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RESUMO

O procedimento de limpeza da cavidade ¢ uma etapa do preparo da estrutura dentaria
para receber o tratamento restaurador, esta etapa visa remover residuos e
microrganismos da cavidade, permitindo uma interface direta entre dente e
restauragido. Oleo-resina da copaiba é um produto natural, utilizado pelas popula¢des
amazonicas e reconhecido pelas suas propriedades medicinais, como atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos presentes na cavidade oral. Este estudo
avaliou a atividade antibacteriana, -citotoxicidade, alteragdo de cor ¢ a
compatibilidade bioldgica em molares de rato das emulsdes de limpeza de cavidade
formulada a base do Oleo-resina da copaiba (Copaifera multijuga), nas seguintes
concentragdes: copaiba a 10%, copaiba a 10% com amirina, copaiba a 30% e copaiba
a 30% com amirina. A atividade antibacteriana destas emulsdes foram analisadas
pelos testes da Concentracdo Inibitéria Minima, Concentragdo Bactericida Minima e
Analise da Viabilidade Celular por Técnica de Fluorescéncia, frente aos
Streptococcus  mutans ATCC 25175, Streptococcus oralis ATCC 10557,
Streptococcus salivarius ATCC 7073 e Lactobacillus casei ATCC 7469. A atividade
citotoxica das emulsdes testes foram avaliadas através dos testes de hemdlise e de
cultura de células, frente a fibroblastos murinos NHI3T3, através do ensaio de
Alamar Blue. A alteracdo de cor avaliou diferenga entre a cor inicial e final dos
corpos de prova de dentina quando em contato com as emulsdes testes, em diferentes
periodos, 10 segundos, 30 segundos ¢ 10 minutos. A compatibilidade bioldgica das
emulsdes da copaiba foram avaliadas através da lavagem da cavidade com as
emulsdes testes nas concentracdes de 10% e 30% com amirina, seguida do
capeamento pulpar com pastas de hidroxido de célcio associadas com 6leo-resina da
copaiba 10% com amirina 1% em molares de ratos. As emulsdes testes, em todas as
concentragdes, apresentaram atividade antibacteriana frente aos microrganismos
relevantes na odontologia. Nas atividades de citotoxicidade, todas as emulsdes
testadas apresentaram lise celular, com uma EC50 variando de 11 a 32uL/mL. As
emulsdes do Oleo-resina da copaiba com amirina apresentaram melhor
comportamento quanto a atividade hemolitica que as emulsdes sem amirina. No teste
de cultura de células foi observado que as emulsdes do Oleo-resina da copaiba
diminuem a viabilidade celular apresentando atividade citotoxica. Comparando a cor
inicial e final dos corpos de prova quando em contato com as emulsdes testes, as
emulsdes do oleo-resina da copaiba com amirina apresentaram menor alteragdo de cor
perceptivel clinicamente, AE <3,3, no periodo de 10 minutos. O capeamento pulpar
com emulsdes e pastas do 6leo-resina da copaiba foi observado um comportamento
semelhante ao controle, quando utilizado a emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10%
com amirina. Os autores concluiram que as emulsdes e pastas testes a base do 6leo-
resina da copaiba sdo promissores para aplicacdo na odontologia, necessitando de
mais pesquisas para melhorar a farmacotécnica, propriedades fisicas, mecénicas e
bioldgicas.

PALAVRAS CHAVES: Atividade antibacteriana; biocompatibilidade; Oleo-resina
da copaiba; agente de limpeza; Copaifera multijuga.



ABSTRACT

The cleaning procedure is a step in cavity preparation of tooth structure to receive the
restorative treatment, this step aims to remove debris and microorganisms of the
cavity, allowing a direct interface between tooth and restoration. Oil-copal resin is a
natural product, used by Amazonian populations and recognized for its medicinal
properties such as antimicrobial activity against the microorganisms in the oral cavity.
This study evaluated the biological compatibility and antimicrobial activity in mouse
molar of the emulsions formulated cleaning the cavity of the base oil-resin of copaiba
(Copaifera multijuga), the following concentrations: 10% copal, copal to 10% with
amyrin, copal 30% and 30% with copal amyrin. The antibacterial activity of these
emulsions were analyzed by the minimum inhibitory concentration, minimum
bactericidal concentration and cell viability analysis by fluorescence techniques,
compared to ATCC 25175 Streptococcus mutans, Streptococcus oralis ATCC 10557,
Streptococcus salivarius ATCC 7073 and Lactobacillus casei ATCC 7469. The
cytotoxic activity of emulsions were evaluated by tests of the hemolysis tests and cell
culture, compared to murine fibroblasts NHI3T3 by the Alamar Blue test. The color
change was evaluated difference between the starting and ending of the specimens of
dentin when in contact with the test emulsions at different times, 10 seconds, 30
seconds and 10 minutes. The biological compatibility of the copal emulsions were
evaluated by washing the cavity with the test emulsion followed by pulp capping with
calcium hydroxide pastes associated with oil-resin of copaiba amyrin 10% + 1% in
molars of rats. The test emulsions at all concentrations showed antibacterial activity
against microorganisms relevant to dentistry. In cytotoxic activities, all emulsions
tested showed cell lysis, with an EC50 ranging from 11 to 32uL/mL. The emulsions
of the oil-resin of copaiba with amyrin showed better behavior and hemolytic activity
that the emulsions without amyrin. In the test cell culture was observed that the
emulsions of the oil-resin of copaiba decrease cell viability showing cytotoxicity.
Evaluating the color change, the emulsions of the oil-resin of Copaiba with amyrin
were less clinically noticeable color change, AE <3.3, within 10 minutes. The pulp
capping with emulsions and pastes the oil-resin of Copaiba observed behavior was
similar to control, when used in the emulsion of the oil-resin of Copaiba to 10% with
amyrin. The authors concluded that testing of emulsions and pastes the base of the oil-
resin of Copaiba are promising for application in dentistry, requiring more research to
improve the pharmacological, physical, mechanical and biological properties.

KEY WORDS: Antibacterial activity; biocompatibility; copaiba oil; cleaning agent;
Copaifera multijuga.
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1. INTRODUCAO

A carie dental ¢ reconhecida como uma doencga infecto-contagiosa, de carater
multifatorial, necessitando do hospedeiro, da dieta cariogénica, da microbiota local e
do fator tempo (FEJERSKOV; KIDD, 2005). Esse diagrama da etiologia da cérie por
sua simplicidade pode contribuir para uma atitude inadequada do profissional devido

a complexidade da doenca.
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Figura 01 - Tlustragdo esquemadtica da relacdo entre fatores etioldgicos, comportamentais e
socios-econdomicos que influenciam na susceptibilidade do desenvolvimento da lesdo de céarie
(FEJERSKOV, 2004).
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Neste sentido, Fejerskov (2004) contribuiu cientificamente com os estudos de
prevencao da doenga, apresentou outro diagrama mais completo demonstrando a
complexidade da inter-relagdo entre a saliva, hdbitos alimentares e os varios fatores
biologicos que determinam a composi¢do e o metabolismo do biofilme, incluindo os
fatores comportamentais e soécio-econdmicos que influem na suscetibilidade do
desenvolvimento da lesdo de carie em um individuo (Figura 01).

E considerada uma doenga cronica e, portanto, um processo que progride de
forma muito lenta, na maioria dos individuos, sendo que raramente ¢ autolimitante e,
na auséncia de tratamento, progride até destruir totalmente a estrutura dentaria. A
destruicdo localizada nos tecidos duros do dente, mesmo imperceptivel ao olho nu, ¢é
sinal da doenga (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Lesdes de carie que nao permitem a realizagdo de procedimentos de
remineralizacdo necessitam da intervengdo invasiva do cirurgido-dentista. Essa
intervengdo preconiza a remog¢do da carie previamente a confeccdo da reconstrucao
das estruturas perdidas, protegendo os remanescentes de novas agressdes (FRANCO
et al, 2007).

Durante o preparo cavitdrio o procedimento de corte com instrumentos
rotatorios sobre a dentina, ha a formacdo de uma camada constituida de residuos do
substrato seccionado, sangue, saliva, bactérias, fragmentos do abrasivo e dleos dos
instrumentos rotatérios denominada lama dentinaria ou smear layer (REIS;
LOGUERCIO, 2007).

Nos principios gerais do preparo cavitario, Black idealizou uma seqiiéncia
logica de procedimentos, sendo a limpeza da cavidade que visa remover ou ndo a

smear layer, possibilitando a colocagdo do material restaurador em uma cavidade
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completamente limpa melhorando a adaptagdo e o vedamento marginal da restauracao
(RODE; SANTOS, 1990).

A importancia do uso de um agente de limpeza cavitaria ¢ para diminuir a
incidéncia dos microrganismos cariogénicos € assim prevenir a recorréncia de carie,
facilitar a retencdo de materiais as estruturas dentarias, prevenir a ocorréncia de
microinfiltragdo nas restauragdes e, consequentemente, diminuir a possibilidade de
sensibilidade poés-operatoria, manchamento marginal, fraturas marginais e injurias ao
complexo dentino-pulpar.

Existem, basicamente, dois grupos de agentes para limpeza: os
desmineralizantes e o0s ndo-desmineralizantes. Esses ultimos, podendo ser
enquadrados o digluconato de clorexidina a 2% e a dgua de hidréxido de célcio, que
removem os detritos pela forca do impacto ou por esfregagco (MONDELLI, 1998).

A clorexidina ¢ um dos agentes antimicrobianos mais estudados, seu efeito
antibacteriano ¢ de largo aspectro, apresenta alta substantividade, e atua diretamente
na formacao do biofilme (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

A d4gua de hidroxido de célcio proporciona limpeza mecanica, ¢ alcalina,
neutralizando a acidez da cavidade, atua como agente bacteriostatico, estimula a
calcificacdo dentinaria e ¢ hemostatica nos casos de exposi¢ao pulpar (MONDELLI,
1998).

A utilizacdo de plantas medicinais ¢ descrita desde os primérdios da
civilizagdo para fins terapéuticos (DI STASI, 1996). As Copaibas sdo arvores nativas
da regido tropical da America Latina e Africa Ocidental (VEIGA-JUNIOR; PINTO,
2002). Os trabalhos realizados sobre o Género da Copaifera, em sua maioria, estdo
relacionados com as suas propriedades quimicas e farmacoldgicas do 6leo-resina

secretado do tronco dessas arvores (VALDEVITE, 2007). Este 6leo ¢ utilizado ha
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muito tempo pelos indios para o tratamento de feridas, por sua agdo anti-inflamatoria,
antisépticas, antibacterianas e antifingicas. Devido a atividade biolégica do 6leo da
copaiba especialmente a a¢do antibacteriana aos microrganismos da doenga carie,
associou-se a utilizagdo do o6leo da copaiba com o processo restaurador
(VASCONCELOS, 2006).

Com base nas caracteristicas do potencial anticariogénico do 6leo da copaiba,
a proposta desse trabalho foi obter uma emulsdo de limpeza da cavidade operatoria a
base do 6leo da copaiba e avaliar a agdo antimicrobiana, citotoxicidade, alteracdo de

cor da estrutura dentinaria e compatibilidade biologica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a atividade antimicrobiana e a compatibilidade bioldégica em molares de
ratos de emulsdes de limpeza de cavidades restauradoras formulada a base do 6leo da

copaiba (Copaifera multijuga)

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Formular emulsdes de 6leo da copaiba nas concentracdes 10% e 30%.

2.2.2 Analisar a atividade antibacteriana da emulsdo formulada do 6leo da Copaiba
(Copaifera multijuga) frente as bactérias da cavidade oral.

2.2.3 Verificar a citotoxicidade das emulsdes testes.

2.2.4 Analisar as emulsoes testes frente a alteragao de cor.

2.2.5 Verificar a compatibilidade bioldgica das emulsdes e pastas em exposi¢do

pulpar em molares de ratos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Biofilme e Carie Dental

A pelicula adquirida ¢ caracterizada como uma pelicula incolor, aderente e nao
mineralizada, sustentadas por uma matriz de proteinas salivares, polissacarideos,
células descamadas, leucocitos e restos alimentares, que se formam sobre a superficie
dos dentes e tecidos gengivais em diferentes sitios da cavidade bucal (MARSH;
BRADSHAW, 1997).

Poucas horas apds a exposicdo ao ambiente bucal, uma superficie dental
totalmente limpa ndo s6 estard recoberta por esta pelicula, mas também por varios
microrganismos, formando o biofilme bacteriano. Esta coloniza¢do bacteriana da
pelicula adquirida ocorre aproximadamente 2 a 4 horas apds a limpeza profissional
(THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1995).

Apo6s a formagdo da pelicula adquirida deve haver a adesdo microbiana para
poder ocorrer a colonizacdo bacteriana. Os Streptococcus mutans nao sao
considerados bons colonizadores primarios dos dentes, ja que outros estreptococos
bucais, como Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Streptococcus gordoni e
Streptococcus oralis, apresentam adesinas, glicoproteinas, com maior afinidade a
pelicula adquirida (KOLENBRANDER; LONDON, 1993). Todavia, adesina (Ag I/IT)
e a proteina Bglucan-biding sdo antigenos do S.mutans que parecem estar associados
com a capacidade deste microrganismo em aderir ¢ acumular no biofilme dental
(NOGUEIRA et al, 2005; PECHARKI et al, 2005).

Quanto a atividade patogénica, pelo menos trés tipos de biofilme podem ser
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identificados de acordo com as condi¢des clinicas: biofilme ndo-associado a doenga,
biofilme associado a cérie e biofilme associado a doenga periodontal.

O biofilme nao associado a doencga esta presente em quase todas as cavidades
orais sem determinar consequéncias graves, a medida que ¢ realizado seu controle
mecanico, por exemplo, através de escovacdo dental correta. Em longo prazo, pode-se
mostrar associado a baixa prevaléncia de carie, bem como a pequena perda ossea.

O biofilme associado a cérie ¢ adaptado a converter rapidamente sacarose em
polimeros intra e extracelulares insoluveis e apresenta niveis de Streptococcus mutans
e Lactobacillus elevados.

O biofilme associado a doenca periodontal desenvolve-se em individuos com
higiene oral deficiente, permitindo o acimulo de verdadeiras massas microbianas em
nivel da margem gengival e no sulco gengival, tem elevados niveis de bastonetes
Gram-negativos anaerobios e espécies de actinomyces, € ndo hd S. mutans (UZEDA,
2002).

O biofilme garante a vida da colonia bacteriana em ambientes instaveis, por
proporcionar uma série de vantagens, tais como, melhor comunicagao entre as células
por estabelecer continuidade entre elas, facilitar as reagdes bioquimicas, melhorar as
condi¢des de proliferacdo e acesso a recursos que ndo poderiam ser utilizados por
células isoladas, além da defesa coletiva contra fatores antagonicos.

Mas ao contrario do que se possa supor, a colonizacdo microbiana dos dentes
pode ser benéfica, na medida em que contribui para a defesa da cavidade bucal contra
a instalacdo de microrganismos patogénicos, através de competigao.

A microbiota residente no biofilme dental ¢ uma comunidade relativamente
estavel com alta diversidade de espécies que podem variar de um sitio para outro,

coexistindo através de interagdes metabolicas altamente relacionadas (VAN DER
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HOEVEN; CAMP, 1994). Todavia, para permanecerem na cavidade oral, as espécies
bacterianas devem estar aptas a tolerar flutuagdes bruscas e substanciais do meio em
que vivem, sobretudo no que diz respeito ao pH e aos nutrientes disponiveis (LEMOS
et al, 2005).

No biofilme existe um equilibrio dinamico. A lesdo de carie ocorre, entdo,
quando o equilibrio do processo fisico-quimico, de des-remineralizagdo, ¢ quebrado,
ou seja, quando a composicdo e as atividades metabdlicas desta complexa
comunidade que compde o biofilme sdo modificadas (BURNE, 1998).

As bactérias metabolicamente ativas que colonizam o biofilme dental,
consumindo carboidratos fermentaveis, causam flutuacdes de pH do meio, que podem
culminar com a desmineralizagdo do esmalte dental (MANIJI et al, 1991) e assim, as
lesdes cariosas resultam da intera¢do entre as bactérias fermentadoras de carboidratos
que colonizam a superficie dos dentes com os constituintes da dieta alimentar,
sobretudo a sacarose (VACCA-SMITH et al, 1996).

A literatura tem mostrado dados consistentes de que o grupo mutans de
bactérias gram positivas, particularmente, o Streptococcus mutans, s3a0 0S
microrganismos especificos sempre presentes no biofilme dental potencialmente
cariogénico, desempenhando papel chave na patogénese de caries dentais em
humanos (LI; BURNE, 2001).

O Streptococcus mutans possui um sistema de transducdo de sinal que garante
a sua sobrevivéncia no biofilme dental. Esse microrganismo consegue perceber as
mudangas ambientais de pH e, em resposta, sua expressdo génica pode sofrer
alteracdes. O componente regulador de uma proteina histatina quinase associada a
membrana, que estimula uma resposta citoplasmatica, quando as condigdes externas

de pH sao alteradas (LI et al, 2002).
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O pH intracelular de S.mutans ¢ mantido acima do pH extracelular do biofilme
dental, através da translocagio de protons (H') via ATPases de membranas (STURR;
MARQUIS, 1992), ou através de um processo elétron neutro mediado por carreador
de membrana celular e sem gasto de energia, onde os protons sdo expelidos junto com
os metabolitos celulares (DASHPER; REYNOLDS, 1992).

Assim estes mecanismos protegem o S.mutans do acimulo de intermedidrios
da via glicolitica no citoplasma, fazendo com que seja capaz de sobreviver em
condi¢cdes de baixo pH externo. Todavia, tal microrganismo acidifica o biofilme
dental, provocando a desmineralizacdo do esmalte e a formag¢do da carie
(HAMILTON, 1995).

As bactérias do género Lactobacillus compreendem um grupo de organismos
que tem um papel mais importante na progressao do que na instalacdo da carie dental.
Sdo bastonetes Gram positivos, anaerdbios facultativos e as vezes microaerofilos.
Uma caracteristica importante ¢ a sua capacidade acidogénica (produzir acido) e
acidurica (sobreviver no meio acido) e sua capacidade de realizar tanto o metabolismo
oxidativo como fermentativo (UZEDA, 2002).

Em relacdo a céries de superficies lisas de esmalte ou superficie radicular, os
Lactobacillus ndo sdo capazes de desempenhar papel preponderante como agente
etiolégico do inicio da lesdo de carie, por ndo serem capazes de sintetizar
polissacarideos extracelulares e assim ndo se aderirem a superficies lisas,
necessitando de sitios retentivos para a sua colonizacdo (sulcos, fissuras e regides
interproximais). Os lactobacilos parecem ser invasores secundarios em algumas
lesdes de carie, devendo contribuir para a progressdo destas, gracas as suas
caracteristicas acidogénicas e estdo associados ao desenvolvimento da carie dentaria

sob circunstancias especificas, como o consumo frequente e alto de sacarose
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(MALTZ, 1996).

A carie dental deve ser considerada, portanto, um processo dinamico,
dependente das condi¢des da interface biofilme dental esmalte-dentina, em que a
concentragdo de ions hidrogénio e ions de compostos inorginicos presentes no
biofilme estabeleceram condigdes de supersaturagao e subsaturagdo que favoreceram,
respectivamente, a remineralizagdo ou desmineralizagdo do esmalte dental (CURY,
1992). Se o processo de desmineraliza¢ao predominar por um grande periodo, e a taxa
de desmineralizag¢do se sobrepor a de remineralizagdo, o resultado ¢ a perda gradual
de minerais do dente, originando a formagdo de uma cavidade irreversivel. (AOBA,
2004)

Lesdes de carie que ndo permitem a realizagdo de procedimentos de
remineralizacdo, necessitam da intervencdo invasiva do cirurgido-dentista. Essa
intervengdo preconiza a remocao da carie previamente a confecgdo de uma
restauragdo das estruturas perdidas, protegendo as estruturas remanescentes de novas

agressoes (FRANCO et al, 2007).

3.2 Solucoes de Limpeza de Cavidade

A limpeza cavitaria ¢ baseada na remog¢ao de detritos oriundos do preparo
cavitario, tais como, raspas de dentina e esmalte, bactérias, pequenos fragmentos ou
particulas abrasivas dos instrumentos rotatdrios, 6leos provenientes dos aparelhos de
alta e baixa velocidade, formando uma pelicula sobre o dente denominada smear

layer (FRANCO et al, 2007).
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Anderson; Loesche; Charneneneu (1985) detectaram através de estudos
bacteriologicos, a permanéncia de bactérias no interior dos tibulos dentinarios em
cerca de 15 a 40% das lesdes de caries examinadas apos o término do preparo
cavitario e a aplicagdo de evidenciadores de cérie. Brannstrom(1986) afirmou ainda
que a presenca de bactérias apds realizado o processo restaurador permite a difusdo de
toxinas para a polpa resultando em irritagdo e inflamacao do tecido pulpar.

O esmalte ¢ a estrutura mais mineralizada do corpo humano, possui 97% de
sais de calcio e 3% de matéria organica, ¢ a dentina se assemelha mais ao 0sso,
possuindo 70% do total em material inorganico. No interior da dentina encontram-se
os tubulos dentinarios que sdo pequenos canaliculos com didmetro de 2 a 4 pum, por
onde passam os prolongamentos citoplasmaticos das células odontoblésticas situadas
junto a polpa (BARATIERI et al, 2001).

Quando se realiza a remog¢do da lesdo de carie, quanto mais profundo o
preparo da cavidade maior serd o numero de tibulos dentinarios expostos, maior o seu
diametro e maior a area de canaliculos por superficie. Através do corte da estrutura
dentaria forma a smear layer, que se deposita de maneira homogénea sobre os tecidos
duros dentais, por isto pode ter uma espessura variavel de 0, 5 a 15 um (REIS;
LOGUERCIO, 2007).

Essa camada representa uma protecdo natural ao complexo dentino-pulpar
contra a invasdo de bactérias, produtos toxicos, toxinas bacterianas e acidos. Porém, a
presenga desta camada também apresenta desvantagens como a interferéncia direta
nos mecanismos de adesdo de alguns sistemas adesivos e a manutencdo de bactérias
no interior da camada. Um agente de limpeza ideal deve remover a smear layer, ndo
ser toxico a polpa e aos tecidos adjacentes ao dente, facilitar a remog¢do dos agentes

protetores e combater e eliminar microrganismos patogénicos existentes nas paredes
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cavitarias (FRANCO et al, 2007).

Mondelli (1998) classificou os agentes de limpeza de cavidade restauradora
em dois grupos: os desmineralizantes, que sdo os acidos, e os ndo-desmineralizantes,
que sdo os germicidas e alcalinizantes. Encontram-se no mercado varios produtos que
podem ser utilizados como agentes de limpeza cavitaria, cuja acdo e indicagdo variam
de acordo com a sua natureza quimica e com a indicagdo clinica do dente. Além da
efetividade em termos de limpeza, ¢ imprescindivel observar a biocompatibilidade do
agente diante do complexo dentino-pulpar. Por isso, em cavidades profundas, ndo ¢
aconselhavel a utilizacdo de agentes desmineralizantes, que apesar de sua eficiéncia
na acdo de limpeza de cavidade pode causar efeitos deletérios ao complexo
dentinopulpar .

Quando a restauragdo ¢ adesiva torna-se indispensavel o uso de um agente
desmineralizante como agente de limpeza de cavidade restauradora, o acido fosforico
37%, promovendo a completa remo¢do da lama dentindria, permitindo assim uma
melhor penetragdo do sistema adesivo nos tubulos dentinarios. Este tipo de
restauracdo adesiva tem possibilitado a manutencdo de estruturas frageis, as quais
podem ser reforcadas; logo, a lavagem da cavidade com agentes nao-
desmineralizantes tem sido indicada mais para torna-la asséptica do que para a
remocdo de residuos. Os principais agentes nao-desmineralizantes utilizados na
pratica diaria sdo os germicidas, a base de clorexidina, e os alcalinizantes, a base de
hidroxido de calcio (BUSATO, 2002). .

A clorexidina € um componente catiOnico, pois liga-se imediatamente a
superficie bacteriana carregada negativamente, sendo uma bis-biguanida ndo téxica
que € preparada sob a forma de sais, dentre eles o acetato, hidrocloreto e o gluconato

de clorexidina, apresenta propriedades hidrofilicas e hidrofébicas. E considerado um
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agente antimicrobiano de amplo espectro que atua sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas aerébicos e anaerdbicos, fungos e leveduras. Possui estabilidade, é
segura e efetiva. Suas propriedades cationicas favorecem a adsor¢do seletiva pela
hidroxiapatita do esmalte dos dentes (MENDES er al, 1995).

A clorexidina tem duas formas principais de acdo. Quando em baixas
concentragdes, seu efeito € bacteriostatico, sua carga positiva se liga a carga negativa
da parede da célula bacteriana, alterando o equilibrio osmético e fazendo com que
haja perda de substancias intracelulares de baixo peso molecular. Em altas
concentracgdes, ela € bactericida e faz com que o citoplasma da célula se precipite, o
que resulta em morte celular.

A clorexidina, mesmo em baixas concentragdes também age inibindo o
sistema fosfoenolpiruvatofosfotransferase, responsdvel pelo transporte de agicar pelas
bactérias, e ainda se ligando as bactérias, e glicoproteinas salivares para interferir na
adesdo da bactéria ao dente (COSTA et al, 1999).

As solugdes a base de hidréxido de calcio sdo uteis para qualquer tipo de
profundidade do preparo cavitério, pois além de limparem mecanicamente a cavidade,
neutralizam a acidez bacteriana através de sua alcalinidade e ainda agem como
estimuladores na formagdo de dentina reparadora, em menor tempo que outros
materiais (BUSATO, 2002).

Aratjo et al (1998) avaliaram através da visualizagdo no MEV-DSM 950 a
acdo de diferentes substancias para a limpeza dentindria. Os autores realizaram uma
cavidade em pré-molares integros, extraidos, de 1mm de dentina com alta rotagdo sob
abundante refrigeracdo ar/dgua, para produzir a camada de lama dentiniria. Em
seguida, essa superficie foi tratada com diferentes substincias e lavada por

30 segundos com "spray" ar/dgua. Os materiais que mais removeram a camada de
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lama foram em ordem crescente: 1. "spray" ar/dgua; 2. fluoreto de sodio 2%; 3.
associacdo alternada de Dakin/Tergensol; 4. dgua oxigenada 3%; 5. jateamento com
6xido de aluminio 50 um; 6. fluor acidulado 1,27%; 7. 4cido poliacrilico 25%; 8.
acido fosforico 10%.

Costa et al (1999) realizaram um estudo para avaliar o potencial de reparacao
do complexo dentino-pulpar quando polpas de dentes de ratos foram mecanicamente
expostas, capeadas com o sistema adesivo Scotchbond MP, com ou sem aplicacao
prévia de uma solucdo de clorexidina a 0,2%. Os autores observaram que
independente da aplicagdo prévia ou nio da clorexidina a 0,2% o complexo dentino-
pulpar sofreu necrose, se tornando mais extensa nos maiores periodos experimentais.
Desta maneira conclui-se que o capeamento pulpar com o sistema adesivo
Scotchbond MP foi uma técnica restauradora ndo aceitavel, pois ndo permitiu a
reparacdo do complexo dentino—pulpar e a reagdo quanto a aplicacdo prévia da
solu¢do de clorexidina ndo pode ser observada.

Geraldini et a/ (2000) avaliaram através da microscopia de varredura (DSM
950-ZEISS) a acdo do extrato etanodlico da prépolis como agente de limpeza
dentindria. Uma cavidade de 1mm de dentina foi realizada em molares integros
através de instrumentos de alta rota¢do, simulando a formagdo da camada de
esfregago. Em seguida estas superficies foram tratadas com solugdes etandlicas de
propolis a 10, 20 e 30% e com etanol 70% puro, como controle foi utilizado o spray
agua/ar. O extrato etanolico de propolis a 10% promoveu uma camada regular
cobrindo a superficie dentinaria e a 20% e 30% apresentou particulas com formas
esferoidais de varios tamanhos que ficaram sobrepostas ao esfregaco dentinario, o

qual se apresentava regular e com poucos detritos, sugerindo agdo de limpeza das
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substancias utilizadas.

Andrade et al (2005) avaliaram a forca de unido de 3 diferentes sistemas
adesivos a dentina ap6s a remog¢ao de tecido cariado com Carisolv™ e dois métodos
de limpeza cavitaria. Dentes cariados previamente selecionados foram divididos nos
seguintes grupos experimentais: GI profilaxia/Tergentol + SingleBond + Filtek Z250;
GII — Hipoclorito de sédio 0.5% + SingleBond + Filtek Z250; GIII - profilaxia
/Tergentol + Prime & Bond NT + Surefil; GIV - Hipoclorito de s6dio 0.5% + Prime
& Bond NT + Surefil; GV - profilaxia /Tergentol + Excite + Tetric Ceram; GVI -
Hipoclorito de soédio 0.5% + Excite + Tetric Ceram. Os corpos de prova
permaneceram em agua destilada a 37°C por 24 horas e entdo foram submetidos ao
teste de tracdo. Os valores foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskall-
Wallis (p< 0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os sistemas
adesivos utilizados mostraram resisténcias de unido semelhantes a dentina
indiferentemente do método limpeza cavitaria utilizado.

A perda da integridade da camada hibrida compromete a estabilidade adesiva
da resina ao dente. A matriz metaloproteinase (MMP) pode ser parcialmente
responsavel pela degradacdao da camada hibrida. Carrilho er al (2007) avaliaram a
clorexidina a 2% na desaceleracdo da perda da adesividade resina — dentina, através
da confecgdo de restauracdes classe I, em terceiros molares extraidos. Apds aplicacdo
do ataque &cido lavou a cavidade com clorexidina a 2%, em seguida seguiu o
protocolo de restauracdo adesiva. Na cavidade controle ndo realizou a limpeza com
clorexidina. Os corpos de prova foram submetidos ao contato com saliva artificial e
proteinas de inibi¢do das proteases, e foram avaliados no microscépio de varredura

logo apds a confecgdo da restauracdo e 6 meses depois. Os autores demonstraram que
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o uso da clorexidina a 2% apds o condicionamento 4cido, inibindo a desintegracao

das MMP da camada hibrida, aumentou o resisténcia adesiva do material.

3.3 Oleo-resina de copaiba

Entre os produtos naturais utilizados no pais, o 6leo da copaiba tem uma
grande representagdo social e econdmica, especialmente na regido amazodnica, onde
¢ nativo e largamente empregado (RAMOS, 2006).

As copaibeiras sdo arvores nativas da regido tropical da América Latina e da
Africa Ocidental. No Brasil sdo encontradas facilmente na regido Amazonica e
Centro-Oeste, sendo as espécies mais abundantes: Copaifera officinalis L.,
C.guianensis Desf., C. reticulada Ducke, C. multijuga Hayne, C. confertiflora Bth,
C. langsdorffii Desf., C. coriacea Mart., e C. cearensis Huber ex Ducke (VEIGA
JR; PINTO, 2002).

De acordo com Alencar (1982), a Copaifera multijuga pertence a familia
Leguminosae-Caesalpinioideae, uma arvore de grande porte que atinge na reserva
Ducke até¢ 36 m de altura com didmetro de at¢ 80cm, sendo mais frequente, os
diametros de 40-50 cm. Esta espécie tem habitat em floresta de terra firme,
encontrada com maior freqiiéncia em solos argilosos, podendo ocorrer em solos
arenosos.

Segundo relato de literatura, acredita-se que o o6leo da copaiba seja um
produto de excre¢do ou desintoxicacdo que funciona como defesa da arvore contra

animais, fungos e bactérias. Este 6leo ¢ encontrado em canais secretores localizados
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em todas as partes da arvore, tendo no tronco seu compartilhamento mais saliente
(ALENCAR, 1982).

A extracdo do 6leo ¢ feita por uma técnica considerada ndo agressiva a
arvore, consistindo em duas perfuragdes no tronco com o trado, a primeira deve ser
feita um metro acima da base da planta e a segunda de um metro a um metro e meio
acima da primeira. Um cano de PVC de % de polegada ¢ inserido nos orificios. Apos
a extragdo, o orificio ¢ vedado com uma tampa vedante de plastico para impedir a
infestacdo da arvore por fungos e cupins (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 20006).
Esta pratica garante também que, de um mesmo espécime, possa ser coletado 6leo
varias vezes ao ano, sem danos a espécie vegetal (ALENCAR, 1982).

Alguns fatores podem interferir na qualidade do oleo, entre eles estdo:
espécie da arvore, idade e época do ano (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 20006).
O melhor periodo de coleta para a espécie C.multijuga sdo os meses de estiagem
(julho a novembro), pois neste periodo ocorre largo rendimento do dleo
(ALENCAR, 1982). No entanto, Tappin et al (2004) relataram que os Oleos da
copaiba apresentam certa variabilidade nos seus componentes, devido a fatores
bioticos, como fungos e insetos, a luminosidade e nutrientes do solo.

O produto popularmente denominado de 6leo da copaiba ¢ constituido de 40
a 50% de esséncia e 40 a 60% de resina. Quando pura, a esséncia ¢ um liquido de
aspecto incolor, limpido, transparente com odor e sabor de copaiba. A composi¢do
da resina varia de acordo com a sua procedéncia, no Brasil é composta pelos acidos

paracopaibico e ilusonico (BANDEIRA et al, 1999).
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3.3.1 Composicao quimica

Através de relatos na literatura pode-se observar que existe uma variagdo na
composi¢ao quimica dentro do género Copaifera e até mesmo entre uma mesma
espécie. Porém pouco se sabe da relacdo entre as estruturas e a atividade dos
componentes; atividade essas que incluem: agdo bactericida, analgésica, anti-
helmintica, anti-inflamatoria, gastro-protetora, antitumoral e tripanocida
(CASCON;GILBERT, 2000).

Bandeira et al (1999b) realizaram analise fitoquimica através de
cromatografia gasosa da Copaifera multijuga, visando identificar seus principais
componentes e ainda obtiveram as fragdes deste 6leo através de destilagdo, com o
intuito de utiliza-las como veiculo ao hidroxido de célcio. Esses autores concluiram
que o oleo de C.multijuga apresentou varios sesquinterpenos, principalmente [-
cariofileno, a-humuleno, bisobolen, cedreno e cadieno.

Cascon; Gilbert (2000) analisaram a composicdo quimica quantitativa e
qualitativamente dos oleo-resina da copaiba das espécies Copaifera guianensis
Desf., Copaifera duckei Dwyer e Copaifera multijuga  Hayne através da
cromatografia gasosa e espectrometria de massa. Os autores observaram que a
Copaifera multijuga foi a espécie que as fragdes de sesquiterpenos predominaram,
enquanto que nas outras espécies analisadas, C.guianensis e C.duckeli,
predominaram os acidos diterpenos. Todas as amostras utilizadas neste estudo
apresentaram em comum apenas 0s sesquiterpenos B-cariofileno e a-bergamoteno
que ndo estdo restritos apenas ao género Copaifera. Relataram ainda, que o 6leo-
resina da C.multijuga das amostras estudadas foi caracterizado pela grande

predominancia de B-cariofileno e d-cadineno. Os autores concluiram que ocorre uma
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significativa variagdo quimica ndo somente entre as espécies mas também dentro de
uma mesma espécie, o que pode ocasionar diferentes agdes farmacologicas e
citotoxicidades.

Veiga Jr et al (2001) analisaram a composi¢do quimica de amostras
comerciais de d6leo da copaiba e atividade antiedema das mesmas. A composi¢cao
quimica das amostras foram muito similares, com a predominancia dos
sesquiterpenos P-cariofileno e a-bergamoteno, com exce¢do de uma amostra. Os
resultados sugeriram que os hidrocarbonetos sesquiterpenos presentes nas amostras
analisadas foram responsaveis pela atividade antiedema.

Lima et al (2003) descreveram que o Oleo-resina de Copaifera multijuga
Hayne e suas fragdes reduziram a atividade antitumoral in vitro e in vivo. O B-
cariofileno e a-humuleno eram os componentes majoritarios, representando 57% e
8,28% (teor relativo) da composicdo quimica da 6leo-resina. Os autores concluiram

que 6leo-resina da copaiba pode ser um agente antitumoral e antineoplasico.

3.3.2 Propriedades medicinais

O o6leo-resina da copaiba tem sido usado pelas populagdes amazdnicas desde
muito tempo, devido suas propriedades medicinais. Assim, ¢ empregado como anti-
inflamatorio, anestésico, antisséptico, cicatrizante, entre outros (BANDEIRA et al,
1999b).

Veiga Junior; Pinto (2002) em revisdo de literatura sobre o género
Copaifera I. revelaram que varios dos compostos ja isolados ou detectados nos 6leos
de copaiba tiveram suas propriedades farmacoldgicas descritas em varios estudos.

Entre eles, destaca-se o cariofileno ao qual atribui-se as seguintes acdes:
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antiedémica, fagorrepelente, anti-inflamatéria, anti-tumoral, antialérgica e
bactericida.

Costa-Lotufo et al (2002) demonstraram em ensaios in vitro que o acido
kaurendico isolado da Oleo-resina da Copaifera langsdorffi interferiu no
desenvolvimento de embrides de ourico-do-mar, proporcionou hemolise de
eritrocitos humanos e de ratos e inibiu em 95% a proliferacao de células leucémicas
humanas e em 45% as cancer de mama e cdlon, indicando o potencial citotéxico do
acido kaurendico.

Gomes et al (2007) compararam a atividade antinoceptiva entre as espécies
da Copaifera multijuga e Copaifera reticulata, através de modelos de indugdo da
dor periférica, espinhal e supra-espinhal em ratos. A ac¢do antinoceptiva entre as
diferentes espécies ndo teve diferenca estatistica significante, e as mesmas
apresentaram efeitos antinoceptivos periféricos e centrais, o que indica o uso do

6leo-resina da copaiba testados nos tratamentos de desordens algicas.

3.3.2.1 Atividade antimicrobiana

Bandeira et al (1999) avaliaram a atividade antibacteriana e a
compatibilidade bioldgica do 6leo essencial e da resina da Copaifera multijuga em
molares de ratos. Pastas foram formuladas com hidréxido de célcio ou 6xido de
zinco associados ao Oleo essencial ou a resina. Os resultados destes estudos
demonstraram que as pastas experimentais de hidroxido de célcio e 6xido de zinco
associadas ao 6leo essencial ou a resina apresentaram atividade antibacteriana frente
ao Streptococcus mutans. O 6leo da copaiba expressou efeito bacteriostatico e

bactericida, e a resina bacteriostatica frente ao Streptococcus mutans.
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Simdes (2004) formulou um gel a base de 6leo-resina da copaiba (Copaifera
multijuga), realizou seu controle de qualidade e analisou a atividade antibacteriana
do referido gel frente a cepas isoladas do biofilme dental (Strepfococcus mitis,
Streptococcus  salivarius e Streptococcus constellatus) e cepas padrao
(Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis €
Streptococcus oralis). Foi observado que todos os microrganismos testados foram
suscetiveis a agdo antibacteriana do gel experimental no teste de difusdo em agar.

Abinader (2005) avaliou in vitro a atividade antimicrobiana da pasta de
hidroxido de calcio associada aos diferentes veiculos: oleoso (6leo-resina in natura e
6leo essencial da Copaifera multijuga e Copaifera reticulada), aquoso (soro
fisiolégico) e viscoso (Polietilenoglicol 400) frente a Candida albicans e
Enterococcus faecalis, conclui que todas as pastas experimentais apresentaram
atividade antimicrobiana frente a C.albicans e ao E.faecalis e observou que as pastas
formuladas com os 6leos essenciais da C.multijuga e C.reticulata apresentaram
maior halo de inibigao.

Valdevite (2007) avaliou a agdo do extrato bruto hidroetandlico das folhas
(EF), do 6leo-resina (OR) e de suas fragdes, a fragdo volatil (FV) e a fracdo resinosa
(FR), de Copaiba (Copaifera langsdorffii) sobre os fatores de viruléncia de S.
mutans, que tanto o extrato hidroetandlico das folhas e as fragdes ndo apresentaram
nenhum efeito bactericida nas concentragdes testadas, sugerindo que eles exercem
um efeito bacteriostatico. Por outro lado o oOleo-resina exibiu um efeito
bacteriostatico em baixa concentracdo (concentragdo inibitéria minima
CIM=0,4mg/mL) e um efeito bactericida em concentra¢gdes maiores (0,8 mg/mL).

Santos et al (2008) compararam a atividade antimicrobiana entre Copaifera

martii, Copaifera officinalis e Copaifera reticulata frente a bactérias Gram-
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positivas, Gram-negativas e fungos dermatofitos. Todas as espécies da Copaifera
estudadas apresentaram atividade antibacteriana frente a microrganismos Gram-
positivo, mostrando atividade bactericida, diminuindo a viabilidade das bactérias.
Foi observado uma atividade moderada frente aos fungos dermatéfitos e ndo
apresentaram atividade frente as bactérias Gram-negativas.

Vasconcelos et al (2008) formularam um cimento odontologico obtido da
associacdo do hidroxido de calcio, 6xido de zinco e 6leo-resina in natura da copaiba
(Copaifera multijuga). Avaliaram as propriedades fisico-quimicas de solubilidade e
desintegracdo e a atividade antibacteriana através do teste de diluicdo em meio
liquido frente as cepas padrao de Streptococcus mutans ATCC 25175 e
Streptococcus sanguinis ATCC 15300. Nesse ensaio foram utilizados os seguintes
grupos experimentais: o cimento contendo ZnO, Ca(OH); e 6leo-resina da copaiba
(G1) e cada um dos componentes isoladamente ZnO (G2), Ca(OH), (G3) e 6leo-
resina da copaiba (G4). Os resultados obtidos das propriedades fisico-quimicas
correspondem aos padrdes preconizados pela Associacdo Dental Americana, com
um potencial de solubilidade e desintegracdao inferior a 3%. Todos os grupos
analisados demonstraram atividade antibacteriana, o G4 apresentou os melhores
resultados e o G1 mostrou-se um cimento promissor a ser utilizado na odontologia.

Souza et al (2011) realizaram um estudo da atividade antibacteriana de
diterpenos e sesquiterpenos isolados do 6leo-resina da Copaifera langsdorffi através
do teste de Concentragdo Inibitéria Minima com método de coloragdo de resazurina
(0,025%) frente a S. salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis ¢
Lactobacillus casei. O é4cido copalico foi o diterpeno que melhor apresentou

atividade antibacteriana (CIM 2,0 a 6,0pg/mL). Os autores concluiram que o acido
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copalico ¢ um importante metabdlito na pesquisa de um novo agente antibacteriano

contra patogenos responsaveis pela doenga cérie.

3.3.2.2 Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria do 6leo-resina da copaiba tem sido a mais
difundida na medicina popular e investigada no meio cientifico (RAMOS, 2006).

Veiga Jr et al (2001) analisaram a composi¢do quimica de amostras
comerciais de d6leo da copaiba e atividade antiedema das mesmas. A composi¢cao
quimica das amostras foram muito similares, com a predominancia dos
sesquiterpenos P-cariofileno e a-bergamoteno, com exce¢do de uma amostra. Os
autores relataram ainda que algumas amostras apresentaram a atividade antiedema e
estas divergiram quanto ao agente indutor, bradicinina ou carragenina. Porém se
obteve melhores resultados contra o edema de pata nos ratos quando se aplicou
somente fragcdes de hidrocarbonetos, em relagdo as fragdes de alcoois sesquiterpenos
e acidos diterpenos. Os resultados sugeriram que os hidrocarbonetos sesquiterpenos
presentes nas amostras analisadas foram responsaveis pela atividade antiedema.

Paiva et al (2002) observaram que aplicacdo topica do Oleo-resina da
Copaifera langsdorffi acelerou a cicatrizagdo quando comparada com o controle no
periodo experimental de nove dias. Nos demais periodos experimentais ndo houve
diferenga estatistica. Os autores concluiram que o Oleo-resina testado apresenta
atividade cicatricial em feridas induzidas nos ratos.

Cavalcanti Neto et a/ (2005) compararam histologicamente o processo de
cicatriza¢do de feridas cutdneas em ratos apoOs a aplicagdo topica do 6leo-resina da

Copaifera reticulata, adquirida na feira do produtor, solucdo aquosa de digluconato
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de clorexidina a 0,12% e soro fisioldgico a 0,9%, como controle, nos periodos
experimentais de 1, 7 e 15 dias. As feridas cutineas tratadas com clorexidina a
0,12% apresentaram melhor cicatrizacdo quando comparadas com 0s outros grupos.
Os autores deste trabalho ndo descreveram a composi¢do quimica do 6leo-resina, o
que nos leva a crer que os resultados conflitantes possam ser atribuidos as diferengas
quimicas dos 6leos-resinas relatados.

Ramos (2006) avaliou a atividade anti-inflamatéria e farmacoldgica de uma
fragdo volatil do oleo-resina da copaiba. A fragdo microencapsulada inibiu a
resposta inflamatéria na mesma magnitude que fracao volatil livre, mostrando que o
processo de microencapsulagdo ndo alterou a atividade, possibilitando o seu uso
como forma farmacéutica ou intermedidria na preparacdo de outras. O f—cariofileno
inibiu a resposta inflamatéria na dose de 32 mg/kg, na mesma magnitude que a
fragdo volatil, o que nos permite atribuir a este, a atividade anti-inflamatoria
observada.

Veiga Jr et al (2007) compararam a composi¢do quimica e a atividade anti-
inflamatoéria do Oleo-resina da Copaifera cearenses Huber ex Ducke, Copaifera
reticulata Ducke e Copaifera multijuga Hayne. Na andlise quimica os principais
sesquiterpenos foram [-cariofileno, seguido do o-humuleno, o-copaeno, ao-
bergamoteno, 6-cadieno, com diferentes concentragdes em cada 6leo-resina. Quanto
aos diterpenos, os Oleo-resinas ndo apresentaram um consenso em relagdo aos
compostos quimicos, como apresentados nos sesquiterpenos. Na avaliacdo da
atividade anti-inflamétoria os 6leos testados reduziram o acimulo de leucécitos e
neutrofilos, em diferentes concentracdes. O Oleo-resina da Copaifera multijuga
(100mg/kg) foi considerada a mais potente na atividade anti-inflamatéria induzida,

os autores correlataram que este 6leo foi o qual apresentou maior concentragao de [3-
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cariofileno (57,5%), e que este composto pode ser descrito como um importante
agente anti-inflamatorio.

No estudo realizado por Pereira et a/ (2008) utilizaram o 6leo essencial
obtido do pericarpo da Copaifera langsdorffii por hidrodestilagdes sucessivas para
verificar sua acdo anti-inflamatoria através do modelo de edema de pata de rato. Na
analise de sua composi¢do quimica observaram principalmente (E)-cariofileno,
germacreno B, 1,5-epoxisalvial-4(14)-eno, 6xido de cariofileno e isoespatulenol. Os
autores observaram a agdo anti-inflamatoria do 6leo hidrodestilado do pericarpo e
ressaltaram que deve haver uma padronizagdo dos constituintes do 6leo para que a
acao seja mesmo eficaz.

Gomes et al (2010) avaliaram agdes anti-inflamatdrias e antinoceptivas de
fragdes obtidas do Oleo-resina da Copaifera multijuga, que representam as trés
principais classes de compostos do género Copaifera, hidrocarbonetos
sesquiterpenos, alcoois sesquiterpenos e 4cidos diterpenos. Os resultados
demonstraram atividade anti-inflamatéria e antinoceptiva atuando de forma similar

a um anti-inflamatorio ndo esteroidal ou drogas opidides.

3.4 Amirina

A familia Burseraceae compreende 16 géneros e mais de 800 espécies
tropicais e subtropicais. Alguns géneros desta familia sdo produtores de uma seiva
oleosa rica em Oleo essencial e triterpenos. A espécie Protium heptaphyllum,
conhecida popularmente como almecegueira, breu-branco-verdadeiro, almecegueira

cheirosa, almecegueira de cheiro, almecegueira vermelha ou almecegueiro bravo,
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ocorre em todo Brasil, sendo largamente encontrada na regido amazonica, onde sua
seiva ¢ conhecida como breu branco, goma limao, almécega do Brasil. Na medicina
popular, esta espécie ¢ considerada como um importante agente terapéutico, sendo
utilizada como anti-inflamatorio, analgésico, expectorante e cicatrizante. A
composi¢ao quimica da resina, além do 6leo essencial, cujo teor ¢ de 11%, foram
isolados o monoterpeno triidroxilado 1, os triterpenos a-amirina, -amirina e breina;
dos frutos verdes, (-) catequina; dos frutos maduros e folhas, os flavonoides
quercetina e quercetina-3-O-ramnosil, respectivamente; ¢ do caule, escopoletina
(BANDEIRA et al, 2002).

Estudos relatam que pela alta concentracdo da a-amirina, f-amirina atividades
bioldgicas do Protium possam estar correlacionadas a esta substancia isolada.

Otuki et al (2005) avaliaram os anti-inflamatorios topicos obtidos a partir da
planta medicinal Protium kleinii e de seu constituinte o-amirina, em relacdo a
modelos de inflamag¢ao da pele induzida por TPA. A aplicagdo topica foi realizada na
orelha dos ratos. Em termos de eficacia, a inibicdo méaxima do processo inflamatdrio
obtido foi semelhante a aplicag@o topica do dexametasona, impedindo o aumento de
células pro-inflamatorias, como citocina e interleucina-1 em niveis de resposta
a aplicagdo topica de TPA e diminuindo o edema na orelha dos ratos. Estes resultados
indicam que os componentes ativos presentes no extrato de P. kleinii, incluindo a a-
amirina, apresentam atividade anti-inflamatoria na forma topica.

Otuki et al (2005) avaliaram os efeitos antinociceptivos periféricos, espinhal
e supra-espinhal e alguns dos mecanismos subjacentes a acdo de o-amirinae [3-
amirina (1:1). A misturados dois triterpenos  pentaciclicos, isolada da resina
de Protium kleinii, foi dada por via intraperitoneal ou oral contraa dor visceral,

produzida pela introducdo de acido acético em camundongos. Diferente da morfina,
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a,B-amirina pode ndo causar analgesia em modelos térmicos de dor. A antinocicepcao
causada pela o,B-amirina parecem envolver mecanismos independentes de opidides e
adrenérgicos. Conclui-se que a mistura de amirinas produziu consistente
antinocicepgdo periférica espinhal e supra-espinhal em roedores, especialmente
quando avaliados em modelos inflamatorios da dor. Os mecanismos envolvidos
nasua acdo ndo estdo completamente compreendidos, mas parecem envolver a
inibi¢do da proteina A e C quinase.

Medeiros et al (2006) investigaram o mecanismo de agdo anti-inflamatdria
da o-amirina na utilizagdo topica na pele com inflamac¢dao induzida por TPA em
camundongos. Foi realizada a aplicacdo topica de a-amirina (0,1-1 mg/orelha) nos
camundongos e procedimentos funcionais, bioquimicos e moleculares para a
verificagdo do mecanismo de a¢do anti-inflamatdria. Os resultados demonstraram que
a aplicagdo topica da o-amirina na pele exerce no inicio uma inibi¢do da inflamacao
induzida por TPA. Através de ensaios Western Blot a a-amirina inibe por uma dose
dependente o mecanismo de inflamagdo através da supressdo da COX-2. Estes
resultados indicam que a-amirina e derivados podem ser potencialmente relevantes
parao desenvolvimento de um agente topicopara o tratamento de
doengas inflamatorias.

Lima-Junior et al (2007) descreveram a
propriedade antinociceptiva visceral de o, f-amirina em ratos com cistite induzida
por ciclofosfamida (CPM). A diferenciagdo sensorial foi feita por uma alta dose de
capsaicina. Os parametros analisados foram: comportamentos nocivos da CPM,
edema da bexiga, permeabilidade vascular e reagdo imunologica de NKI. Para
avaliar o papel de K nos canais de ATP em o, B-amirina, os animais foram pré-

tratados com glibenclamida. Os resultados comprovaram significancia (p <0,01) de
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o, p-amirina, onde suprimiu os comportamentos relacionados a dor visceral de
NK1 e reacdo imunoloégica. Entretanto, ndo obteve redugdo significativa do edema
bexiga. Glibenclamida reverteu os efeitos da a, f amirina. Foi concluido que a, -
amirina atenua dor visceral por CPM induzida e edema da bexiga por mecanismos

que envolvam pelo menos em parte através da abertura de K ™ nos canais de ATP.

3.5 Testes de Citotoxicidade

3.5.1 Hemolise e Cultura de células

Berlinck et al (1996) avaliaram complexo de halitoxina extraida de uma
esponja marinha, Amphimedon viridis, quanto a letalidade, antimitoses, hemolise e a
neurotoxicidade. Este complexo de halitoxina foi letal na dose de 1,4mg/kg,
promoveu hemolise com uma EDspt SEM 2,2+0,5 ng/mL, interferiu na mitose na
EDso+ SEM 2,78+0,17 pg/mL, e Spug do complexo de halitoxina foi capaz de bloquear
o potencial de condugdo nervosa.

Back et al (1999) avaliaram a viabilidade celular de precursores e células
maduras de olidendrocitos através do ensaio de Alamar Blue, comparando ainda
com os testes de MTT e Trypan Blue. O alamar blue, um reagente minimamente
toxico, contém um indicador aquoso de redugdo extracelular, que quando reduzido
por células vivas produz uma reagdo de fluorescéncia que indica a viabilidade
celular. Os precursores e células maduras de olidendrocitos foram submetidos a
produtos que proporcionem toxicidade, através de oxi-redugdo pela depressao da
glutationa ou excitotoxico de receptores kainate. Observaram que o através do

método de Alamar Blue houve uma redugdo da viabilidade celular dos
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olidendrocitos 2+2puM, por Trypan Blue 3£3uM e por MTT 1+0,4uM. Este trabalho
observou que o Alamar Blue proporciona um rapido e seguro teste de viabilidade
celular para precursores de oligodentrdcitos e também valida o potencial citotoxico.

Costa-Lotufo et al (2002) avaliaram a citoxicidade e a embriotoxicidade do
acido kaurendico isolado da Oleo-resina da Copaifera langsdorffi . A continua
exposi¢do de embrides de ourigo-do-mar ao 4cido kaurenodico inibiu desde a
primeira divisdo celular ICsyp 84,2mM e progressivamente induziu a destrui¢ao
embriondria ICsy 44,7mM. No teste de MTT( 3 —(4, 5’- dimetylthiazol-2’-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide), o 4cido isolado na concentragao de 78uM inibiu em
95% a proliferacdo de células leucémicas humanas(CEM) e em 45% as cancer de
mama (MCF-7) e colon (HCT-8). A substancia teste também proporcionou hemolise
nas solugdes de eritrocitos humanos e de ratos a 2% com um ECsy 56.4 ¢ 74mM
respectivamente, indicando o potencial citotoxico do acido kaurenoico.

Lima et al (2003) avaliaram o 6leo-resina de Copaifera multijuga Hayne na
inibicdo de metastases e de crescimento de células de melanoma (B16F10) em ratos
(in vivo) e sua citotoxicidade e de suas fragdes in vitro através dos testes de MTT e
Trypan Blue, com a mesma linhagem de células. Os resultados deste estudo
sugeriram que o Oleo-resina da copaiba (2g/Kg de peso dos ratos) reduziu
significantemente o volume do tumor em 76%, inibiu o crescimento do mesmo em
58% e reduziu significantemente a quantidade de nddulos indicando a metéstase.
Nos ensaios de Trypan Blue e MTT , o oOleo-resina obteve atividade antitumoral
contra a linhagem de células B16F10, nas diferentes doses testadas (0,5 e 1 mg/mL)
e com os diferentes tempos (1 e 3horas). E as fracdes, diterpenos e sesquiterpenos,

também apresentaram atividades no ensaio de MTT. Os autores sugerem que o 6leo-
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resina da copaiba pode ser um agente antitumoral e antineopldsico seguro e util,
podendo ser usado como um quimioterapico oral.

Pequeno; Soto-Blanco (2006) observaram que certas espécies de plantas
causam toxicose em animais e avaliaram se o teste de hemolise seria capaz de indicar
a toxicidade destas plantas previamente selecionadas. As plantas utilizadas ndo
promoveram hemolise em solucao de 1% de eritrdcitos equinos.

Veiga Jr et al (2007) compararam a composi¢do quimica e a atividade anti-
inflamatoéria do Oleo-resina da Copaifera cearenses Huber ex Ducke, Copaifera
reticulata Ducke e Copaifera multijuga Hayne. Na andlise quimica os principais
sesquiterpenos foram [-cariofileno, seguido do o-humuleno, o-copaeno, ao-
bergamoteno, 6-cadieno, com diferentes concentragdes em cada 6leo-resina. Quanto
aos diterpenos, os Oleo-resinas ndo apresentaram um consenso em relagdo aos
compostos quimicos, como apresentados nos sesquiterpenos. Quanto ao efeito
citotoxico aos macrégrafos o oOleo-resina da Copaifera multijuga e Copaifera
cearenses foi citotoxica em 500pg/mL, reduzindo a viabilidade celular em 95% e
94%, respectivamente. Enquanto que na concentragdo de 50pg/mL 93% das células
se tornaram viaveis. O 6leo-resina da Copaifera reticulata ndo alterou a viabilidade
celular.

Gomes (2008) avaliou a citotoxicidade in vitro de produtos naturais
(terpenos, iriddides e derivados fendlicos) em linhagens celulares de
adenocarcinoma murino de mama (LM3) e de pulmado (LP07), buscando uma
possivel correlagdo entre estrutura molecular e atividade antitumoral. Tingenona,
pristimerina, plumericina e cromeno foram mais ativos que o controle positivo,
taxol, para as linhagens tumorais LM3 e LP07; Os grupamentos carbonila a,B3-

insaturados dos anéis A e B de pristimerina e tingenona parecem ser mais
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importantes para a citotoxicidade das moléculas que o anel E, visto a similaridade
dos IC50 entre pristimerina e tingenona e sua grande discrepancia em comparagdo
com o acetato de bauerenila; Tingenona, pristimerina e plumericina ndo exibem
atividade mutagénica pelo teste de Ames, na presenca ou auséncia de ativagdo
metabolica. Para os demais compostos ndo foi possivel estabelecer relagdo entre
estrutura e atividade citotdxica nas linhagens tumorais estudadas.

Kouidhi; Zmantar; Bakhrouf (2010) avaliaram o potencial anticariogénico,
antibiofilme e antiproliferativo em algumas linhagens celulares de um extrato
etandlico da propolis tunisiana. Através da concentragdo inibitdéria minima foi
analisado o potencial antibacteriano do extrato estudado frente a 33 patdgenos orais.
A atividade antibiofilme foi avaliada através do ensaio de coloragdo cristal de
violeta e pelo teste de MTT, observando a redugdo do crescimento e
desenvolvimento do biofilme, formagao quantitativamente da biomassa do biofilme
e atividade metabolica do mesmo. O teste de cultura de células e citotoxicidade foi
avaliado pelo teste de MTT frente a linhagens humanas de células cancerigenas
epiteliais (He-2), célula epitelial respiratoria (A549), fibroblastos (MRC-5), células
epitelial de intestino (HT-29), células epiteliais de figado de macaco (vero) e
macrofagos murinos (raw264.7). Na atividade antibacteriana o extrato testado
apresentou acdo frente a todas as cepas Stretococcus, em S.mutans a CIM foi 8-
32ug/mL. O extrato apresentou resisténcia a Enterococcus spp. O percentual de
inibi¢do de formacao de biofilme do extrato na concentragdo de 100pg/mL frente a
S. mitis foi de 87,51%=*1,56, para S. pyogenes 41,14+1,31, 50% para S. mutans. O
efeito antiproliferativo do extrato pode ser observado uma maior citotoxicidade na
linhagem Hep-2 IC50 15,7£3,4pug/mL e a menor citotoxicidade foi na linhagem

A549 1C50 200+22pg/mL. O extrato etanodlico de propolis tunisiano foi capaz de



50

inibir a proliferacdo de células cancerigenas, de bactérias cariogénicas e a formagao

do biofilme.

3.6 Testes de Alteracao de Cor

Fondriest (2003) apresentou a classificagdo tridimensional de cor descrita por
Albert Munsell. As trés dimensdes sdo Matiz (Hue), Brilho (Brightness), e Saturagao
(Chroma). Matiz ¢ a qualidade que distingue uma familia de cores da outra. E
especificada como o comprimento de onda de luz dominante mesmo que a cor em si
ndo possa ser distinguida. O brilho ¢ a quantidade de luz que retorna do objeto, sendo
descrito como a escala do branco para o preto. A saturacdo ¢ a intensidade da matiz.

Em revisao de literatura, Joiner (2004) afirmou que o fendomeno da cor ¢ uma
resposta psicofisica para a interagdo fisica da energia de luz com um objeto, e uma
experiéncia subjetiva de um observador individual. A cor de um dente ¢ determinada
pela combinagdo de propriedades Opticas. Quando a luz encontra um dente, quatro
fendomenos associados com a intera¢ao do fluxo de luz e do dente podem ser descritos,
a transmissdo especular da luz através do dente, reflexdo especular de luz na
superficie, reflexdo difusa de luz na superficie e absor¢do e dispersdo de luz dentro
dos tecidos dentais.

Vichi; Ferrari; Davidson (2004) analisaram a mudanga de tonalidade de cor e
opacidade de corpos de prova feitos com diferentes resinas composta, Spectrum TPH,
Tetric Ceram e Z100, em varias tonalidades A2,A3,A3,5, A4, B2 e B3. A cor inicial
das amostras foram medidas por um espectofotometro utilizando o sistema de
mensuracdo de cor CIE L*a*b*. Apos a mensuracdao as amostras ficaram imergidas

em um banho de 4gua a 60°C por 30 dias. Passado o periodo experimental foi
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realizada uma nova mensuragdo de cor comparando com a inicial. Para analise dos
resultados os autores consideraram que quando o AE <1 a mudanca de cor ndo ¢
perceptivel ao olho humano, 1< AE<3,3 a mudanca de cor ¢ perceptivel, mas
clinicamente aceitavel, AE>3,3 é considerado clinicamente ndo aceitavel. A resina
que se pode observar mudanga de coloragdo aceitavel foi a Tetric Ceram, mas nao
apresentou diferenca estatistica entre a Z100. O compdsito que apresentou maior
alteracao de cor foi o Spectrum TPH.

Assun¢do ¢ Souza et al (2006) avaliaram a estabilidade da cor de resinas
compostas indiretas, Resilab Master, através de um colorimetro digital, Easyshade.
Foram confeccionados 32 corpos de prova, e divididos em 4 grupos (n=8), nos quais
foram imersos em diferentes solugdes: Grupo 1 (controle): dgua destilada/ estufa;
Grupo 2 : agua destilada / termociclagem (5°C a 55°C — 3.000 ciclos); Grupo 3: suco
de laranja/ termociclagem; Grupo 4: café¢/ termociclagem. Foi realizado o registro da
cor inicial com EasyShade posicionando o corpo de prova sobre uma superficie plana
e de fundo branco. Apds a exposi¢do das amostras por 60 horas nas solugdes
colorimétricas, foi registrado a cor final, através do sistema CIE L*a*b*. Os dados
obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Dunnet — p<0,005. Os
resultados mostraram que os grupos 3 e 4 apresentaram alteracdo de cor
estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle 1, observando que o café
mancha mais que o suco de laranja. Os autores observaram ainda que a
termociclagem ndo contribui para alteracdo de cor, clinicamente aceitdvel, da resina
composta indireta quando imersa em agua destilada.

Cardoso et al (2007) avaliaram in vitro, influéncia do tempo de aplicacdo do
peroxido de carbamida a 10% no resultado da cor dos dentes, através do

espectrofotometro. Trinta pré-molares extraidos foram envolvidos neste estudo,
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divididos aleatoriamente em 3 grupos. O tempo de aplicagdo diario do agente
clareador variou em: GI- 1h; GII- 2h e GIII- 8h. A determinagdo da cor dos espécimes
foi realizada antes e apds o tratamento clareador através espectrofotometro (VITA
Easyshade 2, Vident, Brea, CA, USA). Apos o teste ANOVA, observou-se que ndo
houve diferenca estatistica para a varidvel tempo de aplicacdo nas coordenadas L*,
a*, b* e AE. Concluiu-se que o tempo de aplicagdo de 8h deve ser substituido pelo de
1h ou 2h, pela similaridade na mudanca de cor dos 3 grupos.

Dozi'c et al (2007) avaliaram a eficacia e precisdo de cinco dispositivos
padronizados para medicdo de cor em dentes comercialmente disponiveis em
ambientes clinicos. Em um estudo in vitro, as guias (A1, A2, A3, A3.5, A4 da escala
de Vita Lumin) foram medidos cinco vezes com cinco dispositivos eletronicos
(ShadeScan, Easyshade, Ikam, IdentaColor II, e ShadeEye) por dois operadores. Em
um estudo in vivo, os dentes incisivos centrais superiores de 25 estudantes de
odontologia foram medidos com os mesmos dispositivos eletrénicos por um unico
operador. Os resultados foram expressos como CIE L*a*b* valores e em termos de
precisdo e exatidao das diferencas de cor AE. No teste in vitro foi utilizado o teste
estatistico Mann-Whitney, e no teste in vivo, o teste de Kruskal-Wallis. Nao houve
diferenga estatisticamente significativa foi encontrada entre os diferentes operadores
no estudo in vitro. A precisdo obtida foi em ordem decrescente foi Easyshade,
ShadeScan, Ikam, IdentaColor, ShadeEye.

Caneppele et al (2009) avaliaram in vitro a interferéncia no clareamento dental
com perdxido de carbamida (PC) 16% em dentes submetidos a embebicdo de
substancias com corantes durante o tratamento. Foram utilizados 40 incisivos
bovinos, divididos em 4 grupos de acordo com o tratamento: G1 (controle), G2(café),

G3(vinho) e G4(refrigerante a base de cola). A aplicacdo do agente clareador (PC
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16%) foi realizada 8 horas/dia durante 14 dias. Os grupos testes G2 ao G4 foram
embebidos pelas sustincias testes durante cinco minutos duas vezes ao dia. E
mantidos em saliva artificial durante todos o tratamento. Com espectrofotometro
clinico foram medidas as coordenadas de cor L*a*b* dos dentes, antes e apds os
tratamentos (1° e 14° dias). Os resultados foram analisados estatisticamente pelo Teste
t de Student, ANOVA e Teste de Tukey (p<0,05), e mostraram diferengas estatisticas
entre as situagdes iniciais e finais, para todas as coordenadas em cada condicdo
experimental. Nao houve diferenca significativa entre os grupos que sofreram
clareamento e embebi¢ao nos corantes (Grupos 2, 3 e 4) e o grupo submetido somente
ao clareamento (Grupo 1 - controle). Concluiu-se que a embebicdo dos dentes em
solu¢des com corantes nao afetou o resultado do tratamento clareador.

Costa e Silva et al (2009) avaliaram in vitro a estabilidade de cor de resinas
compostas quando expostas a bebidas com teores elevados de coloragdo da regido
amazonica. Foram confeccionados 240 corpos de prova de quatro resinas diferentes
de matiz A3. A cor inicial (TO) foi registrada utilizando a maquina Canon EOS Rebel
XTi 10Mp e em seguida as amostras foram divididas em quatro grupos (n = 15): G1
(café), G2 (suco de acai), G3 (guarana energético) e G4 (controle - 4gua destilada). As
amostras foram expostas a solugcdes de DES (6HS) e RE (18hs), simulando a
dindmica da cavidade e colocados em banho-maria sob constante agitacdo, a
temperatura de 37°C por 30 dias. Diariamente os corpos de prova foram imersos nas
solugdes corantes por 15 minutos. Apds 7, 15 e 30 dias realizaram novos registros
fotograficos. As imagens foram analisadas utilizando Corel PHOTO-PAINT
12 software para identificar as cores através do sistema HSB. O teste de Kruskal-
Wallise testest (p <0,05) demonstraram diferengas significativas na cor (matiz,

saturacdo e brilho). Os resultados revelaram que nenhuma das resinas testadas
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apresentaram estabilidade de cor quando expostos a solu¢des corantes, e que as

bebidas da regido amazonica mostraram-se menos colorantes que o café.

3.7 Testes de Compatibilidade Biologica

Embora o conceito de tratamento ético de pacientes venha desde o tempo de
Hipécrates (460-377 a.C.), a idéia de que novos materiais dentdrios devem ser
testados para seguranca e eficacia antes do uso clinico ¢ muito mais recente. Apenas
em meados de 1800, cirurgides-dentistas testaram novos materiais pela primeira vez,
colocando-os na boca dos pacientes.

Usar humanos como cobaias de pesquisa atualmente, sem nenhum
conhecimento ou testes prévios das propriedades bioldgicas de um material, ¢
antiético e ilegal. Consequentemente, muitos testes alternativos tem sido
desenvolvidos para minimizar os riscos em humanos.

Existe um numero possivel de reacdes biologicas aos materiais, embora nem
todas tenham sido documentadas para os materiais dentarios. Classicamente, essas
reacOes tem sido separadas em reagdes toxicas, inflamatérias, alérgicas e
mutagénicas.

A divisdo entre as reacdes ¢ baseada nas andlises patoldgicas e histologicas
tradicionais dos tecidos. Das respostas biologicas para os materiais, a primeira
resposta foi a toxicidade. Os materiais podem ser capazes de liberar substancias para
o corpo dos pacientes e a liberacdo de certas substancias em quantidades adequadas

podem causar toxicidade evidente (ANUSAVISE, 2005).
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Cordeiro et al (1985) realizaram um estudo para avaliar a rea¢dao da polpa sob
acdo de materiais a base de hidroxido de calcio. Os materiais testados foram
colocados em contato direto com a polpa dos molares de rato e posteriormente a
cavidade foi restaurada com amadlgama. Os periodos experimentais foram 48 e 72
horas, 7, 15 e 30 dias. A andlise histopatologica demonstrou que o hidréxido de calcio
p.a. apresentou melhores resultados do que os produtos comerciais a base de
hidroxido de calcio, Calvital e Life.

Oliveira et al (1988) analisaram o efeito das pastas a base de hidroxido de
calcio sobre a polpa de molares de rato. Nesse experimento as pastas foram divididas
em 4 grupos. Grupo I: hidréxido de célcio + polietilenoglicol 400; grupo II: hidréxido
de calcio + iodoférmio+ polietilenoglicol 400; Grupo III: hidroxido de calcio+ 6xido
de zinco + polietilenoglicol 400. De acordo com os dados observou-se que todos os
grupos caracterizaram-se como irritantes, persistindo no decorrer dos periodos de
evolucdo por reparagdo, mas os grupos que tiveram melhor comportamento foram o
Grupo I e III quando comparado com o Grupo II. Todas as pastas, a partir do sétimo
dia, induziram a formacdo de massas amorfas como mineralizadas, tendendo a
barreira, apresentando variagdes na qualidade e quantidade .

Ribeiro (1989) avaliou através da determinacdo quantitativa do liquido
plasmatico extravasado o potencial irritativo do Oleo-resina de copaiba, agua de
hidréxido de célcio e eugenol. As substincias experimentais foram inoculadas no
dorso de ratos e ap6s 3 horas foram classificadas considerando-se os valores minimos,
maximos ¢ médios. O autor concluiu que o Oleo-resina da copaiba possuiu
biocompatibilidade para o seu uso em odontologia, tendo potencial irritativo menor

que o eugenol e a 4gua de hidroxido de calcio.
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Costa et al (1995) observaram a compatibilidade biologica do cimento de
iondmero de vidro fotopolimerizavel (Varioglass VLC) como material de forramento
em cavidades operatdrias confeccionadas nos primeiros molares de ratos. Como grupo
controle foi utilizado o Dycal, ¢ em seguida ambos os grupos restaurados com
amalgama. Apos os periodos experimentais de 3,7,15,30 e 60 dias conclui-se que o
Variglass VLC promoveu uma acdo mais irritante que o Dycal, este por sua vez
formou uma discreta dentina reacional localizada abaixo da parede pulpar da cavidade
dentaria.

Costa et al (1996) estudaram a compatibilidade biologica dos cimentos de
6xido de zinco associados a copaiba ou ao eugenol em implantes subcutaneos em
ratos. Aos 7 dias no grupo 1 (6xido de zinco + copaiba) houve discreta presenga de
células inflamatorias, necrose de contato e degradagao de fibras colagenas, ndo sendo
observada a presenca de neutrofilos ou de células gigantes. Todos esses eventos
histopatologicos foram ligeiramente superiores para o grupo 2 (6xido de zinco +
eugenol). Com o decorrer do tempo, todos os eventos analisados reduziram em
quantidade e o tecido conjuntivo da 4rea principal de analise apresentava
caracteristicas de normalidade para ambos os grupos. Esses achados permitiram
concluir que o cimento a base de 6xido de zinco e copaiba foi menos irritante que o
composto por 6xido de zinco e eugenol.

Costa et al (1996c) estudaram de forma comparativa e subjetiva a acdo
irritante sobre dentina e tecido pulpar dos materiais Vitremer 3M e Dycal quando
aplicados em cavidades oclusais preparadas nos primeiros molares superiores de ratos
nos periodos de 3, 7, 15, 30 e 60 dias. Os dois dentes receberam restauragdes com
cimento de iondmero de vidro em estudo, sendo que uma das cavidades (lado direito)

foi forrada com cimento de hidroxido de calcio Dycal. Apds esses periodos foi
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observado que o cimento de iondmero de vidro em teste, quando aplicado sobre
dentina em cavidades médias em molares de rato, foi um irritante discreto ao
complexo dentino-pulpar.

Hu et al (1998) avaliaram vérios tipos de fatores de crescimento como agentes
de capeamento pulpar, através de uma membrana de coldgeno embebida com esses
fatores colocadas sobre a pequena exposi¢do pulpar nos primeiros molares superiores
dos ratos e seladas com amdlgama. Uma membrana impregnada por Dycal e outra
sem medicacdo foram utilizados como controle. Apds os periodos experimentais de
14 e 21 dias, o fator de crescimento TGF-B; pode ser o unico agente de capeamento
pulpar dentre os produtos testados, devido ser Unico a formar dentina reparadora.

Costa et al (1999) observaram a compatibilidade bioldgica da clorexidina a
0,2% como soluc¢do de limpeza de cavidade. Uma cavidade operatoria foi realizada na
face oclusal de molares superiores de ratos, seguida de exposi¢ao pulpar, controle da
hemorragia e aplicacdo da solucdo de clorexidina 0,2%, apdés o término dos
procedimentos operatorios a cavidade foi selada com sistema adesivo Schotbond
seguida de resina composta. Os autores demonstraram que dentro dessas condi¢des
experimentais a clorexidina 0,2% ndo influenciou no processo reacional de necrose
pulpar, e o capeamento pulpar com sistema adesivo ndo foi uma técnica restauradora
aceitavel, pois ndo permitiu a reparacdo do complexo dentino-pulpar.

Dammaschke et a/ (2001) avaliaram a reag@o do tecido pulpar e da dentina
quando em contato direto com Carisolv por um, dez e vinte minutos. O estudo
demonstrou que o produto teste deve ser utilizado com cautela em cavidades muito
profundas, pelo menor tempo de contato, um minuto, houve formacgdo de necrose
celular. Porém em todos os tempos de exposi¢do ndo houve degradacdo das fibras

colagenas.
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Salako et al (2003) compararam o comportamento do vidro bioativo (VB) com
outros agentes de capeamento pulpar, formocresol, sulfato férrico e agregado de
trioxido mineral (MTA). Apds o contato direto com a polpa das substancias a serem
testadas, a cavidade operatéria foi preenchida com amalgama. Ao término dos
periodos experimentais de quinze dias , vidro bioativo demostrou pequena resposta
inflamatoria que passados trinta dias esta reacdo diminuiu ainda mais. Dentre os
materiais testados o MTA presentou melhores resultados, proporcionando formagao
de dentina e manuten¢ao da polpa de forma normal histologicamente.

Briso et al (2006) observaram a reposta da polpa dental de caes ao capeamento
com gregado de trioxido mineral (MTA) ou hidréxido de calcio p. a. A cavidade foi
selada com cimento modificado de iondmero de vidro e restauradas com resina
composta. Dentre os materiais testados o MTA apresentou maior indice de sucesso
em relagdo ao hidréxido de calcio, evidenciando menor ocorréncia de infec¢do e
necrose pulpar.

Parolia et a/ (2010) compararam a biocompatibilidade da prépolis com outros
agentes de capeamento pulpar como o MTA e o Dycal. Foram realizadas exposi¢des
pulpares nos pré-molares indicados a exodontia por indicagdo ortodontica, apos a
exposicao foi realizada a hemostasia, a cavidade foi capeada com os materiais testes,
forrada com cimento de iondomero de vidro modificado e restaurada com resina
composta. Apos os periodos experimentais, 15 e 45 dias, os dentes foram extraidos e
o ter¢o apical foi seccionado para melhor permitir a fixagdo por formol a 10%. Em
seguida foi realizada a analise histopatoldgica. O capeamento pulpar com a préopolis
foi semelhante a resposta com MTA e Dycal, em que obteve a formacio de ponte de

dentina a partir do décimo quinto dia.
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Dammaschke et a/ (2010) observaram a proliferagdo celular apos capeamento
pulpar com agregado de trioxido mineral (MTA) e hidroxido de cdlcio. A cavidade
operatdria na qual realizou-se a exposicao pulpar foi nos molares superiores de ratos,
seguida do capeamento pulpar com os materiais testes e selada com resina. Apds os
periodos experimentais de 1, 3 e 7 dias, ambos materiais responderam de maneira
similar, proporcionando no primeiro dia formagao de tecido de granulagdo seguido de
proliferacdo de fibroblastos, células endoteliais e células indiferenciadas que
posteriormente produzirdo odontoblastos.

Lima ef al (2011) avaliaram o 6leo-resina da Copaifera langsdorffi, a solugdo
aquosa de propolis verde, a esponja de fibrina e a pasta a base de iodoférmio. Para a
realizagdo deste estudo foram confeccionados uma cavidade operatoria nos primeiros
molares superiores e inferiores de ratos, seguida da exposicdo pulpar, aplicagao do
material de capeamento e seladas com cotosol. O 6leo-resina da copaiba e a solugdo
aquosa do propolis foram inseridas na cavidade através da esponja de fibrina
embebidas na solucdo. Apds os periodos experimentais de 24 horas, 15 e 30 dias os
animais foram sacrificados. O capeamento realizado com o dleo-resina da copaiba
apresentou uma resposta inflamatéria menos severa, e a esponja de fibrina mais
intensa. O material que foi capaz de formar uma barreira mineralizada subjacente ao
capeamento a partir do décimo quinto dia foi o 6leo-resina da copaiba, enquanto os
outros materiais tiveram a deposi¢do de tecido mineralizado mais distante do local de
capeado.

Estudos in vivo em animais demonstraram a valida¢do na utilizacdo dos
molares de rato nos testes da compatibilidade biologica de varios materiais
odontologicos, estes estudos associados aos in vitro sugerem a possibilidade de

inferéncia comparativa a resposta pulpar humana.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Método de coleta do oOleo-resina da copaiba (Copaifera

multijuga) e obtencao da amirina

O Oleo-resina da Copaifera multijuga foi extraido da reserva Ducke, no Km
17 da Rodovia Manaus-Itacoatiara, catalogada sob o n°.69 pelo Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazoénia (INPA).

A coleta foi realizada pelo mateiro da reserva, consistindo na confec¢do de
um furo por meio de um trado 7/8 polegada diametro e 1,00 metro de comprimento,
a altura de aproximadamente 1 metro do chdo, at¢ o centro do caule onde se
encontram os reservatorios do oOleo-resina, com um pequeno declive para
escoamento. Apos esse procedimento, o dleo-resina comegou a escorrer lentamente
pelo conduto, sendo coletado em um recipiente estéril previamente preparado para
esse fim. Apds a coleta, o orificio foi vedado com argila, procedimento de rotina
realizado na reserva (BANDEIRA et a/,1999).

Um produto biotecnoldgico (amirina) foi isolado no Laboratério de Quimica
de Biomoléculas da Amazonia/Q-Bioma da Universidade Federal do Amazonas a

partir de resina de Breu da familia Burseraceae.

4.2 Cromatografia do 0leo-resina da copaiba

As andlises cromatograficas do O6leo-resina da Copaifera multijuga para

conhecimento de seus componentes foram realizadas no Laboratorio de Pesquisas e
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Ensaios de Combustiveis (LAPEC) da Universidade Federal do Amazonas. Para a
identificacdo dos constituintes do 6leo-resina da copaiba foi realizada andlise por
meio de cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de ionizagdo de chama
(CG-DIC) e a detector de espectrometria de massas (CG-EM).

Anteriormente a todas as analises cromatograficas realizadas o 6leo-resina da
copaiba sofreram uma modificacdo quimica de forma a adequar sua polaridade as
necessidades do sistema cromatografico utilizado. O o6leo-resina foi mantido em
contato com solucdo recém preparada de diazometano dissolvido em éter, de forma a
produzir a esterificacdo dos grupamentos carboxila dos 4cidos diterpénicos presentes
no Oleo-resina. Para as andlises de CG-DIC foi utilizado um cromatdgrafo em fase
gasosa modelo Hewlett-Packard HP-6890 com injetor automatico Agilent 7893B em
split 1:20 com injetor a 220°C, gés de arraste H 2 a 3,6 mL/min, detectores a 270°C,
com duas colunas cromatograficas (HP-INNOWAX), de 30 m de comprimento, 0,320
m de diametro interno e 0,25 um de espessura de fase e HP-5 (5% fenil em metil
siloxano), de 30 m de comprimento, 0,320 m de didmetro interno e 0,25 pum de
espessura de fase.

Utilizou-se um cromatégrafo a Gas Varian (modelo 3900); um Espectrometro
de Massas Varian (modelo fon Trap 2000); um software de busca com biblioteca
NIST, Wiley e um software Saturno 2100 T GC/MS.

Usou-se o seguinte sistema de analise:

. Programagdo do cromatografo em fase gasosa:

- Temperatura do injetor 270 °C.

- Split 1:20.

- Fluxo de hélio na coluna 2,0 mL min”'
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- Programagéo de temperatura do forno - temperatura inicial 110 °C até 140 °C
com razdo de aquecimento de 2 °C min™

- 140°C a 290 °C com razio de aquecimento de 8 °C min'

- Tempo de corrida 35 min.

- Coluna VF-1ms LB com 30 m x 25 mm x 0,25 wm, fase estaciondria 100%
metil polisiloxano.

. Programac@o do espectrometro de massas:

- Temperaturas de massas: transfer line em 200 °C, mainfold 50 °C e trap em
190 °C, range de m/z de 40 a 500 u.m.a.

- Ionizagdo por impacto de elétrons (70 eV).

4.3 Preparo das emulsdes do Oleo-resina da copaiba (Copaifera

multijuga)

Foram formuladas emulsdes de limpeza de cavidade a base do 6leo-resina da
Copaifera multijuga obedecendo as orientacdes da Farmacopéia Brasileira (2010) nas
concentragdes 10% e 30%. Também foram formuladas emulsdes associando o 6leo-

resina da Copaifera multijuga nas concentra¢des 10% e 30% com amirina a 1%.

4.3.1 Emulsao do o6leo-resina da copaiba a 10%

Na confec¢iao da emulsdo foram utilizados 2mL do 6leo-resina da copaiba in
natura, 0,6mL de Tween 80 (MERCK - Germany), homogeinizados no vortex
(MARCONI - MA-162 — Piracicaba,SP - BR) e 174mL de &gua destilada

triesterilizada.
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4.3.2 Emulsao do 6leo-resina da copaiba a 30%

Na confec¢dao da emulsdo foram utilizados 6mL do 6leo-resina da copaiba in
natura, 0,6mL de Tween 80 (MERCK - Germany), homogeinizados no vortex
(MARCONI - MA-162 — Piracicaba,SP - BR) e 134mL de &gua destilada

triesterilizada.

4.3.3 Emulsao do oleo-resina da Copaiba a 10% e amirina a 1%

Na confec¢do da emulsdo foram utilizados 2mL do 6leo-resina da copaiba in
natura, 0,2mg de amirina, homogeinizados primeiramente, e acrescentados 0,6mL de
Tween 80 (MERCK - Germany), homogeinizados novamente no vortex (MARCONI
— MA-162 — Piracicaba, SP -BR), para entdo acrescentar 17,2mL de dgua destilada

triesterilizada.

4.3.4 Emulsao do oleo-resina da Copaiba a 30% e amirina a 1%

Na confec¢iao da emulsdo foram utilizados 6mL do 6leo-resina da copaiba in
natura, 0,2mg de amirina, homogeinizados primeiramente, e acrescentados 0,6mL de
Tween 80 (MERCK - Germany), homogeinizados novamente no vortex (MARCONI
— MA-162 - Piracicaba,SP - BR), e acrescentado 13,2mL de agua destilada
triesterilizada.

A preparacdo de todas as emulsdes foi realizada em capela de fluxo laminar
(MARCONI - Piracicaba,SP — BR), utilizando uma balanca de precisao 0,0001g
(SARTORIUS - Germany) para pesagem dos componentes so6lidos e uma micropipeta

de variagdo de 100 — 1000uL para medir o volume dos liquidos. As emulsdes foram
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mantida em temperatura refrigerada, em frascos de vidro, na cor &mbar, com tampas

rosquedveis, seladas com parafilme e triesterilizadas.

4.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana das emulsdes do dleo-

resina da copaiba

4.4.1 Microrganismos testes e preparacao de indculos

Os microrganismos utilizados foram: Streptococcus mutans ATCC25175,
Streptococcus  oralis  ATCC10557, Streptococcus salivarius ATCC7073 e
Lactobacillus casei ATCC7469.

As cepas bacterianas foram fornecidas pelo laboratério do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade de Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro) (Anexo A -D).

Para obtengdo do in6culo os microrganismos foram reativados em agar
nutritivo Brain Heart Infusion (BHI — HIMEDIA — Mumbai, IN), em tubos de ensaio
10x150mm, incubados a 37°C por 24 horas em aerofilia, para Streptococcus oralis,
Streptococcus  salivarius e Lactobacillus casei, e em microaerofilia para
Streptococcus mutans. Em condigdes assépticas, foram retiradas aliquotas das
bactérias com o auxilio de uma al¢a de platina esterilizada de Smm de didmetro e
inoculadas em SmL de caldo BHI (HIMEDIA — Mumbai, IN), estéril, em tubos de
ensaio 10x150mm. As suspensodes foram turbilhonadas em vortex (MARCONI — MA-
162 - Piracicaba,SP — BR) até se tornarem homogénea. Padronizou-se o indculo pela
escala #0.5 de McFarland (Probac do Brasil — Sao Paulo,SP - BR) de modo a fornecer

um padrio de 10° UFC/mL.
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4.4.2 Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida
Minima (CBM)

A atividade antibacteriana das emulsoes oleo-resina da Copaifera multijuga,
nas concentracdes de 10%, 30%, 10% do 6leo-resina de Copaiba + 1% Amirina e
30% do Oleo-resina de Copaiba + 1% Amirina foram determinadas segundo
metodologia da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em microdiluicdo proposta
por NCCLS (2003), Andrews (2001), adaptacdo de Sampaio et al (2009).

As emulsoes testes foram diluidas na concentragdo de 1:1, com DMSO
(VETEC Germany), formando a solu¢do-mae. O digluconato de clorexidina a 2%
(FGM - Joinville, SC - Brasil) foi utilizado como controle.

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar (MARCONI —
Piracicaba,SP — BR), com vidrarias, ponteiras ¢ meios de cultura previamente
esterilizados. Foram utilizadas microplacas de 96 orificios (em forma de “U”), de
forma que em cada pogo houvesse um volume final de 100 pL. Na placa, as colunas
foram distribuidas nos nimeros de 1 a 12 e as linhas nas letras “A “até¢ o “H”. Nos
pocos foram distribuidas as emulsdes de forma a conter as diferentes concentragdes
das substancias testes. O sistema de dilui¢ao foi controlado pelo volume da solugao-
mae utilizada, ocupando os pogos 2 a 11 (Tabela 01 e 02 - SM). Nos mesmos pogos
foram acrescentados um volume padrio de in6culo (20uL) e complementou-se o
volume final com meio (Tabela 01 e 02 — Meio puL).

A coluna 01 representou a esterilidade da substancia teste, emulsdo+meio sem
bactérias. A coluna 12 representou a viabilidade das bactérias, meio + indculo sem
emulsdo teste. A linha G representou o veiculo (controle negativo) e linha H o

digluconato de clorexidina a 2% (controle positivo) (FGM — Joinville, SC — Brasil).
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Para cada bactéria foi utilizada duas microplacas, uma testando a emulsdo do 6leo-
resina da copaiba a 10%, nas linhas A,B e C, e a emulsdo do 6leo-resina da copaiba a
10% + 1% de amirina, nas linhas D, E e F. Na outra microplaca testou-se as emulsdes
do 6leo-resina da copaiba a 30%, nas linhas A,B e C, e a emulsdo do 6leo-resina da
copaiba a 30% + 1% de amirina nas linhas D, E e F (Figura 02). A atividade

antibacteriana de cada emulsao foi testada em triplicata.

Linhas

. Nl ooévwﬁ \!
o5 v WS, h)

.

Coluna 01 — Esterilidade das

Microplaca 01

Emulsao
Copaiba a 10%

Emulsao
Copaiba a 10%
+ Amirina 1%

Veiculo
Digluconato de

Clorexidina a
2%

Coluna 12 — Viabilidade das

Microplaca 02

Emulsao
Copaiba a 30%

Emulsao
Copaiba a 30%
+ Amirina 1%

Veiculo
Digluconato de

Clorexidina a
2%

Solug¢des (Sol.+meio sem indculo) @bactérias (meio+indculo)

Figura 02 — Esquema de distribui¢do dos produtos testes na microplaca de 96 orificios, para cada

bactéria.
Pocos Sol. SM Inéculo Meio Vol. Final Cotf;lfll:;:)l da
Mie (SM) (L) (nL) (nL) (nL) (uL/mL)

Al B1 Cl Copaiba 10% 80 - 20 100 400
A2 B2 C2 Copaiba 10% 80 20 - 100 400
A3 B3 C3 Copaiba 10% 70 20 10 100 350
A4 B4 C4 Copaiba 10% 60 20 20 100 300
A5 B5 C5 Copaiba 10% 55 20 25 100 275
A6 B6 C6 Copaiba 10% 50 20 30 100 250
A7 B7 C7 Copaiba 10% 45 20 35 100 225
A8 B8 C8 Copaiba 10% 40 20 40 100 200
A9 B9 C9 Copaiba 10% 35 20 45 100 175
A10 B10 C10 Copaiba 10% 30 20 50 100 150
All | Bl1 Cl1 Copaiba 10% 25 20 55 100 125
Al2 B12 C12 Meio+bactéria - 20 80 100 -

Tabela 01 - Dilui¢ao da emulso de copaiba a 10%.
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Pocos Sol. SM Inoculo Meio Vol. final Cor;;.ul;“ll:;)l da

Mie (nL) (nL) (nL) (uL) (uL /mL)
Al B1 Cl Copaiba 30% 80 - 20 100 400
A2 B2 C2 Copaiba 30% 80 20 - 100 400
A3 B3 C3 Copaiba 30% 70 20 10 100 350
A4 B4 C4 Copaiba 30% 60 20 20 100 300
A5 B5 C5 Copaiba 30% 55 20 25 100 275
A6 B6 C6 Copaiba 30% 50 20 30 100 250
A7 B7 C7 Copaiba 30% 45 20 35 100 225
A8 B8 C8 Copaiba 30% 40 20 40 100 200
A9 B9 C9 Copaiba 30% 35 20 45 100 175
Al10 B10 C10 Copaiba 30% 30 20 50 100 150
All | Bl1 Cll Copaiba 30% 25 20 55 100 125
Al2 B12 C12 Meiotbactéria - 20 80 100 -

Tabela 02 - Dilui¢ao da emulsdo de copaiba a 30%.

Apo6s o preenchimento de todos os pogos, as microplacas foram seladas com
parafilme e incubadas a 37° C por 24 horas, aerofilia para o Streptococcus oralis,
Lactobacillus casei, Streptococcus salivarius € em microaerofilia o Streptococcus
mutans.

Ap6s o periodo de incubagdo, foram incluidas nos pogos 30uL de resazurina
(Sigma Aldrich — USA) preparado em solugdo aquosa (0,01%, 10 mg diluida em 100
mL). As placas foram novamente incubadas por 30 minutos.

A auséncia de mudanga de cor nos orificios foi interpretada como
microrganismo sensivel a emulsdo testada.

Na concentragdo bactericida minima (CBM), foram retirados 100uL dos pogos
das emulsdes da copaiba em diferentes concentragdes (linha C e F), semeadas em agar
BHI e incubadas a 37°C em aerofilia e microaerofilia de acordo com o microrganismo

testados durante 24 horas para confirmar a presenca de bactérias viaveis.
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4.4.3 Analise de viabilidade celular por técnica de fluorescéncia

A atividade de viabilidade celular das emulsdes do o6leo-resina da Copaifera

multijuga, nas concentracdes de 30% e 30% com amirina 1% foram determinadas

segundo metodologia da fluorescéncia proposta por Filoche et al (2007) frente ao

Streptococcus mutans UA 159-2 e Lactobacillus casei ATCC7469.

O volume das emulsdes testes seguem as diluigdes descritas na Tabela 03.

Solucio

ImL de emulsao+ 1mL

Mie (SM) | Tween 80+ ImL DMSO Meio BHI Volume Total
SMI1 500uL 5000 1000 L
SM2 500uL 2500uL 3000 ul.
SM3 500uL 4500uL 5000 L.

Tabela 03 - Dilui¢do das emulsdes testes para determinar diferentes solu¢des mae.

O teste de viabilidade celular necessitou da realizacdo da CIM conforme

descrito no item 4.4.2. A CIM foi determinada em diferentes concentracdes de acordo

com a Tabela 04.

Conc. final
Pocos Sol. SM Inoculo Meio Vol. final (uL de
Mie (nL) (nL) (nL) (uL) Copaiba/mL de
emulsao)
Al Cl El SM1 80 20 - 100 120
A2 C2 E2 SM1 70 20 10 100 105
A3 C3 E3 SM1 60 20 20 100 90
A4 C4 E4 SM1 50 20 30 100 75
A5 C5 E5 SM1 40 20 20 100 60
A6 Cé6 E6 SM1 30 20 50 100 45
A7 C7 E7 SM1 20 20 60 100 30
A8 C38 ES SM2 55 20 25 100 27,5
A9 C9 E9 SM2 50 20 30 100 25
A10 C10 E10 SM2 45 20 35 100 22,5
All Cl1 Ell SM2 40 20 40 100 20
Al2 | C12 El12 SM2 35 20 45 100 17,5
Bl Dl F1 SM3 50 20 30 100 15
B2 D2 F2 SM3 45 20 35 100 13,5
B3 D3 F3 SM3 40 20 40 100 12
B4 D4 F4 SM3 35 20 45 100 10,5
B5 D5 F5 SM3 30 20 50 100 9
B6 D6 Fo6 SM3 25 20 55 100 7,5
B7 D7 F7 SM3 20 20 60 100 6
B8 D8 F8 SM3 15 20 65 100 4,5

Tabela 04 - Diluig¢do da emulsdo de Copaiba a 30% na placa de 96 pogos para a CIM.
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A partir do resultado das CIM das emulsdes de Copaiba a 30% e Copaiba
30% com Amirina, a observacdo de viabilidade celular dessas concentragdes foram
re-avaliadas por leitura de fluorescéncia através do LIVE/DEAD® BacLight™
Bacterial Viability Kit L13152 (Molecular Probes - Eugene - Estados Unidos). Neste
sistema as células vidveis e sem dano de parede celular sio coradas de verde
(Componente A: SYTO 9), e em vermelho (Componente B: iodeto de propideo) as
células com danos na membrana celular.

Foram preparadas suspensdes bacterianas para constru¢do da curva padrio,
através de concentragdes conhecidas de bactérias viaveis e células mortas.

Para o preparo das suspensdes bacterianas foram utilizados dois tubos falcon,
identificados com rotulo de bactérias vivas ou células mortas. Em cada tubo foi
inserido 3mL de caldo BHI contendo os indculos de acordo com os microrganismos
testes. Os tubos foram centrifugados durante 15 minutos, em seguida o sobrenadante
foi removido.

O infranadante foi ressuspendido com 240 pL. de NaCl e homogeinizado no
vortex. Em seguida foi acrescentado 4,8mL de NaCl no tubo representante de
bactérias vivas e no outro tubo representante de células mortas e em seguida foi
adicionado 4,8mL de élcool isopropilico a 70%. Os dois tubos foram incubados em
temperatura ambiente por 60 minutos com agitagdo a cada 15 minutos. Foram
novamente centrifugados por mais 15 minutos e o sobrenadante removido e o
infranadante ressuspendido com 2,4mL de NaCl.

Os padroes de células bacterianas foram preparados por proporcdes de
concentragdes conhecidas de bactérias vidveis e células mortas, da seguinte forma :
0:100, ou seja 0 de bactérias viaveis para 100 de células mortas; 20:80; 50:50; 80:20 e

100:0. Placas com 96 pocos de cor negra para controle de luminosidade (Greiner-Bio-
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One) foram utilizadas para constru¢do das curvas-padrdo. Nos pocos Al a A5 foram
inseridos 100 pL das propor¢des de concentragdo de bactérias vivas e células
mortas. Nos pocos Bl a B5 foram colocadas 100 uL das aliquotas do resultado da
CIM, considerando duas concentracdes a frente e duas apo0s.

Foram preparadas volumes iguais de SYTO9 e lodeto de propidio e
misturados sob forte agitagdo por 3 minutos. Um volume de 30 pL da mistura foi
adicionado na placa de fluorescéncia. Os pogos foram entdo incubados no escuro e a
temperatura ambiente por 15 minutos.

A leitura foi realizada por intensidade de fluorescéncia através do leitor de
microplaca do tipo multi modo (FLUORStar Optima - BMGLab Tech - Alemanha)
sob filtro de excitagdo de 485 nm e de emissdo com 520 e 620 nm para deteccdao do

verde e vermelho respectivamente .

4.5 Avaliacao da citotoxicidade de emulsoes do oOleo-resina da

Copaifera multijuga

4.5.1 Teste de hemolise

A atividade citotoxicidade das emulsdes da Copaifera multijuga, nas
concentragdes de 10%, 30%, 10% do 6leo-resina da copaiba com 1% de amirina e
30% de Oleo-resina da copaiba com 1% de amirina foram determinadas segundo
metodologia do teste de hemolise de Malpezzi et al (1993), que permite avaliar o
potencial das substincias em causar lesdes na membrana plasmatica da célula, seja

pela formagdo de poros ou pela ruptura total.
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4.5.1.1 Preparo da solucao de eritrocitos (S.E) 1%

Para obtencdo da solucdo de eritrocitos humanos, foi coletado 3 mL de
sangue venoso em tubo contendo citrato, em seguida foi centrifugado (Eppendorf -
Centrifugue 5804-R) em 2.500rpm em 10 minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante
foi desprezado e do concentrado de hemacias foi transferido ImL para uma proveta
contendo 99 mL de solugdo fisiologica 0,9 %, obtendo-se entdo uma solucdo de

eritrocitos a 1%.

Figura 03 — Material utilizado para realizagdo do teste de hemolise.

4.5.1.2 Diluicao das substancias testes

Foram realizadas oito diluigdes seriadas das substancias testes na
concentragdo inicial de 30uL/mL. No suporte de diluicdes foram colocadas no
primeiro pogo 970uL de solugdo fisiologica 0,9% e nos sete pogos seguintes S00uL.
Um volume de 30uL de solucdo teste foram adicionados no primeiro pogo,
homogeinizado e transferido 500uL para o préoximo poco, até chegar ao ultimo

atingindo uma concentracdo de 0,23ul/mL (Figura 04).
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500uL Sol.Fisiologica

970uL Sol.Fisiologica
+ 30pL Sol.Teste

Figura 04 - Esquema da demonstragdo da microdiluigdo.

4.5.1.3 Preparo das placas

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, em que foram adicionados
270 puL de suspensdo de eritrocitos a 1% e 30 pL da substincia teste diluida. As
substancias foram testadas nas concentragdes de 30ulL/mL a 0,23ul/mL, em
triplicata. Foi realizada uma coluna branco, devido as substincias testes que
apresentaram uma coloragdo esbranquicada, em que foram adicionados 270uL de
solugdo salina a 0,9% e 30uL da substancia teste diluida. Para controle positivo foi
utilizado o Triton X (que corresponde a inducdo de 100% de hemolise) e para

controle negativo utilizou-se somente solugdo salina a 0,9%.

As placas foram incubadas durante uma hora a +37°C no TermoShaker
(Agimax), em seguida foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. Apds

centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outra microplaca de 96 pocos para a
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leitura da absorbancia no espectrofotdometro de placa (BackmanCoulter — DTX 800)
no comprimento de onda de 540nm. A atividade da substancia teste foi determinada
diminuindo o valor da absorbancia da solugdo sem eritrocitos e comparando aos

controles positivo e negativo (Figura 05).

-
-
-

-

-
-
-
-

Figura 05 - A — Distribui¢do do volumes das emulsdes testes nas diferentes concentragdes na
microplaca; B — Incubagdo das microplacas em Shaker a 37°C por uma hora; C — Centrifugagio das
microplacas por 10 minutos para separar o sobrenadante do infranadante; D — Microplacas com os
sobrenadantes, ja podendo observar os produtos que obtiveram hemolise pela coloragdo; E —
espectrofotdmetro para a leitura das microplacas.

4.5.2 Teste de cultura de células

A citotoxicidade dos produtos foram testados frente (fibroblastos murinos)
NHI3T3, através do ensaio de Alamar Blue™ (AHMED et al, 1994). As células

foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino,
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2mM de glutamina, 100ug/mL de estreptomicina e 100U/mL de penicilina, e
incubados a 37°C, com uma atmosfera de 5% de CO,.

Ap0s as células cultivadas terem atingido uma confluéncia entre 70 a 100%
ocorreu o processo de tripsinizagdo e a contagem das mesmas em camara de
Neubauer. Para os experimentos, as células foram semeadas em placas de 96 pocos
(2,5 x 10* células/ 100uL /pogo), durante 24h, periodo necessario para que ocorra a
adesdo das células na placa, a 37°C, com uma atmosfera de 5% de CO,. Em seguida,
100uL dos produtos foram adicionados a cada pogo na concentragdo de SuL/mL e as
células incubadas durante 72h, nas mesmas condigdes ambientes.

Os pogos controles positivos receberam somente meio de cultura. O
experimento foi realizado em triplicata. Trés horas antes do final da incubagdo, 10uL
de Alamar Blue™ 0,02% foi adicionado a cada pogo. O sinal de fluorescéncia foi
monitorada através de um leitor multiplaca usando comprimento de onda de excitagdo
530-560nm e 590nm de comprimento de onda de emissdo. O sinal fluorescente
gerado foi proporcional ao nimero de células vivas na amostra, de acordo com o

ensaio.

4.6 Influéncia do tempo de aplicacio das substiancias testes na

alteracao de cor dos dentes humanos

4.6.1 Confeccao dos corpos de prova

A confeccdo dos corpos de prova seguiu a metodologia proposta por Aratjo et

al (1998Db). Para este estudo, foram utilizados 75 dentes humanos extraidos por razdes
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ortodonticas e/ou cirtrgicas para a confeccdo de 150 corpos-de-prova. Apods a
extracdo, os dentes foram armazenados em timol 2% por um periodo minimo de 24
horas, a fim de descontamind-los. A coroa foi separada da raiz ao nivel da jungdo
amelo-cementaria, com o auxilio de uma cortadeira (PRESI Mecatome, Grenoble-
France, p100) ajustada com disco de diamante dupla face (Figura 06 e 07). O segundo
corte foi para a seccdo da coroa no sentido mésio-distal, obtendo-se dois corpos de
prova a cada dente seccionado. Cada corpo de prova foi armazenado em recipientes

individuais contendo agua deionizada e mantido a temperatura de =37 °C.

Figura 06 — Dente posicionado na cortadeira com disco de diamante.

Figura 07 - Secg@o a cora da raiz do dente.

Os corpos-de-prova foram distribuidos de acordo com os seguintes grupos

experimentais:
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¢ Grupo I- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo do 6leo-resina da copaiba
10% nos periodos de 10 segundos, 30 segundos ¢ 10 minutos;

¢ Grupo II- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo do 6leo-resina da copaiba
30% nos periodos de 10 segundos, 30 segundos e 10 minutos;

¢ Grupo III- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo do dleo-resina da copaiba
10% com amirina nos periodos de 10 segundos, 30 segundos e 10 minutos;

¢ Grupo IV- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo do dleo-resina da copaiba
30% com amirina nos periodos de 10 segundos, 30 segundos e 10 minutos;

¢ Grupo V (Controle)- 10 corpos-de-prova imersos na solugdo de clorexidina a
2% (FGM — Joinville, SC — Brasil) nos periodos de 10 segundos, 30 segundos

e 10 minutos;

4.6.2 Imersao dos corpos de prova nas emulsdes testes

Os corpos de prova foram imersos nas substincias testes durante 10

segundos, 30 segundos ou 10 minutos de acordo com os grupos experimentais (Figura

08).

Figura 08 - Imersdo do corpo de prova na emulsdo teste.
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4.6.3 Leitura de cor

Anteriormente ao tratamento foi realizada a leitura da cor dos dentes no
tempo inicial (TO) de cada corpo de prova. A cor foi determinada através dos
parametros do sistema CIE lab (L* a* b*), no qual L* indica a luminosidade onde a
média varia de 0 (preto) para 100 (branco) e o a*e b* o matiz, sendo que o a*
representa a saturacdo no eixo vermelho-verde e o b* a saturagdo no eixo azul-
amarelo (Figura 09). A comparagdo da alteracao de cor dos dentes antes e apds as

substancias testes foi dada pela diferenca de cor que foi representada pela equagdo:

AE* ab= ( (AL*)* " (Aa*)*+ (Ab*)* ) ** onde:
AL*=L*'—L** (leitura apds o uso da solugdo menos a leitura prévia)

1 0 : r ~ . , .
Aa*=a* - a*"  (leitura ap6s o uso da solugdo menos a leitura prévia)

Ab*=b*' —b**  (leitura ap6s o uso da solug¢iio menos a leitura prévia)

Figura 09 - A - Mensuragdo da cor sobre o corpo de prova; B — Leitura da cor no
espectofotdmetro.

Foi utilizado para a mensuragdo objetiva da cor o aparelho VITAEasyshade

(Easyshade®, Vivadent, Brea, CA, USA) (Figura 10).
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Figura 10 — Espectrofotometro.

4.7 Avaliacdo da compatibilidade biologica de emulsées do oleo--

resina da Copaifera multijuga em molares de ratos

Os estudos relacionados a compatibilidade bioldgica da Copaiba, seguiram a

metodologia emprega por Bandeira et al (1999).

4.7.1. Pastas Experimentais
Foram preparadas pastas com as seguintes formulagdes:

4.7.1.1 Pasta composta de hidroxido de calcio com propilenoglicol 400

mais Oleo-resina in natura da Copaifera multijuga a 10%

Na confeccdo da pasta foram utilizados 0,098g de hidroxido de calcio p.a
(Biodinamica — Ibipord,PR - BR), 0,002g de amirina, 0,08mL de propilenoglicol 400
e 0,02mL do 6leo-resina da copaiba in natura. Estes materiais foram manipulados
com a espatula n° 24 (DUFLEX) sobre uma placa de vidro estéril até obter uma pasta

homogénea.



79

4.7.1.2 Pasta composta de hidréxido de calcio com propilenoglicol 400

Na confeccdo da pasta foram utilizados 0,1g de hidroxido de calcio p.a
(Biodinamica — Ibipora,PR - BR), 0,ImL de propilenoglicol 400. Estes materiais
foram manipulados com a espatula n° 24 (DUFLEX) sobre uma placa de vidro estéril
até obter uma pasta homogénea.

Na preparacdo de todas as pastas foi utilizada uma balanga de precisdo
0,0001g (SARTORIUS - Geermany) para pesagem dos componentes sélidos e uma
micropipeta de variacdo de 2 — 200uL para medir o volume dos liquidos. As pastas
foram manipuladas antes de sua aplicagdo nas exposi¢des pulpares dos dentes dos
ratos.

As emulsdes experimentais foram preparadas de acordo com o topico 4.3.
Nesta parte de trabalho s6 foram realizadas o teste de biocompatibilidade com as
emulsdes do 6leo-resina da copaiba a 10% com amirina e 30% com amirina, devido

aos resultados de atividade hemolitica e alteragdo de cor realizados anteriormente.

4.7.2. Animais de experimentacao

A atividade experimental foi realizada no Biotério do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia-INPA. No desenvolvimento da presente pesquisa foram
utilizados 12 ratos, do tipo Rattus norvegicus, albinus, Holtzman, linhagem Wistar,
machos, adultos jovens, e pesando em média 180 a 220 gramas.

Foram utilizados 24 primeiros molares superiores, distribuidos em 4 grupos
experimentais, utilizando 3 dentes para cada grupo. No experimento os ratos foram
distribuidos aleatoriamente nos grupos experimentais de 7 ¢ 30 dias, em forma de

rodizio empregando nos ratos pastas e emulsdes de limpezas distintas (Tabela 05).



80

Grupo Sol. De Limpeza Pasta
Emulsio da Copaiba pasta de hidroxido de célcio
Grupo | a 10% + amirinI; 1o, | com copaiba a 10% e amirina 3 3
al%
Emulsio da Copaiba pasta de hidroxido de célcio
Grupo 11 2 30%+ amiring 19 | com copaiba a 10% e amirina 3 3
() ()
al%
Sol. hidréxido de pasta de hidroxido de célcio
Grupo 1 c.;fllcio 2 10% com copaiba a 10% e amirina 3 3
’ al%
.Gggg?rgl\; So;;’ll}(l: 1ic(1)rzx11 (()1((;0 L pasta de hidroxido de célcio 3 3

Tabela 05 — Distribuicdo dos grupos e periodos experimentais para capeamento pulpar.

4.7.3. Preparo dos animais

Foi utilizado um relaxante muscular (Rompum - Cloridrato de xilasina a 2%,
0,01mL/100mg, Bayer do Brasil S/A, Sao Paulo, SP - BR) e um anestésico geral a
base de Cetamina (Cetamim®, Cloridrato de Cetamina 10%, 0,15mL/100mg, Syntec
do Brasil, Cotia, SP - BR) por meio de inje¢do intramuscular. Apds a anestesia, 0s
animais foram mantidos na mesa de DOKU modificada (DOKU et a/, 1966) .

Todo o instrumental utilizado foi esterilizado em autoclave a 120°C, por 30

minutos.

Inicialmente foi realizada a antissepsia da cavidade oral dos animais com
solugdo de digluconato de clorexidina a 2% (FGM — Joinville, SC - Brasil), embebida
em cotonete, visando reduzir quantitativamente os microrganismos. Foi realizado o

: L 0
isolamento do campo operatdrio com cones de papel absorvente n” 80.



81

4.7.4 Técnica Operatoria

A abertura inicial da cavidade foi realizada na face oclusal dos primeiros
molares superiores. Para isso, foi utilizada inicialmente uma broca cone invertido
n°33 %, com o objetivo de ampliar a cavidade até proximo ao teto da camara pulpar,
através de movimentos giratérios manuais que permitam melhor controle operatorio,
além de evitar superaquecimento e diminuir traumatismo.

Utilizou-se um trépano especial de ponta afilada para exposi¢do pulpar e, em
seguida, foi irrigada a cavidade com emulsdo teste ou o controle, controlando a
hemorragia pulpar com auxilio de cones de papel absorvente esterilizados.

Em seguida, foi realizado o capeamento pulpar direto, colocando
suavemente as pastas experimentais (Tabela 05), as pastas foram protegidas com guta

percha e os dentes posteriormente restaurados com amalgama (Figura 11).

& -~ !‘

Figura 11 - A - Mesa Clinica para procedimento de capeamento pulpar; B — Animal posicionado na
mesa Doku modificada; C — Antissepsia da cavidade; D — Abertura da cavidade com broca 33 % ; E —
Exposi¢do pulpar; F — Secagem da cavidade com papel absorvente; G — Dente restaurado com
amalgama.

Apds a remogdo do isolamento relativo, os animais foram identificados e

mantidos em total recuperagdo. Posteriormente, os mesmos foram colocados em
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gaiolas individuais e alimentados com ragdao balanceada e agua “ad libitum” até que
completem os periodos experimentais de 7 e 30 dias.

O estado geral dos animais foi avaliado diariamente e, a cada 5 dias, além
das condigdes do selamento cavitario, através do exame minucioso dos molares

utilizados no experimento mediante sedagao.

4.7.5. Sacrificio dos animais

Ao final dos periodos experimentais, os animais foram anestesiados e seus
maxilares foram removidos, recortados e imediatamente imersos para fixacdo em
formalina neutra tamponada a 10% por 48 horas, colocados em frascos rotulados com
identificacdo do material e periodo experimental. Os animais foram sacrificados por

sobredoses anestésicas.

4.7.6 Tramitagdo histopatologica

Em seguida, as pecas foram lavadas por 24 horas e desmineralizadas com
auxilio de solucdo preconizada por Morse (1945), constituida de acido formico a 50%
e citrato de sédio a 20%, em partes iguais, por 18 a 20 dias, dependendo da
possibilidade de introdu¢do de uma agulha histopatologica.

As pecas foram lavadas em &4gua corrente por 24 horas e o amalgama
utilizado no selamento cavitario, foi removido. Posteriormente, foram neutralizadas
em solugdo de sulfato de sédio a 5% por 72 horas e, novamente, lavadas em agua
corrente por 24 horas.

Os espécimes obtidos sofreram tramitacdo laboratorial de rotina, no

Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Departamento de Patologia e Medicina Legal
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da Universidade Federal, sendo desidratados em alcoois de concentragdo crescente,
diafanizados em xilol e impregnados em parafina no processador histotécnico (Lupe,
processador automatico de tecidos Lupe, SP, Brasil).

As pecas foram incluidas em parafina, posicionando a face vestibular dos
molares na lateral do bloco, a fim de que ficasse (a vestibular dos molares) paralela a
navalha do micrétomo. Cada bloco de parafina permaneceu estabilizado em um
megacassete para estabilizacdo no micrdtomo, a fim de ndo haver movimentacdo do
mesmo durante os cortes.

A microtomia foi realizada por meio de um micrétomo rotativo (Modelo
Histocut 820, Aotec, SP, Brasil), em cortes seriados, com espessura de 5 pum no
sentido do longo eixo do dente (sentido mésio-distal) e do trajeto da abertura
corondria. Apds cada corte, as fitas (contendo os tecidos e a parafina), foram imersas
em alcool 20% e em seguida, levadas a agua quente (50°C) em banho histolégico
(modelo OMA, SP - BR). As fitas foram colocadas sobre as laminas, para posterior
coloragao.

As laminas utilizadas foram coradas em hematoxicilina/eosina permitindo a
avaliagdo dos espécimes em microscopia Otica comum da seguinte forma:
Inicialmente as fitas de parafinas foram desparafinizadas e hidratadas, foram mantidas
durante 3 minutos, respectivamente, nas seguintes solugdes: xilol I, xilol II,
alcool\xilol (partes iguais), alcool absoluto, alcool 90%, alcool 70%, adgua destilada.
Em seguida, filtrou-se a hematoxilina em papel filtro, despejou-a num reservatorio de
vidro e imergiu as ldminas durante 4 minutos. Lavou-as em agua corrente, removendo
o excesso do corante. As ldminas permaneceram em agua por 3 minutos. Em seguida,
imergiu-as em eosina durante 2 minutos. Lavou-as rapidamente em dgua corrente para

remover o excesso do corante. Lavou-as rapidamente em alcool 95%. Em seguida, foi
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realizada a desidratagdo e diafanizagdo, mantendo durante 3 minutos nas seguintes

solugdes, respectivamente: alcool absoluto I, dlcool absoluto II, alcool\xilol (partes

iguais), xilol I e xilol II. Colocou-se sobre o tecido, resina sintética fluida (marca

Permount) e laminula.

comum para andlise descritiva do quadro reacional da area adjacente

pulpar, visando as alteragdes teciduais (grau de inflamagao e reparo).

Os cortes foram avaliados histomorfologicamente em microscopia dptica

\

a

exposicao

Foi realizada uma descri¢do detalhada de cada situacdo experimental,

baseada na evolucao dos eventos.

4.7.7 Analise histopatologica

A andlise histopatoldgica foi realizada no microscopio (AXIOPLAN- ZEISS)

no departamento de Patologia da Universidade Federal do Amazonas.

Os cortes foram avaliados, seguindo a metodologia de Cox et al (1996)

modificado seguindo o Quadro 01.

n. da
lami
na

Vasos
Sanguineos

Barreira Mineralizada Infiltrado Inflamatério Tipo IF
Raspas de

Cong Tromb
estos osados

dentina Jovem Madura Leve Moderado Intenso Mono PMN

Cel.
Vacuo
lizada
s

Calcifi
cacdo

Fibrose

Residuos
enegrecidos

Quadro 01 — Estruturas analisadas durante a avaliacdo histopatologica.

Os principais aspectos foram documentados através de fotomicrografias. Os

dados foram tabulados em quadros semelhante ao quadro 01, sendo preenchido por

periodo experimental (Apéndice A, B e C).
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4.8 Analise estatistica

A atividade antibacteriana, a compatibilidade bioldgica e o teste de hemolise
foram analisados de forma descritiva. A compatibilidade bioldgica em molares de rato
foi realizada através de leitura cega, onde o patologista desconhecia os periodos e os
grupos experimentais. O teste de hemodlise foi demonstrado pela média percentual
com desvio padrdo, e uma regressao linear sigmoidal, para o calculo da EC50.

O teste de cultura de células foram avaliados através da analise de variancia 1
way com pos teste de comparagdo multipla de Dunnett, valores de (*) p<0,05 n=3.

Nos testes de alteracdo cromatica dos dentes as variaveis quantitativas foram
calculadas utilizando a mediana e os quartis (Q;), pois os dados ndo apresentavam
distribuicdo normal ao nivel de 5% de significancia. Na compara¢do das medianas foi
aplicada a estatistica de teste de Kruskal-Wallis para comparacdo nos diferentes
grupos € Mann-Whitney para a comparagdo de duas medianas (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info 3.5.3 para Windows

desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC (www.cdc.gov/epiinfo). O nivel

de significancia fixado para aplicagdo dos testes foi de 5%.
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4.9 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado sob CAAE n.°0312.0.115.000-08 no
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas, conforme
parecer em anexo (Anexo — E).
O projeto foi submetido no Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal do Amazonas.
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5. RESULTADOS

5.1 Cromatografia

Os resultados da andlise cromatografica do 6leo-resina da Copaifera multijuga
Hayne revelaram que entre os seus componentes estdo varios sesquiterpenos,
principalmente B-cariofileno (9,2%), a-humuleno (1,8%), germacreno D (3,5%),
oxido de cariofileno (11,5%), cubenol (16,7%) e bisabolol (7,2%) e também
diterpenos de esqueleto labdano, como os dacidos copalico (2,1 %), 3B-hidroxi-

copalico (1,7%) e pinifolico (1,3%).
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Grafico 1- Cromatograma obtido em cromatdgrafo em fase gasosa do 6leo-resina de Copaifera
multijuga Hayne utilizado no estudo.

5.2 Atividade Antibacteriana
5.2.1 Concentracao Inibitoéria Minima (CIM) e Concentra¢ao Bactericida
Minima (CBM)

O resultados da atividade antibacteriana através do teste da Concentracao

Inibitoria Minima (CIM) estdo expressos na Tabela 06.
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~ CIM das Emulsées (nL./mL) frente as bactérias testes
Emulsoes Testes : . .
S. mutans S. oralis S. salivarius L. casei

Emulsao copaibal(0%

Emulsao copaibal0%
+ amirina 1%

RIVZS
Emulsao copaiba
30% + amirina 1%

Tabela 06 - Concentragdo inibitoria minima das emulsdes frente aos microrganismos.

A tabela 06 demonstra a atividade antibacteriana das emulsdes do 6leo-resina
da copaiba a 10% e a 10% com amirina foram 125ul/mL enquanto as emulsdes do
6leo-resina da copaiba a 30% e a 30% com amirina foram a 125pL/mL frente

Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius, Lactobacillus

casei (Figura 12).
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Figura 12 - Emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 30% e Emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 30%+
amirina al% frente ao S.mutans. Coluna 12 observa-se a viabilidade da bactéria. Linha G observa-se o
veiculo e na linha H o Digluconato de Clorexidina a 2%.
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A atividade da concentragdo bactericida minima (CBM) esta apresentada na Tabela

07.

Emulsoes CBM das Emulsées (uL/mL) frente as bactérias testes
Testes S. mutans

Emulsao
175
copaiba 10%

Emulsao
copaiba 10% + 150 125 Acima de 125 300
amirina 1%

Elr}ulsaoo 125 125 Acima de 125 300
copaiba 30%

Emulsao
copaiba 30% + 125 125 Acima de 125 275
amirina 1%
Tabela 07 - Concentragdo bactericida minima das emulsdes testadas frente as bactérias testes.

125 Acima de 125 350

A Tabela 07 demonstrou que a emulsdo do dleo-resina da copaiba a 10%
apresentou atividade bactericida nas concentracdes de 175uL/mL, a copaiba a 10%
com amirina a 150ul/mL frente ao Streptococcus mutans (Figura 13 e 14); emulsdo
do o6leo-resina da copaiba a 10% e a 10% com amirina apresentou atividade
bactericida a 125uL/mL frente ao Streptococcus oralis; emulsdo do 6leo-resina da
copaiba a 10% apresentou atividade bactericida a 350puL/mL e a 10% com amirina a
300uL/mL frente ao Lactobacillus casei (Figura 15 e 16).

As emulsdes do oOleo-resina da copaiba a 30% e a 30% com amirina
apresentaram atividade bactericida nas concentracdes de 125ul/mL frente ao
Streptococcus mutans e Streptococcus oralis; as emulsdes do 6leo-resina da copaiba a
30% apresentou atividade bactericida na concentragdo de 300uL/mL e a copaiba a
30% com amirina a 275uL/mL frente ao Lactobacillus casei.

As emulsdes testadas frente ao Streptococcus salivarius nao apresentaram

atividade bactericida.
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Figura 15 - CBM da emulsdo da copaiba a 10% frente ao L.casei.
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Figura 16 - CBM da emulséo da copaiba 10% + amirina 1%.

5.2.2 Analise de viabilidade celular por técnica de fluorescéncia

Os resultados da andlise de viabilidade celular por técnica de fluorescéncia

estdo expressos na Tabela 08.

Emulsoes

Stretococcus mutans

Lactobacillus casei

% células

% células

CIM pL/mL i CIM pL/mL cr o .
viavels viavels
Copaiba 30% 9 8,50 12 6,59
r 0
Copaiba 30% + 45 11,22 60 11,20
amirina

Tabela 08 - A viabilidade celular por técnica de fluorescéncia das emulsdes do 6leo-resina de copaiba a

30% e a 30% com amirina nas referidas CIM encontradas frente aos microrganismos.

A CIM e a viabilidade celular da emulsdo da copaiba a 30% foi 9uL/mL e

8,59% de células viaveis para o Streptococcus mutans, respectivamente; 12ul./mL e

6,59% de células viaveis para o Lactobacillus casei, respectivamente;, a CIM ¢ a

viabilidade celular da emulsdo da copaiba a 30% + amirina foi 45ul/mL e 11,22% de

células viaveis para o Streptococcus mutans, respectivamente; 60uL/mL e 11,20% de

células vidveis para o Lactobacillus casei, respectivamente.
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5.3 Hemolise

Os resultados do teste de hemolise estdo expressos grafico 02.
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Grafico 02: Hemolise (%) causada por diferentes emulsdes do 6leo-resina da copaiba e controles em
hemécias humanas em relagdo ao controle triton X-100.

A emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% na concentragdo de 30uL/mL
apresentou atividade hemolitica de 70,82% (+7,81) de lise celular, enquanto a copaiba
a 10% com amirina na concentracdo de 30uL/mL apresentou 47,58% (£14,65). A
emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 30% nas concentragdo de 30uL/mL apresentou
uma atividade hemolitica de 71,16% (+12,51) de lise celular, e emulsdo a 30% com
amirina na mesma concentracao apresentou uma atividade de hemolitica de 44,67%
(£ 14,52).

O ¢leo-resina da copaiba in natura, o veiculo das emulsdes e a clorexidina a
2% proporcionaram lise celular de 0,72%, 0,71% e 1,87%, respectivamente.

Os graficos 03, 04, 05 e 06 demonstraram a Concentracao Efetiva de 50% de
lise celular (EC50) das substancias testes: emulsdo do dleo-resina da copaiba a 10%

EC50 = 11,15uL/mL; emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% com amirina EC50 =
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15,78ul/mL; emulsdo do oleo-resina da copaiba a 30% EC50 = 16,55uL/mL e

emulsao do 6leo-resina da copaiba a 30% com amirina EC50 = 32,89 uL/mL.

Copaiba 10%

EC50 | 11.15 |

% de Hemolise

0 10 20 30 40
[uL/mL]

Grafico 03 - Curva de hemolise da emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10%, R2=0,9593.

Copaiba 10% + Amirina 1%

[ EC50 [ ~15.78 |

% de Hemolise
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[uL/mL]

-20-

Grafico 04 - Curva de hemolise da emulsdo da copaiba a 10% + amirina 1%, R2=0,8594.

Copaiba 30%

EC50 = 16,55

% de Hemolise

10 20 30 40
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Grafico 05 - Curva de hemolise da emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 30%, R2=0,9465 .
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Grafico 06 - Curva de hemolise da emuls@o do 6leo-resina da copaiba a 30% + amirina, R?=0,08964.

5.4 Cultura de Células

Os resultados da cultura de células estdo expressos no Grafico 07.
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Grafico 07 - Viabilidade celular das emulsdes testes, frente a linhagem celular NHI3T3.
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O Grafico 07 demonstra que o 6leo-resina de copaiba in natura reduziu a
viabilidade celular em 94%. As emulsdes do Oleo-resina da copaiba a 10%, a 10%
com amirina ¢ a emulsdo do odleo-resina da copaiba a 30% com amirina a 1%
reduziram a viabilidade celular semelhante ao dleo-resina in natura. A emulsdo na
concentragdo de 30% de oOleo-resina da copaiba sem amirina apresentou maior

viabilidade celular (16%).

5.5 Influéncia do Tempo de Aplicacio das Substiancias Testes na

Alteraciao de Cor dos Dentes Humanos

Os resultados do teste de alteracdo de cor das emulsdes do 6leo-resina da

copaiba nas diferentes concentragdes estdo expressos nos graficos 08, 09, 10 e tabela

09.
p = 0,006 (Teste de Kruskal-Wallis)
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Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5%

Grafico 08 - Distribuicao segundo a mediana do score da alteracao de cor final em 10 segundos das
emulsdes do 6leo-resina da copaiba em dentes humanos, Manaus — AM.



96

O grafico 08 demonstra que no periodo de 10 segundos os grupos
experimentais da clorexidina 2%, emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% e a 10%
com amirina ¢ emulsdo do oOleo-resina da copaiba a 30% com amirina ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre si na alteragdo de cor dos dentes
humanos (AE). A emulsdo do oleo-resina da copaiba a 30% apresentou maior
alteracdo de cor dentes humanos (AE) em relacdo aos grupos experimentais sendo

significativamente diferente.

p = 0,002 (Teste de Kruskal-Wallis)
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Grafico 09 - Distribui¢do segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 30 segundos das
solugdes testes em dentes humanos, Manaus — AM.

O grafico 09 demonstra que no periodo de 30 segundos os grupos
experimentais da emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% + amirina apresentou
menor alteragdo de cor nos dentes humanos (AE). A clorexidina a 2% e a emulsdo do

6leo-resina da copaiba a 30% + amirina foram semelhantes entre si. A emulsdo do
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6leo-resina da copaiba a 10% e a 30% apresentaram maior alteracdo de cor nos dentes

humanos (AE) e foram semelhantes entre si p<0,05.

p < 0,001 (Teste de Kruskal-Wallis)
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Grafico 10 - Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10 minutos das
emulsdes do 6leo-resina da copaiba em dentes humanos, Manaus — AM.

O grafico 10 demonstra que no periodo de 10 minutos os grupos
experimentais da clorexidina 2% e da emulsdo do dleo-resina da copaiba a 30% +
amirina apresentaram menor alteracdo de cor nos dentes humanos (AE) sendo
semelhantes entre si. A emulsdo do O6leo-resina da copaiba a 10% e a 30%
apresentaram maior alteragdo de cor nos dentes humanos (AE) e foram semelhantes
entre si. A emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% + amirina foi semelhante a todos
0s grupos experimentais, apresentando, no entanto, menor altera¢ao de cor nos dentes
humanos (AE) em relagdo a emulsdo do dleo-resina da copaiba a 10% e a 30%

p=<0,05.
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Score
10 segundos 30 segundos 10 minutos
Grupos Med Q]/Q3 Med Q[/Q3 Med Q//Q3 p*

. 3,60° 1,93/4,32 3,81° 1,51/4,68 1,22b 0,85/1,80 0,009
Clorexidina

Copaiba 10% 3,21 2,24/6,11 10,00  3,98/12,72 7,41 2,66/14,69 0,059
0

Copaiba 10% + A 3,88 1,96/5,66 2,70 1,97/3,57 3,08 2,20/5,52 0,703

Copaiba 30% 13,73 7,28/20,12 8,35 4,05/17,87 7,49 5,12/21,86 0,532

Copaiba 30% + A 3,48 2,08/6,19 4,39 2,12/5,62 3,03 2,04/4,06 0,802

* Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis; Med = Mediana; Q; = quartis. Letras distintas indicam diferenga
estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 09 - Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10, 30 segundos e
10 minutos das solugdes testes em dentes humanos, Manaus — AM.

A tabela 09 demonstra que nos periodos experimentais todas as substancias
testes apresentaram alteragdo de cor nos dentes humanos (AE), sendo que a
clorexidina a 2% foi a inica que apresentou diferenca estatistica significativa p<0,05.

Comparando os grupos experimentais nos periodos foi verificado que em 10
segundos a emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% apresentou menor alteracao de
cor nos dentes humanos (AE). No periodo de 30 segundos foi a emulsdo do 6leo-
resina da copaiba a 10% + amirina e em 10 minutos essa alteracdo foi verificada na
clorexidina 2%, emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% + amirina e emulsdao do

6leo-resina da copaiba a 30% + amirina.
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5.6 Avaliacio da compatibilidade biolégica de emulsoes do odleo-

resina da Copaifera multijuga em molares de ratos

Periodo de 7 dias:

Neste periodo foram analisados 02 molares de ratos no grupo I (Emulsdo de
6leo resina da copaiba a 10% + amirina a 1% / Pasta de hidroxido de célcio + dleo
resina da copaiba a 10% + amirina a 1%) apresentaram infiltrado inflamatdrio
moderado (50%), sendo que em 01 molar ndo foi possivel visualizar as células
inflamatorias; presenga de raspas de dentina e de barreira mineralizada jovem (100%).

Nos grupos II, III e IV foram analisados 03 molares de ratos.

O grupo II (Emulsdao de 6leo resina da copaiba a 30% + amirina a 1% / Pasta de
hidroxido de célcio + 6leo resina da copaiba a 10% + amirina a 1%) demonstrou
presenga de infiltrados inflamatdrios leve (33,33%), moderado (33,33%), sendo que
em 01 molar ndo foi possivel visualizar as células inflamatorias; presenca de células
mononucleares com predominio de polimorfonucleares; presenca de vasos congestos
(33,33%) e vasos trombosados (33,33%), células vacuolizadas (33,33%) e raspas de

dentina; presenga de barreira mineralizada jovem (33,33%).
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Figura 17 — Grupo II (7 dias): Area de exposi¢io pulpar ($8); vasos trombosados (&);
Infiltrado inflamatorio leve com células polimorfonucleares (). HE(200X).

Figura 18 — Grupo II (7 dias) - Infiltrado inflamatdrio leve com células polimorfonucleares
(%), células vacuolizadas (). HE (400X).

No Grupo I (Solucdo de hidroxido de calcio a 10% / Pasta de hidroxido de

calcio + oleo resina da copaiba a 10% + amirina a 1%) foi evidenciado infiltrado
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inflamatorio leve (33,33%), moderado (33,33%), sendo que em 0l molar ndo foi
possivel visualizar as células inflamatorias; presenga de células mononucleares e
polimorfonucleares; presenca de vasos congestos (33,33%) e trombosados (66,66%),

células vacuolizadas e raspas de dentina; presenca de barreira mineralizada jovem

(33,33%), leve fibrose (33,33%).

Figura 19 — Grupo III (7 dias) - Area de exposigdo pulpar (38); vasos trombosados (&);
infiltrado inflamatério moderado,; barreira mineralizada (<1). HE (100X).

Figura 20 — Grupo III (7 dias) - Vasos trombosados (&); barreira mineralizada (X1). HE (200X).
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No Grupo IV (Controle - Solugdo de hidréxido de célcio a 10% / Pasta de
hidroxido de célcio) foi encontrado infiltrado inflamatério moderado (33,33%), sendo
que em 02 molares ndo foi possivel visualizar as células inflamatorias; presenca de
células de polimorfonucleares com predominio de células mononucleares; auséncia de
vasos congestos, trombosados e células vacuolizadas; presenga de raspas de dentina e

de barreira mineralizada jovem (66,66%); calcificagdo em formagao (33,33%).

Figura 21 — Grupo IV (7 dias) - Area de exposi¢do pulpar (38); infiltrado inflamatorio
moderado (*); barreira mineralizada (<1). HE (100X).

Periodo de 30 dias:

Em todos os grupos experimentais foram analisados 03 molares de ratos.
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O grupo I (Emulsdo de 6leo resina da copaiba a 10% + amirina a 1% / Pasta de
hidroxido de calcio + 6leo resina da copaiba a 10% + amirina a 1%) apresentou
infiltrado inflamatorio moderado (33,33%) e intenso (33,33%), sendo que em 01
molar ndo foi possivel visualizar as células inflamatorias; presenca de células
mononucleadas e com predominio de polimorfonucleares; auséncia de vasos
congestos e trombosados; presenca de células vacuolizadas (66,66%), raspas de
dentina (66,66%), calcificacdo em formagdo (66,66%) e de barreira mineralizada

madura (100%).

Figura 22 — Grupo I (30 dias) - Area de exposi¢do pulpar (38);barreira mineralizada (<X).
HE (100X).

O grupo 1T (Emulsao de 6leo resina da copaiba a 30% + amirina a 1% / Pasta

de hidroxido de calcio + 6leo resina da copaiba a 10% + amirina a 1%) demonstrou
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presenga de infiltrados inflamatdrios leve (33,33%), sendo que em 02 molares ndo foi
possivel visualizar as células inflamatdrias; presenca de células mononucleares e
polimorfonucleares; presenca de vasos congestos (33,33%), vasos trombosados
(33,33%), células vacuolizadas (66,66%); calcificacdo em formacao (33,33%); raspas
de dentina e presenga de barreira mineralizada madura (33,33%).

No Grupo I (Solucdo de hidroxido de calcio a 10% / Pasta de hidroxido de
calcio + 6leo resina da copaiba a 10% + amirina a 1%) ndo foi possivel evidenciar o
infiltrado inflamatério; presenca de vasos trombosados (33,33%), células
vacuolizadas (66,66%) e raspas de dentina; presenga de barreira mineralizada madura

em (66,66%), em um caso houve a presenca de barreira jovem e madura.

Figura 23 — Grupo III (30 dias) - Area de exposi¢do pulpar (38); vasos trombosados
(O)barreira mineralizada (X1). HE (100X).
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Figura 24 — Grupo IIT (30 dias) - Vasos trombosados (&), barreira mineralizada (<X)
observando as raspas de dentina seno englobadas pela barreira (€). HE (200X).

No Grupo IV (Controle - Solugdo de hidréxido de célcio a 10% / Pasta de
hidroxido de célcio) foi encontrado infiltrado inflamatério leve (66,66%), sendo que
em 01 molar ndo foi possivel visualizar as células inflamatorias; presenca de células
mononucleares e polimorfonucleares; vasos congestos e trombosados (33,33%);
células vacuolizadas (66,66%); presenca de raspas de dentina e de barreira
mineralizada jovem (33,33%) e madura (66,66%); calcificagdo em formagao

(33,33%).
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Figura 25 — Grupo IV (30 dias) - Area de exposigdo pulpar (38); Vasos trombosados (&) e
congestos (®); barreira mineralizada (<X1). HE (100X).

Figura 26 — Grupo IV (30 dias) - Vasos trombosados (&) e congestos (®); barreira
mineralizada (&1). HE (200X).
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6. DISCUSSAO

O Oleo-resina da copaiba vem sendo utilizado para diversos fins,
farmacoldgico ou ndo; suas propriedades medicinais foram bastante difundidas entre
os indios latino-americanos a época que os primeiros exploradores europeus
chegaram ao Brasil no século XVI. Este conhecimento, tudo indica, veio da
observag¢do do comportamento de certos animais que, quando feridos, esfregavam-se
nos troncos das copaibeiras para cicatrizarem suas feridas (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2002).

As propriedades medicinais deste Oleo-resina tem sido comprovadas com
trabalhos cientificos, como nas atividades antibacteriana, anti-inflamatoria,
antinoceptiva e anticancerigena (BANDEIRA et al, 1999; VEIGA JR et al, 2007;
GOMES et al, 2007, GOMES, 2008). Trabalhos tem demonstrado que o 6leo-resina
da copaiba apresenta atividade para uso na odontologia: na atividade antibacteriana
frente aos microrganismos de interesse odontologico, no capeamento pulpar, no
controle microbiolégico do biofime dental utilizando um gel a base de copaiba, como
um cimento obturador provisoério, € como cimento endodontico (BANDEIRA et al,
1999; SIMOES, 2004; ABNADER, 2005; VASCONCELOS et al, 2008; GARRIDO
etal 2010; SOUZA et al, 2011).

Os resultados da andlise cromatografica do 6leo-resina da Copaifera multijuga
Hayne revelaram que entre os seus principais componentes estdo [-cariofileno, a-
humuleno, bisaboleno, cedreno e cadineno. Estes resultados foram semelhantes aos
resultados de Bandeira et al (1999), Cascon; Gilbert (2000), Veiga Junior; Pinto

(2002); Lima et a/ (2003), Simdes (2004) e Vasconcelos et al (2008).
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As emulsdes do Oleo-resina da copaiba testadas apresentaram atividade
antibacteriana frente a microrganismos da cavidade oral, resultados semelhantes
analisando o o6leo de copaiba em vérias apresentagdes foram encontrados por
Bandeira et al (1999), Simdes (2004), Abinader (2005), Vasconcelos et al (2008) e
Souza et al (2011).

As emulsodes testes a 10% e 10% com amirina apresentaram uma CIM de
125uL/mL, a concentragdo de 30% e 30% com amirina apresentaram uma CIM de
125ul/mL, frente a todas as bactérias testadas.

As emulsdes do 6leo-resina da copaiba a 10% e a 10% com amirina frente ao
Streptococcus mutans apresentaram uma CBM de 175 pL/mL e 150 pL/mL,
respectivamente.

A CBM das emulsdes do dleo-resina da copaiba a 10% e 10% com amirina
frente ao Lactobacillus casei foram 350uL/mL e 300 pL/mL, respectivamente; nas
emulsdes do 6leo-resina da copaiba a 30% e a 30% com amirina foram 300pL/mL e
275ul/mL, respectivamente, para o microrganismo citado anteriormente. As
substancias testes apresentaram atividade bacteriostatica nas concentragdes testadas
frente ao Streptococcus salivarius.

Souza et al (2011) utilizando a mesma metodologia empregada neste estudo,
verificou que o acido copalico, um diterpeno do dleo-resina da Copaifera langsdorffi,
apresentou atividade antibacteriana na CIM de 2 a 6ul/mL frente Streptpcoccus
mutans. Este estudo sugere que nos constituintes do o6leo de copaiba existem
substancias que, possivelmente, sdo responsaveis pela atividade antibacteriana, como
sugerido por Bandeira et al (1999).

A resazurina é comercialmente chamada de Alamar Blue®, usada para

monitorar a proliferacdo e a viabilidade das células bacterianas eucarioticas, baseada
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na detecgdo do metabolismo celular, que induz a um processo de oxi-reducgdo,
convertendo a resazurina, que detecta a atividade metabollica indicada pela a cor azul,
ndo fluorescente, em resofurina, que tem a cor rosa ¢ fluorescente, indicando a
presenga de células vivas, sendo um procedimento simples, rapido e de baixo custo
(SCHIRMER et al, 1998; O’BRIEN et al, 2000).

Analisando as propriedades da resasurina em identificar o metabolismo
celular, € possivel que as concentragdes das emulsdes de copaiba ndo interferiram a
tal ponto que provocasse a alteracdo no metabolismo bacteriano na observagao visual
humana.

Cantrell et al (1996) afirmaram ainda que este corante ndo € citotoxico, pois
ndo € necessaria a morte celular para se obter resultados dos testes aplicados.

A divergéncia encontrada nos resultados da CIM e CBM, pode ser atribuido a
subjetividade na leitura da CIM, fato que pode ser solucionado com uma avaliagdo
mais acurada da leitura das placas.

Diante disso realizou-se a andlise da viabilidade celular por fluorescéncia em
que os resultados corroboraram com as afirmagdes acima, nas CIM das emulsdes do
6leo-resina da copaiba a 30% e a 30% com amirina frente ao Streptococcus mutans
foi de 9 pL/mL e 45 pL/mL apresentando 8,59% e 11,22% das células viaveis,
respectivamente. Para Lactobacillus casei a emulsdo do 6leo-resina de copaiba a 30%
foi de 6,59% de células vidveis quando se aplica uma CIM de 12 pL/mL e para a
emulsdo do Oleo-resina de copaiba a 30% com amirina foi de 11,20% de células
viaveis quando se aplica uma CIM de 60 pL/mL.

Um aumento significativo do estudo da biocompatibilidade dos materiais
odontolégicos ¢ uma realidade para pesquisadores das diversas especialidades. Testar

a citotoxicidade ¢ a primeira etapa para assegurar a biocompatibilidade de um
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material e pode ser medida através de trés tipos de testes: in vitro através de testes
culturas de células, in vivo, em animais ¢ através de estudos clinicos (WATAHA,
2001).

O teste de agdo hemolitica in vitro tem sido utilizado como uma das
metodologias de triagem para diversos agentes toxicos, as membranas de eritrdcitos
sdo estruturas dinamicas que podem ditar mudancas significativas quando interagem
com drogas (KUBLIK et a/, 1996).

O teste de citotoxicidade in vitro ¢ um sistema bioldgico onde os materiais
testes demonstram o efeito direto em cultura de células. As vantagens dessa
metodologia sdo: o controle ambiental das células, a facilidade, rapidez na execugdo e
baixo custo (MARTINS et al, 2009).

A emulsdo do 6leo-resina da copaiba nas diferentes concentracdes, 10%, 10%
com amirina, 30% e 30% com amirina apresentaram atividade hemolitica, semelhante
a pesquisa de Costa-Lotufo et a/ (2002), que avaliaram um isolado do 6leo-resina da
Copaifera langsdorffi, 4cido karenoico, que proporcionou lise celular em 50% dos
eritrocitos humanos com 54,6uM. As emulsdes do 6leo-resina da copaiba a 10% e a
30% na concentracdo de 30uL/mL proporcionaram 70,82% e 71,16%,
respectivamente, de lise celular, maior porcentagem de hemolise que as emulsdes a 10
% com amirina ¢ 30% com amirina na mesma concentracao proporcionando 47,58% e
44,67%, respectivamente. Sugerindo que o produto biotecnologico adicionado
favoreceu a diminuic¢ao da citotoxicidade do produto.

O Oleo-resina da copaiba in natura ndo apresentou atividade hemolitica
significativa, discordando da pesquisa de Costa-Lutufo et al (2002). Este fato pode

estar relacionado a auséncia de um detergente para quebrar as macromoléculas do
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6leo de copaiba em micromoléculas, possibilitando o contato do Odleo-resina da
copaiba com a solugdo de eritrocitos e assim proporcionar lise celular.

O trabalho de Pequeno; Soto-blanco (2006) avaliaram a agdo hemolitica de
plantas consideradas toxicas, ¢ as mesmas nao apresentaram atividade de lise celular,
considerando que o teste ndo pode ser aplicado com seguranga na avaliacdo
preliminar de plantas toxicas, sendo ainda necessario a utilizagao de animais.

Os resultados com alta atividade hemolitica, como a emulsdo do 6leo-resina
da copaiba a 10% (70,82% de lise celular) e 30% (71,16% de lise celular), podem
apresentar comportamento bioldgico diferenciado quando testado in vivo. Entretanto
como medida de seguranca devido a alta atividade hemolitica destas substancias
sugere-se trabalhar com concentragdes menores, como as encontradas pela
Concentracao Efetiva de 50% de lise celular (EC50), onde a emulsdao do 6leo-resina
da copaiba a 10% apresentou uma EC50 de 11,15uL/mL, emulsao do 6leo-resina da
copaiba a 10% com amirina EC50 = 15,78uL/mL, emulsdao do 6leo-resina da copaiba
a 30% EC50 = 16,55uL/mL e uma emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 30% com
amirina EC50 = 32,89 pulL/mL.

O teste de cultura de células mostrou que todas as emulsdes do 6leo-resina da
copaiba a 10%, a 10% com amirina, 30% e 30% com amirina foram toxicas,
ocasionando a diminui¢ao da viabilidade celular. Estes resultados foram confirmados
pelos resultados de Costa-Lotufo et al/, (2002), Lima et al (2003) e Veiga Jr et al
(2007), observando que os resultados desses autores estdo associados a células
tumorais € os nossos resultados estdo relacionados a fibroblastos sadios, sugerindo

que a copaiba ndo faz uma seletividade celular para expressar a sua toxicidade.
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Correlacionando os resultados da atividade antibacteriana e de citotoxicidade ¢
possivel sugerir que existe a viabilidade de utilizar as mesmas concentragdes das
emulsdes testes ajustando a quantidade em plL/mL para aplicagdo clinica.

O veiculo utilizado na formulacdo das emulsdes foi o Tween, que ¢ um
sulfactante ndo-idnico, toxico para as membranas bioldgicas, constituido por ésteres
de acidos graxos de polioxietileno sorbitol. O Tween utilizado como veiculo foi
toxico na cultura de células, isto possivelmente estd relacionado a sua capacidade de
alterar a morfologia e a superficie da parede celular devido a sua agdo detergente,
contribuindo para o resultado toxico das emulsdes testadas (DOMINGUES et al,
2000).

Associando os resultados da cultura de células e os resultados da hemolise em
eritrocitos humanos sugere-se que a toxicidade na cultura de células possivelmente
nio esta relacionada a lise da membrana celular, necessitando de maiores
investigacoes.

Apesar da alta toxicidade na cultura de células das emulsdes do 6leo-resina da
copaiba, existem varios estudos demonstrando as atividades biologicas destas
substancias, tais como: antibacterianas, antiinflamatorias, antinoceptiva e antitumoral
(BANDEIRA et al, 1999; VEIGA IR et al, 2007, GOMES et al, 2007, GOMES,
2008). Os resultados destas pesquisas e das que estdo em andamento reforcam a
hipotese da correlagdo da alta citotoxicidade com a existéncia de alguma atividade
bioldgica dos produtos analisados.

Sendo assim, a realizacdo da pesquisa in vitro ndo pode ser totalmente
extrapolada para uma situa¢do in vivo, pois esta ¢ mais complexa e os fatores
relacionados com a farmacodinamica dos materiais ensaiados, pH, dindmica biologica

do tecido onde sera utilizado, podem justificar a falta de correlagdo entre os resultados
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in vitro e a pratica clinica. Entretanto, o desenvolvimento aperfeicoado dos testes in
vitro tem fornecido melhor correlagdo com a situacdo in vivo e tem recebido
consideravel atengdo (ISO, 1984).

Da Silva et al (2008) concordaram que a cor do dente ¢ um fendmeno
complexo, no qual a percepgao total ¢ influenciada por varios fatores como condi¢des
de iluminagdo, translucidez, opacidade, brilho, e limitacdes do olho e cérebro
humano. Também afirmaram que um dente ¢ composto de camadas estratiformes e
semitranslucidas de esmalte e dentina que absorvem, refletem, transmitem, ou
refratem parte da luz incidente, assim produzindo a cor do dente.

Os espectrofotometros tém grandes vantagens sobre as escalas de cor, pois a
leitura da cor € objetiva, repetitivel, quantificavel e rapidamente obtida (JOINER,
2004). Os dados obtidos pelos espectrofotdmetros ndo sdo totalmente a prova de
erros, podendo sofrer alteragdes devido a dispersdo da luz nas superficies curvas dos
dentes. Este fato delineou a padronizacdo da metodologia deste estudo, onde foi
confeccionado um dispositivo para acoplar a ponta do espectrofotometro e posicionar
os corpos de prova, visando a leitura na mesma regido evitando a dispersao da luz.

Correlacionando os testes in vitro para in vivo, a leitura da cor na dentina dos
dentes humanos foi simulada para cavidade classe V de incisivo anterior, devido a
confecgdo dos corpos de prova no sentido mésio distal e confec¢do de um dispositivo
para padronizar a leitura. Outro cuidado delineado nesta metodologia foi a obtengdo
de superficies lisas durante o corte dos dentes com disco de diamante.

Considerando que as propriedades Opticas da dentina determinam a cor do
dente este estudo foi realizado utilizando corpos de prova de dentina (TEN BOSCH;

COOPS, 19953).
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Neste estudo, a cor dos corpos de prova foi mensurada utilizando o
espectrofotometro  Vita  Easy-Shade (Vita Zahnfabrik, Alemanha), que
automaticamente fornece os valores de L*, a* e b*. Este método tem como vantagem
a eliminagdo da subjetividade da andlise, proporcionando resultados mais precisos. O
sistema CIE L*a*b* se baseia na teoria de percepc¢do de cor a partir em trés diferentes
receptores de cor nos olhos (vermelho, verde e azul), sendo atualmente considerado
como um padrdo internacional para mensuragdes de cor. Neste sistema existem trés
eixos ou coordenadas L, a e b, permitindo a definicio numérica da cor e a
diferenciagdo existente entre duas cores, através do calculo matematico do AE
(diferencga de cor).

A vantagem do sistema CIE L*a*b* é que as diferencas de cor sdo expressas
em unidades que podem ser relacionadas a percep¢ao visual e significancia clinica.
(O’BRIEN et al, 2003).

Analisando os resultados no periodo de 10 segundos foi observado que todas
as substancias testes alteraram a cor dos dentes humanos (AE) sendo semelhantes
entre si, somente emulsdo do O6leo-resina da copaiba a 30% apresentou maior
alteracdo com significancia estatistica entre as substancias testes.

Comparando os periodos de 30 segundos e 10 minutos as emulsdes do 6leo-
resina da copaiba a 10% e a 30% apresentaram maior alteragdo de cor nos dentes
humanos (AE) e foram semelhantes entre si. Em 30 segundos a emulsdao do 6leo-
resina da copaiba a 10% com amirina apresentou menor alteragdo de cor nos dentes
humanos (AE), enquanto que em 10 minutos a clorexidina a 2% e a emulsdo do 6leo-
resina da copaiba a 30% com amirina apresentaram menor altera¢do de cor nos dentes

humanos (AE) sendo semelhantes entre si.
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Comparando os grupos experimentais em todos os periodos foi verificado que:
em 10 segundos a emulsdo do dleo-resina da copaiba a 10% (AE= 3,21) apresentou
menor a alteragdo de cor nos dentes humanos (AE); No periodo de 30 segundos foi a
emulsdo do o6leo-resina da copaiba a 10% com amirina (AE= 2,70); em 10 minutos
essa alteracao foi verificada na clorexidina 2% (AE= 1,22), emulsao do 6leo-resina da
copaiba a 10% com amirina (AE= 3,08), copaiba a 30% com amirina (AE= 3,03).

Analisando os resultados na perspectiva da clinica didria de percepg¢do visual,
os valores de AE igual ou menor que 3,3 ¢ considerado clinicamente insignificantes,
ou seja a alteragdo de cor dos dentes humanos seriam imperceptiveis clinicamente
(VICHI; FERRARI; DAVIDSON, 2004). Bascado nestes fatos as substancias testes
onde a alteracdo na cor dos dentes ndo seriam perceptiveis clinicamente foram: em 10
segundos a emulsdo do dleo-resina da copaiba a 10%; em 30 segundos emulsdo do
6leo-resina da copaiba a 10% com amirina; no periodo de 10 minutos a clorexidina
2%, a emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% com amirina e copaiba a 30% com
amirina.

Estes resultados foram analisados seguindo o sistema e diagrama CIELAB

(Figura 27) com a seguinte equagao:

AE* ab= ( (AL*)* " (Aa*)*+ (Ab*)* ) ** onde:
AL*=L*'—L** (leitura apos o uso da solugdo menos a leitura prévia)
Aa*=a*'- a**  (leitura ap6s o uso da solugiio menos a leitura prévia)

Ab*=b*' —b**  (leitura ap6s o uso da solug¢iio menos a leitura prévia)
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L=100

Figura 27 - Diagrama do Espago de cor CIELAB

Fonte: <www.cielab.com.au> acesso: 14/07/2011

Onde valor de L* ¢ a medida de luminosidade ou claridade de um objeto e ¢
quantificado numa escala tal que o preto perfeito tem um valor de L* igual a zero,
enquanto que o branco total tem um valor de L* igual a 100. Existem ainda dois
componentes cromadticos que representam a variagdo de matiz e croma. Como
luminosidade ¢ o fator mais importante na determinagdo da cor, o aumento nos
valores de L* nos grupos das emulsdes do 6leo-resina da copaiba a 30% com amirina
e da copaiba 10% com amirina nos periodos de 10 e 30 segundos revelam que houve
clareamento no uso dessas substancias (Apéndice D), (TOUATI; MIARIA;
NATHANSON, 2000)

O eixo a* ¢ medido do avermelhado (a* positivo) ao esverdeado (a*
negativo), variando respectivamente de +120 a -120. O valor de a* apos a imersdo
tornou-se positivo (tendéncia para o eixo vermelho) para todos os grupos no tempo de
10 segundos e tornou-se negativo (tendéncia para o eixo verde) para o grupo da
clorexidina a 2% no tempo de 30 segundos e a emulsdo do 6leo-resina da copaiba a
10% no tempo de 10 minutos.

O eixo b* ¢ medido do amarelado (b* positivo) ao azulado (b* negativo),

variando respectivamente de +120 a -120. Os valores negativos do b* em todos os
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grupos expressam que houve uma tendéncia para o eixo da cor azul, a qual denota
sensacdo de cor mais clara. (LEONARD; SHARMA; HAYWOOD, 1998).

Estudos demonstraram que quando usado prolongadamente a clorexidina
0,12% utilizada para bochecho ocorre a pigmentacdo das superficies dos dentes e da
lingua. Segundo Pontefract et a/ (2004), essa pigmentagdo ¢ devido a precipitacdo de
produtos de interacdo da clorexidina com pigmentos oriundos dos alimentos, como
café, cha e vinho nas superficies orais.

A utilizagdo da clorexidina no presente experimento, foi em forma de solucao
de limpeza de cavidades, tempo curto e em superficies dentérias limpas justificando o
ndo manchamento da estrutura dentéria.

A utilizagdo de um produto biotecnologico oriundo da biodiversidade
amazonica para potencializar as emulsdes do Oleo-resina da copaiba contribuiu
significativamente para reducdo da alteracdo de cor das emulsdes testadas expressos
nos valores de AE. Entretanto ndo foi encontrado na literatura pesquisas que justifique
a ocorréncia desta alteracdao na cor dos dentes.

Segundo as recomendacdes preconizadas pela FDI/ADA o teste de
biocompatibilidade fornece resultados mais aproximados da resposta em humanos,
devido a este fato ¢ considerado um teste comparativo especifico, onde existe o
contato do material diretamente em contato com o tecido especifico (BANDEIRA,
1998).

Assim o comportamento biologico das emulsdes testadas foram analisadas
diretamente no tecido pulpar dos molares de ratos, associadas a varias pastas

experimentais contendo o6leo resina de copaiba e um produto isolado da
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biodiversidade amazonica. O capeamento pulpar com pastas de hidréxido de calcio
como controle foi selecionado pela sua atividade bioldgica reconhecida na literatura.

O preparo cavitario realizado durante o procedimento restaurador ou a injuria
pela infeccdo bacteriana proporcionada pela carie dental pode desencadear danos ao
complexo dentino-pulpar ocasionando resposta inflamatoria, que estd intimamente
ligada ao processo de reparo, visando livrar o organismo tanto da causa inicial da
agressao celular quanto de suas consequéncias.

O processo de reparo da polpa do molar do rato ¢ caracterizada inicialmente,
pelo aparecimento de uma zona superficial de necrose, sob o qual pode ser observada
uma reagdo inflamatéria. Posteriormente, aparece uma intensa proliferacdo
fibroblastica, tendendo a isolar a area de exposi¢do. Em seguida, ocorre a formagao de
uma barreira mineralizada, e o processo ¢ concluido com a formagdo da ponte de
dentina. A resposta pulpar em molares de ratos, depende de varios fatores, incluindo o
tamanho da exposi¢cdo, o grau do trauma, a pressao exercida sobre o material de
selamento, a idade do animal, controle da hemorragia durante a exposi¢do pulpar e do
material aplicado no local da exposicdo (ROWE, 1967).

Os grupos experimentais foram distribuidos em 4 grupos: Grupo I — Emulsao
do 6leo-resina da copaiba a 10% com amirina 1% + pasta de hidréxido de célcio com
copaiba a 10% com amirina 1%; Grupo II — Emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 30%
com amirina 1% + pasta de hidréxido de célcio com copaiba a 10% com amirina 1%;
Grupo II — Solugdo de hidréxido de calcio a 10% + pasta de hidroxido de célcio com
copaiba a 10% com amirina 1% e Grupo IV (Controle) — Solucdo de hidroxido de
calcio a 10% + pasta de hidroxido de célcio

Analisando comparativamente os resultados do periodo de 7 dias foi

observado que o grupo I, emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10%, obteve um
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comportamento semelhante ao grupo IV, controle, formando barreira mineralizada
jovem em 66,66% dos casos, e em alguns cortes histoldgicos foi observado a presenca
de infiltrado inflamatério moderado (33,33%).

No grupo I, a emulsdo do o6leo-resina da copaiba a 10% com amirina,
comparado com o grupo III, solucdo de hidréxido de célcio a 10%, sugeriu que o
produto teste aplicado antes do capeamento pulpar, possivelmente, favoreceu a
resposta reparadora da polpa, proporcionando maior formagdo de barreira
mineralizada.

Observando os resultados do periodo experimental de 30 dias no grupo I, a
emulsdo do dleo-resina da copaiba a 10% com amirina, obteve um comportamento
semelhante ao grupo IV, controle, quanto a presenga da formacao de 100% de barreira
mineralizada, divergindo quanto a presenca do infiltrado inflamatdrio, onde a emulsdo
do dleo-resina da copaiba a 10% com amirina apresentou um infiltrado inflamatdrio
moderado a intenso com predominio de células polimorfonucleares enquanto que o
grupo IV, controle, apresentou um infiltrado inflamatorio leve.

O grupo I, emulsdo do 6leo-resina da copaiba a 10% com amirina, comparado
com o grupo III, solugdo de hidroxido de célcio a 10%, sugeriu que o produto teste
aplicado antes do capeamento pulpar possivelmente proporcionou maior frequéncia
de barreira mineralizada madura, assim como apresentado no periodo experimental de
7 dias, se diferenciando pelos infiltrados inflamatérios que no grupo I foi de
moderado a intenso enquanto que no grupo III foi leve.

Estes resultados corroboram com a pesquisa realizada por Bandeira (1998) ao
avaliar o Oleo essencial e resina da copaiba associado ao hidréxido de calcio e ao
6xido de zinco como agente de capeamento pulpar em molares de ratos, apresentaram

formagdo de barreira mineralizada no periodo experimental de 30 dias.
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Outro aspecto observado no histopatologico foi a amplitude da preparo
cavitario, que segundo Mondelli (1998) ndo ha evidentemente nenhum limite de
tamanho da exposi¢do pulpar para o sucesso do capeamento, o seu tamanho ndo
parece ter consequéncia, caso a técnica do capeamento pulpar seja judiciosamente
aplicada. Stanley (1998) defende ainda que o tamanho da exposicdo deve
proporcionar contato do material de capeamento com o tecido pulpar, visando a
reparacdo pelos odontoblastos, deve permitir a remocdo das raspas de dentina e
revelou ainda que o sucesso do capeamento estd na dependéncia da habilidade do
operador. Entretanto Christensen (1998) relatou que além da adequada hemostasia
evitando a formagdo de barreiras mineralizadas com tineis de dentina o tamanho da
exposicao, preferencialmente, ndo deve ultrapassar a 0,5 mm que corresponde a ponta
da sonda exploradora quando padronizada por ISO.

Avaliando comparativamente os resultados todos os periodos e grupos
experimentais, apresentaram residuos, principalmente raspas de dentina. Segundo
Oliveira et al (1987) a presenca de fragmentos de dentina ¢ um achado comum em
trabalhos com dentes de animais podendo afetar negativa ou positivamente os
resultados, dependendo da presenga ou ndo de contaminagao.

Stanley (1998) concordou com estes fatos e citou que alguns pesquisadores
acreditam que raspas de dentina sem contaminag¢do podem estimular a formacdo de
barreira, como ocorreu na presente pesquisa, € outros a descrevem como locais de
inflamacdo focal e formagdo de abcesso. Trabalhos como Decup et al (2000)
descreveram que durante o procedimento operatorio raspas de dentina foram
projetadas para dentro da camara pulpar, e foi observado que esses fragmentos

contribuiram para a mineraliza¢ao do tecido pulpar.
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No intuito de evitar viés na pesquisa os capeamentos pulpares dos molares de
ratos que tiveram auséncia da restauracao foram descartados.

Segundo Mondelli (1998), considerando que o sucesso de uma prote¢do pulpar
direta, culmina com a formacdo de uma barreira calcificada ou ponte de dentina para
vedar a exposicdo e manter a vitalidade pulpar, sugerimos que dentre os grupos
experimentais analisados aquele que melhor apresentou compatibilidade bioldgica foi
o grupo IV, seguido do grupo I, IIT e II.

Em continuidade com a presente pesquisa salientamos que o numero de
amostras serd aumentada para que tenhamos um n=5 molares de rato, que os grupos
experimentais utilizando as emulsdes do 6leo-resina da copaiba a 10% e 30% serdo
incluidos, além do acréscimo do periodo experimental de 15 e 60 dias.

A realizacdo desta pesquisa vislumbra a possivel introdugdo de produtos
bioativos da regido amazodnica na odontologia como solucdo de limpeza de cavidade
e/ou pastas para capeamento pulpar. Esta sugestdo estd baseada nos resultados
encontrados nesta pesquisa, onde as solugdes testes apresentaram atividade
antibacteriana em maior ou menor potencialidade frente a microrganismos de
interesse odontoldgico; apresentando assim um dos requisitos para esta funcao, além
de apresentar resultados promissores na biocompatibilidade e na alteracdo de cor em
dentes humanos.

No entanto ¢ imperativo a continuidade das pesquisas visando alteracdo na
formulagdo para melhorar a citotoxicidade, analisar as propriedades fisicas, mecanicas

e biologicas dos produtos in usage teste em dentes humanos.
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7. CONCLUSAO

Baseada na metodologia empregada, pode-se concluir que as emulsdes do 6leo-
resina da copaiba a 10% e 30% com e sem amirina demonstraram resultados
promissores para a utilizagdo na odontologia, com destaque para a emulsdo de
copaiba a 10% com amirina na atividade hemolitica, na alteragdo de cor e na
compatibilidade biologica, necessitando de ensaios pré-clinicos e clinicos na
farmacotécnica; nas propriedades fisicas, mecanicas e biologica; e ainda verificar da
influéncia das emulsdes testes na interface dente restauracdo para que os produtos
possam ser considerados como aceitaveis tanto como solu¢do limpeza de cavidades

e/ou pasta para capeamento pulpar.
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118.
£3 X X X X
119. AMAREL
a4 X X X X X ADO
X
123. X co ACASTA
D.2 R NHADO
GRUPO Ill - (SOL.DE HIDROXIDO DE CALCIO)+ (PASTA DE HIDROXIDO DE CALCIO + COPAIBA)
Barreira ) .
Vasos Ras . . Infiltrado ; Residuos
n. , Mineralizad L. Tipo de IF ) X
Sanguineos pas Inflamatério Cél. . . Enegreci
de a . calcifi Fibr
. de Vacuoli N dos
Lami cagao ose
nas b den 4 g | N p zadas Amarela
Cong Trombo tina Jov Ma Le | Mode nte o M dos
estos sados em ura ve rado nso no N
COLONI
116. LEV AS
X X X X X X
D.1 E ACELULA
R
114.
X COR
D.3
140.
£ X X X X X X
140.
X X X X X X
E.2
GRUPO IV - (SOL.DE HIDROXIDO DE CALCIO)+ (PASTA DE HIDROXIDO DE CALCIO)
Barreira ) .
Vasos Ras . . Infiltrado ; Residuos
n. , Mineralizad L. Tipo de IF ) X
Sanguineos pas Inflamatério Cél. . . Enegreci
de a . calcifi Fibr
A de Vacuoli . dos
Lami cagao ose
nas den p zadas Amarela
Cong | Trombo | 444 Jov | Mad | Le | Mode | Inte | Mo M dos
estos sados em ura ve rado nso no N
117. X ACELULA
D.1 R
113. COLONI
D.3 X X AS
FO
115. FORM
D1 X RM X XX X
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Barreira ) Residu
. Ras : . Infiltrado .
n. Vasos Sanguineos Mineralizad L Tipo de IF . os
pas Inflamatdrio Cél. . )
de a .| calcific | Fibr | Enegre
A s de Vacuoli . .
Lami acdo ose cidos
dent p zadas
nas Cong | Trombo ina Jov | Mad | Le | Mode | Inte | Mo M Amarel
estos sados em ura ve rado nso no N ados
136.
D.2 X X X
165.
X X X X
D.1
116.
E1 X X
164.
E.3 X
168. ACELU
E.3 X X X LAR
173.
D.3 X X X X
162. ACELU
D.4 X X X X LAR
165.
£2 X X XX FORM.
166. ACELU
D.4 X X LAR
172.
D1 X X X X XX X
167. ACELU
E.1 X X LAR
168.
D.3 X X X X X X FORM.
170.
X X X XX X X FORM.
D.4
174. ACELU
D.2 X X X X X FORM. LAR
GRUPO 03 - (EMULSAO DE COPAIBA 10% + AMIRINA) + (PASTA DE HIDROXIDO DE CALCIO + COPAIBA)
B i ,
) Ras .arrel.ra Infiltrado . Residu
n. Vasos Sanguineos Mineralizad s Tipo de IF , os
pas Inflamatério Cél. ” .
de a .| calcific | Fibr | Enegre
- de Vacuoli N .
Lami acdo ose cidos
dent p zadas
nas Cong | Trombo ina Jov | Mad | Le | Mode | Inte | Mo M Amarel
estos sados em ura ve rado nso no N ados
165.
X X XX FORM.
E.2
172.
D1 X X X X XX X
170.
X X X XX X X FORM.
D.4
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Barreira ) Residu
. Ras . . Infiltrado .
n. Vasos Sanguineos Mineralizad o Tipo de IF , os
pas Inflamatério Cél. » .
de a .| calcific | Fibr | Enegre
- de Vacuoli N .
Lami acdo ose cidos
dent p zadas
nas Cong | Trombo ina Jov | Mad | Le | Mode | Inte | Mo M Amarel
estos sados em ura ve rado nso no N ados
174. ACELU
D.2 X X X X X FORM. LAR
166. ACELU
D.4 X X LAR
173.
X X X X
D.3
GRUPO 05 - (SOL.DE HIDROXIDO DE CALCIO)+ (PASTA DE HIDROXIDO DE CALCIO + COPAIBA)
. Ras I:%arrel.ra Infiltrado ) Residu
n. Vasos Sanguineos Mineralizad L Tipo de IF . os
pas Inflamatdrio Cél. . )
de a .| calcific | Fibr | Enegre
A de Vacuoli . .
Lami acdo ose cidos
dent p zadas
nas Cong | Trombo ina Jov | Mad | Le | Mode | Inte | Mo M Amarel
estos sados em ura ve rado nso no N ados
162. ACELU
D.4 X X X X LAR
168. ACELU
E.3 X X X LAR
166. ACELU
D.4 X X LAR
GRUPO 06 - (SOL.DE HIDROXIDO DE CALCIO)+ (PASTA DE HIDROXIDO DE CALCIO)
. Ras I:%arrel.ra Infiltrado ) Residu
n. Vasos Sanguineos Mineralizad L Tipo de IF . os
pas Inflamatdrio Cél. . )
de a .| calcific | Fibr | Enegre
A de Vacuoli . .
Lami acdo ose cidos
dent p zadas
nas Cong | Trombo ina Jov | Mad | Le | Mode | Inte | Mo M Amarel
estos sados em ura ve rado nso no N ados
168.
D.3 X X X X X X X FORM.
165.
X X X X
D.1
136.
7?2?
D.2 X X X 277




140

APENDICE D — Planilha de registro de cor das emulsdes testes.

AE_10segundos : Substancia
AE = diferenca de cor entre T0 (leitura inicial) e T1 (Leitura final)
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 1,1874 1,9339 3,5977 4,3174  6,9123
Copaibal0% 1,4765 2,2450 3,2077 6,1164 12,0108
Copaibal0%+A 1,4491 1,9647 3,8757 5,6604 10,1143
Copaiba30% 3,7121 7,2801 13,7315 20,1209 23,5128
Copaiba30%+A 1,3416 2,0833 3,4771 6,1927 15,2381

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 16,3311
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0060

Lo 10segundos : Substancia
Lo = coordenada da luminosidade inicial

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 44,9000 48,9000 62,8500 65,3000 69,9000
Copaibal0% 36,5000 41,7000 45,1500 48,4000 63,6000
Copaibal0%+A 56,4000 59,7000 63,8500 69,9000 71,9000
Copaiba30% 42,6000 43,8000 52,4500 60,0000 64,0000
Copaiba30%+A 54,0000 58,7000 62,8000 68,7000 75,5000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 26,4245
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0001

Lf 10segundos : Substincia
Lf= coordenada da luminosidade final

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 41,7000 48,5000 60,0000 65,3000 68,6000
Copaibal0% 33,7000 38,2000 46,0000 49,5000 62,6000
Copaibal0%+A 54,1000 58,8000 64,7000 71,5000 77,1000
Copaiba30% 30,5000 36,3000 47,4500 56,1000 65,9000
Copaiba30%+A 51,2000 55,3000 61,6000 67,0000 76,5000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 22,1204
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0005
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al0_10segundos : Substincia
al = coordenada do eixo amarelo-azul inicial

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -3,7000 -1,5000 3,6000 6,0000 9,5000
Copaibal0% 1,6000 7,2000 7,5500 8,6000 8,8000
Copaibal0%+A -3,7000 0,8000 1,4500 8,0000 9,9000
Copaiba30% 2,1000 2,5000 6,7000 8,2000 9,1000
Copaiba30%+A -4,0000 0,1000 0,7000 9,4000 9,8000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 10,5697
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0606

af 10segundos : Substincia
af = coordenada do eixo amarelo-azul final

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -4,1000 -1,0000 4,2000 6,5000 7,4000
Copaibal0% 1,8000 6,6000 7,1000 8,4000 9,0000
Copaibal0%+A -3,0000 1,2000 2,4500 8,6000 10,3000
Copaiba30% 2,4000 3,0000 4,5000 7,5000 11,0000
Copaiba30%+A -1,5000 0,5000 2,8000 9,7000 10,9000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 8,9006
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,1131

bo_10 segundos : Substancia
bo = coordenada do eixo verde-vermelho inicial

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 26,2000 32,9000 39,6000 49,8000 56,1000
Copaibal0% 36,7000 39,1000 40,2500 45,6000 46,7000
Copaibal0%+A 31,7000 34,7000 40,3500 50,5000 51,5000
Copaiba30% 32,5000 41,1000 42,2000 45,4000 45,6000
Copaiba30%+A 29,5000 33,6000 40,4500 47,9000 51,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 3,1792
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,6724
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bf 10segundos : Substincia
bf = coordenada do eixo verde-vermelho final

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 24,8000 34,4000 36,4000 46,5000 57,3000
Copaibal0% 35,1000 37,1000 38,9500 39,5000 43,7000
Copaibal0%+A 30,8000 35,4000 42,9000 48,7000 51,7000
Copaiba30% 27,7000 29,9000 37,4500 42,0000 47,6000
Copaiba30%+A 29,9000 30,9000 42,5000 49,4000 53,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 2,5841
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,7638

AL 10segundos : Substincia
AL = diferencga da luminosidade final menos a inicial

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -6,3000 -1,4000 -0,1500 0,5000 0,6000
Copaibal0% -9,9000 -2,8000 -1,3000 1,9000 2,9000
Copaibal0%+A -9,5000 -0,2000 1,6500 3,8000 5,5000
Copaiba30%  -22,5000 -14,9000 -5,9500 5,6000 10,1000
Copaiba30%+A -13,8000 -5,5000 0,9000 1,5000 4,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 6,1825
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,2889

Aa_10s : Substincia
Aa = diferenca entre a coordenada do eixo amarelo-azul final menos o inicial

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -2,9000 -0,8000 0,1000 0,5000 1,1000
Copaibal0% -1,3000 -0,3000 0,0000 0,2000 0,7000
Copaibal0%+A -0,5000 -0,3000 0,4000 0,6000 2,3000
Copaiba30% -4,3000 -2,8000 0,0500 1,8000 4,2000
Copaiba30%+A 0,1000 0,4000 0,7500 2,0000 4,0000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 12,1585
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0327
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Ab_10s : Substancia
Aa= diferenca entre a coordenada do eixo verde-vermelho final menos inicial

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -4,2000 -3,3000 -2,5000 -1,0000 2,2000
Copaibal0% -6,8000 -5,7000 -1,9000 -0,1000 1,2000
Copaibal0%+A -4,6000 -2,2000 0,3500 1,5000 3,6000
Copaiba30% 14,8000 -11,2000 -6,2000 -0,1000 10,7000
Copaiba30%+A -6,0000 -0,1000 0,9500 1,7000 2,5000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 15,0604
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0101

AE _30s : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 0,9220 1,5089 3,8109 5,6807 29,3508
Copaibal0% 1,5780 3,9812 10,0065 12,7165 31,6338
Copaibal0%+A 0,7071 1,9748 2,7079 3,5749 8,3247
Copaiba30% 3,5171 4,0546 8,3538 17,8762 21,3995
Copaiba30%+A 0,7483 2,1237 4,3887 5,6258 10,7303
Propolis 0,4472 1,5843 2,1300 3,0017 11,7686

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 18,6013
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0023

Lo_30s : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 52,0000 55,8000 61,1500 68,8000 81,7000
Copaibal0% 39,0000 44,4000 56,9500 65,7000 82,9000
Copaibal0%+A 55,1000 59,2000 63,8000 66,7000 73,7000
Copaiba30% 39,1000 45,1000 53,9500 62,4000 69,0000
Copaiba30%+A 54,9000 58,8000 62,9500 65,4000 75,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 7,9913
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,1567
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Lf 30s : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 47,7000 55,6000 61,3500 64,7000 69,5000
Copaibal0% 34,8000 37,6000 52,0500 58,8000 79,9000
Copaibal0%+A 57,3000 58,6000 65,1000 70,7000 75,6000
Copaiba30% 35,6000 40,0000 48,7000 56,0000 65,2000
Copaiba30%+A 51,4000 55,9000 62,7500 67,7000 78,7000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 17,7912
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0032

a0 _30s : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,3000 -1,0000 0,6500 2,1000 10,7000
Copaibal0% -2,6000 1,5000 5,9500 8,0000 8,2000
Copaibal0%+A -3,4000 0,3000 1,1500 8,6000 10,2000
Copaiba30% -0,7000 3,0000 3,7000 6,1000 10,5000
Copaiba30%+A -3,8000 0,3000 0,7500 8,4000 9,6000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 3,4003
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,6385

af 30s : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,9000 -1,3000 0,5000 1,9000 9,3000
Copaibal0% -1,8000 2,3000 7,3000 7,6000 9,0000
Copaibal0%+A -3,3000 1,9000 2,4000 9,1000 11,2000
Copaiba30% -0,5000 3,7000 5,1000 6,4000 8,8000
Copaiba30%+A -2,4000 0,5000 2,2500 9,4000 10,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 5,6066
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,3464
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b0_30s : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 29,0000 40,7000 42,1000 55,0000 58,8000
Copaibal0% 15,8000 38,9000 41,7000 46,6000 48,4000
Copaibal0%+A 28,4000 33,4000 41,1500 49,2000 52,5000
Copaiba30% 32,6000 34,6000 41,0000 43,7000 45,1000
Copaiba30%+A 26,2000 33,4000 38,9000 47,4000 51,8000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 4,1297
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,5309

bf 30s : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 37,0000 40,3000 45,7500 52,5000 54,9000
Copaibal0% 32,7000 35,6000 39,1500 46,5000 48,2000
Copaibal0%+A 32,4000 34,1000 40,0500 48,8000 51,5000
Copaiba30% 32,5000 35,1000 37,9000 39,0000 42,0000
Copaiba30%+A 29,9000 32,5000 40,3500 50,5000 52,7000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 8,2335
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,1438

AL 30s: Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -13,5000 -4,3000 -0,9000 0,6000 1,8000
Copaibal0%  -21,0000 -11,4000 -6,3000 -0,8000 14,2000
Copaibal0%+A -1,4000 -0,3000 1,1000 2,2000 7,3000
Copaiba30%  -20,9000 -15,2000 -3,5500 2,0000 7,3000
Copaiba30%+A -10,1000 -3,3000 1,5500 3,1000 4,0000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 9,7373
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0830
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Aa_30s : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,6000 -1,3700 -0,6000 -0,3000 2,9000
Copaibal0% -3,3000 -0,9000 0,5000 3,2000 4,1000
Copaibal0%+A 0,1000 0,5000 0,9000 1,2000 1,8000
Copaiba30% -1,7000 -0,4000 0,1000 0,3000 3,3000
Copaiba30%+A 0,0000 0,2000 0,9000 1,8000 2,9000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 12,3049
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0308

Ab_30s : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -6,1000 -3,9000 -2,2500 0,2000 25,9000
Copaibal0% -5,7000 -5,3000 -2,6000 0,9000 23,3000
Copaibal0%+A -4,2000 -1,3000 0,3500 2,0000  4,0000
Copaiba30%  -10,0000 -8,7000 -2,3000 3,9000 5,9000
Copaiba30%+A -3,2000 -0,6000 0,4000 3,1000 3,7000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 8,4501
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,1331

AE_10minutos : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 0,3000 0,8544 1,2197 1,8055 4,2214
Copaibal0% 1,6093 2,6571 7,4061 14,6905 18,4727
Copaibal0%+A 1,3491 2,2023 3,0844 5,5236 18,6987
Copaiba30% 1,2728 5,1196 7,4893 21,8616 34,0063
Copaiba30%+A 1,35652,0421 3,0331 4,0571 7,7627

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 22,0472
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0005
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Lo _10m : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 57,0000 57,1000 62,4000 63,4000 66,5000
Copaibal0% 50,0000 58,6000 65,8500 68,2000 73,3000
Copaibal0%+A 56,8000 59,5000 63,3500 71,2000 75,3000
Copaiba30% 41,2000 48,5000 52,5000 66,3000 76,4000
Copaiba30%+A 57,1000 59,4000 64,0500 72,5000 75,6000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 6,6119
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,2511

Lf 10m : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 57,1000 57,6000 62,3000 63,6000 67,1000
Copaibal0% 47,4000 54,6000 62,6000 71,2000 75,0000
Copaibal0%+A 57,3000 59,4000 63,6500 67,9000 76,2000
Copaiba30% 22,1000 45,2000 49,8000 53,2000 74,0000
Copaiba30%+A 56,8000 61,4000 66,4000 68,2000 77,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 16,8233
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0048

a0 _10m : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,6000 -1,4000 0,9500 1,8000 7,7000
Copaibal0% -4,2000 2,4000 4,5500 5,2000 9,2000
Copaibal0%+A -2,8000 0,6000 1,5000 5,3000 10,3000
Copaiba30% -1,1000 0,3000 2,2500 3,2000 10,0000
Copaiba30%+A -3,6000 0,0000 0,4500 8,9000 9,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 1,8280
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,8724
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af _10m : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,5000 -1,2000 0,9500 1,9000 8,1000
Copaibal0% -4,3000 2,1000 3,7000 5,3000 9,0000
Copaibal0%+A -1,8000 1,4000 2,5500 8,5000 10,8000
Copaiba30% -0,1000 1,7000 3,7500 4,6000 8,2000
Copaiba30%+A -1,6000 -0,1000 1,5000 9,5000 10,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 2,7187
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,7433

bo_10m : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 40,8000 41,1000 46,8500 52,3000 52,5000
Copaibal0% 25,5000 39,6000 44,3500 47,9000 50,7000
Copaibal0%+A 27,8000 33,7000 36,6500 45,7000 51,0000
Copaiba30% 34,2000 35,8000 36,8000 44,0000 44,7000
Copaiba30%+A 26,9000 33,2000 38,6000 46,5000 51,6000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 10,1103
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0722

bf 10m : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 40,9000 41,4000 46,2000 52,7000 53,6000
Copaibal0% 24,5000 34,2000 40,7000 48,0000 50,1000
Copaibal0%+A 30,5000 35,3000 41,6000 48,0000 54,2000
Copaiba30% 20,4000 33,3000 36,5500 38,5000 41,7000
Copaiba30%+A 21,8000 34,0000 40,4500 48,7000 53,7000
de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 12,0030
Graus de liberdade = 5
Valorp= 0,0347

AL _10m : Substincia
Minimo 25% Median 75% Maximum
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Clorexidina -2,0000 -0,6000 0,3500 1,0000  3,4000
Copaibal0%  -17,0000 -7,3000 -0,6000 4,6000 16,4000
Copaibal0%+A -9,2000 -2,8000 0,8000 2,1000  3,9000
Copaiba30%  -26,2000 -21,1000 -5,1000 -1,1000  6,2000
Copaiba30%+A -5,8000 -0,3000 1,4000 2,7000  3,8000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 5,4473
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,3638

Aa_10m : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -0,1000 0,0000 0,1000 0,2000 0,4000
Copaibal0% -4,5000 -1,5000 -0,2000 1,8000 5,1000
Copaibal0%+A -0,5000 0,2000 0,4000 1,0000 7,2000
Copaiba30% -3,7000 -0,4000 0,7000 1,8000 4,6000
Copaiba30%+A -0,2000 0,4000 0,8500 1,7000 2,0000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 5,6417
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,3427

Ab_10m : Substincia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -2,1000 -0,1000 0,1500 0,6000 2,5000
Copaibal0% -7,2000 -5,4000 -1,4500 -0,8000 3,2000
Copaibal0%+A -2,2000 1,4000 2,1500 3,9000 14,6000
Copaiba30%  -24,3000 -4,8000 -1,7500 0,2000 5,6000
Copaiba30%+A -5,1000 0,1000 0,7500 2,1000 2,6000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 17,8012
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0032
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ANEXO

ANEXO A — Informe de bactéria de referéncia — Streptococcus mutans

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide

INCQS

——

s

Laboratério de Microrganismos de Referéncia

Informe de bactéria de referéncia

06-jul-10

MICRORGANISMO:

INCQS:
ORIGEM:
LOTE:

HISTORIA:

ISOLAMENTO:
MEIO DE CULTURA INDICADO:

TEMPERATURA (em Graus Celsius):
TEMPO DE INCUBACAO(em horas):
RESPIRACAO:

APLICACAO:

SOROLOGIA:

PRODUGCAO DE ENZIMAS:

PRODUCAO DE TOXINAS:
VALIDADE:

OBSERVACOES:

REFERENCIAS:

Streptococcus mutans (CT)

00504
CCT 3440 (ATCC 25175)
0508504

JCM 5705; DSM 20523; NCTC 10449; W. Sims; ATCC
25175; IFO 13955

Cérie

Trypticase soy agar (BBL 11043) com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado estéril.

37

24

5% CO2

Cepa Tipo

Sorogrupo C

Indeterminada se mantida entre -10C e -20 °C.

O lote ¢ constituido de sete digitos distribuidos

da seguinte forma: os dois primeiros digitos

indicam o més, os dois seguintes o ano de produg?o e os
cinco tltimos digitos o nimero da cepa INCQS.

Clarke, J. K. (1924) Br. J. exp. Path. 5, 141; Abercrombie, G. F. &
Scott, W. M. (1928) Lancet ii, 697

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil

Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915
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ANEXO B — Informe de bactéria de referéncia — Streptococcus oralis

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide

Laboratério de Microrganismos de Referéncia

Informe de bactéria de referéncia

06-jul-10

MICRORGANISMO:

INCQS:

ORIGEM:
LOTE:

HISTORIA:
ISOLAMENTO:
MEIO DE CULTURA INDICADO:

TEMPERATURA (em Graus Celsius):

TEMPO DE INCUBACAO(em horas):
RESPIRACAO:

APLICACAO:

SOROLOGIA:

PRODUCAO DE ENZIMAS:
PRODUCAO DE TOXINAS:

VALIDADE:

OBSERVACOES:

REFERENCIAS:

Streptococcus oralis

00477

IAL 1676 (ATCC 10557)
0602477

NCTC 7864; SK 2

Trypticase soy agar (BBL 11043) com 5% sangue de carneiro
desfibrinado

37
24
Aerobiose

Indeterminada se mantida entre -10C e -20 °C.

O lote ¢ constituido de sete digitos distribuidos

da seguinte forma: os dois primeiros digitos

indicam o més, os dois seguintes o ano de produgio e os
cinco ultimos digitos o niimero da cepa INCQS.

J. Bacteriol. 51: 723-729, 1946;

151

Kilian M et al. Taxonomic study of viridans streptococci: description

of Streptococcus gordonii sp. nov. and emended descriptions of

Streptococcus sanguis (White and Niven 1946), Streptococcus oralis
(Bridge and Sneath 1982), and Streptococcus mitis (Andrewes and

Horder1906). Int. J. Syst. Bacteriol. 39: 471-484, 1989

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil
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ANEXO C — Informe de bactéria de ref€rencia — Streptococcus salivarius

Ministério da Saude
FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide

" INcas

Laboratério de Microrganismos de Referéncia

Informe de bactéria de referéncia

06-jul-10

MICRORGANISMO:

INCQS:
ORIGEM:
LOTE:

HISTORIA:

ISOLAMENTO:
MEIO DE CULTURA INDICADO:

TEMPERATURA (em Graus Celsius):
TEMPO DE INCUBACAO(em horas):
RESPIRACAO:

APLICACAO:

SOROLOGIA:

PRODUCAO DE ENZIMAS:

PRODUCAO DE TOXINAS:
VALIDADE:

OBSERVACOES:

REFERENCIAS:

Streptococcus salivarius

00457
NCTC 8618 (ATCC 7073)
0305457

ATCC <-- New York State Department of Health <-- J.C.
Small cepa 275

Sangue de paciente com reumatismo

Brain Heart Infusion Agar (BD 241830) ou Brain Heart Infusion
(BD 237500)

37
24

Aerobiose

Indeterminada se mantida entre -10C e -20 °C.

O lote € constituido de sete digitos distribuidos

da seguinte forma: os dois primeiros digitos

indicam o més, os dois seguintes o ano de produgio e os
cinco dltimos digitos o numero da cepa INCQS.

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil

Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915

www.incgs.fiocruz.br
waww«ﬂﬁw
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ANEXO D — Informe de bactéria de referéncia — Lactobacillus casei

Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide

Laboratério de Microrganismos de Referéncia

Informe de bactéria de referéncia

06-jul-10

MICRORGANISMO:

INCQS:
ORIGEM:
LOTE:

HISTORIA:

ISOLAMENTO:

MEIO DE CULTURA INDICADO:

TEMPERATURA (em Graus Celsius):
TEMPO DE INCUBACAO(em horas):
RESPIRACAO:

APLICACAO:

SOROLOGIA:
PRODUCAO DE ENZIMAS:

PRODUCAO DE TOXINAS:
VALIDADE:

OBSERVACOES:

REFERENCIAS:

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (CT)

00006
ATCC 7469
0193006

BUCSAYV 227; P.A.Hansen 300; NCDO 243; NCIB 6375;
NCIB 8010; NCTC 6375; NRC 488.

Caldo Lactobacilus MRS ( Difco 0881)

37

24-48

Aerobiose

Ensaio de: acido folico, 4cido nicotinico,
riboflavina, biotina, glicose, azatioprina e 6-
mercaptopurina em solugdes aquosas;
determinag@o de fator strepogenina e

determinag#o enzimatica de isomeros ativos do
acido latico. Utiliza piruvato.

e

Ptn. transportadora de folato
—_w\

Indeterminada se mantida entre -10C e -20 °C.

O lote ¢ constituido de sete digitos distribuidos

da seguinte forma: os dois primeiros digitos

indicam o més, os dois seguintes o ano de produgio e os
cinco ultimos digitos o numero da cepa INCQS.

J. Med. Lab. Technol. 20:26-33, 1963; AOAC Methods 940.33, 1990;
J. Gen. Microbiol. 79:351-353, 1973.

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil

Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915
www‘incqs.ﬁoc:ruz‘br
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ANEXO E — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Amazonas

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEPJUFAM %

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reunido ordindria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°. 0312.0.115.000-08,
intitulado: “Bioativos amazdénicos na Odontologia: estudo etnobotanico, atividade
antibacteriana e compatibilidade biolégica de solucdes para limpeza de
cavidades”, tendo como Pesquisadora Responsavel Maria Fulgéncia Costa Lima
Bandeira.

Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 30 de setembro de 2009.

mpes Neto

Coordenador CEP/UFAM

Rua Teresina, 495 - Adriandpolis — Cep. 69.057-070 — Manaus/AM — Fone: (92) 622-2724 r. 32
E-mail: cep@ufam.edu.br



