentes confirmaram as evidéncias anteriores, comparando a
atividade anti-inflamatdria de A. montana planta tota com extratos de flores. Tanto in
vitro quanto in vivo, em modelos de edema de pata de camundongos, ambas as
formas demonstraram eficacia anti-inflamatéria. Contudo, a planta tota mostrou-se
superior devido a maior inibicdo das enzimas 5-LO e COX-2, bem como a redugéao
mais significativa do edema induzido por carragenina em camundongos, quando

comparada ao extrato das flores (Rohrl et al., 2023).

Fgura 7 - Arnica montana L.

Fonte: https://www.monaconatureencyclopedia.com/arnica-montana/ (2024)
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As preparacgdes a base de A. montana sao empregadas no tratamento de dores
reumaticas, e ensaios clinicos apontam os efeitos benéficos no tratamento da
Osteoartite (OA). Em fungédo da sua propriedade anti-inflamatéria e os fatores de
ligacao de AP-1 e Fator Nuclear - kB (NF-kB), que sdo mediadores pré-inflamatérios,
exercem um papel fundamental na patofisiologia da osteoartite. Neste caso, a
inflamacéao precede a degradacgao da cartilagem e A. Montana., atua nos mediadores
envolvidos nesse processo (Jager et al., 2009; Kriplani; Guarve; Baghael, 2017).

Estudos recentes investigaram as propriedades anti-inflamatérias de Arnica
montana em diferentes modelos celulares humanos e murinos, destacando sua
relevancia no manejo de condi¢des inflamatérias. Onde demonstraram que Arnica
montana possui propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, reduzindo
marcadores inflamatorios como TNF-a e IL-6, além de diminuir espécies reativas de
oxigénio (ROS). A tintura-mae apresentou efeito antimigratorio em fibroblastos,
enquanto a diluicdo 9C favoreceu a migracdo celular, essencial para a cicatrizagao.
Esses efeitos estdo associados a regulagao de vias inflamatérias, como NF-kB e
MAPK, destacando seu potencial como adjuvante no tratamento de condig¢des
inflamatérias e na cicatrizacdo de tecidos. Esse perfil terapéutico reforca sua
importancia como um recurso valioso na fitoterapia e medicina complementar (Verre
et al., 2024).



39

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento do 6leo de Copaifera langsdorffii Desf. e/ou
associacdo com Arnica montana L. na tendinopatia do tendao calcaneo induzida por

colagenase.

3.2 Objetivos especificos

¢ Analisar a incapacidade funcional;

e Aferir o edema articular;

e Determinar os niveis de citocinas;

¢ Avaliar qualitativamente o numero de células inflamatdrias totais e especificas
na reparacao tecidual,

e Aquilatar o numero de fibroblastos na reparacao tecidual,

e Estimar a proporgéo e deposigéo das fibras de colageno tipo | e lll .



40

4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

4.1.1 Copaifera langsdorffii Desf.

Oleo de Copaifera langsdorffii Desf. foi extraido do tronco com um trado
(ferramenta de extragdo manual) de aproximadamente 2 metros de didmetro em dois
furos. Possui na composigdo quimica o0s sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, além dos acidos diterpénicos.

O dleo da C.langsdorffii foi adquirido comercialmente através do laboratério Sao
Lucas em forma de capsula, com o lote do laboratério Sdo Lucas:17005354
(Vencimento até: 08/2025). Sob o nuumero 04895538/000162 Laboratorio S&o Lucas
Carvalho Leite Ind Com & Exportacdo de Medicamentos Naturais da Amazonia LTDA.
Onde cada capsula contém 500mg de 6leo de copaiba. Sendo acondicionado em
temperatura controlada de 25°C. No momento da administracdo, uma aliquota foi

diluida em soro fisoldgico na proporg¢ao 1:10, originando uma emulsao.

4.1.2 Arnica montana L.

Extrato seco das flores da Arnica montana L. adquirido comercialmente do
laboratério Welleda na forma de Comprimido, com o lote:8362822. Cada comprimido
possui de 200 mg contendo 185,0 mg de extrato de A.montana e excipientes g.s.p. O
medicamento possui registro valido junto a ANVISA (Vencimento até: 03/2026). sob o
numero 1006100040106, com o principio ativo Arnica montana L. Acondicionado em
temperatura controlada de 25°C. No momento da administragdo, uma aliquota foi
diluida em soro fisologico na propor¢ap 1:10, sendo homogeneizado no agitador

automatico.

4.2 Aspectos éticos

E um trabalho pré clinico em modelo in vivo. Todos os procedimentos

experimentais seguiram os padrbes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentagcdo Animal (COBEA) e através das recomendacgdes das diretrizes
nacionais para o tratamento animais em laboratorios.

O estudo é caracterizado como de corte transversal, realizado no Laboratério
Experimental para Estudo da Dor (LEED), localizado na Universidade Federal do
Maranhdao (UFMA). Quanto aos aspectos éticos da pesquisa, esta proposta foi
apreciada e aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)UFMA, sob
o numero de protocolo CIAEP: 02.0341.2019. (Anexo 1)

4.3 Modelo experimental de tendinopatia

Para realizagdo do estudo, foram utilizados 30 ratos machos, linhagem Wistar
(Rattus norvegicus albinus), pesando entre 250 a 300 g e idades entre 30 a 60 dias,
provenientes do Biotério da Universidade Federal do Maranh&o, sendo alojados em
gaiolas padrao de polipropileno e, receberam alimentacéo a base de ragéo e agua ad
libitum, sob ciclo claro/escuro de 12h/12h, com temperatura e umidade controlada. Foi
apilcado sulfato de atropina (0.05mg/kg) nos animais, logo apdés anestesiados com
cloridrato de quetamina (50mg/kg) + cloridrato de xilazina e (5 mg/kg). Apos
observagdo do relaxamento dos animais, os mesmos seguiram mantidos sob
anestesia geral inalatoria sob mascara de Isoflurano a 2,5% diluido em 100% de O2
em sistema aberto.

Apods a certificacdo do plano anestésico, com a perda dos reflexos motores e
do reflexo de retirada da pata, o procedimento experimental para inducao da tendinite
de calaneo foi realizado. Os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo,
realizou-se a antissepsia da pata direita onde foi realizada injecao intratendinosa de
100 pl colagenase (1 mg/mL; SIGMA; C-6885) (Nixon et al., 2008).

4.3.1 Protocolo experimental

Apods a inducao da tendinite, os animais foram distribuidos aleatoriamente em
gaiolas (02 a 03 animais por gaiolas), as quais seguiram sendo indentificadas
conforme os tratamentos propostos por via de cdodigos, para que houvesse uma
adequacao da randomizagao. O “n” para cada grupo experimental foi determinado em
funcao do numero de grupos, resultando n=5/ grupo, e seguindo as normas do Biotério

Central. (Figura 8)



42

Tratamento por
gavagem

“®
— T

l Dia 07 L Dia 14 1 Diazi —
Dia 0 T T Dias 08-13 T Dias 15-20 T
Digs 1-§
plas i Testes Testes Testes
C'C.F-“.!:Drtiﬂ‘lel'l'.am comporiamenials comporiamentais,

coleta dos
materias &

eutanasia.

Figura 8 - Linha do tempo experimental do projeto de pesquisa

Fonte: Préprio autor. Desenvolvido no programa Biorender.com (2024).

Os grupos experimentais foram assim organizados:

a) Grupo Sadio (G1): sem inducdo e sem tratamento;

b) Grupo Controle Positivo (G2): este grupo foi induzido com colagenase e
tratado somente com Meloxcan: 0,1mg/kg;

c) Controle Negativo (G3): este grupo foi induzido com colagenase e nao foi
tratado;

d) Extrato “Arnica montana L.”(G4): este grupo foi induzido com colagenase e
tratado com o Extrato de A. montana 50mg/kg, via oral;

e) Oleo de “Copaifera langsdorffii Desf.” (G5): este grupo foi induzido com
colagenase e tratado com o 6leo de Copaifera langsdorffii Desf. 50 mg/kg,
via oral;

f) O dleo de “Copaifera langsdorffii Desf.” associado ao Extrato de “Arnica
montana L.” (G6): este grupo foi induzido com colagenase e tratado com o
Copaifera langsdorffii Desf. 50 mg/kg + Extrato de Arnica montana L.
50mg/kg, via oral.

Todos os grupos foram tratados através da gavagem por 21 dias.

Abaixo, fluxograma de delineamento dos grupos (Figura 9)
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Figura 9 - Fluxograma de delineamento dos grupos
Fonte: Préprio autor (2024).

4.4 Testes clinicos

4.4.1 Teste de incapacidade funcional - Teste de Weight bearing

Os animais foram colocados em uma camara de vidro angulada e posicionados,
de modo que cada pata traseira repousosse sobre plataformas diferentes (modelo
lITC Life Science, Califérnia, Estados Unidos), conforme figura 10. O peso exercido
sobre cada pata traseira (mensurado em gramas) foi avaliado em um periodo de cinco
segundos. A aferigao final da distribuicdo do peso foi dada por uma média de trés
afericdes. As alteragdes na distribuicdo do peso nas patas traseiras foram calculadas

da seguinte maneira (Cutrim, 2022):

PPA
Distribuicao do peso (%) = X100 1
¢ pReaiia PPA + PPC M

Onde:
PPA é o peso da pata afetada;
PPC o peso da pata contralateral.
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Figura 10 - Teste de incapacidade funcional -
Fonte: Préprio autor (2024).

Teste de Weight bearing

4.4.2 Avaliagao do edema na articulagao

No primeiro dia de experimentacdo, ocorreu a identificagdo dos animais ,em
seguida efetuada a mensuragdo do edema do tenddo de calcéaneo direito, com o
auxilio do paquimetro digital tomado pelo mesmo pesquisador e avaliador (Figura 11),
de todos os 30 animais que participaram do experimento por 21 dias. Sendo realizado
as medidas no periodo de 7,14 e 21 dias.

No dia seguinte, ocorreu a indugéo, no tendao de calcdneo da mesma pata
0,01ml, conforme descrito anteriormente (Gomes et al., 2014).

N

: g | <
Figura 11 - Avaliagdo do edema (Teste com Paquimetro Digital)

Fonte: Préprio autor.
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4.4.3 Deambulagao espontanea (Avaliagao Digital da Marcha)

A avaliagdo de deambulagdo espontdnea € um teste complementar para o
estudo funcional da marcha, sendo a analise realizada através da Plataforma elevada
de deambulagdo espontanea (Figura 12) adaptado pelo grupo de estudo do
Laboratério Experimental de Estudo da Dor (LEED/UFMA), com formato de passarela
de vidro fechada nas laterais e na parte inferior, mas aberta na parte superior, nas
dimensdes de 80 cm de comprimento, 20 cm de largura, 17 cm de altura e sustentado
por uma estrutura de aluminio a uma altura de 70 cm do solo. Uma camera foi
posicionada no solo a fim de registrar, em video, a deambulag¢do esponténea de um
lado a outro da passarela. Os animais passaram por um processo de adaptacédo do
ambiente, a altura e o trajeto no aparelho antes do inicio dos testes. Os dados
registrados foram o tempo de trajeto de um lado a outro do aparelho e o maior registro
de velocidade atingida. Os videos foram estudados e analisados com auxilio do
Software Kinovea 0.8.24, 1991 Free Software Foundation, Inc., Boston, USA.

Os dados coletados foram calculados através da seguinte formula:

Vm = As/At (2)

Onde:
Vm é a velocidade média

ASso espago (comprimento da passarela)
Ato tempo percorrido

Figura 12 - Deambulag¢ao espontanea (Avaliagéo Digial arch)
Fonte: Préprio autor (2024).
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4.5 Coleta de material biolégico e eutanasia dos animais

Ao final de cada periodo experimental proposto (21 dias) os animais foram
submetidos ao procedimento de anestesia geral com mascara inalatéria de Isoflurano.
Apés constatagdo do plano anestésico, os animais seguiram posicionados em
decubito dorsal, onde realizou-se uma incisdo na linha mediana para acesso a
cavidade abdominal, e posteriormente, as estruturas viscerais do trato digestoério
foram posicionadas lateralmente a raiz do mesentério, para visualizagao da aorta
abdominal, onde o procedimento de coleta de sangue terminal foi realizado atraves
da pungao desta artéria. Logo em seguida a coleta de sangue arterial dos animais em
tubo seco na presenga de ativador de coagulo para a obtencédo do soro. O qual foi
alicotados no volume de 500 uL e, armazenados em freezer - 80°C, para realizagao
posterior da analise das citocinas. Apos esse procedimento, e com aprofundamento
do plano anestésico, os animais foram eutanasiados e o tenddo calcaneo comum do
membro pélvico direito, foram dissecados e armazenado em solugéo de formaldeido

tamponado (10%), para posterior analise histoldgica.

4.6 Analise de citocinas

As amostras destinadas a analise de citocinas foram cuidadosamente
separadas, seguindo os protocolos estabelecidos para garantir a integridade e
confiabilidade dos dados. As analises foram realizadas no Laboratorio de
Otorrinolaringologia — ORL Lab da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP). Para
investigar o perfil inflamatorio no modelo experimental de tendinite do calcaneo, foram
quantificadas citocinas pré e anti-inflamatérias em diferentes grupos experimentais
utilizando o ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

A interpretagao dos dados foi realizada comparando os niveis de citocinas entre
0s grupos experimentais, permitindo avaliar o efeito das intervengdes testadas na

modulagao da resposta inflamatéria.
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4.7 Analise histologica

O preparo para a analise histologica foi realizado no Laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhao — LaPaVe- UEMA. Para realizagao
desse processo as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE).

As fotomicrografias foram capturadas em um aumento de 400x, com trés
capturas em campos aleatdrios diferentes e, por fim, armazenada no formato JPEG.
Apds esse processo, as imagens foram digitalizadas para a andlise dos aspectos
microscopicos dos tenddes, segundo Silva et al (2022). Avaliando infiltrado
inflamatorio, estrutura e arranjo dos tenddes, caracteristicas dos fibroblastos e

angiogénese. (Tabela 2)
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Aspecto histopatolégico Score Aspecto histopatolégico encontrado
analisado
0 <10%
Area infiltradas por células 1 10-20%
inflamatadrias 2 20-30%
3 >30%
0 Continua, fibra longa
Estrutura das filbras tendineas 1 Ligeiramente fragmentada
2 Moderadamente fragmentada
3 Severamente fragmentada
0 Compactadas e paralelas
1 Ligeiramente soltas e onduladas
Arranjo das fibras tendineas 2 Moderadamente soltas onduladas e

cruzadas uma sbre as outras

Sem padrao identificado

Células longas em forma de fuso
Arredondamento do nucleo de Ligeiramente arrendondadas
fibroblastos Moderadamente arredondadas
Severamente arredondadas
<10%
10-20%
20-30%

>30%

Neoangiogénese

W N =~ O W N =~ O W

Fonte: Tabela adaptado de Silva (2022).

4.8 Proporgao de fibras colageno

Com o intuito de efetuar a analise dos colagenos tipo | e tipo Il do tendao de
calcaneo, realizou-se a preparagao da amostra usando a coloragao em Picrosirius
Red.

As analises dos cortes histolégicos foram realizadas no microscépio 6ptico sob
luz polarizada do Laboratério de Patologia Veterinaria — LaPaVef-UEMA. Esse método
permitiu investigar a diferenga dos colagenos tipo | (birrefringéncia laranja-amarelada
a laranja e vermelha) e colagenos tipo Il (birrefringéncia verde ou verde-amarelada).
Na captura das imagens, utilizou-se uma camera de alta resolugdo, acoplada ao

microscopio Axio Scope.A1 Zeiss e a um computador com o sistema operacional
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Microsoft Windows. De cada lamina, foram fotomicrografados todos os campos em
aumento de 40x. As imagens obtidas foram analisadas com o auxilio do software
Image J, com o plugin Threshold Colour, obtendo-se a porcentagem de colageno, por
meio da analise de particulas automatizadas pela selecdo e medida das areas com
base na cor. Foi realizada a metodologia utilizada por Santos (2024) e Ribeiro (2019)
para a quantificacdo da area de colageno, por meio do Threshold Colour, na fungao
RGB para as cores Vermelho 71-255 (colageno tipo |) e subtragdo da regiao total
marcada em vermelho relativa a analise do colageno tipo lll, Verde 0-69 e azul 0-92.
Depois da calibragdo, as imagens foram convertidas para a escala de cor de 8-bits e
binarizadas (Process > Binary > Make Binary).

Ap0ds a analise de todos os campos, realizou-se a média dos mesmos, obtendo-

se a média de cada amostra dentro dos grupos.

4.9 Analise estatistica

Para a realizagcdo da analise estatistica, foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism® (versao 5.0, Instat Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados
foram avaliados e analisados por meio da analise de variancia (ANOVA), seguido de

teste de Turkey, com significancia p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do 6leo de Copaifera langsdorffii Desf elou associagdo com Arnica

montana L. sob distribuigao do peso nas patas

A analise dos resultados demonstra que houve uma melhora na distribuicdo do
peso sobre a pata afetada dos animais tratados com Meloxicam 0,1 mg/kg; com a
dose A. montana 50 mg/kg e na associagao C.langsdorffii (50 mg/kg) e A. montana 50
mg/kg quando comparado com o grupo controle negativo

Apoés 7 dias da indugao (D7), todos os grupos tratados apresentaram uma
melhora na distribuicdo de peso sobre a pata afetada quando comparados ao controle
positivo de Meloxicam. Apés 14 dias (D14) de tratamento a média de distribuicdo do
peso sobre a pata afetada apresentou-se 53,05%, 53,35%, 51,30% e 50,66%, nos
grupos Meloxicam, A. montana., C. langsdofffii, e associagao Copaifera langsdorffii
Desf e A. montana, respectivamente quando comparados ao grupo controle negativo
(CTL). Apos 21 dias (D21) de tratamento houve diferengca da média de distribui¢ao
sobre a pata direita grupo tratado com Meloxicam (52,30%); A. montana (52,21%), C.
langsdorffii (48,60%) e na associacao entre elas (50,17%), enquanto o grupo n&o
tratado apresentou média de 38,85%.

Todos os grupos tratados demonstraram diferenga significativa no limiar
nociceptivo e assim reduzido o déficit de sustentacdo de peso na pata ipsilateral.
Entretanto, somente no periodo entre o D14 e o D21, o tratamento com A. montana
50 mg/kg e dose combinada de C. langsdorffii 50 mg/kg apresentaram resultados
semelhantes ao tratamento padrao utilizado na pratica clinica (Meloxicam 0,1 mg/kg).
(Figura 13)
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Figura 13- Efeito do 6leo de Copaifera langsdorffii Desf e/ou da associagdo com Arnica montana L. sob
distribuicdo do peso nas patas, sobre a porcentagem de distribuicdo do peso sobre as patas em modelo
de inflamagéao do tendao calcaneo.

Sadios; CTL-Controle negativo; MLX- Meloxicam; OCPB- Copaifera langsdorffii Desf; A.M.- Arnica
montana L. Nota: Os valores sdo expressos como média + Erro Padrao. ANOVA- Tukey's. * diferencga
significatica quando comparado ao grupo controle negativo (* p<0,05) * * CTL vs. OCPB 50 mg/kg; **
CTL vs. A.M 50 mg/kg + OCPB 50mg/kg; *** CTL vs. Meloxican 0,1 mg/kg; ***CTL vs. A.M 50 mg/kg;
**** Sadios vs.CTL

Fonte: Préprio autor (2024).

5.2 Avaliacao do efeito do 6leo de Copaifera langsdorffii Desf e/lou associagao

com Arnica montana L. sobre a espessura do tendao de calcaneo.

A administracéo oral do oeorresina de C. langsdorffii (50 mg/kg) em dose diaria
e na associagdo com A. montana (50 mg/kg) promoveu a redugdo da espessura na
inflamagao aguda do tendao calcaneo de ratos Wistar induzida por colagenase de
modo estatisticamente significante nas avaliagées do dia D7, D14 e D21.

ApoGs 7 dias de inducédo (D7), foi possivel observar reducédo da espessura da
pata dos animais tratados com Meloxicam em 11%; com dose individual de A.
montana e C. langsdorffii corresponde a 44% e a dose associada entre elas 71%
quando comparados o grupo controle negativo.

Essa reducao se manteve e na avaliacdo do D14, foi possivel observar que o
tratamento Meloxicam reduziu 65%; A. montana. corresponde a 84%; C. langsdorffii
reduziu 95% e a dose associada entre elas ocorreu a redugéo de 92%. Ao final de 21
dias foi possivel observar a reducao analisada no D14, ndo havendo diferenca do
periodo de tratamento entre os dias D14 e D21 (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da administragéo oral do éleo de Copaifera langsdorffii Desf e/ou da associagdo com
Arnica montana L. sobre a espessura da pata traseira direita em modelo de inflamacgéo do tendao
calcéaneo.

Sadios; CTL-controle negativo; MLX-Meloxicam; OCPB- Copaifera langsdorffii Desf; A.M.- Arnica
montana L.

Nota: Os valores sdo expressos como média + Erro Padrdo. ANOVA -Tukey's.* diferenga significativa
quando comparado ao grupo controle negativo (p<0,05) **CTL vs. Mix 0,1 mg/kg; *** CTL vs. OCPB 50
mg/kg; *** CTL vs. OCPB 50 mg/kg +A.M 50 mg/Kg; ***CTL vs. A.M 50 mg/Kg;

Fonte: Préprio autor (2024).

5.3 Avaliagcao do efeito do 6leo de Copaifera langsdorffii Desf e na dose
associada com Arnica montana L. na deambulagado espontanea (Avaliagao
Digital da Marcha)

A figura 15 mostra que houve no percentual geral uma melhora na marcha dos
animais tratados com Meloxicam 0,1 mg/kg; A. montana 50 mg/kg; C. langsdorffii 50
mg/kg e a dose associada do 6leo de C. langsdorffii 50 mg/kg e da A. montana. 50
mg/kg, quando comparado ao grupo controle negativo.

Na analise do dia 7 (D7) de tratamento os grupos comparados apresentaram
média sobre a velocidade média dos animais tratados com Meloxicam (18,43%); C.
langsdorffii (28%); A. montana (17,15%) e na associagao C. langsdorffiie A. montana
(27,67%), enquanto o controle negativo mostrou a média de 15%.

Apo6s 14 dias de tratamento (D14) os animais apresentaram a média onde o
grupo tratado com Meloxicam (24,71%); C. langsdorffii (33,40%); A. montana.
(28,50%) e a dose associada entre elas (33,67%), enquanto os animais n&o tratados

apresentaram a média de 20%.
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Em seguida, no dia 21 (D21), foi verificada a média do grupo tratado com
Meloxicam (21,29%), A. montana. (24,83%), C. langsdorffii (34,20%) e a dose
associada entre elas (30,8%), enquanto o grupo ndo tratado apresentou média de
20,50%. Todos os grupos tratados comprovaram diferenga significativa segundo
recuperacao funcional da marcha. Entretanto a C. langsdorffii 50 mg/kg e a dose

associada apresentam diferenga superior em todos dias de teste (D7, D14 e D21)
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Figura 15- Efeito da administragéo por via oral do 6leo de Copaifera langsdorffii Desf e/ou associagao
com Arnica montana L. na avaliagdo da marcha espontanea no modelo de inflamagédo do tendao
calcaneo.

Sadios; CTL-controle negativo; MLX-Meloxicam; OCPB-Copaifera langsdorffii Desf; A.M.-Arnica
montana L.

Nota: Os valores sdo expressos como média + Erro Padrdo. ANOVA - Tukey's.* diferenga
significativa quando comparado ao grupo controle negativo (p<0,05).

Fonte: Préprio autor (2024).

5.4 Analise das citocinas

Conforme demonstrado na Tabela 03, sdo apresentados os niveis séricos de
IL-10, uma citocina com agao anti-inflamatdria, em diferentes grupos experimentais e
a IL-1B, um marcador inflamatdrio associado ao desenvolvimento e a progressao da

inflamacé&o na tendinite.
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Tabela 3 - Parametros de comparacgao das médias niveis séricos de IL-10 e IL-1[3, dos
grupos apos inflamacgéo do tendao calcéneo induzida por colagenase, nos animais
tratados com oleo de Copaifera langsdorffii Desf e/ou dose associada com Arnica
montana L. por via oral.

CITOCINAS GRUPO
Sadios CTL Meloxicam A C.langsdorffii | A. montana
negativo | 0,1 mg/kg | montana 50 mg/kg 50 mg/kg +
50 C.langsdorffii
mg/kg; 50 mg/kg
IL10 31,07 33,21 34,93 43,50 28,83 30,00
IL-1B 11,79 16,86 8,86 9,71 16,21 10,86

Legenda: CTL: representa controle negativo

Na analise dos dados foi possivel observar que os animais tratados com A.
montana, apresentaram maior redugao (23%) quando comparado aos animais néao
tratados (CTL negativo) reforcando seu potencial papel na modulagao anti-inflamatéria
via IL-10. (Figura 16)

Os animais tratados com C. langsdorffii também apresentaram impacto na IL-
10, com menor intensidade (34,68%), porém estatisticamente significante p< 0,0001,
e ainda demonstra uma modulagcdo da resposta inflamatéria. A associagdo C.
langsdorffii e A. montana, também apresentaram um efeito (33%), indicando que a
associacdo é capaz de modular a interleucina IL-10, contudo, outros mecanismos
podem estar envolvidos nesta modulagao.

Os dados indicaram ainda que a inflamacgao foi mais evidente no grupo controle
negativo, evidenciado pelo aumento significativo dos niveis de IL-1B quando
comparado ao grupo sadio. Isso reforga a eficacia do modelo experimental na indugéo
da resposta inflamatéria.

Os animais tratados com A. montana apresentaram uma reducéao significativa
(102%) nos niveis de IL-1B. Essa reducgéo foi estatisticamente expressiva, o que
sugere um impacto positivo consistente dessa substancia na modulagao da resposta
inflamataria.

Ja os animais que receberam C. langsdorffii isolada demonstraram reducgéo
significativa (62%) nos niveis de IL-1B. A diferenca indica que seu efeito anti-
inflamatério pode nao estar diretamente relacionado a inibicdo dessa citocina

especifica.
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A associagao C. langsdofffiie A. montana apresentou uma redugéo significativa
(92%) nos niveis de IL-1 em comparagao ao grupo tratado apenas com C. langsdorffii
isolada, sugerindo um potencial efeito sinérgico na modulag&o inflamatdria.

Os resultados reforcam a hipotese de que o tratamento com A. montana
apresenta um efeito anti-inflamatério significativo, semelhante ao Meloxicam, Todas
as comparagdes apresentaram significancia estatistica (p < 0,0001), confirmando a

confiabilidade dos dados.
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Figura 16 - Representacao grafica da porcentagem das citocinas IL 10 e IL-1B, segundo o grau de
diferenciagao das amostras.

Legenda: Sadios; CTL-Controle negativo; MLX- Meloxicam; OCPB- Copaifera langsdorfiii Desf; A.M.-
Arnica montana L

Nota: Os valores sdo expressos como média + Erro Padrdo da Média. ANOVA One-way, seguida do
pos hoc Dunnett's. * diferenga significatica quando comparado ao grupo controle negativo (p<0,01).
Fonte: Préprio autor (2024).
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5.5 Analise histolégica dos tendoes

Na analise histolégica foi possivel perceber, conforme tabela 4, que nao houve
diferengca na comparagdo nos parametros histopatolégicos de Inflamagédo (area
infiltrada por células inflamatodrias), assim como, na neoangiogénese tendinea entre
os grupos. Contudo, nos parametros de arranjo das fibras tendineas e
arredondamento do nucleo dos fibroblastos observou-se diferenga entre os grupos,
sendo possivel perceber em todos os grupos tratados houve melhora nos parametros
histologicos de arranjo das fibras tendineas constatando regulacdo positiva na
remodelagdo do tecido. (Figura 17)

Tabela 4— Avaliagao histolégica do modelo murino de inflamagao do tendao calcaneo,
apos o tratamento com do 6leo de Copaifera langsdorffii Desf e/ou associagao com
Arnica montana L. por via oral

Avaliacao Histolégica

Sadios CTL MLX 0,1 AM.50 OCPB A.M.50 mg/kg +
OCPB 50 mg/kg

mg/kg mg/kg  50mg/kg

Areainfiltradas 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
por células

inflamatorias

Estrutura das 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0,5 (0- 0 (0-0) 0 (0-0)
fibras tendineas 1)
Arranjo das 0(0-0) 2(0-2) 1 (0-1) 1 (0-2) 0 (0-1) 1(0-1)

fibras tendineas

Arredondamento 0 (0-0) 2 (2-3) 0 (0-1) 1(0-1) 1(1-1) 1(0-1)

de fibroblastos

Neoangiogénese 0 (0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

Legenda: Sadios; CTL-controle negativo; MLX-Meloxicam; OCPB- Copaifera langsdorffii Desf; A.M.-
Arnica montana L.

Area infiltradas por células inflamatérias: 0- <10%;

Estrutura das fibras tendineas: 0- Continua e fibra longa; 1- Ligeiramente fragmentada;

Arranjo das fibras tendineas: 0- Compactadas e paralelas, 1- Ligeiramente soltas e onduladas, 2-
Moderadamente arredondadas;

Neoangiogénese:0- <10%

NOTA: Os dados estdo expressos como medianas, com 0s escores minimos e maximos indicados
entre parénteses,(Kruskal - Wallis, e pds-teste de Dunn).

Fonte: Préprio autor (2024).




Figura 17 - Fotomicrografias representativas do modelo murino de tendinite de
calcaneo submetido a diferentes tratamentos

Legenda: A- Sadio, B- Controle Negativo, C- Meloxicam, D- Copaifera langsdorffii
Desf eassociagdo Arnica montana L., E- Arnica montana L., F- Copaifera langsdorffii
Desf.

Nota: As setas vermelhas apontam o nucleo dos fibroblastos. Notar em A: Células
longas em forma de fuso; B: Nucleos severamente arredondados; C: Células longas
em forma de fuso; D: Ligeiramente arrendondadas; E: Ligeiramente arrendondadas;
F: Ligeiramente arrendondadas; HE; 100x.

Fonte Reproduzida por patologista no Laboratério de Histologia-UniCeuma (2024).
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5.6 Avaliagao de fibras de colageno em tendao calcaneo de ratos em modelo
experimental de tendinite

Na analise das fotomicrografias por meio do software Image J, do tecido
tendineo de ratos, observou-se alteragcées nos padrdes do colageno tipos | e lli

Observa-se, na Figura 18, que os tratamentos apresentaram estatisticas
significantes (p<0,005), tanto nos niveis de colageno tipo | quanto nos niveis de
colageno tipo Il quando comparados ao controle negativo.

Na analise histolégica dos animais tratados com Meloxicam constatou-se
aumento na area do colageno tipo |, possuindo discreta presenga de colageno tipo lll.
Ja no tratamento com A. montana observa-se o predominio total do colageno tipo I.

Os animais que receberam C. langsdorffii apresentaram um retardamento no
processo de formacédo de fibras colagenos espessas. Percebe-se a presenca de
Colageno tipo I, porém ainda n&o tdo avangado quanto os demais tratamentos. A
associagao C. langsdorffii. e A. montana apresentou quantidade significativa do

colageno tipo | ( p<0,005) quando comparado ao grupo controle negativo.



Colageno tipo |

Colageno tipo lll

ig 18 - Fotomrrfias em luz polarizada da tendinite do calcaneo em modelo rato submetido a diferente tratamentos com Copaifera Insdorfﬁi

A. M. 50mg/ kg +
SADIO CcTL MLX 0,1 mg/kg OCPB 50 mg/ kg A. M. 50mg/ kg OCPB 50 mg/ kg

i

Desf.e/ou associagao com Arnica montana L.

Nota: Aumento em 40x, linha 01 imagem original observada com luz polarizada separada por grupo, linha 02 campo claro; linha 03 a cor branca corresponde
a area selecionada para medida de colageno tipo | software, linha 04 a cor preta corresponde areas selecionada para medida do colageno tipo Ill, com
Picrosirius Red
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Na Figura 19 mostra que os tratamentos apresentaram diferencas estatistica

tanto nos niveis de colageno tipo | quanto nos niveis de colageno tipo Il quando
comparado ao controle negativo.
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Figura 19- Representacdo grafica da porcentagem da area de colagenos dos tipos | e Ill segundo o
grau de diferenciagdo das amostras

Legenda: Sadios; CTL-Controle negativo; MLX- Meloxicam; OCPB- Copaifera langsdorffii Desf; A.M.-
Arnica montana L
Nota: Os valores sdo expressos como média + Erro Padrdo da Média. ANOVA One-way, seguida do

pos hoc Dunnett's. * diferenga significatica quando comparado ao grupo controle negativo (p<0,05).
Fonte: Préprio autor (2024).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foi investigado os efeitos terapéuticos do 6leo de Copaifera
langsdorffii Desf., Arnica montana L. e associagdo em um modelo experimental de
tendinopatia do calcaneo induzida por colagenase. Foram utilizadas analises
comportamentais, avaliagdo de citocinas e analises histolégicas para validar a
hipétese proposta. Apds analise dos resultados foi possivel verificar propriedades anti-
inflamatdrias e analgésicas com o tratamento oral com os referidos produtos naturais.

A avaliacdo da incapacidade funcional por meio do teste de suporte de peso
(Weight Bearing Test) revelou que os grupos tratados com o 6leo de C./langsdorffii, A.
Montana, isoladamente e/ou em associagdo, apresentaram uma recuperagao
estatisticamente significativa na distribuicdo de peso entre os membros afetados e néo
afetados, em comparagdo ao grupo controle apds 7, 14 e 21 dias de tratamento.
Destacando D14 e D21, os animais que receberam o tratamento com A.montana., C.
langsdorffii, na associagdo de ambas, apresentaram resultados semelhantes
aos animais tratados com Meloxicam. Este achado sugere uma melhora na fungéo
locomotora e redugdo da dor associada a tendinopatia.

A mensuragédo do edema, realizada com paquimetro digital, demonstrou uma
diminuicdo significativa na espessura do tendao apoés 7, 14 e 21 dias de tratamento,
sugerindo uma possivel acédo anti-inflamatéria do edema na pata traseira dos animais
tratados com dose unica da C. langsdofffii. Estes resultados corroboram estudos
anteriores que evidenciam as propriedades anti-inflamatérias dos produtos naturais
no tratamento de dores articulares.

A literatura aponta uma ampla relagao de propriedades terapéuticas do 6leo de
Copaifera langsdorffii Desf, associadas a composicdo majoritaria de compostos
sesquiterpenos oxigenados e também por hidrocarbonetos sesquiterpénicos, além de
acidos diterpénicos (Carvalho; Milke, 2014). Entre os sesquiterpenos com alto
potencial farmacéutico, destaca-se o B—cariofileno, que, segundo a literatura possui
acao analgésica, antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, antifungica e
antiedémica. (Gushiken et al., 2022; Santos et al., 2022; Alvarenga et al., 2020)

A. montana, é outro produto natural, que a literatura aponta ag¢ao anti-
inflamatdria, em vista do efeito na inibicao do fator de transcricdo NF-kB (Lyss et al.,

1998). Além da redugcdo da ativacdo do NF-kB, esta espécie vegetal também
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apresenta atividade inibitoria sobre a atividade enzimatica da lipoxigenase (5-LO) e
ciclooxigenase-2 (COX-2) (Rohrl et al., 2023)

Clinicamente a tendinopatia do tenddo de calcaneo é caracterizada por dor e
edema localizados dentro e ao redor do tendéo, em decorréncia do uso excessivo. No
entanto, também pode manifestar-se em individuos de meia-idade com sobrepeso,
mesmo na auséncia de um historico de aumento da atividade fisica. A dor € o sintoma
predominante da TP, embora seus mecanismos de origem ainda nao sejam
completamente compreendidos, podendo estar relacionados tanto a fatores
mecanicos quanto a processos bioquimicos. Inicialmente, a dor tende a surgir no inicio
e logo apods o término da atividade fisica. Contudo, com a progresséo da patologia, a
sintomatologia pode persistir ao longo de toda a sessédo de exercicios e até mesmo
comprometer a realizagao de atividades diarias (Aicale; Oliveira; Maffulli, 2022).

A analise da marcha € uma ferramenta essencial na avaliacdo de doencas
musculo-esqueléticas, permitindo a identificacdo de parametros fundamentais para o
estudo dessas condigdes. Entre os principais métodos utilizados para obtencao de
dados, destacam-se as analises espaco-temporais, cinematicas e cinéticas. Essa
analise, em particular, tem sido amplamente empregada para investigar padrdes de
marcha associados a dor, além de ser aplicada em modelos experimentais de
tendinopatia do calcaneo (Wu et al, 2017)

Na analise da deambulagao espontanea, observou-se que os animais tratados
com os referidos produtos naturais exibiram um padrdo de marcha mais préximo do
normal, com redugdo de comportamentos indicativos de dor, como claudicagéo e
relutdncia em apoiar o membro afetado. Este resultado sugere uma melhora na
mobilidade e conforto dos animais, possivelmente devido aos efeitos analgésicos dos
tratamentos administrados.

Em relagcdo com o Teste de incapacidade funcional (Weight Bearing) que
avaliou a distribuicdo do peso nas patas traseiras apos inflamagao do tendao calcaneo
induzida por colagenase, foi possivel observar uma redugdo na diferenca entre as
patas, sugerindo o resultado positivo do uso do 6leo de C. langsdorffii e na associagao
com A. montana.

Corroborando com a analise anterior, Mangueira (2019), realizou Teste de
locomocao aplicado foi IFC (indice funcional do ciatico), utilizando mensuracdes das

pegadas dos ratos impressas ou video-filmagens. Sendo possivel quantificar o
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prejuizo apos a lesédo, quanto a recuperagao neuromotora e funcional da marcha dos
animais dentro de 14 e 21 dias.

Neste estudo foi possivel determinar a quantificagdo de citocinas IL 10 (anti-
inflamatdria) e IL-1B (pro-inflamatdrias), que revelou uma reducgao significativa nos
niveis séricos destas moléculas nos grupos tratados, em comparagéo ao controle. Os
achados do presente estudo indicam que A. montana exerce um efeito anti-
inflamatdrio mais intenso na modulagao da IL-1B, enquanto C. langsdorffii apresenta
efeitos mais discretos nessa citocina. No entanto, como demonstrado na andlise da
IL-10, a C. langsdorffii pode atuar na regulagdo de citocinas anti-inflamatdrias,
contribuindo para o equilibrio da resposta inflamatéria de forma distinta da A. montana.

Com base nos resultados deste estudo, pode-se inferir que a C. langsdorffii nao
atua diretamente na inibicdo da IL-13 ou que sua ag¢ao anti-inflamatéria ocorre de
maneira mais tardia, modulando outros mediadores inflamatérios ou promovendo um
efeito mais significativo na fase de remodelacao e cicatrizagéo tecidual, do que na
fase aguda da inflamacéao, onde a IL-1B esta mais elevada.

Estudos em modelos animais demonstraram que a administracdo oral de
extrato de A. montana em ratos com artrite induzida por coladgeno promove alivio das
alteracdes histologicas e radiologicas nas articulagbes acometidas. Esse efeito esta
associado a reducao das concentragdes de mediadores inflamatoérios, como NO, TNF-
a, IL-1B, IL-6 e IL-12, além da diminuicdo dos niveis de anticorpos anti-colageno tipo
II. Além disso, observou-se uma melhora no estado oxidativo, evidenciada pelo
aumento dos niveis de antioxidantes e pela atenuagao do estresse oxidativo e da
lesdo peroxidativa (Sharma et al, 2016)

Dessa forma, os resultados reforgam a eficacia de uso de A. montana como um
agente modulador da inflamagao associada a tendinopatia. Além disso, sugerem que
a C. langsdorffii pode desempenhar um papel complementar, possivelmente
modulando outras vias inflamatorias que nao estdo diretamente relacionadas a
reducao da IL-1P.

Este achado indica uma modulagdo da resposta inflamatéria sistémica,
possivelmente mediada pelos compostos bioativos presentes no 6leo de C.
langsdorffii e A. montana.

Durante o desenvolvimento da tendinopatia do calcaneo, ocorrem diversas
alteracdes no tecido tendineo afetado. Destacam-se o aumento da microvasculatura

(neovascularizagdo), a desorganizagdo das fibras colagenas, a hiperplasia
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angiofibroblastica e a degeneracédo do colageno. Além disso, observa-se alteragdes
na matriz extracelular. Essas modificagbes contribuem para a degeneragao do tendao
e estdo associadas a dor e a disfungéo caracteristicas da tendinopatia (Millar et al.,
2021).

Diante do exposto, esta pesquisa buscou avaliar parametros histopatoldgicos
como infiltrado inflamatorio; arranjo das fibras tendineas; arredondamento do nucleo
dos fibroblastos e neoangiogénese. Diante dos resultados, inferiu-se que nao houve
a presenca de infiltrado inflamatério e neoangiogénese, entretanto evidenciou-se uma
melhora no arranjo das fibras tendineas e a redugdo da hipercelularidade e um
arredondamento do nucleo dos fibroblastos como demonstrado na fotomicrografias
representativas dos cortes histolégicos nos animais tratados com dose unica de C.
langsdorffi e associagdo com A. montana.por via oral.

A investigagao do colageno é de grande importancia para a avaliagao do reparo
tendineo, uma vez que, o colageno se apresenta como principal componente da matriz
extracelular do tendao, sendo responsavel pelas propriedades bioldgicas e
biomecanicas garantidas pela organizagao e tipos de fibras de colageno. Nos tendbes
ha presenca de colageno tipos | e lll, sendo o tipo | 0 mais abundante e responsavel
pela resisténcia e as transmissdes de forcas mecanicas dos musculos aos 0ssos
(Saito; Marumo, 2010; Ge et al., 2020).

A técnica de coloracéo de tecido em picrosirius red e analise em microscopia
de luz polarizada, detecta os colagenos e diferencia-os em colageno, tipo | (vermelho-
amarelado) e tipo Il (verde) (Junqueira; Cossermelli; Brentani, 1978; L6épez de Padilla
et al., 2021).

Em vista disso, os resultados validam que o oleorresina de Copaifera
langsdorffii Desf, desempenha um papel significante no remodelamento do colageno
durante reparo tendineo. Ressaltando que apesar do tendao apresentar metabolismo
lento que afeta diretamente no tempo de cicatrizagcao do tecido lesado, Copaifera
langsdorffii Desf. evidenciou ser capaz de acelerar a cicatrizagao e remodelamento do
tecido tendineo. Uma vez que, aumenta os niveis de colageno tipo I, enquanto o grupo
controle negativo apresentou niveis mais baixos significativamente menores,
demonstrando uma lentiddo no processo de restauragao tendinea.

Em decorréncia dos resultados expostos nesta pesquisa, é possivel inferir que

C. langsdorffiie A. montana séo eficazes no tratamento de na tendinopatia do tendao
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calcaneo induzida por colagenase. E que este efeito parece ser dose resposta
dependente.

Embora os resultados obtidos no presente estudo demonstram a eficacia da
oleorresina de A. montana, C. langsdorffii e associagao, na promog¢ao da cicatrizagao
de feridas, no efeito analgésico e anti-inflamatorio alguns fatores limitantes merecem
ser destacados:

1 - A duragao do tratamento e o tempo de observagao (21 dias) podem nao ser
suficientes para avaliar os efeitos a longo prazo da OR sobre a cicatrizagao,
especialmente nos estagios mais avangados do processo de remodelacdo tecidual.

2 - A analise histologica do tenddo do calcaneo, uma vez que esse tecido
apresenta caracteristicas anatdbmicas e biomecanicas complexas, o que dificulta a
obtencdo de cortes histoldégicos adequados para avaliagdo detalhada. A estrutura
densa e a organizagao do colageno do tenddo do calcaneo podem ter impactado a
qualidade das amostras e a precisdao das analises microscopicas, limitando uma

avaliagao mais precisa do processo de cicatrizagdo e remodelamento tendineo.
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7 CONCLUSAO

Ao final deste estudo, pode-se concluir que o 6leo de Copaifera langsdorffii
Desf. e a associagao com Arnica montana L., nos animais tratados por via oral,
demonstrou ser capaz de reduzir a espessura do tendao, o déficit de sustentacéo de
peso na pata afetada, melhorar o tecido tendineo nos parametros de arranjo das
fibras tendineas, no arredondamento do nucleo dos fibroblastos e aumento na
porcao de colageno tipo | quando comparados com o colageno tipo Ill, evidenciando
assim acao analgésica, anti-inflamatoria e remodelamento positivo do colageno no

reparo tendinio.
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