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FECURY LAB. Uso do extrato de mastruz em biofilmes de Candida
albicans desenvolvidos em resina acrilica para protese dental:
atividade antifungica, citotdoxica e sobre propriedades da resina.

[Dissertacéo]. Sao Luis, Universidade CEUMA; 2019.

RESUMO

Introdugéo: Considerando o desafio para o controle da candidose
associada ao uso de protese dental, a busca por substancias
antifungicas a partir de fontes naturais se tornou uma tendéncia na
literatura médico-odontoldgica. Objetivo: Este estudo investigou o
efeito antifungico do extrato de Chenopodium ambrosioides (ECA)
na susceptibilidade a biofilmes de Candida albicans, bem como seu
potencial citotdéxico, e alteragdes na cor e rugosidade da resina
acrilica. Materiais e Métodos: A solugao hidro-alcodlica de ECA foi
preparado e caracterizado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). A susceptibilidade da C. albicans ao ECA foi
investigada pelos ensaios de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
e Fungicida Minima (CFM). Discos de resina acrilica foram
confeccionados e, sobre estes, biofimes de C. albicans foram
desenvolvidos por 48 h. Apds, foram imersos por 10 minutos em (1)
PBS (controle negativo), (2) hipoclorito de sédio 1% (HP1%,
controle positivo) ou (3) ECA na CIM ou (4) 5xCIM. Os biofilmes
foram investigados quanto a contagem e atividade metabdlica. O
potencial citotoxico em queratinécitos e fibroblastos foi verificado

através do teste de MTT. A alteragdo de cor e rugosidade da resina
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acrilica foi analisada apo6s 28 dias de imersédo no ECA. Os dados
foram analisados pelo teste ANOVA, considerando a significancia
de 5%. Resultados: Os principais compostos detectados pelo CLAE
foram kaempferol e quercetina. Tanto a CIM como a CFM do ECA
obtiveram o valor de 0.25 mg/mL. A CIM foi suficiente para reduzir
significativamente a contagem e atividade das células do biofilme
(p<0.0001), enquanto 5xCIM resultou na quase completa
erradicagao, semelhante ao HS1%. Queratinécitos e fibroblastos
expostos a CIM e 5xCIM apresentaram viabilidade celular similar ao
grupo controle (p>0.05). N&o foram detectadas alteragdes
importantes de cor e rugosidade na resina acrilica mesmo apos 28
dias. Conclusdo: a imersdo da resina acrilica para prétese dental
em extrato de C. ambrosioides (ECA) na sua concentragao inibitéria
minima foi efetiva na redugdo de biofilmes de C. albicans sem
evidéncias de efeitos citotdxicos ou alteracdo da rugosidade e cor

deste substrato.

Palavras-chave: protese; candida; resina; biofilme.



FECURY LA. Use of mastruz extract in Candida albicans biofilms
developed in acrylic resin for dental prostheses: antifungal activity,
cytotoxic and resin properties. [Dissertation]. Sao Luis, Universidade

CEUMA; 2019.

ABSTRACT

Introduction: Considering the challenge to control candidosis
associated with the use of dental prostheses, the search for
antifungal substances derived from natural sources has become a
trend in the medical-dental literature. Objective: In this study the
following effects of the extract of Chenopodium ambrosioides (ECA)
were investigated: action against biofilms of Candida albicans, its
cytotoxic potential, and changes caused in color and roughness of
acrylic resin. Materials and Methods: The hydroalcoholic solution of
ECA was prepared and characterized by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The susceptibility of C. albicans to ECA
was investigated by Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Fungicidal Concentration (MFC) tests. Acrylic resin discs
were fabricated, and C. albicans biofiims were developed on these
for 48 h. Afterwards the discs were immersed for 10 minutes in: (1)
PBS (Negative Control); (2) 1% Sodium Hypochlorite (SH1%,
Positive Control) or (3) ECA at MIC or (4) 5xMIC. The biofilms were
investigated relative to counts and metabolic activity. The cytotoxic
potential in keratinocytes and fibroblasts was verified by means of

the MTT test. Change in color and roughness of the acrylic resin
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was analyzed after 28 days of immersion in ECA> The data were
analyzed by the ANOVA test considering a 5% level of significance.
Results: The main compounds detected by HPLC were kaempferol
and quercetin. Both the MIC and MFC of ECA obtained the value of
0.25 mg/mL. The MIC was sufficient to significantly reduce the
counts and activity of the biofilm cells, (p<0.0001), while 5xMIC
resulted in almost complete eradication, similar to the performance
of SH1%. Keratinocytes and fibroblasts exposed to the MIC and
5aMIC presented cell viability similar to that of the Control Group
(p>0.05). No important changes in acrylic resin color and roughness
were detected, even after 29 days. Conclusion: It could be included
that the immersion of acrylic resin for dental prostheses in the
extract of C. ambrosioides (ECA) in its minimum inhibitory
concentration was effective for the reduction of C. albicans biofilms
without any evidence of cytotoxic effects or changes in roughness

and hardness of this substrate.

Keywords: dental prostheses; biofilm; resin; candida.
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RESUMO

Considerando o desafio para o controle da candidose associada ao
uso de protese dental, a busca por substancias antifungicas a partir
de fontes naturais se tornou uma tendéncia na literatura médico-
odontologica. Este estudo investigou o efeito do extrato de
Chenopodium ambrosioides (ECA) em biofimes de Candida
albicans, seu potencial citotdxico, efeito antifungico e alteragdes na
cor e rugosidade da resina acrilica. A solugédo hidro-alcodlica de
ECA foi preparado e caracterizado por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). A susceptibilidade da C. albicans ao ECA foi
investigada pelos ensaios de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
e Concentragao Fungicida Minima (CFM). Discos de resina acrilica
foram confeccionados e, sobre estes, biofilmes de C. albicans foram
desenvolvidos por 48 h. Apds, foram imersos por 10 minutos em (1)
PBS (controle negativo), hipoclorito de sodio (2) 1% (HP1%,
controle positivo) ou (3) ECA na CIM ou (4) 5xCIM. Os biofilmes
foram investigados quanto a contagem e atividade metabdlica. O
potencial citotoxico em queratinécitos e fibroblastos foi verificado
através do teste de MTT. A alteragdo de cor e rugosidade da resina
acrilica foi analisada apo6s 28 dias de imersédo no ECA. Os dados
foram analisados pelo teste ANOVA, considerando a significancia
de 5%. Os principais compostos detectados pelo CLAE foram
kaempferol e quercetina. Tanto a CIM como a CFM do ECA
obtiveram o valor de 0.25 mg/mL. A CIM foi suficiente para reduzir
significativamente a contagem e atividade das células do biofilme

(p<0.0001), enquanto 5xCIM resultou na quase completa
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erradicagao, semelhante ao HS1%. Queratinécitos e fibroblastos
expostos a CIM e 5xCIM apresentaram viabilidade celular similar ao
grupo controle (p>0.05). N&o foram detectadas alteragdes
importantes de cor e rugosidade na resina acrilica mesmo apos 28
dias. Pode-se concluir que a imersao da resina acrilica para protese
dental em extrato de C. ambrosioides (ECA) na sua concentragao
inibitéria minima foi efetiva na reducao de biofilmes de C. albicans
sem evidéncias de efeitos citotoxicos ou alteragdo da rugosidade e

cor deste substrato.

INTRODUGCAO

No intuito de restabelecer a fungao, estética e saude bucal de
pacientes parcial ou totalmente desdentados, préteses dentais
removiveis confeccionadas em resina acrilica a base de poli (metil
metacrilato) (PMMA) constituem uma excelente opcdo de
tratamento [1]. ApOs a instalagdo na cavidade bucal, as préteses
sdo expostas a diversos microrganismos, os quais podem aderir a
esta superficie e, caso 0 processo néo seja interrompido por meio
de higienizagdo adequada ou tratamento com antifungicos, resultara
no desenvolvimento de comunidades microbianas denominadas de
biofilme [2]. O acumulo deste biofilme funciona como reservatério de
microrganismos com potencial de causar infeccbes como a
candidose associada ao uso de proteses, a qual tem a Candida

albicans como principal microrganismo envolvido na sua etiologia

13].
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O método mais popular para controle do biofilme sobre a
protese € a escovagao com dentifricio, sendo de facil acesso e
baixo custo [4]. No entanto, a resina acrilica apresenta poros e, em
algumas situagdes, as cerdas da escova ndo conseguem acessar e
limpar adequadamente estes poros [5]. Somado a isto, sabe-se que
muitos usuarios de préteses sao pacientes idosos, 0s quais podem
apresentar acuidade visual diminuida ou mesmo perda da
habilidade motora, comprometendo a limpeza adequada [6].

A imersao em solugdes desinfetantes ou limpadores quimicos
tem sido sugerido como um importante método auxiliar para a
eliminagao do biofilme [7]. Dentre as solugdes, o hipoclorito de sodio
€ amplamente empregado, sendo capaz de realizar uma limpeza
eficiente [8,9]. Apesar de seus resultados favoraveis, apresenta
desvantagens, tais como sabor e odor desagradaveis, além de
alteragdo da resisténcia e cor da resina acrilica quando usada em
regime prolongado [8-10]. Os limpadores quimicos s&o substancias
disponiveis comercialmente, cuja agao de limpeza ocorre pelo efeito
mecanico exercido pela efervescéncia produzida quando o produto
€ dissolvido na agua, resultando em uma solugéo alcalina de
peréxido de hidrogénio [11]. Alguns estudos investigaram o efeito de
diferentes limpadores em biofilme formado na superficie de préteses
[12,13], no entanto, observa-se que este método é falho na remogéao
de biofilmes de C. albicans [11-13].

Em situacbes que a candidose torna-se uma infeccao
persistente ou recorrente, tem-se preconizado a prescricdo de

antifungicos, dentre os quais se destaca o grupo dos polienos e dos
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azodis (i.e. nistatina e fluconazol, respectivamente) [14]. O uso
indiscriminado destes agentes antifungicos parece ter sido o fator
preponderante para a selecdo de cepas resistentes de C. albicans
[15,16]. Além disso, a complexa estrutura do biofilme formado
parece dificultar a difusdo e, consequentemente, limitar acdo dos
agentes antifungicos nas préoteses de PMMA. [16].

Assim, as limitacbes  oferecidas pelo controle
quimico/mecanico do biofilme tém implicagdes importantes no
insucesso do tratamento da candidose associada ao uso de
préteses. Dessa forma, a busca por substancias antifungicas a partir
de fontes alternativas se tornou uma tendéncia na literatura meédico-
odontoldgica [17-19]. Considerando que a maioria dos agentes
antifungicos existentes no mercado é de origem sintética, o
interesse por insumos naturais voltou a receber a atengédo na busca
de principios ativos para a formulacdo de produtos eficazes e de
baixa toxicidade no controle das infec¢des [20,21]. Diminuir custos
no tratamento das infec¢cdes e favorecer a populacdo com novas
opcgdes de terapia consiste em um grande desafio para a ciéncia.

Dentre os insumos naturais, as plantas utilizadas na medicina
popular representam uma opg¢ao promissora para a prevengao e
tratamento de infecgbes fungicas [18,22,23]. Plantas, como a
Chenopodium ambrosioides conhecida popularmente como
‘mastruz” ou “erva de Santa Maria” tem atraido a atencido de
diversos pesquisadores [19,24,25]. O mastruz € uma planta nativa
das Américas Central e do Sul com grande distribuicdo no territério

brasileiro, tendo relatos de sua utilizagcdo na medicina popular para
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o tratamento de feridas, corrimento vaginal, processos inflamatorios,
anti-helmintico e antisséptico bucal [26,27]. Estudos prévios
comprovaram seu potencial medicinal contra a acado de
endoparasitas e fungos [19,28], dentre estes, algumas espécies de
Candida [25,29]. Foram descritas ainda atividades anti-leishimania
[26], ansiolitica, cicatrizante, anti-inflamatdria [30,31] e antioxidante
[28].

Por seu efeito antimicrobiano [19,25,28,29], e propriedade
anti-inflamatéria [30,31] pode-se inferir o potencial do mastruz como
um meétodo auxiliar no controle da candidose e/ou prevencao de
biofilme na superficie de proteses dentais removiveis. Porém, no
processo de selecdo e indicagcdo de uma substancia para o
tratamento da candidose, além do efeito da substancia no biofilme e
nas células do hospedeiro, deve-se considerar o substrato da
protese, ou seja, os efeitos nas propriedades fisicas da resina
acrilica [9,22]. Sabe-se que dentre as principais desvantagens do
uso de substancias quimicas auxiliares para controle do biofilme
estdo as alteracdes de cor e rugosidade que estas podem induzir na
resina acrilica [8,22]. A modulagdo da resposta imune do
hospedeiro através da atividade anti-inflamatoria, a diminuigdo de
biofilme e auséncia de efeitos deletérios na resina acrilica justificaria
o0 emprego terapéutico do mastruz em pacientes com candidose e,
futuramente, o desenvolvimento de um produto de facil acesso
populacional. Dessa forma, este estudo teve por objetivo investigar
in vitro o efeito do extrato de mastruz na susceptibilidade em

biofilmes de C. albicans, o potencial citotoxico, bem como possiveis
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alteragdes na cor e rugosidade da resina acrilica. A hipotese nula é
de que o extrato de matruz ndo produza efeito anti-biofilme, seja
toxico a células do hospedeiro, e altere a rugosidade e cor da resina

acrilica.

MATERIAIS E METODOS

Coleta, identificagao botanica e preparo de extrato

As folhas de C. ambrosioides foram cultivadas no campo
experimental da Universidade Federal do Maranhdo, Sao Luis,
Maranhdo, Brasil. A amostra foi coletada de Junho de 2017 a
Novembro de 2017. A exsicata foi preparada e enviada ao Herbario
Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo para
identificacdo botanica. As folhas foram secas separadamente em
uma estufa com circulagdo de ar de 37°C durante 48 horas,
seguidas de trituragdo em um moinho. O material seco e triturado
(aproximadamente 200 g) foi macerado com etanol 70% durante 24
horas, a temperatura ambiente. Este processo foi repetido quatro
vezes, e o extrato obtido foi filtrado e depois concentrado utilizando
rotaevaporador. O residuo seco foi diluido em agua destilada até
uma concentragado final de 100 mg/mL, filtrado em membrana de
0,22 pg/mL e mantidos em frascos ambar até a realizagdo dos

experimentos [22].

Caracterizacao do extrato

Os constituintes quimicos do ECA foram analisados por
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) usando um sistema
LC-10AD (Shimadzu, Japao) equipado com um detector de diodos
(DAD) e acoplado a um espectrometro de massas Esquire 3000
Plus (Bruker Daltonics, Alemanha), usando ionizagdo por
electrospray (ESI). A separagdo foi realizada com coluna
Phenomenex Kinetex C-18 (250 x 4,6 mm, 5 uym; Torrance, CA,
EUA). O acido fosfoérico foi usado como fase mével A e metanol foi
usado como fase movel B. O gradiente de eluigdo foi preparado
como se segue: 5-20 min de 55 a 10% A, e depois durante 20-30
min de 10 a 0% A. O volume de injecdo consistiu de 20 yL de
amostra reconstituida e taxa de fluxo de 1 mL/min. A deteccao foi
realizada por um DAD a 470 nm e um método de espectrometria de
massa direta (—-ESI) com a voltagem mantida em 4,0 kV, fonte de
ions de 40 V e temperatura capilar de 320 °C. Os compostos foram

identificados com base no tempo de retencdo e massa molecular.

Testes de susceptibilidade (Concentragdo Inibitéria Minima e
Fungicida Minima)

Para avaliar a susceptibilidade das células planctdnicas ao
ECA foram realizadas analises de CIM e CFM. Como grupo
controle, foi preparada solugédo de fluconazol, o qual tem sua agao
bem estabelecida na literatura [14,22]. Para a reativacdo do
microrganismo e preparo do indculo, foi utilizada uma cepa de
referéncia C. albicans (ATCC 90028). A cepa foi reativada de sua
cultura original em placas de agar Sabouraud dextrose (SDA) a

37°C, por 24 horas. Para preparo do indculo de C. albicans,
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colénias foram suspensas em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB)
enriquecido com 50 mM de glicose. Este conjunto foi incubado por
20 horas, a 37°C e, em seguida, foi centrifugado (5000 rpm, 4°C) e
lavado com PBS. Uma aliquota de células centrifugadas foi
transferida para um tubo contendo solugédo salina e a turbidez deste
conteudo foi ajustada com espectrofotbmetro, assegurando uma
suspensao de =10” células/mL.

A CIM foi determinada pelo método de micro diluicdo em
caldo preconizado pelo Clinical Laboratory Standars Institute [32]. A
partir da concentragao inicial do ECA, o qual foi definido em testes
pilotos, foram feitas diluicbes seriadas em placas de 96 pocos. Os
pocos contendo as diferentes diluicbes dos extratos, controles
(positivos e negativos) e o indculo, foram incubados a 37°C por 48
horas. A leitura do teste foi por comparacédo visual e o CIM
correspondeu a menor concentracdo que impediu o crescimento
visivel das células planctonicas. Cada concentracdo do teste
anterior que nao apresentou crescimento visivel foi inoculada em
placa de SDA. Apds 24 horas de incubacéo a 37°C, as leituras das
CFMs foram realizadas com base no crescimento dos controles,
sendo considerada CFM, a menor concentragdo de extrato que

impediu o crescimento fungico (= 99.9%.).

Preparo dos discos de resina acrilica
Discos circulares (10 mm de diametro x 2 mm de espessura)
de resina termopolimerizavel a base de PMMA (QC-20, Dentsply Ind

e Com Ltda.) foram confeccionados utilizando-se uma mufla de ago
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inox contendo orificios nestas dimensdes. Em seguida, os discos
foram submetidos a acabamento com lixas d’agua n° 320, 400 e
600 em politriz horizontal (Arotec; Sdo Carlos, SP, Brazil). Apds,
foram armazenados em agua destilada a 37°C por 48 horas para
eliminagdo do mondmero residual. Para a padronizacdo da
rugosidade de superficie, esta foi mensurada com o auxilio de um
rugosimetro (Surfcorder SE 1700; Mitutoyo) com o diédmetro da
ponta ativa de 2 ym, precisdo de 0,01 ym e velocidade de 0,5 mm/s
sob pressdo de 0,07 N. Foram realizadas trés mensuracgbes e a
meédia aritmética calculada, definindo o valor de rugosidade. Foi
utilizada como padronizacdo a variagdao de mais ou menos 5% o
valor da média. Apés a padronizagdo da rugosidade, os discos
foram desinfetados por imersdo em hipoclorito de sodio a 1%
(HP1%), sob agitagdo constante, por 3 minutos, e em seguida

lavados por 10 minutos com agua destilada.

Desenvolvimento e analise dos biofilmes

Para a formacado do biofilme, 20 discos de resina acrilica
foram alocados em placa de 24 pocos e expostos ao indculo de C.
albicans previamente ajustado. As placas foram incubadas sob
agitacado constante, a 37°C, por 90 min, tempo correspondente a
fase de adesdo celular. Apds, os discos foram transferidos para
pocos contendo meio YNB suplementado com 100 mM e mantidos
por 24 horas a 37°C para desenvolvimento do biofiime. Este

processo foi repetido até o biofilme completar 48 horas [22].
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Completado 48 horas, o biofiime foi imerso por 10 minutos nos
seguintes tratamentos: tampdo fosfato-salino (PBS, controle
negativo), hipoclorito de sodio 1% (HS 1%, controle positivo) ou
ECA nas concentragdes de CIM ou 5xCIM.

A contagem celular foi realizada através de diluigdo decimal
seriada. Para isto, o biofilme desenvolvido sobre os discos foram
sonicados (7 Watts, 30 s) em solugdo salina para a desagregagao
celular. A suspensdo obtida foi submetida a diluicdo decimal
seriada, e o produto de cada diluicdo foi inoculado em placas de
SDA em triplicata. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
As colbnias foram quantificadas visualmente sendo o resultado
expresso em células/mL [22].

A atividade metabdlica foi realizada pela analise colorimétrica
da reducdo metabdlica de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
[(fenil amino) carbonila]-2H-tetrazolio hidréxido (XTT). Para isto, os
biofilmes foram expostos a solugdo de XTT e incubados a 37°C por
3 horas. Em seguida, o conteudo de cada pogo foi transferido e
centrifugado (10.000 g, 5 min). A redugdo do XTT foi determinada

pela absorbancia registrada em espectrofotometro (492 nm).

Atividade citotoxica

As linhagens imortalizadas de queratinécitos humanos
HaCaT (CLS - Cell Lines Service, numero 300493) e fibroblastos
murinos NIH-3T3 (ATCC® CRL-1658), foram mantidos em estufa a
37 °C e 5% CO; em atmosfera umida, e cultivados em meio de

cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco®),
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enriquecido com 10% Soro Fetal Bovino (SFB), 100 U mL™" de
penicilina e 100 pg mL™" de estreptomicina.

O procedimento adotado foi desenvolvido com base na
literatura [33]. Basicamente, o teste consistiu na inoculagdo dos
queratinécitos (100uL/pocgo, 4x10* células/mL) e fibroblastos (100
uL/poco; 3x10* células/mL) em placas de 96 pogos e incubagdo em
estufa (37 °C, 5% CO,, atmosfera umida) por 24 h (periodo de
adesao celular). Posteriormente, todo o meio de cultura foi removido
e as ceélulas foram expostas ao ECA nas concentragcées de CIM,
5xCIM e 10xCIM por 24 h e 48 h. Pogos contendo células sem ECA
foram utilizados como controle.

O crescimento e viabilidade celular foi avaliado através do
método  colorimétrico  MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide). Para isto, todo o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas com solugdo salina para a
introducdo de novo meio de cultura DMEM/SFB acrescido de MTT
(0.5%). As placas foram incubadas por 4 h (37°C, atmosfera umida,
5% de CO,) protegidas da luz. Apds este periodo, o meio foi
removido e adicionou-se dimetilsulfoxido 100% (DMSO) para a
solubilizagdo do corante permitindo leitura optica a 550 nm. A partir
dos valores de absorbancia foram calculadas as porcentagens de
viabilidade celular, considerando: %Viabilidade = TA / T1 x 100,
sendo TA a média da absorbancia da célula tratada (absorbancia do
branco da amostra) e T1 a absorbancia da suspensao celular sem

tratamento.
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Efeito sobre a resina acrilica

Um total de 20 discos foram imersos em (1) agua destilada
(controle negativo), (2) HS1% (controle positivo) ou (3) ECA na (4)
CIM ou 5xCIM. Os discos foram incubados a 37°C durante 28 dias.
O meio de imersédo foi trocado diariamente e os discos sempre
mantidos com a mesma superficie submetida a acabamento voltada
para cima. Apos, os discos foram lavados em agua destilada e
secos em papel absorvente. Os testes foram realizados ap6s 0, 7,

14, 21 e 28 dias de imerséo [22].

Avaliacéo de cor:

Discos foram colocados sob um molde de silicone com um
orificio, com o objetivo de adaptar um espectrofotdmetro portatil
(EasyShade Advance 4.0; Wilcos, Alemanha). Este molde foi
utilizado a fim de proporcionar o reposicionamento preciso e
medicdo da cor da superficie do disco. As medi¢cdes de cor foram
obtidas usando o sistema CIEL*a *b*. A alteracdo de cor total (AE)
foi calculada a partir da seguinte equacédo: AE *=[(AL*)? + (Aa*)? +
(Ab *)?]. Valores de AE < 3.7 foram considerados como clinicamente

imperceptiveis [34].

Avaliagao de rugosidade:

Para a analise da rugosidade de superficie, em cada discos
foram realizadas trés leituras em rugosimetro (Surfcorder SE 1700;
Mitutoyo). A rugosidade de cada disco foi calculada pela média

aritmética (um). A alteragdo da rugosidade de superficie (ARa) foi
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obtida pela diferenga entre a rugosidade apds imersao e valores

iniciais de rugosidade (baseline).

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo
software SAS/LAB (SAS Software, versao 9.0; SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EUA). A distribuicdo normal dos dados foi previamente
ajustada e, quando necessario, os dados foram transformados
conforme sugerido pelo software. Os dados referentes a contagem
de células, atividade metabdlica e viabilidade de queratinécitos e
fibroblastos foram analisados pelo teste ANOVA one-way seguido
do teste de Tukey, no qual o tratamento por imers&o foi tratado
como fator de estudo. Os dados de alteragcdo de cor e rugosidade
de superficie foram analisados por ANOVA two-way para medidas
repetidas, seguido pelo teste de Tukey, no qual os periodos de
tratamento e o tipo de imersdo foram considerados fatores de
estudo. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% para todos

os testes.

RESULTADOS

Caracterizacao do extrato

Foi possivel identificar 16 destes componentes baseado nos
seus tempos de retengdo e padrdao de massa molecular. O
compostos detectados em maior abundéncia foram o kaempferol e

a quercetina, como descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo dos compostos obtidos apds a caracterizagao

quimica do C. ambrosioides por CLAE.

[M-H] Ms" Compound
1 285 257 Kaempferol
2 313 295 3’,4’-dimethoxyluteolin
3 363 295; 277; 171 NI?
4 387 163 p- coumaroyl acid derivative
5 391 387;163 p- coumaroyl acid derivative
6 295 162 NI?
7 301 285; 267; 241; 173 Hesperetin
8 431 385; 285; 152 Kaempferol-3-O-alfa-L-
raminosideo
9 433 387; 295 narirutin
10 463 301 Quercetina-3-O-glicosideo
1 495 431; 343 Digalloyl quinic acid
12 499 431; 421; 385; 285 3,4-O-(E)-p-
coumaroylcaffeoylquinic acid
13 531 417; 285 NI?
14 563 431;285; 151 Kaempferol-O-ramosideo-
pentosideo
15 577 431;285 Kaempferol dirhamnoside-O-
pentoside
16 579 447; 301 Naringin
17 593 285 Kaempferol-3-Glucoside-3 " -
Rhamnoside
18 595 301; 151 Quercetina-3-O-arabinoglucosideo
19 613 591 NI?
20 623 447; 301 Quercetin (acyl) glucoronide-o-
rhaminoside
21 695 593; 549; 430; 285 NI?

N30 ldentificado



Testes de susceptibilidade

Tanto a CIM como a CFM do ECA observadas para as
células plancténicas de C. albicans obtiveram o valor de 0.25
mg/mL, demonstrando um padrdo de comportamento fungicida. Os
valores de fluconazol foram 0,5 yg/mL e > 64 ug/mL para CIM e

CFM, respectivamente.

Analise em biofilmes

Para os biofilmes de C. albicans, a exposi¢cado no ECA por 10
minutos teve efeito significativo, reduzindo a contagem de células
quando comparado ao controle negativo (p = 0.001; Figura 1). O
ECA na CIM foi suficiente para reduzir aproximadamente 80% das
células do biofiime (p < 0.0001), enquanto na 5xCIM alcangou
quase uma completa erradicacdo do biofilme (> 99%), semelhante
ao resultado obtido com HS1% (controle positivo, p > 0.05).
Considerando os resultados da atividade metabdlica, observou-se
que também houve diferenca entre controle negativo e ECA na CIM
(p > 0.05), e na 5xCIM esta atividade foi reduzida para niveis muito

proximos ao HS1% (p = 0.001, Figura 2).
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Figura 1. Efeito do ECA na contagem de células do biofilme de C.
albicans. Simbolos distintos (*, **, ***) indicam diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA one-way

seguido do teste de Tukey, p < 0.05).
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Figura 2. Efeito do ECA na atividade metabdlica do biofiime de C.
albicans. Simbolos distintos (*, **, ***) indicam diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA one-way

seguido do teste de Tukey, p < 0.05).
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Atividade citotoxica

Tanto durante o periodo de 24 horas, quanto apds 48 horas,
queratinécitos e fibroblastos expostos ao ECA nas concentragcdes
de CIM e 5xCIM apresentaram viabilidade celular similar ao grupo
controle, ndao havendo diferenga estatistica entre estes (p > 0.05,
Figure 3). A exposicédo ao ECA a concentracédo de 10xCIM foi capaz
de reduzir significativamente a vibiliade de ambos os tipos celulares

quando comparado ao grupo controle (p < 0.05, Figure 3).
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Figura 3. Atividade citotoxica do ECA em queratinocitos em
diferentes concentragbes apds (A) 24 horas e (B) 48 horas de
exposicao. Atividade citotoxica do ECA em fibroblastos em
diferentes concentragbes apds (C) 24 horas e (D) 48 horas de
exposi¢cdo. Simbolos distintos (*, ** ou ***) indicam diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA one-way
seguido do teste de Tukey, p < 0.05.
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Efeitos sobre a resina acrilica

Considerando os valores de alteragdo de cor (AE), quando
comparado ao grupo com agua destilada foram observadas
diferencas estatisticas tanto para as imersées em HS1% quanto no
ECA, em todos os tempos de imerséo (p < 0.05). Apesar desta
variagao, todos os valores de AE obtidos nas imersdes no ECA
foram inferiores que 3,7. Em contrapartida, alteragdes clinicamente
perceptiveis foram detectadas no grupo com HS1% a partir do 21°
dia de imersdo (p < 0.05, Tabela 2). Quanto aos valores de
rugosidade de superficie, ndo houve diferengca estatisticamente
significante entre o grupo com agua destilada e o ECA na CIM ou
5xCIM (p > 0.05, Tabela 3). Alteragdes significativas na rugosidade
foram detectadas apenas no grupo HS1% apds 28 dias de imersao

(p < 0.05).

31



Tabela 2. Alteragdo de cor (AE) da resina acrilica apos a imersao

em ECA em diferentes intervalos de tempo (média + desvio-padrao,

n=9).

Grupo 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Agua 1.09+£0.33 145+0.27 1.54+051 1.60+0.24
destilada (A,a) (A,a) (A,a) (A,a)
HS 1% 3.12+0.52 3.22+0.87 3.89+0.58 4.05+0.99

(B,a) (B,a) (B,b) (B,b)

ECA na CIM 246+0.38 241+0.56 253+0.69 2.79+0.76

(C,a) (C,a) (C,a) (C,a)
ECA na 242+045 270+061 2.88+0.77 3.13+0.57
5xCIM (C,a) (C,a) (C,a) (C,b)

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatisticamente
significante entre os grupos no mesmo tempo de imers&o. Letras
minusculas distintas indicam diferenga estatisticamente significante
entre os diferentes tempos de imersdo de um mesmo grupo
(ANOVA de medidas repetidas seguida por teste de Tukey, p <

0.05).
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Tabela 3. Alteracdo da rugosidade de superficie (ARa) da resina
acrilica ap6s a imersdo em ECA em diferentes intervalos de tempo

(média £ desvio-padréo, n = 9).

Grupo 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Agua 0.09+0.01 0.11+0.03 0.13+0.04 0.14 +£0.04
destilada (A,a) (A,a) (A,a) (A,a)
HS 1% 0.10+0.03 0.14+0.09 0.25+0.06 0.27 £0.07
(Aa) (Aa) (B,b) (B,b)

ECA na CIM 0.09+0.03 0.10+0.04 0.13+0.03 0.13+0.05

(A,a) (A,a) (A,a) (A,a)
ECA na 0.08+0.02 0.13+0.05 0.14+0.07 0.14 +0.09
5xCIM (Aa) (Aa) (A,a) (Aa)

Letras maiusculas distintas indicam diferenga estatisticamente
significante entre os grupos no mesmo tempo de imers&o. Letras
minusculas distintas indicam diferenga estatisticamente significante
entre os diferentes tempos de imersdo de um mesmo grupo
(ANOVA de medidas repetidas seguida por teste de Tukey, p <

0.05).
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DISCUSSAO

Sabe-se que as plantas utilizadas na medicina popular
representam uma opg¢ao promissora para a prevengao e tratamento
de infecgdes [18,22,23]. Em 2009, o Ministério da Saude do Brasil
elaborou a Lista Nacional de Plantas Medicinais de Interesse no
Sistema de Saude (RENISUS) que incentiva a pesquisa de plantas
medicinais amplamente utilizadas na populacédo brasileira, e a C.
ambrosioides L. integra esta lista [35], motivando assim a
identificacdo dos seus compostos e das suas atividades biologicas.
Neste estudo, foi investigado pela primeira vez na literatura o efeito
do extrato de C. ambrosioides em biofimes de C. albicans
desenvolvidos em resina acrilica, simulando uma condi¢cdo de
biofilme na superficie de uma prétese dental removivel. Na tentativa
de avaliar o potencial desta planta como um método auxiliar no
controle da candidose associada a protese, foi avaliado o efeito anti-
biofilme, o efeito toxico em queratindcitos e fibroblastos, bem como
possiveis efeitos deletérios que o ECA poderia ocasionar no
substrato da resina acrilica.

Através da caracterizacdo quimica do ECA foi possivel
identificar a maior presenca dos compostos kaempferol e
quercetina, compostos pertencentes ao grupo dos flavondides
[19,36,37]. Os flavonoides apresentam diversas atividades
farmacoldgicas, entre estas, potencial antimicrobiano e antioxidante.
Estes compostos estdo relacionados com a inativagdo de enzimas

responsaveis pela adesao celular, o que provavelmente funciona
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como seu mecanismo de acgao antimicrobiana [38]. Além disso,
sabe-se que os flavondides tém potente acdo antioxidante, o que
explica sua capacidade de regular o sistema imune [39]. A
quercetina e o kaempferol ja tiveram sua atividade antimicrobiana
atestada contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Ptroteus mirabilis
e C. albicans [40,41].

Como ponto de partida para os testes em C. albicans, foi
investigado a susceptibilidade das células planctonicas ao ECA.
Através deste teste, foram observados valores coincidentes de CIM
e CFM (i.e. 0.25 mg/mL ou 250 pg/mL), evidenciando o potencial
fungicida do extrato. Considerando os valores de CIM, existe uma
classificagdo na literatura para a atividade antimicrobiana de
produtos naturais que considera: inibidores fortes para valores de
CIM <100 pg/mL, inibidores moderados para valores entre 100 e
500 pg/mL, inibidores fracos para valores entre 500 and 1000
pMg/mL, e auséncia de atividade para valores > 1000 pg/mL [42].
Assim, segundo este critério, o ECA pode ser considerado um
inibidor moderado, o que, em partes, justifica os bons resultados
obtidos nos demais testes realizados [19,29].

E importante ressaltar que os valores de CIM s3o obtidos em
testes que avaliam a C. albicans em sua forma plancténica. Na
cavidade oral, em especial, na superficie da protese, estas células
estdo organizadas em biofilmes que, por sua complexidade
estrutural, sdo relativamente mais resistentes a atuagao de agentes

antifungicos [16]. Neste estudo, o efeito antifungico do ECA foi
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avaliado em biofilmes de C. albicans maduros (i.e. 48 horas de
desenvolvimento), e o tempo de imersdo de 10 minutos foi
escolhido em fungdo do tempo recomendado de imersdo para o
grupo controle positivo, o HS1% [8,9].

Para o biofilme de C. albicans, foi possivel observar que 10
minutos de imersdao no ECA na CIM foi suficiente para reduzir o
numero de células do biofiilme comparado ao grupo controle
negativo. Estes resultados podem ser atribuidos a presenca da
quercetina e do kaempferol na sua composi¢cdo quimica, os quais
apresentam potencial antifungico reconhecido [38, 43-46]. Além de
interferir diretamente no primeiro mecanismo de viruléncia do fungo,
ou seja, a adesao celular [38], estes compostos também podem
impedir o transporte de proteinas e ocasionar a ruptura da célula
fungica [45]. A redugdo da atividade metabdlica dos biofilmes
expostos ao ECA, como demostrado no ensaio de XTT, pode ser
diretamente atribuido como consequéncia da redug¢ao do numero de
células viaveis, os quais geralmente seguem um padrao
proporcional [47].

Uma grande reducdo da viabilidade e atividade fungica foi
observada nos biofilmes expostos ao ECA na 5xCIM, apresentando
uma tendéncia fungicida similar ao que foi encontrado no grupo com
HS 1%. Tais resultados podem ser consequéncia da desagregacéo
das células e inibicdo da capacidade de aderéncia celular. Ainda, é
possivel que a reducdo da atividade metabdlica possa ter ocorrido
devido ao estresse intracelular decorrente da ac&do do extrato

quando em maior concentragéo [46].
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Considerando que a protese dental permanece em intimo
contato com os epitélios orais, € de suma importancia avaliar os
possiveis efeitos toxicos do ECA nestes tipos celulares, garantindo
seguranga em futuros estudos clinicos. De acordo com a
International  Standard  Organization (ISO  10993-5) [48],
concentragbes que mantém a viabilidade celular menor que 70%
podem ser consideradas como citotoxicos. Neste estudo, foi
observado que, mesmo apods 48 horas de exposi¢ao, queratinocitos
e fibroblastos expostos ao ECA na CIM e 5xCIM apresentaram
viabilidade celular similar ao grupo controle com PBS, um tampao
reconhecido por ser atoxico em células humanas por sua
capacidade osmorreguladora. Por outro lado, foi observado que a
concentracdo de 10xCIM apresentou reducéo da viabiliade a niveis
considerados toxicos, e por isso esta concentracao foi excluida dos
demais testes empregados neste estudo. Assim, de acordo com
estes resultados, as concentracbes testadas apresentaram
potencial antifungico sem resultar em danos significativos as células
do hospedeiro.

Tem sido demonstrado que as principais desvantagens do
uso de substancias quimicas auxiliares para controle do biofilme
estdo as alteracdes de cor e rugosidade que estas podem induzir na
resina acrilica, o que esta diretamente relacionado a longevidade e
estética da protese dental [5,8,22].

Neste estudo, a alteragao de cor foi investigada pelo sistema
colorimétrico CIEL*a*b’, um sistema tridimensional uniforme que tem

sido amplamente utilizado para determinar as diferengas cromaticas



traduzindo suas combinag¢des em dados matematicos [8,22]. Neste
sistema, a alteragéo de cor (AE) é definida como a mudancga de cor
relativa entre avaliagdes de cores repetidas. Considerando que os
valores de AE < 3,7 s&o considerados como clinicamente
imperceptiveis [34], o ECA ndao causou uma alteracdo de cor
significativa na resina acrilica mesmo apos 28 dias de imerséo.

Possivelmente, o ECA nao induziu interagbes quimicas com
a superficie da resina acrilica a ponto de degradar sua matriz
organica e resultar em manchamento, o que provavelmente ocorreu
com o grupo HS1% a partir do 21° dia. Apesar das concentragdes
investigadas serem visivelmente da cor verde, especula-se que
suas moléculas cromogénicas sejam grandes o suficiente para
apenas se depositarem na superficie da resina. Como a solugao de
imersao era trocada diariamente, acredita-se que a cada troca estas
moléculas mais densas eram lavadas e, por isso, ndo ocasionaram
qualquer alteragao de cor visivel.

O efeito da agua sobre a propriedade de cor das resinas
acrilicas sao relevantes do ponto de vista clinico, uma vez que a
recomendacao da imersao da protese em agua durante o periodo
noturno (imersdes “overnight’) é frequente. Porém, no tempo
investigado nao foi possivel identificar qualquer alteragao.

Da mesma forma, o ECA n&o induziu mudancas
significativas na rugosidade quando comparado ao grupo controle
negativo com agua destilada. Sabendo que a rugosidade é um fator
crucial para a adesao de microrganismos na superficie acrilica, é de

suma importancia que as solugdes quimicas nao alterem tal



propriedade, uma vez que superficies rugosas podem favorecer a
formacéao de biofilmes [5]. Dentre as solugdes para controle quimico
do biofilme, o0 HS1% empregado em um protocolo de imersédo por
10 minutos é considerada a mais eficiente [8,49,50]. Apesar destes
bons resultados, quando em regime prolongado, € capaz de
degradar a matriz da resina acrilica ocasionando um efeito
“clareador” e aumentar a porosidade da sua superficie [49], como
confirmado no presente estudo.

Embora 28 dias de imersao da resina no ECA pareca ser um
curto periodo de tempo em comparacdo com a vida util de uma
protese dental, entende-se que a exposicdo constante a solugdo a
qual foi modificada todos os dias, pode envelhecer
significativamente a matriz acrilica, criando uma situagao
desafiadora para o material testado.

Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que o
mastruz é uma possivel fonte de substancias bioativas que podem
ser utilizadas futuramente na formulacédo de produtos que auxiliem o

controle da candidose associada ao uso de préteses dentais.

CONCLUSAO

A imersao da resina acrilica para prétese dental em extrato
de C. ambrosioides (ECA) na sua concentragao inibitéria minima foi
efetiva na redugdo de biofilmes de C. albicans sem evidéncias de

efeitos citotoxicos ou alteragdo da rugosidade e cor deste substrato.
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