UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO EM ODONTOLOGIA

EMULSAO DE Copaifera multijuga Hayne PARA LIMPEZA DE
PREPARO CAVITARIO: CONTROLE DE QUALIDADE
FISICO-QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA

PATRICIA SAMEA LEDO LIMA MILERIO

MANAUS - AM
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO EM ODONTOLOGIA

PATRICIA SAMEA LEDO LIMA MILERIO

EMULSAO DE Copaifera multijuga Hayne PARA LIMPEZA DE
PREPARO CAVITARIO: CONTROLE DE QUALIDADE
FISICO-QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA

Dissertacdo  apresentada  ao
Programa de PoOs-Graduacdo em
Odontologia da Universidade
Federal do Amazonas, como
requisito parcial para a obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncias
Odontologicas.

Orientadora: Profé. Dr2 Maria Fulgéncia Costa Lima Bandeira

Coorientadora: Profd. Dr2. Nikeila Chacon de Oliveira Conde

MANAUS - AM
2015



Ficha Catalogréafica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Milério, Patricia Samea Lédo Lima

M642e Emulsdo de Copaifera multijuga Hayne para limpeza de preparo
cavitario: controle de qualidade fisico-quimico e avaliagdo da
atividade antibacteriana / Patricia Sdmea Lédo Lima Milerio. 2015
93 f..il. color; 31 cm.

Orientadora: Maria Fulgéncia Costa Lima Bandeira

Coorientadora: Nikeila Chacon de Oliveira Conde

Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) - Universidade Federal
do Amazonas.

1. Medicamentos fitoterapicos. 2. controle de qualidade. 3. dentistica
operatdria. 4. atividade antibacteriana. I. Bandeira, MariaFulgéncia
Costa Lima II. Universidade Federal do Amazonas I11.Titulo




PATRICIA SAMEA LEDO LIMA MILERIO

EMULSAO DE Copaifera multijuga Hayne PARA LIMPEZA DE
PREPARO CAVITARIO: CONTROLE DE QUALIDADE
FISICO-QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA

Dissertacdo  apresentada  ao
Programa de P0Os-Graduacdo em
Odontologia da Universidade
Federal do Amazonas, como
requisito para a obtencdo do titulo
de Mestre em Ciéncias
Odontologicas.

Aprovada em 20 de janeiro de 2015.

BANCA EXAMINADORA

Profé, Dr2, Maria Fulgéncia Costa Lima Bandeira, Presidente
Universidade Federal do Amazonas

Profé. Dr? Fabio Correa Sampaio, Membro
Unversidade Federal da Paraiba

Profé. Dré. Carina Toda, Membro
Universidade Federal do Amazonas



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a DEUS, pela minha vida, por estar comigo em todos 0s
momentos, pela realizacdo desse trabalho, pelo aprendizado que adquiri e por ter mostrado o
caminho, nos momentos dificeis, e o prazer do ensinar e aprender, nos momentos de

felicidade.

A minha orientadora, Prof®. Dr2, Maria Fulgéncia Bandeira (e toda familia), pelo
exemplo de profissional, de dedicacdo, pelo amor a docéncia, pela amizade construida, pelo
carinho maternal, pelos conselhos de vida, pela tranquilidade e serenidade na construcao deste
trabalho, por desvendar e estimular os caminhos a seguir. E admiravel tamanha generosidade
e humildade. Resta-me o enorme orgulho e satisfagdo em ter sido sua orientanda em mais essa

etapa.

Agradeco ao meu pai e meu hero6i, Jorge da Silva Lima, pelo exemplo de pai, que
sempre me incentivou nas minhas ousadias, mostrando-me que somos capazes de tudo

guando sabemos o que queremos e gque acreditou em mim, quando eu mesma nao acreditava.

Agradeco a minha mée e melhor amiga, Maria Auxiliadoéra Lédo Lima, pelo amor
incondicional de MAE, pela forca e incentivo, pelas inimeras rendncias, estando sempre ao
meu lado nos instantes de gldria e nas dificuldades, orientando-me a seguir no melhor

caminho.

Agradeco ao meu irmdo, Pedro Lédo Lima, por estarmos sempre unidos, um
apoiando o outro em todos 0s momentos de nossas vidas, 0 que nos torna mais fortes e

realmente irmaos.

Agradeco a minha sogra e segunda mée, Kéatia Cintia de Vasconcelos, pelo apoio,
dedicacéo, incentivando-me a lograr o prazeroso e infinito caminho do saber, do conhecer, do

estudar.

Agradecimento especial ao meu marido, Thiego Lucianno de Vasconcelos Milério,
pela aceitacdo e compreenséo, estando ao meu lado nas minhas batalhas, renunciando lazeres,
entendendo a minha auséncia e, sobretudo, apoiando as minhas decisdes de ir a busca de

novas experiéncias, novos saberes, novos conhecimentos.



Agradeco a Universidade Federal do Amazonas, pela contribuicdo em minha
formagdo académica e por ser esta Instituicdo de Ensino renomada e envolvida com a

educacdo, pesquisa, extensdo e inovacao tecnologica.

Ao coordenador do Programa de P6s-Graduagcdo em Odontologia da UFAM, Prof. Dr.
Emilio Carlos Sponchiado Junior, pela dedicacdo e esmero frente a coordenacdo, sempre
em busca de melhorais e parceiras que colaborem no avanco cientifico e qualidade do

Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia.

Agradeco aos Docentes do Programa de Pé6s-Graduacdo em Odontologia da
UFAM, pelo apoio e orientacdes nas constantes duvidas, e sempre com toda a disposi¢do a

ajudar e mostrar a visao de educador.

A minha coorientadora Prof® Dr2 Nikeila Conde, pelo companheirismo, ajuda,
atencdo, conforto em momentos de ansiedade e compartilhamento de seus saberes, mostrando

que a generosidade € virtude de poucos e de bons profissionais.

As professoras Dr2 Carina Toda e Msc. Cristiane Nagai Coelho, por toda ajuda,
dedicacdo, amor a pesquisa, companheirismo, por serem profissionais muito competentes,

muito solidérias e, a qualquer momento, dispostas a contribuir com a pesquisa.

Ao grupo de Fitoterapia da FAO, pelo calor humano, amizade, ajuda, sobretudo,
pelas experiéncias, pelos conhecimentos compartilhados e aprendidos.

A guerida Luisa Rissoni Santos Machado, por ter sido um verdadeiro anjo que Deus
colocou na minha vida. Muito obrigada pela parceira e pela disponibilidade em me ajudar no

laboratdrio e em tudo o que precisei, sendo sempre muito prestativa, atenciosa e meiga.

A grande amiga de graduacdo Msc. Gisely Naura Venancio, sempre muito prestativa,

compartilhando de suas experiéncias, desafios e incentivando nos momentos de ansiedade.

A professora Dr?, Maria Francisca Simas Teixeira e a querida Taciana de Amorim
Silva, por terem me recebido tdo bem no laboratério de Micologia da UFAM, dando todo o

suporte e apoio necessarios.

Aos professores Dr2. Marne Carvalho de Vasconcellos e Dr. Adley Lima por toda a

generosidade e atencao.



Aos amigos de mestrado, Antonio Jorge, Guilherme Carvalho, Jo&do Relvas, Nara
Munik, Juliana Maria, Cristiano Pires, Raissa da Costa e Julie Marie por juntos

trocarmos expectativas, compartilharmos, vivéncias, aflicées.

Aos funcionarios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e da Faculdade de
Odontologia da UFAM, desde a equipe da limpeza, administrativo (Rose, Benigno, Paulo,
Seu Pedro), técnicos (Lilian, Ronaldo) e equipe da seguranga, até os professores e alunos

(Fabricio), por toda a aten¢éo e ajuda nos momentos que precisei.

A FAPEAM pela concessdo da bolsa de estudos que contribuiu para a realizacio da

pesquisa.

Aos Professores Titulares e Suplentes da Banca Examinadora de qualificacéo e
de defesa, por sempre estarem dispostos a contribuir com o engrandecimento cientifico deste
trabalho.

A todos os amigos do trabalho, em especial ao diretor da UBS, Luiz Urrutia, as
dentistas Leoneide Feijdo, Rosiclei Lourenco e a ACD Diana Matos que me ajudaram em

todos 0s momentos e incentivaram a seguir em frente para alcancar meus objetivos.

A cada pessoa que contribuiu direta ou indiretamente para a realizacdo de mais esta

etapa da minha vida.



"A vida nos mostra, ao longo das vivéncias, que temos grandes
desafios na nossa trajetéria, sejam elas no ambito profissional
ou pessoal. Mostra que cada experiéncia, coloca-nos frente a
novas descobertas e novas lutas. E acima de tudo nos poe fortes
para vivermos novos momentos, travar e vencer novas batalhas

que nos levaréo ao sucesso nesse espago chamado VIDA.”

Autor desconhecido



RESUMO

Este estudo analisou a estabilidade e atividade antibacteriana de uma emulsdo & base de 6leo de
copaiba (Copaifera multijuga Hayne) a 10% para limpeza de cavidade, segundo as propriedades
fisico-quimicas de controle de qualidade e atividade antibacteriana, obedecendo as orientacbes de
padronizacdo e normas das boas praticas de fabricagdo da Farmacopeia Brasileira e da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Para o controle de qualidade, a emulsdo-teste foi armazenada em
diferentes ambientes (estufa, temperatura ambiente, temperatura ambiente ao abrigo da luz, local com
ar condicionado, geladeira e freezer) e avaliada em diferentes periodos experimentais (0,3 e 6 meses).
Realizaram-se, com essa emulsdo, testes de centrifugagdo, determinacdo de pH, densidade, avaliacdo
microbioldgica e organoléptica. A atividade antibacteriana das formulagdes sobre 0s microrganismos
Streptococcus mutans (ATCC25175), Streptococcus oralis (ATCC10557), Streptococcus salivarius
(ATCC7073) e Lactobacillus paracasei (ATCC335) foi analisada através dos testes de concentracao
inibitéria minima e bactericida minima. Os resultados do teste de pH e determinac¢do da densidade
foram analisados pelo teste ANOVA e teste de Bonferroni (p < 0,05). Os demais testes receberam
andlise descritiva. Na centrifugacdo, ndo foi observado separacdo de fases no tempo 0, no tempo de 3
meses, armazenados em freezer, geladeira e ar-condicionado e no tempo de 6 meses, armazenados em
freezer, geladeira, enquanto que nos outros ambientes nos diferentes tempos houve separacéo de fases;
no teste de pH, o ambiente de armazenamento estufa, temperatura ambiente ao abrigo da luz,
temperatura ambiente e ar-condicionado apresentaram diferenga estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle (tempo 0), geladeira e freezer nos periodos experimentais; na densidade, o
ambiente de armazenamento estufa apresentou os menores valores de densidade e mostrou diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao: grupo controle (tempo zero), tempo 3 meses (geladeira,
freezer e ar-condicionado) e tempo 6 meses (geladeira e freezer); na avaliacdo microbiol6gica nao
houve crescimento bacteriano; na avaliagdo organoléptica, no tempo 0 ndo houve qualquer alteracéo,
no tempo de 3 meses, houve apenas alteracdo da coloracdo da emulsdo armazenada em estufa e no
tempo de 6 meses, houve alteragdo da coloragdo da emulsdo armazenada em estufa, temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A emulsdo-teste apresentou atividade bacteriostatica e bactericida,
respectivamente, nas concentracdes de 13,33uL/mL e 15 puL/mL para o S. mutans; 20 uL/mL e 23,33
pL/mL para S. salivarius e 13,33 pL/mL e 15 pL/mL para o L. paracasei. A menor concentracdo da
emulsdo-teste (8,33uL/mL) demonstrou atividade bactericida contra S. oralis. Conclui-se que, a
emulsdo-teste demonstrou atividade antibacteriana frente a todos 0s microrganismos ensaiados;
apresentou condi¢des de estabilidade e qualidade, sem contaminantes, nos ambientes de
armazenamento freezer e geladeira. Considerando a clinica diaria o melhor ambiente de
armazenamento é a geladeira.

Palavras-chaves: Medicamentos fitoterapicos; controle de qualidade; dentistica operatoria.



ABSTRACT

This study analyzed the stability and antibacterial activity of an emulsion in based of copaiba
oil(Copaifera multijuga Hayne) in 10% for cavity cleaning, according to the physicochemical
properties of quality control and antibacterial activity, following the standardization of guidelines and
standards good manufacturing practices of the Brazilian Pharmacopoeia and the National Health
Surveillance Agency. For quality control, the emulsion test was stored in different environments
(greenhouse, room temperature, room temperature protected from light, a place with air conditioning,
fridge and freezer) and evaluated in different periods (from 0.3 to 6 months ). There were, with this
emulsion, centrifuge tests, determination of pH, density, microbiological evaluation and organoleptic.
The antibacterial activity of the formulations on the microorganisms Streptococcus mutans
(ATCC25175), Streptococcus oralis (ATCC10557), Streptococcus salivarius (ATCC7073) and
Lactobacillus paracasei (ATCC335) was analyzed by using the minimum inhibitory concentration
tests and minimum bactericidal. The results of the pH test and density determination were analyzed by
ANOVA and Bonferroni's test (p <0.05). The other tests were given descriptive analysis In the
centrifugation test, there was no phase separation at time 0 in the time of three months, stored in
freezer, fridge and air conditioning and time of six months, stored in freezer, fridge, while in other
environments in different times there was phase separation; in the pH test, the greenhouse storage
environment, room temperature protected from light, room temperature and air conditioning had
statistically significant difference from the control group (time 0), fridge and freezer in experimental
periods; in the density test, the greenhouse had the lowest density values and showed a statistically
significant difference in relation to: control group (zero time), time 3 months (fridge, freezer and air
conditioning) and time 6 months (fridge and freezer); in microbiological evaluation there was no
bacterial growth; in organoleptic evaluation at time 0 no had change, in time of 3 months, there was
only change in color of the emulsion stored in glass and in time of 6 months, a change in color of the
emulsion stored in room temperature and in room temperature protected of light. The emulsion test
showed bacteriostatic and bactericidal activity, respectively, in concentrations of 13,33ul/ml and 15
uL/ml for S. mutans; 20 uL/ml and 23,33 puL/mL for S. salivarius and 13,33 uL/ml and 15 uL/ml for
L. paracasei. The lowest concentration of the test emulsion (8,33ulL/ml) demonstrated bactericidal
activity against S. oralis. In conclusion, the emulsion showed antibacterial activity against all tested
microorganisms; presented conditions of stability and quality without contaminants in freezer and in
fridge. Considering, for the daily clinic, the best environment is the refrigerator.

Keywords: phytotherapeutic drugs, quality control; operative dentistry.
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1 INTRODUCAO

O preparo cavitério, do ponto de vista terapéutico, € o tratamento biomecénico da
doenca cérie e de outras lesbes dos tecidos duros do dente de forma que as estruturas
remanescentes possam receber uma restauracdo que seja resistente, proteja e previna a
reincidiva de carie (MONDELLI, 2006). Toda vez que se abrasiona ou corta a estrutura
dentaria, forma-se na superficie uma camada denominada de smear-layer (ARAUJO et al,
1998), composta de matéria organica e inorganica, sangue, saliva, 6leos provenientes de
aparelhos rotatérios, microrganismos e seus produtos (BUSATO, 2005).

O Ultimo principio a ser observado em um preparo cavitario segundo Black é a
limpeza da cavidade (MONDELLI, 2006), que visa remover, com eficicia, a maioria dos
residuos que podem prejudicar a adaptacdo, o vedamento marginal e a0 mesmo tempo reduzir
a quantidade de microrganismos e seus produtos, e assim, prevenir a recorréncia de cérie,
facilitar a retencdo de materiais as estruturas dentérias, prevenir a ocorréncia de
microinfiltracdo nas restauracbes e, consequentemente, diminuir a possibilidade de
sensibilidade pos-operatéria, manchamento marginal, fraturas marginais e injarias ao
complexo dentino-pulpar (RODE; SANTOS, 1990).

A escolha do agente de limpeza de cavidades dependera do conhecimento do clinico,
porém deve-se considerar a acdo de biocompatibilidade do material. N&o deve ser irritante aos
tecidos bucais, deve apresentar uma concentracdo ndo-toxica, atividade tensiometrica,
eletrolitica e pH aceitaveis ao meio bucal (FRAZAO et al, 2011).

Existem, basicamente, dois grupos de agentes para limpeza: os desmineralizantes
(&cidos) e os ndo-desmineralizantes. Esses ultimos, podendo ser enquadrados o digluconato de
clorexidina a 2% e a agua de hidréxido de calcio, que removem os detritos pela forca do

impacto ou por esfregaco (MONDELLI, 1998).
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A fitoterapia € um recurso terapéutico caracterizado pelo uso de plantas medicinais em
suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda
que de origem vegetal. Tal abordagem incentiva o desenvolvimento comunitario, a

solidariedade e a participacdo social (BRASIL, 2006a).

Como opcdo terapéutica para tratamentos tradicionais, a fitoterapia e as plantas
medicinais tem sido utilizada com maior frequéncia pela populacdo. Cerca de 82% da
populacdo brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais nos seus cuidados com a
salde, seja pelo conhecimentos transmitidos na medicina indigena, quilombola, entre outros
povos e comunidades, seja pelo uso na medicina popular, de transmisséo oral entre geracoes,
ou nos sistemas oficiais de saide, como préatica de cunho cientifico, orientada pelos principios

e diretrizes do Sistema Unico de Saude (RODRIGUES; DE SIMONI, 2010).

As principais vantagens de se trabalhar com produtos naturais sdo a grande
aceitabilidade da populacdo local e o possivel menor custo, em relagdo aos produtos,
atualmente, existentes no mercado (CALIXTO, 2005; FRANCISCO, 2010).

No Brasil, 0 mercado que utiliza os fitoterapicos estd em continuo crescimento, porém
0 grande mercado ainda é o informal. No intuito de inibir a comercializagdo de fitoterapicos
produzidos sem critérios e sem padronizacdes, foram criadas politicas publicas e formuladas
resolucdes visando o aprimoramento do controle de qualidade dos fitoterapicos, desde a coleta
da matéria-prima, producéo até o produto final, garantindo qualidade, eficicia e seguranca no
uso, além de incentivar estudos nessa area, tecnologias de producéo e a incorporacdo destes
tipos de medicamentos no Sistema Unico de Satde (BRASIL, 2011).

No aprimoramento dos estudos das riquezas da biodiversidade amazonica, pesquisas
na area odontoldgica tém sido desenvolvidas com o proposito de buscar novos principios
bioativos para a formulacdo de medicamentos com diferentes aplicabilidades, agindo tanto

como curativos como preventivos (CUNHA et al, 2011). A aceitacdo popular da fitoterapia
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leva a boas perspectivas no mercado de produtos odontolégicos fitoterapicos (AGRA et al,
2007; FRANCISCO, 2010).

Assim, existe em andamento pesquisa de uma emulsdo a base de 6leo de Copaifera
multijuga Hayne para limpeza de cavidade no grupo dos agentes de limpeza néo-
desmineralizantes. A copaiba é uma arvore originaria da América Latina e da Africa
Ocidental, o 6leo produzido por em seu tronco tem acdo desintoxicante, protegendo-a contra
animais, fungos e bactérias. Nos seres humanos, este Oleo apresenta propriedades anti-
inflamatdrias, cicatrizantes, antibacterianas, antifingicas e anticancerigenas (GOMES et al,
2010; LEANDRO et al, 2012; PIERI et al, 2012; DIAS et al, 2014). Devido a atividade
bioldgica do 6leo da copaiba, especialmente a acdo antibacteriana aos microrganismos da
doenca cérie, associou-se a utilizacdo do Oleo da copaiba com o processo restaurador
(VASCONCELOS et al, 2008).

No entanto, para o aprimoramento de novos produtos utilizados em Odontologia e
para a comprovacdo de sua eficacia, 0s mesmos necessitam ser submetidos a diversos testes,
procurando visualizar o seu desempenho clinico quando da utilizacdo na cavidade bucal, para
viabilizar o uso do produto na clinica diéria, pois compostos das plantas podem ser téxicos,
alterar a rugosidade da superficie dentaria, bem como causar manchamentos (DONASSOLO
et al, 2007; EVANGELISTA et al, 2013).

Desta forma, o presente trabalho justifica-se como forma de utilizar a Fitoterapia na
pratica terapéutica em Odontologia, sendo necessario analisar as caracteristicas fisico-
quimicas de uma emulsdo formulada a base de 6leo de copaiba para limpeza de cavidade,
visando cumprir os requisitos de controle de qualidade e atividade antibacteriana, obedecendo
as orientagcdes de padronizacdo e normas das boas praticas de fabricacdo de emulsdes da
Farmacopeia Brasileira e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para futura aplicacéo

na Odontologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

- Avaliar in vitro a estabilidade farmacoldgica e a atividade antibacteriana de emulséo de 6leo

de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) a 10% para limpeza de cavidade dentéria.
2.2 ESPECIFICOS

- Realizar a caracterizacdo fisico-quimica, organoléptica e microbioldgica da emulsdo de
copaiba (Copaifera multijuga Hayne) a 10%, obedecendo as orientacGes de padronizacdo e
normas das boas praticas de fabricacdo das emulsdes da Farmacopeia Brasileira e da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria;

- Analisar a atividade antibacteriana da emulsdo de Copaifera multijuga Hayne a 10% frente
aos microrganismos orais, Streptococcus mutans (ATCC 25175); Streptococcus salivarius

(ATCC 7073); Streptococcus oralis (ATCC 10557) e Lactobacillus paracasei (ATCC 335).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fitoterapia

Os medicamentos fitoterapicos, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), “sdo considerados os obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca sdo validadas por meio de levantamentos
etnofarmacoldgicos, de utilizacdo, documentacGes tecnocientificas ou evidéncias clinicas. Sdo
caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. N&o se considera medicamento fitoterapico
aquele que incluem, em sua composicdo, substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais,
nem as associa¢des dessas com extratos vegetais” (BRASIL, 2013).

O objetivo principal dos fitoterapicos é prevenir, curar e amenizar 0s sintomas da
doenca de forma mais acessivel para a populacdo e para os servicos de saude. Tendo como
meta superar as mazelas dos atendimentos publicos, escassez de recursos e necessidade
aumentada de medicamentos que se tornam mais dispendiosos, fazendo-se necessario o
estimulo ao uso de medicamentos fitoterapicos (WIJESEKERA, 1986; TOLEDO et al, 2003).

O uso de plantas medicinais na arte de curar ¢ uma forma de tratamento de origem
muito antiga, relacionada aos primérdios da medicina e fundamentada no acumulo de
informacBes por sucessivas geracdes. Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal
constituiram as bases para tratamento de diferentes doencas (BRASIL, 2006b).

Varios s&o os relatos da utilizagdo de plantas medicinais na antiguidade. Civilizagdes
como China, India, Egito e Grécia ja registravam o uso terapéutico de plantas medicinais.
Propriedades calmantes, sedativas, vermifugas, diuréticas e antissépticas de origem natural
eram conhecidas e preparadas por egipcios ha mais de 4000 anos. Os indianos descreveram
as plantas medicinais, criando um tratado médico intitulado Caraka. Gregos e romanos

ampliaram os conhecimentos da utilizagdo de plantas medicinais. E na China foi relatado pela
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primeira vez, nas ‘52 Prescrigdes’ escritas durante a Dinastia Mawangdui Han, 0 uso da
Artemisia annua contra a malaria (ALVES, 2013).

No Brasil, o indio ja era o grande conhecedor da fitoterapia, baseados nas suas
tradicdes. Porém, no periodo da chegada de Pedro Alvares Cabral até o seculo XIX, os
estudos sobre biodiversidade foram realizados pelos portugueses ou pessoas designadas por
eles. As descricdes feitas eram de espanto e admiracdo, o que resultou em diversos relatos
sobre a fauna e flora brasileira. Dentre os naturalistas, destaca-se Gabriel Soares de Souza,
naturalista que escreveu, em riqueza de detalhes, o Tratado Descritivo do Brasil. Entre seus
relatos, chamou as plantas medicinais utilizadas pelos indios como ‘“arvores de virtude” e
citou diversas plantas, entre elas a copaiba (Copaifera spp). No século XVIII, Piso, holandés
que escreveu o primeiro tratado de medicina tropical, cita em um de seus relatos que “0S
indios precedem de laboratdrios, ademais, sempre tem a méao sucos verdes e frescos de ervas.
Enjeitam os remédios compostos de varios ingredientes, preferem os mais simples, em
qualquer caso de cura, visto que por estes medicamentos os corpos nao ficam téo irritados”
(ALVES, 2013).

Da cultura popular aos cultivares, controlados por profissionais conhecedores do
assunto, colocam o Brasil na linha de frente no estudo e aplicacdo da medicina ndo
convencional ou alternativa e conhecimento tradicional associado (BRASIL, 2011).

A grande maioria dos medicamentos, hoje disponiveis no mundo, é ou foi originado de
estudos desenvolvidos a partir da cultura popular que fazem da rica biodiversidade brasileira
um vasto campo de pesquisa cientifica (BRASIL, 2011).

3.2 Marco regulatorio dos fitoterapicos

A partir da Conferéncia Internacional sobre Atengdo Primaria em Salde em Alma-Ata,
em Genebra, 1978, promovida pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e o Fundo das

Nacbes Unidas para Infancia (UNICEF), com a necessidade de protecdo e promogdo de salde
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dos povos, foi recomendado que os estados-membros procedessem a formulacao de politicas e
regulamentacfes nacionais referentes a utilizacdo de remédios tradicionais de eficacia
comprovada e exploracdo das possibilidades de se incorporar os detentores de conhecimento
tradicional as atividades de atencdo primaria em saude, fornecendo-lhes treinamento
correspondente (BRASIL, 2006b).

Na década de 70, a OMS criou o Programa de Medicina Tradicional, o qual
recomendava aos estados-membros o desenvolvimento de politicas publicas para facilitar a
integracdo da medicina tradicional e da medicina complementar alternativa nos sistemas
nacionais de atencdo a saude, assim como promover o uso racional dessa integracdo, ja que
grande parte da populacédo de paises em desenvolvimento utilizava a medicina tradicional para
sua atencdo primaria (BRASIL, 2006b).

Em 1987, através da Assembleia Mundial de Saude, foram reiteradas as
recomendacdes feitas pela Alma-Ata, enfatizando aos estados-membros, o inicio de
programas amplos relativos a identificacdo, avaliagcdo, preparo, cultivo e conservacdo de
plantas usadas em medicina tradicional, bem como, assegurar a qualidade das drogas
derivadas de medicamentos tradicionais extraidas de plantas, pelo uso de técnicas modernas e
aplicacdo de padrdes apropriados e de boas praticas de fabricagdo (BRASIL, 2006b).

No Brasil, com a criacdo do Sistema Unico de Salde (SUS), houve uma maior
intensificacdo na abordagem da pratica de Medicina Tradicional e criagdo de uma politica
para o setor. De certa forma, no pais, a oferta de Praticas Integrativas e Complementares no
sistema de salde foi recomendada através da 8% Conferéncia Nacional de Saude (CNS) de
1986. Com vistas na viabilizacdo dessa recomendacdo, foi realizada uma regulamentacéo da
implantacdo da fitoterapia nos servicos de salde nas unidades federadas, por meio da

Resolugédo da Comissdo Interministerial de Planejamento e Coordenagdo (BRASIL,1988).
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Em 1990, a partir da Lei n® 8080 ficou instituido que o dever do Estado de garantir a
salude consistiria na formulacdo e execucdo de politicas econdmicas e sociais que
propusessem a reducdo de riscos de doencas e de outros agravos e ainda no estabelecimento
de condigdes que assegurassem acesso universal e igualitario as agcdes e aos servicos para a
sua promocéo, protecdo e recuperacdo (BRASIL, 1990). Neste ambito de acdo do SUS, a
formulacdo de uma politica de medicamentos como propdsito de garantir a necessaria
seguranca, eficacia e qualidade dos medicamentos, a promocdo do uso racional e 0 acesso da
populacdo aqueles eram considerados essenciais. Com a inclusdo de produtos fitoterapicos no
SUS, em 1995, a Secretaria de Vigilancia Sanitéaria instituiu e normatizou o registro de
produtos fitoterapicos (BRASIL, 2006a).

Na 10? Conferéncia Nacional de Salde, realizada em 1996, foi recomendada a
incorporacdo no SUS, em todo o pais, das praticas de saude como a fitoterapia, acupuntura e
homeopatia, contemplando as terapias alternativas e praticas populares, foi reiterado o dever
do Ministério da Saude de incentivar a fitoterapia na assisténcia farmacéutica publica como
também elaborar normas para sua utilizacdo (BRASIL, 2006a).

Com a previsdo de expandir e dar continuidade ao apoio e pesquisa para
aproveitamento do potencial terapéutico da flora e fauna nacional, em 1998, foi aprovada a
Politica Nacional de Medicamentos, enfatizando a certificacdo de suas propriedades
medicamentosas (BRITO, 2010).

No intuito de normatizar e subsidiar as diretrizes propostas foram realizados
seminarios e conferéncias, em 2003, como o Seminario Nacional de Plantas Medicinais,
Fitoterapicos e Assisténcia Farmacéutica, que em seu relatorio recomendavam a integracao no
SUS do uso de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos. Na 12 Conferéncia Nacional
de Assisténcia Farmacéutica e a 122 Conferéncia Nacional de Saude, também realizada em

2003, apontavam a necessidade de investimentos em pesquisa e desenvolvimento em
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tecnologia de producdo de medicamentos a partir da flora brasileira, favorecendo a producéo
nacional e implementando a utilizacdo de medicamentos fitoterapicos nos servigcos de salde
(BRASIL, 2013).

A partir da Resolugdo n° 338/04, do Conselho Nacional de Saude foi aprovada a
Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica, a qual define e pactua as acdes intersetoriais
que visam a utilizacdo de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos no processo de
atencdo em saude, com respeito aos conhecimentos tradicionais incorporados, com
embasamento cientifico e com adoc¢éo de politicas de emprego e renda (BRASIL, 2013).

Em 2006, foi publicada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares,
com a proposta de incluir plantas medicinais e fitoterapia, homeopatia, medicina tradicional
chinesa/acupuntura e termalismo social/crenoterapia como opc¢Oes terapéuticas no sistema
publico de salde, além da elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e de
Fitoterapicos e o provimento do acesso as plantas medicinais e fitoterapicas aos usuarios do
SUS (BRASIL, 2006b).

Diante do exposto, através do Decreto n° 5.813 de 2006, aprova-se a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com objetivo de “garantir a populagdo brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo 0 uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indistria nacional”
(BRASIL, 2006b; BRITO, 2010).

Com a aprovacao da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, foram
formuladas diversas diretrizes que estdo intimamente ligadas a garantia de qualidade, acesso
seguro e uso racional. Cabendo, dessa forma, a ANVISA regular, regulamentar, monitorar e
fiscalizar a comercializagdo, manipulacdo e distribuicdo de insumos de origem vegetal e
fitoterapicos, como também conceder o registro de novos medicamentos fitoterapicos.

(CARVALHO, 2011).
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Neste ambito, com a finalidade de verificar a qualidade de cada lote de medicamentos
e demais produtos abrangidos, satisfazendo as normas de atividade, pureza, eficacia e
inocuidade, resolucdes foram estabelecidas pela ANVISA para se obter um controle de
qualidade.

Reforcando a publicacdo da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares (2006) e da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (2006), a
Resolucdo n° 82/2008 do Conselho Federal de Odontologia dispds sobre o reconhecimento e
regulamentacdo do uso, pelo cirurgido-dentista, de préaticas integrativas e complementares a
saude bucal, validando o exercicio pelo cirurgido-dentista das seguintes praticas integrativas e
complementares a satde bucal: Acupuntura, Fitoterapia, Terapia Floral, Hipnose, Homeopatia
e Laserterapia.

De acordo com a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 14/2010, a producéo
dos medicamentos fitoterapicos deve seguir a Resolucdo Especifica (RE) n° 17/2010, a qual
estabelece os requisitos minimos na fabricacdo de medicamentos para padronizar a
verificacdo dos cumprimentos das Boas Praticas de Fabricacdo (BRASIL, 2010a). Dentre
esses requisitos minimos encontram-se, elementos como infraestrutura apropriada, incluindo
procedimentos, instalacdes, processos e recursos organizacionais, como também acgdes
sistematizadas que assegurem confianca nas exigéncias de qualidade do produto. Estes
requisitos podem ser obtidos por um gerenciamento de qualidade que no cumprimento de
todos formam a chamada “Garantia de Qualidade” (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2013).

Como parte da “Garantia de Qualidade”, as Boas Praticas de Fabricacao asseguram
que os produtos sejam produzidos e controlados com padrfes de qualidade apropriados para
uso pretendido e requerido pelo registro, bem como, os processos de fabricacdo sejam

definidos e revisados, qualificados e validados.



27

A validacdo, de acordo com a RE n° 899/2003, tem como objetivo demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade pretendida, devendo garantir por meio de estudos
experimentais, a especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de
quantificacdo e exatiddo, cumprindo com as exigéncias das aplicacbes analiticas,
proporcionando resultados confidveis. Na validacdo da metodologia analitica, devem-se
utilizar substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopeia Brasileira, no caso da
inexisténcia dessas substancias, sera admitido o uso de padrbes de trabalho, desde que a
identidade e o teor sejam comprovados. Para fitoterdpicos, além das substancias quimicas de
referéncia, também podem ser utilizados os extratos padrGes oficializados, desde que
acompanhados de certificado de andlise e do perfil cromatografico do fornecedor (BRASIL,
2013).

Outro requisito a se buscar dentro do controle de qualidade € a estabilidade, ja que esta
depende de fatores ambientais, temperatura, propriedades quimicas e fisicas, processo de
fabricacéo, entre outros. Dessa forma, elaborou-se a RE n° 01/2005, a qual guia os testes de
estabilidade prevendo, determinando ou acompanhando o prazo de validade (BRASIL, 2005).
O estudo de estabilidade é composto pelo estudo acelerado, de longa duracdo e de
acompanhamento (BRASIL, 2013).

Como forma de garantir a seguranca e eficacia, devido a presenca no mercado de
diversos produtos registrados com base no mesmo derivado de droga vegetal com diferentes
indicacdes farmacéuticas permitidas, diferente posologia e restricdes de uso, foi realizada uma
padronizacdo das informacdes disponiveis na bula dos medicamentos. Esta acdo foi
regulamentada atraves da RDC n° 47/2009, a qual padronizou informacdes disponiveis nas
bulas de medicamentos fitoterapicos obtidos de 18 espécies vegetais, selecionadas entre as

mais registradas e constantes do registro simplificado. Os outros medicamentos sem
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padronizacdo de bula devem seguir as recomendacdes desta mesma resolucdo em forma e
conteddo (BRASIL, 2009).

A mais nova regulamentacdo, RDC n° 13/2013, dispGe sobre as Boas Praticas de
Fabricacdo de Produtos Tradicionais Fitoterapicos. Estas Boas Praticas fazem parte da
“Garantia da Qualidade” que assegura que o Produto Tradicional Fitoterapico ¢
consistentemente produzido e controlado, com padrdes de qualidade apropriados para 0 uso
pretendido e requerido pela notificacdo ou registro. Dentro das Boas Praticas incluem-se
higienizacdo, rotulagem e o armazenamento correto, além de medidas para diminuir riscos de
contaminacdo. Importante destacar, que para que o0s produtos sejam registrados como
Produtos Tradicionais Fitoterapicos, estes devem garantir seguranca e eficacia comprovadas,
com base na indicacdo de uso episddico ou para curtos periodos de tempo; indicacdo para
doencas de baixa gravidade; coeréncia das indicacGes terapéuticas propostas com as
comprovadas pelo uso tradicional; auséncia de risco toxico ao usuario; auséncia de grupos ou
substancias quimicas toxicas, ou presentes dentro de limites comprovadamente seguros e
comprovacao de continuidade de uso seguro por periodo igual ou superior a 20 anos

(BRASIL, 2013).
3.3 Controle de qualidade dos produtos fitoterapicos

Atualmente, tem sido verificado um aumento progressivo da demanda de plantas e
preparacOes de origem vegetal como recurso terapéutico. Porém, esse aumento do consumo
torna-se preocupante considerando que a fiscalizacdo do comércio de tais produtos é precaria;
representando, assim, varios riscos ao consumidor, podendo-se enumerar como principais: a
identificacdo errada da espécie vegetal, indicacbes errbneas de utilizagdo, posologia
inadequada, uso de plantas de ma qualidade e toxicas (ESPINOLA, 1997; BRANDAO et

al,1998; MATOS, 2000).
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A fitoterapia existe principalmente no mercado informal, o que representa grande
perigo a saude da populacdo, pois neste caso, sua comercializacdo ocorre desconsiderando 0s
aspectos relativos ao controle de identidade e/ou pureza. E indiscutivel a necessidade de um
maior e melhor controle nesse ramo cosmético e farmacéutico, pois os fitoterapicos
representam uma alternativa economicamente viavel a populacdo (BENDAZZOLI, 2000).

Dependendo da disponibilidade regional e sazonal das espécies, ha ocorréncia de
falsificacdes, levando ao comércio de espécies parecidas na substituicdo de outra rara ou
mesmo ndo disponivel naquele local ou periodo do ano (BOCHNER et al, 2012) . Como € o
caso da espinheira-santa Maytenus spp. (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002;
RODRIGUES; CARLINI, 2002), que devido ao excesso de exploracdo no Rio de Janeiro (RJ)
vem sendo substituida pela Sorocea bomplandii, sobre a qual ndo ha estudos farmacoldgicos
gue comprovem o uso eficaz e seguro (STEENBOCK et al, 2003; COULAUD-CUNHA et al,
2004; RUSCHEL; NODARI, 2008; SILVA; PEIXOTO, 2009; LEITAO et al, 2009;
BOCHNER et al, 2012).

Segundo Bochner et al (2012), em estudo realizado no Mercaddo de Madureira- RJ,
apenas 11 das 20 plantas mais vendidas no mercadao estavam incluidas na listagem de plantas
medicinais constantes na RDC-ANVISA n° 10/2010 (BRASIL, 2010b). Cinco das espécies
mais comercializadas no periodo estudado nédo estdo contempladas por nenhuma das listagens
da ANVISA e da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS. O boldo
(Plectranthus barbatus), amplamente cultivado em todo o Brasil, faz parte das duas listagens,
entretanto, a espécie comercializada no Mercaddo de Madureira no periodo observado trata-se
do boldo-do-Chile (Peumus boldus). Das 20 plantas medicinais mais comercializadas, seis
apresentam propriedades toxicas comprovadas dependendo do tipo de preparo e uso.

O mercado de produtos fitoterapicos continua em expansdo no mundo inteiro. No

Brasil, em 2001, a venda de fitomedicamentos atingiu US$ 270 milhes, representando 5,9%
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do mercado de 30 medicamentos. Entretanto, o aumento no numero de medicamentos
disponiveis a populacdo néo é proporcional a qualidade dos mesmos (CALIXTO, 2005).

Evangelista et al (2013) realizaram um levantamento da comercializacdo de plantas
medicinais e um estudo etnoboténico para identificacdo das principais plantas medicinais
indicadas e utilizadas nas patologias orais nos atendimentos odontoldgicos ambulatoriais na
cidade de Manaus e concluiram que as plantas medicinas sdo utilizadas de maneira empirica.

Segundo a Lei n° 6.360/76, o controle de qualidade ¢ um conjunto de medidas
destinadas a garantir, a qualquer momento, a producdo de lotes de medicamentos e demais
produtos abrangidos por essa Lei, que satisfacam as normas de atividade, pureza, eficacia e
inocuidade, envolvendo vérias etapas que vao desde a obtencdo da matéria-prima, passando
por todo o processo de producédo, culminando com a analise do produto final (BRASIL,1976).

A “garantia da qualidade” ¢ um conceito muito amplo e deve cobrir todos os aspectos
que influenciam individual ou coletivamente a qualidade de um produto. Abrange a totalidade
das providéncias adotadas com o objetivo de garantir que os medicamentos estejam dentro
dos padrdes de qualidade exigidos, para que possam ser utilizados para os fins propostos
(BRASIL, 2010c).

A Garantia da Qualidade incorpora as boas praticas de fabricacdo e outros fatores,
incluindo o projeto e o desenvolvimento de um produto (BRASIL, 2010a).

Boas praticas de fabricacdo de medicamentos fitoterapicos é a parte da garantia da
qualidade gque assegura que os medicamentos fitoterapicos sdo consistentemente produzidos e
controlados, com padrdes de qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo
registro. O cumprimento desses requisitos proporcionara diminuicdo dos riscos inerentes a
qualquer producdo farmacéutica, os quais nao podem ser detectados somente pela realizagédo

de ensaios nos produtos terminados (BRASIL, 2010a).
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A eficaicia e a seguranca devem ser validadas através de levantamentos
etnofarmacoldgicos, de utilizacdo, documentagdes tecnocientificas em bibliografia e/ou
publicacGes indexadas e/ou estudos farmacoldgicos e toxicologicos pré-clinicos e clinicos.

A qualidade da matéria-prima ndo garante a eficacia do produto, mas é fator
determinante da mesma, devendo ser alcangada mediante o controle das matérias-primas, do
produto acabado, materiais de embalagem e estudos de estabilidade (BACCHI, 1999;
FARIAS, 2001).

Devido a sua origem, 0s materiais vegetais podem conter contaminantes
microbioldgicos, para evitar alteracdes e reduzir qualquer tipo de contaminacao, é necessario
um nivel adequado de sanitizacdo e higiene em todas as etapas do processo de fabricacéo
(BRASIL, 2010a).

Os parametros de controle de qualidade variam de espécie para espécie e podem ser
encontrados nas monografias contidas nas farmacopeias. O que dificulta o trabalho é a
auséncia de padrbes para muitas plantas e de monografias farmacopéicas (FARIAS, 2001). Na
inexisténcia de monografia contendo descricdo da droga vegetal em farmacopeias
reconhecidas pela ANVISA, pode ser utilizado como referéncia, o laudo de identificacdo
emitido por profissional habilitado ou a descricdo em publicacdo tecnocientifica indexada e
perfil cromatogréfico ou prospeccdo fitoquimica (BRASIL, 2010a).

As especificacbes para medicamentos fitoterapicos tém o objetivo de definir a
qualidade, e garantir a seguranca e eficacia. Segundo a RDC 17/2010, as especificacfes
devem incluir, a0 menos, as seguintes informagdes:

a) testes para determinacéo de contaminacdo microbioldgica;

b) uniformidade de peso, tempo de desintegracdo, dureza e friabilidade, viscosidade,

consisténcia e tempo de dissolucdo, quando aplicavel;
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c) aparéncia fisica tais como, cor, odor, forma, tamanho e textura; perda por secagem
ou conteuido de agua;

d) testes de identificacdo, determinacdo qualitativa de substancias relevantes das
plantas (por exemplo, cromatogramas fingerprint);

e) quantificacdo dos marcadores, e métodos analiticos disponiveis;

f) testes limite para solventes residuais.

Os testes de controle de qualidade e especificacBes para medicamentos fitoterapicos
devem contemplar a determinacdo qualitativa e quantitativa dos principais componentes
ativos (BRASIL, 2010a).

Com relacdo a estabilidade de produtos farmacéuticos, esta depende de fatores
ambientais como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto
como propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagem, visando definir seu prazo de validade e periodo de utilizacdo em embalagem e
condigOes de armazenamento especificadas (BRASIL, 2005).

Segundo a RE n°1/05, o relatério de estudo da estabilidade para liquidos deve conter
os itens abaixo ou justificativa técnica da auséncia destes:

- descricdo do produto com respectiva especificacdo da embalagem priméria;

- nimero do lote para cada lote envolvido no estudo;

- descricéo do fabricante dos principios ativos utilizados;

- aparéncia;

- plano de estudo: material, métodos (desenho) e cronograma;

- data de inicio do estudo;

- teor do principio ativo e método analitico correspondente;

- quantificacdo de produtos de degradacdo e método analitico correspondente;
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- limites microbianos;

- pH;

- claridade em solugdes (limpidez da solucéo);

- perda de peso em liquidos de base aquosa.

Com relagéo, a frequéncia dos testes e estabilidade tem-se: estudo acelerado, estudo de
longa duracdo e estudo de acompanhamento. O estudo de estabilidade acelerado é arquitetado
para acelerar a degradacao quimica e/ou mudangas fisicas em condi¢des de armazenamento
forcadas, este é realizado acondicionando amostras do medicamento em sua embalagem
primaria durante seis meses. O estudo acelerado é realizado em trés analises (0, 3 e 6 meses)
para doseamento, quantificacdo de produtos de degradacdo, dissolucdo (quando aplicavel) e
pH (quando aplicavel). Outras analises, tais como esterilidade e pirogénio, dureza podem ser
realizadas apenas no primeiro e no ultimo més do estudo acelerado.

O estudo de estabilidade de longa duracéo é utilizado para estabelecer ou confirmar o
prazo de validade e recomendar condi¢cbes de armazenamento. Este estudo verifica as
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbioldgicas durante e, opcionalmente, ap6s
0 prazo de validade, durante o nimero de meses que se deseja atribuir como prazo de
validade. O estudo de longa duracédo € realizado em 7 analises (0,3,6,9,12,18 e 24 meses),
realizando os mesmos testes do estudo acelerado. Como obrigatoriamente este estudo deve ser
apresentado para a ANVISA ap6s 24 meses de estudo, estas analises devem ser realizadas no
momento zero e no 24° més.

O estudo de acompanhamento é realizado a cada 12 meses, devendo ser realizados
todos os testes de um relatorio de estudo de estabilidade. Este estudo tem por objetivo
verificar se as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e microbiologicas mantiveram-se,

conforme o estudo de longa duracéo. Este estudo deve ser realizado a cada doze meses.
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Conforme os dados obtidos pelo estudo de estabilidade acelerada e dados preliminares
do estudo de longa duracao e de acompanhamento, € possivel avaliar o impacto que os efeitos
quimicos e fisicos causardo em um produto farmacéutico quanto este é exposto a condicdes
fora das estabelecidas pela rotulagem por curto periodo de tempo.

Os produtos odontologicos que contém substancias naturais apresentam boas
perspectivas no mercado, devido a aceitagdo popular da fitoterapia, porém s6 devem ser
introduzidos apds a comprovacao cientifica de sua eficacia, por meio de estudos laboratoriais
e clinicos especificos (FRANCISCO, 2010).

Nascimento et al (2000) avaliaram a qualidade de produtos comercializados na cidade
do Recife, em farméacias comerciais, a base de erva-doce (Pimpinella anisum L), quebra-pedra
(Phyllanthus niruri L), espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss) e camomila
(Matricaria recutita), observando-se a embalagem, comparando os resultados frente a RDC n°
48 de 16 de marco de 2004. Foram observados caracteres sensoriais, botanicos macroscopicos
e microscopicos, percentual de matéria estranha, teor de umidade e composicéo fitoquimica
dos extratos de cada uma das amostras. Os resultados obtidos demonstraram a falta de
cuidado na fabricacéo dos produtos e a necessidade de intensificagdo da vigilancia.

Zaroni et al (2004) verificaram a qualidade microbiolégica (contagem de
microrganismos aerobios viaveis, contagem de bolores e leveduras, pesquisa de
enterobactérias, Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa) de 72 amostras de plantas medicinais, enviadas por produtores de sete regides do
Estado do Parand, seguindo a metodologia preconizada pela OMS. Os resultados das analises
microbiologicas realizadas indicaram que a maioria das amostras (79%) ndo atendia 0s
parametros estabelecidos pela OMS, tanto para utilizacdo da planta medicinal na forma de cha

Ou para uso topico quanto para uso interno.
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Zhang et al (2012) detalharam fatores externos e internos que afetam a qualidade dos
fitoterapicos e elucidaram algumas solucdes para estes fatores, tais como, para fatores
externos: a aplicacdo rigorosa das Boas Praticas Agricolas e de Coleta e Boas Praticas de
Fabricacdo que podem minimizar o risco de contaminacdo e adulteracdo. Para fatores
internos, a fabricacdo de produtos a base de plantas padronizadas, com qualidade controlavel,
através de métodos analiticos modernos e técnicas farmacéuticas. Assim, para que a qualidade
dos fitoterdpicos seja alcancada em ambito global, € necessario o aprofundamento em
pesquisas metodologicas, a melhora na regulamentacdo dos medicamentos fitoterapicos e o
engajamento das organizagdes governamentais para orientacao e fiscalizacao.

Kunle; Egharevba; Ahmadu (2012) esclareceram a necessidade de estabelecer
parametros de qualidade para coleta, manuseio, processamento e producdo de fitoterapicos.
Estes vém representando uma porcdo substancial do mercado de medicamentos mundial,
sendo principalmente utilizados como medicamentos caseiros e como matéria-prima para a
indUstria farmacéutica. Porém, tém sido evidenciados os perigos do uso indiscriminado de
algumas plantas, destacando-se, assim, a necessidade de padronizacdo das plantas,
implantacdo de ferramentas analiticas para testar parametros de qualidade, a monitorizacao da
qualidade do produto para garantir seguranca e eficicia desde a coleta até o produto final.
Além disso, recomendou-se que as agéncias do governo sigam uma abordagem mais universal
sobre a qualidade dos medicamentos a base de plantas, adotando diretrizes da Organizagéo
Mundial da Saude e o desenvolvimento de monografias, visando fortalecer o processo de
regulamentacdo, minimizando a quebra da qualidade.

Machado (2014) analisou as caracteristicas fisico-quimicas de uma emuls&o a base de
0leo de copaiba para limpeza de cavidade dentinéria através do controle de qualidade,
obedecendo as legislacbes vigentes, avaliadas em diferentes ambientes e em diferentes

periodos experimentais. Os resultados encontrados indicaram que, conforme o local de
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armazenamento e o periodo experimental, pode ocorrer mudangas nas caracteristicas fisico-
quimicas da emulséo, evidenciando a importancia da realizacdo de testes que assegurem a
eficacia, qualidade e seguranca dos medicamentos fitoterapicos.

E necessario que tenham sido realizados estudos de desenvolvimento anteriores para a
producdo de fitoterapicos, estando devidamente estabelecidos os procedimentos e etapas de
processamento. Os conhecimentos e habilidades devem estar relacionados, objetivando a
producdo de produtos farmacéuticos adequados, de acordo com 0s conceitos atuais de
qualidade, que sdo o nivel de satisfacdo do produtor e usuario do medicamento e o
cumprimento de requisitos prefixados que conduzam a sua total adequabilidade ao fim a que
se destinam. Portanto, o conhecimento do que se pretende fazer deve ser aliado as normas que

permitam alcancar o objetivo tracado, para alcancar a qualidade total (TOLEDO et al, 2003).
3.4 Oleo-resina de copaiba

A origem do nome copaiba relaciona-se ao tupi "cupa-yba": a arvore de depdsito, ou
que tem jazida, em alusdo clara ao éleo que guarda em seu interior (BIAVATTI et al, 2006).

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

As copaibeiras s&o 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 diametro de até 80 cm, sendo, mais frequentes, os diametros de 40-50 cm.
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Esta espécie tem habitat em floresta de terra firme, encontrada com maior frequéncia em solos
argilosos, podendo ocorrer em solos arenosos.

O ¢leo-resina da Copaifera multijuga é um liquido transparente, viscoso e fluido, com
cheiro forte e odor de cumarina, sabor acre e amargo. Pode ser armazenado por até 2 anos sem
alterar as suas propriedades podendo transformar-se em resina se exposto ao ar e a luz.
(Mendonca; Onofre, 2009).

Segundo relato de literatura acredita-se que o 6éleo da copaiba seja um produto de
excrecdo ou desintoxicacdo que funciona como defesa da arvore contra animais, fungos e
bactérias. Este 6leo € encontrado em canais secretores localizados em todas as partes da
arvore, tendo no tronco seu compartilhamento mais saliente (ALENCAR, 1982).

A extracdo do Oleo é feita por uma técnica considerada ndo agressiva a arvore,
consistindo em duas perfuracdes 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 é inserido nos orificios. Ap0s a extracdo, o orificio é vedado
com uma tampa vedante de plastico para impedir a infestacdo da arvore por fungos e cupins
(OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006). Esta préatica garante também que, de um mesmo
espécime, possa ser coletado Oleo vérias vezes ao ano, sem danos a espécie vegetal
(ALENCAR, 1982).

Alguns fatores podem interferir na qualidade do dleo, entre eles estdo: espécie da
arvore, idade e época do ano (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006). 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 6leo (ALENCAR, 1982).

No entanto, Tappin et al (2004) relataram que os 0leos da copaiba apresentam mais
variabilidade nos seus componentes, devido a fatores bioticos, como fungos e insetos, do que

a luminosidade e nutrientes do solo.
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O produto popularmente denominado de 6leo da copaiba é 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.

3.4.1 Composicao quimica

Observa-se que existe uma variagdo na composi¢cdo quimica dentro de género
Copaifera e até mesmo entre uma mesma espécie (GOMES et al, 2007). A composicdo da
resina varia de acordo com a sua procedéncia, no Brasil é composta pelos acidos
paracopaibico e ilusénico (BANDEIRA et al, 1999a). Porém pouco se sabe da relacdo entre
as estruturas e a atividade dos componentes; atividade essas que incluem: acdo bactericida,
analgesica, anti-helmintica, anti-inflamatdria, gastroprotetora, antitumoral e tripanocida
(CASCON; GILBERT, 2000).

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

Cascon e Gilbert (2000) analisaram a composicdo quimica quantitativa e
qualitativamente dos Oleos-resinas 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. duckei, predominaram os acidos diterpenos. Todas as amostras utilizadas
neste estudo apresentaram em comum apenas os sesquiterpenos [-cariofileno e o-
bergamoteno que ndo estdo restritos apenas ao género Copaifera. Relataram ainda, que o

Oleo-resina da C. multijuga das amostras estudadas foi caracterizado pela grande
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predominancia de [-cariofileno ¢ &-cadineno. Os autores concluiram que ocorre uma
significativa variacdo quimica ndo somente entre as espécies, mas também, dentro de uma
mesma espécie, 0 que pode ocasionar diferentes acdes farmacologicas e citotoxicidades.

Veiga Jr et al (2001) analisaram a composic¢ao quimica de amostras comerciais de 6leo
da copaiba e atividade antiedema das mesmas. A composic¢ao quimica das amostras foi muito
similar, com a predominancia dos sesquiterpenos [-cariofileno ¢ a- bergamoteno, com
excec¢do de uma amostra.

Lima et al (2003) descreveram que o 6leo-resina de Copaifera multijuga Hayne e suas
fracOes reduziram a atividade antitumoral in vitro e in vivo. O B-cariofileno e a- humuleno
eram 0s componentes majoritarios, representando 57% e 8,28% (teor relativo) da composicédo
guimica do 6leo-resina. Os resultados deste estudo sugeriram que Gleo-resina da copaiba pode
ser um agente antitumoral e antineoplasico seguro e util, podendo ser usado como um
quimioterapico oral.

Veiga Jr et al (2007) compararam a composicdo quimica e a atividade anti-
inflamatoria do dleo-resina da Copaifera cearenses Huber ex Ducke, Copaifera reticulata
Ducke e Copaifera multijuga Hayne. Na analise quimica os principais sesquiterpenos foram
[-cariofileno, seguido do a-humuleno, a-copaeno, a-bergamoteno, d-cadieno, com diferentes
concentra¢fes em cada dleo-resina. Quanto aos diterpenos, os 6leo-resinas nao apresentaram
um consenso em relacdo aos compostos quimicos, como apresentados nos sesquiterpenos.

Vasconcelos et al (2008), em um estudo para avaliacdo in vitro da atividade
antibacteriana de um cimento odontologico a base de dleo-resina de Copaifera multijuga
Hayne, realizaram analise cromatografica do 0leo-resina da copaiba e revelaram que entre 0s
seus componentes estdo Vvarios sesquiterpenos, principalmente B-cariofileno (9,2%),0-

humuleno (1,8%), germacreno D (3,5%), 6xido de cariofileno (11,5%), cubenol (16,7%) e
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bisabolol (7,2%) e também diterpenos de esqueleto labdano, como os acidos copalico (2,1%),
3 B-hidroxi-copalico (1,7%) e pinifolico (1,3%).

Barbosa et al (2013) analisaram a composicdo quimica de 22 amostras coletadas de
0leo de Copaifera multijuga Hayne. No total, 35 componentes quimicos das amostras foram
identificados, sendo os sesquiterpenos B-cariofileno e 6xido cariofileno os mais comuns. Estes

sesquiterpenos foram detectados em todas as amostras em diferentes concentracdes.
3.4.2 Propriedades medicinais

O oleo-resina da copaiba tem sido usado pelas populacbes amazénicas desde muito
tempo, devido suas propriedades medicinais. O 6leo-resina de copaiba é um produto extraido
de varias espécies do género Copaifera (Veiga Jr; Pinto, 2002) e utilizado ha muito tempo
pelos indios para tratamento de feridas, devido aos seus efeitos anti-inflamatérios (Veiga Jr et
al, 2001; Veiga Jr et al, 2006; Veiga Jr et al, 2007; Agra et al, 2007; 2008), antitumorais
(Lima et al, 2003), antissepticos (Bruneton, 1987), acdo germicida (Bloise, 2003; Biavatti et
al, 2006), antibacterianos (Opdyke,1976; Bandeira, 1998; Miranda et al, 2000; Santos et al,
2008), antifungico (Abinader, 2005; Bandeira et al, 2006), antileishmanial (Soares et al,
2013).

Veiga Jr; Pinto (2002) em revisdo de literatura sobre o género Copaifera I. revelaram
que varios dos compostos ja isolados ou detectados nos Oleos de copaiba tiveram suas
propriedades farmacoldgicas descritas em varios estudos. Entre eles, destaca-se o cariofileno
ao qual se atribui as seguintes agdes: antiedémica, fagorrepelente, anti-inflamatoria, anti-
tumoral, antialérgica e bactericida.

Costa-Lotufo et al (2002) demonstraram em ensaios in vitro que o &cido kaurendico
isolado da 6leo-resina da Copaifera langsdorffi interferiu no desenvolvimento de embrides de

ourigo-do-mar, proporcionou hemolise de eritrécitos humanos e de ratos e inibiu em 95% a
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proliferacdo de células leucémicas humanas e em 45% as células de cancer de mama e colon,
indicando o potencial citotoxico do &cido kaurendico.

Gomes et al (2007) compararam a atividade antinociceptiva entre as espécies da
Copaifera multijuga e Copaifera reticulata, através de modelos de inducdo da dor periférica,
espinhal e supra-espinhal. A acdo antinociceptiva entre as diferentes espécies ndo teve
diferenca estatistica significante, e as mesmas apresentaram efeitos antinociceptivos
periféricos e centrais, 0 que indica o uso do 6leo-resina da copaiba testados no tratamentos de

desordens algicas.
3.4.2.1 Atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria

Bandeira et al (1999b) avaliaram a atividade antibacteriana e a compatibilidade
bioldgica do 6leo essencial e da resina da Copaifera multijuga. Pastas foram formuladas com
hidroxido de célcio ou 6xido de zinco associados ao 0leo essencial ou a resina. Os resultados
destes estudos demonstraram que as pastas experimentais de hidroxido de calcio e oxido de
zinco associadas ao 6leo essencial ou a resina apresentaram atividade antibacteriana frente ao
Streptococcus mutans. O Gleo da copaiba expressou efeito bacteriostatico e bactericida, e a
resina bacteriostatica frente ao Streptococcus mutans.

SimBes (2004) formulou um gel a base de Odleo-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 (Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius e
Streptococcus constellatus) e cepas padrdo (Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis). Foi observado que todos 0s microrganismos
testados foram suscetiveis a acdo antibacteriana do gel experimental no teste de difusdo em
agar.

Abinader (2005) avaliou in vitro a atividade antimicrobiana da pasta de hidréxido de

calcio associada aos diferentes veiculos: oleoso (6leo-resina in natura e 6leo essencial da
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Copaifera multijuga e Copaifera reticulada), aquoso (soro fisiologico) e viscoso
(Polietilenoglicol 400) frente a Candida albicans e Enterococcus faecalis, conclui que todas
as pastas experimentais apresentaram atividade antimicrobiana frente a Candida albicans e ao
E.faecalis e observou que as pastas formuladas com os 0Oleos essenciais da C.multijuga e
C.reticulata apresentaram maior halo de inibicéo.

Valdevite (2007) avaliou a acdo do extrato bruto hidroetandlico das folhas, do dleo-
resina e de suas fracbes, a fracdo volatil e a fracdo resinosa , de Copaiba (Copaifera
langsdorffii) sobre os fatores de viruléncia de S. mutans, que tanto o extrato hidroetandélico
das folhas e as fracGes ndo apresentaram nenhum efeito bactericida nas concentracdes
testadas, sugerindo que eles exercem um efeito bacteriostatico. Por outro lado o 6leo-resina
exibiu um efeito bacteriostatico em baixa concentracdo (concentracdo inibitéria minima
CIM=0,4mg/mL) e um efeito bactericida em concentracdes 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-positivas, Gram-
negativas e fungos dermatdfitos. Todas as espécies da Copaifera estudadas apresentaram
atividade antibacteriana frente a microrganismos Gram-positivos, mostrando atividade
bactericida, diminuindo a viabilidade das bactérias. Foi observado uma atividade moderada
frente aos fungos dermatofitos e ndo apresentaram atividade frente as bactérias Gram-
negativas.

Vasconcelos et al (2008) formularam um cimento odontoldgico obtido da associagédo
do hidréxido de calcio, 6xido de zinco e oOleo-resina in natura da copaiba (Copaifera
multijuga). Avaliaram as propriedades fisico-quimicas de solubilidade e desintegracdo e a
atividade antibacteriana atraves 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 6xido de zinco
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(Zn0O), hidroxido de calcio Ca(OH), e Oleo-resina da copaiba (G1), e cada um dos
componentes isoladamente ZnO (G2), Ca(OH), (G3) e o6leo-resina da copaiba (G4). Os
resultados obtidos das propriedades fisico-quimicas de solubilidade e desintegracéo
demonstraram dentro dos padrdes preconizados pela Associacdo Dental Americana. Todos 0s
grupos analisados demonstraram atividade antibacteriana, o G4 apresentou 0s melhores
resultados e o G1 mostrou-se um cimento promissor a ser utilizado na odontologia.

Garrido et al (2009) avaliaram in vitro cimentos endodénticos a base de 6leo-resina de
Copaifera multijuga, comparanado-os com outros cimentos endodonticos (Sealer 26®,
Endofill® e AH plus®) usados no mercado, realizando os testes fisico-quimicos e de
biocompatibilidade biolégica preconizados pela Assocacdo Dentaria Americana. O
experimento demonstrou resultados fisico-quimicos e propriedades antisséptica, anti-
inflamatdria e cicatrizante satisfatérios para o cimento a base de Copaifera multijuga.

Souza et al (2011) realizaram um estudo da atividade antibacteriana através do
concentra¢do inibitéria minima com método de coloracdo de resazurina (0,025%) de
terpenoides isolados da Copaifera langsdorffi e derivados semi-sintéticos desses componentes
isolados frente a S. salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis e Lactobacillus
casei. O &cido copalico foi o diterpeno que melhor apresentou atividade antibacteriana (CIM
2,0 a 60ug/mL). O estudo concluiu que o acido copalico € um importante metabolito na
pesquisa de um novo agente antibacteriano contra patogenos responsaveis pela carie dental.

A atividade anti-inflamatdria 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 0leo
da copaiba e atividade antiedema das mesmas. 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
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ratos quando se aplicou somente fracGes de hidrocarbonetos, em relacédo as fracGes de alcoois
sesquiterpenos e acidos deterpenos.

Paiva et al (2004) observaram que aplicacdo tépica do dleo-resina da Copaifera
langsdorffi acelerou a cicatrizacdo quando comparada com o controle no periodo
experimental de nove dias. Nos demais periodos experimentais ndo houve diferenca
estatistica. Os autores concluiram que o 6leo-resina testado apresenta atividade cicatricial em
feridas induzidas nos ratos.

Cavalcanti Neto et al (2005) compararam histologicamente o processo de cicatrizacao
de feridas cutaneas em ratos ap6s a aplicacdo topica do 6leo-resina da Copaifera reticulata,
adquirida na feira do produtor, solucédo aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12% e soro
fisiolégico a 0,9%, como controle, nos periodos experimentais de 1, 7 e 15 dias. As feridas
cutaneas tratadas com clorexidina a 0,12% apresentaram melhor cicatrizacdo quando
comparadas com 0s outros grupos. Os autores deste trabalho ndo descreveram a composicdo
quimica do Oleo-resina, 0 que nos leva a crer que os resultados conflitantes possam ser
atribuidos as diferencas quimicas dos dleos-resinas relatados.

Ramos (2006) avaliou a atividade anti-inflamatéria e farmacoldgica de uma fragdo
volatil do 6leo-resina da copaiba. A fracdo microencapsulada inibiu a resposta inflamatéria na
mesma magnitude que fracdo volatil livre, mostrando que o processo de microencapsulacéo
ndo alterou a atividade, possibilitando o seu uso como forma farmacéutica ou intermediaria na
preparacdo de outras. O B—cariofileno inibiu a resposta inflamatoria na dose de 32 mg/kg, na
mesma magnitude que a fracdo volatil, o que nos permite atribuir a este, a atividade anti-
inflamatoria observada.

Veiga Jr et al (2007) compararam a composicdo quimica e a atividade anti-
inflamatdria do Oleo-resina da Copaifera cearenses Huber ex Ducke, Copaifera reticulata

Ducke e Copaifera multijuga Hayne. Na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria os dleos
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testados reduziram o acumulo de leucdcitos e neutrdfilos, em diferentes concentrages. O
Oleo-resina da Copaifera multijuga (100mg/kg) foi considerado o mais potente na atividade
anti-inflamatoria induzida, os autores correlataram que este 6leo foi 0 que apresentou maior
concentragdo de [B-cariofileno (57,5%), e que este composto pode ser descrito como um
importante agente anti-inflamatario.

Gomes et al (2007) avaliaram acGes anti-inflamatdrias e antinoceptivas de fracbes
obtidas do 6leo-resina da Copaifera multijuga, que representam as trés principais classes de
compostos do género Copaifera, hidrocarbonetos sesquiterpenos, alcoois sesquiterpenos e
acidos diterpenos. Os resultados demonstraram atividade anti-inflamatdria e antinoceptiva,
que pode ter sido atribuida aos efeitos de varios constituintes presentes, atuando de forma
similar a um anti-inflamatério ndo esteroidal ou drogas opidides.

No estudo realizado por Pereira et al (2012) utilizaram o 6leo essencial obtido do
pericarpo da Copaifera langsdorffii por hidrodestilacbes sucessivas para verificar sua acdo
anti-inflamatoria através do modelo de edema de pata de rato. Os autores observaram a acao
anti-inflamatoéria do dleo hidrodestilado do pericarpo e ressaltaram que deve haver uma

padronizacdo dos constituintes do 6leo para que a a¢do seja mesmo eficaz.
3.5 Solugoes de limpeza de cavidade

A limpeza cavitaria é baseada na remoc¢ao de detritos oriundos do preparo cavitario,
tais como, raspas de dentina e esmalte, bactérias, pequenos fragmentos ou particulas abrasivas
dos instrumentos rotatérios, 6leos provenientes dos aparelhos de alta e baixa velocidade,
formando uma pelicula sobre o dente denominada smear layer (FRANCO et al, 2007).

Anderson; Loesche; Charneneneu (1985) detectaram através de estudos
bacteriolégicos, a permanéncia de bactérias no interior dos tubulos dentinarios em cerca de 15
a 40% das lesdes de caries examinadas apds o término do preparo cavitario e a aplicacdo de

evidenciadores de cérie. Brannstrom (1986) afirmou ainda que a presenca de bactérias apos
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realizado o processo restaurador permite a difusdo de toxinas para a polpa resultando em
irritacdo e inflamacé&o do tecido pulpar.

Quando se realiza a remoc¢édo da lesdo de cérie, quanto mais profundo o preparo da
cavidade maior sera o numero de tubulos 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 (NAKABAYASHI, 1992).

Essa camada representa uma protecdo natural ao complexo dentino-pulpar contra a
invasdo de bactérias, produtos tdxicos, toxinas bacterianas e acidos. Porém, a presenca 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 remocdo dos agentes protetores e combater e eliminar
microrganismos patogénicos existentes nas paredes 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 0s
germicidas e alcalinizantes. Encontram-se no mercado varios produtos que podem ser
utilizados como agentes de limpeza cavitéria, cuja acdo e indicagdo variam de acordo com a
sua natureza quimica e com a indicacao 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 é aconselhavel a utilizacdo de agentes
desmineralizantes, que apesar de sua eficiéncia na agdo de limpeza de cavidade pode causar

efeitos deletérios ao complexo dentinopulpar .
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Os principais agentes ndo-desmineralizantes utilizados na préatica didria sdo 0s
germicidas, a base de clorexidina, e os alcalinizantes, a base de hidroxido de célcio
(BUSATO, 2002).

A clorexidina € um componente catiénico, pois se liga imediatamente a superficie
bacteriana carregada negativamente, sendo uma bis-biguanida ndo toxica que é preparada sob
a forma de sais, dentre eles o acetato, hidrocloreto e o gluconato de clorexidina, apresenta
propriedades hidrofilicas e hidrofobicas. E considerado um agente antimicrobiano de amplo
espectro que atua sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas aerobicas e anaerdbicas,
fungos e leveduras. Possui estabilidade, é segura e efetiva. Suas propriedades catidnicas
favorecem a adsorcdo seletiva pela hidroxiapatita do esmalte dos dentes Em altas
concentracdes, ela é bactericida e faz com que o citoplasma da célula se precipite, o que
resulta em morte celular (HIGIOKA; BARSOTTO, 2013).

As solucgdes a base de hidréxido de célcio sdo uUteis para qualquer tipo de profundidade
do preparo cavitario, pois além de limparem mecanicamente a cavidade, neutralizam a acidez
bacteriana através de sua alcalinidade e ainda agem como estimuladores na formacdo de

dentina reparadora, em menor tempo que outros materiais (BUSATO, 2002).

Coelho (2011) avaliou a atividade antimicrobiana e a compatibilidade bioldgica das
emulsBes de limpeza de cavidade formulada a base do 6leo-resina da copaiba (Copaifera
multijuga) em molares de rato, nas seguintes concentracfes: copaiba a 10%, copaiba a 10%
com amirina, copaiba a 30% e copaiba a 30% com amirina. A atividade antibacteriana destas
emulsdes foi analisada pelos testes da concentracdo inibitéria minima, concentracdo
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 paracasei ATCC 335. A atividade citotoxica das

emulsfGes foi avaliada através dos testes de hemolise e de cultura de células, frente a
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fibroblastos murinos NHI3T3, através do ensaio de Alamar Blue. Os resultados demonstraram
que as emulsdes e as pastas testes a base do Oleo-resina da copaiba sdo promissores como

solucdes de limpeza para aplicacdo na odontologia.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo basico; quantitativo e qualitativo; descritivo; experimental in

vitro controlado (LAKATOS; MARCONI, 2003).
4.2 Método de coleta do 6leo-resina da copaiba (Copaifera multijuga Hayne)

O dleo-resina da Copaifera multijuga foi extraido da reserva Ducke, no quildémetro 17
da Rodovia Manaus-Itacoatiara, catalogada sob 0 n°69 pelo Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia — INPA (BARBOSA et al, 2013).

A coleta foi realizada pelo método racional e de preservacéo da arvore pelo mateiro da
reserva, consistindo na confeccdo de um furo por meio de um trado 7/8 polegada de diametro
e 1,00 metro de comprimento, & altura de aproximadamente 1 metro do ch&o, até o centro do
caule onde se encontram os reservatérios do Oleo-resina, com um pequeno declive para
escoamento (Figura 01). Apds esse procedimento, o 6leo-resina foi coletado em um recipiente
esterilizado previamente preparado para esse fim. Apos a coleta, o orificio foi vedado com

argila, procedimento de rotina realizado na reserva (BANDEIRA et al,1999b).
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Figura 01 — Desenho esquematico do processo de perfuracdo do tronco da copaibeira e coleta do 6leo de
copaiba

Fonte: www.oleo-copaiba.com
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4.3 Preparo da emulsédo do éleo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) a
10%

Emuls6es de limpeza de cavidade contendo 6leo-resina da Copaifera multijuga Hayne
a 10%, emulsificante, conservante e veiculo aquoso foram formuladas obedecendo as

orientacdes da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010c) (Figura 02).

Figura 02 — a) Preparo da emulsdo a base de Copaifera multijuga Hayne a

10%; b) Aspecto final da emulsdo-teste

As emulsdes formuladas foram acondicionadas em vidros cor ambar com capacidade
de 30 mL e mantidas em locais com diferentes temperaturas e em diferentes periodos.
Conforme a padronizagéo descrita na Farmacopeia Brasileira (1988), os locais escolhidos para
os testes foram: estufa (37°C), freezer (—12°C), geladeira (+4-8°C), temperatura ambiente
(£25,9°C), temperatura ambiente ao abrigo da luz (¥28,2°C) e local com ar-condicionado

(£24-26°C). Os periodos experimentais analisados foram 0, 3 e 6 meses (BRASIL, 2013).
4.4 Caracterizacdo da emulséao

O controle de qualidade da emulsdo a base de 6leo de copaiba a 10% para limpeza de
cavidade dentinaria foi formulado segundo as especificacbes da Farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2010c) e resolugbes RE n° 899/2003, RE n° 01/2005, RDC n° 17/2010 e RDC n°
13/2013 da ANVISA (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2011; BRASIL, 2013), para definicdo da
estabilidade quimica e fisica desta emulsdo, além da sua esterilidade, determinando assim o

melhor local para armazenamento do produto. A atividade antibacteriana das emulsdes foi
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realizada seguindo as metodologias da concentracdo inibitéria minima e da concentracao
bactericida minima em microdiluicdo proposta por Andrews (2001), adaptacdo de Sampaio et
al (2009).

4.4.1 Testes fisico-quimicos de controle de qualidade

4.4.1.1 Teste de centrifugacao

Neste teste preliminar de estabilidade, 5 mL de cada formulacdo a base de o6leo de
copaiba elaborada foram acondicionadas em tubos de Falcon previamente esterilizados e,
posteriormente, centrifugados (5804R, EPPENDORF, Alemanha) a 3000 rpm por 30 minutos,
a temperatura ambiente, para observacdo de uma possivel cremeacdo ou separacdo das fases

da emulsdo. O teste foi realizado em triplicata (BRASIL, 2010c) (Figura 03).

Figura 03 — a) Centrifuga programada; b) Disposicdo dos tubos de Falcon com emulsdo-teste

4.4.1.2 Determinacéo do pH

O pH foi determinado por potenciémetro (TEC 2,TECNAL,SP,Brasil). Os eletrodos
foram acoplados ao potencidmetro e calibrados com solugbes-padrdo pH 7,0 e 4,0
(Dindmica®, Brasil) a 25°C, permitindo linearidade nas respostas em relacdo as alteracdes de
potencial observadas. Os resultados corresponderam a media de trés determinagdes sucessivas

(BRASIL, 2010¢) (Figura 04).
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Figura 04 — Esquema geral do equipamento para determinacao do pH

4.4.1.3 Determinacao da densidade

A densidade foi obtida através da utilizacdo de balanca analitica (Shimadzu®, Brasil)
e um picnémetro limpo e seco, com capacidade de 5 mL e previamente calibrado, através da
determinacdo da massa do picnémetro vazio e da massa de seu conteudo com agua destilada
(Figura 05).

A amostra foi transferida para o picndmetro e pesada. O peso da amostra foi
determinado através da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. Calculou-se a
densidade pela razdo entre a massa da amostra liquida e massa da agua. O resultado foi obtido

através da média de trés determinagdes sucessivas (BRASIL, 2010c).

Figura 05 — a) Picndmetro com emulso-teste; b)

Balanca analitica aferindo picnémetro com

emulsdo-teste
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4.4.1.4 Avaliacdo microbiologica para pesquisa de contaminantes —

Controle microbiolédgico da emulsdo de Copaifera multijuga Hayne a 10%

O controle microbiologico da emulsdo da Copaifera multijuga Hayne a 10% foi
constituido pela determinacdo do numero total de microrganismos aerobios e pesquisa de
levedura, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, conforme

preconizado na Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010c).

Para a pesquisa do numero total de microrganismos, as emulsdes foram preparadas na
proporcdo 1:10, onde foram utilizados 100 pL da emulsdo e 900 puL de agua peptonada
(Acumedia®, Estados Unidos). Em seguida as emulsdes foram diluidas e homogeneizadas nas

proporg¢des 1:100; 1:1000 e 1:10000.

Para a contagem em placa dos microrganismos, uma aliquota de 10 pL de cada
diluicdo seriada foi semeada, em triplicata, em placas de Petri contendo meios de cultura agar
Caseina-soja (Acumedia®, Estados Unidos) e &gar Sabouraud-dextrose (Difco®, Francga),

separadamente (Figura 06).

Figura 06 — a) Aliquota de 10 uL da emulsdo-teste; b) Semeadura
em triplicata em Agar Sabouraud-dextrose

As placas foram incubadas a 35°C durante 24 e 48 horas para determinacdo de
microrganismos aerdbicos totais, no meio de cultura com &agar Caseina-soja (Acumedia®,

Estados Unidos) e a 25°C durante 5 a 7 dias para determinacdo de fungos filamentosos e
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ApOls este periodo, caso

houvesse coldnias suspeitas, seria determinada as unidades formadoras de colonia (UFC/mL)

(Figura 07).
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Figura 07 — Esquema para a pesquisa do nimero total de microrganismos

Fonte: VENANCIO, 2014

25°C
5 -7 dias

Para pesquisa de Escherichia coli, foram utilizados 100 pL da emulsdo de Copaifera

multijuga a 10% para 900 uL de caldo caseina-soja (Acumedia®, Estados Unidos). Em

seguida, foi homogeneizado e incubado a 35°C durante 18 - 24 horas. Apoés esse periodo, 100

uL do caldo caseina-soja e emulsdo foram transferidos para tubos contendo 900 pL de caldo

MacConkey (Acumedia®, Estados Unidos) e incubado a 43 °C + 1 °C durante 24 - 48 horas.

Uma aliquota de 10 puL da subcultura foi semeada, em triplicata, em &gar MacConkey

(Acumedia®, Estados Unidos) e incubada a 35°C durante 18-72 horas. O crescimento e

caracteristicas das colénias foram observados. Apds este periodo, caso houvesse col6nias

suspeitas, seria determinado o numero de unidades formadoras de coldnia (UFC/mL) (Figura

08).
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100 pL da 100 pL caseina- 10 pL

caseina-soja MacConnkey 10 L

emulsdo soja + emulsdo Agar
— 10 pL MacConkey
900 pL de caldo 900 pL de caldo
—>

35°C/ 43°C/ 35°C/
18 - 24h 24 48h 18-72h

Figura 08 — Esquema para a pesquisa de Escherichia coli
Fonte: VENANCIO, 2014

Para pesquisa de Pseudomonas aeruginosa, foram utilizados 100 pL da emulséo de
Copaifera multijuga a 10% para 900 pL de caldo caseina-soja (Acumedia®, Estados Unidos).
Em seguida, foi homogeneizada e incubada a 35°C durante 18-24 horas. Apés esse periodo,
uma aliquota de 10 pL da subcultura foi semeada, em triplicata, em &gar Cetrimida
(Acumedia®, Estados Unidos incubada a 35°C durante 18-72 horas. O crescimento e
caracteristicas das coldnias foram observados. Apds este periodo, caso houvesse col6nias

suspeitas, seria determinado o nimero de unidades formadoras de coldnia (UFC/mL) (Figura

09).
100 pL de i
emulsio —_— 10 pL Agar
Cetrimida
— 10 pL
900 pL de caldo
caseina-soja —> 10 pL
35°C/
35°C/ 18-72h
18-24h

Figura 09 — Esquema para a pesquisa de Pseudomanas aeruginosa
Fonte: VENANCIO, 2014

Para pesquisa do Staphylococcus aureus, foi utilizado 100 pL da emulséo de

Copaifera multijuga a 10% para 900 pL de caldo de caseina-soja (Acumedia®, Estados
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Unidos). Em seguida, foi homogeneizado e incubado a 35°C durante 18 a 24 horas. Apos esse
periodo, uma aliquota de 10 uL da subcultura foi semeada, em triplicata, em agar Sal Manitol
(Himedia®, india), que foi incubado a 35°C durante 18-72 horas. O crescimento e
caracteristicas das col6nias foram observados. Apos este periodo, caso houvesse col6nias

suspeitas, seria determinado o numero de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) (Figura

10).
100 pL de

emulsdo — 10 uL
Agar Sal
— 10uL Manitol

900 pL de caldo
caseina-soja —> 10 uL
o,

B 18-72h

Figura 10 — Esquema para a pesquisa de Staphylococcus aureus
Fonte: VENANCIO, 2014

4.4.2 Avaliacéo dos caracteres organolépticos

A avaliagdo dos caracteres organolépticos foi baseada na alteracdo de cor, odor, brilho
e consisténcia, verificando-se qual o local mais adequado para o armazenamento da emulséo-
teste de copaiba sem alteracdo de suas caracteristicas (BRASIL, 2013). A cor e o brilho foram
analisados a luz do dia. A consisténcia foi avaliada através do toque, observando presenca ou
auséncia de granulos.

O odor da emulséo foi verificado com uma pequena amostra, colocada na palma da
méo, que foi inalada devagar e repetidamente. Assim, determinou-se primeiramente, a
intensidade do odor: nenhum; fraco; distinto ou forte e, a seguir, a sensacdo causada pelo

odor: aromatico; frutoso; mofado; rancoso ou amadeirado (Figura 11).
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Figura 11 — Avaliagdo dos caracteres organolépticos: a) Avaliacdo da consisténcia; b)

Avaliacao do odor

4.4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana das emulsdes do 6leo-resina da

copaiba a 10%

Os microrganismos foram fornecidos pelo laboratério do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade de Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro) e
foram reativados seguindo as orienta¢Bes do proprio instituto (Anexo A).

Os microrganismos utilizados foram: Streptococcus mutans (ATCC25175),
Streptococcus oralis (ATCC10557), Streptococcus salivarius (ATCC7073) e Lactobacillus
paracasei (ATCC335) (Anexos B — D).

Para preparacdo do indculo, os microrganismos foram reativados em agar MRS
(Sigma-Aldrich®, Suica) com 10% de sacarose (Synth®, SP, Brasil) em tubos de ensaio
10x150mm, incubados a 37°C por 24 horas em aerofilia para Streptococcus oralis,
Streptococcus salivarius e Lactobacillus paracasei, e em microaerofilia para Streptococcus
mutans.

Em condicGes assépticas, foram retiradas aliquotas do in6culo com o auxilio de uma

alca de platina esterilizada de 5 mm de didmetro e inoculadas em 5mL de solucéo salina
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estéril (Nuclear®, SP) em tubos de ensaio 10x150mm. As suspensdes foram turbilhonadas em
vortex (MARCONI®, MA 162, SP, Brasil) até se tornarem homogénea. O inoculo foi
padronizado pela escala #0,5 de McFarland (PROBAC do Brasil®, SP, Brasil).

- Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM)

A atividade antibacteriana das emulsdes Oleo-resina da Copaifera multijuga a 10%
foram determinadas segundo metodologia da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em
microdiluicdo proposta por Andrews (2001), adaptacdo de Sampaio et al (2009).

As emulsdes testes foram diluidas na concentracdo de 1:1, com Dimetilsulféxido
(DMSO) (Vetec®, Alemanha), polissorbato 80 (Vetec®, Brasil) e emulsdo de copaiba a 10%,
formando a solucdo-méde. O controle positivo foi o digluconato de clorexidina a 2%
(Biodindmica®, PR, Brasil) e o controle negativo foi o veiculo da emulsao (polissorbato 80 a
1%, diazolidinil ureia a 0,5% e agua triesterilizada).

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar (Marconi®, SP, Brasil),
com vidrarias, ponteiras e meios de cultura previamente esterilizados. Foram utilizadas
microplacas de 96 orificios (em forma de “U”), de forma que cada po¢o possuisse um volume
final de 100 pL. Na microplaca, as colunas foram distribuidas nos nimeros de 1 a 12 e as
linhas nas letras “A* até o “E”. Nos pogos foram distribuidas as emulsfes de forma a conter
as diferentes concentracGes da emulsdo-teste. O sistema de diluicdo foi controlado pelo
volume da solucdo-mée utilizada, ocupando os pocgos 1 a 11 (Tabela 01).

Nos mesmos pocos, foi um volume padrdo de indculo (20uL) acrescentado e para
alcancar o volume final de 100uL, 0s mesmos foram preenchidos com diferentes volumes de

meio (Tabela 02).
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Volume dos pocos (nL)
Poco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11 |12
Emulsdo (uL) | 80 80 70 | 60| 55 50 45| 40 35 |30] 25 | -
Meio (uL) 20 - 10 |20 | 25 30 (35| 40 45 | 50| 55 |80
In6culo (pL) - 20 20 |20 | 20 20 |20 | 20 20 |20 | 20 |20
Concentracéo | 26,66 | 26,66 | 23,33 | 20 | 18,33 | 16,66 | 15 | 13,33 | 11,66 | 10 [ 8,33 | O
final da
emulsdo-teste
(uL/mL)

Tabela 01 — Volume dos pogos em pL na placa de microdiluicdo

Fonte: COELHO, 2011

A coluna 01 representou a esterilidade da substancia teste, emulsdo+meio sem

bactérias. A coluna 12 representou a viabilidade das bactérias, meio + indculo sem emulsao

teste. A linha D representou o veiculo (controle negativo) e linha E o digluconato de

clorexidina a 2% (controle positivo) (Biodindmica®, PR, Brasil) (Figura 12).

6

Coluna 1 — Esterilidade da emulsao

Figura 12 — Representacdo esquematica da distribuicdo em microplaca das substancias testes
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Coluna 12 — Viabilidade do indculo

Linha D - Veiculo

Linhas A, B e C - Emulsdo de copaiba a 10%

} Linhas E - Digluconato de clorexidina a 2%

Para cada bactéria foi utilizada uma microplaca testando as emulsdes do dleo-resina da

copaiba a 10%. A atividade antibacteriana de cada emulsdo foi testada em triplicata.



60

Apobs o preenchimento de todos os pocos, as microplacas foram seladas com papel
parafilme e incubadas a 37° C por 24 horas, em aerofilia para o Streptococcus oralis,
Lactobacillus paracasei, Streptococcus salivarius e em microaerofilia o Streptococcus
mutans.

Apols o periodo de incubacdo, foram adicionadas nos pocos 30 pL do reagente
resazurina (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) preparado em solucdo aquosa (0,01%, 10 mg
diluida em 100 mL). As placas foram novamente incubadas por 4 horas.

A auséncia de mudanca de cor nos orificios foi interpretada como microrganismo
sensivel a emuls&o testada.

Para a confirmacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foram retiradas
aliquotas dos pocos das emulsdes da copaiba, semeadas em meio Agar BHI (Himedia®,
india) e incubadas a 37°C em aerofilia e microaerofilia de acordo com 0 microrganismo
testado durante 24 horas para confirmar a presenca de bactérias viaveis, determinando assim a

menor concentracdo capaz de impedir o crescimento dos microrganismos.
4.5 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram apresentados por meio de graficos e tabelas, onde se
calculou a média e o desvio-padrdao (DP) para os testes fisico-quimicos de determinagdo do
pH e densidade. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para definir a normalidade entre as
variaveis dependentes nos diferentes grupos pelo cruzamento dos fatores “ambiente” e
“tempo”. Na analise dos dados utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA). O software
utilizado na andlise foi o programa PAWS Statistics (v. 19, SPSS Inc, Chicado, IL), sendo que
o nivel de significancia utilizado nos testes foi de 5% (CALLEGARI-JACQUES, 2007).

Os demais resultados obtidos pelo teste de centrifugacédo, avaliacbes microbiologica de
contaminantes, organoléptica e atividade antimicrobiana foram tabulados e analisados pela

estatistica descritiva.
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5 RESULTADOS

5.1 Testes fisico-quimicos de controle de qualidade

5.1.1 Teste de centrifugacéao
No teste de centrifugagédo, ndo foi observado separacdo de fases nos tempos de 0, 3

meses em freezer, geladeira e ar-condicionado; no tempo de 6 meses em freezer e geladeira

Nos demais ambientes armazenados por 3 e 6 meses, observou-se separacdo de fases (Figuras

13 - 15).

Figura 13 — Emulséo apos centrifugagdo no tempo 0 (grupo controle)

11T

F ‘J E
Figura 14 — Emulsdo apds centrifugacdo no tempo de 3 meses: a) freezer, b) geladeira,

¢) ar-condicionado, d) temperatura ambiente, €) ambiente escuro e f) estufa



62

Figura 15 — Emulsdo apés centrifugacdo no tempo de 6 meses: a) freezer, b) geladeira, c) ar-

condicionado, d) temperatura ambiente, ) ambiente escuro e f) estufa

5.1.2 Determinacéo do pH

O resultado do pH da emulsdo do 0leo de copaiba a 10% em relagdo ao local de

armazenamento e o periodo experimental esta descrito nas tabelas 02 e 03 e nos graficos 01 e

02 (Apéndice A).

Estimativas

Variavel dependente: pH

Ambientes Média Desvio Padréo Intervalo de confianca 95%
Limite inferior Limite superior

Controle 4,270 ,050 4,187 4,353
Geladeira 4,598° ,160 4,515 4,682
Freezer 5,387¢ ,050 5,303 5,470
Ar-condicionado 3,975° ,081 3,892 4,058
Temperatura Ambiente 4,040° ,170 3,957 4,123
Ambiente escuro 3,887¢ ,084 3,803 3,970
Estufa 3,968° ,057 3,885 4,052

Tabela 02 — Valores médios do pH da emulséo 6leo de copaiba a 10% nos diferentes locais de armazenamento
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Gréfico 01 — Teste de pH, conforme local de armazenamento e periodo analisados

A tabela 04 e o grafico 01 demonstraram que houve diferenca estatistica entre os
locais de armazenamento nos grupos controle, geladeira e freezer (5,38+0,19), independente
do tempo de armazenamento, sendo o Ultimo com maior valor de pH, seguido da geladeira
(4,5940,01). Os locais de armazenamento ar-condicionado, temperatura ambiente, ambiente
escuro e estufa apresentaram os menores valores de pH, apresentando diferenca significativa

em relacdo aos demais locais, porém sendo estatisticamente iguais entre si.

Estimativas
Variavel dependente: pH
Tempo Média Desvio padréo Intervalo de confianca 95%
Limite inferior Limite superior
3 meses 4,360 0,53 4,316 4,405
6 meses 4,247 0,50 4,202 4,291

Tabela 03 — Valores médios do pH da emulsdo 6leo de copaiba A 10% nos diferentes tempos
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Gréfico 02 — Média do pH da emulsdo-teste em relagdo ao tempo
A tabela 05 e o gréfico 02 demonstraram que, apds 6 meses de armazenamento, existe
uma diminui¢do do pH o qual mostrou uma diferenca estatisticamente significante (p = 0,001)
quando comparado a 3 meses.
5.1.3 Determinacéo da densidade
O resultado da densidade da emulsdo do 6leo de copaiba a 10% em relacdo ao local de

armazenamento e periodo experimental esta descrito no grafico 03 e tabela 04 (Apéndice B).

densidade
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Grafico 03 — Médias de densidade referentes as condigdes experimentais
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Densidade (g/cm®)
Tipo de Ambiente 0 meses 3 meses 6 meses Média
1,0006 1,0006 1,0006
Controle (0,0002) (0,0002) (0,0002) 1,0006°
_ 1,0006 0,9946 1,0004
Geladeira (0,0002) (0,0015) (0,0007) 0,9975®
1,0006 1,0015 1,0037
Freezer (0,0002) (0,0015) (0,0009) 1,0026°
o 1,0006 0,9999 0,9989
Ar-condicionado (0,0002) (0,0024) (0,0019) 0,9994%
_ 1,0006 0,9924 1,0047
Temperatura Ambiente (0,0002) (0,0007) (0,0008) 0,99855°
_ 1,0006 0,9967 0,9943
Ambiente Escuro (0,0002) (0,0021) (0,0116) 0,9955"
1,0006 0,9884 0,9942
Estufa (0,0002) (0,0004) (0,0008) 0,9913"
Colunas 1,0006 0,9963 0,999542857

Tabela 04 — Médias (dp) dos valores de densidade, expressos em g/cm® obtidas nas quatorze condicdes

experimentais estabelecidas pelas varidveis: tipo de ambiente e tempo

O gréfico 03 e tabela 06 demonstraram que, apds 6 meses de armazenamento, houve
aumento da densidade quando comparado a 3 meses. Os locais de armazenamento grupo
controle, geladeira, freezer e ar-condicionado foram estatisticamente iguais entre si. Os locais
de armazenamento temperatura ambiente, ambiente escuro e estufa apresentaram diferenca
estatistica significativa, sendo o ultimo com menores valores de densidade (0,9884 + 0,0004).

5.1.4 Avaliacdo microbiologica para pesquisa de contaminantes

O teste microbiolégico empregado visou verificar a presenca de contaminantes na
emulsdo formulada. Nas condi¢es e meios de culturas testados, ndo houve indicacdo de
contaminacdo por bactérias, fungos ou leveduras em nenhum dos tempos ou condicdes de

armazenamento (Figura 16).
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Figura 16 — Avaliacdo microbioldgica nos meios: a) Agar Caseina-soja, b) Agar Sabouraud-dextrose, c)

Agar MacConkey, d) Agar Cetrimida e e) Agar Sal manitol

5.1.5 Avaliacao dos caracteres organolépticos

Nos caracteres organolépticos, observou-se a cor, o odor, brilho e consisténcia. Dessa
forma, os resultados quanto @ mudanca de cor estdo expressos na tabela 5 e figura 17. A partir
dos resultados, observou-se que nas amostras ndo houve alteracdo dos demais caracteres
organolépticos, quando comparados tempo 0, 3 e 6 meses. A emulsdo caracterizou-se por
possuir cor branca, odor fraco e amadeirado, com presenca de brilho e consisténcia fluida, em

todos os periodos experimentais e locais de armazenamento.
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Tempo (meses) 0 3 6
Local
Freezer N N N
Geladeira N N N
Ar-condicionado N N N
Temp. Ambiente N N S
Escuro N N S
Estufa N S S

Tabela 05 — Avaliagdo dos caracteres organolépticos “cor” das amostras da emulsdo a base de 6leo de copaiba A

10% para limpeza de cavidade, de acordo com o local de armazenamento e periodo analisado (N — ndo houve

alteracdo; S — houve alteracéo)

Figura 17 — Comparagdo do caractere organoléptico “cor”, em relagdo ao controle, tempo 0 (a). Auséncia de
mudancas de cor nos ambientes: b) freezer, c) geladeira, d) ar-condicionado. Presenga de variagdo de cor nos

ambientes: e) temperatura ambiente, f) escuro e g) estufa, no periodo experimental de 6 meses
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5.1.6 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana da emulsao de Copaifera multjuga frente a
cepas de S. mutans, S. oralis, S. salivarius, L. paracasei, utilizou-se o método de
microdiluicio em microplaca (Figura 18). A emulsdo-teste apresentou atividade
bacteriostatica e bactericida, respectivamente, nas concentracdes de 13,33 pL/mL e 15 uL/mL
para 0 S. mutans (Figura 19); 20 uL/mL e 23,33 pL/mL para S. salivarius (Figuras 20) e
13,33 puL/mL e 15 pL/mL para o L. paracasei (Figuras 21). A menor concentracdo da

emulsdo-teste (8,33uL/mL) demonstrou atividade bactericida contra S. oralis (Figuras 22).

o . P r
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Figura 18 — Microdiluicdo em caldo da emulséo de copaiba a 10% - Streptococcus mutans

Figura 19 — CBM da emuls&o da copaiba a 10% frente ao S.mutans



Figura 22 — CBM da emulsdo da copaiba a 10% frente ao S.oralis
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6 DISCUSSAO

A abrangéncia da utilizacdo de fitoterapicos é vasta e engloba diversos fins na
medicina. Em relacdo a salde bucal, trabalhos vém demonstrando que o O6leo-resina da
copaiba apresenta atividade bioldgica para uso na odontologia: na atividade antibacteriana
frente ao Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis, Lactobacillus
casei, como pasta para capeamento pulpar, no controle microbiolégico do biofime dental em
forma de gel a base de copaiba, como cimento obturador provisério, como cimento
endodéntico e ainda na forma de solucdo de limpeza cavitaria (BANDEIRA et al, 1999;
SIMOES, 2004; ABINADER, 2005; VASCONCELOS et al, 2008; GARRIDO et al , 2009;
SOUZA et al, 2011; COELHO, 2011; MENEZES, 2013; MACHADO, 2014).

Os testes realizados neste estudo seguiram as orienta¢fes de padronizacao e normas de
boas praticas de fabricacdo da Farmacopeia Brasileira e da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria e os resultados indicaram o (s) melhor (es) ambiente (s) para armazenamento, assim
como, o perfil fisico-quimico e avaliacdo da atividade antibacteriana da emulsédo de Copaifera

multijuga Hayne, no estudo acelerado.

Neste estudo, corroborando com estas afirmagdes, Gebara et al (1996), Torres et al
(2000), Pereira (2001) relataram que os produtos odontolégicos contendo produtos naturais
apresentam boas perspectivas no mercado devido a aceitacdo popular da fitoterapia e
poderiam ser introduzidos desde que amplamente amparados por estudos laboratoriais e
clinicos especificos. Sobre este aspecto, Bandeira (1998), concluiu que esses estudos
preliminares abrem uma ampla linha de pesquisa da utilizacdo de produtos naturais.

Entretanto, apesar do mercado de produtos fitoterapicos continuar em expansao no
mundo inteiro, 0 aumento no nuamero de medicamentos disponiveis a populacdo nédo é
proporcional & qualidade dos mesmos (NASCIMENTO et al, 2005). A Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria, baseada nas diretrizes das politicas nacionais, promoveu ampla revisdo
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das legislacOes para o setor de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos, elaborou
novas normas, que dispde sobre os requisitos minimos de qualidade para farmacos, insumos,
drogas vegetais, medicamentos e produtos para a saude, incluindo parametros para controle de
qualidade das plantas medicinais e/ou seus derivados, como a verificacdo das caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico na validade
esperada (BRASIL, 2013).

Desta forma, visando atender as regulamentacdes vigentes em relacdo a estabilidade
farmacoldgica da emulsdo de 6leo de copaiba (Copaifera multijuga) a 10% para limpeza de
cavidade dentaria, o teste de centrifugacdo demonstrou, no periodo de 6 meses, que nos locais
de armazenamento: ar-condicionado, temperatura ambiente, temperatura ambiente ao abrigo
de luz houve separacdo dos componentes da emulsdo. Na estufa, a separacao foi ressaltada
pela nitida presenca de o6leo, localizado acima dos outros componentes. Esses resultados
foram corroborados por Machado (2014) em seu estudo sobre controle de qualidade de
emulsdo de copaiba a 10% formulada com diazolidinil ureia a 0,6%.

Xavier-Janior et al (2012), em seu estudo sobre estabilidade fisico-quimica de
emulsBes a base de copaiba, demonstraram instabilidade, com separacdo de fases, nas
emulsdes armazenadas em temperaturas a partir de 25°C. Essa instabilidade ocorre devido ao
aumento da energia cinética do sistema e ao aumento da motilidade das moléculas de &gua,
gue em muitos casos, € 0 solvente responsavel pelas reagfes quimicas instaveis, situagdo
possivelmente encontrada nesse estudo.

De acordo com Oliveira (2008), além do local de armazenamento, a separacao de fases
pode estar associada a quantidade e tipo do tensoativo utilizado, pois a maioria das referéncias
relata que uma maior estabilidade é obtida utilizando dois tensoativos: um hidrofilico e outro
lipofilico, por estes favorecerem a formagdo de um filme mais coeso, o que difere deste

trabalho. Entretanto esta mesma autora relatou que utilizando tween 80, um tensoativo
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hidrofilico, o 6leo de copaiba se mostrou apto na formacdo de nanoemulsdo, apresentando
estabilidade.

A influéncia do pH sobre a estabilidade fisica de um sistema bifasico, especialmente
emulsdes, &€ muito importante (BRASIL, 2012). A condutividade € um parametro utilizado em
estudos de estabilidade de emulsGes porque é sensivel a minimas mudancas no sistema
(Xavier-Janior et al, 2012). Na determinacdo dos valores de pH deste estudo, os resultados
demonstraram que entre 0s grupos ar-condicionado, temperatura ambiente, temperatura
ambiente ao abrigo da luz e estufa foram semelhantes entre si, apresentando diferenca
estatisticamente significativa quando comparados ao grupo controle (tempo 0), freezer e
geladeira, corroborando com os estudos de Simdes (2004), Xavier-Junior et al (2012) e
Machado (2014). O decréscimo do valor do pH nas emulsdes ao longo do periodo
experimental, segundo Oliveira (2008), pode ser decorrente de processos oxidativos dos
componentes da formulacdo, como os 6leos vegetais, que podem sofrer auto oxidacdo quando
expostos ao oxigénio atmosférico ou altas temperaturas.

A quantidade de massa existente num dado volume é chamada de massa volumica ou
densidade. No teste de densidade, os resultados obtidos foram semelhantes a Almeida et al
(2011) e Machado (2014), demonstrando que o local de armazenamento estufa apresentou 0s
menores valores de densidade com diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo controle. Almeida et al (2011) explica que o aumento da temperatura de um
determinado fragmento de matéria ocasiona um aumento do volume fixo desta, pois havera a
dilatagcdo ocasionada pela separacdo dos atomos e moléculas. Ao contrario, ao se diminuir a
temperatura, tem-se uma diminuicdo deste volume fixo. Quando a matéria se expande, a
densidade diminui e quando a matéria se contrai, sua densidade aumenta. Desta forma, a
densidade é inversamente proporcional a temperatura. Ou seja, @ medida que aumenta a

temperatura, a densidade diminue.
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A contaminacdo microbiana de um produto pode acarretar alteracbes em suas
propriedades fisicas e quimicas e ainda caracteriza risco de infec¢do para o usuario. Assim,
produtos farmacéuticos de uso oral e topico (cdpsulas, comprimidos, suspensdes, cremes,
adesivos, etc) que ndo tém como requerimento serem estéreis devem estar sujeitos ao controle
de contaminacgdo microbiana (BRASIL, 2010c).

A garantia da qualidade e o controle de fabricacdo previstos nas boas praticas devem
garantir que o produto cumpra as especificacfes determinadas, isto é, que atendam além de
outros parametros, aos limites aceitaveis para microrganismos (BRASIL, 2010c).

Condicbes de armazenamento e de processamento sdo cruciais para determinar a
qualidade dos produtos finais a base de plantas. Os problemas sdo mais comuns em regides
tropicais e subtropicais, porque a temperatura elevada e teor de umidade sdo favoraveis ao
crescimento de fungos e producéo de toxina (Zhang et al, 2012).

O teste microbioldgico empregado neste estudo visou verificar a presenca de
contaminantes na emulsdo de copaiba a 10%. Nas condicGes e meios de culturas testados, ndo
houve indicacdo da presenca de microrganismos (bactérias, fungos ou leveduras). Tais
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Simdes (2004) e Machado (2014),
ndo havendo contaminagdo para nenhum dos microrganismos testados, respeitando, portanto
as preconizacdes da ANVISA.

Pelissari (2008) afirmou que a pesquisa de contaminantes (controle microbioldgico) ao
determinar o numero total de microrganismos presentes em preparacdes nao estéreis,
cosméticos e drogas vegetais, torna-se de suma importancia, pois microrganismos patogénicos
ndo devem estar presentes, assegurando a utilizacdo de produtos de boa qualidade, seja ele de
qualquer origem.

A avaliagdo das caracteristicas organolépticas indicou que nao ocorreram

modificagdes nos caracteres odor, brilho e consisténcia da emulsdo de Copaifera multijuga
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nos tempos testados (0, 3 e 6 meses), apresentando coloracdo branca (aparéncia de “leite”),
odor fraco e amadeirado, com presenca de brilho e consisténcia fluida. A cor e consisténcia
corroboram com trabalho de Oliveira (2008), Coelho (2011), Xavier-Junior et al (2012) e
Machado (2014), e a sensacdo causada pelo odor corrobora com Nascimento et al (2011) e
Machado (2014).

Quanto ao caractere organoléptico cor, as alteracGes observadas nos tempo 3 meses
(estufa) e 6 meses (estufa, temperatura ambiente ao abrigo da luz e temperatura ambiente),
estavam relacionadas ao ambiente de armazenamento. Tais resultados foram semelhante aos
estudos de Machado (2014), na analise de 3 meses e de Xavier-Junior et al (2012), que em seu
estudo, por mais de um ano, as emulsdes que apresentaram estabilidade de cor foram aquelas
armazenadas em baixa temperatura em consequente da baixa colisdo entre as particulas.
Ferreira; Souza (2007), acrescentaram, também que a estabilidade de um farmaco pode ser
afetada por fatores como temperatura, pH, luminosidade e ar.

As emulsdes do 6leo-resina da copaiba testadas apresentaram atividade antibacteriana
frente a microrganismos da cavidade oral, resultados semelhantes analisando o 06leo de
copaiba em vaérias apresentacfes foram encontrados por Bandeira et al (1999), Simdes (2004),
Abinader (2005), Vasconcelos et al (2008) e Souza et al (2011).

A emulsdo teste apresentou CIM de 13,33 puL/mL para o Streptococcus mutans, 20
pL/mL para Streptococcus salivarius e 13,33 pL/mL para o L. paracasei. A CBM da emulséo
do 6leo-resina da copaiba a 10% foram 15 pL/mL para o Streptococcus mutans, 23,33 pL/mL
para Streptococcus salivarius e 15 pL/mL para o L. paracasei. A menor concentracdo da
emulsdo-teste (8,33uL/mL) demonstrou atividade bactericida contra S. oralis.

Coelho (2011), utilizando a mesma metodologia desse estudo, demonstrou que a
emulsdo do Oleo-resina da copaiba a 10% apresentou atividade bacteriostatica nas

concentracdes de 12,5uL/mL para todos os microrganismos testados e atividade bactericida
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nas concentracdes de: 17,5uL/mL frente ao Streptococcus mutans, 12,5uL/mL frente ao
Streptococcus oralis; 35ul/mL frente ao Lactobacillus casei. As emulsdes testadas frente ao
Streptococcus salivarius ndo apresentaram atividade bactericida, divergindo dos resultados
desta pesquisa, podendo relacionar a melhora da atividade antibacteriana a inclusdo de
polissorbato 80 a 1% na solugdo-mae.

Souza et al (2011) utilizando a mesma metodologia empregada neste estudo, verificou
que o acido copalico, um sesquiterpeno do 6leo-resina da Copaifera langsdorffi, apresentou
atividade antibacteriana na CIM de 2 a 6ul/mL frente Streptococcus mutans. Tal resultado
confirmou, também, a acdo inibitdria microbiana, levantada pelo trabalho de Bloise (2003),
que cita a acdo germicida de um dos componentes do éleo de copaiba, sesquiterpeno, [-
cariofileno. Pieri et al (2012), em seu estudo sobre o efeito bactericida do 6leo de copaiba
frente ao Streptococcus mutans, obteve uma concentragdo inibitéria minima de 0.78 pL/mL
da solucdo de 6leo em meio de cultura, acrescentando que 0leo de copaiba tem vantagens
sobre a clorexidina, pois € composto por varias substancias diferentes que podem ter
diferentes interagbes com a célula bacteriana, reduzindo o desenvolvimento de estirpes
resistentes de S. mutans. Este estudo sugere que nos constituintes do 6leo de copaiba existem
substancias que, possivelmente, sdo responsaveis pela atividade antibacteriana, como sugerido
por Bandeira et al (1999a).

A resazurina € comercialmente chamada de Alamar Blue®, usada para monitorar a
proliferacdo e a viabilidade das células bacterianas eucaridticas, baseada na deteccdo do
metabolismo celular, que induz a um processo de oxi-reducdo, convertendo a resazurina, que
detecta a atividade metabollica indicada pela a cor azul, ndo fluorescente, em resofurina, que
tem a cor rosa e fluorescente, indicando a presenca de celulas vivas, sendo um procedimento

simples, rapido e de baixo custo (SCHIRMER et al, 1998; O“BRIEN et al, 2000).
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Analisando as propriedades da resazurina em identificar o metabolismo celular, é
possivel que as concentracGes das emulsdes de copaiba ndo interferiram a tal ponto que
provocasse a alteracdo no metabolismo bacteriano. Cantrell et al (1996) afirmaram ainda que
este corante ndo é citotdxico, pois ndo é necessaria a morte celular para se obter resultados
dos testes aplicados.

Esta pesquisa demonstrou que a emulsdo a base de Copaifera multijuga Hayne, como
solucdo de limpeza cavitaria, ainda tem um longo caminho a percorrer. Ha necessidade de
realizacdo de estudos clinicos de andlise da estabilidade fisico-quimica ao longo do periodo de
24 meses (estudo de longa duracdo), criando assim, perspectivas futuras para a obtencéo do
certificado de validade de uso exigido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.

Considerando que a Amazbdnia possui a maior biodiversidade mundial surge o
paradigma de ndo utilizarmos a fitoterapia na Odontologia, com o custo mais acessivel a
populacdo comparativamente aqueles obtidos por produtos isolados que, geralmente, envolve
patentes tecnoldgicas.

Assim, a realizacdo desta pesquisa vislumbra a possivel introducdo de uma emulsdo a
base de Copaifera multijuga Hayne, na odontologia, como solucdo de limpeza de cavidade.
Esta sugestdo esta baseada nos resultados encontrados nesta pesquisa, onde as emuls@es testes
apresentaram atividade antibacteriana em maior ou menor potencialidade frente a
microrganismos de interesse odontoldgico; apresentando assim um dos requisitos para esta
funcdo, além de apresentar resultados promissores quanto a estabilidade fisico-quimica do

produto final.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados das metodologias empregadas, pode-se concluir que a
emulsdo de Copaifera multijuga Hayne a 10%:

- Apresentou condicdes de estabilidade (centrifugacdo, densidade e caracteristicas
organolépticas) e auséncia de contaminantes nos ambientes de armazenamento freezer e
geladeira, em todos os periodos experimentais analisados;

- Demonstrou atividade antimicrobiana frente ao S. mutans, S. oralis, S. salivarius, L.
paracasei, podendo ser utilizado como solucao limpeza de cavidades;

- Considerando a utilizacdo na pratica clinica diaria, sugere-se a geladeira como

melhor ambiente.
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APENDICE

APENDICE A — Tabela de ANOVA two-way para variavel dependente pH

Testes de efeitos entre assuntos

87

Variédvel dependente: pH

Fonte Tipo Il df  Quadrado F Sig.  Eta parcial Poténcia
Soma dos Médio quadrado observada”
Quadrados

Ambientes 10,348 6 1,725 174,257 ,000 974 1,000

Tempo 136 1 ,136 13,741 ,001 ,329 ,947

Ambientes * 133 6 ,022 2,244 ,068 ,325 ,686

tempo

Erro 277 28 ,010

Total 788,765 42

Total corrigido 10,895 41

a. R ao quadrado = ,975 (R ao quadrado ajustado =,963)
b. Computado usando alfa = ,05
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APENDICE B — Tabela de ANOVA two-way para variavel dependente densidade

Testes de efeitos entre assuntos

Variavel dependente: densidade

Fonte Tipo Il Soma df Quadrado F  Sig. Eta parcial Poténcia

dos Quadrados Médio quadrado observada”
Ambientes ,000 6 8,222E-005 7,221 ,000 ,607 ,998
Tempo ,000 1 ,000 9,698 ,004 ,257 ,852
Ambientes * tempo ,000 6 3,903E-005 3,428 ,012 423 ,881
Erro ,000 28 1,139E-005
Total 41,827 42
Total corrigido ,001 41

a. R ao quadrado =,724 (R ao quadrado ajustado = ,596)
b. Computado usando alfa = ,05
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ANEXOS

ANEXO A - Reativacdo das cepas liofilizadas

D CRO-ORG ISMOS DE REFER AT . O q
mtrcéns PARA REIDRATACAO DAS CULTURAS A

, realmr o segumte procedlmento

CcCAo da ampola com gaze embebxda em élcool a 76% e deixar secar; -
] parte superior da ampola, conforme o desenho a baixo;
desinfeccdo da ampola com gaze embebida em 4lcool 2 70% e deixar secar;

" as partes, superior e inferior, da ampola com gaze esténl forgar a parte
> local serrado a fim de quebrar a mesma; i supenor peke lado

> N30 possua serra especxﬁca para vidro, proceder da seguinte maneira:
Aquecer a parte superior da ampola na chama do bico de Bunsen;

- Adicionar algumas gotas da salina estéril. (NaCl 0,85%) na parte aquecida da am ola
~ vidro .quebre por choque térmico; : para qu

- Retirar a parte superior fragmentada com o auxiho de uma pinga estéril;
cionar com uma pipéeta Pasteur estéril, 0,3 a 0, 5ml do meio recomendado na forma liquida ao
iatenor da ampola; : ? :
"A:no caso de fungo usar égua purificada estéril delxando em repouso para reidratacfio por 15 a 30
tos, antes de transferir para o meio recomendado. |
essuspender o sedimento homogeneizando-o; :
: .Tmnsfenr a suspensao para tubos ou placas contendo o meio recomendado nas formas hqmdo e/ou
B isblida; - -
Incubar na temperatura e tempo indicados.

servacgoes:

% ile} :?ago de rmcro-orgamsmos anaeréblcos os procedimentos deSCntos ac:ma devem ser realizados
amblente de anaerobiose; -

€aso o mlcro-orgamsmo ndo apresente crescimento durante o periodo de tempo indicado, prolong:
: mcubagﬁo por mals 24 horas, antes de ser descartado como, mv1ével

}f.xdv
Q%S " —

- REGIAO A SER AQUEC_IP’- S

'.__-——}-.REGIAQ A SER SERRADA

i.ETIQUETA ke

AR o

. LIGFILO

el ul : R
e TR T T P e
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ANEXO B - Informe de bactéria de referéncia — Streptococcus mutans

Ministério da Saude

FIOCRUZ e $

Fundagio Oswaldo Cruz .
INCQs

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde

solegéo de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS

Informe de bactéria de referéncia 31-jul-14

MIC RO-ORGANISMO: Streptococcus mutans (CT)

INCOS: 00504
ORIGEM: CCT 3440 (ATCC 25175)
LOTE: 0512504
HISTORICO:  JCM 5705; DSM 20523; NCTC 10449; W. Sims: ATCC 25175; IFO 13955
ISOLAMENTO: Carie
MEIO DE CULTURA: Trypticase soy agar (BBL 11043) com 5% de sangue de carneiro desfibrinado estéril.
TEMPERATURA (Graus Celsius): 37
IMPO DE INCUBACAO (horas): 24
RESPIRACAO: 5% CO2
APLICACAO: Cepa Tipo
SOROLOGIA: Sorogrupo C
PRODUCAO DE ENZIMAS: -
PRODUCAO DE TOXINAS: -
VALIDADE: A ampola selada a vacuo tem validade Indeterminada se mantida entre -10°C e -20°C
e Os testes de pureza, viabilidade, morfologia e identidade realizados no lote, apresentara
RASTREABILIDADE: resultado satisfatério. Os resultados do Controle de Qualidade fenotipico e molecular d
cepas estdo disponiveis, caso o cliente queira solicitar.

NUMERO DE PASSAGENS: 02

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

CLASSE DE RISCO: 2 A classe de risco pode mudar dependendo do volume manipulado.

Observagdes O lote é constituido de sete digitos distribuidos da seguinte forma: os'd(‘)is prirf\e_iros
digitos indicam o més, os dois seguintes o ano de produgdo e os trés ultimos digitos (
numero da cepa INCQS.

Responsivel pelo Setor: Maysa Mandetta Clementino

Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil
B5-5151 Fax (21) 2290-0915
Afiocruz br POP 65.3230.006 — Anexo F — Rev.03
— CLASSIFICAGAQ: 544 1
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ANEXO C - Informe de bactéria de referéncia — Streptococcus oralis

I Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

" T

INcas

olegdo de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS
iforme de bactéria de referéncia 31-jul-14

WORG ANISMO: Streptococcus oralis (Streptococcus sanguis)

INCQS: 00470
ORIGEM:  ATCC 10557
LOTE: 0312470
HISTORICO:  JM Sherman <— NCTC 7864 <-- SK-2
ISOLAMENTO: Endocardite bacteriana
Agar Sangue com Blood Agar Base (Difco 0045) ¢ 5% de sangue desfibrinado de
ovelha
TEMPERATURA (Graus Celsius): 37
EMPO DE INCUBACAO (horas): 24
RESPIRACAO: Aercbiose
APLICACAOQ: -—

SOROLOGIA: Tipoll
PRODUCAO DE ENZIMAS: ——
PRODUCAO DE TOXINAS: —
VALIDADE: A ampolaselada & vacuo tem validade Indeterminada se mantida entre -10°C ¢ -20°C
RASTREABILIDADE: Os testes de pureza, viabilidade, morfologia e identidade realizados no lote, apresentaram
¥ resultado satisfatorio. Os resultados do Controle de Qualidade fenotipico ¢ molecular das

cepas estdo disponiveis, caso 0 cliente queira solicitar.

NUMERO DE PASSAGENS: 02
REFERENCIAS: 1. Bacteriol. 51: 723-729, 1946; Kilian M, et al. Taxonomic study of viridans
streptococci: description of Streptococcus gordonii sp. nov. and emcnded dc':scnpnons
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.
CLASSE DE RISCO: 2 A classe de risco pode mudar dependendo do volume manipulado.

dos da seguinte forma: 0s dois prir!\e.iros
de produgdo e 0s wrés ultimes digitos ©

MEIO DE CULTURA:

Obser acdes O lote ¢ constituido de sete digitos distribui
digitos indicam o més, os dois seguintes 0 ano

nimero da cepa INCQS.

4 CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil
155151 Fax (21) 2290-0915 Anexo F - Rev.03
s fiocruz.br ”“w'th 544.1
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ANEXO D - Informe de bactéria de referéncia — Streptococcus salivarius

’ Ministério da Saude
FIOCRUZ ﬁ%
Fundagéo Oswaldo Cruz 3
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde '&CQS

Colecao de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS

Informe de bactéria de referéncia 31-jul-14

MICRO-ORGANISMO: Streptococcus salivarius

INCQS: 00457
ORIGEM: NCTC 8618 (ATCC 7073)
LOTE: 1010457
HISTORICO: ATCC <-- New York State Department of Health < J.C. Small cepa 275
ISOLAMENTO: Sangue de paciente com reumatismo
Brain Heart Infusion Agar (BD 241830) ou Brain Heart Infusion
(BD 237500)
TEMPERATURA (Graus Celsius): 37
TEMPO DE INCUBACAO (horas): 24
RESPIRACAO: Aerobiose
APLICACAO: —ooeeeeeeee
SOROLOGIA: ———
PRODUCAO DE ENZIMAS: e

PRODUCAO DE TOXINAS: ——oeeeeeee
VALIDADE: A ampola selada 2 vicuo tem validade Indeterminada se mantida entre -10°C e -20°C

RAST ) Os testes de pureza, viabilidade, morfologia e identidade realizados no lote, apresentaram
S PILIDADE:: resultado satisfatorio. Os resultados do Controle de Qualidade fenotipico € molecular das

cepas estdo disponiveis, caso o cliente queira solicitar.
NUMERO DE PASSAGENS: 02

REFERENCIAS: ————

MEIO DE CULTURA:

CLASSE DE RISCO: | A classe de risco pode mudar dependendo do volume manipulado.

Observagoes O lote é constituido de sete digitos distribuidos da seguinte forma: os'dt.ﬁs Il’fi“_"f_i“’S
' digitos indicam o més, os dois seguintes 0 ano de produgao e os trés altimos digites ©

namero da cepa INCQS.

demlo Setor: Maysa Mandetta Clementino

CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil

(21) 2290-0915 !
9 POP”.SZN.W-WDF-RWA
CLASSIFICAGAO: 544 1
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ANEXO E — Informe de bactéria de referéncia — Lactobacillus paracasei

Ministério da Saude
FIOCRuUZ

Fundagiao Oswaldo Cruz
Ins
tituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide

e

INCQS

Colega : &
¢ao de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS

Informe de bactéria de referéncia

31-jul-14

MICRO-ORGANISMO:

INCQS:
ORIGEM:
LOTE:

HISTORICO:

ISOLAMENTO:

MEIO DE CULTURA:
TEMPERATURA (Graus Celsius):

TEMPO DE INCUBACAO (horas):
RESPIRACAO:

APLICACAO:

SOROLOGIA:

PRODUCAO DE ENZIMAS:
PRODUCAO DE TOXINAS:

VALIDADE:
RASTREABILIDADE:

NUMERO DE PASSAGENS:

REFERENCIAS:

CLASSE DE RISCO:

Observagoes

Responsavel pelo Setor:

Lactobacillus paracasei subsp paracasei

00222

ATCC 335

0509222

ATCC <<--LA Rogers<<--Fender

Lactobacilli MRS broth (BD 288130)
37

24

Aerobiose

Ensaio de Timina

A ampola selada a vacuo tem validade Indeterminada se mantida entre -10°C ¢ -20°C

morfologia e identidade realizados no lote, apresentaram

Os testes de pureza, viabilidade,
le de Qualidade fenotipico e molecular das

resultado satisfatorio. Os resultados do Contro
cepas estdo disponiveis, caso o cliente queira solicitar.

02

Merrifield RB, Dunn MS. Microbiological determination of cytosine,
thymine. Arch. Biochem. 16: 339-341, 1948.

uracil and

1 A classe de risco pode mudar dependendo do volume manipulado.

s da seguinte forma: os dois primeiros

O lote é constituido de sete digitos distribuido do nei
de produgdo e os trés altimos digitos o

digitos indicam o més, 0s dois seguintes 0 ano
niamero da cepa INCQS.

Maysa Mandetta Clementino

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

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

m;_irqu.ﬁoqruz‘br

POP 65.3230.006 — Anexo F - Rev.03
CLASSIFICACAQ: 544.1



