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RESUMO 

 

Os óleos essenciais de plantas encontradas no rico bioma da Mata Atlântica, têm se 

apresentado como candidatos à utilização em formulações cosméticas como fragrâncias ou, 

devido ao seu potencial de atividade como promotor de permeação cutânea e conservante. 

Entretanto, para o seu uso deve ser avaliada a segurança por meio de testes toxicológicos. A 

7
th
 Amendment of the European Cosmetics Directive 2003/15/EC exige a substituição dos 

animais nos testes de toxicidade em cosméticos por métodos alternativos (MA), até março de 

2013. Adicionalmente, centros internacionais de pesquisa e validação como Organisation for 

Economic Co-operation and Development (OECD), European Centre for Validation of 

Alternative Methods (ECVAM), The European Cosmetics Association (COLIPA), e 

Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM), 

recomendam a utilização de MA validados. Com essa diretriz, o objetivo do trabalho foi 

avaliar a segurança de óleos essenciais de plantas da Mata Atlântica utilizando os testes 

recomendados pela OECD, tais como, citotoxicidade (OECD/GD 129), fototoxicidade 

(OECD 432) e micronúcleo in vitro (OECD 487). Nos ensaios de citotoxicidade com 

MTS/PMS na linhagem de fibroblastos murinos BALB/c 3T3 (número ATCC CCL-163), os 

óleos essenciais da Pimenta pseudocaryopyllus, quimiotipos Cananéia e Cataia, apresentaram 

respectivamente, os valores de concentração que inibem 10% de células desafiadas (IC10) em 

24 horas: 0,378 e 0,310 mg/mL. Na avaliação da fototoxicidade desses óleos essenciais em 

células BALB/c 3T3, todos apresentaram PIF (Photo Irradiation Fator) menor que 2, 

portanto, não fototóxicos. Em relação ensaio do micronúcleo in vitro na linhagem CHO-K1 

(número ATCC CCL-61), os óleos essenciais não foram potencialmente genotóxicos. 
Conclui-se que os óleos essenciais quimiotipos Cananéia e Cataia foram considerados 

seguros quando utilizados nas concentrações inferiores a 0,31 mg/mL, apresentaram-se não 

fototóxicos em concentrações menores ou igual a 0,1 mg/mL e não potencialmente 

genotóxicos 0,1 mg/mL, portanto podem ser considerados candidatos à ingredientes de 

formulações cosméticas. 

 

Palavras-chave: óleos essenciais; segurança de cosméticos; métodos alternativos; 

toxicidade in vitro. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Historicamente, o início da discussão sobre o uso de animais em ensaios toxicológicos 

e eficácia foi com a publicação do livro Principles of Human Experimental Technique em 

1959, seguida dos movimentos de proteção aos animais. A partir deste episódio, fica 

estabelecido o princípio dos 3R´s que correspondem a: Refinament ou Refinamento promove 

o alívio ou minimização da dor e o estresse dos animais; Reduction ou Redução responsável 

pela diminuição no número de animais utilizados para obter a mesma qualidade de 

informações dos testes clássicos in vivo; e Replacement ou Substituição estabelece que, um 

determinado objetivo seja alcançado sem o uso de animais vertebrados vivos. Baseado nesse 

conceito surge o termo “métodos alternativos” (ANVISA, 2003; RUSSEL e BURCH, 2009; 

RENAMA, 2013). 

Com relação à validação de métodos alternativos, diversas instituições 

internacionalmente renomadas são referências, tais como: a pioneira European Committee for 

Validation of Alternative Methods (ECVAM); Cosmetic, Toiletries and Frangrance 

Association (CTFA); The European Cosmetics Association (COLIPA); Interagency 

Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM); e 

Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD). Dentre os diversos 

métodos alternativos validados e realizados em linhagens celulares eucariontes, estão: 

fototoxicidade; teste do micronúcleo in vitro; e citotoxicidade (ANVISA, 2003). 

Como marco regulatório dos métodos alternativos, destaca-se a 7
th
 Amendment to the 

Cosmetics Directive 2003/15/EC que, proíbe o uso de animais a partir do ano de 2013 em 

testes para ingredientes e/ou produtos cosméticos. A Diretiva assegurava, portanto, a 

circulação na Comunidade Europeia de produtos cosméticos livres de experimentação animal, 

e com segurança garantida aos consumidores. Considerando a importância dos produtos e 

ingredientes brasileiros no mercado europeu de cosméticos, o tema métodos alternativos à 

experimentação animal, vem sendo aplicado por meio de leis e decretos. Recentemente no 

Brasil, houve a criação do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) responsável pelo credenciamento das instituições que utilizem animais em seus 

trabalhos, e a criação da Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) que certifica e 

a valida novos métodos alternativos. O processo de validação dos métodos alternativos 

propostos e/ou desenvolvidos pela RENAMA ocorrerá no âmbito do Centro Brasileiro de 

Validação de Métodos Alternativos, BraCVAm (ANVISA, 2003; EC, 2003; BRASIL, 2009; 

BRASIL, 2012). 

Destaca-se que a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), elaborou o 

Guia para Avaliação de Segurança de Produtos Cosméticos que, recomenda o uso de métodos 

alternativos validados na avaliação da segurança de produtos acabados e ingredientes 

cosméticos. Utilizados como ingredientes em formulações cosméticas, os óleos essenciais são 

compostos complexos voláteis de odor característico, lipossolúveis e formados a partir do 

metabolismo secundário de plantas aromáticas. Do ponto de vista farmacológico, a literatura 

descreve seu elevado potencial biológico como promotor de permeação e nas atividades 

antibacteriana e antifúngica (ANVISA, 2003; BAKKALI et al., 2008; FANG et al., 2004; 

BROCHINI
 
e LAGO, 2007). 

A atividade antimicrobiana e outras ações farmacológicas são propriedades 

encontradas em óleos essenciais de plantas da Mata Atlântica. Os quimiotipos provenientes 

do óleo essencial Pimenta pseudocaryophyllus, popularmente conhecida como Cataia, 

Craveiro e Louro do mato, exibiram alta atividade antimicrobiana, com valores em torno de 

0,04 mg/mL para a Concentração Inibitória Mínima, CIM. A comprovação dessa atividade 

antimicrobiana possibilita a utilização destes óleos essenciais como conservantes naturais, em 

substituição aos conservantes de origem sintética que, podem apresentar reações tóxicas ao 
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usuário. Dessa forma, a seleção definitiva do agente conservante deve ter um compromisso 

entre eficácia antimicrobiana e compatibilidade com o produto acabado, além da segurança ao 

consumidor avaliada por testes toxicológicos (LAHLOU, 2004; LIMA, et al., 2006; 

CUSTÓDIO, et al., 2010; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010). 

Nos estudos das propriedades toxicológicas e farmacológicas dos óleos essenciais, a 

lipossolubilidade confere dificuldades de dispersão em meios hidrofílicos (LAHLOU, 2004). 

Na obtenção de amostras para os ensaios em linhagens celulares eucariontes, em que os meios 

de cultura são hidrofílicos, a dispersão dos óleos deve ser realizada em agentes que confiram 

ausência de citotoxicidade, evitando desta forma, resultados falso-positivos. 

Pelo exposto, vislumbra-se a avaliação in vitro da toxicidade dos óleos essenciais 

provenientes da Pimenta pseudocaryophyllus, baseado em métodos alternativos validados de 

citotoxicidade (OECD/GD 129, 2010), fototoxicidade (OECD 432, 2004) e micronúcleo in 

vitro (OECD 487, 2010). Considerando, portanto, a possibilidade de incorporação desses 

óleos em formulações cosméticas e farmacêuticas com eficácia e segurança. 

 

2. OBJETIVOS 

 

Avaliação da segurança dos óleos essenciais da Pimenta pseudocaryopyllus e seus 

quimiotipos Cananéia e Cataia, candidatos a em uso cosméticos, por meio dos testes de 

citotoxicidade, fototoxicidade e micronúcleo in vitro, baseando-se em métodos alternativos 

validados recomendados pela Organisation for Economic Co-operation and Development 

(OECD). 

 

3. MATERIAIS e MÉTODOS 

 

3.1 Extração dos óleos essenciais da Pimenta pseudocaryopyllus 

Os óleos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus foram extraídos por hidrodestilação 

(SIMÕES et. al., 2007) das folhas provenientes de plantas da região de Mata Atlântica, dando 

origem aos quimiotipos: Cananéia, da Ilha de Cananéia; e Cataia, do Morro da Cataia na 

cidade de Cajati. Uma exsicata de cada população está depositada no Instituto de Botânica do 

Estado de São Paulo sob os números Moreno 34 (Ilha de Cananéia) e Moreno 253 (Morro da 

Cataia). A análise da composição química do óleo essencial foi realizada por cromatografia a 

gás acoplada à espectrometria de massa, CG/SM. 

 

3.2 Dispersão do óleo essencial 

A dispersão dos óleos essenciais no meio de cultura foi obtida com o tensoativo 

polissorbato 20 (EHL 16,7), segundo a teoria do equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL), descrita 

por Griffin (1949). 

 

3.3 Cultura de células eucariontes 

A linhagem celular BALB/c 3T3 derivada de fibroblastos de camundongos (número 

ATCC CCL-163) foi utilizada nos ensaios de citotoxicidade e fotoxicidade. O meio de cultura 

foi o DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% (v/v) de DBS 

(Donnor Bovine Serum), antibiótico-antimicótico (penicilina 100 UI, estreptomicina 100 

mg/mL e anfotericina 0,025 mg/mL) e 4 mM de glutamina (ATCC, 2013a). 

A linhagem celular CHO-K1 (número ATCC CCL-61), utilizada no ensaio MNvit, 

corresponde as células do ovário de hamster chinês (ATCC, 2013b). O meio de cultivo foi o 

RPMI-1640 suplementado com 10% (v/v) de FBS (Fetal Bovine Serum), antibiótico, 

antimicótico e glutamina nas mesmas concentrações do meio para BALB/c 3T3 (RODAS et 

al., 2008). 
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Os ensaios foram realizados em condições assépticas segundo o OECD Principles on 

Good Laboratory Practice (OECD, 1998). A incubação celular foi realizada em estufas a 

37°C em atmosfera úmida e 5% de CO2, até atingirem a subconfluência de aproximadamente 

85%. O processo de descolamento celular ocorreu pela ação da solução de tripsina 0,05% 

(m/v) / EDTA 0,02% (m/v) em tampão fosfato de pH 7,4 (ICCVAM, 2006). 

 

3.4 Teste de citotoxicidade 

Foram realizados cinco ensaios independentes. As concentrações dos quimiotipos 

foram determinadas com o valor de CIM 0,04 mg/mL e os fatores de diluição 2,15, 1,47, e 

1,21, segundo o APPENDIX F - Decimal Geometric Concentration Series (NIH, 2001). 

Foram semeadas 10.000 células BALB/c 3T3 por poço, em placas de 96 (área de 0,28 cm²) e 

incubadas por 24 horas. Em seguida foram adicionadas as amostras e após 24 horas de 

incubação, o meio de cultura foi retirado, os poços lavados com solução de tampão (PBS) 

para então ser adicionada a solução de MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) / PMS (phenazine methosulfate) 

em meio de cultura e incubação por 3 horas. A medida de absorbância (Abs) foi realizada no 

comprimento de onda de 490 nm em espectrofotômetro (NIH, 2001; ICCVAM, 2006; 

OECD/GD 129, 2010). 

O cálculo da IC10, concentração que inibe 10% de células desafiadas, foi realizado 

pelo programa Phototox
® 

(2008). É importante ressaltar que foi verificada a interferência do 

polissorbato 20 no crescimento celular, testando-o nas mesmas concentrações e condições das 

amostras. Foi considerada a ausência de interferência quando a viabilidade celular foi de no 

mínimo 90% (NIH, 2001; CASTELL, GOMEZ-LECHÓN, PONSODA, 2000). 

 

3.5 Teste de fototoxicidade 

O ensaio foi realizado em no mínimo três experimentos independentes para as 

amostras: óleos essenciais, quimiotipos Cananéia e Cataia; lauril sulfato de sódio (LSS), como 

controle negativo ou não fototóxico; e o óleo essencial de bergamota como controle positivo, 

descrito como potencialmente fototóxico (OECD 432, 2004; KEJLOVÁ, et al., 2007). 

As concentrações testadas foram entre 0,005 e 0,1 mg/mL, calculadas pelo fator de 

diluição 1,47 e preparadas, imediatamente antes da sua utilização ao abrigo da luz, em tampão 

acrescido de cálcio e magnésio (PBS+). Foram semeadas 15.000
 
de células BALB/c 3T3 por 

poço em placas de 96, sendo duas placas por amostra, uma exposta a luz UVA e outra 

mantida ao abrigo. Após 24 horas de incubação, o meio de cultura foi trocado pelas amostras, 

e as placas incubadas por uma hora. Em seguida, foram posicionadas na câmara de 

fototoxicidade em temperatura ambiente por 75 minutos, período correspondente a dose de 5 

J/cm
2
. Após a exposição, os poços foram lavados com PBS+ seguida da adição de meio de 

cultura. As placas foram incubadas em estufa por 22-24 horas, foi adicionada a solução de 

MTS/PMS e lida sua Abs como no item 3.4 (OECD 432, 2004; INVITTOX, 2008). 

Os resultados da Abs foram submetidos ao programa Phototox
® 

(2008) que 

determinou o fator de Photo Irradiation Fator (PIF), sendo assim possível classificar as 

amostras em: não fototóxicas para PIF < 2; provavelmente fototóxica para 2 < PIF < 5; ou 

fototóxica para PIF > 5 (SPIELMANN et al., 1998). 

Na análise estatística, realizada no programa GraphPad Prism 5, foi aplicada a análise 

de variância, One-way ANOVA, e teste Bonferroni para determinação de diferenças 

estatísticas entre os grupos de amostras. O nível de significância (α) foi de 5%, quando o 

valor- p for de p < 0,05 há uma diferença estatisticamente significativa entre as amostras, 

contrariamente, quando p ≥ 0,05 não há diferença estatisticamente significativa (FESTING, 

2001). 
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3.6 Teste do micronúcleo in vitro (MNvit) 

O procedimento e a análise dos resultados foram realizados segundo o guia 

internacional OECD 487 (2010). A concentração de cada amostra compreenderam valores 

menores que a IC10, calculada no ensaio de citotoxicidade. Foram semeadas 20.000 células 

CHO-K1 por poço na placa de 6 (9,6 cm
2
) e incubadas por 48 horas. Em seguida, foram 

adicionadas, com e sem ativação da solução de cofator S9, as amostras: quimiotipos Cananéia 

(0,125 mg/mL) e Cataia (0,103 mg/mL); os controles positivos, benzopireno (3 µg/mL), 

mitomicina C (0,5 µg/mL) e colchicina (0,08 µg/mL); o controle negativo, solução de NaCl (15 

µg/mL); o controle do polissorbato 20 (2 µg/mL); e o controle de células. Após 4 horas de 

incubação, os poços foram lavados com PBS, seguida da adição da solução de citocalasina B 

em meio de cultura e incubação por 20 horas. Em seguida as células foram descoladas, 

centrifugadas, lavadas com NaCl 0,9% (m/v), hipotonizadas com a solução de metanol-ácido 

acético glacial (3:1) e gotejadas em lâminas histológicas posicionadas sobre banho-maria a 

65°C. Após secagem, as lâminas foram coradas com Giemsa a 5% (v/v). 

As lâminas foram analisadas ao microscópio óptico (na objetiva de 40 x) por meio da 

contagem das células mononucleadas, binucleadas e multinucleadas, além dos micronúcleos 

presentes nas células binucleadas. O término da contagem celular foi considerado, quando 

contabilizadas 1000 células binucleadas. Assim, foi possível determinar a frequência de 

micronúcleo, o índice de proliferação do bloqueio da citocinese (Cytokinesis-Block 

Proliferation Index, CBPI) e o índice de replicação (Replication Index, RI). A análise 

estatística foi realizada conforme descrito no item 3.5. 

 

4. RESULTADOS e DISCUSSÃO 

 

Os óleos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus obtidos por hidrodestilação 

apresentaram um rendimento médio de 2,7074% para o quimitipo Cananéia e 1,1546% para o 

quimiotipo Cataia. Na análise por CG/SM da composição química dos quimiotipos, destacou-

se a presença de eugenol, 31,5% na Cananéia e 17,9% na Cataia, essa diferença na 

composição ocorreu devido à origem do local de coleta da espécie vegetal. Ressalta-se que, o 

eugenol possui atividades antisséptica, analgésica e antimicrobiana (COSTA, 2000; 

CUSTÓDIO, 2010; JAGANATHAN e SUPRIYANTO, 2012). 

A dispersão dos óleos essenciais quimiotipos Cananéia e Cataia em polissorbato 20 e 

meio de cultura, se apresentou estável e límpida à vista desarmada permitindo a sua utilização 

nos ensaios de fototoxicidade, MNvit e citotoxicidade. Adicionalmente a baixa toxicidade 

dessa classe de tensoativo era conhecida (Final Report [...], 1984). 

Os resultados de Abs obtidos no ensaio de citotoxicidade foram utilizados para o 

obtenção da curva de viabilidade celular (Figura 1) e para o cálculo da IC10, sendo 0,378 

mg/mL para Cananéia e 0,310 mg/mL para Cataia. Assim, é observado que o valor da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 0,04 mg/mL dos óleos essenciais apresentou 

viabilidade maior que 90% para as células Balb/c 3T3, portanto não citotóxica. O polissorbato 

20 se apresentou seguro, pois, todas as concentrações testadas apresentaram viabilidade 

celular acima de 90% (Figura 1C). 
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Figura 1 – Curva de viabilidade celular pelo log da concentração (mg/mL) dos óleos 

essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia (A) e Cataia (B), e o 

polissorbato 20 (C) 

 

No ensaio de fototoxicidade o óleo de bergamota, controle positivo, apresentou o PIF 

médio de 2,53, classificado como provavelmente fototóxico segundo OECD 432 (2004). O 

controle negativo LSS resultou no PIF médio de 1,11, considerado não fototóxico. Foram 

também classificados não fototóxicos os quimiotipos Cananéia e Cataia, que apresentaram 

PIF menor que 2. Entretanto, com relação à análise estatística, apenas o PIF do óleo essencial 

da bergamota foi estatisticamente diferente com valor de p < 0,05. 

A avaliação do potencial genotóxico das amostras foi realizada por meio do ensaio 

MNvit que resultou em valores de CBPI, RI e frequência de micronúcleo. Como as células 

CHO-K1 possuem capacidade metabólica endógena inadequada, fez-se necessário o uso de 

S9, cofator pós-mitocondrial como sistema metabolizador exógeno (DOHERTY et al., 1996). 

O CBPI compreende ao número médio de ciclos que cada célula sofre após exposição 

à citocalasina B, substância responsável pela formação de células binucleadas. A média do 

valor de CBPI entre as amostras sem S9 foi de 2, enquanto que nas amostras com S9 a média 

foi de 2,4. Demonstrando que, houve mais de um ciclo celular nas culturas testadas, 

consequentemente, mais de uma citocinese, fase da mitose, aumentando a probabilidade de 

A B 

C 
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formação de células binucleadas, nas quais são contabilizados os micronúcleos (FENECH, 

1993; OECD 487, 2010). Com relação à análise estatística, apenas o controle positivo 

colchicina apresentou diferença estatisticamente significante, com valor de p < 0,05. 

O RI é relação entre células binucleadas e multinucleadas pelo total de células que se 

encontram em processo de divisão. Quanto maior o seu valor, menor será a citotoxicidade da 

amostra devido a menor porcentagem de células citostáticas (%Cit). Ao subtrair o RI por 100, 

obtêm-se a %Cit, assim resultados acima de 50 ± 5% correspondem a possíveis danos 

cromossômicos, considerado como efeito secundário à citotoxicidade. Baseado nessa análise, 

os valores de RI nas amostras, com e sem S9, foram superiores a 50 e não apresentaram 

estatisticamente diferença significativa (p ≥ 0,05). A porcentagem de células citostáticas 

foram inferiores a 50%, garantindo dessa forma, a integridade celular durante o ensaio 

(OECD 487, 2010). 

Na Figura 2, observa-se que o quimiotipo Cananéia (Can) com S9 (Figura 2B) 

não apresentou expressivo aumento na porcentagem da frequência de micronúcleo 

(%FM), quando comparado ao controle de células (CC). Entretanto, ao se comparar 

com o controle positivo benzopireno (BZP) a %FM foi menor. Os quimiotipos Cananéia 

e Cataia (Cat) sem S9, e Cataia com S9 foram potencialmente não genotóxicos com 

baixa %FM. A condução do experimento foi considerada adequada, pois os controles 

positivos, mitomicina C (MTMC), colchicina (COLCH) e benzopireno (BZP) 

apresentaram a %FM elevada, quando comparados ao controle de células (CC). 

Adicionalmente, o controle negativo NaCl e o controle do polissorbato 20 (P20) 

resultaram em %FM abaixo do CC. 

 

 

  
CC controle de células/ MTMC mitomicina C/ Colch colchicina/ NaCl cloreto de sódio/ P20 polissorbato 20/ 

BZP benzopireno/ Can Cananéia/ Cat Cataia 

Figura 2 - Porcentagem da frequência de micronúcleo (%FM) dos óleos essenciais da Pimenta 

pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia e Cataia em células CHO-K1 expostas às amostras sem 

S9 (A) e com S9 (B) 

 

Os óleos essenciais quimiotipos Cananéia e Cataia foram considerados seguros 

quando utilizados nas concentrações abaixo da IC10 0,378 mg/mL para Cananéia e 0,310 

mg/mL para Cataia, resultaram em viabilidade celular acima de 90%. Na avaliação da 

fototoxicidade ambos os quimiotipos apresentaram PIF menor que 2, portanto, não 

A B 
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fototóxicos. Em relação ao teste do MNvit, os óleos essenciais não foram potencialmente 

genotóxicos, com exceção do quimiotipo Cananéia com S9. Assim, esses resultados sugerem 

que com relação à segurança, esses óleos essencias são atóxicos quando avaliados por 

métodoa alternativos validados. Adicionalmente, há a possibilidade do uso desses óleos 

essenciais como conservante natural em formulações cosméticas, uma vez que as 

concentrações inibitórias mínimas (CIM) para micro-organismos encontradas foram de 0,04 

mg/mL. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Os óleos essenciais quimiotipos Cananéia e Cataia foram não citotóxicos em 

concentrações inferiores a 0,31 mg/mL, não fototóxicos em concentrações menores ou igual a 

0,1 mg/mL e potencialmente não genotóxicos em 0,1 mg/mL, sugerindo-os como candidatos 

a ingredientes em formulações cosméticas. 
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