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BRANDÃO, CMM. Avaliação da citotoxicidade do extrato de A. chica 

em fibroblastos e queratinócitos e seu efeito nas propriedades 

físico/mecânicas de resinas poli(metilmetacrilato) [dissertação]. São 

Luís. Universidade CEUMA; 2019. 

RESUMO 

Objetivos: Investigar citotoxicidade em fibroblastos e queratinócitos 

e efeito nas propriedades físico/mecânicas de resinas 

poli(metilmetacrilato) (PMMA). Materiais e Métodos: Extrato 

hidroalcoólico de Arrabidaea chica (A. chica) foi preparado em 

concentração de estoque (5.000 μg/mL) e diluído em 10 (AcHE10), 50 

(AcHE50) e 100 (AcHE100) μg/mL. Água destilada (controle) e 

hipoclorito de sódio a 1% (NaOCl) foram utilizados como grupos 

controles negativo e positivo, respectivamente. Citotoxicidade foi 

avaliada pelo método MTT em fibroblastos e queratinócitos tratados 

com as soluções citadas. Para avaliação das propriedades 

físico/mecânicas, discos de PMMA foram imersos nas soluções 

durante 14 e 28 dias. Rugosidade superficial, alteração de cor e 

resistência flexural foram verificadas utilizando rugosímetro, 

espectrofotômetro portátil e máquina de ensaios universais, 

respectivamente. Estatística foi analisada por ANOVA 1 e 2 fatores, 

pos hoc de Tukey e teste de normalidade, nível de significância de 

5%. Resultados: AcHE10 não apresentou citotoxicidade em células 

epiteliais, comparando-se ao grupo controle (p>0,05). Demais grupos 

experimentais foram citotóxicos (p>0,05), porém, com valores 
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menores quando comparados ao NaOCl (p<0,05). Não houve 

diferenças significativas nas propriedades físico/mecânicas 

independente do grupo ou tempo avaliados (p>0,05). Conclusões: O 

extrato de A. chica, quando utilizado em altas concentrações, foi 

citotóxico em células fibroblastos e queratinócitos e, independente 

das concentrações utilizadas, não interferiu nas propriedades 

físico/mecânicas das resinas PMMA. Relevância clínica: Os achados 

deste estudo, aliados ao alto potencial antifúngico descrito na 

literatura, embasam possível utilização do extrato de A. chica como 

substância alternativa no combate à candidose. 

  

Descritores: Arrabidaea chica. Citotoxicidade. Fibroblastos. 

Queratinócitos. Poli(metilmetacrilato).  
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BRANDÃO, CMM. Evaluation of the cytotoxicity of A. chica extract in 

fibroblasts and keratinocytes and its effect on the physical/mechanical 

properties of poly(methylmetacrilate) resins [dissertation]. São Luís, 

Universidade CEUMA; 2019. 

 

ABSTRACT 

Objectives: To investigate cytotoxicity in fibroblasts and keratinocytes 

and effect on the physical/mechanical properties of 

poly(methylmethacrylate) (PMMA) resins. Materials and Methods: 

Hydroalcoholic extract of Arrabidaea chica (A. chica) was prepared in 

stock concentration (5.000 μg/mL) and diluted in 10 (AcHE10), 50 

(AcHE50) and 100 (AcHE100) μg/mL. Distilled water (control) and 1% 

sodium hypochlorite (NaOCl) were used as negative and positive 

control groups, respectively. Cytotoxicity was assessed by the MTT 

method in fibroblasts and keratinocytes treated with the above 

solutions. To evaluate the physical/mechanical properties, PMMA 

disks were immersed in the solutions for 14 and 28 days. Surface 

roughness, color change and flexural strength were verified using 

rugosimeter, portable spectrophotometer and universal testing 

machine, respectively. Statistical analysis was analyzed by ANOVA 1 

and 2 factors, Tukey pos hoc and normality test, significance level of 

5%. Results: AcHE10 did not show cytotoxicity in epithelial cells, 

comparing to the control group (p>0,05). Other experimental groups 

were cytotoxic (p>0,05), however, with lower values when compared 
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to NaOCl (p<0,05). There were no significant differences in 

physical/mechanical properties independent of the group or time 

evaluated (p>0,05). Conclusions: The extract of A. chica, when used 

at high concentrations, was cytotoxic in fibroblast cells and 

keratinocytes and, regardless of the concentrations used, did not 

interfere in the physical/mechanical properties of PMMA resins. 

Clinical Relevance: The findings of this study, allied to the high 

antifungal potential described in the literature, support the possible use 

of A. chica extract as an alternative substance in the fight against 

candidosis. 

 

Key words: Arrabidaea chica. Cytotoxicity. Fibroblasts. 

Keratinocytes. Polymethylmethacrylate 
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BRANDÃO, CMM. Avaliação da citotoxicidade do extrato de A. chica 

em fibroblastos e queratinócitos e seu efeito nas propriedades 

físico/mecânicas de resinas poli(metilmetacrilato) [dissertação]. São 

Luís. Universidade CEUMA; 2019. 

RESUMO 

Objetivos: Investigar citotoxicidade em fibroblastos e queratinócitos 

e efeito nas propriedades físico/mecânicas de resinas 

poli(metilmetacrilato) (PMMA). Materiais e Métodos: Extrato 

hidroalcoólico de Arrabidaea chica (A. chica) foi preparado em 

concentração de estoque (5.000 μg/mL) e diluído em 10 (AcHE10), 50 

(AcHE50) e 100 (AcHE100) μg/mL. Água destilada (controle) e 

hipoclorito de sódio a 1% (NaOCl) foram utilizados como grupos 

controles negativo e positivo, respectivamente. Citotoxicidade foi 

avaliada pelo método MTT em fibroblastos e queratinócitos tratados 

com as soluções citadas. Para avaliação das propriedades 

físico/mecânicas, discos de PMMA foram imersos nas soluções 

durante 14 e 28 dias. Rugosidade superficial, alteração de cor e 

resistência flexural foram verificadas utilizando rugosímetro, 

espectrofotômetro portátil e máquina de ensaios universais, 

respectivamente. Estatística foi analisada por ANOVA 1 e 2 fatores, 

pos hoc de Tukey e teste de normalidade, nível de significância de 

5%. Resultados: AcHE10 não apresentou citotoxicidade em células 

epiteliais, comparando-se ao grupo controle (p>0,05). Demais grupos 

experimentais foram citotóxicos (p>0,05), porém, com valores 
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menores quando comparados ao NaOCl (p<0,05). Não houve 

diferenças significativas nas propriedades físico/mecânicas 

independente do grupo ou tempo avaliados (p>0,05). Conclusões: O 

extrato de A. chica, quando utilizado em altas concentrações, foi 

citotóxico em células fibroblastos e queratinócitos e, independente 

das concentrações utilizadas, não interferiu nas propriedades 

físico/mecânicas das resinas PMMA. Relevância clínica: Os achados 

deste estudo, aliados ao alto potencial antifúngico descrito na 

literatura, embasam possível utilização do extrato de A. chica como 

substância alternativa no combate à candidose. 

 

Descritores: Arrabidaea chica ∙ Citotoxicidade ∙ Fibroblastos ∙ 

Queratinócitos ∙ Polimetilmetacrilato.  

 

1. INTRODUÇÃO 

  A resina acrílica à base de polimetilmetacrilato (PMMA) é o 

material comumente utilizado como base de próteses totais e parciais 

removíveis, graças ao seu fácil processo de fabricação e preço 

relativamente baixo [1, 2]. Contudo, o PMMA se encontra 

integralmente em contato com a mucosa oral e, propriedades 

inerentes a esse material como porosidade e rugosidade, resultam no 

acúmulo [3, 4] e proliferação de microrganismos [5]. Associada a isso, 

a deficiência na higienização das próteses, principal medida utilizada 

para o controle da colonização fúngica nas superfícies desses 
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aparelhos, levam à aglomeração de restos alimentares com formação 

de biofilme. Assim, as atividades inflamatória e infecciosa são 

intensificadas na mucosa oral, causando candidose associada à 

prótese (CAP) [3, 4, 6, 7]. 

Para o controle dessa infecção, são utilizadas soluções como 

nistatina, clorexidina [8] e fluconazol [9]. Contudo, apesar de eficazes, 

alguns destes medicamentos são potencialmente citotóxicos [9], e 

podem desencadear reações alérgicas, insuficiência adrenal, necrose 

hepática e resistência a drogas [8]. Tais estratégias podem, ainda, 

falhar na remoção do biofilme [10], seja pela incapacidade inerente 

dos fármacos, ou pela seleção de cepas resistentes [11]. 

O hipoclorito de sódio (NaOCl) é a solução mais comumente 

indicada para higiene de próteses totais e parciais removíveis graças 

ao seu alto potencial desinfetante [12, 13]. Todavia, algumas 

desvantagens do seu uso são alta toxicidade [14], capacidade de 

corroer os metais presentes nas próteses [15, 16], possibilidade de 

clarear a resina acrílica [15-18] e aumentar sua rugosidade superficial 

[19]. 

Considerando o desafio do combate à CAP e buscando menos 

efeitos deletérios, novas alternativas têm sido estudadas na tentativa 

de serem desenvolvidos fármacos cada vez mais eficazes e seguros 

para o controle microbiano em pacientes desdentados [20]. Nesse 

sentido, verifica-se que entre 1981 e 2010 diversas drogas de origem 
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natural revelaram potencial terapêutico contra diversas espécies de 

fungos [21].  

 Desde 2009, o Brasil conta com a Relação Nacional de 

Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde 

(RENISUS), cujo objetivo é estimular o desenvolvimento de 

fitoterápicos nacionais e assim, promover melhorias na atenção à 

saúde da população [22]. A espécie Arrabidaea chica Verlot (A. chica), 

conhecida popularmente por "Pariri", "Crajiru", "Carajuru" ou "Carajiru" 

[23, 24], é uma planta pertencente à essa relação e nativa da região 

amazônica, ocorrendo em todas as regiões tropicais da América do 

Sul e África [25]. É empregada pelos habitantes da Amazônia em 

forma de chá feito de suas folhas para tratar inflamação da pele, 

distúrbios gastrointestinais, melena, enterocolite, leucemia, anemia e 

albuminúria. Os índios da Amazônia usam ainda, uma decocção das 

folhas para a realização de limpeza de feridas crônicas e tratamento 

de infecções fúngicas e herpes [26].  

Na literatura, diversos efeitos biológicos e farmacológicos da A. 

chica foram relatados, como seu grande potencial antimicrobiano [27-

29], demonstrando ação antifúngica contra espécies de Candida [27-

30], eficácia quando utilizado na cicatrização de feridas, efeito anti-

inflamatório e atividade antioxidante [31-35], sendo utilizada 

geralmente na forma de extrato hidroalcoólico [36] ou diclorometano 

[28]. 
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 Buscando uma possível substância de imersão para próteses 

dentárias que promovam menos efeitos deletérios e graças aos 

efeitos da A. chica encontrados na literatura, este estudo teve como 

objetivo investigar a utilização do extrato de A. chica quanto a 

citotoxicidade em fibroblastos e queratinócitos e as possíveis 

alterações nas propriedades físico/mecânicas de resinas acrílicas 

PMMA. A hipótese nula a ser testada é que o extrato de A. chica não 

irá afetar as atividades de citotoxicidade em fibroblastos e 

queratinócitos, bem como as propriedades físico/mecânicas da resina 

acrílica PMMA. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO PRÉVIA DO EXTRATO DE 

A. CHICA 

 Folhas de Arrabidaea chica (Humb & Bonpl) Verlot foram 

obtidas no Centro de Pesquisas Pluridisciplinar Químicas, Biológicas 

e Agrícolas da Universidade Estadual de Campinas, Brasil (banco de 

germoplasma do acesso 06; exsicata 1865;  Aprovação nº 010150 / 

2012- 9 para Acesso e Remessa do Patrimônio Genético para fins de 

pesquisa científica – CGen/MMA, CNPq) . 

 O extrato padronizado hidroalcoólico de A. chica foi obtido 

pelo método descrito por Jorge et al. [31] com modificações [37]. Um 

quilo de folhas secas e moídas foi extraído usando 5L de mistura 

acidificada (0,3% de ácido cítrico) de solução de hidroalcoólica a 70% 
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durante uma hora e meia, à temperatura ambiente, por maceração, 

repetindo o procedimento três vezes. Após a filtração, o solvente 

orgânico foi evaporado usando vácuo e removeu-se a água residual 

por secagem por pulverização (Mini Spray Dryer B-290, alça B-295; 

Büchi®, Suíça) com temperatura de entrada 100°C ± 2°C e 

temperatura de saída de 60°C ± 2°C,  aspiração de 250 mL/h de N2 

ambiente não filtrado, pressão de injeção de 414 L/h e fluxo de 

alimentação de 5 mL/min à temperatura ambiente, produzindo o 

produto final. 

 A solução mãe foi confecionada com 5.000 μg/mL de extrato 

de A. chica diluídos em dimetilsulfóxido DMSO (100%). A esterilização 

do extrato foi realizada qumicamente pelo uso do próprio DMSO. 

 Após toda caracterização, o extrato hidroalcoólico de A. chica 

foi preparado, de acordo com estudo piloto prévio, nas concentrações 

10 (AcHE10), 50 (AcHE50) e 100 (AcHE100) μg/mL para serem 

testadas nesse estudo. Água destilada (controle) foi utilizada como 

grupo controle negativo e hipoclorito de sódio a 1% (NaOCl) como um 

grupo controle positivo. Dessa forma, 5 agentes de tratamento foram 

avaliados (controle, NaOCl, AcHE10, AcHE50 e AcHE100). 

2.2 CITOTOXICIDADE 

 Segundo a Organização Internacional de Padronização (ISO 

10993) [38], o ensaio de citotoxicidade in vitro é o método de escolha 

para avaliação de toxicidade. 
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Fibroblastos murinos de linhagem comercial NIH 3T3 (American 

Type Culture Collection - ATCC CRL-1658TM - Rockville, MD, EUA) 

e queratinócitos humanos HaCaT (Cell Lines Service - CLS 300493, 

Alemanha) foram mantidos em estufa a 37ºC e 5% CO2 em atmosfera 

úmida, e cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM - Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) 

enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB; Atlanta biologicals®), 

100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 250 ng/mL 

Fungizone (anfotericina B; Gibco®). O procedimento adotado foi 

desenvolvido com base na literatura [31]. O teste consistiu na 

inoculação das células (4x104 células/mL) em placa de 96 

compartimentos (K12-096, KASVI, China).  

Após 24h de incubação (37ºC, 5% de CO2), todo o meio dos 

poços contendo as células foi aspirado para adição de novo meio 

DMEM 5% SFB contendo as soluções testadas neste estudo 

(AcHE10, AcHE50 e AcHE100), PBS e NaOCl. As placas foram 

novamente incubadas por 48h (37ºC, 5% de CO2).  

Ao final de 48h, todo meio foi aspirado e substituído por novo 

meio de cultura contendo DMEM/SFB acrescido de MTT [bromídeo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazólio 0,5%]. As placas 

foram incubadas por 4h (37ºC, 5% de CO2). Depois desse período, o 

meio foi solubilizado por DMSO a 100% (100 µL/poço) e a leitura 

espectrofotométrica foi realizada a 570 nm. A partir dos valores de 

absorbância obtidos, foram calculadas as porcentagens de viabilidade 
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celular. O cálculo considerou: % Viabilidade = TA / T1 x100 (onde: TA 

= média da absorbância da célula tratada – absorbância do branco da 

amostra; T1 = absorbância da suspensão celular sem tratamento). 

 

2.3 EFEITO DO EXTRATO DE A. CHICA NAS PROPRIEDADES 

FÍSICO/MECÂNICAS DA RESINA ACRÍLICA (PMMA) 

2.3.1 RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

Vinte e cinco discos (10 mm de diâmetro e 2 mm de espessura) 

foram confeccionados em resina acrílica rosa (PMMA) (JET, Clássico, 

São Paulo, SP, Brasil). Uma matriz metálica com as respectivas 

dimensões foi utilizada para padronização dos espécimes. A 

proporção de pó e líquido, bem como a manipulação da resina acrílica, 

prensagem e imersão em água fervente seguiu as instruções do 

fabricante (imersão em água a 73oC por 90 min e fervura por 30 min). 

Os espécimes então foram imersos em água destilada a 37oC por 48h 

de modo a permitir a lixiviação de monômeros residuais [5]. 

Os espécimes receberam polimento com lixas sequenciais 

acopladas na politriz (Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob irrigação (#400, 

#600, #1000, #1500, #2000, disco de feltro) por 60 s cada lixa [39], 

padronizando-se valor inicial de Ra = 0,13±0,03 μm. 

Cada disco teve então uma das faces marcada com uma 

ranhura ao longo eixo do disco, permitindo identificação para que as 

leituras de rugosidade fossem sempre realizadas nesta face.   
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Em seguida, os espécimes foram distribuídos aleatoriamente 

entre os 5 grupos de agentes de tratamento (controle, NaOCl, 

AcHE10, AcHE50 e AcHE100) (n=5). Os mesmos espécimes foram 

armazenados nos agentes de tratamento (100 mL) nos tempos de 

armazenamento (imediato, 14 dias e 28 dias) a 37oC. A cada 

respectivo tempo, os espécimes foram avaliados e depois disso eram 

novamente armazenados seguindo os próximos períodos. As 

soluções eram trocadas ao final de cada período de armazenamento 

[40]. 

A análise de rugosidade foi realizada com um rugosímetro 

(Surftest SJ-201P, Mitutoyo, Japão).  Para cada amostra, três leituras 

foram realizadas a uma velocidade de 5 mm/s. A rugosidade de cada 

disco foi calculada usando a média aritmética das três medições (Ra) 

em micrômetros (µm) [40]. 

2.3.2 ALTERAÇÃO DE COR  

 Os mesmos espécimes, em cada respectivo tempo, na face 

oposta à destinada para avaliação de rugosidade, foram avaliados 

quanto à alteração de cor. A análise da alteração de cor foi realizada 

por meio do método colorimétrico quantitativo pelo sistema CIEL*a*b*, 

seguindo protocolo pré–estabelecido [41]. 

Os discos foram posicionados em um molde confeccionado em 

silicone com uma abertura destinada a permitir o contato das 

amostras a um espectrofotômetro portátil Easyshade (Vita, Wilcos, 
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Alemanha). Este molde foi utilizado para reposicionar com precisão 

os discos e medir as cores da superfície de cada um [40]. 

A alteração de cor (∆E) foi calculada usando a seguinte 

equação:  

∆E*=[(∆L*)2+(∆a*)2+(∆b*)2]1/2  

Onde ∆E* é variação de cor, ∆L* é variação de luminosidade, 

∆a* é variação de vermelho/verde e ∆b* é variação de amarelo/azul.  

2.3.3 RESISTÊNCIA FLEXURAL 

Setenta e cinco espécimes retangulares (65 x 10 x 3 mm) foram 

confeccionados com o auxílio de uma matriz metálica. Os espécimes 

foram confeccionados com mesma resina acrílica (PMMA) seguindo 

as mesmas etapas de confecção de acordo com o fabricante 

(descritos anteriormente). Os espécimes foram aleatorizados entre as 

15 condições experimentais previamente descritas (n=5) [40]. 

A resistência flexural foi realizada utilizando o teste de três 

pontos em uma máquina de ensaios universais (DL 2000, EMIC, São 

José dos Pinhais, PR, Brasil). O teste foi aplicado a uma distância de 

50 mm entre os dois pontos de suporte, no centro do espécime com 

uma célula de carga de 50 kgf. Os valores obtidos foram submetidos 

à seguinte fórmula de resistência flexural: 

S = 3PL / 2bd2  
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Onde S é resistência flexural, P é carga máxima aplicada, L é 

comprimento da distância entre os dois pontos, b é largura do 

espécime e d é espessura do espécime [42].  

2.3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS  

Os dados de citotoxicidade e resistência flexural foram 

analisados com o software do programa estatístico SPSS 21.0 (SPSS 

Inc., Chicago, EUA). Rugosidade e alteração de cor foram analisados 

pelo programa Statistica versão 10 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Todos 

os grupos de medidas passaram pelo teste de normalidade de 

Kolmogorov-Smirnov. Os dados de citotoxicidade foram analisados 

por ANOVA-1 fator e pos hoc de Tukey. Para comparação entre os 

tempos e entre os grupos nos testes de rugosidade superficial e 

alteração de cor, foi utilizado ANOVA-2 fatores com medidas 

repetidas no tempo. Os dados obtidos da resistência flexural foram 

submetidos à ANOVA-2 fatores. Em todos os testes foi adotado nível 

de significância de 5% (p<0,05). Os dados foram descritos em tabelas 

e gráficos por média e desvio padrão. 

 

3. RESULTADOS 

3.1 ANÁLISE DA CITOTOXICIDADE  

 A ANOVA 1-fator detectou que houve diferença significativa 

(Fig 1) entre os grupos testados (p<0,0001). Considerando 

fibroblastos, maior viabilidade celular foi detectada para os grupos 

PBS (PBS=1006,29) e AcHE10 (AcHE10=99,433,71), os quais 
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foram estatisticamente similares entre si (p>0,05) e considerados não-

citotóxicos. Os grupos AcHE50 e AcHE100 foram semelhantes 

estatisticamente (p>0,05) e apresentaram-se entre moderadamente e 

severamente tóxicos (AcHE50=52,573,27 e AcHE100=50,572,45) 

(p<0,05). Já o grupo NaOCl foi severamente tóxico (p<0,0001) [38]. 

 Em relação à viabilidade celular de queratinócitos, também 

houve diferença estatisticamente significante entre todos os grupos 

experimentais (p<0,0001). O grupo AcHE10 não foi tóxico 

(AcHE10=106,933,53) (p<0,0001), com valores comparados ao 

grupo PBS (PBS=1003,41) (p>0,05). Os grupos AcHE50 e AcHE100 

mostraram resultados semelhantes estatisticamente (p>0,05), e foram 

considerados severamente tóxicos (AcHE50=48,511,02 e 

AcHE100=42,180,26) (p<0,0001). O grupo NaOCl apresentou-se 

severamente tóxico [38]. 

Fig 1 Análise de 48h da citotoxicidade por viabilidade celular (%) pelo método MTT 

para fibroblastos e queratinócitos  
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3.2 ANÁLISE DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos de tratamento (p>0,05) independente do tempo avaliado 

(Tabela 1).  

 

Tabela 1 Média e desvio-padrão obtidos das análises da rugosidade (μm) dos 5 

grupos nos tempos avaliados  

Grupo Imediato 14 dias 28 dias 

Controle 0,120,03  0,130,02  0,100,02  

NaOCl  0,160,04  0,150,02  0,100,01  

AcHE10 0,130,02  0,120,05  0,100,05  

AcHE50 0,110,04  0,130,02  0,130,08  

AcHE100 0,140,05  0,140,04  0,120,03   

ANOVA: entre grupos p=0,200; entre tempos p<0,001*; interação p=0,034* 

 

3.3 ANÁLISE DA ALTERAÇÃO DE COR  

 Apesar do grupos AcHE10 e AcHE100 apresentarem 

respectivamente menores e maiores valores de ∆E, essa alteração 

não foi significante, visto que, uma diferença de cor <3,7 é relatada 

como clinicamente imperceptível [43]. Todos os grupos de tratamento 

foram semelhantes estatisticamente ao longo dos 28 dias de 

tratamento (p>0,05) (Tabela 2).  
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Tabela 2 Média e desvio-padrão obtidos das análises da alteração de cor (∆E) dos 

5 grupos nos tempos avaliados 

Grupo 14 dias 28 dias 

Controle 1,570,75 1,410,62 

NaOCl 1,670,67 2,111,37 

AcHE10 0,800,56 1,350,50 

AcHE50 3,301,44 2,351,86 

AcHE100 3,400,73 3,131,13 

ANOVA: entre grupos p=0,051; entre tempos p=0,684; interação p=0,509.  

 

3.4 ANÁLISE DA RESISTÊNCIA FLEXURAL 

A ANOVA-2 fatores não detectou diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos de tratamento (p>0,05) independente do 

tempo avaliado (Tabela 3).  

Tabela 3 Média e desvio-padrão obtidos das análises da resistência flexural (MPa) 

para todos os grupos experimentais  

ANOVA-2 fatores medidas repetidas. 

 

4. DISCUSSÃO 

Diversas espécies de Candida sp fazem parte da microbiota 

normal da mucosa, vivendo como microrganismos comensais [44]. 

Grupo Imediato 14 dias 28 dias 

Controle 60,736,83  62,757,09  72,8310,12  

NaOCl  67,8412,62  62,5319,77  59,777,64  

AC10 63,0413,63  59,783,58  70,3411,69  

AC50 67,334,99  73,468,43  69,517,10  

AC100 65,409,10  57,3510,77  69,079,24  
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Todavia, quando ocorre desequilíbrio da flora normal ou algum tipo de 

alteração que comprometa as defesas imunitárias, suas leveduras 

são capazes de invadir as superfícies das mucosas levando à 

candidose [44]. A candidose associada à prótese (CAP) é a infecção 

fúngica mais encontrada em pacientes usuários de próteses totais 

removíveis [45].  

A resina acrílica à base de poli(metilmetacrilato) (PMMA), 

polímero mais comumente utilizado para a confecção desse tipo de 

prótese, possui características como energia livre de superfície e 

rugosidade superficial, as quais facilitam a fixação e a proliferação de 

fungos [5]. No mercado, existem diversos medicamentos para o 

combate de infecções por Candida albicans (C. albicans), no entanto, 

além de serem potencialmente tóxicos [9], podem causar efeitos 

deletérios [8], ou ainda, falhar na remoção do biofilme [11]. Devido a 

esses fatores, novas terapias devem ser produzidas a fim de controlar 

quimicamente a CAP, sem que as desvantagens dos produtos 

disponíveis no mercado estejam presentes. 

Pesquisas envolvendo compostos com propriedades 

antifúngicas provenientes de plantas vêm crescendo em diversos 

campos [50], inclusive na Odontologia. A espécie Arrabidaea chica (A. 

chica) apresenta grande potencial antimicrobiano [27-29], 

demonstrando ação antifúngica contra espécies de Candida [27-30]. 

Além disso, apresenta eficácia quando utilizado na cicatrização de 

feridas, efeito anti-inflamatório e atividade antioxidante [31-35]. 
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Este estudo foi realizado em resinas acrílicas (PMMA) 

utilizadas rotineiramente para confecção de próteses totais e parciais 

removíveis a fim de garantir relevância clínica. As concentrações do 

extrato investigadas nesse estudo basearam-se em estudos prévios 

bem como em estudo piloto reproduzido, certificando-se da escolha 

das concentrações empregadas.   

No estudo de Jorge et al. [31], o extrato de A. chica verlot foi 

investigado em diversas concentrações variando de 0,25 a 250 g/mL 

em fibroblastos e, além de ter demonstrado ser viável em todas as 

concentrações, estimulou síntese de colágeno. Nesse mesmo estudo, 

concentrações mais elevadas (até 100 mg/mL) foram avaliadas in vivo 

em ratos, e em até 100 mg/mL o extrato demonstrou segurança em 

ser utilizado com potencial cicatrizador. Servat-Medina et al. [37] 

avaliou o mesmo extrato numa concentração de 0,5 mg/mL (500 

g/mL) e demonstrou viabilidade celular de aproximadamente 100% 

em 48h.  

Além disso, Hofling et al. [28] investigou o extrato de A. chica 

verlot na inibição de diversas espécies de Candida. Por meio da 

análise da Mínima Concentração Inibitória (MIC) até mesmo baixas 

concentrações (de 1 até 7 g/mL) o extrato demonstrou atividade 

antifúngica para todas as espécies, apresentando efeito inibitório 

contra Candida albicans quando utilizado em concentrações mais 

altas. Assim, após a realização de estudo piloto, concentrações que 

demonstraram melhores resultados foram selecionadas.  
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Diversos tempos de exposição ao extrato também foram 

avaliados. Então, a combinação de concentrações e tempo de 

exposição investigaram as possíveis alterações físico/mecânicas, 

citotóxicas causadas por esse extrato.  

Neste estudo, com relação à citotoxicidade, o extrato de A. 

chica foi menos citotóxico aos fibroblastos e queratinócitos quando 

comparado ao grupo NaOCl, solução mais comumente indicada para 

higiene de próteses totais e parciais removíveis [12, 13]. Entretanto, 

apenas o grupo AcHE10 foi considerado não-citotóxico. Os grupos 

AcHE50 e AcHE100 foram considerados severamente citotóxicos, 

visto que, promoveram viabilidade celular menor que 50% [38]. 

Nossos resultados foram contrários aos encontrados por Jorge et al. 

[31], onde este investigou o extrato de A. chica verlot em diversas 

concentrações, variando de 0,25 a 250 g/mL, em fibroblastos, e o 

extrato demonstrou ser viável em todas as concentrações, 

estimulando ainda, a síntese de colágeno. Os diferentes achados 

sugerem que as diferentes metodologias aplicadas nos estudos 

podem interferir nos resultados. 

Considerando as propriedades físico/mecânicas, estudos de 

Felipucci et al. [15], Paranhos et al. al. [46], Porta et al. [41], 

demonstraram que a imersão e algumas soluções químicas pode 

alterar a rugosidade da superfície, a cor bem como a resistência 

flexural de resinas PMMA. Essas alterações interferem diretamente 

na estética e longevidade das próteses dentárias. 
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Em nosso estudo, não foram encontradas alterações nas 

propriedades físico/mecânicas testadas em comparação aos grupos 

controle e NaOCl ao longo dos 28 dias de imersão.  

Apesar de 28 dias de imersão parecer ser um curto período de tempo 

quando comparado à vida útil de uma prótese dentária, a exposição 

constante às soluções é capaz de envelhecer de forma significativa a 

matriz acrílica, criando uma situação desafiadora para o material 

testado. 

Segundo Paranhos et al. [46], o aumento da rugosidade 

superficial facilita o acúmulo de biofilme na superfície acrílica. Nosso 

resultado mostrou-se favorável, ao demonstrar que, mesmo na 

concentração mais elevada testada, não alterou de forma significante 

a rugosidade superficial dos discos. 

Considerando a alteração de cor (∆E), apesar de o extrato de 

A. chica apresentar maiores valores na mais alta concentração 

testada, ele não foi capaz de impregnar na matriz acrílica não 

causando diferenças estatisticamente significantes quando 

comparado aos demais grupos testados, inclusive ao hipoclorito de 

sódio. Além disso, não foram encontradas diferenças clinicamente 

perceptíveis, visto que, uma diferença de cor <3,7 é relatada como 

clinicamente imperceptível [43]. Apesar do NaOCl ser uma solução 

química com propriedade branqueadora [43], no nosso estudo, ele 

não foi capaz de alterar a coloração da resina acrílica. Heidrich et al. 

[47], encontraram alteração de cor em todos os grupos de seu estudo 
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quando espécimes de resina acrílica eram imersos em outros extratos 

(óleo de rícino, óleo de alecrim, extrato glicólico de própolis), bem 

como em água destilada e hipoclorito de sódio, porém por maior 

período de tempo que neste trabalho. Nossos diferentes achados 

podem se relacionar com o menor tempo de imersão utilizado e o 

fenômeno de sorção de água que a resina acrílica apresenta quando 

imersa em água por longos períodos [48].  

Com relação à resistência flexural da resina acrílica (PMMA), 

os resultados sugerem que, mesmo quando imersa em diferentes 

concentrações, o extrato de A. chica não foi capaz de alterar esta 

propriedade. Este é um aspecto favorável, visto que, uma possível 

redução da resistência aumenta as chances de fratura da resina 

PMMA [41, 46], demonstrando uma vantagem no uso deste extrato. 

 

5. CONCLUSÃO  

 O extrato de A. chica, quando utilizado em concentrações a 

partir de 50 µg/mL, foi citotóxico em fibroblastos e queratinócitos e, 

independente das concentrações utilizadas, não interferiu nas 

propriedades físico/mecânicas das resinas PMMA.  
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ANEXO 1 – METODOLOGIA DETALHADA 

 

1. OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO PRÉVIA DO EXTRATO DE A. 

CHICA 

 Folhas de Arrabidaea chica (Humb & Bonpl) Verlot foram 

obtidas no Centro de Pesquisas Pluridisciplinar Químicas, Biológicas 

e Agrícolas da Universidade Estadual de Campinas, Brasil (banco de 

germoplasma do acesso 06; exsicata 1865;  Aprovação nº 010150 / 

2012- 9 para Acesso e Remessa do Patrimônio Genético para fins de 

pesquisa científica – CGen/MMA, CNPq) . 

 

Fig 2 Folhas de Arrabidaea chica 

 O extrato padronizado hidroalcoólico de A. chica foi obtido 

pelo método descrito por Jorge et al. [31] com modificações [37]. Um 

quilo de folhas secas e moídas foi extraído usando 5L de mistura 

acidificada (0,3% de ácido cítrico) de solução de hidroalcoólica a 70% 

durante uma hora e meia, à temperatura ambiente, por maceração, 

repetindo o procedimento três vezes. Após a filtração, o solvente 

orgânico foi evaporado usando vácuo e removeu-se a água residual 

por secagem por pulverização (Mini Spray Dryer B-290, alça B-295; 
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Büchi®, Suíça) com temperatura de entrada 100°C ± 2°C e 

temperatura de saída de 60°C ± 2°C,  aspiração de 250 mL/h de N2 

ambiente não filtrado, pressão de injeção de 414 L/h e fluxo de 

alimentação de 5 mL/min à temperatura ambiente, produzindo o 

produto final. 

 A solução mãe foi confecionada com 5.000 μg/mL de extrato 

de A. chica diluídos em dimetilsulfóxido DMSO (100%). A esterilização 

do extrato foi realizada qumicamente pelo uso do próprio DMSO. 

 Após toda caracterização, o extrato hidroalcoólico de A. chica 

foi preparado, de acordo com estudo piloto prévio, nas concentrações 

10 (AcHE10), 50 (AcHE50) e 100 (AcHE100) μg/mL para serem 

testadas nesse estudo. Água destilada (controle) foi utilizada como 

grupo controle negativo e hipoclorito de sódio a 1% (NaOCl) como um 

grupo controle positivo. Dessa forma, 5 agentes de tratamento foram 

avaliados (controle, NaOCl, AcHE10, AcHE50 e AcHE100). 

2. CITOTOXICIDADE 

 Segundo a Organização Internacional de Padronização (ISO 

10993) [38], o ensaio de citotoxicidade in vitro é o método de escolha 

para avaliação de toxicidade. 

Fibroblastos murinos de linhagem comercial NIH 3T3 (American 

Type Culture Collection - ATCC CRL-1658TM - Rockville, MD, EUA) 

e queratinócitos humanos HaCaT (Cell Lines Service - CLS 300493, 

Alemanha) foram mantidos em estufa a 37ºC e 5% CO2 em atmosfera 

úmida, e cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s 
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Medium (DMEM - Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) 

enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB; Atlanta biologicals®), 

100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 250 ng/mL 

Fungizone (anfotericina B; Gibco®). O procedimento adotado foi 

desenvolvido com base na literatura [31]. O teste consistiu na 

inoculação das células (4x104 células/mL) em placa de 96 

compartimentos (K12-096, KASVI, China).  

Fig 3 Esquema demonstrativo: Cultura célular 

Após 24h de incubação (37ºC, 5% de CO2), todo o meio dos 

poços contendo as células foi aspirado para adição de novo meio 

DMEM 5% SFB contendo as soluções testadas neste estudo 

(AcHE10, AcHE50 e AcHE100), PBS e NaOCl. As placas foram 

novamente incubadas por 48h (37ºC, 5% de CO2).  
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Fig 4 Esquema demonstrativo: Tratamento com os agentes testados 

Ao final de 48h, todo meio foi aspirado e substituído por novo 

meio de cultura contendo DMEM/SFB acrescido de MTT [bromídeo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazólio 0,5%]. As placas 

foram incubadas por 4h (37ºC, 5% de CO2). Depois desse período, o 

meio foi solubilizado por DMSO a 100% (100 µL/poço) e a leitura 

espectrofotométrica foi realizada a 570 nm. A partir dos valores de 

absorbância obtidos, foram calculadas as porcentagens de viabilidade 

celular. O cálculo considerou: % Viabilidade = TA / T1 x100 (onde: TA 

= média da absorbância da célula tratada – absorbância do branco da 

amostra; T1 = absorbância da suspensão celular sem tratamento). 

 

Fig 5 Esquema demonstrativo: Avaliação da viabilidade celular 
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3. EFEITO DO EXTRATO DE A. CHICA NAS PROPRIEDADES 

FÍSICO/MECÂNICAS DA RESINA ACRÍLICA (PMMA) 

3.1 RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

Vinte e cinco discos (10 mm de diâmetro e 2 mm de espessura) 

foram confeccionados em resina acrílica rosa (PMMA) (JET, Clássico, 

São Paulo, SP, Brasil). Uma matriz metálica com as respectivas 

dimensões foi utilizada para padronização dos espécimes. A 

proporção de pó e líquido, bem como a manipulação da resina acrílica, 

prensagem e imersão em água fervente seguiu as instruções do 

fabricante (imersão em água a 73oC por 90 min e fervura por 30 min). 

Os espécimes então foram imersos em água destilada a 37oC por 48h 

de modo a permitir a lixiviação de monômeros residuais [5]. 

Os espécimes receberam polimento com lixas sequenciais 

acopladas na politriz (Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob irrigação (#400, 

#600, #1000, #1500, #2000, disco de feltro) por 60 s cada lixa [39], 

padronizando-se valor inicial de Ra = 0,13±0,03 μm. 

Cada disco teve então uma das faces marcada com uma 

ranhura ao longo eixo do disco, permitindo identificação para que as 

leituras de rugosidade fossem sempre realizadas nesta face.   

Em seguida, os espécimes foram distribuídos aleatoriamente 

entre os 5 grupos de agentes de tratamento (controle, NaOCl, 

AcHE10, AcHE50 e AcHE100) (n=5). Os mesmos espécimes foram 

armazenados nos agentes de tratamento (100 mL) nos tempos de 

armazenamento (imediato, 14 dias e 28 dias) a 37oC. A cada 
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respectivo tempo, os espécimes foram avaliados e depois disso eram 

novamente armazenados seguindo os próximos períodos. As 

soluções eram trocadas ao final de cada período de armazenamento 

[40]. 

A análise de rugosidade foi realizada com um rugosímetro 

(Surftest SJ-201P, Mitutoyo, Japão).  Para cada amostra, três leituras 

foram realizadas a uma velocidade de 5 mm/s. A rugosidade de cada 

disco foi calculada usando a média aritmética das três medições (Ra) 

em micrômetros (µm) [40]. 

 

Fig 6 Esquema demonstrativo: Avaliação da rugosidade superficial 

3.2 ALTERAÇÃO DE COR  

Os mesmos espécimes, em cada respectivo tempo, na face oposta à 

destinada para avaliação de rugosidade, foram avaliados quanto à 

alteração de cor. A análise da alteração de cor foi realizada por meio 

do método colorimétrico quantitativo pelo sistema CIEL*a*b*, 

seguindo protocolo pré–estabelecido [41]. 

Os discos foram posicionados em um molde confeccionado em 

silicone com uma abertura destinada a permitir o contato das 

amostras a um espectrofotômetro portátil Easyshade (Vita, Wilcos, 
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Alemanha). Este molde foi utilizado para reposicionar com precisão 

os discos e medir as cores da superfície de cada um [40]. 

A alteração de cor (∆E) foi calculada usando a seguinte 

equação:  

∆E*=[(∆L*)2+(∆a*)2+(∆b*)2]1/2  

Onde ∆E* é variação de cor, ∆L* é variação de luminosidade, 

∆a* é variação de vermelho/verde e ∆b* é variação de amarelo/azul.  

 Fig 7 Esquema demonstrativo: Avaliação da alteração de cor 

3.3 RESISTÊNCIA FLEXURAL 

Setenta e cinco espécimes retangulares (65 x 10 x 3 mm) foram 

confeccionados com o auxílio de uma matriz metálica. Os espécimes 

foram confeccionados com mesma resina acrílica (PMMA) seguindo 

as mesmas etapas de confecção de acordo com o fabricante 

(descritos anteriormente). Os espécimes foram aleatorizados entre as 

15 condições experimentais previamente descritas (n=5) [40]. 

A resistência flexural foi realizada utilizando o teste de três 

pontos em uma máquina de ensaios universais (DL 2000, EMIC, São 

José dos Pinhais, PR, Brasil). O teste foi aplicado a uma distância de 

50 mm entre os dois pontos de suporte, no centro do espécime com 
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uma célula de carga de 50 kgf. Os valores obtidos foram submetidos 

à seguinte fórmula de resistência flexural: 

S = 3PL / 2bd2  

Onde S é resistência flexural, P é carga máxima aplicada, L é 

comprimento da distância entre os dois pontos, b é largura do 

espécime e d é espessura do espécime [42].  

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS  

Os dados de citotoxicidade e resistência flexural foram 

analisados com o software do programa estatístico SPSS 21.0 (SPSS 

Inc., Chicago, EUA). Rugosidade e alteração de cor foram analisados 

pelo programa Statistica versão 10 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Todos 

os grupos de medidas passaram pelo teste de normalidade de 

Kolmogorov-Smirnov. Os dados de citotoxicidade foram analisados 

por ANOVA-1 fator e pos hoc de Tukey. Para comparação entre os 

tempos e entre os grupos nos testes de rugosidade superficial e 

alteração de cor, foi utilizado ANOVA-2 fatores com medidas 

repetidas no tempo. Os dados obtidos da resistência flexural foram 

submetidos à ANOVA-2 fatores. Em todos os testes foi adotado nível 

de significância de 5% (p<0,05). Os dados foram descritos em tabelas 

e gráficos por média e desvio padrão. 
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