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RESUMO

A oleorresina de copaiba é amplamente utilizada como medicamento tradicional pelos
indios da Amazoénia, por meio da administracdo oral e tdpica. Este produto natural
possui propriedades anti-microbianas, anti-inflamatérias, anti-tumorais e também
cicatrizantes. No presente estudo, o efeito da oleorresina da copaiba na viabilidade
celular e na adesdao de células-tronco mesenquimais foi avaliado in vitro. A
concentracao de éleo utilizada neste trabalho foi de 0,5 pg / mL durante um periodo
de 7 dias. Os resultados mostraram que nao houve diferenca estatistica para adesao
celular. A andlise do MTT indicou que nao houve diferenca estatistica em relacdo a
absorbancia média no periodo de quatro horas para 1 dia. No entanto, ambos
diferiram significativamente da absorbancia média nos dias 3 e 7. Embora nao haja
diferenca estatistica entre os tratamentos, o 6leo de copaiba nao foi citotdxico.

Palavras-chave: Oleorresina; Cultura de células-tronco; Oleo amazdnico.

ABSTRACT

Copaiba oleoresin is widely used as a traditional medicine by the Amazonian Indians,
through oral and topical administration. This natural product possesses anti-microbial,
anti-inflammatory, anti- tumoral and also wound healing properties. In the present
study, the effect of copaiba oleoresin on cellular viability and adhesion of
mesenchymal stem cells was evaluated in vitro. The concentration of oil used in this
work was 0.5 ug/mL during a 7 day period. The results showed that there was no
statistical difference for cell adhesion. The MTT analysis indicated that there was no
statistical difference in relation to the mean absorbance in the time period of four

! Instituto Federal Sul-rio-grandense - IFSul, Pelotas/RS - Brasil. E-mail: dguerralund@yahoo.com.br

2 Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre/RS. E-mail: daikely@yahoo.com.br

3 Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre/RS. E-mail: yakime.adriao@ufrgs.br

* Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre/RS. E-mail: edukonrath@farmacia.

ufrgs.br

®> Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre/RS. E-mail: edukonrath@farmacia.

ufrgs.br

5 Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre/RS. E-mail: patriciapranke@ufrgs.br
233



mailto:patriciapranke@ufrgs.br
mailto:edukonrath@farmacia.ufrgs.br
mailto:edukonrath@farmacia.ufrgs.br
mailto:edukonrath@farmacia
mailto:edukonrath@farmacia.ufrgs.br
mailto:edukonrath@farmacia.ufrgs.br
mailto:edukonrath@farmacia
mailto:yakime.adriao@ufrgs.br
mailto:daikely@yahoo.com.br
mailto:dguerralund@yahoo.com.br

Revista Thema
v. 16, n.1, 2019

hours to 1 day. However, both differed significantly from the mean absorbance at days
3 and 7. Although there is no statistical difference between the treatments, copaiba oil
was not cytotoxic.

Keywords: Oleoresin; Stem cells culture; Amazonian oil.

1. INTRODUCAO

A oleorresina de copaiba é um importante produto natural tradicionalmente utilizado
pelas populacdes amazdnicas brasileiras, produzido pela exsudacao dos troncos das
arvores pertencentes a espécie Copaifera (Leguminosae - Caesalpinoideae). A arvore
Copaifera spp é prevalente em todo o Brasil e também é encontrada do nordeste da
Argentina a Venezuela, onde tem um impacto social e econdmico consideravel, devido
a dependéncia da extracdo de 6leo para a subsisténcia das populacdes locais (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002). Muitas aplicacbes farmacoldgicas ja foram descritas para o
6leo, como suas propriedades antimicrobianas, antiinflamatérias e antitumorais,
incluindo seu uso como agente tradicional de cicatrizacao de feridas (WANG et al.,
2011). Foi verificado que, assim como para a leishmaniose, o 6leo de copaiba foi
eficaz no tratamento de camundongos infectados com Trypanosoma evansi,
protozoario que infecta equinos, caes, capivaras dentre outros animais causando
febres intermitentes, edema nas pernas e partes baixas do animal, aborto (DORNELES
et al., 2013). Outros estudos demonstraram que o acido caurendico, um diterpeno de
Copaifera langsdorffii, apresentou potencial antiinflamatério induzido pelo acido
acético, na colite de ratos (PAIVA et al., 2002). A associacao entre produtos naturais e
medicina regenerativa ou engenharia de tecidos é promissora em termos da
capacidade de reconstituir érgaos (VIERLING et al., 2014). A engenharia de tecidos
envolve o uso de estruturas de células, chamadas de estruturas de apoio, que
consistem em estruturas tridimensionais que fornecem um microambiente que
favorece a adesao e a migracao celular (NEDEL et al., 2009). Implantes de células-
tronco mesenquimais com scaffolds tém sido utilizados em varios estudos para
reconstruir e reparar a funcionalidade de varios érgaos, como pele, pulmdes, vasos,
rins e figado, entre outros (WANG et al., 2011). Certos componentes inseridos em
scaffolds, como alginato e agarose, tém sido usados para melhorar a adesdo,
viabilidade e diferenciacdo de células-tronco (WANG et al., 2011; WONG et al., 2012).
Estudos demonstraram que o hidrogel de alginato (HA) associado ao diéxido de titanio
nano / micro fibra (nfTD) e hidroxiapatita (nfHY) formam um ambiente propicio a
viabilidade e adesao celular (SANTANA et al., 2012). Da mesma forma, produtos
naturais, como o éleo de copaiba, foram combinados com scaffolds para proporcionar
um ambiente similar no qual a célula estd inserida e promover melhor aderéncia e
proliferacao celular (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Portanto, o uso de células-tronco mesenquimais associadas a produtos naturais pode
promover a diferenciacdo em diferentes tipos de células e ser usado para a
regeneracao de varios tipos de tecidos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da oleorresina de copaiba na
adesao celular e na viabilidade de células-tronco mesenquimais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. CULTURA DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Experimentos e analises foram realizados no Laboratério de Hematologia e Células-
Tronco da Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS.

Células-tronco mesenquimais da polpa dos dentes deciduos foram utilizadas. O estudo
utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP / UFRGS) sob n2 27325.
Para os experimentos, células entre a quinta e a nona passagem, foram utilizadas e
cresceram em DMEM - Meio Eagle Modificado por Dulbeccos (Sigma-Aldrich),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen®, Frederick, EUA).

Quando se atingiu aproximadamente 90% de confluéncia, as culturas foram
tripsinizadas com a utilizacdo de 0,25% de Tripsina / EDTA. As células dissociadas
foram entdo semeadas a uma densidade de 3 x 10° células / poco em placas de
cultura de 24 pocos.

A superficie das placas de cultura celular foi pré-tratada com 0,1% de gelatina (Sigma-
Aldrich®, St Louis, EUA) mais 1% de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,05% de 6leo de
copaiba pura foi obtido da Alpha Quimica Ind. Foi acompanhado de um relatério
especificando qualidade com andlises fisico-quimicas e microbiolégicas do éleo,
enviado pela empresa que forneceu o éleo. Para o controle, foram utilizadas apenas
células e meio de cultura - DMEM.

As placas foram mantidas em incubadora umidificada com 5% de CO2 a 37° C.

2.2. ENSAIO PARA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada por ensaio colorimétrico (3 - (4,5-dimetiltiazol-2YL) -
2,5-difenil brometo de tetrazdlio) - MTT. As avaliagbes foram realizadas nos periodos
de 4 horas, 1, 3 e 7 dias. Em cada periodo de tempo, as células foram incubadas com
0,25 mg / mL de solucao salina tamponada com MTT, livre de calcio e magnésio - CMF,
durante duas horas. O dimetilsulfoxido (DMSQO) foi usado para dissolver os cristais de
formazan e a absorbancia foi lida no espectrofotdbmetro em dois comprimentos de
onda: 570nm e 630nm. Os resultados foram calculados como a diferenca na
absorbancia entre esses comprimentos de onda e expressos como o valor da média do
quadruplicado para cada grupo. A leitura da absorbancia foi realizada em
equipamentos SpectraMax. O tamanho da amostra (n) foi igual a 3.

2.3. TESTE PARA ADESAO CELULAR

Para este propdsito, 30.000 células-tronco mesenquimais foram semeadas na
superficie tratada das placas de cultura com 24 pocos tratados com: 0,1% de gelatina
(Sigma) e 1% de dimetil sulféoxido (DMSO) e 0,05% de 6leo de copaiba. O grupo
controle continha apenas a gelatina. Culturas primarias de células-tronco
mesenquimais da polpa de dentes deciduos foram utilizados em triplicata. Quatro
horas apds as células terem sido semeadas nos pocos, 0s pocos com células foram
lavados em PBS 1X com solucao salina tamponada com fosfato (PBS) e colocados em
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paraformaldeido a 4%. Apds vinte minutos, os pocos foram lavados novamente em
PBS e mantidos 1d até o momento da coloracdo. O corante marcador foi colocado em
cada cavidade, (brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,4-difeniltetrazélio]) (DAPI)
diluido em PBS. Este procedimento foi realizado no escuro. O tamanho da amostra (n)
foi igual a 3. As fotos foram tiradas em magnitude 200X em nove pontos aleatdrios de
cada poco, a partir de imagens obtidas do microscépio éptico de lente invertida. Um
numero médio de células foi realizado por poco.

2.4. ANALISE DA OLEORRESINA DE COPAIBA UTILIZANDO CROMATOGRAFIA
GASOSA

Para determinar os compostos presentes em Copaifera sp. oleorresina, foi utilizada a
cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG / EM).

A analise foi realizada usando um cromatégrafo a gas Shimadzu GC17-A e um detector
de espectro de massa QP-5000 (MSD). A cromatografia foi realizada em uma coluna
capilar DB-5 MS (25 m x 250 pm i.d., com uma espessura de filme de 0,25 um; 5%
dimetilpolisiloxano a 95% com difenil reticulado (John Wiley & Sons Scientific, EUA). As
amostras de 6leo foram diluidas em éter dietilico (2%, concentracao final). Foram
divididas as injecdes (1 mL), em uma relacao de divisao de 5:1. A temperatura do
forno foi programada para subir a 3° C / min a partir de uma temperatura inicial de
60° C, aumentando até 300° C (80 min). As temperaturas de injecao, interface e fonte
foram ajustadas em 220° C, 280° C e 250° C, respectivamente. O hélio foi usado como
gas de transporte com uma taxa de fluxo de 1,0 ml / min. A deteccao de MS foi
implementada com o modo de ionizacao de elétrons (energia de elétrons de 70 eV) e a
faixa de massa utilizada foi de 50 a 650 m / z. Compostos na amostra autoclavada e
nao autoclavada de Copaifera spp. éleo foram identificados com base em seus indices
de retencao linear (LRI), determinados em relacao aos tempos de retencao de uma
série de misturas selecionadas de n-hidrocarbonetos. As identificacdes individuais
foram feitas examinando-se a biblioteca espectral de massa de referéncia do sistema
GC-MS e também analisando seus perfis caracteristicos de fragmentacao quando
comparados com os dados da literatura (TAPPIN et al., 2004; ADAMS, 2001). As
proporcdes relativas dos constituintes dos 6leos foram calculadas por integracao
eletronica das areas de pico do FID usando o método de normalizacao.

2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados, quanto a viabilidade e adesao celular, foram analisados por ANOVA,
seqguido pelo Teste de Tukey. O nivel de significancia foi de 5%. Nao ocorreu
homogeneidade da variancia e as varidveis foram transformadas usando a
transformacao Power 0.2.

3. RESULTADOS

3.1. O EFEITO DO OLEO DE COPAIBA NA ADESAO CELULAR

O teste ANOVA nao mostrou diferenca estatisticamente significante entre o grupo
controle em relacdo a adesdo celular. Embora nao estatisticamente significante, p =

236



Revista Thema
v. 16, n.1, 2019

0,053 os dados mostram uma tendéncia de melhora da adesao celular nos pocos
tratados com dleo.

3.2. O EFEITO DO OLEO DE COPAIBA NA VIABILIDADE CELULAR

Os resultados do MTT (figura 1) mostraram que houve significancia estatistica (p =
0,028). Pode-se observar que o efeito do fator tempo também foi significativo (p
<0,001). Através do teste de Tukey, a absorbancia média, referente ao tratamento
durante quatro horas nao diferiu significativamente da absorbancia média para o
tratamento referente 1 dia. Ambos os periodos de tempo, 4 horas e 1 dia, diferiram
significativamente da absorvancia média nos dias 3 e 7 (p < 0,001). Houve um
aumento no numero de células metabolicamente ativas ao longo do tempo de analise.
A viabilidade celular aumentada foi encontrada nos pocos previamente tratados com o
6leo ao longo do tempo. Nenhum efeito citotéxico foi observado na concentracdo de
6leo de 0,5 uL / mL.

Figura 1 - Avaliacdo da viabilidade celular e valores da absorbancia apés
4 horas, 1, 3 e 7 dias (A) e avaliacdo da adesao celular apés 4 horas (B).
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3.3. CROMATOGRAFIA GASOSA DE OLEORRESINA DE COPAIBA AUTOCLAVADA

A figura 2 e a tabela 1 representam o cromatograma da amostra da oleorresina de
copaiba autoclavada utilizada nos experimentos e o0s principais constituintes
encontrados, respectivamente. Como mostrado, os sesquiterpenos sao predominantes
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na amostra, com 6xido de cariofileno (51,9%) e gama-elemeno (16,3%) como os
compostos mais abundantes. A oleorresina nao autoclavada de copaiba apresentou
maior teor de 6xido de cariofileno (85,4%) e presenca de epdéxido de humuleno (7,6%)
(dados nao mostrados). Resultados anteriores também demonstraram a prevaléncia
de cariofileno em uma Copaifera spp. amostra de oleorresina, juntamente com outros
sesquiterpenos (SANTANA et al., 2012).

Figura 2 - Cromatograma da oleorresina de copaiba autoclavada obtida em um GC Shimadzu
GC17-A e um detector QP-5000 MS. Os picos mostram os diferentes componentes
apresentados no 6leo de copaiba, conforme tabela 1, tempo de
retencao e quantidade (%) de cada componente analisado.

h 439,270,826
4
50+ 3 L
8 0
lksl L.
0 \ . ! .
25 50 79
Tabela 1 - Andlise dos constituintes da oleorresina
de copaiba autoclavada por GC/MS.
Numero Tempo de Componente Quantidade (%)
de Pico Retencdo
1 24.168 alfa-copaeno 4.26
2 24.908 beta-elemeno 2.28
3 26.041 beta-cariofileno 9.92
4 26.848 gama-elemeno 16.28
5 27.491 alfa-humuleno 1.75
6 28.509 gama-muuroleno 1.27
7 28.876 ndo-identificado 1.77
8 29.931 beta-bisaboleno 5.14
9 32.997 0xido de cariofileno 51.93
10 33.920 ep6éxido de humuleno II 5.39

4. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da oleorresina de copaiba na
adesao celular e na viabilidade de células-tronco mesenquimais. Os resultados
mostraram que nao houve diferenca estatistica na adesdo celular entre os grupos,
mas uma tendéncia para um aumento na adesdo celular com o tratamento com éleo.
Investigacdes anteriores relataram que o uso de produtos naturais associados a
scaffolds mostram resultados promissores em termos de melhor adesao e viabilidade
celular (WANG et al., 2011). Um exemplo importante foi o gel de Aloe vera associado a
quitosana, o que contribuiu para uma melhor adesao dos fibroblastos na superficie
dessas membranas (SILVA et al., 2013). Esta associacao com as membranas de
guitosano melhorou as propriedades fisicas das mesmas e melhorou a estabilidade da
adesao celular. Estudos sobre proliferacdao celular foram realizados com células MDBK
(Madin Darby Bovine Kidney) sob influéncia de diferentes concentracdes de
oleorresina de copaiba. Diluicdes de 0,1 mL deste 6éleo estavam entre 10! e 107 na
concentracdo 10°. O 6leo de copaiba teve acao positiva sobre a proliferacdo celular
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com uma taxa 5,4 maior que a do grupo controle (o qual ndo apresentava o 6leo)
(NOGUEIRA et al., 2012).

A concentracao da oleorresina utilizada neste trabalho (0,5 pg / mL) facilitou a
proliferacdao celular sem citotoxicidade detectada nas células. Estes resultados foram
satisfatérios porque o trabalho atual demonstrou que as células aumentaram sua
proliferacdo ao longo do tempo até 7 dias em todos os tratamentos e ndo houve morte
celular. Verificou-se também que da quantidade total de oleorresina de copaiba
utilizada (0,5 puL / mL ou 0,05% por poco na placa de cultura), apenas 0,037%
permaneceu nos pocos o que pode representar uma utilizacao efetiva do éleo, uma
boa penetracao e acao dos mesmos nas células.

Os principais componentes encontrados na oleorresina de copaiba apds a esterilizacdo
foram identificados como sesquiterpenos. com predominancia de 6xido de cariofileno
(51,9%). alfa-humuleno (1,7%) e beta-cariofileno (9,9%). Estudos sobre a composicao
guimica avaliada pela andlise por GC / MS da oleorresina de diferentes espécies de
Copaifera localizadas na Amazbnia brasileira demonstraram algumas peguenas
diferencas. mas o cariofileno foi encontrado em todos eles como o composto principal
(CASCON; GILBERT, 2000). Um exemplo é a oilresina de Copaifera multijuga. que
revelou a presenca de sesquiterpenos. principalmente cubenol (16,7%). 6xido de
cariofileno (11,5%), beta-cariofileno (9,2%) e bisabolol (7,2%). junto com diterpenos.
tal como o acido copalico (2,1%). beta-hidroxi-3 copalico (1,7%) e acido pinifélico
(1,7%) (TAPPIN et al., 2004). O acido copalico foi originalmente considerado como um
marcador quimico para a espécie; Contudo. estd presente apenas em tracos
comparados a grande predominancia do cariofileno. o que dificulta a quantificacao
desse composto em amostras de 6leo-resina. No presente estudo. as concentracdes
de componentes presentes no Oleo foram diferentes em comparacdo com os
resultados de estudos usando copaiba. Em estudos utilizando cromatografia gasosa de
alta resolucdo, verificou-se que os principais componentes do 6leo de copaiba. os
acidos sesquiterpeno e diterpeno. estavam presentes em varias espécies de 6leo de
copaiba. embora ndao necessariamente na mesma concentragao. Isso pode mudar de
acordo com a espécie copaiba (TAPPIN et al., 2004).

O B-cariofileno e seu 6xido estao comumente presentes nas oleorresinas da copaiba,
mas nao se restringem a este género. sendo encontrado também em dleos volateis de
muitas outras espécies de plantas. Vérias atividades bioldgicas in vitro e in vivo sao
atribuidas ao B-cariofileno. tais como anti-inflamatério, antiviral, antinociceptivo e
antioxidante (GERTSCH et al., 2008; ASTANI et al., 2011; GHELARDINI et al., 2001).
Além disso. Este composto recentemente demonstrou uma capacidade de proteger as
células gliais contra o estresse oxidativo induzido pelo glutamato. modulando a
resposta antioxidante celular (ASSIS et al., 2014). Por causa disso. Este sesquiterpeno
foi considerado no presente estudo como marcador fitoquimico e farmacolégico.

Portanto, foi importante verificar a associacao entre células-tronco mesenquimais e
produtos naturais para verificar o 6leo de copaiba devido as atividades biolégicas
desses 6leos e a possibilidade de eles serem capazes de aumentar a adesado e
proliferacdo celular sem serem citotdéxicos.
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5. CONCLUSAO

No presente estudo, os resultados mostraram que, o 6leo de copaiba promoveu
aumento da viabilidade celular de células-tronco mesenquimais da polpa de dentes
desciduos, ao longo do tempo e, foi verificada, uma tendéncia de melhora da adesao
celular nos pocos tratados com 6éleo. Nao foi constatado nenhum efeito citotéxico na
concentracao utilizada de 0,5 uL / mL. Porém, novos estudos devem ser realizados
com o 6leo de copaiba utilizando-se diferentes concentragoes.
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