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RESUMO 
Nas últimas décadas, houve um aumento no interesse dos profissionais de saúde acerca do uso e do 

conhecimento de medicamentos fitoterápicos. Entre estes, destaca-se o óleo de copaíba, por suas 

atividades antimicrobiana, analgésica e anti-inflamatória. Para analisar in vitro a atividade anti-

inflamatória das emulsões de Copaífera em macrófagos, quantificando a produção de radicais livres, 

utilizou-se uma cultura de macrófagos da cepa 264,7, cultivada no Meio Eagle Dulbecco Modificado 

completo, suplementada com 10% soro fetal bovino inativado e penicilina/estreptomicina (100 UI / 

mL/100 μg/mL), sendo mantidos em forno úmido a 37oC. Após a tripsinização, os macrófagos foram 

contados em câmara de Neubauer e submetidos à emulsão de fitoterápicos. O anti-inflamatório 

dexametasona (20 μg /mL) foi utilizado como padrão-ouro para comparar os resultados. A liberação 

de óxido nítrico foi quantificada pela produção de nitrito na reação colorimétrica de Griess. Para cada 

volume de 100 μL dos sobrenadantes previamente coletados dos desafios celulares, foram 

adicionados 100 μL de reagente Griess (Sigma Aldrich), que foram incubados em temperatura 

ambiente por 30 minutos Em seguida, a absorbância (540nm) foi determinada em um 

espectrofotômetro. Os resultados foram analisados por médias ± desvios-padrão e submetidos aos 

testes de Kolmogorov-Smirnov, Tukey e Dunnett. Os autores concluíram que o óleo de copaíba e 

suas emulsões reduzem significativamente a quantidade de óxido nítrico produzido pelos macrófagos 

durante o processo inflamatório. 

 

Palavras-chave: fitoterapia, macrófago, radicais livres, inflamação. 

 

ABSTRACT 
Over the past decades, there has been an increase in the interest of health’s professionals about the 

use and knowledge of plant-based medications. Among these, copaiba oil stands out, due to its 

antimicrobial, analgesic and anti-inflammatory activities. In order to analyze in vitro the anti-

inflammatory activity of Copaífera emulsions’ on macrophages, by quantifying the production of free 

radicals, a culture of macrophages of the 264.7 strain, grown in the complete Modified Eagle 

Dulbecco Medium was used, supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum and penicillin / 

streptomycin (100 IU / mL / 100 μg / mL), being kept in a humid oven at 37oC. After trypsinization, 

the macrophages were counted, in a Neubauer chamber, and subjected to the herbal medicine 

emulsion. The dexamethasone anti-inflammatory (20 μg / mL) was used as a gold standard to 

compare the results. The release of nitric oxide was quantified by the production of nitrite in the 

Griess colorimetric reaction. For each volume of 100 μL of the supernatants previously collected 

from the cell challenges, 100 μL of Griess reagent (Sigma Aldrich) were added, which were incubated 

at room temperature for 30 minutes. Then, the absorbance (540nm) was determined in a 

spectrophotometer. The results were analyzed using means ± standard deviations and submitted to 
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Kolmogorov-Smirnov, Tukey and Dunnett tests. The authors concluded that copaiba oil and its 

emulsions significantly reduce the amount of nitric oxide produced by macrophages during the 

inflammatory process. 

 

Keywords: phytotherapy, macrophage, free radicals, inflammation. 

 

1 INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas, houve um aumento no interesse dos profissionais da área da saúde no 

uso e conhecimento de medicamentos fitoterápicos (Lopes et al., 2019; Souza et al., 2020). O Brasil 

se destaca por possuir um terço da flora mundial, além de ter em seu território a Amazônia que 

apresenta a maior reserva de produtos naturais com ação fitoterápica (Santos et al., 2011). Esta 

diversidade vegetal faz com que estudos para o desenvolvimento de medicamentos fitoterápicos 

ganhem destaque no cenário científico mundial (França et al., 2008). 

A Copaifera multijuga Hayne (Leguminosae) é uma árvore tropical comumente encontrada 

no Brasil, especificamente na região central e ocidental da Amazônia. O óleo de Copaíba (CO) é um 

óleo-resina que consiste num exsudato de resinas  ácidas e compostos voláteis (Veiga Jr. et al., 2007). 

Tem sido amplamente utilizado como medicina tradicional em regiões neotropicais há milhares de 

anos e continua a ser um tratamento popular para uma variedade de doenças (Trindade et al., 2018). 

Pode ser formulado em emulsão (De Bari et al., 2016; Bandeira et al., 2020),  gel  de  limpeza  de  

cavidade  (Simões et  al.,  2016),  cimento  odontológico (Vasconcelos et al., 2008) e cimento 

endodôntico experimental (Garrido et al., 2015).  

O gênero Copaifera L. tem sido estudado devido às suas várias atividades biológicas, onde o 

efeito anti-inflamatório, decorrente do sinergismo entre os constituintes do óleo-resina, é um dos mais 

investigados (Izuma et al., 2012). Possui também atividades antimicrobiana, germicida, analgésica, 

antineoplásica, com potencial aplicabilidade na Odontologia (Bandeira et al., 1999; Vasconcelos et 

al., 2008; Veiga Jr. et al., 2007; Yamagushi e Garcia, 2012; De Bari et al., 2016; Bandeira et al., 2016) 

e, mais recentemente, antiproteolítica, agindo sobre as metaloproteinases MMP2 e MMP9, presentes 

no tecido dentinário (Bandeira et al., 2016; Bandeira et al., 2020). 

A reação inflamatória é uma das principais respostas de defesa do hospedeiro contra agressões 

teciduais, desencadeada a partir de uma série de estímulos como os agentes infecciosos, além de 

trauma físico e produtos químicos (Dong et al., 2016).   Durante a resposta inflamatória, ocorre a 

formação e a liberação de diversos radicais livres, dentre eles o óxido nítrico (NO), os quais podem 

causar danos celulares e, para prevenir a exacerbação dos processos inflamatórios, são utilizados 

agentes terapêuticos a fim de prevenir patologias, dentre elas as bucais.   

Estudos anteriores já demonstraram a eficácia anti-inflamatória do CO in vitro e também em 

sua capacidade de inibir a inflamação aguda em ratos e camundongos (Kobayashi et al., 2011; 
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Destryana et al., 2014; Teixeira et al., 2017). No entanto, até agora, pouquíssimos estudos avaliaram 

a atividade anti-inflamatória das emulsões do CO. 

Considerando as supracitadas propriedades da copaíba, parece razoável hipotetizar que sua 

emulsão, além de favorecer a adesão do material restaurador à estrutura dentária (Bandeira et al., 

2020) devido a sua ação biomodificadora do tecido dentinário, possua atividade anti-inflamatória e 

seja capaz de atenuar a possível inflamação pulpar, objetivando-se futuramente sua ação terapêutica 

em cavidades profundas em substituição ao material disponível no mercado brasileiro (clorexidina), 

que não apresenta tal propriedade. 

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anti-inflamatória do óleo e 

da emulsão de C multijuga. 

 

2  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1  COLETA DO ÓLEO DE COPAÍBA (Copaifera multijuga Hayne)  

A Copaifera multijuga Hayne selecionada para a coleta, depositada no herbário do INPA sob 

o n° 270709 e cadastrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SISGEN/MMA), localiza-se na Reserva Ducke, no Km 17 da Rodovia 

Manaus-Itacoatiara/ Amazonas – Brasil. Um furo foi realizado com auxílio de um trado de 7/8 

polegada de diâmetro e 1 metro de comprimento ao centro do caule para coletar o óleo através de 

escoamento. O óleo foi armazenado em vidro âmbar previamente esterilizado (Bandeira et al., 1999; 

Barbosa et al., 2013).  

 

2.2 ANÁLISE CROMATOGRÁFICA DO ÓLEO DA Copaifera multijuga Hayne 

A análise cromatográfica do óleo de Copaíba (Copaifera multijuga Hayne) foi em fase gasosa 

acoplada a um detector de ionização de chama (CG_DIC) e um detector de espectrometria de massas 

(CG-EM), para que houvesse a identificação dos constituintes do óleo de copaíba (Vasconcelos et.al., 

2008). 

 

2.3 PREPARO DAS EMULSÕES DE ÓLEO DE COPAÍBA  

As emulsões (A e B) a base de óleo da Copaifera multijuga Hayne foram formuladas 

obedecendo às orientações da Farmacopeia Brasileira (2010). No preparo das emulsões foram 

utilizados água destilada, Tween® 80 (Merck, Alemanha) e óleo de copaíba (Copaifera multijuga 

Hayne) (De Bari et al., 2016). A emulsão A é ácida e a B é básica. 
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2.4  CULTURA DAS CÉLULAS INFLAMATÓRIAS MACRÓFAGOS          

        Os macrófagos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™), foram mantidos em meio de cultura DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) completo e em estufa úmida (5%CO2/95% ar, 37°C), sendo 

subcultivados a cada 2 dias. Quando atingiram subconfluência, foi realizado o tratamento enzimático 

com  a solução de tripsina 0,05% / EDTA 0,02%,  a contagem e exclusão das células mortas pelo 

método azul de Tripan. 

       Para adesão das células na placa, suspensões celulares na concentração de 106 células/mL (200 

μL/poço) em meio de cultura DMEMcompleto, foram semeadas em placas de 96 poços e incubadas 

em estufa úmida (5%CO2/95% ar, 37°C) por 24 h,. Após este período, o sobrenadante foi descartado 

e os macrófagos foram tratados com as amostras testes (Tabela 1) de óleo de copaíba e suas emulsões 

A e B, diluídas em meio de cultura DMEM contendo a endotoxina lipopolissacarídeo (LPS) de 

Escherichia coli (1 μg/mL), (200 μL/poço). Em seguida, foram novamente incubadas em estufa 

úmida (5%CO2/95% ar, 37°C) por 24 h (Oliveira et al., 2014; Dong et al., 2016) . Os grupos 

experimentais seguiram a diluição seriada do óleo e emulsões, partindo da concentração inicial de 

100 μg/mL.  

      Os macrófagos, na presença somente de LPS e do meio DMEM completo, foram considerados 

controles positivo e negativo, respectivamente (Tabela 1). O anti-inflamatório dexametasona (20 

μM/mL) foi utilizado como substância padrão para comparação dos resultados. Três experimentos 

independentes foram realizados em triplicata. 

 

Tabela 1: Grupos experimentais com suas respectivas substâncias-testes utilizadas nos ensaios de Citotoxicidade celular 

e de Liberação de Óxido Nítrico.  

 Grupos experimentais Ensaio de Citotoxicidade 

Celular 

Ensaio de Liberação 

de Óxido Nítrico 

1 Óleo de Copaíba in natura X X 

2 Emulsão A a base de óleo 

de copaíba 

X X 

3 Emulsão B a base de óleo 

de copaíba 

X X 

4 LPS (Controle positivo) X X 

5 DMEM (Controle 

Negativo) 

 X 

6 Dexametasona (padrão)  X 

 

2.5  ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR (MTT) 

A citotoxicidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico MTT (3-[4,5-

dimethylthiazolyl-2]-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Após o tempo experimental de 24 h, o 
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sobrenadante foi removido e acrescentada a asolução de MTT (5 mg/mL) diluída em meio DMEM  

(50 L/poço), e incubadas em estufa úmida (5%CO2/95% ar, 37°C) por 3 h. Em seguida 100 L de 

dimetilsulfóxido (DMSO) foram adicionados para dissolução dos cristais de formazan liberados pelas 

células. A absorbância foi determinada em espectofotômetro (560nm), representando a viabilidade 

das células metabolicamente ativas. 

 

2.6 ENSAIO DE LIBERAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

A liberação de NO foi quantificada pela produção de nitrito (NO-2) na reação colorimétrica 

de Griess. Para cada volume de 100 μL dos sobrenadantes previamente coletados dos desafios 

celulares foram adicionados 100 μL de reagente de Griess (Sigma Aldrich), os quais foram incubados 

a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, foi determinada a absorbância (540nm) em 

espectofotômetro. Os resultados expressos em moles foram determinados pela comparação com a 

curva padrão (realizada com nitrito de sódio nas seguintes concentrações: 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 

3.125 e 1.5 μM). 

 

2.7  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados iniciais foram analisados por meio da média ± desvio padrão (SD), e expressos 

de acordo com o padrão de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) apresentado. De acordo com a 

análise de variância dos dados, a comparação entre os grupos foi determinada pela Análise de 

Variância (ANOVA) a dois critérios (Two-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD e o teste 

Dunnett. A diferença foi considerada estatisticamente significativa quando p˂ 0,05. 

 

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1  O EFEITO DO CO NA VIABILIDADE CELULAR  

O teste MTT detecta a capacidade de um agente em produzir efeitos letais ou subletais sobre 

sistemas biológicos, demonstrando também a viabilidade celular frente a este agente. Desidrogenases 

mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente viáveis, clivam o anel de tetrazólio, 

resultando nos cristais azulados de formazan. Assim, a produção de formazan reflete o estado 

funcional da cadeia respiratória celular, identificando as células metabolicamente ativas 

(Mosmann,1983). 

   No presente estudo, o CO, bem como suas emulsões A e B, usadas sobre macrófagos, 

demonstraram a manutenção da viabilidade celular para todas as concentrações testadas. A 

viabilidade celular se manteve próxima de 100% para todas as concentrações, semelhante ao controle 
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positivo, mostrando que a copaíba e suas emulsões não são citotóxicas para as células humanas 

(Figura 1).  
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Emulsão B 

 

 

 

 

 

 

Concentração (µg/mL) 

Figura 1. Percentual das células macrófagos viáveis após desafio in vitro com diferentes concentrações do CO e suas 

emulsões ácida (A) e básica (B) durante o período de 24 h. 

  

    

             Estes resultados estão em discordância com o estudo de De Bari et al. (2016), onde todas as 

emulsões testadas e o CO, em concentrações variando de 0,234 a 30µg/mL, foram tóxicos frente às 

células NHI3T3, fibroblastos antineoplásicos de murinos, causando uma diminuição na viabilidade 

celular, quando comparados ao controle positivo, mesmo sendo usado o Tween 80 nas emulsões, 

veículo capaz de alterar a morfologia da superfície e a parede celular devido a sua ação detergente. 

Da mesma forma, ao avaliar a citotoxicidade in vitro e in vivo de cinco espécies de Copaífera (C. 

duckei, C. multijuga, C. paupera, C. pubiflora e C. reticulata) sobre os fibroblastos do fígado de 

hamsters chineses, Tavares et al. (2017) constataram que os óleos-resinas das cinco espécies 

mostraram-se citotóxicos in vitro (IC50 entre 9,8 a 60,8 μg/mL), embora não o fossem in vivo, sendo 

considerados seguros para o uso humano.   

 Ao avaliar a citotoxidade, por meio do MTT, do CO na viabilidade celular e na adesão de 

células-tronco mesenquimais, Lund et al. (2019) observaram um aumento na adesão celular e 

constataram que a concentração usada  (0,5μg/mL) facilitou a proliferação celular, bem como a 

viabilidade das células, indicando que tal óleo não se mostrou citotóxico. 

       

3.2  ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA DO ÓLEO DE COPAÍBA  

 Uma vez que o CO e ambas as emulsões A e B não apresentaram efeito citotóxico celular, os 

mesmos foram avaliados quanto a sua propriedade anti-inflamatória. Com base na liberação do 

radical inflamatório NO pelos macrófagos, observou-se que as concentrações do CO 12,5 μg/mL, 25 

μg/mL e 50 μg/mL, bem como as concentrações da emulsão B 25 μg/mL e 50 μg/mL, produziram 
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redução significativa de NO, caracterizando as concentrações anti-inflamatórias mínimas da copaíba. 

Destaca-se, ainda, que este perfil anti-inflamatório superou o corticosteróide dexametasona, 

considerado o padrão ouro dentro da classe dos anti-inflamatórios esteroidais (Figura 2). No entanto, 

todas as concentrações testadas do óleo e de ambas as emulsões determinaram menor liberação de 

NO, quando comparadas às do controle LPS.  
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Figura 2. Liberação de óxido nítrico (NO) in vitro pelos macrófagos após desafio com diferentes concentrações da 

Copaíba, LPS e dexametasona durante o período de 24 h. (*) p<0,05 quando comparado com todos os demais grupos. (#) 

p<0,05 quando comparado com a dexametasona. Três experimentos independentes. ANOVA, Teste de Tukey e Dunnett. 
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edema (Hasnat et al., 2015). Uma grande quantidade de NO é produzida em resposta a diferentes 

estímulos tais como citocinas endógenas e endotoxinas lipopolissacarídicas microbianas (LPS) 

(Lamoke et al., 2015). 

Na Odontologia, a busca por recursos naturais com capacidade de minimizar a resposta 

inflamatória aumentou com o passar dos anos. O CO é um recurso natural que apresenta atividade 

antibacteriana, antitumoral e anti-inflamatória, podendo ter grande aplicabilidade na Odontologia 

(Bandeira et al, 1999; Vasconcelos et al., 2008; Veiga Júnior et al., 2007; Yamagushi e Garcia, 2012; 

De Bari et al., 2016; Bandeira et al., 2016). 

Em estudos recentes, os efeitos da indução anti-inflamatória e cicatricial promovidos pela 

copaíba nas lesões da mucosa oral foram confirmados (Teixeira et al., 2017; Wagner et al., 2017; 

Alvarenga et al., 2020). 

A atividade anti-inflamatória pode estar relacionada aos constituintes do CO, como 

evidenciado no estudo de Veiga Júnior (2007), o qual verificou que os óleos-resina das espécies 

Copaifera cearenses Huber ex Ducke, Copaifera reticulata Ducke e Copaifera multijuga Hayne 
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induzida, por apresentar maior concentração de β-cariofileno (57,5%). O CO possui ácidos resinosos 

e compostos voláteis na sua composição química como os diversos sesquiterpenos, incluindo-se o β-

cariofileno (bactericida e anti-inflamatório), o β-bisaboleno (anti-inflamatório) e o α-humuleno (anti-

inflamatório), além de diterpenos. O ácido caurenóico (AC) é um princípio ativo encontrado no CO, 

sendo classificado como um diterpeno, responsável também pela ação anti-inflamatória e cicatrizante 

do óleo (Carvalho et al., 2014). Lucca et al. (2018) atribuíram a ação anti-inflamatória do CO ao β-

cariofileno, um componente do óleo, que se liga seletivamente aos receptores canabinoides, como o 

CB2, sendo um agonista do mesmo. Quando isso ocorre, há uma inibição da adenilato ciclase, 

desencadeando uma cascata de reações bioquímicas, que contribuem para a atividade anti-

inflamatória sistêmica (Bento et al., 2011). 

A literatura aponta que a copaíba possui excelentes propriedades farmacológicas anti-

inflamatórias e atua regulando o excesso de inflamação patológica, o que leva à preservação do tecido 

e facilita o processo regenerativo (Wagner et al., 2017; Alvarenga et al., 2020).  

A terapia com CO modula a resposta inflamatória, diminuindo o infiltrado inflamatório 

crônico, o edema e, especificamente, o número de macrófagos (Teixeira et al., 2017).  

Nos últimos anos, na busca por novas substâncias com potencial farmacológico e 

biocompatíveis, aumentou o número de estudos sobre o uso de produtos naturais na Odontologia e 

alternativas para o manejo de doenças bucais, especialmente a cárie dentária (Abrão et al., 2018). 

A cárie dentária é atualmente considerada uma disbiose envolvendo interações entre estrutura 

dentária e biofilme microbiano (Pitts et al., 2017). Embora não seja o único agente etiológico, um 

aumento no número de Streptococcus mutans pode ser considerado um fator de risco para o início da 

lesão de cárie, o que torna esse grupo de bactérias ácidas e acidofílicas, associado ao desenvolvimento 

da lesão cariosa (Eriksson et al., 2017 ). A lesão cariosa profunda pode se estender próxima à câmara 

pulpar, levando a uma resposta inflamatória da polpa dentária, resultando em grande incômodo e 

sensibilidade ao paciente. 

A copaíba potencializa a resposta das células da polpa dental humana a materiais comumente 

usados para capeamento direto em Odontologia restauradora, pelo aumento da proliferação celular e 

regulação positiva da expressão de genes relacionados à biomineralização, além de  melhorias na 

migração celular e na formação de nódulos mineralizados. Logo, quando usada in vitro associada a 

materiais, como o hidróxido de cálcio (Ca (OH)2) e o MTA,  melhorou as atividades celulares 

relacionadas ao reparo pulpar (isto é, citocompatibilidade, diferenciação, mineralização e migração), 

incluindo um efeito protetor contra a citotoxicidade do Ca (OH)2 (Couto et al., 2020).  

Altos valores de pH favorecem a estabilidade das emulsões, assegurando sua vida útil (Oloro, 

2018). O pH alcalino também encontra-se fortemente associado à interferência da proliferação 
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bacteriana (Simões et al., 2016) e, sobretudo, favorece o processo de reparo pulpar (Poggio et al., 

2015). 

Além disso, o efeito biomodificador da copaíba sobre o tecido dentinário tem sido estudado. 

Emulsões à base de óleo de copaíba usadas antes da aplicação do adesivo provocaram a inibição de 

MMPs, contribuindo de forma significativa na estabilidade da camada híbrida, impedindo a hidrólise 

do colágeno e melhorando a durabilidade da ligação resina- dentina (Bandeira et al., 2016; Bandeira 

et al., 2020). 

O uso oral do CO tem ganhado atenção nos últimos anos devido a sua baixa toxicidade e seus 

poderes antimicrobiano e anti-inflamatório, constituindo-se numa alternativa interessante para 

tratamentos em patologias como inflamações crônicas, processos infecciosos, vários tipos de câncer, 

doenças autoimunes e como veículo para a absorção de outras drogas (Ferro et al., 2018). 

Portanto, os resultados indicam que a emulsão de CO oferece resultados promissores como 

uma alternativa para atenuar a inflamação decorrente da remoção de tecido cariado em preparos 

cavitários profundos, melhorando a resposta pulpar. Uma limitação dessa análise foi a falta de 

evidências científicas na literatura sobre o uso clínico de emulsões à base de copaíba, dificultando a 

comparação com outros estudos.  

 

4  CONCLUSÃO 

O estudo evidenciou que o CO e as suas emulsões conseguiram diminuir os danos causados 

pelos radicais livres às células humanas durante o processo inflamatório, reduzindo de forma 

significativa a quantidade de NO produzida pelos macrófagos. Também notou-se que este óleo não 

apresentou efeito citotóxico, garantindo viabilidade celular em torno de 100% das células humanas, 

havendo, portanto, a possibilidade de uso terapêutico em cavidades profundas durante o procedimento 

restaurador, agindo na diminuição da inflamação decorrente de lesões cariosas profundas, 

constituindo-se numa terapia alternativa promissora em Odontologia. 
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