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RESUMO

A carie € uma doenga infecto-contagiosa de carater multifatorial sendo necessaria a intervengao
do cirurgido-dentista para remocdo de sua lesdo, quando ndo ocorre 0 processo de
remineralizagdo. No tratamento, é necessario a realizacdo do preparo cavitario, onde havera a
formacao da smear layer. Apds o preparo, séo utilizados agentes de limpeza que diminuem a
incidéncia de microrganismos, facilitando a retencdo de materiais as estruturas dentarias,
prevenindo a ocorréncia de microinfiltragdo nas restauragdes e, consequentemente, diminuindo a
possibilidade de sensibilidade pos-operatéria, manchamento marginal, fraturas marginais e
injurias ao complexo dentino-pulpar. A exigéncia do mercado na procura de produtos menos
agressivos e naturais levou este trabalho a propor a avaliar a citoxiciadade de emulséo de
limpeza de cavidade & base do 6leo da copaiba Copaifera multijuga. O método de anélise
utilizado foi o teste de hemolise e o teste de cultura de células para avaliagéo da citotoxicidade
das substancias formuladas. os resultados sugerem que a viabilidade celular, nas formulagdes a
base do 6leo de copaiba, se apresentou alta nas concentragdes testadas, pois as substéncias
nado induziram a morte em percentual inferior a 66,6%, nos impossibilitando de calcular a
concentragd@o inibitéria a 50%. Entretanto, os resultados mostram que, nas concentragdes
testadas, as formulagdes de Copaiba 10% + 1% de Tween e Copaiba 10% + 1,0% de Tween +
1% de DMSO sdo menos citotdxicas que a formulagédo Copaiba 10% + 1,5% de Tween. Os
Autores concluiram que houve uma viabilidade celular alta nas concentragdes testadas,

sugerindo assim uma baixa citotoxicidade in vitro das amostras.

Palavras-chave: Agentes de Limpeza. Citotoxicidade. Oleo-Resina da Copaiba. Copaifera

multijuga.
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1. INTRODUGAO

A cérie é uma doenca infecto-contagiosa, de carater crénico, causada pelo processo de
desmineralizagdo da superficie dental por &cidos organicos provenientes da fermentagéo dos
carboidratos da dieta, pelas bactérias e influéncia de alguns fatores sociais € comportamentais.

E assim, uma doenga multifatorial, infecciosa, transmissivel (LEITES et al, 2006; LIMA, 2007).

A doenca carie esta relacionada a um processo de desmineralizagéo e remineralizagao
dos tecidos dentarios (esmalte, dentina e cemento). Lesdes de carie que ndo permitem a
realizacdo de procedimentos de remineralizagdo necessitam da intervencdo invasiva do
cirurgido-dentista. Essa intervengéo preconiza a remogao da carie previamente a confec¢do da
reconstrucdo das estruturas perdidas, protegendo os remanescentes de novas agressdes
(FERREIRA, 2008; FRANCO et al, 2007).

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

A importancia do uso de um agente de limpeza cavitaria € para diminuir incidéncia dos
microrganismos cariogénicos e 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 pos-operatoria, manchamento

marginal, fraturas marginais e injurias ao complexo dentino-pulpar.

Com base nas caracteristicas do potencial anticariogénico do dleo da copaiba, a
proposta desse trabalho foi obter uma solugdo de limpeza da cavidade a base do 6leo da

copaiba e avaliar a citotoxicidade das substancias formuladas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a citotoxicidade in vitro de emulsdo de limpeza de cavidade restauradora
formulada a base do 6leo da copaiba (Copaifera multijuga) na linhagem normal de fibroblasto

humano MRC-5 através do teste do Alamar blue.

2.2 Objetivos Especificos
- Formular emulséo de dleo da copaiba na concentragéo 10%.

- Verificar a citotoxicidade das emulsdes testes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

E aceito e estabelecido universalmente que a carie dentéria é uma doenga multifatorial,
infecciosa, transmissivel e dieta dependente, que produz uma desmineralizagéo das estruturas
dentarias. Com essa definicdo, por sua complexidade, torna-se muito dificil compreendé-la
completamente (LIMA, 2007).

Antigamente, apesar de todos os elementos necessarios para desenvolver a carie
estarem presentes, havia uma condicdo de desequilibrio e reequilibrio, representados pelo
fenbmeno da desmineralizacdo e remineralizagdo, mediadas pela saliva, que mantinha a
estrutura do esmalte dentario intacta. Essa biodiversidade determinada pela presenca de todos
os elementos que influenciavam a fisiologia da cavidade bucal em condi¢des naturais, como
alimentagdo, microrganismos e secre¢do salivar, mantinha o equilibrio homeostatico (LIMA,
2007).

A manipulacdo dos alimentos naturais pelo ser humano fez com que muitas dessas
propriedades ficassem prejudicadas, produzindo um desequilibrio da biodiversidade da cavidade

bucal, tornando-os cariogénicos (LIMA, 2007).

Deve-se definir cérie dentdria como uma desmineralizagao irreversivel do esmalte
provocada pelo desequilibrio frequente do fendémeno de des-re, durante um periodo de tempo,
produzida pela agéo de acidos provenientes do metabolismo de carboidratos no biofilme dental,

e que traz algum prejuizo ao individuo, caracterizado por sinais (LIMA, 2007).

Quanto maior o desequilibrio, isto é, quanto maior a frequéncia de dieta cariogénica e
maior o intervalo de tempo sem controle do biofilme, a lesdo de mancha branca serd mais
intensa, chegando a cavitagdo do esmalte, determinando assim, uma lesdo de cérie avangada
(LIMA, 2007).

Lesdes de carie que ndo permitem a realizagdo de procedimentos de remineralizagéo
necessitam da intervencao invasiva do cirurgido-dentista. O tratamento da cérie dentéria consiste
na sua remogdo mecanica, pelo preparo cavitario, e posteriormente restauragdo do elemento
dentario, protegendo as estruturas de novas agressdes. Estudos evidenciam a permanéncia de
residuos e bactérias apds o preparo cavitério, observando-se a importancia do uso de um agente

de limpeza cavitaria para prevenir a recorréncia de carie, facilitar e retencdo de materiais as



estruturas dentarias, assim prevenindo a ocorréncia de microinfiltragdo nas restauracoes.
(FRANCO et al, 2007; MACHADO et al, 2012).

A limpeza cavitaria é baseada na remogao de detritos oriundos do preparo, tais como
raspas de dentina e esmalte, bactérias, pequenos fragmentos ou particulas abrasivas dos
instrumentos rotatdrios, e 6leos provenientes dos aparelhos de alta e baixa velocidade. Assim, a
limpeza tem a finalidade de dificultar a invaséo bacteriana e desinfetar a cavidade, porém, ndo
deve afetar a estrutura dos tubulos dentinérios, para ndo modificar a permeabilidade dentinaria
(FRANCO et al, 2007; CAMILOTTI et al, 2013).

Esta contaminagdo pode interferir na qualidade de uni&o entre materiais adesivos e 0
dente, com relagdo as propriedades fisicas, aumentando a microinfiltragdo nas margens de
restauragdes adesivas. Em fungdo dessa possibilidade, tem sido recomendado o uso de um
agente antimicrobiano, na desinfec¢do das cavidades contaminadas, ou o uso de materiais
restauradores capazes de inativar estas bactérias. Tal procedimento evitaria a recorréncia de
caries, danos pulpares, hipersensibilidade e melhoraria a reten¢do dos materiais restauradores
as estruturas dentais, diminuindo a microinfiltracdo nas restauragdes (CAMILOTTI et al, 2013;
BENGTSON, 2008).

Uma solugédo de grande valor seria aquela que pudesse ser utilizada ap6s a preparagao
cavitaria e que desinfetasse a dentina, reduzindo o potencial de caries residuais e a sensibilidade
associada a elas. Os agentes mais comuns utilizados para limpeza de cavidades séo a
clorexidina 2%, o EDTA e a agua destilada. A clorexidina tem sido a substancia que apresenta
melhores caracteristicas para este fim, devido as suas propriedades (CAMILOTTI et al, 2013;
FRANCO, 2007).

O uso da clorexidina na desinfecgao de cavidade previamente a aplicagdo de materiais
restauradores ou associada aos mesmos tem potencial antibacteriano no sentido de contribuir
para a redugdo das bactérias residuais na cavidade e a diminuigdo da incidéncia da carie
secundaria ja foi comprovada. Contudo, tal beneficio pode ser anulado caso a solugdo promova
microinfiltragdo por interferir no mecanismo de adesdo dos materiais aos tecidos dentais, como

comprovado em outros estudos (Castro et al, 2010)

A utilizagdo de plantas medicinais no Brasil remonta desde as antigas civilizagdes
indigenas, muito antes da chegada dos primeiros europeus. Com o passar do tempo, o

conhecimento empirico indigena sobre plantas medicinais foi se mesclando com o europeu € 0



africano, constituindo dessa forma a baseada tradicdo no uso de plantas medicinais no Brasil
(LORENZI; MATQOS, 2002). As copaibas sdo arvores nativas da regido tropical da América Latina
e também da Africa Ocidental. Na América Latina s&o encontradas espécies na regido que se
estende do México ao norte da Argentina (CARVALHO 2010). 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 é utilizado ha muito tempo pelos indios para o tratamento de feridas, por sua
acao anti-inflamatéria, antisépticas, antibacterianas e antifingicas. Devido a atividade biolégica
do 6leo da copaiba especialmente a ag&o antibacteriana aos microrganismos da doenca carie,
associou-se a utilizagdo do 6leo da copaiba com o processo restaurador (VASCONCELOS,
2006).

O Alamar Blue® é um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedade redox, ou
seja, de oxirredugdo, que muda de cor de azul a cor de rosa fluorescente na presencga de
organismos metabolicamente ativos crescentes. A forma oxidada é azul (ndo fluorescente/ célula
nao viavel) e a forma reduzida é résea (fluorescente/célula viavel) (RIBEIRO et al, 2004; TIBALLI
et al, 1995).

O teste de hemolise in vitro ja foi empregado por diversos autores para a avaliagéo
toxicologica de diferentes plantas (PEQUENO; SOTO BLANCO, 2006). Na investigagéo da agéo
de extratos vegetais, é importante determinar qualquer atividade hemolitica, pois € um indicador
de citotoxicidade geral e de bioatividade. O ensaio de hemdlise in vitro também tem sido
empregada por muitos grupos diferentes para a avaliagdo toxicologica de diferentes plantas
(OLIVEIRA et al, 2009)



4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Método de coleta do 6leo-resina da copaiba (Copaifera multijuga)

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

A coleta foi realizada pelo mateiro da reserva, consistindo na confecgao de um furo por
meio de um trado 7/8 polegada didmetro e 1 metro de comprimento, a altura de
aproximadamente 1 metro do chéo, até o centro do caule onde se encontram os reservatorios
do 6leo-resina, com um pequeno declive para escoamento. Apds esse procedimento, o 6leo-
resina foi 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 al,1999).

4.2 Preparo das emulsdes do dleo-resina da copaiba (Copaifera multijuga)

Emulsdes de limpeza de cavidade a base do 6leo-resina da Copaifera multijuga foram
formuladas obedecendo as orientagdes do Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira
(2012) nas concentragdes 10%. Foram realizados trés diferentes emulsdes a base do 6leo de

Copaiba a 10% com diferentes associagdes.

4.3 Avaliagao da citotoxicidade de emulsdes do 6leo-resina da Copaifera multijuga
4.3.1 Teste de hemélise

A citotoxicidade das emulsdes da Copaifera multijuga, nas concentragbes de 10% do
6leo-resina da copaiba foram determinadas segundo Costa-Lotufo et al (2002), que permite
avaliar o potencial das substancias-teste em causar lesdes na membrana plasmatica da célula,

seja pela formagao de poros ou pela ruptura total.

O sangue foi coletado de um camundongo Swiss (Mus musculus) por via do plexo orbital
(altamente vascularizado), sendo diluido em 30 volumes de solugéo salina (NaCl 0,85% + CaCl2
10mM). Os eritrocitos foram lavados duas vezes em solugédo salina por centrifugacédo (1500rpm/

10



3min.) para redugdo da contaminagdo plasmatica, e ressuspensos em solu¢do salina para
obtencéo de uma suspenséo de eritrocitos (SE) a 2%. Os ensaios foram realizados em placas de
96 pogos. Cada pogo da 12 coluna recebeu 100uL da solugéo salina. Na 22, os pogos receberam
50uL da solugéo salina e 50uL do veiculo de diluicdo da substancia teste, neste caso, DMSO
10%. Aos pogos da 3? coluna, foram adicionados 100 uL de solugdo salina e 100 uL das
substancias teste em solugdo. Da 42 coluna em diante os pogos receberam 100 uL da solugao
salina, excetuando-se os da ultima coluna, que receberam 80uL de solugéo salina e 20 uL de
Triton X — 100 1% (controle positivo). As diluicdes foram feitas dos pogos da 3% & 112 coluna,
retirando-se 100 uL da solugéo da cavidade anterior e transferindo para a seguinte de modo que
as concentragdes foram sempre diluidas pela metade, variando de 15,6 a 2000 ug/mL. Em
seguida, 100 uL da SE 2% foram plaqueados em todos os pogos. Apés incubagdo de 1h, sob
agitagdo constante a temperatura ambiente (26 + 2°C), as amostras foram centrifugadas
(3000rpm/ 10min.) e o sobrenadante transferido para outra placa para a leitura da absorbancia

no espectrofotdmetro de placas a 540nm.

4.3.2 Teste de cultura de células

A citotoxicidade dos produtos foram testados frente a linhagem normal de MRC-5
(fibroblasto humano), através do teste de Alamar Blue™ (AHMED et al, 1994). A linhagem MRC-
5 foi cultivada em meio DEMEN, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidtico, e mantida em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO>. As amostras foram

dissolvidas em dimetil-sulféxido (DMSO) e testadas a partir de 50ug/mL.

O Alamar Blue é um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Em
células em proliferagdo o Alamar Blue é reduzido. A forma oxidada é azul e ndo-fluorescente

(indicando célula ndo viavel) e a forma reduzida é résea e fluorescente (indicando célula viavel).

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metodologia descrita por Ahmed et al
(1994) com o intuito de se analisar a viabilidade celular da célula testada (MRC-5 — fibroblasto

humano) na presenga de diferentes concentragdes das substéncias testadas.

As células foram cultivadas em garrafa de cultura com meio DMEM completo. Elas foram
contados em camara de Neubauer e plaqueados em placas de 96 pogos, cada pogo contendo 1
x 104 células em 200 uL de meio de cultura. A placa foi entdo incubada em estufa por 24 h,

11



periodo necessario para que ocorra a adeséo das células na placa, a 37°C com atmosfera de
5% de CO.. Apbs este tempo, as células foram tratadas, por setenta e duas horas. A
Doxorrubicina foi usada como controle positivo. O grupo controle recebeu no pogo a mesma
quantidade de DMSO da maior concentragdo do extrato. Passadas 24 h de tratamento, 10 L da
solugdo de uso de Alamar Blue (solugéo estoque 0,4 % 1:5 em meio de cultura sem soro fetal
bovino) foi adicionada em cada pogo da placa. Apds 3 h de exposi¢éo ao Alamar Blue, retirando
da estufa meia hora antes do término, a fluorescéncia foi medida usando-se um leitor de pacas
de Elisa (marca Beckman e Coulter). Os dados foram analisados em relagdo ao controle

negativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um agente de limpeza ideal deve remover a smear layer, ndo ser toxico a polpa e aos
tecidos adjacentes ao dente, facilitar a remogdo dos agentes protetores, combater e eliminar
microrganismos patogénicos existentes nas paredes cavitarias (FRANCO et al. 2007) e ainda

nao interferir na adesdo dos materiais restauradores a estrutura dental.

A tabela 1 demonstra viabilidade celular das formulagdes a base do 6éleo de copaiba no
teste de cultura de células, sendo considerada alta nas concentragbes testadas, pois as
substancias néo induziram a morte em percentual inferior a 66,6%, nos impossibilitando de
calcular a concentracdo inibitoria a 50%. Entretanto, os resultados mostraram que, nas
concentragdes testadas, as formulagdes de Copaiba 10% + 1% de Tween e Copaiba 10% +
1,0% de Tween + 1% de DMSO s&o menos citotoxicas que a formulagdo Copaiba 10% + 1,5%

de Tween.

Concentragdo Copaiba10%+ Copaiba10% + Copaiba 10% +1,0% de
1% de Tween  1,5% de Tween  Tween + 1% de DMSO

DMSO 100 100 100

0,781 100 98,922 100
1,562 100 98,435 99,619
3,125 100 97,193 99,991
6,25 100 96,530 97,164

12,5 100 94,950 100
25 100 88,270 93,587
50 81,357 66,636 73,612

Tabela 1. Valores da viabilidade celular calculada a partir do resultado do controle negativo e expressa em

porcentagem.

A tabela 2 sugere que as formulagdes com conservante B e C ndo causaram
citotoxicidade e com conservante A, no maior volume testado, encontra-se mais de 50% de

citotoxicidade em células normais.
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Concentragdo  Copaiba 10% + Copaiba 10% + Copaiba 10% +

Tween 1,5% + Tween 1,5% + Tween 1,5% +

Conservante A Conservante B Conservante C
DMSO 100 100 100
0,781 100 100 100
1,562 100 100 100
3,125 100 100 100
6,25 100 100 100
12,5 100 100 100
25 96,4 100 100
50 41 100 98

Tabela 2. Valores da viabilidade celular calculada a partir do resultado do controle negativo e expressa em

porcentagem.

A auséncia de trabalhos na literatura sobre solugdo de limpeza a base de 6leo de
copaiba restringe a discussao, entretanto GOMES et al (2007) compararam a atividade
antinoceptiva de dois 6leos amazdnicos (Copaifera multijuga Hayne e Copaifera reticulata
Ducke, Fabaceae), onde avaliaram camundongos que receberam por via oral 500 mg/kg de dleo
de Copaifera multijuga e constataram que n&o houve efeitos tdxicos. Isso colabora com os
resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a emulsdo de limpeza de cavidade
restauradora formulada a base do 6leo da copaiba (Copaifera multijuga) nas concentragdes

testadas ndo produziram efeito citotoxico.

O teste de hemdlise foi observado indugdo de hemdlise por todas as substancias
testadas, entretanto, por se tratar de uma formulagdo que contém o detergente Tween, é
esperado que o rompimento de membrana de eritrocitos possa ocorrer. Estes resultados foram
divergentes aos trabalhos Costa-Lotufo et al (2002), que avaliaram um isolado do 6leo-resina da
Copaifera langsdorffi, acido karendico, que proporcionou lise celular em 50% dos eritrocitos

humanos

Coelho 2011 demonstrou atividade hemolitica da emulsdo do 6leo de copaiba nas

diferentes concentragdes, 10%, 10% com PB, 30% e 30% com PB, semelhante a pesquisa de

14



Costa-Lotufo et al (2002), que avaliaram um isolado do 6leo-resina da Copaifera langsdorffi,

acido karenoico, que proporcionou lise celular em 50% dos eritrocitos humanos com 54,6uM.

O dleo-resina da copaiba in natura testado por Coelho (2011) 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 o6leo de
copaiba em micromoléculas, possibilitando o contato do dleo de copaiba com a solugio de

eritrocitos e assim proporcionar lise celular.

O trabalho de Pequeno; Soto-blanco (2006) avaliaram a acdo hemolitica de plantas
consideradas toxicas, e as mesmas ndo apresentaram atividade de lise celular, considerando
que o teste ndo pode ser aplicado com seguranga na avaliagdo preliminar de plantas toxicas,

sendo ainda necessario a utilizagao de animais.

O Tween 80 foi 0 veiculo utilizado na formulagao das emulsdes e é um sulfactante ndo-
ibnico, toxico para as membranas biologicas, constituido por ésteres de &cidos graxos de
polioxietileno sorbitol. Segundo Domingues et al (2000), o Tween 80 utilizado como veiculo é
toxico na cultura de células, isto possivelmente esta relacionado a sua capacidade de alterar a
morfologia e a superficie da parede celular devido a sua agédo detergente. O que corrobora com
os resultados do presente estudo, onde a emulsao com veiculo Tween a 1,5 % foi mais citotoxica

que a emulsao que utilizou Tween a 1%.

Em exposi¢des pulpares, estudos in vivo confirmaram que as solugdes salina e de
hidréxido de célcio sdo menos citotdxicas, ou seja, menos agressivas a polpa, sendo as mais
utilizadas na maioria dos estudos, entretanto ndo possuem atividade antibacteriana, em
contrapartida a clorexidina € antibacteriana, mas néo € téo eficaz no controle da hemorragia
(CARVALHO et al, 2012).

Correlacionando os resultados de varios estudos realizados com éleo de copaiba,
principalmente a atividade antibacteriana (BANDEIRA et al, 1999; VEIGA et al, 2007 e GOMES
et al, 2007) e a baixa citotoxicidade apresentada na cultura de células das emulsées do dleo-
resina da copaiba do presente estudo, principalmente as associadas a Tween a 1%, € possivel
sugerir que existe a viabilidade de utilizar as mesmas concentragdes das emulsdes testes para
aplicagéo clinica, necessitando, ainda, de maiores investigacdes principalmente para ser

utilizado em cavidades com exposicao pulpar sem causar hemdlise.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados pode-se concluir por meio dos testes de cultura de célula e de
hemolise que, as emulsdes a base do dleo de copaiba a 10% apresentaram viabilidade celular
alta nas concentragdes testadas, principalmente nas formulagdes associadas ao Tween a 1%.
Contudo, por mais que tenha ocorrido hemolise em todas as formulagdes testadas, os resultados
obtidos sugerem um avango na busca da formulacdo de uma emulséo de limpeza cavitéria a

base do 6leo de copaiba, principalmente se ndo houver exposigéo pulpar.
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