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Avaliacao do efeito do 6leo-resina de copaiba (Copaifera
sp.) na proliferacao celular in vitro

Effect of copaiba oleoresin (Copaifera sp.) on the in vitro cellular proliferation

Edson de Oliveira NOGUEIRA'; Adriano Sodré Magalhaes NOVAES'; Camila Maria Sene SANCHEZ';
Claudio de Moraes ANDRADE!; Marta Fernanda Albuquerque da SILVA'

'Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica - R], Brasil

Resumo

O dleo de copaiba é uma resina extraida pela perfuracédo do tronco de arvores do género Copaifera sp., usado como
cicatrizante em varias regides do Brasil. Sdo comprovados seus efeitos antimicrobianos e antiinflamatérios, sem relatos
de atividade sobre a proliferacdo celular. No presente trabalho foi observada a dindmica da proliferagdo de células
MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) mantidas em meio de cultivo adicionado de diferentes concentragdes do dleo de
copaiba, utilizando-se como controle células mantidas em meio sem adigdo do oleoresina (grupo M) e células no meio
com aplicacdo do solvente tween 80, na diluigdo 10~ (grupo MT). Dilui¢des decimais de 10* até 10~ mostraram-se
toxicas e, portanto, os estudos de proliferagio partiram da diluigdo 10* até 107. Observou-se que houve crescimento
mais acelerado em todos os grupos adicionados do dleo-resina nas primeiras 24 horas, com destaque para a diluigdo
107, que teve sua taxa de proliferagdo 5,47 vezes maior que a do grupo M. Concluiu-se que o éleo-resina de copaiba
se mostrou estimulante da multiplicacdo celular, o que pode ser um dos mecanismos de seu efeito positivo sobre a
cicatrizagdo, somado aqueles previamente comprovados na literatura.

Palavras-chave: Cicatrizacio de Feridas. Oleo-resina de Copaiba. Proliferagio de células.

Abstract

Copaiba oleoresin is extracted from the trunk of Copaifera sp genus trees and used for treating wounds in several regions
of Brazil. Its antimicrobial and anti-inflammatory effects have been proved, however there are no reports of activity on
cell growth. Proliferation of MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) cells was evaluated under the influence of different
concentrations of Copaiba oleoresin. Control groups consisted of cells in medium without addition of oleoresin (M
group) and cells in the medium with application of the solvent Tween 80 at dilution 10~ (TM group). Decimal dilutions
of 107! to 10~ were shown to be toxic and, therefore, the proliferation studies were conducted from dilution 10 to 107.
Cell growth was faster in all groups that received the Copaiba oleoresin dilutions in the first 24 hours, specially the 10~
dilution group, which proliferation rate was 5,47 higher than that of M group. It was concluded that Copaiba oleoresin
stimulates cell multiplication, which may be one mechanism of its positive effect on wound healing, in association with
those previously known.

Keywords: Wound healing. Copaiba oleoresin. Cell proliferation.
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¢do tem fascinado o homem e intimeras alternativas
de tratamento topico de feridas cutineas tém sido re-
latadas, utilizando-se substancias de origem animal,
vegetal e mineral, como bile, sangue, frutas, cascas de
arvores, aluminio, sais de cobre e até argila’. O uso
popular de plantas em cicatrizagido de feridas é ini-
cialmente relacionado com efeitos adstringentes e an-
timicrobianos®*. Apesar de muito freqiientes durante
varios séculos, estes tratamentos nao passavam de
tentativas empiricas.

Pesquisas aprofundadas tém demonstrado que a ci-
catrizagdo ¢ uma resposta bioldgica complexa que en-
volve células, produtos celulares e componentes extra-
celulares que sao funcionalmente independentes, mas
que agem em conjunto para restaurar a integridade
estrutural e funcional dos tecidos lesados®. Segundo
Fontana®, o primeiro estdgio do processo de cicatri-
zagdo compreende a fase inflamatoria, caracterizada
pela ativacao do sistema de coagulagdo sangiiinea e
liberagdo de mediadores e fatores quimiotaxicos. Na
fase proliferativa ocorre a formagao de um tecido de
granulacgdo altamente vascularizado. Durante a tltima
fase, a reparativa, ocorre a sintese, migragao e matura-
¢ao de fibras colagenas, cicatrizando o tecido lesado.

Entre as plantas usadas, popularmente, em cicatri-
zacdo de ferimentos cutineos, a copaiba se apresen-
ta com certo destaque, principalmente nas regides
Norte e Nordeste, mas o uso de seu dleo-resina como
cicatrizante ja é difundido por todo o pais, inclusive
com a comercializagdo em ervanarios populares, bem
como em farmdcias oficialmente regulamentadas”®’.

As copaibeiras sao arvores da familia das Legumi-
nosae-Caesalpinoideae, de crescimento lento, alcan-
¢am de 25 a 40 metros de altura, podendo viver até
400 anos. O tronco é aspero, de coloragdo escura, me-
dindo de 0,4 a 4 metros de didmetrol. O 6leo de copa-
iba, em termos bioldgicos, é um produto de excrecao
ou desintoxicagdo do organismo vegetal, e funciona
como defesa da planta contra animais, fungos e bac-

térias10. O 6leo de copaiba — uma resina obtida pela
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perfura¢ao do tronco de arvores do género Copaifera
sp., comuns no norte do Brasil - era usado por indios
da Amazonia pelos seus supostos beneficios sobre a
cicatrizacdo de ferimentos cutineoss.

A atividade marcante do 6leo-resina de copaiba so-
bre as feridas é uma das propriedades mais frequente-
mente citadas em estudos etnofarmacologicos, entre-
tanto, os estudos farmacoldgicos sdo controversos'.
Diversos autores tentam elucidar em seus trabalhos a
acdo do dleo de copaiba®!M2IBILISIGITIEN - A atuacio
do dleo de copaiba nos processos de cicatrizagio é
por vezes contraditdria e, dentre os que afirmam sua
eficiéncia, poucos aplicam uma metodologia clara o
suficiente para poder ser reproduzida. Todavia, os
resultados encontrados contradizem o senso comum
sendo necessaria a realizagdo de estudos que compro-
vem com mais exatidao a influéncia do 6leo de copai-
ba no processo cicatricial®.

Veiga Junior e Pinto' relatam a ocorréncia de va-
riagdes nos principios ativos (hidrocarbonetos, él-
coois sesquiterpénicos e fenois) presentes no género
copaiba; os autores afirmam ainda que tais variagoes
podem ocorrer em fun¢ao das alteragdes diurnas,
sazonais, de intensidade de luz e nutrientes do solo,
e concluem que muitas sdo as agdes ja confirmadas
relacionadas ao género, entretanto, ainda sao poucas
as pesquisas que conseguem elucidar tais principios
ativos e suas funcionalidades.

Avangos recentes em tecnologia biomolecular e de
cultivo celular tém revolucionado as pesquisas fi-
siologicas e farmacologicas relativas a reparagdo de
feridas. A avaliagdo da proliferagdo celular é extre-
mamente relevante nos estudos sobre a cicatrizacao
tecidual, uma vez que a multiplicacdo de varios tipos
celulares (como células epiteliais, fibroblastos, célu-
las endoteliais) para preenchimento da area lesada é
fundamental para o reparo. As células MDBK (Madin
Darby Bovine Kidney) tém sido utilizadas no estudo
da acao de diversas substincias sobre a proliferacao

celular, inclusive extratos vegetais*"?>2>,



Devido a complexidade do mecanismo biologico
envolvido, estudos sobre a cicatrizagdo requerem mo-
delos experimentais in vivo, bem como in vitro**.
Gottrup, Agren e Karlsmark” afirmam que sistemas
in vitro sdo geralmente rapidos, simples, de custo re-
duzido e envolvem minimas consideracdes éticas ou
legais. Além disso, permitem a investigacdo de varios
agentes farmacologicos ou fatores bioldgicos isolados,
sem a inerente heterogeneidade dos modelos in vivo;
entretanto, ressaltam a dificuldade em extrapolar os re-
sultados das investigagdes para uma condigao real de
um organismo normal. Em razio disso, o teste final de
um agente cicatrizante deve ser realizado em animais.

Pesquisas avangam progressivamente a respeito da
acdo do oleo-resina de copaiba sobre a cicatrizacéo,
ratificando a importincia deste fitoterdpico na me-
dicina popular. Portanto, estudos que levem a eluci-
dacdo de seus efeitos especificos sobre os diferentes
mecanismos do processo de cicatrizagdo justificam-se
por dar subsidios para sua aplica¢do no tratamento de
diferentes tipos de feridas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do
6leo de copaiba, em diferentes dilui¢des, sobre célu-
las do tipo MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) em
cultivo de monocamada, quanto a sua capacidade de

estimulo a proliferagdo celular.

Material e Método

O oleo-resina de copaiba utilizado nesta pesquisa
foi obtido na Farmacia Escola da Universidade Fede-
ral do Pard, na apresenta¢do farmacéutica de frasco
contendo 500 ml de 6leo in natura, para uso topico.
As dilui¢des foram realizadas a partir da amostra ori-
ginal, uma aliquota 0,1 ml do éleo foi diluida em 0,1
ml de Tween 80 acrescido de 0,8 ml de meio MEM/
Glasgow (meio essencial minimo) formando uma so-
lugdo inicial na concentragdo de 1:10 (ou seja, 10™)

do dleo. Em seguida, procedeu-se a dilui¢ao decimal
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sucessiva, pela adicao de MEM, obtendo-se dilui¢oes
crescentes até 107.

Foram utilizadas células dos tipos MDBK (Madin
Darby Bovine Kidney), catalogadas pela American
Type Culture Collection com o coédigo CCL-22, for-
necidas pelo Laboratdrio de Cultivo Celular do Centro
Panamericano de Febre Aftosa (CPFA) e mantidas no
Laboratoério de Viroses Veterinarias (DESP - IV) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As célu-
las foram cultivadas, em MEM, com 10% de Soro Fe-
tal Bovino (SFB), utilizando-se placas de cultivo de 96
furos e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,,
por 72 horas, para a forma¢do da monocamada celular.

Para a avaliagdo do titulo de citotoxicidade, apds a
formac¢do da monocamada celular, o meio de cultivo
foi retirado da placa, através de aspiragao com pipe-
ta Pasteur e, em seguida, 20 pul das solugdes do dleo,
em suas varias concentragoes (de 10" a 107), foram
adicionados as células, utilizando-se 6 furos da pla-
ca para cada diluicdo. Em cada furo, completou-se o
volume com 180 pl de MEM/Glasgow isento de SFB.
As placas foram repostas em incubacdo e, durante
cinco dias consecutivos, examinadas ao microsco-
pio 6ptico invertido, quanto a viabilidade das células
nas diferentes dilui¢des. Considerou-se como células
mortas aquelas que se apresentavam arredondadas e
flutuantes, ou seja, nao aderidas ao fundo da placa. Os
resultados didrios de viabilidade celular foram anota-
dos e aplicados ao calculo do titulo de citotoxicidade,
conforme descrito por Reed e Muench?®.

Na avaliagao da proliferacao celular, utilizou-se
uma unica garrafa Roux contendo células em estoque
foram realizados os procedimentos de “tripsiniza¢ao
e ressuspensao’, com volumes maiores de MEM/Glas-
gow, para a obtengdo de trés lotes de células, denomi-
nados LOTE 1, LOTE 2 e LOTE 3. Realizou- se conta-
gem celular no dia zero com o uso do hemocitémetro
(camara de Newbauer), contando-se os quatro cam-
pos da extremidade e o campo central. Com base nos

resultados de toxicidade, a multiplicagao celular foi
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avaliada utilizando-se apenas as diluicdes de 10* a 10°
’; para isso foram utilizadas quatro placas de 24 furos
(com 1 ml por furo) para cada lote, separadamente. Em
cada furo, foram colocados 0,9 ml de suspensao celular
(em MEM) e foi adicionado 0,1 ml da dilui¢ao de 10*
do dleo (dleo + tween 80) nos furos A1, B1,Cl e D1, de
10 nos furos A2, B2, C2 e D2, e assim sucessivamen-
te até 107. Nos furos A5, B5, C5 e D5 (chamados de
“controle de tween” ou “MT”) colocou-se tween 80 na
diluicédo 10° (0,1 mL) + MEM (0,9 mL) e os furos A6,
B6, C6 e D6 (chamados de “controle celular” ou “M”)
receberam apenas 1 mL de MEM. As doze placas foram
mantidas em incubagdo, e as contagens das células fo-
ram realizadas em apenas uma das placas de cada lote,
por vez, a cada 24 horas até completarem-se 96 horas,
com a utilizagdo do hemocitdémetro.

Para a leitura didria da proliferacao celular, o meio
de cultivo era aspirado da placa para a adigdo de 1 mL
de tripsina, em cada furo, sobre a camada celular. Apds
um periodo de 5 minutos, a tripsina era turbilhonada
com auxilio de uma pipeta Pasteur, promovendo-se o
descolamento e suspensédo das células. Em seguida, as
suspensoes celulares eram recuperadas em tubos de
centrifuga, formando-se um “pool” de cada diluigdo
(furos A, B, C e D) e de cada controle. Os tubos, com
4 mL cada um, eram centrifugados a 2000 g/30min.
e o liquido sobrenadante, cuidadosamente recolhido
e descartado, permanecendo apenas 1 mL em cada
tubo. As células eram ressuspendidas e homogeneiza-
das para se proceder a contagem em hemocitometro.

Na andlise dos resultados, considerou-se a média
entre os valores obtidos nas contagens de cada lote.
As taxas de proliferacao celular e o tempo de geracao
(tempo de dobramento celular) foram calculadas apds

conversao das médias em valores exponenciais.

Resultados

Nas condigdes avaliadas, o 6leo-resina de copa-

iba apresentou atividade citotéxica em concentra-
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¢do igual ou superior a 107, sobre o tipo celular
estudado.

Um dos lotes apresentou resultados andmalos nos
controles M e MT, além de mostrar valores demasia-
damente discrepantes entre as dilui¢des. Portanto, ha-
vendo a hipétese de falha na experimentagao, este lote
nao foi incluido na composi¢do da média do numero
de células obtidos nas contagens de proliferagao celu-
lar, ficando portanto a analise baseada nos dois lotes
restantes.

Os valores médios das contagens didrias do nime-
ro de células e as taxas de proliferacdo celular estao
relacionados na tabela 1. Pode-se observar que o cres-
cimento foi progressivo em todos os grupos, até as 72
horas, quando iniciou-se um declinio na contagem,
exceto no grupo M (células no meio de cultivo).

A tabela 2 apresenta uma comparagao entre as taxas
de proliferagao dos grupos de células as quais adicio-
nou-se o Oleo-resina de copaiba (10* a 107), com as
do grupo controle M, nos diferentes tempos de avalia-
¢do. Observa-se que houve crescimento mais acelera-
do em todos os grupos adicionados do dleo-resina nas
primeiras 24 horas, com destaque para a dilui¢ao 107,
que teve sua taxa de proliferagdo 5,47 vezes maior que
a do grupo M. A partir de entdo, nota-se que o cresci-
mento celular progride, porém em taxas menores em
rela¢ao ao controle.

A tabela 3 apresenta o tempo de dobramento (ou
tempo de gerac¢do) celular para cada grupo, nos diver-
sos momentos de avaliagdo. Da mesma forma que nas
analises anteriores, o grupo da diluigdo 10~ teve proli-
feragao acentuadamente mais rdpida nas primeiras 24
horas, com tempo de dobramento estimado em 11,7
horas em comparagdo com as 63,8 horas estimadas

para o grupo M.

Discussao

Para que o processo de reparagdo de feridas seja

efetivo em sua plenitude, um dos eventos de maior
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Tabela 1 - Valores médios das contagens didrias de dois lotes de células MDBK em
cultivo de monocamada ap6s adigdo de 6leo-resina de copaiba em quatro
diluiges, tween 80 a 10 (MT) e somente em meio MEM/Glasgow (M) e
valores correspondentes de taxas de prolifera¢ao celular

Diluigoes NUMERO DE CELULAS TAXA DE PROLIFERACAO

do dleo-

resina de Tempo (em horas) Tempo (em horas)

copaiba e

controles 0 24 48 72 96 24 48 72 96
10+ 40 98 527 905 426 0,0162 0,0304 0,0098 -0,0136
10° 40 168 467 730 439 0,0260 0,0185 0,0081 -0,0092
10°¢ 40 85 342 417 351 0,0136 0,0252 0,0036 -0,0031
107 40 72 410 296 288 0,0106 0,0315 -0,0059 -0,0005
MT 40 62 380 427 406 0,0079 0,0328 0,0021 -0,0009
M 40 52 304 477 629 0,0047 0,0320 0,0082 0,0050

Tabela 2 — Relacao entre as taxas de proliferagdo (n) dos
grupos de células MDBK em cultivo de mono-
camada as quais adicionou-se o 6leo-resina de
copaiba (10 a 107) e as do grupo controle M,
nos diferentes tempos de avaliacao

RELACAO p grupo diluigdo / p grupo M

Dilui¢oes do
6leo-resina de Tempo (em horas)
copaiba
24 48 72 96
10 3,42 0,95 1,20 -2,72
10° 5,47 0,58 0,99 -1,84
10 2,87 0,79 0,44 -0,62
107 2,24 0,99 -0,72 -0,10

Tabela 3 - Tempo de dobramento (ou tempo de geragio)
celular em horas para cada grupo de células
MDBK em cultivo de monocamada ap6s adi-
¢do de 6leo-resina de copaiba em quatro dilui-
¢des, tween 80 a 10 (MT) e somente em meio
MEM/Glasgow (M), nos diversos momentos de
avaliacdo

Diluicdes do TEMPO DE GERACAO

Sleo-resina
de copaiba e
controles

Tempo (em horas)

24 48 72 96
10+ 18,7 10,0 30,7 -22,2
10° 11,7 16,4 37,1 -32,9
10° 22,2 12,0 83,7 -97,2
107 28,5 9,6 -50,9 -611,2
MT 38,2 9,2 142,3 -332,1
M 63,8 9,5 36,8 60,5

relevancia é a proliferagdo celular, principalmente em
lesdes com grandes perdas teciduais. Diversos tipos

celulares tém importancia para o processo, de acordo

com a fase da cicatriza¢ao em questao®. Neste contex-
to, insere-se a avaliacdo dos efeitos de véarias substan-
cias sobre células em cultivo, método que vem sendo
utilizado recentemente por diversos autores>>">,

Optou-se no presente estudo pela utilizagdo do sis-
tema in vitro, pois, como afirmam Gottrup, Agren e
Karlsmark? estes testes sdo geralmente rapidos, sim-
ples, de custo reduzido e envolvem minimas conside-
ragdes éticas ou legais, sem a inerente heterogeneidade
dos modelos in vivo. Este modelo possibilitou avaliar
o efeito do 6leo-resina de copaiba, especificamente,
sobre a multiplicagdo celular. As células MDBK foram
também usadas em outras pesquisas relacionadas a
proliferacdo celular sob influéncia de diversas subs-
tancias, inclusive extratos vegetais®*>**2*,

Nos estudos da agdo de extratos vegetais sobre a
proliferacao celular in vitro, é comum que as solu-
¢Oes mais concentradas apresentem efeito citotoxico
conforme observado por Phan, Rughes e Cherry*, na
avaliacdo do extrato de Chromolaena odorata (eupo-
lin). O teste preliminar de citotoxicidade foi aplicado
no presente estudo, utilizando-se método tradicional
(célculo de Reed e Muench), que define a concentra-
¢do letal para 50% das células cultivadas e forneceu
a concentracao considerada limite, a partir da qual
iniciou-se o estudo da proliferacao celular.

O grupo “controle celular” (M) apresentou cresci-

mento gradativo e constante do numero de células até
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96 horas, enquanto, nos grupos de células que tiveram
seu crescimento acelerado pela a¢do das diluicoes do
6leo-resina a 10 e 105, houve dréstica diminui¢do da
populacéo celular a partir das 72 horas, devido ao ra-
pido consumo de substratos com consequente falta de
nutrientes.

Os resultados obtidos no presente trabalho demons-
tram uma clara influéncia positiva do 6leo-resina de
copaiba sobre a proliferacdo celular, principalmente
quando utilizou-se as diluicdes de 10-5 e 10-4. Ou-
tros efeitos do dleo de copaiba relevantes na evolu-
¢do das feridas vem sendo amplamente estudados,
como sua atividade antiinflamatdrial®!718:31:32:33,34,35.36
acao contra varios microorganismos, destacando-se o
Staphylococcus aureus™-%*4442 e atividade antioxi-
dante®. Por si s0, estes efeitos justificam a ampla uti-
lizagdo deste produto na medicina tradicional de co-
munidades do Norte e Nordeste do pais e sua difusao
por outras regides”®’. Estudos sobre atividade do 6leo
em proliferagao de células nao foram encontrados na
literatura e os achados do presente trabalho indicam
mais um tipo de atuacdo positiva do dleo de copaiba
sobre a cicatrizagao.

Os achados desta pesquisa divergem da afirmagéo
de Cavalcanti et al.’¥, de que o 6leo de copaiba nao
possui fatores capazes de estimular a prolifera¢do ce-
lular e que seu efeito positivo sobre a cicatrizagdo de-
ve-se & sua a¢do antiinflamatoria. Os resultados aqui

apresentados demonstram que o 6leo de copaiba, em

Referéncias

1.VEIGA JUNIOR, V;; PINTO, A. C. O Género Copaifera L.
Quimica Nova, v. 25, n. 2, p. 273, 2002.

2.SCHENKEL, E. P; GOSMANN, G, PETROVICK, P.
R. Produtos de origem vegetal e o desenvolvimento de
medicamentos. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P;
GOSMANN, G.; MELLO, J.C. P; MENTZ, L. A; PETROVICK,
P. R. Farmacognosia - da planta ao medicamento. Porto
Alegre: Ed. UFRGS, 2000. p. 291-322.

3.FORREST, R. D. Early history of wound treatment. Journal of
the Royal Society of Medicine, v. 75, n. 3, p. 198-205, 1982.

4.PHAN, T. T.; HUGHES, M. A.; CHERRY, G. W. Enhanced
proliferation of fibroblasts and endothelial cells treated with
an extract of the leaves of Chromolaena odorata (eupolin), an

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 4, p. 293-300, 2012

determinadas concentragdes, possui efeito proliferati-
vo, devendo-se considerar também suas ja comprova-
das a¢des antimicrobiana e antioxidante, caracteristi-
cas essas que sdo importantes, alem da a¢do antiinfla-
matoria, para o processo cicatricial.

Podemos sugerir, com base neste estudo, que ainda
hd um amplo caminho a ser percorrido pelas pesqui-
sas quanto a atividade do dleo de copaiba sobre a ci-
catrizagdo de feridas. Outros trabalhos devem ser re-
alizados, usando modelos in vitro que permitam ava-
liar ndo apenas a multiplicacdo celular, mas também
a possibilidade de a¢do sobre a neovascularizagéo,
sobre a migra¢ao celular, a contra¢ao, bem como o
estimulo a produgédo de colageno, conforme vem sen-
do descrito na literatura sobre outros produtos vege-
tais?®44>4 Além disso, delineamentos experimentais
visando comparar os efeitos de diferentes espécies de
Copaifera, ou ainda, as resinas de uma mesma espécie
coletadas de ambientes diversificados e estabelecendo
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