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RESUMO: O éleo de copaiba ( Copaifera langsdorfii Desfon ) que tem sido utilizado pela populagao
brasileira para tratamento de cancer, Ulcera, sffilis, bronquite e diarréia mostrou uma potente atividade
antitumoral contra carcinoma IMC em camundongos. No presente trabalho foi avaliada a atividade
mutagénica e citotdxica desse dleo, para isso foi utilizado o teste do microntcleo em eritrécitos da
medula éssea de camundongos Mus musculus. Grupos de 7 camundongos foram tratados com 6leo
de copaiba por administragao oral com doses de 2,11ml/kg (25% de DL_ ), 4,.22mlL/kg (50% de DLED}
e 6,76mL/kg ( 80% de DL,). Para todas as doses utilizadas, a frequéncia de microntcleos foi avaliada
' nos tempos de 24, 48 e 72 h apds administragdo. A citotoxicidade foi avaliada pela relagao entre
eritrocitos policromaticos e normocromaticos (EPC/ENC). Os resultados obtidos mostraram um aumento
significativo (P < 0,001) de frequéncia de micronucleos em eritrécitos policromaticos (EFCMN) para
as doses de 4,22ml/kg (50 % da DL ,) e 6,76 mU/kg ( 80% da DL_). Em relagdo ao tempo de
administragao, a frequéncia méaxima de microntcleos (MN) foi observada no tempo de 24 horas.
Pelos resultados obtidos péde-se sugerir que o dleo de Copaifera langsdorfii Desfon exibiu a atividade
mutagénica. A citotoxicidade foi evidenciada em todas as doses aplicadas.
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ABSTRACT: Toxic and mutagenic activity of oleoresin of Copaiba (Copaifera langsdorfii Desfon) in
mice. The oleoresin of Copaiba , Copaifera langsdorfii Desfon , which has been used by the Brazilian
population for treatment of cancer, ulcer, syphilis, bronchitis, and diarrhea, showed a potent anti-tumor
activity against IMC carcinoma in mice. In this present study, the aim was to evaluate the mutagenic
activity and the cyto-toxicity of the cleoresin of “copaiba” in the mouse, with the bone marrow micronucleus
test. Doses of oleoresin of 2.11ml/kg (25% of LD, ), 4.22mL/kg (50% of LD, ), and 6.76mL/kg (80% of
LD,, ) were given by oral administration to mice Mus musculus in groups of 7 animals for each
treatment. For all the doses, micronucleated polychromatic erythrocytes frequency (MNPCE ) was
evaluated at periods of 24, 48, and 72 hours. Cytoxicity was evaluated polychromatic and normo-
chromatic erythrocytes ratio (PCE and NCE). Results showed that the olecresin in doses of 422 mL/
kg, (50% of LD,, ) and 6.76mL/kg (80% Of LD,) increased significantly (p< 0.001) the frequency of
MNPCE compared to negative control group. In relation to the administered time, the maximum frequency
of induction of MNPCE was observed in 24h. These results indicate that the oleoresin of “copaiba”
exhibited mutagenic activity. Cytotoxicity was evident in all dosages applied.

Key words: mutagenicity tests, micronuclei , mice, medicinal plants.

INTRODUGAO

A espécie Copaifera langsdorfii Deston
pertence a familia Leguminosae. Esta espécie é
genuinamente brasileira, encontrada em campos
e cerrados nas regides do Pard, Goias , Mato
Grosso e Amazonas (Peckolt, 1942). E uma arvore
frondosa, atingindo altura de até 13 metros. Esta
planta possui na regido cortical do caule canais
secretores dispostos de tal forma que se prolongam
até o lenho, formando bolsas compridas que ficam
repletas de dleo-resina , designado 6leo de copaiba
( Pio Correia, 1969 ). Este dleo é transparente e
insoluvel em agua, com coloragao variavel do
amarelo palido ao castanho dourado, apresentando-
se algumas vezes incolor, de viscosidade variavel,
possuindo cheiro forte. sabor amargo e acre
persistente. Os compostos terpénicos constituem
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a maior e mais diversificada classe de substancias
isoladas do dleo das espécies do género Copaifera.
A classe de diterpenos contribui com maior nimero
de compostos no dleo da espécie, sendo que ja
foram isolados nesta espécie clerodane e diterpenos
de esqueleto labdane, tais como acido copalico,
acido hardwick e kolavenol. A investigagéo da
atividade biolégica demonstrou que kolavenol possui
atividade antitumoral em ratos (Ohsaki et al.,994)
bem como atividade tripanocida (Freiburghaus et
al., 1998). Dessa maneira, & de grande interesse
que se consiga identificar compostos com
propriedades farmacolégicas e que ndo apresentem
atividade mutagénica. O objetivo do presente
trabalho & avaliar a possivel atividade mitagénira
e toxica do 6leo de copalba pelo teste de
micronticleos em eritrocitos da medula 6ssea de
camundongos. Este teste permite avaliar a
atividade clastogénica e/ou aneugénica de agentes
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fisicos e guimicos pela andlise da frequéncia de
micronucleos em eritrocitos policromaticos (EPC)
na medula 6ssea de camundongos. A atividade
toxica é avaliada pela relagéo da freqiiéncia de EPC
e ENC (Heddle,1973). Este ensaio apresenta
algumas vantagens em relagao aos outros, entre
as quais pode-se citar principalmente o baixo custo
e a confiabilidade. Trata - se de um teste que
utiliza mamiferos que apresentam capacidade
de metabolizagao similar aos seres humanos, a
qual dificilmente pode ser reproduzida em integral
em ensaios “in vitro” (Rabello-Gay et al., 1991).

MATERIAL E METODO

Camundongos

Foram utilizados 77 camundongos Mus
musculus (Swiss Webster) out bred, sem
discriminagao de sexo, pesando entre 30 e 40 g,
com idade de 8 a 12 semanas, procedentes do
Biotério Central da Universidade Federal de
Goias. Os animais foram trazidos 5 dias antes
da realizagao do experimento para o biotério do
instituto, onde foram mantidos & temperatura
ambiente que ficava em torno de 30°C. Durante
esse periodo os camundongos foram mantidos
em gaiolas de plastico de dimensio de
(40x30x16) cm, forradas com serragem de
madeira trocada diariamente. Os animais foram
alimentados com ragdo comercial e 4gua. Ambas
foram oferecidas “ad libitum" .

Oleo de Copaiba (Copaiba langsdorfii Desfon)

O dleo de copaiba foi coletado no bosque
do Campus Samambaia da Universidade Federal
de Goias Goiania - GO. A extragio foi feita no
més de agosto no periodo seco da regido.

Drogas e Reagentes

Ciclofosfamida -C H CILN,O,P (Genuxal- Asca
Medica).

Fostato de sodio dibasico - Na,HPO,12H,0
(Merck).

Fosfato de s6dio monobésico - NaHPO,12H,0
(Merck).

Giemsa (Doles)

Metanol - CH,O (Ecibra)

Soro bovino fetal ( Laborclin).

Procedimento Experimental

Grupos de 7 camundongos foram tratados
com oleo de copaiba por administragéo oral
com doses de 2,11mbL/kg, 4,22mL/kg e 6,76mL/

kg. Apés cada tratamento os animais foram
mantidos por periedo de 24, 18072 horae (h ) o

entao sacrificados. Para controle positivo foi
administrado dose oral de 86,55 mg/Kg (15% da
DL,,) de ciclofosfamida (Sena, 1997) e controle
negativo H,O destilada estéril. Apés 24, 48 e 72

h, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os fémures retirados. A epifese proximal
do fémur foi cortada e a medula dssea aspirada
com 1 ml de soro bovino fetal. Apds
homogeneizagdo da medula no soro, esta foi
centrifugada a 300 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi parcialmente descartado. O
precipitado de células foi homogeneizado com
pipeta Pasteur. Uma gota de suspensao celular
foi transferida para lamina de vidro onde foi feito
o esfregago celular. Apds secagem das laminas,
estas foram fixadas em metanol absoluto durante
5 minutos e coradas em solugdes de Giemsa
tamponada com pH 6,8 por um periodo de 15
minutos (Heddle, 1973 ; Heddle et al., 1983). Apds
este periodo, as l&minas foram lavadas em agua
corrente e secadas em condigbes ambientais.
Para cada animal foram confeccionadas 3 laminas
sendo duas utilizadas na contagem e uma de
reserva. Na determinagédo de micronucleos de
eritrocitos policromaticos foram analisados 1000
eritrécitos policromaticos (EPC) e na
determinagdo de citotoxicidade foram
computados 1000 EPC e determinada
simultaneamente a frequéncia de eritrocitos
normocromaticos (ENC). A confecgado das
laminas e a contagem foi realizada pelo
procedimento “duplo-cego” e as laminas foram
examinadas em microscopio modelo Olympus
BH-2 em objetiva de imersao (10x100).

RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da frequéncia de
microntcleos (MN) em eritrdcitos policromaticos
(EPC) da medula dssea de camundongos e a
relagédo EPC/ENC apds administragao com dleo
de copalba em diferentes doses e tempos estédo
apresentados na Tabela 1.

Ja se conhece da literatura que o dleo de
copaiba (Copaifera langsdorfii Desfon) apresenta
atividade antitumoral em camundongos (Ohsaki et
al., 1994), Em estudos realizados anteriormente,

Sena & Chen (1998) detectaram a atividade
anticolinesterasica do 6leo em plasma de
camundongos, indicando, dessa maneira, o
potencial téxico desse dleo. ADL . também foi
determinada em camundongos & o valor obtido foi
de 8,45 mL/kg de massa corporal (Sena, 1997).
Baseando-se nas citadas atividades foi avaliada no
presente trabalho a atividade clastogénica efou
aneugénica do 6leo pelo teste de microntcleos em

eritrocitos policromaticos da medula 6ssea em
camundongos bom como a atividade téxica pela

relagéo da freqliéncia de EPC/ENC.
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TABELA 1. Freqiiéncia de microntcleos (MN) em eritrocitos policromaticos (EPC) da medula dssea de
camundongos e a relagdo de EPC/ENC apos tratamento com oleo de copaiba (Copaifera langsdorfii
Desfon) em diferenies doses e tempos

Tempo N°de MN /1000 EPC / animal Relagdo
(%) DLsoy Dose {h) animais EPC/ENC
Dados individuais X+ S
25 (2,11ml/kg) 24 7 6 5 2 4 5 2 3 3,85 +1 45" 0,71
48 7 5 3 3 2 4 1 2 286+1,24" 0,62
72 7 0 3 40211 1,57 +1,39 0,61
50 (4,22mUL/kg) 24 7 4 5 3 3 5 8 4 4204103 0,78
48 7 9 6 3 4 8 5 3 5434219 = 0.68
72 7 45 3 3 5 4 3 3854083 0,66
80 (6,76mL/kg) 24 7 1113 8 8 11 1016 11,29+231 ™™ 0,61
48 7 7 9 6 6 8 6 2 629+ 205" 0,44
72 7 1 2 00 2 2 1 114+083 0,26
C(-) H,O estéril 48 7 2 0 0 20 3 1 1141124 0,92
15 (86,55mg/kg) 48 7 19 21 16 23 21 13 25 19,71+ 3,80 *~ 0,79
C(+) ciclofosfamida
*P< 005 **P< 001 **P< 0001 Diferenca significativaem relagdo ao grupo controle(-) ( pelo teste t — Student )

C(-) controle negativo C (+) controle positivo

Segundo dados da literatura (Yamamoto &
Kikuchi, 1980; Tinwell & Ashby, 1991) o tamanho
do microntcleo apresentado pode levara identificar
o sitio de agdo do agente indutor, podendo
conhecer, assim, se o agente é clastogénico ou
aneugénico. No presente trabalho nao foi feita a
medigao do didmetro do microntcleo, entretanto
0s micronucleos apresentados eram de tamanho
relativamente grande, o que leva a sugerir gue
provavelmente pode se tratar de uma substéncia
gue atue ao nivel de fuso.

Os resultados obtidos para a dose de 2,11
mL/kg (25% de DL . ), notempo de 24 h pds -
administragdo apresentaram uma meédia de 3,85
MN por 1000 EPC. Pode-se observar que com
esta dose o aumento de micronucleos € modesto
em relagéo ao grupo controle negativo ( x = 1,14),
porém estatisticamente significativo (p<0,01).
Para a mesma dose com 48 h, a média de MN
foi de 2,86. Este resultado indicou que a indug&o
verificada foi muito modesta, porém, ainda assim,
mostrou significAncia estatistica ( p<0,05). Para
o tempo de 72 h, a média de MN obtida foi de
1,57, que foi estatisticamente nao significativo
em relagado ao grupo controle (p>0,05). A
diminuigao da frequéncia de micronicleos no
tempo de 72 h possivelmente pode ser atribuida
a eliminagan gradual do dleo ne erganisme deo
camundongo, diminuindo, dessa maneira, a
formagédo de novos micronticleos. A relacao entre
eritrocitos policromaticos e normocromaticos pode
indicar a toxicidade ou nan de uma substincia no

ensaio. Segundo Mavournin et al., (1990}, a razao
entre a frequéncia de eritrocitos policromaticos
(EPC) e normocromaticos (ENC) decresce quando
a substituicdo dos EPC originados dos
eritroblastos & deprimida. Portanto, a diminuicao
dessa relagédo (EPC/ENC) pode revelar a
citotoxidade do composto no ensaio. Para a dose
de 2,11 mL/Kg, foram obtidos para a razao EPC/
ENC os valores de 0,71, 0,62 e 0,61
correspondentes a 24, 48 e 72 horas péds -
tratamento, Comparando esses valores com o do
grupo controle (0,92) pode-se constatar que esses
foram mais baixos, indicando, dessa maneira, a
presenga da citotoxicidade do dleo de copaiba .
Para a dose de 4,22 mL/kg (50% de DL, )
no tempo de 24 h, foi obtida uma média de 4,29
MN por 1000 EPC. O aumento foi estatisticamente
significativo (P< 0,001) em relagao ao grupo
controle. No tempo de 48 h a media de frequéncia
de MN detectada foi de 5,43 e este valor foi
significativo ( P< 0,001 ). Para o tempo de 72 h,
verificou-se uma média de 3,86 MN, embora o valor
seja inferior aos obtidos nostemposde 24 e 48 h,
foi ainda significativo (P< 0,01). A relagao verificada
entre a frequéncia de EPC/ENC foide 0,78, 0,68 e
0,66 correspondentes a 24, 48 e 72 horas pds-
administragédo, mantendo a mesma magnitude em
relagao a dose anterior (2, 11mL/ka).
Para a dose de 6,76 mL/Kg (80% da DL )
no tempo de 24 h foi obtida uma média de 11,29
MN /1000 EPC. Este valor & altamente
significativo em relagao ao grupo controle
(P<0,001). Notempo de 48 h a média de MN obtida
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foi de 6,29 e o valor foi significativo { P< 0,001).
Para o tempo de 72 ha média de MN foide 1,14 e
esta ndo apresentou a significancia estatistica
(P>0,05) em relagao ao grupo controle. A modesta
frequéncia de MN constatada possivelmente pode
ser atribuida a alta toxicidade do oleo para esta
dosagem em 72 h pds - tratados, e esta toxicidade
pode ser verificada pela relagdo EPC/ENC, que é
de 0,26. Este valor € muito inferior ao do grupo
controle (0,92). Este fato sugere que para dose
elevada do dleo de copaiba no tempo de 72 h
possivelmente ocorreu uma acentuada depressao
do numero de EPC, favorecendo, dessa maneira, o
aparecimento do maior numero de ENC. A baixa
relagdo de EPC/ENC (0,26) indicou uma elevada
citotoxicidade e, no entanto, nao foi observado um
nimero elevado de MN. Uma possivel explicagao
para justificar este fenémeno é que com dose e
tempo de pds-tratamento mais elevados, a
eliminacao do 6leo no organismo do camundongo
pode nao implicar a recuperagéo do declinio na
frequéncia de EPC. Este fato fornece indicios de
que na dose mais elevada do 6leo de copaiba e
tempo de tratamento maior possivelmente ocorreu
uma inibigdo acentuada da divisao e/ou maturagédo
das células precursoras dos eritrdcitos, como
também uma possivel “invasao” medular do sangue
periférico, prejudicando, dessa maneira, a
renovagao dos eritrocitos policromaticos, e a
relagao de EPC/ENC é distorcida em favor do
ENC. Assim, os resultados obtidos estao de
acordo com esta justificativa e também em
concordancia com as descrigbes feitas da
literatura ( Rabello-Gay et al.,, 1991 ). Para os
tempos de 24 e 48 h, a relagdo EPC/ ENC foi de
0,61 e 0,44 respectivamente, sinalizando
gradativamente uma maior toxicidade para
tempos de tratamento mais longo.

CONCLUSAO

A presenca da atividade mutagénica e
téxica do éleo de copaiba ( Copaifera langsdorfii
Desfon) foi demonstrada pelo teste do micronticleo
em eritrocitos policromaticos da medula dssea de

camundongos. Foi observado no presente trabalho
que a Indugac da frequencia de micronucleos é

dependente da dose. De modo geral, quanto maior
a dose, maior é a frequéncia de MN induzida. Em
relagdo ao tempo de administragdo, a maior
frequéncia ocorreu no tempo de 24 horas. A
atividade toxica do dleo foi evidenciada em todas
as doses administradas.
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