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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro a citotoxicidade e as alteracdes
do DNA celular de uma emulsédo a base do 6leo da copaiba (Copaifera multijuga
Hayne) com o propdésito de ser utilizada como coadjuvante na adesédo dentinaria.
As substéancias testadas foram: Emulsdo de Copaiba a 10%; Veiculo da Emulsao;
Clorexidina 2% e Oleo de copaiba in natura. A citotoxicidade das substancias foi
testada frente a linhagem normal de MRC-5 (fibroblasto humano), através do teste
de citotoxicidade para avaliacdo da viabilidade celular com o uso da solucdo de
Alamar Blue™. A avaliagdo do dano ao DNA foi realizada através do teste do
Cometa em pH alcalino. Como controles positivos utilizou-se a Clorexidina 2% e a
doxorrubicina. Os valores de viabilidade celular foram: emulsdo de copaiba a 10%
apresentou 8,22%, o veiculo da emulsdo apresentou 39,90%, clorexidina 2%
apresentou 5,92% e o 6leo de copaiba in natura apresentou 10,24% de viabilidade
celular. No teste do Cometa, as emulsdes testadas em 25, 50 e 75 pL/mL né&o
causaram dano significativo no DNA do fibroblasto humano em relacdo a
doxorrubicina e clorexidina 2%, entretanto, a copaiba apresentou indice de dano
estatisticamente significante em relagéo a doxorrubicina (p<0,05). Pode-se concluir
que as preparacdes que contém copaiba, apesar de induzirem citotoxicidade, ndo
tém como alvo o DNA das células de fibroblasto humano nas concentracfes
testadas, o mesmo néo ocorrendo para o 6leo de copaiba in natura, o que nos leva
a inferir que as preparagdes podem estar diminuindo o potencial genotoxico em
relagdo ao 6leo de copaiba. E ao teste de hemdlise o veiculo e a clorexidina nédo
hemolisaram os eritrdcitos, entretanto o 6leo de copaiba in natura e as emulsdes

testes apresentaram atividade hemolitica causando dano a membrana celular.

Descritores: Medicamentos fitoterapicos, sobrevivéncia celular, dano ao DNA.

Apoio Financeiro: CNPq (Processo 406457/2013-1)
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1. INTRODUCAO

A carie dentaria € uma doenca de carater crénico, multifatorial, incluindo
fatores como higiene, habitos alimentares, colonizagdo bacteriana, composicéo da
saliva, entre outros, que influenciam no metabolismo das bactérias sobre o
substrato, modulando a atividade da doenca (KIDD, 2011). Além dos fatores
bioldgicos relatados, os fatores sécio-econdmicos e comportamentais interferem
diretamente na progressao da doenca (FEJERSKOV; KIDD,2005).

Clinicamente, para que o0s tratamentos restauradores sejam mais
conservadores e menos complexos, o ideal é que durante o preparo cavitario,
ocorra apenas a remocao da dentina infectada e amolecida, ndo passivel de
remineralizacdo (MOTA,; LEITE; TARGINO, 2013).

Estudos tém revelado a presenca de remanescentes bacterianos nas
paredes de preparos cavitarias, mesmo apds a remoc¢do total do tecido cariado
(DAMO et al, 2010). As bactérias persistentes em cavidades preparadas e aquelas
que infiltram pela interface entre material e parede da cavidade podem induzir
lesbes de carie recorrentes, danos pulpares e hipersensibilidade (LULA et al.,
2009).

Assim, tem sido utilizado solucdes antimicrobianas apds o preparo da
cavidade ou uso de materiais restauradores que possam inibir o crescimento
bacteriano (RODE; SANTOS,1990). Uma solucéo ideal para limpeza e desinfec¢éo
da dentina de um preparo cavitario deveria possuir alguns quesitos, tais como: ser
bactericida ou pelo menos bacteriostatica, ser biocompativel e ndo apresentar
atividade genotoxica.

O odleo de copaiba, extraido de uma arvore nativa do Brasil, a Copaifera sp.,
apresenta multiplas propriedades biolégicas comprovadas cientificamente
(YAMAGUCHI; GARCIA, 2012), incluindo atividade antimicrobiana frente a
bactérias cariogénicas e com vantagens em suas propriedades por ser um produto
natural e de menor custo (VASCONCELOS et al., 2008).

Diante de trabalhos apresentados que confirmaram que o 6leo de copaiba
apresentou atividade antibacteriana frente aos microrganismos da cavidade oral e
por ser um fitoterapico com propriedades medicinais e com possivel aplicabilidade
na odontologia, propde-se avaliar in vitro a citoxicidade e as alteracdes do DNA
celular da emulsdo a base do 6leo de copaiba com o propésito de ser utilizada



como limpeza cavitaria e na viabilidade de uso em cavidades profundas e com

exposicao pulpar.

2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade in vitro da emulsdo de oleo de

copaiba (Copaifera multijuga Hayne).

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

» Formular emulséo a base de 6leo de copaiba a 10%;
= Verificar a citotoxicidade da emulsao através do teste de cultura de células e
teste de hemolise;

= Verificar a genotoxicidade da emulsé@o através do teste do cometa em pH
alcalino.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.A COPAIBA

Em uma revisao de literatura, Yamaguchi e Garcia (2012) ressaltaram 0 uso
de plantas medicinais como uma tradicdo que se sustenta até os dias de hoje, o
Oleo de copaiba extraido de uma arvore nativa do Brasil, a Copaifera sp., € um
exemplo de extrato muito utilizado pela populacédo brasileira, sendo facilmente
comercializado. Quimicamente é uma solucao de acidos diterpénicos, em um 0leo
essencial constituido por sesquiterpenos e de acordo com cada espécie, apresenta
variacbes entre os Oleos, distinguindo-se 0s compostos predominantes nos
sesquiterpenos e diterpenos, apresentando multiplas aplicacbes de grande
interesse medicinal, sendo as etnofarmacolégicas as mais comuns: para as vias
urinarias, atuando como antiblenorragico, anti-inflamatério, antisséptico, no
tratamento de cistite, incontinéncia urinaria e sifilis; para as vias respiratorias, como
antiasmatico, expectorante no tratamento de bronquite, faringite, hemoptise,

pneumonia e sinusite; para as infeccoes da derme e mucosa, em dermatites,



eczemas, psoriases e ferimentos; para ulceras e feridas no (tero. Ainda é
empregado como analgésico, antidiarreico, cicatrizante, afrodisiaco, antioxidante,
antitetanico, anti-herpético, bactericida, anticancerigeno, antitumoral, no tratamento
de leishmaniose, reumatismo, hemorragias, paralisia, dores de cabeca e picadas
de cobra. Portanto, o 6leo de copaiba mostra-se como uma alternativa em
potencial para os tratamentos de importantes doencas, muitos ja comprovados
cientificamente. A literatura encontrada sobre o éleo € extensa, porém muitas
vezes ndo é mencionada a identificacdo botanica da espécie de Copaifera utilizada
nas pesquisas. Considerando que ha diferencas de resultado de acordo com a
espécie ou metodologia aplicada, é necessario que sejam realizados estudos para

melhor compreenséo dos mecanismos de acdo do Oleo e sua toxicidade.

3.2.PROPRIEDADES GERAIS DO OLEO-RESINA DE COPAIBA

Leandro et al., (2012) destacaram que apesar dos muitos trabalhos
publicados que confirmam varias propriedades do Gleo de copaiba, alguns dos
dados sobre a composicdo quimica e a atividade farmacologica do 6leo resina de
copaiba permanece contraditéria. Muitas das espécies de Copaifera sp. foram
descritas, mas apenas nove delas tém algum estudo biol6gico na literatura que
avalia 0 seu uso. Em alguns casos, estes estudos nao discriminam entre as
espécies Copaifera sp. Das varias indicacdes etnofarmacologicas do 6leo resina de
copaiba, algumas como anti-inflamatério, a cicatrizacdo de feridas, antimicrobianos,
leishmanicida, larvicida, atividades antineoplasicos e antinoceptivas foram
confirmados por estudos farmacolégicos. Quanto a composi¢cao quimica foram
identificados pelo menos 38 tipos de &cidos sesquiterpenos. Destes, 35 foram
encontrados em 6leo resinas de C. duckei, C. paupera, C. piresii, C. pubiflora e C.
Reticulata no qual esses &cidos séo diferentes para cada espécie Copaifera sp.,
sendo estes associados a diversas atividades biologicas relatadas. Embora muitos
trabalhos tém sido publicados sobre a composicdo quimica do 6leo resina de
copaiba, continuam por resolver varias questfes, tais como a impressdo da
composicdo quimica das diferentes espécies e a presenca de biomarcadores.
Estudos indicam muitas atividades etnofarmacologicas que ainda néo sao
totalmente compreendidas. Além disso, as atividades dos compostos isolados nao
explicam as fortes atividades do 6leo resina de copaiba bruto. No entanto, varias

substancias tém sido descritas, e novos estudos bioldgicos foram publicados que



de alguma forma desvendam o0 mecanismo de acdo dos sesquiterpenos e
diterpenos isoladamente. Todos estes temas continuam a exigir uma investigacao
mais aprofundada do éleo de copaiba que é um recurso em que ainda h4 muito a
ser feito.

Bandeira et al., (1999), descreveram a compatibilidade biolégica do 6leo
essencial e da resina da Copaifera multijjuga, associados ao hidroxido de calcio,
tendo em vista as propriedades medicinais desse Oleo. Entdo foram testadas
pastas experimentais de hidroxido de calcio associadas ao 6leo essencial ou a
resina e pasta de hidroxido de calcio mais polietileno glicol 400 (controle). Na
avaliacdo da biocompatibilidade foram utilizados 60 primeiros molares superiores
de 30 ratos, avaliando a reacéo pulpar das pastas experimentais utilizadas como
agente de capeamento nos periodos 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Os resultados
descreveram que em todos os periodos, a pasta de hidréxido de calcio mais 6leo
essencial apresentou melhor desempenho histopatologico, seguida das pastas de
hidroxido de célcio mais polietilenoglicol 400 e hidroxido de célcio mais resina da
Copaifera multijuga.

Garcia et al., (2011) avaliaram a biocompatibilidade de duas pastas
endodonticas a base de hidroxido de calcio e de prépolis utilizando veiculos
oleosos constituidos de 6leo resina de copaiba e distribuidos em dois grupos
experimentais: (G1) 6leo resina de copaiba nédo fracionada; (G2) 6leo resina de
copaiba de fracao volatil. As diferentes frac6es de 6leo de copaiba foram extraidas
da Copaifera ssp. e o extrato de propolis foi obtido por maceracdo no qual o
sobrenadante foi evaporado e o residuo foi utilizado para a preparacdo da pasta.
Cada animal recebeu quatro tubos de polietileno representando cada par de tubos
um grupo distinto. A face lateral do tubo foi considerada o grupo de controle. Apos
7, 21 e 42 dias, os ratos foram sacrificados e os tubos removidos onde o tecido
conjuntivo adjacente a extremidade aberta de cada tubo foi segmentado para
analise histologica convencional. Os eventos avaliados foram: infiltrado
inflamatorio, celularidade, vascularizacdo e atividade macrofagica. Para quantificar
0s eventos, uma classificagdo de | a IV foi utilizada para diferenciar a reagéo
inflamatoria: Grau | —células inflamatoérias cronicas (sem inflamacéao); Grau Il -
infiltracdo de células inflamatorias e depdsitos de fibras colagenas e fibrose (leve);
Grau lll - densa infiltracdo de células inflamatorias, edema de tecido e congestédo

vascular (moderada); Grau IV - infiltracdo densa de células inflamatoérias agudas e



cronicas, areas edematosas e congestao vascular com depadsitos de fibrina (grave).
Uma vez que os varios componentes dos eventos foram quantificados, os valores
obtidos foram submetidos a uma andlise estatistica. A reacdo inflamatoria foi
moderada em sete dias para (G1) e grave para (G2). Aos 21 dias, foi leve e
moderada para (G1) e (G2), respectivamente; e aos 42 dias, era leve para (G1) e
(G2). A reacgéao tecidual variou de leve (7/21 dias) a auséncia de inflamagéao (42
dias) para o grupo controle. A andlise estatistica ndo demonstrou nenhuma
diferenca significativa entre as pastas e o grupo controle (p> 0,01). Os autores
concluiram que embora o tecido subcutaneo de ratos nao reproduza fielmente as
condi¢cbes de celulose e os tecidos periapicais, ambas as pastas testadas foram
biocompativeis para o tecido subcutaneo de ratos.

Morgan et al., (2009) realizaram um estudo que teve por objetivo avaliar a
eficacia antimicrobiana dos 6leos de copaiba e de girassol ozonizados sobre o S.
mutans em amostras de dentes bovinos. Quarenta blocos de esmalte/dentina de
incisivos foram preparados e imersos em tubos de ensaio contendo caldo BHI
contaminado. Em seguida foram aleatoriamente divididos em quatro grupos de
acordo com as terapias antimicrobianas a serem avaliadas: G1- 6leo de copaiba
ozonizado (1000 ppm); G2- 6leo de girassol ozonizado (1000 ppm); G3- solugéo de
hipoclorito a 5% (controle positivo); e G4- agua destilada estéril (controle negativo).
O G-2 (6leo de girassol ozonizado) mostrou capacidade de eliminacdo total no
namero de microrganismos viaveis (100%) e o G-1 (6leo de copaiba ozonizado)
reduziu em 99,3%, (G4) o numero de col6nias foi considerado incontavel. No G-3
(hipoclorito de sddio a 5%, controle negativo), ndo houve crescimento bacteriano.
Estes resultados indicam que os 6leos de copaiba e de girassol ozonizados foram
efetivos na reducdo do S. mutans nas condi¢cdes utilizadas no experimento,
sugerindo uma possivel aplicacao destes materiais no tratamento clinico de lesdes

de carie.

3.3.CLOREXIDINA

Franco et al., (2007) objetivou realizar uma revisédo de literatura abordando o
uso da clorexidina como agente desinfetante de cavidades e sua influéncia na
unido resina/dentina. A analise de alguns trabalhos permitiu concluir que é
importante realizar a limpeza cavitaria com clorexidina, pois sua ag¢édo desinfetante

protege a estrutura dentaria de sensibilidade pOs operatoria e de caries
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recorrentes. Sendo considerado um agente antimicrobiano de amplo espectro que
atua sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas aerobicos e anaerdébicos,
fungos e leveduras. Possuindo estabilidade, sendo segura e efetiva. Suas
propriedades catibnicas favorecem a adsorcdo seletiva pela hidroxiapatita do
esmalte dos dentes. Além disso, observou-se que os agentes de limpeza em geral

nao influenciam no processo de adeséo.

3.4.TESTES DE CITOTOXICIDADE

Costa-Lotufo et al., (2008) analisando o diterpeno acido caurendico,
presente no Oleo de copaiba, verificaram que ele apresenta potencial citotoxico,
reprime o desenvolvimento embrionario de ouricos do mar, inibe o crescimento
tumoral e a hemolise em ratos. Ja em eritrécitos humanos reflete uma natureza nao
especifica de citotoxicidade.

Masson-Meyers et al., (2013) avaliaram a citotoxicidade in vitro do Oleo-
resina Copaifera langsdorffii em fibroblastos (3T3) e seu efeito sobre a cicatrizacéo
de feridas em orelha de coelho, através da viabilidade celular por meio de ensaios
in vitro de cultura de células em 3T3 e proliferacdo celular pelo método H3-
Timidina. Os fibroblastos 3T3 foram cultivados por 3 dias a 37°C em uma
incubadora com 5% de CO2 em meio Iscove suplementado com 10% de soro
bovino fetal (FBS), 100u/mL penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Em seguida
foram tripsinizadas, centrifugadas e o “pellet” foi suspenso em meio Iscove. A
cultura de células e tripsinizacdo foram repetidas e antes dos ensaios foram
contadas na camara de Neubauer. Para obter concentragao final de 10mg/mL,
foram adicionados 900uL de meio Iscove apds a solubilizacdo de 10mg de 6leo-
resina de copaiba em 100uL de dimetilo sulféxido (DMSO). A solucdo-méae foi
diluida em diferentes concentracdes, variando de 1ug/mL a 1000ug/mL. Na
proliferagdo celular, os 3T3 foram cultivados e na presenca de diferentes
concentracbes de Oleo-resina de copaiba o seu efeito foi avaliado pela
radioatividade incorporada pelas células, medida por um contador de cintilacdo. Os
estudos in vivo foram realizados em dez coelhos e induzidas feridas em suas
orelhas que foram tratadas topicamente durante 21 dias com as respectivas
solucdes testes: solugcdo salina (S), creme padrdao de base farmacéutica como
controle (Cr) e creme a base de Oleo-resina de copaiba a 10% (C10) e a 25%

(C25). Quanto a taxa de cicatrizagdo, foram avaliados nos dias 2, 7, 14 e 21 e 0s
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estudos histoldgicos realizados no mesmo periodo, apds o ferimento. O tratamento
com até 100pg/mL de copaiba apresentaram viabilidade e proliferacdo maiores que
80% em relacdo ao controle, diminuindo significativamente a 500 e 1000 pg/mL. As
feridas foram re-epitelizadas no 21° dia, tratadas com C10 e C25 mostrando
evidéncia de inflamacéo sustentada no dia 7 e melhores resultados, confirmado na
histologia com evidéncia de atividade fibroblastica no 7°dia e organizacdo de fibras
colagenas observadas a partir do 14°dia. Esses achados sugeriram que o 6leo-
resina de Copaifera langsdorffii ndo apresenta citotoxicidade a 100 pg/mL e em
doses adequadas contribui para a cicatrizacéo de feridas.

Com o objetivo de avaliar o efeito citotoxico de um novo cimento
endoddntico a base de 6leo de copaiba, Garrido et al., (2015) realizaram um estudo
experimental utilizando células semelhantes a osteoblastos (Osteo-1) que foram
cultivadas a 37 °C, com 10% de soro bovino fetal e 1% de solucdo antibiotica e
antimicotica. Os cinco grupos foram delineados, de acordo com cimento associado
ao meio de cultura em: Grupo Controle (GC): meio de cultura sem cimento; S26:
meio de cultura + Sealer 26 (Dentsply, EUA); EF: meio de cultura + Endofill
(Dentsply, EUA); AHP: meio de cultura + AH Plus (Dentsply, EUA) e BS - meio de
cultura + cimento experimental a base de 6leo de copaiba. Os tubos de ensaios
contendo as suspensdes foram identificados de acordo com o grupo e incubados a
37°C por 24 horas em anaeorobiose. Em seguida, as suspensfes de Osteo-1
foram semeadas em placas de Petri e apos trés dias da formacdo das placas,
quando as culturas tornaram-se confluentes, o0 meio de cultura foi substituido pelo
meio fresco do GC e induzidos por meio dos cimentos testados. Apds incubacao
em anaerobiose a 37°C por mais 24 horas, as células foram coradas utilizando azul
de Tripan. Posteriormente procederam a contagem por hemocitdmetro para avaliar
a viabilidade celular. A distribuicdo normal dos dados foi submetida ao teste de
Kolmogorov-Smirnov e os valores obtidos foram analisados estatisticamente
(p<0,05). Os grupos S26, EF e AHP apresentaram uma consideravel diminuicdo
estatisticamente significante na viabilidade celular em comparac¢do com CG. Ja o
grupo BS manteve sua viabilidade celular semelhante ao GC. Os autores
evidenciaram que o cimento endodontico a base de 6leo de copaiba apresentou
uma favoravel biocompatibilidade na indicagdo como um cimento endoddntico em

comparagao aos outros testados.
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3.5.TESTES DE GENOTOXICIDADE

Cavalcanti et al., (2005) avaliou o potencial genotoxico contra fibroblastos
(V79), as células in vitro, usando ensaios do teste do cometa e ensaios de
micronudcleos. O acido caurendico foi testado nas seguintes concentragdes de 2,5,
5,10, 30 e 60 pg/mL. O controle positivo foi o metilmetanosulfonato (MMS). A
duracéo do tratamento de células V79 com os determinados agentes foi de 3h. Os
resultados demostraram que ao contrario do MMS, o &cido caurendico nas
concentracbes (2,5, 5, e 10 pg/ml) ndo induziram danos no DNA a célula,
significativamente elevado. Entretanto, a exposicdo de células V79 a altas
concentracfes de acido caurendico (30 e 60 pug/mL), ja se observaram aumentos
significativos no indice de danos. Os dados obtidos oferecem suporte a visdo de
que o acido caurendico diterpeno induz genotoxicidade em concentracdes
elevadas.

Com objetivo de avaliar o potencial citotdéxico e genotoxico do Oleo de
copaiba e suas respectivas fracdes volateis e resinosas, Almeida et al., (2012)
realizaram um estudo experimental em células do figado, sangue e medula éssea
de camundongos suicos por meio de ensaio cometa e teste de micronucleos (MN).
Os animais foram divididos em 11 grupos de seis animais por tratamento no qual
receberam as doses de Oleo de copaiba e as fracBes volateis e resinosas
comerciais de 6leo-resina de copaiba de 500, 1000 e 2000 mg/kg de peso corporal,
sendo administrados em dose Unica por sonda esoféagica. O controle negativo foi a
agua, o controle de solvente, o monolaurato de polioxietilenossorbitano - Tween®
20 e os controles positivos foram 16 mg/kg de DXR (doxorrubicina) para os testes
de micronucleos e 50 mg/kg de MMS (metilmetanosulfonato) para os ensaios
cometa. Apés 24h do tratamento, os camundogos foram anestesiados, 0 sangue
periférico foi recolhido para realizar os testes MN, sendo imediatamente apos,
sacrificados e seus fémures e figado foram dissecados. Quanto ao teste MN, foram
utilizados tanto a medula 6ssea dos fémures quanto o sangue periférico para
analise de eritrocitos policroméaticos (PCES, eritrocitos imaturos), micronucleados
(MNPCE) e eritrocitos normocromaticos (NCE) de modo a avaliar o efeito citotoxico
de qualquer dos tratamentos. JA o0 ensaio cometa foi realizado em pH alcalino em
célula unica da amostra do figado, onde foram avaliados apenas 50 cometas

(nucleoides) por lamina, sendo classificados de acordo com a porcentagem de
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DNA na cauda, indicando o grau de quebra do DNA. Os resultados foram
expressos como média *+ desvio padrdo (n = 6 / grupo). De acordo com 0 ensaio
cometa, o tratamento com 6leo de copaiba e suas respectivas fracdes volateis e
resinosas ndo aumentou os danos ao DNA e quanto ao teste de MN, ndo houve
alteracdo na incidéncia de eritrocitos policromaticos e micronucleados. Além disso,
nao houve diferenca significativa entre os solventes e o controle negativo. Assim,
pode-se assumir que a resina de 6leo e as fragBes volateis e resinosas a partir do

produto comercial ndo sao genotdxicas ou mutagénicas.

4. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi submetido no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas, com 0 numero
CAAE 35573914.0.0000.5020.

A emulsdo de limpeza de cavidade a base do dleo-resina da Copaifera
multijuga Hayne foi formulada obedecendo as orientagBes do Formulario Nacional

da Farmacopéia Brasileira (2010) na concentracao 10%.

4.1.AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE EMULSOES DO OLEO-RESINA
DA COPAIFERA MULTIJUGA

4.1.1. TESTE DE HEMOLISE

Na citotoxicidade da emulsdo da Copaifera multijuga foram determinadas
segundo Costa-Lotufo et al., (2002) que permite avaliar o potencial das
substancias-teste em causar lesdes na membrana plasmatica da célula, seja pela
formacao de poros ou pela ruptura total. O sangue foi coletado de um camundongo
Swiss (Mus musculus) por via do plexo orbital (altamente vascularizado), sendo

diluido em 30 volumes de solucao salina (Fig. 01).
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Fig. 01 — Material utilizado para realizacéo do teste de hemolise

Os eritrécitos foram lavados duas vezes em solugéo salina por centrifugacéo
(1500rpm/ 3min) para reducdo da contaminacdo plasmatica e ressuspensos em
solucdo salina para obtencdo de uma suspensdo de eritrécitos (SE) a 2%. Os
ensaios foram realizados em placas de 96 poc¢os. Cada poco da 12 coluna recebeu
100uL da solugéo salina. Na 22, os pocos receberam 50uL da solugcéo salina e
50uL do veiculo de diluigdo da substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos
pocos da 32 coluna, foram adicionados 100 uL de solugédo salina e 100 uL das
substancias teste em solugao. Da 42 coluna em diante os pogos receberam 100 pL
da solucao salina, excetuando-se os da ultima coluna, que receberam 80uL de
solucéo salina e 20 pL de Triton X — 100 1% (controle positivo). As diluigdes foram
feitas dos pogos da 32 a 112 coluna, retirando-se 100 uL da solugéo da cavidade
anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentracbes foram
sempre diluidas pela metade, variando de 15,6 a 2000 ug/mL.

Em seguida, 100 uL da SE 2% foram plagueados em todos 0s pocos. Apds
incubacédo de 1h, sob agitacdo constante a temperatura ambiente (26 + 2°C), as
amostras foram centrifugadas (3000rpm/ 10min.) e o sobrenadante transferido para
outra placa para a leitura da absorbancia no espectrofotémetro de placas a 540nm.

As susbtancias testes utilizadas foram: Emulsdo de Copaiba a 100%; Veiculo da

emulséo; Clorexidina 2%; Oleo de Copaiba in natura e DMSO. (Fig. 2)

Fig. 2. a) Controle positivo a esquerda- sobrenadante em vermelho; b) Placa apds a centrifugacéo; ¢) Retirada

do sobrenadante; d) Transferéncia do sobrenandante para leitura no espectrofotbmetro.
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4.1.2. TESTE DE CULTURA

A citotoxicidade das substancias-teste foi testada frente a linhagem normal
de MRC-5 (fibroblasto humano) através do teste de Alamar Blue™ (AHMED et al.,
1994). A linhagem MRC-5 foi cultivada em meio DEMEN, suplementado com 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidtico, e mantida em estufa a 37°C e atmosfera
contendo 5% de CO2. As amostras foram dissolvidas em dimetil-sulfoxido (DMSO)
e testadas a partir de 50ug/mL.

As células foram cultivadas em garrafa de cultura com meio DMEM
completo. Elas foram contadas em camara de Neubauer e plaqueadas em placas
de 96 pocos, cada poco contendo 1 x 10 células em 200 pL de meio de cultura.
(Fig. 03).

Fig. 03 - Plagueamento das células em 96 pogos.

A placa foi entdo incubada em estufa por 24 h a 37°C, periodo necessario
para que ocorra a adesdo das células na placa a 37°C com atmosfera de 5% de

CO:s2. As células foram tratadas, por 72 horas. (Fig. 04).

Fig. 04 — Tratamento das células com as substancias testes;

A Doxorrubicina foi usada como controle positivo. O grupo controle recebeu
no pogo a mesma quantidade de DMSO das substancias testes. Passadas 24 h de
tratamento, 10 pL da solugdo de uso de Alamar Blue (solugao estoque 0,4 % 1:5
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em meio de cultura sem soro fetal bovino) foi adicionada em cada poco da placa.
(Fig. 05).

Fig. 05 — Aplicacdode 10 pL da solugéo de uso de Alamar Blue em cada poco.

Apos 3h de exposicdo ao Alamar Blue, retirando da estufa meia hora antes
do término, a fluorescéncia foi medida usando-se um leitor de placas de Elisa
(marca Beckman e Coulter). (Fig. 06)

Fig. 06 - Microplacas com os sobrenadantes, ja podendo observar os produtos que obtiveram

hemodlise pela coloragéo; Espectrofotbmetro para a leitura das microplacas.

Os dados foram analisados em relagcéo ao controle negativo. As susbtancias
testes utilizadas foram: Emulsdo de Copaiba a 10%; Emulsdo de Copaiba a 10%
basica; Adjuvantes farmacotécnicos da Emulséo; Agua de hidroxido de calcio a
10%; Clorexidina 2% e Oleo de Copaiba.

O teste foi realizado em triplicata e concentracdo Unica testada das
substancias testes, devido o produto ja ser a formulacdo a ser usada como agente
de limpeza, foi de 50uL/mL.
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4.2.AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DE EMULSOES DO OLEO-
RESINA DA COPAIFERA MULTIJUGA HAYNE

4.2.1. TESTE DO COMETA EM pPH ALCALINO

O ensaio do teste do cometa de célula Unica em pH alcalino foi feito
conforme metodologia descrita por Singh (1988) modificada. As células MRC5
(fibroblato humano) foram contadas em camara de neubauer e 5 x 10° células
foram colocadas em cada poco de uma placa de 24 pogos com 2 mL de meio
DMEN completo. A placa foi incubada em atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C por 24
h. Apés esse periodo, as células foram tratadas com as substancias teste, veiculo
e doxorrubicina durante 3h. Em seguida, foram produzidas laminas de microscopia
pré-cobertas com agarose. Apds a solidificacdo, as laminas ficaram em uma
solugdo de lise por 1 h, para que ocorra a desnaturacdo da parede celular e
nuclear, restando o DNA ocupando o0 espac¢o que antes seria 0 ndcleo da célula. As
laminas foram removidas da solucdo de lise e dispostas horizontalmente na cuba
de eletroforese a qual seréa preenchida com solugéo de eletroforese por 20 minutos
para permitir o desempacotamento do DNA. A eletroforese foi conduzida na
auséncia de luz por 15 min, a 20 V e com corrente de 300 mA. Apdés eletroforese,
as laminas foram retiradas e submetidas a lavagem de 5 min com solucdo de
neutralizacdo para retirar a alcalinidade das laminas. Em seguida, elas foram
fixadas em etanol P.A. Posteriormente, 40uL da solugcdo de Cyber Green 1:10.000
foram aplicadas sobre as laminas cobrindo-as com laminula, sendo analisadas em
microscopio de fluorescéncia usando o filtro azul.

Foram contados 50 cometas por lamina, sendo classificados de acordo com
a porcentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de quebra do DNA.
A analise dos cometas foi realizada de acordo com o padrdo de escores
previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda.

Os parametros para a classificacdo de acordo com o grau de dano ao DNA
na contagem dos cometas foram: Grau 0 — sem dano, sem a cauda; Grau 1 —
cauda menor que o didmetro da cabeca (nucledide); Grau 2 — comprimento da
cauda 1-2x o didmetro da cabeca (nucledide); Grau 3 — cauda maior que 2x O
didmetro da cabeca (nucledide); Grau 4 — desintegrado, sem cabeca (nucledide)
definido. (Fig 07).
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GRAU 0 GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4

Fig 07 - Classificacéo de acordo com o grau de dano ao DNA na contagem dos cometas

5. ANALISE ESTATISTICA

O teste de hemdlise foi demonstrado pela média percentual com desvio
padrdo, e uma regressao linear sigmoidal, para o calculo da EC50.

O teste de cultura de células e alteracdo do DNA foram avaliados através da
andlise de wvaridncia 1 way com poOs teste de comparacdo mudltipla
de Dunnett, valores de (*) p<0,05 n=3.

6. DISCUSSAO E RESULTADOS

Substancias antimicrobianas sédo importantes para agentes de limpeza
cavitaria ap0s a remocédo da cérie, mas além desta propriedade a substancia deve
ser biocompativel com o tecido pulpar. A biocompatibilidade equivale a auséncia de
interacdo entre um material e os tecidos, sendo a capacidade de atuacdo do
material com uma resposta apropriada do hospedeiro, em uma aplicacdo especifica
(WATAHA, 2001).

A toxicidade das substancias sobre os tecidos tem sido constatada por meio
de estudos in vitro nos testes de toxicidade geral como cultura de células e
hemdlise e em estudos in vivo em animais, ensaios e observacdes clinicas.

O teste de cultura de Alamar Blue visa avaliar a citotoxicidade e mensurar a
proliferacdo de diferentes tipos celulares. O teste € baseado na deteccdo de
atividades metabdlicas pelo corante Alamar Blue que é um indicador de oxidacao-
reducdo. O metabolismo celular induz a uma reducédo quimica do meio de Alamar

Blue, ou seja, este ensaio se baseia sobre a conversdo quantitativa metabdlica da
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cor azul, resazurina e ndo fluorescente, para resorufina que tem cor rosa e é

fluorescente, o que indica a presenca de células viaveis. Assim 0 teste exige

membranas mitocondriais intactas, para que o transporte de elétrons reduza o

corante para uma forma mais fluorescente (SCHIRMER et al, 1998).

Os resultados da citotoxicidade das substancias testes estdo expressos na

Tabela 1 e Gréfico 1.

Substéncias Testes Viabilidade Celular

Emulsao de Copaiba a 10% 8,22%
Emulséo de Copaiba a 10% Basica 8,46%
Adjuvantes farmacotécnicos da Emulséo 39,90%
Adjuvantes farmacotécnicos da Emulsao 52,83%
Béasica

Agua de hidroxido de célcio a 10% 80,38%
Clorexidina 2% 5,92%
Oleo de Copaiba in natura 10,24%
Controle 99,99%

Tabela 1- Valores da viabilidade celular calculada a partir de resultados do controle negativo
e expresso em porcentagem.
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Gréafico 1 - Viabilidade celular das substancias teste através do teste de cultura de células.

A Tabela 1 e o Gréfico 1 demonstraram que as emulsdes testes de 6leo de
copaiba, clorexidina a 2% apresentaram baixa viabilidade celular comparado com o

grupo controle (DMSO). Segundo Vasconcellos et al., (2005) a cultura de células é
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uma importante ferramenta para estudo da citotoxicidade de compostos com
potencial terapéutico, pois define, o processo de degeneragcdo ou morte celular
provocado por material a ser utilizado no tecido dental. Assim, resultados positivos
no ensaio de citotoxicidade descaracterizam a condicdo de inocuidade, sendo
possivel causar processos de irritabilidade nos usuarios (CHORILLI et al., 2005).
Entretanto, observou-se que as emulsdes testes apresentaram maior viabilidade
celular em relagéo a clorexidina a 2% e a agua de hidroxido de célcio ndo foi
citotoxica, fato que justifica seu uso em exposicdo pulpar (MOTA; LEITE;
TARGINO, 2012). Entretanto, Masson-Meyers et al. (2013) demonstraram a
citotoxicidade em cultura de células utilizando 6leo de copaiba da espécie
(Copaifera langsdorffii) em fibroblastos (3T3) e seu efeito sobre a cicatrizacdo de
feridas em orelha de coelho, através da viabilidade celular, relatando que o
tratamento com até 100ug/mL de copaiba apresentaram viabilidade e proliferacédo
maiores que 80% em relagdo ao controle, diminuindo significativamente a 500 e
1000 pg/mL, sugerindo que o Oleo-resina de Copaifera langsdorffii ndo apresenta
citotoxicidade a 100 pg/mL e em doses adequadas contribui para a cicatrizacdo de

feridas relatando que a concentracéo é dose dependente para a toxicidade.

Grau de Hemodlise
Oleo Emulsdo Veiculo Clorexidina
57,74 266,4
< <
41,65 — 80,03 212,3 -334,2 1000 1000

Tabela 2 - Valores de EC50 e intervalo de 95% de confianca do teste de hemdlise.

A Tabela 2 revela que o veiculo e o clorexidina ndo hemolisaram os
eritrécitos, entretanto o Oleo de copaiba in natura e as emulsdes testes
apresentaram atividade hemolitica causando dano a membrana. A avaliacdo da
estabilidade mecéanica da membrana eritrocitaria € um bom indicador de danos
provocados por varios compostos como triagem de citotoxicidade (Sharma, 2001).
Os resultados de Vargas et al., (2015) corroboraram com este estudo apos
isolarem e detectarem acidos diterpénicos do 6leo de Copaifera spp. e avaliarem in
vitro a hemolise em células normais e tumorais em um modelo de macréfagos
J774, evidenciando que dos diterpenos testados, apenas os acidos caurendico e
copalico apresentaram atividades hemoliticas significativas com 61,7% e 38,4% em
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100 uM, respectivamente e neste ensaio, os diterpenos nao inibiram a producédo de
fator de necrose tumoral.

Estes e outros resultados encontrados por este grupo de pesquisa
(Fitoterapia) e por outros achados cientificos reforcam a hipotese de que o Oleo de
copaiba possa ser utilizada de modo terapéutico para aplicacdo tdpica,
fortalecendo, assim, a proposta como coadjuvante na odontologia.

O teste de genotoxicidade demonstrou que somente a clorexidina a 2% e a
doxorrubicina (controle positivo) foram estatisticamente genotdxicas, ou seja,

apresentaram dano ao DNA celular (Gréfico 2).
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Grafico 2 — indice de dano ao DNA celular.

Colaborando com estes resultados CAVALCANTI et al., (2005), avaliou o
potencial genotéxico contra fibroblastos (V79) usando o teste do cometa, 0s
resultados demonstraram que o acido caurendico nas concentracdes (2,5; 5 e 10
pug/mL) ndo induziram significativamente danos no DNA da célula, entretanto, a
exposicdo a altas concentracdes de acido caurendico (30 e 60 pg/mL) foram
observadas aumentos significativos no indice de danos no DNA celular.

Na mesma linha de resultado Almeida et al. (2012) ao realizar 0 mesmo
ensaio em células do figado, sangue e medula 6ssea de camundongos suicos
utilizando 6leo de copaiba observaram que ndo houve aumentou o dano ao DNA,
assumindo que a resina de 6leo de copaiba a partir do produto comercial ndo séo

genotodxicas ou mutagénicas.
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7. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada, pode-se concluir que a emulséo a
base de o6leo de copaiba a 10% demonstrou resultados promissores para a
utilizacdo na odontologia no que diz respeito as avaliagcbes de citotoxicidade,
evidenciando maior viabilidade celular da emulsdo em relacdo a clorexidina a 2%.
Entretanto as emulsdes testes ja apresentaram atividade hemolitica causando dano
a membrana. E ao ensaio do cometa a emulsdo teste ndo apresentou dano ao
DNS celular.

Portanto diante de trabalhos apresentados que confirmam que o éleo-resina
da copaiba apresenta diversas propriedades, a inclusdo de emulsdes a base de

copaiba para fins de limpeza de cavidades parece promissor.
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