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RESUMO

O óleo de copaíba (Copaifera multijuga) e seus produtos fitoterápicos são utilizados
mundialmente, entretanto o conhecimento sobre sua segurança ainda é limitado,
principalmente em relação à toxicidade genética. Os ensaios de genotoxicidade são aqueles
empregados para identificar substâncias que possuem a capacidade de interagir com o ácido
desoxirribonucléico e gerar modificações de características hereditárias. Essas alterações
podem ser relacionadas ao desenvolvimento e/ou predisposição de doenças, aumento da
mortalidade, mutações hereditárias e problemas na reprodução. O propósito deste estudo foi
avaliar o perfil toxicológico do óleo de copaíba e seus possíveis metabólitos hepáticos de uma
formulação fitoterápica à base do óleo resina em conformidade com as diretrizes
internacionais da Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) 487
“Teste Micronúcleo em Células de Mamíferos in vitro” em linhagens murinas V79-4 (com e
sem mix S9) e humanas, HepG2. Além disso, foram realizados experimentos com iodeto de
propídio (PI) em células V79-4 com e sem S9 para determinar como a interação do Copaifera
multijuga com a metabolização hepática afeta o mecanismo de morte celular e o conteúdo do
DNA das células testadas . Nossos resultados indicam que o óleo de Copaifera multijuga gera
metabólitos hepáticos citotóxicos e genotóxicos in vitro. Ademais, a metabolização hepática
acrescentou um novo perfil de toxicidade à Copaíba e sugere um novo mecanismo de morte
celular por fragmentação de DNA, o que explica a maior toxicidade observada em amostras
tratadas com mix S9 em relação às células sem capacidade de biotransformação hepática.
Também observamos que Copaifera multijuga +S9 altera a fase (S), etapa mais crítica do
ciclo celular, relacionada com o maior risco de eventos adversos e toxicidade genética. Essa
abordagem abrangente fornece informações essenciais para a segurança da população no uso
de Copaifera ssp.

Palavras-chave: óleo de copaíba; citotoxicidade; genotoxicidade; teste de micronúcleo in
vitro; metabolização hepática; linhagem V79-4 e HepG2



ABSTRACT

Copaiba oil (Copaifera multijuga) and its herbal products are used worldwide, however
knowledge about its safety is still limited, mainly in relation to genetic toxicity. Genotoxicity
assays are those used to identify substances that have the ability to interact with
deoxyribonucleic acid and generate changes in hereditary characteristics. These alterations
may be related to the development and/or predisposition of diseases, increased mortality,
hereditary mortality and reproductive problems. The purpose of this study was to evaluate the
toxicological profile of copaiba oil and its possible hepatic metabolites of a herbal formulation
based on resin oil in accordance with the international guidelines of the Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) 487 “Test Micronucleus in Cells of
Mammals in vitro'' in murine V79-4 (with and without S9 mix) and human strains, HepG2. In
addition, experiments were performed with propidium iodide (PI) in V79-4 cells with and
without S9 to determine how the interaction of Copaifera multijuga with hepatic metabolism
affected the mechanism of cell death and the DNA content of bacterial cells. Our results
indicate that Copaifera multijuga oil generates cytotoxic and genotoxic hepatic metabolites in
vitro. In addition, hepatic metabolism added a new toxicity profile to Copaiba and suggests a
new mechanism of cell death by DNA fragmentation, which explains the greater toxicity
observed in studies treated with S9 mix in relation to cells without hepatic biotransformation
capacity. We also observed that Copaifera multijuga +S9 alters the (S) phase, the most critical
stage of the cell cycle, related to a higher risk of adverse events and genetic toxicity. This
comprehensive approach provides essential information for the safety of the population in the
use of Copaifera ssp.

Keywords: copaiba oil; cytotoxicity. Genotoxicity; in vitro micronucleus test; liver
metabolism; line V79-4 and HepG2.
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1. INTRODUÇÃO

A fitoterapia é a ciência que se baseia na utilização de plantas para o tratamento de

doenças, por sua vez, os medicamentos fitoterápicos são aqueles originários de

matérias-primas ativas vegetais utilizados com um fim terapêutico (paliativo, profilático ou

curativo). A composição dos fitoterápicos pode ser simples ou composta, fato que é

influenciado pela quantidade de plantas medicinais presentes em sua formulação (SILVA et.

al, 2021).

A Organização Mundial da Saúde (OMS) afirma que grande parte da população dos

países emergentes utiliza e depende da medicina tradicional para alívio e tratamento de

doenças em nível de atenção primária. Estima-se que 85% dessas pessoas utilizem plantas

medicinais ou preparações delas em sua rotina (ESTEVES et al., 2020).

A ampla empregabilidade desses produtos sobrevém em virtude da presença

exacerbada de substâncias químicas com potencial farmacológico presentes nos vegetais

(fitoquímicos), quando comparados aos produtos sintéticos, frisando a importância de estudos

sobre a eficácia e segurança destes possíveis medicamentos (NOVAIS et al., 2003).

O mercado de fitoterápicos está em expansão em todo o mundo, o país com maior

visibilidade neste cenário é a China, no qual os medicamentos fitoterápicos representam cerca

de 30-50% das vendas totais de medicamentos (CARVALHO et al. 2018). No Brasil, mesmo

com os incentivos do mercado financeiro, aceitação do consumidor e da vasta flora presente

no Estado, essa expansão não ocorreu como esperado, dado que, a nação brasileira ainda

possui poucos produtos fitoterápicos licenciados e o crescimento anual médio é de 5%

(CARVALHO et al. 2018).

Entretanto, as atuais políticas públicas nacionais, como a legislação brasileira (RDC nº

26/2014), que possibilitou o licenciamento de fitoterápicos em duas categorias, Medicamento

Fitoterápico (MF) e Produto Tradicional Fitoterápico (PTF), representam incentivos para o

desenvolvimento e recuperação do mercado de produtos fitoterápicos. Essas medidas

permitem uma melhor expectativa de retorno sobre os investimentos (CARVALHO et al.

2018).

Em 1978, na conferência de Alma-Ata, a OMS trouxe para a discussão global a

questão da regulamentação do uso e do desenvolvimento de produtos oriundos de produtos
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vegetais, que até o momento eram baseados em saberes empíricos e senso comum

(ESTEVES et al., 2020).

Apesar de já ser relatado na literatura a respeito da toxicidade, intrínseca e extrínseca,

relacionada a produtos à base de plantas, é comum o uso irracional e indiscriminado pela

população, que defende a ideia de inocuidade das plantas para a saúde (PAWLOWSKI et al.,

2012). Estudo realizado no Reino Unido revelou que 30% dos consumidores de fitoterápicos

têm mostrado reação adversa (JORDAN et al., 2009).

No Brasil, devido à sua vasta biodiversidade, observa-se um perfil marcante na

aplicação desses produtos (LORENZI & MATOS, 2008). Entre os fitoterápicos

tradicionalmente utilizados em território brasileiro, destaca-se o óleo de copaíba, devido à sua

eficácia comprovada para diversos fins e ao seu longo tempo de uso pela população

(TEIXEIRA et al., 2017).

A Copaíba pertence ao gênero Copaifera (Leguminosae –Caesalpinioideae) e está

presente em vários continentes, dentre as espécies de copaíba, nove já foram reconhecidas na

Floresta Amazônica no Brasil (MARTINS-DA-SILVA et al., 2008; MONTES et al., 2009). O

óleo de copaíba é usado popularmente, principalmente pelo seu efeito anti-inflamatório e

cicatrizante, nos quais são atribuídos a presença dos fitoquímicos: ácido copálico e os

sesquiterpenos β-cariofileno e o α-copaeno (Figura 1) (MARTINI et al., 2016).

Figura 1. Principais fitoquímicos presentes na copaíba

Fonte: PubChem. (2023). Principais fitoquímicos presentes na copaíba: A. Ácido copálico; B. β-cariofileno;

C.α-copaeno.

As aplicações fitoterápicas do óleo de copaíba abrangem todo o território nacional,

sendo administrado tanto por via oral quanto tópica (MONTES et al., 2009). Destaca-se o uso

desse óleo medicinal no tratamento tópico de feridas, as quais representam um grande
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problema de saúde pública devido aos índices elevados e aos custos financeiros onerosos

associados ao tratamento no Brasil (MORAIS, 2008).

As feridas são interrupções na continuidade de um tecido corporal, podendo ser

crônicas ou agudas, possuem uma grande importância no âmbito social, estético, psicológico e

de saúde dos indivíduos e de toda a sociedade (DRIVER, 2010). O óleo resina de Copaifera

multijuga tem se demonstrado um ótimo tratamento tópico para esse fim. Estudos

evidenciaram que esse produto acelera a cicatrização de feridas abertas, justificando assim o

seu uso tradicional (PAIVA et al., 2002).

Entretanto, conforme elucidado por Cruz (2015), observa-se que falta validação

científica apropriada para o uso clínico dos produtos naturais, sendo necessário a avaliação da

sua toxicidade pré-clínica para sua adequada utilização, dado que embora exista a exigência

do Ministério da Saúde do Brasil para que haja a realização de testes de toxicidade para os

fitoterápicos, incluindo da mutagenicidade e carcinogenicidade, nem sempre estas exigências

são cumpridas (CRUZ, 2015).

Dados sobre a toxicidade genética dos produtos fitoterápicos ainda são mínimos se

comparados à diversidade de medicamentos de origem vegetal que existem no mercado. No

entanto, inúmeros estudos obtidos por intermédio dessas pesquisas têm apontado para os

efeitos genotóxicos e mutagênicos de produtos oriundos de produtos vegetais (CRUZ, 2015).

Nas últimas três décadas, houve um grande desenvolvimento de diferentes

metodologias e abordagens com o objetivo de avaliar os efeitos genotóxicos, mutagênicos

e/ou cancerígenos de produtos farmacêuticos e químicos (SPONCHIADO et al., 2016). Esses

protocolos são baseados na correlação entre carcinogenicidade e mutagenicidade, bem como

na correlação desses parâmetros com a genotoxicidade, conforme descrito por Sponchiado e

colaboradores (2016).

A planta medicinal popularmente conhecida como cravo-da-índia (Eugenia

caryophyllata) é um exemplo dessa capacidade mutagênica. Estudos demonstraram que a

mesma gerou mutação direta em cepas de Escherichia coli (CRUZ, 2015; SANTOS et al.,

2008). Além disso, destaca-se o óleo de coco (Cocos nucifera) que ao ser avaliado, também

mostrou atividade mutagênica no teste de Ames (CRUZ, 2015; PETTA et al., 2004).

De forma geral, os ensaios de genotoxicidade são empregados com a finalidade de

identificar substâncias específicas que possuem a capacidade de interagir com o ácido

desoxirribonucléico em baixas concentrações e, dessa maneira, gerar modificações de

características hereditárias (LÁZARO et. al., 2010; SPONCHIADO et al., 2016).
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Um agente genotóxico, ao interagir com o ácido desoxirribonucleico (DNA), pode

ocasionar aberrações cromossômicas e/ou alterações na estrutura do DNA que podem afetar a

transcrição da mensagem e levar a alterações irreversíveis nas células. Essas modificações

podem ser relacionadas ao desenvolvimento e/ou predisposição de doenças, aumento da

mortalidade, mutações hereditárias e problemas na reprodução (LÁZARO et. al., 2010;

SPONCHIADO et al., 2016).

Portanto, as avaliações dos efeitos genotóxicos de um medicamento (sintético ou

fitoterápico) são essenciais para garantir a segurança do consumidor. Para esse fim, é

necessário selecionar métodos oficiais baseados em diretrizes internacionais e/ou agências

regulatórias que sejam mais adequados aos objetivos, escopos e recursos financeiros,

humanos e físicos disponíveis (BADERNA et al., 2020).

O Teste de Micronúcleo em Células de Mamíferos in vitro (OECD 487) é um ensaio

que possui uma extensa aplicação in vitro, no qual é reconhecido e validado pelo guia OECD

487 (2016). Destaca-se entre os ensaios de genotoxicidade, dado que é um protocolo simples,

preciso e com ampla aplicabilidade, principalmente no desenvolvimento de novos fármacos

(FLORES & YAMAGUCHI, 2008).

O laboratório de Toxicologia (ToxLab) da Faculdade de Farmácia da UFMG, local

onde foi desenvolvido o projeto, possui expertise na avaliação da segurança de produtos

farmacêuticos (fármacos naturais ou sintéticos), cosméticos, amostras ambientais e

substâncias com potencial tóxico das mais diversas origens. Associado à Rede Nacional de

Métodos Alternativos ao Uso de Animais (RENAMA) e especializado em testes de toxicidade

in vitro de mutagenicidade (Teste de Ames) e genotoxicidade (Teste de Micronúcleo em

Células de Mamíferos in vitro),testes baseados em diretrizes internacionais, OECD, e também

por aquelas oriundas da Agência Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA.

No presente projeto, avaliamos a segurança in vitro das formulações semissólidas sob

a forma de gel, empregando o polímero carboxipolimetileno, contendo óleo de copaíba, para

ser utilizada no tratamento tópico de feridas, com ação cicatrizante e anti-inflamatória,

produto que está sendo desenvolvido e testado a eficácia por Instituições parceiras:

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Universidade Federal Fluminense (UFF),

Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ), Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO),

Instituto Militar de Engenharia (IME) e Instituto de Engenharia Nuclear (IEN). Os ensaios

foram realizados em conformidade com o Sistema de Gestão da Qualidade (NBR ISO/IEC
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17025:2005) e com a diretriz internacional da Organização para Cooperação e

Desenvolvimento Econômico (Teste Micronúcleo em Células de Mamíferos in vitro) OECD

487.

1.1. Toxicidade de medicamentos fitoterápicos

Produtos oriundos de plantas medicinais, embora sejam amplamente considerados

como seguros pelo senso comum (JORDAN et al., 2009), existem inúmeros relatos na

literatura de efeitos adversos associados à utilização dos mesmos (JAYASINGHE et al.,

2017). Portanto, torna-se extremamente necessário a realização de uma avaliação toxicológica

adequada dos produtos fitoterápicos antes da sua utilização clínica (JAYASINGHE et al.,

2017).

Os estudos de segurança não-clínicos são excelentes ferramentas utilizadas no

processo de desenvolvimento de fármacos, dado que através desses se torna possível a

obtenção de respostas preditivas a respeito dos riscos, e com essas informações é exequível a

redução dos eventos adversos nos seres humanos (SILVA et al., 2021).

As análises da toxicidade pré-clínica podem ser realizadas in vivo e in vitro. Os

modelos in vivo têm sido uma base para esses testes nos últimos anos, entretanto possuem

como desvantagem o valor financeiro exacerbado, o alto grau de trabalho para a realização

dos experimentos e, principalmente, a baixa preditividade e reprodutibilidade em humanos

(FREIRES et al., 2017).

O “Guia para a realização de estudos de toxicidade pré-clínica de fitoterápicos” da

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) foi escrito em conformidade com a

Organização Mundial da Saúde (OMS) e com a Organização para a Cooperação e

Desenvolvimento Econômico (OECD) no qual é possível observar quais são os testes

necessários para a aprovação de um medicamento de origem natural no Brasil, e nele ainda

nota-se a importância da realização de estudos especiais, como os testes de genotoxicidade e

mutagenicidade, em produtos que possuem indicação de uso contínuo ou prolongado pelos

pacientes, como será a formulação estudada neste trabalho.
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1.2. Eficácia e segurança da Copaifera ssp.

O uso tradicional da Copaíba apresenta notoriedade em toda a América Latina,

principalmente em nosso país. Destacando-se o norte e nordeste do Brasil, onde são descritas

inúmeras ações etnofarmacológicas para a Copaifera ssp. como: propriedades

anti-inflamatórias, estimulantes, anti-sépticas, antitetânicas, antirreumáticas, antiherpéticas,

antihelmínticas, anticancerígenas e antitumorais (DA TRINDADE. et al., 2018; JOYCE, et al.

2012; RIOS, 2011).

Nos Estados Unidos a Copaíba é aprovada pela Food and Drug Administration (FDA)

para a utilização na indústria alimentícia como um aromatizante de bebidas e alimentos.

Além disso, o óleo de Copaifera é utilizado mundialmente na indústria de cosméticos como

fixador de aromas em perfumes e fragrâncias (DA TRINDADE. et al., 2018; TAYLOR,

2005).

Existe uma gama de estudos que associam a planta medicinal Copaíba com atividades

farmacológicas, principalmente associado com tratamento para inflamação e dor (MARTINI

et al., 2016; PAIVA et al., 2002), atividade cicatrizante (MAGUTU, 2022; PAIVA et al.,

2002) e potencial antigenotóxico (ALVES, et. al., 2018).

Contudo, existem vários outros estudos que comprovaram efeitos tóxicos da copaíba,

inclusive atividade genotóxica in vitro (ALVES, et. al. 2017; CARDOSO, et. al. 2017;

CAVALCANTI, 2005; CAVALCANTI, et. al. 2006; CAVALCANTI, et. al. 2009) e in vivo

(CHEN-CHEN & SENA, 2002).

Urasaki e colaboradores (2020a) e (2020b) demonstraram que o óleo de copaíba

exerce funções na regulação do ciclo celular. Os resultados obtidos mostram que o

β-cariofileno, principal fitoquímico do óleo essencial de copaíba, regula negativamente a via

de sinalização pI3K/Akt/mTOR e em conjunto, os resultados indicaram que o óleo essencial

de copaíba regula as vias de sinalização associadas ao metabolismo celular, crescimento,

imunidade e apoptose (Urasaki et. al, 2020b).

Realizamos uma revisão e análise crítica dos principais artigos que citam a segurança

ou toxicidade genética da Copaíba. Um grande problema encontrado foi a não realização de

estudos preliminares de citotoxicidade antes da execução dos ensaios de avaliação de

genotoxicidade e/ou mutagenicidade e a ausência de estudos que realizassem os ensaios

seguindo diretrizes internacionais (Apêndice B).
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Deve ser ressaltado que os estudos como os realizados por Alves e colaboradores

(2018) e Furtado et. al. (2018) que foram negativos in vitro para a evento genotóxico não

mimetizaram a ação das enzimas da CYP450, através da ativação metabólica S9 (mix S9).

A forma farmacêutica do produto à base de plantas medicinais também deve ser

levada em consideração. A concentração de fitoquímicos no óleo é diferente daquelas obtidas

no chá e ou extrato da planta medicinal (CANELHAS, 2012). Portanto, resultados que

demonstraram segurança genética como o descrito por Pavan et al. (2018), que testou a

atividade genotóxica do chá de copaíba e Damasceno e autores, que avaliaram a toxicidade

dos extratos da Copaifera, devem ser extrapolados com muita cautela para outras

apresentações fitoterápicas da mesma droga vegetal, principalmente se for em uma espécie

diferente.

A variação química entre as espécies é extremamente importante para a determinação

da dose segura de utilização para os seres humanos. Dado que o ácido copálico é o único

composto fitoquímico encontrado em todas as espécies de copaíba, por esta razão, o mesmo

pode ser considerado um biomarcador das espécies do gênero Copaifera (PINTO et al., 2000;

VEIGA, 2004).

Entre os outros fitoquímicos, destaca-se o ácido caurenóico, devido ao seu possível

potencial genotóxico e citotóxico. O estudo realizado por Cardoso et al. (2017) demonstrou

que o ácido caurenóico tem potencial genotóxico especialmente em concentrações mais altas,

evidenciado pelo aumento das frequências de micronúcleos (in vitro) e danos no DNA, pelo

ensaio cometa. Esse diterpeno também foi relacionado com uma capacidade hemolítica e

antiproliferativa in vitro em uma relação dose/resposta por Costa-Lotufo et al. (2002).

1.3. Modelos de experimentação in vivo e in vitro

Atualmente, a ciência se dispõe de uma variedade de modelos experimentais, sendo os

mesmos in vivo, in vitro, in silico, plataformas ex vivo e na ponta da inovação encontra-se os

organ-on-chips (Figura 2), que são sistemas micro fisiológicos que emergiram como possível

solução para desafios apresentados nas tecnologias in vitro e em modelos de experimentação

em animais (CHI, BURROWS & ANDERSON, 2022).

Entretanto, todos esses modelos apresentam limitações e vantagens de utilização, por

exemplo: Modelos de experimentação em animais são onerosos, trabalhosos e podem gerar
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resultados nem sempre preditivos e reprodutíveis em humanos e trazem uma controvérsia

histórica suscitando dilemas sociais e éticos (FREIRES et al., 2016; KIM et al., 2019).

Figura 2. Modelos experimentais científicos

Fonte: Chi, Burrows & Anderson. (2022). Principais modelos experimentais usados: A. In vivo, representado

pelo modelo de camundongos; B. In vitro, cultura de células que são usadas rotineiramente para testar o perfil de

segurança da terapêutica; C. Organs-on-chip, que são novos sistemas que podem ser usados para prever a

toxicidade terapêutica específica para humanos e órgãos; D. ex vivo, plataformas muito utilizadas para elucidar a

toxicidade de drogas mediada por microbioma.

Por outro lado, nota-se que embora os testes in vitro sejam de grande importância na

exclusão de candidatos a fármacos com alta toxicidade, apresentam uma grande limitação

quanto ao poder preditivo da fisiologia humana, visto o ambiente e condições diferentes.

Muitas substâncias acabam passando por esses testes e, na sequência, com novos ensaios, são

descartadas por apresentarem propriedades nocivas ou não adequadas, que não apareceram

nos testes in vitro (GENTILE, 2016).

Os organs-on-chip, no presente momento, apresentam como desvantagens o elevado

custo de fabricação e implementação experimental, fator que não favorece o uso generalizado

de fragmentos de órgãos e a popularização da técnica (WU et al., 2020).
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Entre os modelos mais utilizados ao longo dos séculos destaca-se o in vivo, por isso é

importante que seja entendido seu contexto histórico ao longo dos séculos. A utilização de

animais na pesquisa científica é datada desde a antiguidade. Primeiro relato é de 500 anos

antes de Cristo (a.C.) por Hipócrates, "pai da Medicina”, que comparava os órgãos humanos

com os dos animais (GUIMARÃES et al., 2016).

Alguns séculos depois a utilização de animais para fins científicos se tornou ainda

mais evidente, principalmente por filósofos como Aristóteles (300 anos a.C.) que defendia a

superioridade dos humanos em detrimento dos outros seres vivos. Para ele a hierarquia se

baseava na racionalização, portanto um poderia dominar o outro (GUIMARÃES et al., 2016).

Essas teorias se tornaram mais fortes ao longo dos séculos, gerando o primeiro relato

de vivissecção, por Galeno (130-200 d.C.) (GUIMARÃES et al., 2016; SILVA, 2008). Prática

que apresenta uma dualidade e grande debate se pode ser considerada crueldade ou ciência

necessária, dado que, os animais são dessecados ainda vivos para observar o funcionamento

dos órgãos e as variáveis.

No século XVIII, o Iluminismo e o Renascimento com os ideais do Antropocentrismo

(filosofia que atribui ao ser humano a centralidade em relação a todo o universo)

consolidaram ainda mais a ideia de que todas as coisas existentes deveriam servir à espécie

humana. Esse conceito contribuiu fortemente para a sustentação da experimentação animal

como método padrão de investigação científica e de finalidade didática na medicina ao longo

dos séculos (GUIMARÃES et al., 2016; SILVA, 2008).

Destaque nesta época para René Descartes que fundamentou a teoria mecanicista que

tratava os animais como simples modelos mecânicos, isto é, sem espírito e sem dor. Portanto,

seria aceitável qualquer tipo de procedimento (SILVA, 2008).

Apenas em 1789 o termo de bioética foi instaurado, por Jeremy Bentham que lançou a

base para os princípios morais e éticos para experimentação animal. Em termos de legislação,

a Inglaterra foi o primeiro país a regulamentar a questão anticrueldade em 1822, mas uma lei

segregacionista à ética que enquadrava apenas animais domésticos de grande porte (SILVA,

2008).

Ao longo dos séculos as idéias mecanicistas e antropocêntricas foram caindo em

desuso, fomentando espaço para leis que visavam o bem-estar animal e a segurança humana

(SILVA, 2008). Importante destacar a Lei Federal nº 11.794/08 (Lei Arouca) que regulamenta

o inciso VII do § 1º do art. 225 da Constituição Federal, estabelecendo procedimentos para o

uso científico de animais em solo brasileiro (BRASIL, 2008).
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Nas últimas décadas, os métodos alternativos em relação à utilização de animais têm

ganhado espaço, baseado no princípio dos 3R’s (Reduction, Refinement, Replacement),

redução, refinamento e substituição (CAZARIN et al., 2004). Os métodos in vitro têm se

desenvolvido em decorrência da coerção social para a redução do número de animais usados

nas pesquisas científicas e pelo seus benefícios como: menor custo monetário e respostas

preditivas (SILVA et al., 2021). Destaca-se que muitos destes métodos já são validados e

aceitos por órgãos regulatórios como metodologias para avaliação de segurança de produtos,

inclusive para produtos fitoterápicos (BRASIL, 2004).

1.5.1. Valor preditivo

Apesar da forte contribuição dos modelos animais para a evolução da ciência e do

desenvolvimento de novos medicamentos, o valor preditivo dos animais é considerado baixo

(HACKMAN & REDELMEIER, 2006; LOW, et. al., 2021; MAK & GHERT, 2014). A

frequente discordância entre estudos em animais e humanos têm demonstrado uma

necessidade de plataformas de modelagem e testes que sejam mais preditivos das respostas

humanas (LOW, et. al. 2021).

O que acontece em animais não irá ocorrer necessariamente em humanos. Uma

revisão, realizada em 2006 por de Hackman e Redelmeier, utilizando mais de 60 estudos com

animais altamente citados nos principais periódicos entre 1980 e 2000 demonstrou que apenas

um terço dos produtos farmacêuticos aprovados in vivo são convertidos para estudos em

humanos.

Principalmente em oncologia, embora o genoma de camundongos de humanos sejam

similares, já é fundamentado na literatura que a correlação é baixa, em torno de 67%

(HACKMAN & REDELMEIER, 2006). Mak & Ghert (2014) afirmam que a taxa média de

tradução bem-sucedida de pesquisas in vivo relacionadas ao câncer para ensaios clínicos em

humanos é em torno de 8%.

Seok e colaboradores (2013) relataram que os modelos de camundongos usados

​​extensivamente para estudar doenças inflamatórias humanas não são preditivos. O estudo

descobriu que a resposta inflamatória dos camundongos se diferem muito dos humanos

(SEOK, et al.2013)

Low e colaboradores (2021) abordam a respeito da translação dos modelos e seus

impactos no desenvolvimento de um novo fármaco. Os pesquisadores afirmam que a
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comunidade científica já está ciente da fragilidade dos modelos experimentais que são

utilizados e apesar do massivo desenvolvimento em biologia computacional e in vitro nos

últimos 20 anos, atualmente mais de 80% dos medicamentos experimentais falham em testes

realizados com seres humanos, com 60% dessas falhas devido à falta de eficácia e outros 30%

devido à toxicidade.

A indústria farmacêutica enfrenta uma queda de produtividade devido a este cenário.

Nas últimas décadas, a indústria tentou contornar este desafio testando um grande número de

compostos, isso foi possível em virtude da evolução da modelagem molecular de fármacos (in

silico) baseado em alvo terapêuticos (KRAMER, SAGARTZ & MORRIS, 2007).

Porém, numerosos indicadores apontaram para uma diminuição da produtividade na

indústria farmacêutica apesar do aumento dos investimentos. A falha descrita na década de

1980 é correlacionada com a farmacocinética e biodisponibilidade dos possíveis fármacos

aprovados na triagem in silico. Ou seja, ao invés de entregar um aumento no sucesso de

candidatos ao desenvolvimento clínico, o efeito imediato foi um aumento de reprovações,

dado que apenas um modelo ainda não é suficiente para predizer completamente a resposta

em outros cenários (KRAMER, SAGARTZ & MORRIS, 2007).

Em 1990, com a evolução dos equipamentos de análise químicas como o

espectrofotômetro de massas e cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e cooperação

da modelagem molecular, a indústria conseguiu contornar os desafios relacionados à

farmacocinética. Contudo, juntamente com a melhoria das exposições sistêmicas vieram as

observações aumentadas de toxicidade limitante do desenvolvimento. Na última década a

toxicidade demonstrou ser a principal causa de falhas em todas as fases do desenvolvimento

de drogas (KRAMER, SAGARTZ & MORRIS, 2007).

Kramer, Sagartz & Morris (2007) afirmam que, aproximadamente 25% das falhas da

fase II, 14% das falhas da fase III e 31% das falhas de novos medicamentos ou pedidos de

licença biológica são devidos a questões de segurança. Não obstante, anualmente o número de

eventos adversos graves associados ao uso de medicamentos aprovados está crescendo

constantemente ao longo do tempo.

Portanto, é essencial que ocorra um aperfeiçoamento da precisão da avaliação de

segurança, para que fármacos e fitoterápicos que apresentem perfis de segurança

insatisfatórios possam falhar precocemente, minimizando assim o risco para os participantes e

pacientes do estudo e permitindo o redirecionamento de recursos valiosos (KRAMER,

SAGARTZ & MORRIS, 2007).
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1.5.2. Métodos Alternativos ao uso de animais

Fundamentada em 1959 por Russell e Burch no livro "The Principles of Humane

Experimental Technique", a ciência dos métodos alternativos é uma disciplina aplicada que

visa melhorar o tratamento dos animais utilizados como modelos experimentais nos

laboratórios, ao mesmo tempo em que busca avançar na qualidade dos resultados obtidos pela

ciência (RUSSELL & BURCH, 1959).

Isso significa que os métodos alternativos são aqueles que, sem utilizar diretamente

animais (ou utilizando poucos animais), fornecem informações equivalentes às obtidas com o

uso de animais de experimentação completos. Isso resulta na redução do número de animais

utilizados ou no uso de procedimentos menos dolorosos (ARAÚJO et al. , 2014).

Entretanto, como elucidado por Araújo e colaboradores (2014), os ensaios in vitro

decorrentes dos métodos alternativos não são baseados apenas em uma questão ética, mas sim

na busca por uma maior capacidade preditiva dos métodos. Dessa forma, é possível identificar

biomarcadores precoces de eventos adversos e doenças.

As principais vantagens da utilização dos métodos alternativos ao uso de animais são:

maior controle das condições experimentais, redução da variabilidade individual, economia de

recursos financeiros e de tempo, bioética (redução, refinamento e substituição da utilização de

animais) e possibilidade de estudar os compostos em células vivas e humanas (ARAÚJO et

al., 2014; ROBINSON, et. al., 2019)

Contudo, como limitações das técnicas temos: dificuldade de extrapolação dos

resultados, impossibilidade de avaliar efeitos no comportamento, de cinética e toxicidade

crônica (ARAÚJO et al. , 2014; ROBINSON, et. al., 2019).

No subtópico a seguir, será apresentada a principal técnica empregada nas

metodologias alternativas ao uso de animais em pesquisa científica: a cultura celular de

mamíferos e humanos.

1.5.2.1 Cultura celular

Linhagens celulares imortalizadas ou contínuas são ferramentas padronizadas e bem

estabelecidas na comunidade científica para ensaios biológicos e médicos. Para isso, é

essencial que exista um microambiente artificial para as células cultivadas, composto por
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fatores bem mensurados e avaliados, incluindo citocinas, meios de cultura adequados,

interações célula-célula e estresse físico (AOKI, et. al.,2016).

Além disso, para garantir resultados significativos e reprodutíveis, é um pré-requisito

uma boa prática de cultura de células (GERAGHTY et al., 2014). Devido à crescente

dependência de conjuntos de dados publicados, é necessário que a fonte dos dados (culturas

celulares) seja confiável. Entretanto, infelizmente, muitas vezes práticas de laboratório

inadequadas, como contaminação cruzada, contaminação por micoplasma ou rotulagem

incorreta, resultam em linhagens celulares mal identificadas que não correspondem mais à

fonte original (BAUST, et. al. 2017; SOUREN, et. al. 2022).

Uma constatação desse problema foi descrita inicialmente em 1968 por Stanley

Gartler, que identificou linhagens celulares mal identificadas e publicou que 19 linhagens

celulares humanas supostamente independentes eram, na verdade, células HeLa (GARTLER,

1968; SOUREN, et. al. 2022).

O principal fator contribuinte para esses erros é o compartilhamento de materiais

biológicos entre laboratórios, uma prática ainda comum na comunidade científica que possui

grande relevância para a perda de confiabilidade em estudos com culturas de células, como

descrito por Migita (2012).

Outrossim, alguns autores como Carias (2017) afirmaram que um outro problema

relacionado aos erros e a falta da reprodutibilidade dos lotes de células obtidas é devido às

variações de execução dos protocolos originais e não apenas às características do próprio

material de origem das células.

Souren e colaboradores (2022) afirmaram que 4% dos artigos são rejeitados devido a

problemas graves relacionados às linhagens celulares. Além das questões de autenticação

celular, também é evidente a importância das boas práticas assépticas, especialmente para a

detecção de micoplasmas (Mycoplasma hominis), para assegurar a fidedignidade dos

resultados obtidos e as conclusões geradas nos estudos.

Testes regulares de contaminação e autenticação são necessários para evitar

consequências negativas de culturas celulares contaminadas e mal identificadas e devem ser

considerados como controle de qualidade de linhagens celulares em biobancos e sempre que

possível na Academia (CORRAL-VÁZQUEZ, et. al. 2017).

A adequação do tipo de linhagem para o estudo desejado é fundamental para a

obtenção de resultados robustos. Em relação aos parâmetros de avaliação de genotoxicidade, a

linhagem de fibroblasto oriunda de pulmão de hamster V79 possui interessantes propriedades
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para ensaios deste fim, como por exemplo: baixa frequência de mutação genética, fácil cultivo

e manutenção, rápido crescimento e curto período de adaptação (BRADLEY, et. al., 1981,

DANTAS, 2018; ROSA, 2008).

Contudo, essa linhagem não é competente para ativação metabólica, portanto para a

análise de genotoxicidade e/ou mutação nas células V79-4 é necessário que o teste ocorra

concomitantemente ao metabolismo exógeno por homogeneizados celulares, geralmente

fração S9, ou por cocultura com células hepáticas (BRADLEY, et. al., 1981).

1.5.2.1 Ativação metábolica in vitro

O metabolismo é um processo biológico essencial que transforma alimentos em

energia, ativa medicamentos e principalmente elimina compostos de toxinas do corpo.

Durante o processo de metabolização, são gerados metabólitos com maior ou menor atividade

de ativação ou desativação em relação ao composto original (OOKA, LYNCH & XIA, 2020).

Devido à importância biológica, há uma grande necessidade de métodos de triagem

mais eficientes e confiáveis para analisar a toxicidade de cada composto, inclusive uma

possível toxicidade oriunda dos metabólitos gerados. Para tal investigação, como os

metabólitos agem dentro do organismos, as metodologias de triagem requerem métodos de

metabolismo in vitro (OOKA, LYNCH & XIA, 2020).

O metabolismo hepático pode ser dividido em fases I e/ou II, sendo que as enzimas da

fase I participam da oxidação, redução e hidrólise, e são as grandes responsáveis por ativar ou

inativar uma molécula original, consequentemente possuem maior interesse das análises

toxicológicas (OOKA, LYNCH & XIA, 2020). Entre essas destacam-se as enzimas do

citocromo P450 (CYP450) que desempenham um papel essencial na fase I do metabolismo de

drogas e são responsáveis por aproximadamente 75% do metabolismo total de moléculas

pequenas (GUENGERICH, 2008; OOKA, LYNCH & XIA, 2020).

O fígado é o principal responsável pelo metabolização, portanto os hepatócitos

expressam uma abundância de enzimas CYP e demonstram a maior capacidade de

biotransformação de xenobióticos de fase I (OOKA, LYNCH & XIA, 2020).

As CYPs estão intimamente ligadas à genotoxicidade e/ou carcinogenicidade de

alguns compostos. Abu-Bakar e autores (2022) afirmaram que essas enzimas estão envolvidas

na ativação de diferentes produtos químicos cancerígenos no ambiente, como hidrocarbonetos

aromáticos policíclicos e nitrosaminas relacionadas ao tabaco. Dado que, intermediários



28

eletrofílicos produzidos a partir desses produtos químicos podem se ligar covalentemente ao

DNA, induzindo mutação e transformação celular que resultam coletivamente no

desenvolvimento do câncer.

Ao longo do tempo, foram desenvolvidas diversas técnicas de metabolismo in vitro

para simular o organismo humano, devido à importância da influência dos metabólitos na

eficácia e segurança de produtos químicos e naturais (OOKA, LYNCH & XIA, 2020). Com

base no objetivo do ensaio e na técnica empregada na triagem, existem diversas opções no

mercado que podem adicionar capacidade metabólica no modelo experimental escolhido.

O modelo exógeno de metabolização mais utilizado e recomendado pelas diretrizes

internacionais como a OECD é a fração S9. Essa fração é obtida a partir do fígado de roedores

tratados com agentes indutores e é uma fração pós-mitocondrial (Aroclor 1254) de enzimas do

sistema CYP450, acrescentada de cofatores (DANTAS, 2018; KRANENDONK et al., 2000;

OECD 487, 2014).

Neste trabalho foi utilizada a fração S9 de fígado de rato e para a comparação dos

resultados gerados, também foi utilizado uma linhagem de hepatoma estabelecida, HepG2,

para a realização de ensaios individuais. Derivada de um homem jovem (15 anos) caucasiano,

as células HepG2 são uma alternativa confiável aos hepatócitos humanos e são amplamente

utilizadas para estudos de toxicidade e metabolismo de fármacos e fitoterápicos (OOKA,

LYNCH & XIA, 2020; TOMPKINS, et. al. 2010)

Baseado no que foi descrito por Bigger, Dipple & Lake (1980), podem ocorrer

diferenças importantes na ativação metabólica de uma substância entre sistemas celulares

intactos, ou seja, em células competentes para metabolização hepática, e em homogeneizados

de fígado em ensaios de curto prazo para agentes genotóxicos e/ou carcinógenos. Essas

diferenças podem levar a resultados enganosos.

1.5.2.1.1 Paridade entre o mix S9 murino e hepatócitos humanos

Os resultados dos estudos de carcinogenicidade animal são considerados o "padrão

ouro" para validar os sistemas de teste in vitro. No entanto, os dados gerados em modelos

murinos frequentemente apresentam discordâncias. É importante destacar que diferenças

ainda maiores podem ser esperadas em relação aos seres humanos, que são uma espécie

filogeneticamente distante (KU et al., 2007)
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Ku e autores (2007) explicam que a biotransformação geralmente é a grande

responsável por esta dependência de espécies de carcinogenicidade. Dado que, as enzimas

ortólogas expressas por genes de diferentes espécies demonstram diferenças pronunciadas na

especificidade do substrato e do produto. Da mesma forma, podem diferir substancialmente

em sua regulação e distribuição tecidual.

O S9 de fígado de rato induzido, essencialmente, é utilizado como uma “fábrica de

metabólitos” nos testes de micronúcleo in vitro e teste de Ames (KU et al., 2007). Sendo

amplamente utilizado pelos órgãos regulatórios devido aos níveis elevados de diversas

enzimas CYP após a indução, especialmente as enzimas da subfamília CYP1A (CYP1A1 e

1A2), que são eficientes na bioativação de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, azaarenos,

aminas aromáticas e aflatoxinas (agentes mutagênicos após ativação metabólica) (KU et al.,

2007; OOKA, LYNCH & XIA, 2020).

É padronizado mundialmente por fornecer um sistema de ativação metabólica

confiável, robusto e prontamente disponível. Além disso, é mais fácil padronizar um sistema

murino em comparação com um sistema exógeno humano, uma vez que o último

normalmente requer amostras de tecido humano que estão sujeitas a variações biológicas

significativas (KU et al., 2007).

1.4. Análise in vitro para toxicidade genética

A avaliação da toxicidade genética é o ramo da toxicologia que estuda a segurança de

agentes e substâncias em relação ao DNA e a danos cromossômicos nas células devido a

potenciais agentes ou substâncias (CHOUDHURI et al. 2021).

Os testes de toxicologia genética tornaram-se um requisito regulamentar para todos os

novos medicamentos e muitos outros materiais em todos os países desenvolvidos ao redor do

mundo. Isso ocorreu devido à grande preocupação pública em relação à carcinogenicidade e

aos efeitos hereditários de substâncias amplamente utilizadas no dia-a-dia (TURKEZ,

ARSLAN & OZDEMIR, 2017).

A avaliação do potencial genotóxico para humanos segue atualmente uma abordagem

gradual, começando com uma bateria básica de testes in vitro seguida, em alguns casos, por

testes in vivo, sendo que os requisitos regulamentares variam dependendo do tipo de produto
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químico sob regulamentação e da região (CORVI & MADIA, 2017; TURKEZ, ARSLAN &

OZDEMIR, 2017).

Um exemplo disso, é a proibição de testes in vivo para cosméticos na União Europeia

e diversos outros países, como Brasil. Por outro lado, para produtos químicos industriais e

biocidas, um resultado positivo em um ou mais dos testes de genotoxicidade in vitro requer

confirmação por meio de testes in vivo de acompanhamento apropriados nestes mesmos

Estados (CORVI & MADIA, 2017).

Em relação a regulamentação dos fitoterápicos no Brasil, é recomendado pela

ANVISA que se inicie os experimentos pelo Teste de Ames e, em casos positivos, deverá

submeter a amostra a um ensaio que utiliza células de mamíferos, positivando novamente não

é necessário realizar novos testes. Contudo, em episódios positivos para o Teste de Ames e

negativos para células de mamíferos, o resultado final carece de estudos in vivo (micronúcleo

em roedores) (ANVISA, 2019).

1.4.1 Genotoxicidade

Genotoxicidade é um termo utilizado para classificar substâncias que possuem efeitos

destrutivos no material genético de uma célula (DNA, ácido ribonucleico (RNA)), afetando

assim a integridade da célula (CHOUDHURI et al., 2021; CORVI & MADIA, 2017).

Choudhuri e autores (2021) abordaram que se esses danos gerados no DNA ocorrerem

em células somáticas podem levar ao desenvolvimento de câncer, enquanto se o dano for

associado às células germinativas pode ser responsável por mutações hereditárias que

permitem defeitos congênitos em organismos eucarióticos.

Atualmente, o conhecimento e/ou as intervenções em eventos genotóxicos estão sendo

considerados como novos caminhos para o manejo e profilaxia de patologias, dado que, os

danos no DNA mitocondrial e nuclear estão associados a distúrbios neurodegenerativos,

incluindo ataxias juntamente com doença de Alzheimer, Huntington e Parkinson. Além disso,

os danos no DNA desempenham um papel causal em outras numerosas doenças humanas

como: infertilidade, cardiopatias, envelhecimento prematuro, disfunção de células-tronco,

condições inflamatórias crônicas e síndromes metabólicas (TURKEZ, ARSLAN &

OZDEMIR, 2017).

Analisar a genotoxicidade humana é um componente necessário e crítico das medidas

de saúde pública no cenário atual, principalmente no âmbito de desenvolvimento de novos
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fármacos e fitoterápicos (CHOUDHURI et al., 2021; CORVI & MADIA, 2017; TURKEZ,

ARSLAN & OZDEMIR, 2017).

Portanto, para uma abordagem bem-sucedida no estudo de toxicidade genética, é

necessário seguir um processo que inclua uma variedade de ensaios in vitro bem estabelecidos

e, em alguns casos, ensaios in vivo. Em relação à genotoxicidade, é recomendado que os testes

escolhidos abordem três aspectos principais: mutação genética, aberrações cromossômicas

estruturais e numéricas. Cada um desses eventos está associado à carcinogênese e a doenças

hereditárias (CHOUDHURI et al., 2021; CORVI & MADIA, 2017).

A sequência de teste in vitro padrão compreende o ensaio de mutação reversa

bacteriana, Teste de Ames (OECD 471), o teste in vitro de aberração cromossômica em

mamíferos (OECD 473), o teste in vitro de mutação genética em células de mamíferos

(OECD 476 [Hprt] e 490 [ MLA/tk]) e o teste in vitro de micronúcleos de células de

mamíferos (OECD 487), exemplificado na (Figura 3). (CORVI & MADIA, 2017).

O mais aceito para avaliação da segurança genética entre as agências regulatórias dos

países, inclusive no Brasil, é a adoção do Teste de Ames (OECD 471) e teste in vitro de

micronúcleos de células de mamíferos (OECD 487), por alcançar os três endpoints

necessários (ANVISA, 2019).

Figura 3. Bateria de testes in vitro.

Fonte: (Corvi & Madia, 2017). Principais testes in vitro: Teste de Ames, detecção de substâncias mutagênicas

em cepas de bactérias; MLA, teste de mutagenicidade realizado em células de mamíferos; Teste de Micronúcleo

in vitro, avaliação da capacidade genotóxica de substâncias em linhagens celulares e Teste de Aberração

Cromossômica, análise de eventos genotóxicos na estrutura dos cromossomos celulares.

1.4.1.1 Micronúcleo in vitro
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Micronúcleos (MN) são pequenas estruturas semelhantes a núcleos formadas em

células eucarióticas devido à deposição de envelope nuclear em torno de cromossomos

inteiros atrasados em relação aos demais (aneugênicos) e fragmentos de cromossomos

(clastogênicos) que não foram reincorporados a um núcleo primário durante a conclusão da

mitose ou meiose e persistem na interfase (KRUPINA, GOGINASHVILI & CLEVELAND,

2021; KISURINA-EVGENIEVA, SUTIAGINA, & ONISHCHENKO, 2016).

Essas pequenas estruturas possuem uma grande importância biológica, dado que o

acúmulo de MN tem sido amplamente utilizado como um biomarcador de estresse genotóxico

e instabilidade genética em uma grande variedade de modelos humanos e não humanos

(KRUPINA, GOGINASHVILI & CLEVELAND, 2021).

A biogênese dos micronúcleos está relacionada à resposta celular a diversas

influências negativas ao genoma, indicando lesões cromossômicas, como quebras ou

alterações estruturais. Além disso, é amplamente descrito na literatura que uma frequência

aumentada de micronúcleos está associada a diversas doenças, como câncer, doenças

autoimunes e síndrome do envelhecimento precoce (KISURINA-EVGENIEVA,

SUTIAGINA, & ONISHCHENKO, 2016).

O teste de micronúcleos in vitro é um método de genotoxicidade utilizado para

determinar se uma substância pura ou uma mistura é capaz de causar danos cromossômicos

induzidos por agentes aneugênicos e clastogênicos, através da formação de micronúcleos.

Esse teste permite avaliar o potencial carcinogênico de substâncias de forma mais rápida e

econômica do que os testes de carcinogenicidade in vivo, que envolvem estudos de longo

prazo em roedores, com duração de 24 meses, sendo custosos tanto financeiramente quanto

em termos de tempo de execução (BARBEZAN, 2017; OECD 487, 2016).

A metodologia é preconizada e aceita em diretrizes internacionais, como OECD 487 e

a ISO 21427-2:2006(E), e está alinhada com o princípio dos 3R's. Habitualmente, o teste de

MN in vitro em mamíferos é realizado com a linhagem celular V79-4 (fibroblastos

pulmonares de Hamster Chinês) na presença e ausência de sistema de ativação metabólica de

mamíferos in vitro. Com isso, é possível avaliar a genotoxicidade tanto das substâncias

avaliadas quanto de seus metabólitos (Figura 4) (FLORES & YAMAGUCHI, 2008, OECD

487, 2016).

Figura 4. Teste de micronúcleo in vitro
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O teste de micronúcleos in vitro é um teste de genotoxicidade para a detecção de micronúcleos no citoplasma de

células em interfase.

1.5 Citotoxicidade e morte celular no contexto da genotoxicidade

O DNA é suscetível a vários tipos de genotoxinas e carcinógenos. Para mitigar a

instabilidade genômica, as células possuem vias e proteínas de reparo do DNA, que visam

remover ou tolerar as lesões. No entanto, danos não reparados podem ser tóxicos,

desencadeando vias de eliminação celular, como apoptose e necrose, como uma resposta

biológica para lidar com o dano genotóxico (ROOS, THOMAS & KAINA, 2016).

Morte celular, após a ocorrência de uma lesão no material genético, é um processo

regulado por fatores pró-sobrevivência versus fatores pró-morte. Os pontos de checagem são

os principais mecanismos pelos quais uma célula pode responder a danos no DNA, seja

parando ativamente o ciclo celular ou por indução de apoptose (Levy et al. 2011; ROOS,

THOMAS & KAINA, 2016).

Em relação à genotoxicidade, é extremamente necessário que se tenha cautela ao

analisar resultados oriundos de uma amostra citotóxica, principalmente quando o mecanismo

de morte celular predominante é apoptose. Meintières e autores (2001) descreveram que a

apoptose pode ser um fator de confusão em ensaios clastogênicos in vitro, dado que esse

mecanismo pode levar a uma superestimação do potencial genotóxico dos produtos químicos.

Além disso, há evidências de que os micronúcleos podem desencadear a apoptose,

embora seja difícil determinar se os micronúcleos causam apoptose ou se células fortemente

danificadas tendem a formar micronúcleos como resultado da citotoxicidade (REIMANN, et

al. 2020).
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Estudos demonstram que a apoptose causada por condições extremas na cultura

celular, como variação de pH, osmolaridade ou força iônica, pode induzir a formação de

células micronucleadas, o que pode levar a resultados falso-positivos no teste de micronúcleo

in vitro (MEINTIÈRES & MARZIN, 2004; REIMANN, et al. 2020).

Pesquisas mecanísticas relacionadas aos micronúcleos revelaram que a diminuição da

apoptose não pode ser associada a um aumento na indução de micronúcleos, sugerindo uma

relação mais complicada entre apoptose e frequência de micronúcleos do que o esperado

(REIMANN, et al. 2020).

Portanto, a viabilidade celular é crucial para a avaliação de micronúcleos. Para

substâncias citotóxicas, a maior concentração de teste é baseada no perfil de toxicidade, por

isso visa atingir 55 ± 5% de citotoxicidade usando os parâmetros de citotoxicidade

recomendados e demais concentrações não deverão apresentar citotoxicidade, lembrando de

tomar cuidado na interpretação de resultados positivos encontrados apenas na extremidade

superior desta faixa de citotoxicidade (AARDEMA, et. al, 2011)

1.6. Boas Práticas Laboratoriais Aplicadas à Avaliação da Segurança

Os laboratórios que realizam ensaios de segurança devem seguir as Boas Práticas de

Laboratório (BPL). Erros relacionados à BPL são as principais causas de falta de

reprodutibilidade de resultados científicos e, muitas vezes, da inviabilidade de transferência

das pesquisas para serviços ou produtos biotecnológicos (CARIAS, 2017).

Freedman, Cockburn & Simcoe (2015) relataram em seu trabalho que apenas nos

EUA foi estimado o investimento de 28 bilhões de dólares anuais em estudos falhos da área

biomédica, com base em estudos prévios, nos quais cinco grandes grupos foram contratados

para reproduzir publicações pré-clínicas e obtiveram resultado de falta de reprodutibilidade

em 51% (n=80) pela Glasziou, 51% (n=257) pela Hartshorne and Scachner, 54% (n=238) pela

Vasilevsky, 78% (n=67) pela Bayer Healthcare e 89% (n=53) pela Amgen (CARIAS, 2017;

FREEDMAN, COCKBURN & SIMCOE, 2015).

Portanto, este estudo foi realizado seguindo todas as normas de BPL e alinhadas ao

sistema de gestão da qualidade do ToxLab, laboratório da condução dos experimentos, que

estão descritos no subtópico abaixo.
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1.6.1 Sistema de Gestão da Qualidade (NBR ISO/IEC 17025:2005)

O laboratório de Toxicologia (ToxLab) da Faculdade de Farmácia da UFMG

implementou o Sistema de Gestão da Qualidade (SGQ) a partir das diretrizes da ISO 17025 –

Requisitos Gerais para Competência de Laboratórios de Ensaio e Calibração, ainda que não

seja acreditado na mesma.

Na área gerencial, o ToxLab mantém POPs para manejo de informações confidenciais,

aquisição de suprimentos e avaliação de fornecedores, controle de não conformidades, ações

corretivas e preventivas, mantendo formulários para acompanhamento e registro dos itens

mencionados. O ToxLab faz controle de versão dos POPs, instruções de trabalho e

formulários, tanto da área gerencial como da área técnica. Além disso, realiza treinamentos de

pessoal de acordo com a demanda do laboratório, incluindo treinamentos técnicos e

relacionados ao SGQ.

É rotina laboratorial a escrita de toda documentação para padronização e rastreio dos

ensaios realizados, com procedimentos operacionais padronizados (POPs), formulários e

mapas de trabalho. Para a realização desta dissertação foram desenvolvidos todos os

documentos e POPs necessários.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

✔ Avaliar a segurança do óleo resina de Copaifera multijuga Hayne e uma formulação

fitoterápica semissólida sob forma de géis contendo óleo.

2.2. Objetivos específicos

✔ Realizar estudo de citotoxicidade nas linhagens (V79-4) e (HepG2) e comparar se

existe influência da ativação metabólica na morte celular gerada pela amostra;

✔ Avaliar o potencial genotóxico utilizando a diretriz OECD 487 (Teste Micronúcleo em

Células de Mamíferos in vitro) em células murinas (V79-4) e em células humanas

competentes para metabolização hepática (HepG2);

✔ Analisar a capacidade do óleo resina de Copaifera multijuga Hayne e hidrogel

polimérico de induzir danos no DNA e/ou alterar o ciclo celular da linhagem celular

V79-4, na presença e ausência de ativação metabólica, utilizando citometria de fluxo.

✔ Observar se existe correspondência entre a possível fragmentação de DNA notada na

citometria de fluxo e na frequência de micronúcleos.

✔ Estimar os mecanismos de morte celular e comparar se existe diferença na presença e

ausência de metabolização hepática.
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3. ARTIGO

Nota explicativa

Conforme orientações do programa de Pós Graduação em Análises Clínicas e Toxicológicas,

a dissertação de mestrado deve conter um artigo técnico-científico a ser submetido em revista

indexada no formato e com as normas a serem submetidas.

Artigo a ser submetido para publicação na revista: Food and Chemical Toxicology (fator de

impacto 5.572), intitulado: “Copaiba oil-resin generates cytotoxic and genotoxic hepatic

metabolites: Toxicological investigation by in vitro micronucleus test and mechanisms

adjacent to cell death”

Normas:https://www.elsevier.com/journals/food-and-chemical-toxicology/0278-6915/guide-f

or-authors.

https://www.elsevier.com/journals/food-and-chemical-toxicology/0278-6915/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/food-and-chemical-toxicology/0278-6915/guide-for-authors
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Copaiba oil-resin generates cytotoxic and genotoxic hepatic metabolites:

Toxicological investigation by in vitro micronucleus test and mechanisms adjacent to cell

death

NASCIMENTO, N. S. O.1; RAMOS, J. P1; AMORIM, M. E. S. L1; AMARAL, B. M.1,

FREITAS, Z. M. F 2; SANTOS, E. P 2; TAGLIATI, C.A1.

1 Toxicology in vitro Laboratory (ToxLab), Department of Clinical and Toxicological

Analysis, School of Pharmacy-Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil.
2 Department of Drugs and Medicines, School of Pharmacy-Federal University of Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil.

Abstract

Copaiba oil (Copaifera multijuga) and its herbal products are used worldwide, however
knowledge about its safety is still limited, mainly in relation to genetic toxicity. Genotoxicity
assays are those used to identify substances that have the ability to interact with
deoxyribonucleic acid and generate changes in hereditary characteristics. These alterations
may be related to the development and/or predisposition of diseases, increased mortality,
hereditary mortality and reproductive problems. The purpose of this study was to evaluate the
toxicological profile of copaiba oil and its possible hepatic metabolites of a herbal formulation
based on resin oil in accordance with the international guidelines of the Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) 487 “Test Micronucleus in Cells of
Mammals in vitro” in murine V79-4 (with and without metabolic activation (S9 mix)) and
human strains, HepG2. In addition, experiments were performed with propidium iodide (PI)
in V79-4 cells with and without S9 to determine how the interaction of Copaifera multijuga
with hepatic metabolism affected the mechanism of cell death and the DNA content of
bacterial cells. Our results indicate that Copaifera multijuga oil generates cytotoxic and
genotoxic hepatic metabolites in vitro. In addition, hepatic metabolism added a new toxicity
profile to Copaiba and suggests a new mechanism of cell death by DNA fragmentation, which
explains the greater toxicity observed in studies treated with S9 mix in relation to cells
without hepatic biotransformation capacity. We also observed that Copaifera multijuga with
S9 alters the (S) phase, the most critical stage of the cell cycle, related to a higher risk of
adverse events and genetic toxicity. This comprehensive approach provides essential
information for the safety of the population in the use of Copaifera ssp

Keywords: Copaiba oil, cytotoxicity, genotoxicity, in vitro micronucleus test, hepatic

metabolism, V79-4 and HepG2 strain.
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Abbreviations

BR Control formulation (excipients only)
CPA Cyclophosphamide
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxide
DNA Deoxyribonucleic acid
EMS Ethyl methanesulfonate
FBS Bovine fetal serum
GC-MS Gas chromatography–mass spectrometry
H Hours
HEPG2 Cell line hepatocyte carcinoma
HGEL Resin oil-based polymeric hydrogel
HFS Hypotonic Fluorochromic Solution
INPA National Institute of Amazonian Research
IR Retention rates
IS Survival index
MN Micronucleus
OECD Organization for Economic Cooperation and Development
OIL Copaiba oil
RICC Relative increase in cell counts
RPD Relative Population Doubling
S9 Rat Liver Homogenate
TMSD Trimethylsilyldiazomethane
UFAM Federal University of Amazonas
UFMG Federal University of Minas Gerais
UFRJ Federal University of Rio de Janeiro
V79-4 Chinese hamster lung fibroblast cells

1. Introduction

Despite being widely reported in the literature regarding intrinsic and extrinsic toxicity
related to plant-based products, irrational and indiscriminate use by the population is
common, which defends the idea of harmlessness of plants for health [1]. The low reported
incidence of toxicity of products of natural origin comes from the belief that these drugs are
harmless by consumers [2].

There is a range of studies that correlate the medicinal plant Copaíba (genus Copaifera
ssp.) with pharmacological activities, mainly correlating with treatment for inflammation and
pain [5][6], healing activity [6][7] and antigenotoxic potential [9]. However, there are several
other studies that have proven toxic effects of copaiba, including genotoxic activity in vitro
[10][11][12][13][14] and in vivo[15].

In Brazil, due to its vast biodiversity, there is an accentuated profile of the application
of these products [3]. Among the herbal medicines traditionally used in Brazilian soil, copaiba
oil stands out, popularly used orally and topically, mainly for its anti-inflammatory and
healing effect, to which the presence of phytochemicals is attributed: copalic acid and the
β-caryophyllene and α-copaene sesquiterpenes [4].
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Thus, studies that analyze the potential of genetic toxicity of these pharmaceutical
products become important. Our objective is to evaluate the toxicological profile of copaiba
oil-resin (Copaifera multijuga) and its possible hepatic metabolites, in its usual concentration
(10%) and a phytotherapeutic formulation based on the oil resin in accordance with the
international guidelines of the Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD) 487 “In vitro Mammalian Cell Micronucleus Test” and also by flow cytometry.

2. Material and methods

2.1. Samples

Three samples were evaluated in this study: copaiba oil-resin, oil-based herbal
formulation and control formulation (excipients only). According to the solubility study
carried out previously by our research group, the samples were solubilized in 3 mL of
dimethylsulfoxide (DMSO) and homogenized in ultrasound for 40 min, without heating. The
dilution for treating the plates followed international guidelines, 1% DMSO solvent and 10%
aqueous solvent PBS solution (phosphate-bufferid saline). These solvent concentrations were
standardized in all dilutions.

2.1.1. Resin oil

The resin oil, used for the production of the polymeric hydrogel, evaluated in this
study belongs to the species Copaifera multijuga, family Fabaceae, being widely distributed
in the Amazon region. This tree, ranging from medium to large in size, has compound,
alternate and pinnate leaves with oval to lanceolate leaflets. Its flowers are small and white,
arranged in terminal inflorescences. The fruit is a dehiscent vegetable that contains winged
seeds. The bark of this species is thick, rough and gray in color. The essential oil extracted
from Copaifera multijuga resin is widely used in the pharmaceutical and cosmetic industries
due to its medicinal and therapeutic properties[50][51][52].

The botanical identification of the resin oil sample was carried out by the Seed
Laboratory - INPA (botanical identification report attached) following instructions from
Fidalgo & Bononi (1984)[16]. The botanical classification of the family followed the
standards of APG VI (2016)[17] and the classification of the subfamily followed the LPWG
(2017)[18]. The identification of the species was scientifically based on the works of Dwyer
(1951) [19] , Martins-da-Silva et al (2008)[20] and Costa (2007) [21].

2.1.2. Herbal formulation

The formulation of interest was developed at the Federal University of Rio de Janeiro
(UFRJ). Three samples of hydrogel (Hgel) were received for the study, namely: formulation
blank (Br), excipients only and polymeric hydrogel 10% copaiba oil-resin. The isolated oil
(Oil) with a purity of 96.44% was also received for carrying out the experiments.

The samples were stored at room temperature (25 to 30 °C) and protected from
sunlight and light, in accordance with the stability study reported by the UFRJ team. The
formulation is a classic hydrogel and the main polymer used is carboxypolymethylene.
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2.2. Cell culture

Murine and human cells were used. V79–4, Chinese hamster lung fibroblast, obtained
from the National Institute of Metrology, Quality and Technology (INMETRO, Brasília, BR)
and HepG2, human hepatoma kindly donated by the Phytochemistry Laboratory of the
Faculty of Pharmacy of the Federal University of Minas Gerais. Both strains were cultured in
high glucose or 4,5g/L glucose DMEM culture medium containing 1 mM sodium pyruvate
(Gibco, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotic solution
(100 IU mL-1 of penicillin and 100 µg mL-1 of streptomycin) maintained in an oven at 37 ºC,
containing 5% CO2 and 95% atmospheric air. After thawing, the cells were cultured and used
in the experiments only up to the fifteenth passage.

2.3. Cytotoxicity and/or cytostostasis assay

Cell lines were seeded in flat-bottomed 6-well plates (Kasvi, Curitiba, Brazil), 9.6 x
104 cells per well, and their cell viability was measured by Trypan Blue, following OECD
487 guidelines. V79–4 and HepG2 cells were cultured for 24 hours (h) at 37 °C in an
atmosphere of 5% CO2/ 95% air. After incubation, cells were exposed, in duplicate, to Oil
(33.0, 16.5, 8.25, 4.13, 2.06, 1.03, 0.52, 0.26 µg/mL), Hgel (33.0, 16.5, 8.25, 4.13, 2.06, 1.03 ,
0.52, 0.26 µg/mL) and Br (33.0, 16.5, 8.25, 4.13, 2.06, 1.03, 0.52, 0.26 µg/mL) for 24  h.

After this time, the wells were trypsinized for 5 minutes, inactivated with 1.5 mL of
supplemented culture medium and transferred to falcon tubes. Aliquots of all concentrations
(1:2 final Trypan Blue dye dilution) were taken and accounted for by the CytoSMART® Lux
system - a camera-based cell viability imaging device. Unstimulated V79-4 and HepG2 cells
were cultured as a control, plate 0, being counted by manual counting in the Neubauer
Chamber on the second day of the experiment. Due to the limitation of hepatic metabolism of
the fibroblast cell line, the test for the V79-4 cell was performed in the absence and presence
of exogenous metabolic activation [24].

All tests were performed in duplicate, with appropriate negative controls 1% DMSO
and positive controls (ethyl methanesulfonate and cyclophosphamide). Data represent mean
± standard deviation of duplicate determinations. The fraction of surviving cells in the treated
groups was calculated considering the initial value for performing the calculations to the
count obtained from plaque proliferation 0, except for the survival index which considers the
value obtained from negative controls, and based on three parameters: Relative increase in
cell counts (RICC), relative population doubling (RPD) indicated in OECD 487 and, for
comparison, the survival index parameter (IS%), indicated in ISO 21427-2 2006(E) . Due to
the greater sensitivity, the RICC parameter was standardized to determine the concentrations
of the genotoxicity test [24].

2.4. Micronucleus assay in mammalian cells in vitro

The micronucleus assay (MN) was used to detect possible chromosomal damage
generated by contact with a genotoxic substance. The methodology is based on the
microscopic detection of aneugenic (whole chromosome) or clastogenic (chromosome
fragment) events that failed to integrate into the daughter cell nucleus after cell division
[22][24]. The MN test was performed with (+S9) and without (-S9) metabolic activation for
the V79-4 strain and -S9 for the HepG2 culture.
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Cell viability results obtained by the cytotoxicity and/or cytostostasis assay were used
to ensure the viability of the MN assay [23]. For genotoxicity testing, it is recommended that
three concentrations of each sample be tested. The selection of the highest concentration
tested was that determined for poorly soluble and non-cytotoxic substances, the highest
concentration that generates the smallest amount of precipitates followed by two lower
concentrations that do not generate precipitate and for cytotoxic samples the highest
concentration was that greater than 55 ± 5% viability using recommended cytotoxicity
parameters, and the following should not be cytotoxic.[23][24]

1. Relative increase in cell counts (RICC)

RICC = (Increase in number of cells in treated cultures (final – starting)) × 100%
(Increase in number of cells in control cultures (final – starting))

2. Relative Population Doubling (RPD)

RPD = (No. of Population doublings in treated cultures) × 100%
(No. of Population doublings in control cultures)

where: Population Doubling = [log (Post-treatment cell number ÷ Initial cell number)] ÷ log 2

3. Survival index ISO 21427-2 2006(E)

IS= Number of viable cells in the test sample x 100%
Number of viable cells in the negative control

2.4.1. MN assay without metabolic activation

V79-4 cells were seeded at 3 x 104 cells per well in 6-well plates at 37 °C with 5%
CO2 for 6 h. Cells were then exposed to Oil (16.5, 8.25, 4.13 µg/ml and cytotoxic
concentration 23.1 µg/ml), Hgel (1.03, 0.52 and 0.26 µg/ml) and Br (1.03 µg/ml). After 24h,
cells were collected and hypotonic treatment was performed with 1,5% sodium citrate
solution for 3 min. The positive control was ethyl methane sulfonate (EMS) (Sigma-Aldrich,
USA), 350 µg/ml. The sample vehicle, DMSO (dimethylsulfoxide), was used as a negative
control [24].

For cell fixation, formaldehyde, ethanol, acetic acid (1:60:20 v/v) were added for
5 min. The fixation process was performed twice. The slides were allowed to dry at room
temperature for 24 hours and stained with May Grunwald stain for 3 min and Giemsa stain for
20 min. For each treatment, 2000 cells with 0, 1, 2, 3 or more MNs were counted.
Proliferation index (PI) and mitotic index (MI) were calculated to estimate cell proliferation
and the relative number of cell cycles per cell in the treated groups[24].

2.4.2 MN assay with metabolic activation

The protocol used was similar with and without metabolic activation, except that the
murine S9 mix was used in this phase. The concentrations used were Oil (2.06, 1.03, 0.52
µg/mL and cytotoxic concentration 4.13 µg/mL), Hgel (1.03, 0.52 and 0.26 µg/mL) and Br
(1.03 µg/mL). To each well was added 500  μL (%) of the S9 mix. Mixture S9 was prepared
as follows: Phosphate buffer (15 x 10-3 mol L-1); NADP+( 4 x 10-3 mol L-1); glucose
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6-phosphate (5 x 10-3 mol L-1); KCl (33 x 10-3 mol L-1); MgCl2 (8 x 10-3 mol L-1); S9
(S2067, Rat Liver Enzyme Mixture, Sigma-Aldrich, San Luis, USA), 1 part of the S9 fraction
to 9 parts of the S9 cofactor solution. Cells were incubated at 37 °C for 4 h with DMEM
without FBS; then, the medium was removed and replaced with supplemented medium. After
20 h, the steps were performed as in the experiments with S9. DMSO diluted in PBS, a
sample vehicle, was used as a negative control. The positive control was cyclophosphamide,
32 µg/ml [24].

2.4.3 MN-HepG2 Assay

The protocol in accordance with the test carried out with the V79-4 strain without
exogenous activation was followed, the concentrations used were Oil (8.25, 2.06, 1.03 µg/mL,
cytotoxic concentration 8.25 µg/mL), Hgel (1.03, 0.52 and 0.26 µg/mL) and Br (1.03 µg/mL)
[24].

2.5. Cell cycle/DNA fragmentation

Determination of cell death mechanism and quantification of DNA content.
Quantification of DNA content and cell cycle analysis was performed in flow cytometry, the
FACSCanto™ II cytometer, according to the method described by Nicoletti et al. (1991) [25].
The V79-4 cell was standardized for this experiment, due to the low frequency of mutation
and alterations in the genetic material. For the evaluation of the influence of hepatic
metabolites, we used exogenous metabolism of 20% of S9. Oil (33, 16.5 and 4.13 µg/mL) and
Hgel (33, 16.5 and 4.13 µg/mL) concentrations were selected for both tests. They were
grown, 1 x 10 6 cells per well in 6-well plates, and incubated for 24 to 37 °C.

After stabilization, all cells were incubated with the substances for 24 h without
metabolic activation. After the treatment period, the cells were transferred to Falcon tubes and
centrifuged at 10,000 rpm for 5 min. The supernatant was discarded and 300 µL of a
Hypotonic Fluorochromic Solution (HFS) were added to the tubes containing the cell
precipitate, containing 50g/ml of Propidium Iodide - PI (Sigma, Saint Louis, Missouri USA)
and 0.1% of triton X-100 (Sigma, Saint Louis, Missouri USA) in 0.1% sodium citrate (Sigma,
Saint Louis, Missouri USA). The plates were incubated for 4 to 8°C.

After incubation, the samples were submitted to analysis by flow cytometry.
Acquisitions were performed according to Kang K et al. (2010) [49]. The FL2 voltage was
adjusted so that the G0/G1 and G2/M phases formed peaks of values, respectively, of 200 and
400 in FL2-A. The FSC-H, SSC-H, FL2-A and FL2-W values were acquired for histogram
and statistical analysis in the FlowJo 10.8 ® program (Tree Star, Inc).

In the S9 assay, cells were incubated at 37 °C for 4 h with culture medium without
FBS; then, the medium was removed and replaced with FBS-supplemented medium. After 20
hours, the steps were performed as in tests without activation.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, USA).
All quantitative data for the MN test were normalized to 2000 cells. Data were analyzed by
Pearson's chi-square (χ2) test analysis. Flow cytometry data were evaluated by analysis of
variance (ANOVA) and subsequently by Dunnett's test. P < 0.05 was considered significant.

3. Results
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3.1. Profile of the samples

Copaiba oil showed exacerbated toxicity in the cell lines tested, and it was not
possible to evaluate its activity at 100% concentration. Therefore, the analysis was
standardized based on the maximum possible limit and the equivalent concentration in the
herbal formulation, initial dilution of 10% of the oil. Cytotoxicity tests were performed to
determine the maximum concentration to be tested in cytogenetic assays, given that, for
reliable results, cytotoxicity should not exceed a reduction of about 50% in cell proliferation
[23].

The polymeric hydrogel presented toxicity and solubility as limitations (Figure 1).
Studies were carried out in parallel with the formulation control (blank) demonstrating that
the presence of precipitate came from the excipients and not from the drug. As expected, the
toxicity of the formulation followed the same dose-response profile presented by copaiba
oil-resin.

Solubility is an extremely important factor. OECD guideline 487 determines that the
highest concentration to be tested in the in vitro micronucleus test is the lowest precipitation
concentration, even when toxicity occurs above the solubility limit in tissue culture medium
[23][24][43]. Examination of precipitation can be done with the naked eye or microscopically
[43]. The precipitation was examined under the optical microscope at the end of the treatment,
with the intention of identifying the precipitate present during the treatment.

Figure 1. Profile of the samples. The copaiba oil-resin (C. multijuga oil) showed limitation of toxicity
and the polymeric hydrogel of solubility, that is, it presented a precipitate

3.2. Copaiba oil-resin (Copaifera multijuga) has cytotoxic metabolites in vitro.

The evaluation showed that the cytotoxicity profile of copaiba oil was different in
strains with metabolic competence (exogenous or endogenous) and those without
metabolization capacity (Figure 2). In addition, it was shown in this study that the herbal
formulation has the same cytotoxicity profile, that is, the excipients did not influence the
characteristics of copaiba oil-resin, they were inert in the strains tested (Figure 2c).
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Figure 2. Toxicity profile in different cell lines. Survival curve of V79-4 cells without S9, with S9 and
HepG2 cell treated with: A. Copaiba oil-resin (C. multijuga oil), B. Oil-based polymeric hydrogel and
C. Control herbal formulation (excipients only).

3.3. Copaíba showed a genotoxic profile in a human cell competent for hepatic
metabolism (HepG2) at concentrations 8.25 ug/mL and 2.06 ug/mL.

In the in vitro micronucleus test with a human cell competent for hepatic metabolism
(HepG2), copaiba oil-resin showed genotoxicity in two of the three concentrations tested, 8.25
ug/mL and 2.06 ug/mL (Figure 3a). Hgel did not show an increase in the frequency of
micronuclei at the tested concentrations (1.03 ug/mL, 0.52 ug/mL and 0.26 ug/mL) and Br
also did not demonstrate genotoxicity at 1.03 ug/mL (Figure 3b).
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Figure 3. Frequency of micronucleated cells/2000 cells - HepG2. A. Cells treated with copaiba
oil-resin (C. multijuga oil) at concentrations 8.25 ug/mL, 2.06 ug/mL and 1.03 ug/mL, B. Polymeric
hydrogel (Hgel 10%) 1.03 ug/mL, 0.52 ug/mL and 0.26 ug/mL and Control herbal formulation (Br)
1.03 ug/mL. C. Micronucleated cells. Micronuclei indicated by red arrows

3.4. In murine cells with exogenous metabolic activation (V79-4) the sample presented
a dose-dependent profile for the evaluation of genotoxicity.

Figure 4 shows the micronucleus (MN) values found in the V79-4 strain with and
without metabolic activation treated with copaiba oil-resin, Hgel and Br. There was no
statistical difference between the tested concentrations for the frequency of MN in relation to
the negative control (P>0.05).

A dose-response trend was observed in V79-4 cells with S9, ie, the frequency of
micronuclei decreased with decreasing concentration of the substance. In addition, at the
highest concentration tested in rat lung fibroblast, copaiba oil-resin reached the maximum
allowable micronucleus (MN) limit for test negativity in relation to the historical negative
control values of the tested laboratory.

Added to this, cells with a profile of positive samples for genotoxicity were observed,
that is, multi-micronucleated cells and MN with large diameters (approximately 30% of the
nucleus). The technique is not specific for the detection of cell death, however, an exacerbated
presence of cells with broken chromosomes, possible apoptotic bodies and swollen was noted
during the counting of slides with metabolic activation
(Figure 4e).
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Figure 4. Frequency of micronucleated cells/2000 cells - V79-4 with and without S9. Cells without
metabolic activation treated with: A. Copaiba oil-resin (C. multijuga oil) at concentrations of 23.4
ug/mL, 16.05 ug/mL, 8.25 ug/mL and 4.13 ug/mL ; C. Polymeric hydrogel (10% Hgel) 1.03 ug/mL,
0.52 ug/mL and 0.26 ug/mL and control herbal formulation (Br) 1.03 ug/mL (without S9). Cells with
metabolic activation treated with B. copaiba oil-resin (oil from C. multijuga) at concentrations of 4.13
ug/mL, 2.06 ug/mL, 1.03 ug/mL and 0.52 ug/mL, D. Polymeric hydrogel (10% Hgel) 1.03 ug/ml, 0.52
ug/ml and 0.26 ug/ml and control herbal formulation (Br) 1.03 ug/ml (with S9). E. Cells swollen with
broken chromosomes.

3.5 A genotoxic event, DNA fragmentation was observed in copaiba oil-resin with S9
and in the herbal formulation. However, DNA fragmentation was not observed in C. multijuga
without S9; That is, it did not show genotoxicity and/or apoptosis without metabolic
activation.

Through the flow cytometry technique with propidium iodide (PI) labeling, no DNA
fragmentation was observed in copaiba oil-resin without metabolic activation at the tested
concentrations (33 ug/mL and 16.5 ug/mL), figure 6 a, b and c. However, in the presence of
the S9 mix, DNA fragmentation was observed at concentrations of 33 ug/mL and 4.13 ug/mL
(10% and 1.25% of copaiba oil-resin respectively) (Figure 5 and Figure 6 d, e and f). The
experiments carried out with the phytotherapeutic formulation showed the same profile as
those carried out with the copaiba oil-resin (Figures 7).
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Figure 5 . Genotoxicity in V79-4 cells with S9 treated with copaiba oil-resin (C. multijuga oil) and
resin oil-based polymeric hydrogel.

Figure 6 . Fluorescence histograms of DNA from cells treated with copaiba oil-resin(Copaifera
multijuga oil). Cells without metabolic activation treated with: A. Vehicle DMSO, negative control; B.
Copaiba oil-resin at a concentration of 33 ug/mL; C. Copaiba oil-resin at a concentration of 16.5
ug/mL. Cells with metabolic activation treated with: D. Vehicle DMSO, negative control; E. Copaiba
oil-resin at a concentration of 33 ug/mL; F. Copaiba oil-resin at a concentration of 4.13 ug/mL.
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Figure 7. Fluorescence histograms of DNA from cells treated with Hydrogel based on copaiba
oil-resin (Copaifera multijuga oil ). Cells without metabolic activation treated with: A. Vehicle
DMSO, negative control; B. Polymeric hydrogel in the concentration of 33 ug/mL of copaiba oil-resin;
C. Polymeric hydrogel at a concentration of 16.5 ug/mL of copaiba oil-resin. Cells with metabolic
activation treated with: D. Vehicle DMSO, negative control; E. Polymeric hydrogel in the
concentration of 33 ug/mL of copaiba oil-resin; F. Polymeric hydrogel at a concentration of 4.13
ug/mL of copaiba oil-resin.

3.6. Copaiba oil-resin altered the cell cycle of V79-4 strains with metabolic activation
at the highest tested concentration, reducing concentrations of cells in S phase.

Figures 8 and 9 depict the cell cycle of V79-4 with S9 and V79-4 without S9 strains
treated with copaiba oil-resin and Hgel. There was no statistical difference between the tested
concentrations and the negative control for cell cycle without metabolic activation (P>0.05).

On the other hand, in the samples tested in the presence of S9, statistical significance
was observed for the synthesis phase (S) at the highest concentrations, Oil 33 ug/mL
(P=0.0129) and Br 33 ug/mL (P=0 .0269), the substances reduced the percentage of cells
present in this phase (Figure 9e). In the other cellular processes, no statistically significant
influence was observed (P>0.05) (Figure 9d and f).
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Figure 8. Analysis of the cell cycle of the V79-4 strain treated with copaiba oil-resin (Copaifera
multijuga oil) and hydrogel based on resin oil. A. Cells without metabolic activation B. Cells with
metabolic activation

Figure 9. Cell cycle of V79-4 +S9 and V79-4 -S9 strains treated with copaiba oil-resin (C. multijuga
oil) and Hgel. Cells without metabolic activation: A. G0-G1 phase; B. Phase S; C. Phase G2-M. Cells
with metabolic activation: D. G0-G1 phase; E. Phase S; F. Phase G2-M.
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4. Discussion

In this study, it was demonstrated that copaiba oil-resin is biotransformed by liver
enzymes, and these metabolites showed an accentuated cytotoxicity profile in relation to the
strain without metabolization capacity (V79-4 without S9). There are data in the literature
describing the hepatic metabolism of Copaiba, but there were no data on safety [26]. Our
results demonstrate that these cytotoxic metabolites are biotransformed by common pathways
in the murine hepatic system and human hepatoma, with a marked influence on the harmful
profile of the tested cells.

A major discussion regarding the safety of herbal products is the failure to carry out
preliminary cytotoxicity studies before carrying out the genotoxicity and/or mutagenicity
evaluation tests, in addition to the absence of studies that carried out the tests following
international guidelines. For example, Copaíba safety studies such as those carried out by
Alves et al. (2018) and Furtado et. al. (2018) who were negative in vitro for the genotoxic
event did not mimic the action of CYP450 enzymes using S9 metabolic activation, nor was a
competent cell line used for metabolization[9][27].

To illustrate this scenario, we mention Kava-kava (Piper methysticum), a medicinal
plant widely used in the treatment of anxiety, which is an example of harmful metabolites for
health. It is described that the alkaloid pipermethystine can induce the death of liver cells
when metabolized, glutathione (GSH) depletion and modulate the MAPK and NF-κB
signaling pathways in vitro [28].

In the in vitro micronucleus test with a human cell competent for hepatic metabolism
(HepG2), Copaifera multijuga resin oil showed genotoxicity in two of the three
concentrations tested, 8.25 ug/mL and 2.06 ug/mL, demonstrating that these metabolites have
the ability to interact with the DNA of organisms and cause damage. It can be stated that the
observed genotoxicity comes from the products of metabolism, given that, in murine cells
unable to metabolize substances by CYP450 (V79-4 without activation), there was no
statistical difference in the frequency of MN in treated and untreated cells. Regarding the
murine cells treated with S9 mix, no statistical difference was noted between the samples,
however, a dose-response trend was observed in relation to the treatment, suggesting that at
higher concentrations it would be possible to observe an increase in the frequency of
micronuclei.

One hypothesis for the genotoxicity by biotransformation in the in vitro micronucleus
technique to be observed in HepG2 and not in V79-4 with exogenous activation is the time of
exposure of the substance. This occurs due to the difference in the exposure time of the
protocol for competent human cells, since the exposure time for copaiba oil-resin includes 24
hours of treatment, in the exogenous system, due to the toxicity of the S9 mix, while the
OECD recommends 4 hours[29][24]. Another possible scenario would be to question the
predictability of the induced rat liver S9 fraction for the formation of micronucleus-inducing
metabolites after a genotoxic event, given that rat and human CYP concentrations may differ
in their substrate selectivities and catalyzed reactions [29].

With regard to the hepatic metabolites of Copaiba, it is necessary to carry out future
studies to describe which is the main metabolite that causes the observed genotoxicity and
cytotoxicity. If the predominant metabolization product comes from beta-caryophyllene, this
genotoxic and cytotoxic characteristic is linked to the species multijuga Hayne and cannot be
extrapolated to the entire genus Copaifera ssp. However, if copalic acid, which is a biomarker
for species of the genus Copaifera, is causing toxic metabolites, it can be said that all species
have this profile [31][32].
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In addition, it is important to uncover the biotransformation mechanism observed in
oil resin from C. multijuga. A pertinent discussion is whether the generation of harmful
metabolites from Copaiba would occur in vivo, similar to what occurs in the metabolization
of paracetamol. Therefore, if this substance has the same profile, this product should be used
with caution, as liver products may have an impact on the health of consumers.

According to Darroudi and authors (2010) [42] human hepatoma cells (HepG2) reflect
the activation/detoxification of genotoxic compounds better than other currently used
indicator cells and therefore have an increased predictive value for the identification of
mutagenic and genotoxic constituents. However, the S9 mix also has an excellent
predictability of activation and inactivation of compounds, since it contains isoforms of
cytochrome P450 (phase I metabolism) and in its cytosolic portion it contains most of the
activities of transferases (phase II metabolism) [29][30]. The experimental models used are
predictors for activated and subsequently inactivated metabolites in vivo, therefore it is
extremely important that the biotransformation of copaiba oil-resin is evaluated in order to
guarantee the safety of consumers [29][30][34].

However, another point to be evaluated is the pharmaceutical form of the medicine
based on medicinal plants. The concentration of phytochemicals in the oil is different from
those obtained in tea and/or medicinal plant extract [35]. Therefore, results that demonstrated
genetic safety as described by Pavan et al. (2018) [36], who studied the genotoxic activity of
copaiba tea, and Damasceno and authors (2019) [37], who evaluated the toxicity of Copaifera
extracts, should not be extrapolated to other herbal presentations of the same plant drug,
especially if it is in a different species of the same genus.

Our results obtained by flow cytometry corroborate the genotoxic and cytotoxic
characteristics of Copaíba metabolites. In this study, it was seen that hepatic metabolization
added a new toxicity profile to Copaiba, generating DNA fragmentation, genotoxicity, and
adding a new mechanism of cell death by DNA fragmentation, as it explains the greater
toxicity observed in samples treated with S9.

Based on the described concept of genotoxicity, the ability of a substance to cause
damage to the genetic material of organisms, it is possible to state that this fragmentation
observed in the V79-4 strain with S9 is a genotoxic event [38][39]. Regarding the mechanism
of cell death, a change in the profile was observed between the strains treated and not treated
with exogenous metabolism. By the definition of apoptosis, mechanism of programmed cell
death that is characterized by the fragmentation of DNA generated by the activation of
caspases [40] and, by the methodology described by Nicoletti et al. (1991) [21] for
quantification of DNA content and analysis of the cell cycle, it can be stated that the cell
death mechanism of copaiba oil-resin without activation is not apoptosis.

These results are relevant because some studies, such as those performed by Urasaki et
al. (2020) [41] and Cavalcanti et al. (2009) [14], attest that Copaiba is responsible for
inducing apoptosis, a fact that we did not observe without metabolic activation. With
activation of the S9 mix, this profile of cell death by DNA fragmentation, possibly apoptosis,
was noted. However, it is necessary to carry out new experiments with annexin and propidium
iodide to confirm the type of death, that is, necrosis, early or late apoptosis.

Our hypothesis, for alteration of the disposition of the cytotoxicity of copaiba oil-resin
without and with S9 is that, without the influence of the metabolites, the death occurs only by
membrane lesion, being easily detected by the trypan blue dye [8]. However, when
conducting biotransformation, the metabolites add a new type of death, by DNA
fragmentation, explaining the marked toxicity with metabolic activation. Morguette and
authors (2019) described the cell death of Copaifera due to membrane damage, however, it is
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pertinent to carry out new tests with LDH (lactate dehydrogenase) to prove these different
profiles [44].

Regarding the cell cycle, metabolic activation also generated significant changes.
Copaiba biotransformation reduced the (S) phase at a concentration of 33 ug/mL. These
results are extremely relevant, given that, in this phase, through DNA replication, the genetic
information must be accurately transmitted to the daughter cells in phase division (G2-M) to
guarantee the stability of the genetic characteristics, the most critical part of the cell cycle
[45].

Urasaki et al. (2020) [41] indicated that Copaifera negatively regulates the
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway, which is important in regulating the cell cycle and is
directly related to cell proliferation and the occurrence of neoplasms. Our results confirm this
finding of interference in the cycle, in addition to demonstrating the genetic risk that this
herbal medicine exposes to users. This effect is similar to that of chemotherapy drugs, when
most of these drugs act in the (S) phase of cells and the toxic, genotoxic and mutagenic effects
of these drugs are widely reported in the literature [45][46][47][48].

5. Conclusion

We investigated the genetic safety of Copaifera multijuga resin oil and the impact of
hepatic metabolism in V79-4 cells (with and without S9 mix) and HepG2. It can be concluded
that there is a significant difference in the toxicity profile in cells competent for hepatic
metabolism (endogenous and exogenous) and cells incapable of metabolism. Furthermore,
hepatic activation of Copaiba in HepG2 cells increased the frequency of MN in treated cells.
No MN addition was noted in V79-4 cells with and without the S9 mix. Flow cytometry
results confirmed the genotoxicity present in the Copaifera biotransformation, demonstrating
fragmented DNA. In addition, the present study demonstrates that there is a difference in the
mechanism of cell death with and without activation, possibly membrane injury is the process
that causes toxicity in cells treated with copaiba without activation. However, when
biotransformation of the substance occurs, it is suggested that a new mechanism of cell death
by DNA fragmentation is added, possibly apoptosis. We observed that Copaíba +S9 alters the
(S) phase, the most critical stage of the cell cycle, related to a higher risk of genotoxicity and
cytotoxicity. Some of the results found in the present study, toxic and genotoxic effects in
vitro [10][11][12][13][14][15] and the mechanism of cell death due to membrane damage
[44], are based on research carried out. However, other findings are contradictory, cell death
by apoptosis without metabolic activation [14][41] and antigenotoxic potential [9]. copaiba
oil-resin is a very important herbal medicine with promising potential applications, but there
is still a great need for further studies to fully understand its safety in biological systems. To
our knowledge, this is the first article in which the cytotoxicity and genotoxicity of the
biotransformation of Copaifera ssp. was investigated simultaneously in two cell lines and
faithfully following international guidelines. This comprehensive approach provides essential
information for the safety of the population in the use of Copaifera ssp.
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4. PERSPECTIVAS

● Analisar a capacidade do óleo resina de Copaifera multijuga Hayne e hidrogel

polimérico de induzir danos no DNA e/ou alterar o ciclo celular da linhagem celular

HepG2 por citometria de fluxo;

● Elucidar os mecanismos de morte celular do óleo resina de copaíba com ativação e

sem ativação metabólica, realizando os ensaio de lactato desidrogenase (LDH) e

Anexina-iodeto de propídio;

● Realizar teste de mutagenicidade seguindo as diretrizes da OECD 471 “Teste de

Ames".
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APÊNDICE A-CLASSIFICAÇÃO BOTÂNICA DA Copaifera multijuga

Segundo o laudo emitido em 6 de agosto de 2021 pela Dra. Isolde Dorothea
Kossmann Ferraz (Pesquisadora Titular do INPA, CRBio: 103122/06-D):

(...) As amostras recebidas e analisadas apresentaram todas as características
inerentes à espécie Copaifera multijuga Hayne, apresentando folhas com 7–9
pares de folíolos, pecíolo e raque pubescentes, pecíolos variando de 0,6–1,3
cm e raque 6,6–15,3 cm comprimento. As amostras apresentaram cicatrizes
das estípulas interpeciolares, típico nesta espécie. Os ramos apresentaram
folíolos alternos, coriáceos, oblongo-lanceolados, assimétricos com base
arredondada e ápice acuminado, sendo os folíolos medianos maiores que os
distais e proximais. Lâmina glabra em ambas as faces e pubescente na
nervura central, sendo observada a presença de pontuações translúcidas por
toda a extensão da lâmina.

Fonte: Laudo Técnico INPA (2021)
Figura 5. Dados da coleta e a identificação das amostras

A quantificação dos fitoquímicos presentes no óleo de copaíba foi realizada pela
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Foi utilizado um em cromatógrafo gasoso
(Thermo Scientific) com detector de massas (CG-EM), equipado com auto-amostrador
(TriPlus RSH) e coluna capilar apolar (Tr-5; 30m x 0.25 mm ID x 0.25 μm). Inicialmente, o
óleo foi derivatizado por reação in situ, usando o reagente de esterificação
trimetilsilildiazometano (TMSD), para conversão dos ácidos diterpênicos em ésteres
metílicos, metodologia descrita por Migowska e colaboradores (2010) com pequenas
modificações.

Os fitoquímicos foram identificados por comparação dos seus índices de retenção (IR)
com a literatura (ADAMS, 2007), pela co-injeção de padrões (β-cariofileno e α-humuleno) e
por comparação dos perfis de fragmentação obtidos com a espectroteca Wiley 8a edição. O
percentual de cada constituinte foi expresso em valores de concentração relativa (%) (tabela
1). As concentrações dos fitoquímicos do hidrogel polimérico foram estimados a partir da
composição do óleo (tabela 1) e são evidenciadas na Tabela 2.
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Tabela 1. Composição química média (triplicata) da oleorresina do Rio de Janeiro obtida
por GC-MS (adaptado)

COMPONENT RI
(THEORE
TICAL)

RI
(EXP.)

MEDIUM
PERCENTA

GE

(%)

β-caryophyllene 1408 1411 34,75

Trans-α-bergamotene 1432 1431 16,32

Germmacrene D 1480 1471
14,12

1408 1471 14,12

Copal acid - - 6,46

α-humulene 1452 1443 5,03

Acetoxy-copalic acid - - 3,19

Cis-γ-bisabolene 1514 1509 0,62

Others - - 15,94

Sesquiterpenes 85,55 %

Diterpenes 10,88 %

Identified Constituents 96,44 %

Source: UFAM Report (2021)
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Tabela 2. Composição química estimada da formulação Hidrogel polimérico 10% óleo
de Copaifera multijuga.

COMPONENT MEDIUM
PERCENTAGE

(%)

β-cariofilene 3,60

Trans-α-bergamotene 1,69

Germacrene D 1480 1471 14,12 1,46

Copal acid 0,67

α-humulene 0,52

Acetoxy-copalic acid 0,33

Cis-γ-bisabolene 0,06

Outros 1,65

Sesquiterpenes 8,87 %

Diterpenes 1,13%

Copaifera multijuga oil 10%
Source: Author (2022)
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APÊNDICE B- REVISÃO DA LITERATURA

Tabela 3. Revisão da Literatura sobre a toxicidade do óleo de Copaíba.

Palavra
chave Artigo positivo Artigo negativo

(Copaifera) or
(copaiba oil)
and
(genotoxicity)

1)Cavalcanti BC. Genotoxicity evaluation of kaurenoic
acid, a bioactive diterpenoid present in Copaiba oil.
Food Chem Toxicol. 2006 Mar;44(3):388-92. doi:
10.1016/j.fct.2005.08.011. Epub 2005 Sep 21. PMID:
16182426.
(21/10/22)
2)Cardoso, P. C. dos S., Rocha, C. A. M. da, Leal, M. F.,
Bahia, M. de O., Alcântara, D. D. F. Á., Santos, R. A.
dos, … Burbano, R. M. R. (2017). Effect of diterpenoid
kaurenoic acid on genotoxicity and cell cycle
progression in gastric cancer cell lines. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 89, 772–780.
doi:10.1016/j.biopha.2017.02.085
10.1016/j.biopha.2017.02.085 3)Alves JM, Senedese
JM, Leandro LF, Castro PT, Pereira DE, Carneiro LJ,
Ambrósio SR, Bastos JK, Tavares DC. Copaifera
multijuga oleoresin and its constituent diterpene
(-)-copalic acid: Genotoxicity and chemoprevention
study. Mutat Res Genet Toxicol Environ Mutagen. 2017
Jul;819:26-30. doi: 10.1016/j.mrgentox.2017.05.001.
Epub 2017 May 3. PMID: 28622827.

1)Dalenogare DP, Ferro PR, De Prá SDT, Rigo FK,
de David Antoniazzi CT, de Almeida AS, Damiani
AP, Strapazzon G, de Oliveira Sardinha TT, Galvani
NC, Boligon AA, de Andrade VM, da Silva Brum E,
Oliveira SM, Trevisan G. Antinociceptive activity of
Copaifera officinalis Jacq. L oil and kaurenoic acid in
mice. Inflammopharmacology. 2019
Aug;27(4):829-844. doi:
10.1007/s10787-019-00588-3. Epub 2019 May 16.
PMID: 31098702. 2)Alves JM, Leandro LF, Senedese
JM, Castro PT, Pereira DE, Resende FA, Campos DL,
Silva JJM, Varanda EA, Bastos JK, Ambrósio SR,
Tavares DC (2018) Antigenotoxicity properties of
Copaifera multijuga oleoresin and its chemical
marker, the diterpene (−)-copalic acid. J Toxicol
Environ Health A 81:116–129.
https://doi.org/10.1080/15287394.2017.1420505 3)
Damasceno JL, Arnet YF, Fortunato GC, Girotto L,
Marena GD, Rocha BP, Resende FA, Ambrosio SR,
Veneziani RCS, Bastos JK, Martins CHG.
Investigation of Safety Profile of Four Copaifera
Species and of Kaurenoic Acid by
Salmonella/Microsome Test. Evid Based
Complement Alternat Med. 2019 Jan
10;2019:7631531. doi: 10.1155/2019/7631531.
PMID: 30733813; PMCID: PMC6348810. 4)Furtado,
R. A., de Oliveira, P. F., Senedese, J. M., Ozelin, S.
D., de Souza, L. D. R., Leandro, L. F., … Tavares, D.
C. (2018). Assessment of genotoxic activity of
oleoresins and leaves extracts of six Copaifera species
for prediction of potential human risks. Journal of
Ethnopharmacology, 221, 119–125.
doi:10.1016/j.jep.2018.04.002

(copaifera)
and
(genotoxicity)
and
(apoptosis)

1) Urasaki Y, Beaumont C, Workman M, Talbot JN, Hill
DK, Le TT. Fast-Acting and Receptor-Mediated
Regulation of Neuronal Signaling Pathways by Copaiba
Essential Oil. Int J Mol Sci. 2020 Mar 25;21(7):2259.
doi: 10.3390/ijms21072259. PMID: 32218156; PMCID:
PMC7177672. 2)Urasaki Y, Beaumont C, Talbot JN,
Hill DK, Le TT. Akt3 Regulates the Tissue-Specific
Response to Copaiba Essential Oil. Int J Mol Sci. 2020
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Apr 19;21(8):2851. doi: 10.3390/ijms21082851. PMID:
32325885; PMCID: PMC7216139.

Copaifera and
mutagenicity

1) Leandro, LF. Assessment of the antibacterial,
cytotoxic and mutagenic potential of the
phenolic-rich hydroalcoholic extract from Copaifera
trapezifolia Hayne leaves. 37
Journal of Medical Microbiology (2016), 65, 937.
950 DOI 10.1099/jmm.0.00. (21/10/22) 2) Fernández
YA, Damasceno JL, Abrão F, Silva TS, Cândido ALP,
Fregonezi NF, Resende FA, Ramos SB, Ambrosio
SR, Veneziani RCS, Bastos JK, Martins CHG.
Antibacterial, Preservative, and Mutagenic Potential
of Copaifera spp. Oleoresins Against Causative
Agents of Foodborne Diseases. Foodborne Pathog
Dis. 2018 Sep 19. doi: 10.1089/fpd.2018.2478. Epub
ahead of print. PMID: 30230926.
3)Damasceno JL, Arnet YF, Fortunato GC, Girotto L,
Marena GD, Rocha BP, Resende FA, Ambrosio SR,
Veneziani RCS, Bastos JK, Martins CHG.
Investigation of Safety Profile of Four Copaifera
Species and of Kaurenoic Acid by
Salmonella/Microsome Test. Evid Based
Complement Alternat Med. 2019 Jan
10;2019:7631531. doi: 10.1155/2019/7631531.
PMID: 30733813; PMCID: PMC6348810.

Copaifera and
metabolization
or liver
metabolization

1)Mauro, Mariana et al. In vitro metabolism of copalic
and kaurenoic acids in rat and human liver microsomes.
Química Nova [online]. 2021, v. 44, n. 6 [Accessed 24
October 2022] , pp. 700-708. Available from:
<https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170724>. Epub
11 Aug 2021. ISSN 1678-7064.
https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170724.

Copaifera and
toxicity

1) Leandro, LF. Assessment of the antibacterial,
cytotoxic and mutagenic potential of the phenolic-rich
hydroalcoholic extract from Copaifera trapezifolia
Hayne leaves. 37
Journal of Medical Microbiology (2016), 65, 937. 950
DOI 10.1099/jmm.0.00. (21/10/22) 2) Lima SR, Junior
VF, Christo HB, Pinto AC, Fernandes PD. In vivo and in
vitro studies on the anticancer activity of Copaifera
multijuga hayne and its fractions. Phytother Res. 2003
Nov;17(9):1048-53. doi: 10.1002/ptr.1295. PMID:
14595585. 3)Cardoso PCDS, Rocha CAMD, Leal MF,

https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170724.
https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170724.
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Bahia MO, Alcântara DDFÁ, Santos RAD, Gonçalves
NDS, Ambrósio SR, Cavalcanti BC, Moreira-Nunes
CA, Pessoa CDÓ, Burbano RMR. Effect of diterpenoid
kaurenoic acid on genotoxicity and cell cycle
progression in gastric cancer cell lines. Biomed
Pharmacother. 2017 May;89:772-780. doi:
10.1016/j.biopha.2017.02.085. Epub 2017 Mar 6.
PMID: 28273639.

(kaurenoic
acid) and
(genotoxicity)

1)Cano, B. L., Moreira, M. R., Goulart, M. O., Dos
Santos Gonçalves, N., Veneziani, R. C., Bastos, J. K.,
Ambrósio, S. R., & Dos Santos, R. A. (2017).
Comparative study of the cytotoxicity and genotoxicity
of kaurenoic acid and its semi-synthetic derivatives
methoxy kaurenoic acid and kaurenol in CHO-K1 cells.
Food and chemical toxicology : an international journal
published for the British Industrial Biological Research
Association, 102, 102–108.
https://doi.org/10.1016/j.fct.2017.02.003 2) Plínio
Cerqueira dos Santos Cardoso, Carlos Alberto Machado
da Rocha, Mariana Ferreira Leal, Marcelo de Oliveira
Bahia, Diego Di Felipe Ávila Alcântara, Raquel Alves
dos Santos, Natália dos Santos Gonçalves, Sérgio
Ricardo Ambrósio, Bruno Coêlho Cavalcanti, Caroline
Aquino Moreira-Nunes, Claudia do Ó Pessoa, Rommel
Mário Rodríguez Burbano,
Effect of diterpenoid kaurenoic acid on genotoxicity and
cell cycle progression in gastric cancer cell lines,
Biomedicine & Pharmacotherapy,Volume 89,2017,Pages
772-780, ISSN 0753-3322,
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2017.02.085.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753
332216324180

(kaurenoic
acid) and
(metabolizatio
n)

1)Matos, D. M., Viana, M. R., Alvim, M., Carvalho, L.,
Leite, L., Da Silva Filho, A. A., & Nascimento, J.
(2018). Pharmacokinetic profile and oral bioavailability
of Kaurenoic acid from Copaifera spp. in rats.
Fitoterapia, 128, 142–147.
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2018.05.013

(Copaifera) or
(copaiba oil)
and toxicity
and
genotoxicity
and
mutagenicity

1) CAVALCANTI, B. C. Avaliação do potencial
genotóxico e mutagênico do ácido caurenóico, um
diterpeno isolado da planta Copaifera Langsdorffii Desf.
(Leguminosae). 2006. 95 f. Dissertação (Mestrado em
Farmacologia) - Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Ceará, Fortaleza, 2006. 2)Cavalcanti, B. C.,
Costa-lotufo, L. V., Moraes, M. O., Burbano, R. R.,

1) Pavan E, Damazo AS, Lemos LMS, Adzu B,
Balogun SO, Arunachalam K, Martins DTO.
Evaluation of genotoxicity and subchronic toxicity of
the standardized leaves infusion extract of Copaifera
malmei Harms in experimental models. J
Etrnopharmacol., 2018 Jan 30; 211;70-77. doi:
10.2016/j.jep.2017.09.027.Epub 2017 Sep 21.

https://doi.org/10.1016/j.fct.2017.02.003
https://doi.org/10.1016/j.fct.2017.02.003
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2018.05.013
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2018.05.013
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Silveira, E. R., Cunha, K. M. A., … Pessoa, C. (2006).
Genotoxicity evaluation of kaurenoic acid, a bioactive
diterpenoid present in Copaiba oil. Food and Chemical
Toxicology, 44(3), 388–392.
doi:10.1016/j.fct.2005.08.011
10.1016/j.fct.2005.08.011

PMID:28943446

APÊNDICE C- TABELAS
Tabela 4. Resultados teste de citotoxicidade das célula V79-4

V79-4 cell

Sample Concentration (μg/mL)

% Tox

Without S9 With S9

RICC (%) RPD(%) IS(%) RICC (%) RPD(%) IS(%)

Oleoresin from Copaifera multijuga (10%)

0 100 ± 0.9 100 ± 0.9 100 ± 0.9 105.2 ± 3,0 102.6 ± 3,0 100,0 ± 3,0

0,52 NA NA NA 103,0 ± 1,2 101.6 ± 1,2 102.5 ± 1,2

1,03 NA NA NA 102,0 ± 2,0 101.0 ± 2,0 101.6 ± 2,0

2,06 110.2±2.6 104.5±2.6 108.5 ±2.6 75.26 ± 4,0 85.9 ± 4,0 80.7 ± 4,0

4.13 102.8±7.7 101.3 ±7.7 102.4±7.7 61.7 ± 3,4 76.6 ± 3,4 70.1 ± 3,4

8.25 102.2 ±0.5 101.0 ±0.5 101.8 ± 0.5 18,7 ± 3,2 33.7 ± 3,2 36.6 ± 3,2

16.5 96.4±6.9 98.3 ±6.9 97.0±6.9 7,7 ± 2,9 15,9 ± 2,9 27,9 ± 2,9

19.8 112.9±3.4 107.9±3.4 108.1±3.4 NA NA NA

23.1 51.6±1.9 63.4±1.9 69.6±1.9 NA NA NA

26.4 35.1±1.9 46.9±1.9 59.3±1.9 NA NA NA

29.7 13.9±5.5 21.3±5.5 46.1±5.5 NA NA NA

33.0 23.9± 1.7 44.0 ± 1.7 36.4± 1.7 2,9 ± 2,3 6,5 ± 2,3 24,2 ± 2,3

EMS (350μg/mL) or CPA
(3,2μg/mL) 48.5 ± 1.7 68.8 ± 1.7 57.0± 1.7 57.7 ± 3,5 73.5 ± 3,5 66.9 ± 3,5

Hydrogel containing oleoresin from Copaifera
multijuga (10%)

0 100.0 ± 1.2 100.0 ± 1.2 100.0 ± 1.2 100±1.1 100±1.1 100±1.1

0.26 104.4±5.9 102.3±5.9 103.4±5.9 118.3±2.3 110.7±2.3 112.8±2.3

0,52 100.6 ±3.6 100.7 ±3.6 100.0±3.6 101.2±2.3 100.6±2.3 100.9±2.3

1,03 104.4±1.2 102.3±1.2 103.4±1.2 97.6±1.2 98.6±1.2 98.3±1.2

2,06 102.2±5.9 101.2±5.9 101.7±5.9 73.2±8.5 82.7±8.5 81.3±8.5

4.13 92.4±7.0 95.8±7.0 98.2±7.0 63.4±1.2 75.3±1.2 74.4±1.2

8.25 105.5±4.7 102.9±4.7 104.2±4.7 43.8±6.1 58.4±6.1 60.7±6.1

16.5 98.9±2.4 99.4±2.4 99.2±2.4 31.58±1.2 45.8±1.2 52.2±1.2

33.0 25.9±3.6 41.9±3.6 43.8±3.6 16.4±3.1 26.8±3.1 41.6±3.1

EMS (350μg/mL) or CPA
(3,2μg/mL)

32.5± 1.2 49.6± 1.2 48.8± 1.2 40.1±4.9 54.7±5.9 58.1±4.9

Control phytotherapeutic formulation (only
excipients) 0 100.0 ± 1.2 100.0 ± 1.2 100.0 ± 1.2 100±1.1 100±1.1 100±1.1
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0.26 NA NA NA NA NA NA

0,52 NA NA NA NA NA NA

1,03 100.1±5.8 100.1±5.8 100.1±5.8 97.6±3.6 98.5±3.6 98.3±3.6

2,06 99.2±1.2 94.8±1.2 98.7±1.2 87.7±3.7 92.5±3.7 91.4±3.7

4.13 107.7±2.4 104.0±2.4 105.8±2.4 81.63±7.2 88.6±7.2 87.2±7.2

8.25 103.0±4.4 101.6±4.4 102.3±4.4 79.6±2.4 87.0±2.4 85.7±2.4

16.5 112.0 ±9.4 106.2±9.4 109.1±9.4 90.1±0.4 94±0.4 89.1±0.4

33.0 103.3±4.7 101.7 ±4.7 102.5±4.7 97.3±6.0 92.6±6.0 91.5±6.0

EMS (350μg/mL) or CPA
(3,2μg/mL)

32.5± 1.2 49.6± 1.2 48.8± 1.2 40.1±4.9 54.7±5.9 58.1±4.9

Tabela 5. Resultados teste de citotoxicidade das célula HepG2

HepG2 cell

Sample Concentration (μg/mL)
% Tox

RICC (%) RPD(%) IS(%)

Oleoresin from Copaifera multijuga (10%)

0 100 ±3.0 100 ± 3.0 100 ± 3.0

0,52 102.7±0.7 104.8±0.7 103.3±0.7

1,03 108.6±10.8 104.9±10.8 105.9±10.8

2,06 94.7±2.7 96.8±2.7 96.3±2.7

4.13 70.1±5.4 80.3±5.4 79.4±5.4

8.25 61.8±7.1 73.8±7.1 73.7±7.1

16.5 53.7±5.2 67.1±5.2 68.2±5.2

33.0 34.5± 8.1 48.6± 8.1 54.9± 8.1

EMS (350μg/mL) 36.9 ± 8.1 51.2± 8.1 56.6± 8.1

Hydrogel containing oleoresin from Copaifera
multijuga (10%)

0 100 ±3.0 100 ± 3.0 100 ± 3.0

0.26 100.3±8.1 100.2±8.1 100.2±8.1

0,52 97.5±3.7 98.5±3.7 98.3±3.7

1,03 84.3±2.5 90.2±2.5 89.2±2.5

2,06 72.9±2.7 82.3±2.7 81.4±2.7

4.13 64.6±10.8 76.3±10.8 75.6±10.8

8.25 50.9±2.5 64.6±2.5 66.2±2.5

16.5 42.8±5.4 57.1±5.4 60.6±5.4

33.0 23.3±2.7 35.7±2.7 47.2 ±2.7

EMS (350μg/mL) 36.9 ± 8.1 51.2± 8.1 56.6± 8.1

Control phytotherapeutic formulation (only
excipients)

0 100.0 ± 3.0 100.0 ± 3.0 100.0 ± 3.0

0.26 NA NA NA

0,52 NA NA NA

1,03 97.5±0.9 98.9±0.9 98.3±0.9

2,06 103.8±5.4 102.2±5.4 102.6±5.4

4.13 97.7±10.6 98.7±10.6 98.4± 10.6

8.25 NA NA NA
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16.5 NA NA NA

33.0 106.8±10.3 103.9±10.3 104.7±10.3

EMS (350μg/mL) 36.9 ± 8.1 51.2± 8.1 56.6± 8.1
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Tabela 6. Resultados teste de micronúcleo in vitro- célula V79-4-S9
V79-4 cell without S9

Sample Concentration
(μg/mL)

Microscopic
slide

Colonies with N cells Nº total
number

of
colonies

Nº of
computed

cells

Nº of cells
with

micronucleus

%
micronucleus

cells

Nºof
micronucleated
cells / 2000 cells
counted per
concentration

MI
(%) PI (%) X2 teste,p

< 0,05

Is there a significant
difference in the frequency
of micronucleus cells when
compared to the control

(CN)?

According to the test, is
the sample positive or

negative for genotoxicity?
1 2 3 -- 4 5 -- 8

Oleoresin from Copaifera multijuga (10%)

NC
1 98 53 71 83 305 1009 4 0,4 10,0 2,5 2,5

2 26 24 87 90 227 1001 6 0,6 2,1 3,1

23.1
1 37 88 111 49 285 1000 8 0,8

13
2,5 2,6 0,6822 no negative

2 65 55 111 64 295 1041 5 0,5 3,1 2,6

16.5
1 37 88 111 49 285 1000 8 0,8 13 2,5 2,6 0,5354 no negative

2 65 55 111 64 295 1041 5 0,5 3,1 2,6

8.25
1 47 61 98 71 277 1002 4 0,4 11,0 3,3 2,5 0,8268 no negative

2 50 28 107 72 257 1016 7 0,7 3,3 2,8

4.13
1 33 33 74 89 229 1005 4 0,4 11 2,3 3,0 0,8268 no negative

2 54 62 101 68 285 1022 7 0,7 4,3 2,6

EMS (350μg/mL)
1 57 110 100 52 319 1002 50 5,0 105,0 4,4 2,5 <0,0001 yes positive

2 67 85 143 37 332 1009 45 4,5 2,5 2,5

Hydrogel containing oleoresin from Copaifera
multijuga (10%)

1,03
1 62 68 106 54 290 1004 6 0,6 9 2,5 4,3 0,8114 no negative

2 34 54 115 51 254 1006 3 0,3 2,7 3,1

0.52
1 62 68 126 54 310 1005 4 0,4 10,0 2,6 2,8 >0,9999 no negative

2 69 33 76 84 262 1000 5 0,5 2,7 3,4

0.26
1 33 47 124 56 260 1011 8 0,8 17 2,8 3,2 0,1765 no negative

2 51 33 70 81 235 1003 9 0,9 2,8 3,1

Control phytotherapeutic formulation (only
excipients) 1,03

1 47 43 87 74 251 1003 3 0,3 11,0 2,7 4,0 0,8268 no negative

2 35 63 112 64 274 1054 8 0,8 2,7 2,8
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Tabela 7 Resultados teste de micronúcleo in vitro- célula V79-4+S9

V79-4 cell with S9

Sample Concentration
(μg/mL)

Microscopic
slide

Colonies with N cells Nº total
number of
colonies

Nº of
computed

cells

Nº of cells with
micronucleus

%
micronucleus

cells

Nºof
micronucleated
cells / 2000 cells
counted per
concentration

MI (%) PI (%)
X2

teste,p
< 0,05

Is there a significant difference
in the frequency of

micronucleus cells when
compared to the control (CN)?

According to the test, is the
sample positive or negative

for genotoxicity?
1 2 3 -- 4 5 -- 8

Oleoresin from Copaifera
multijuga (10%)

NC
1 40 85 135 42 302 1007 14 1,4

31,0
2,5 2,6

2 53 61 137 55 306 1036 18 1,7 2,1 2,6

4.13
1 115 62 115 51 343 1015 24 2,4

47,0
3,8 2,3 0,1198 no negative

2 76 71 107 59 313 1001 23 2,3 3,0 2,5

2.6
1 54 81 148 37 320 1004 22 2,2

44
3,2 2,5 0,1297 no negative

2 54 84 119 48 305 1024 23 2,2 3,0 2,5

1,03
1 84 69 104 55 312 1004 18 1,8

35
2,5 2,4 0,6196 no negative

2 23 84 120 61 288 1008 17 1,7 3,0 2,8

0.52
1 80 72 147 46 345 1022 11 1,1

23
2,2 2,5 0,273 no negative

2 38 85 120 47 290 1000 12 1,2 2,8 2,6

CPA (32 μg/mL)
1 35 80 120 52 287 1001 52 5,2

105
3,0 2,7 <0,0001 yes positive

2 80 108 130 35 353 1008 53 5,3 3,6 2,3

Hydrogel containing oleoresin
from Copaifera multijuga

(10%)

1,03
1 40 35 107 87 269 1049 10 1,0

21
2,9 2,8 0,2347 no negative

2 64 53 142 42 301 1000 11 1,1 2,5 3,4

0.52
1 48 62 133 49 292 1017 13 1,3

20
2,6 4,3 0,3014 no negative

2 59 47 97 84 287 1007 7 0,7 2,7 3,7

0.26
1 49 62 133 55 299 1001 8 0,8

18
2,6 4,3 0,4777 no negative

2 51 33 70 81 235 1003 9 0,9 2,8 3,1

Control phytotherapeutic
formulation (only excipients) 1,03

1 61 79 139 43 322 1003 13 1,3
26

2,1 2,5 0,4927 no negative

2 44 83 134 46 307 1007 13 1,3 3,2 2,6
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Tabela 8. Resultados teste de micronúcleo in vitro- célula HepG2

HepG2

Sample Concentration(μ
g/mL)

Microscop
ic slide

Colonies with N cells Nº total
number of
colonies

Nº of
computed

cells

Nº of cells
with

micronucleus

%
micronucleus

cells

Nºof micronucleated
cells / 2000 cells
counted per
concentration

MI (%) PI (%) X2 teste,p
< 0,05

Is there a significant difference
in the frequency of

micronucleus cells when
compared to the control (CN)?

According to the test, is the
sample positive or negative

for genotoxicity?

1 2 3 -- 4 5 -- 8

Oleoresin from Copaifera multijuga (10%)

NC
1 56 158 112 40 366 1009 33 3,3

66,0
2,5 2,4

2 93 102 105 43 343 1015 34 3,3 3,2 2,3

8.25
1 36 137 114 49 336 1000 73 7,3

149
3,1 2,5 <0,0001 yes positive

2 80 110 107 41 338 1001 76 7,6 2,4 2,3

2,06
1 24 91 153 32 300 1000 50 5,0

96,0
3,5 2,4 0,0132 yes positive

2 79 172 110 27 388 1066 50 4,7 3.0 2,2

1,03
1 35 115 130 31 311 1001 32 3,2

58
2,9 2,5 0,5247 no negative

2 34 103 106 51 294 1012 27 2,7 2.7 2,6

EMS
(350μg/mL)

1 61 125 146 19 351 1002 79 7,9
162,0

2,4 2,4 <0,0001 yes positive

2 62 108 122 37 329 1005 84 8,4 2,9 2,4

Hydrogel containing oleoresin from Copaifera
multijuga (10%)

1,03
1 31 118 126 40 315 1025 35 3,4

69
2,3 2,6 0,7928 no negative

2 102 168 95 30 395 1006 36 3,6 2,3 2,1

0.52
1 62 190 106 28 386 1012 32 3,2

62,0
2,0 2,3 0,7193 no negative

2 25 112 153 46 336 1146 35 3,1 2,1 2,7

0.26
1 50 209 114 40 413 1156 34 2,9

59
2,7 2,3 0,5247 no negative

2 13 154 111 39 317 1000 30 3,0 2,8 2,6

Control phytotherapeutic formulation
(only excipients)

1,03
1 14 143 130 29 316 1002 32 3,2

58,0
2,4 2,6 0,4655 no negative

2 71 137 124 22 354 1022 27 2,6 2,3 2,3
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