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FECURY LAB. Uso do extrato de mastruz em biofilmes de Candida 

albicans desenvolvidos em resina acrílica para prótese dental: 

atividade antifúngica, citotóxica e sobre propriedades da resina. 

[Dissertação]. Sao Luís, Universidade CEUMA; 2019. 

 

RESUMO 

 

Introdução: Considerando o desafio para o controle da candidose 

associada ao uso de prótese dental, a busca por substâncias 

antifúngicas a partir de fontes naturais se tornou uma tendência na 

literatura médico-odontológica. Objetivo: Este estudo investigou o 

efeito antifúngico  do extrato de Chenopodium ambrosioides (ECA) 

na susceptibilidade a biofilmes de Candida albicans, bem como seu 

potencial citotóxico, e alterações na cor e rugosidade da resina 

acrílica. Materiais e Métodos: A solução hidro-alcoólica de ECA foi 

preparado e caracterizado por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE). A susceptibilidade da C. albicans ao ECA foi 

investigada pelos ensaios de Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

e Fungicida Mínima (CFM). Discos de resina acrílica foram 

confeccionados e, sobre estes, biofilmes de C. albicans foram 

desenvolvidos por 48 h. Após, foram imersos por 10 minutos em (1) 

PBS (controle negativo), (2) hipoclorito de sódio 1% (HP1%, 

controle positivo) ou (3) ECA na CIM ou (4) 5xCIM. Os biofilmes 

foram investigados quanto à contagem e atividade metabólica. O 

potencial citotóxico em queratinócitos e fibroblastos foi verificado 

através do teste de MTT. A alteração de cor e rugosidade da resina 
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acrílica foi analisada após 28 dias de imersão no ECA. Os dados 

foram analisados pelo teste ANOVA, considerando a significância 

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 

erradicação, semelhante ao HS1%. Queratinócitos e fibroblastos 

expostos à CIM e 5xCIM apresentaram viabilidade celular similar ao 

grupo controle (p>0.05). Não foram detectadas alterações 

importantes de cor e rugosidade na resina acrílica mesmo após 28 

dias. Conclusão: a imersão da resina acrílica para prótese dental 

em extrato de C. ambrosioides (ECA) na sua concentração inibitória 

mínima foi efetiva na redução de biofilmes de C. albicans sem 

evidências de efeitos citotóxicos ou alteração da rugosidade e cor 

deste substrato. 

 

Palavras-chave: prótese; cândida; resina; biofilme.  
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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 biofilms 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 prótese dental, a busca por substâncias antifúngicas a partir 

de fontes naturais se tornou uma tendência na literatura médico-

odontológica. Este estudo investigou o efeito do extrato de 

Chenopodium ambrosioides (ECA) em biofilmes de Candida 

albicans, seu potencial citotóxico, efeito antifúngico e alterações na 

cor e rugosidade da resina acrílica. A solução hidro-alcoólica de 

ECA foi preparado e caracterizado por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE). A susceptibilidade da C. albicans ao ECA foi 

investigada pelos ensaios de Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

e Concentração Fungicida Mínima (CFM). Discos de resina acrílica 

foram confeccionados e, sobre estes, biofilmes de C. albicans foram 

desenvolvidos por 48 h. Após, foram imersos por 10 minutos em (1) 

PBS (controle negativo), hipoclorito de sódio (2) 1% (HP1%, 

controle positivo) ou (3) ECA na CIM ou (4) 5xCIM. Os biofilmes 

foram investigados quanto à contagem e atividade metabólica. O 

potencial citotóxico em queratinócitos e fibroblastos foi verificado 

através do teste de MTT. A alteração de cor e rugosidade da resina 

acrílica foi analisada após 28 dias de imersão no ECA. Os dados 

foram analisados pelo teste ANOVA, considerando a significância 

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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erradicação, semelhante ao HS1%. Queratinócitos e fibroblastos 

expostos à CIM e 5xCIM apresentaram viabilidade celular similar ao 

grupo controle (p>0.05). Não foram detectadas alterações 

importantes de cor e rugosidade na resina acrílica mesmo após 28 

dias. Pode-se concluir que a imersão da resina acrílica para prótese 

dental em extrato de C. ambrosioides (ECA) na sua concentração 

inibitória mínima foi efetiva na redução de biofilmes de C. albicans 

sem evidências de efeitos citotóxicos ou alteração da rugosidade e 

cor deste substrato. 

 

INTRODUÇÃO 

No intuito de restabelecer a função, estética e saúde bucal de 

pacientes parcial ou totalmente desdentados, próteses dentais 

removíveis confeccionadas em resina acrílica à base de poli (metil 

metacrilato) (PMMA) constituem uma excelente opção de 

tratamento [1]. Após a instalação na cavidade bucal, as próteses 

são expostas a diversos microrganismos, os quais podem aderir a 

esta superfície e, caso o processo não seja interrompido por meio 

de higienização adequada ou tratamento com antifúngicos, resultará 

no desenvolvimento de comunidades microbianas denominadas de 

biofilme [2]. O acúmulo deste biofilme funciona como reservatório de 

microrganismos com potencial de causar infecções como a 

candidose associada ao uso de próteses, a qual tem a Candida 

albicans como principal microrganismo envolvido na sua etiologia 

[3]. 
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 O método mais popular para controle do biofilme sobre a 

prótese é a escovação com dentifrício, sendo de fácil acesso e 

baixo custo [4]. No entanto, a resina acrílica apresenta poros e, em 

algumas situações, as cerdas da escova não conseguem acessar e 

limpar adequadamente estes poros [5]. Somado a isto, sabe-se que 

muitos usuários de próteses são pacientes idosos, os quais podem 

apresentar acuidade visual diminuída ou mesmo perda da 

habilidade motora, comprometendo a limpeza adequada [6].  

A imersão em soluções desinfetantes ou limpadores químicos 

tem sido sugerido como um importante método auxiliar para a 

eliminação do biofilme [7]. Dentre as soluções, o hipoclorito de sódio 

é amplamente empregado, sendo capaz de realizar uma limpeza 

eficiente [8,9]. Apesar de seus resultados favoráveis, apresenta 

desvantagens, tais como sabor e odor desagradáveis, além de 

alteração da resistência e cor da resina acrílica quando usada em 

regime prolongado [8-10]. Os limpadores químicos são substâncias 

disponíveis comercialmente, cuja ação de limpeza ocorre pelo efeito 

mecânico exercido pela efervescência produzida quando o produto 

é dissolvido na água, resultando em uma solução alcalina de 

peróxido de hidrogênio [11]. Alguns estudos investigaram o efeito de 

diferentes limpadores em biofilme formado na superfície de próteses 

[12,13], no entanto, observa-se que este método é falho na remoção 

de biofilmes de C. albicans [11-13]. 

Em situações que a candidose torna-se uma infecção 

persistente ou recorrente, tem-se preconizado a prescrição de 

antifúngicos, dentre os quais se destaca o grupo dos polienos e dos 
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azóis (i.e. nistatina e fluconazol, respectivamente) [14]. O uso 

indiscriminado destes agentes antifúngicos parece ter sido o fator 

preponderante para a seleção de cepas resistentes de C. albicans 

[15,16]. Além disso, a complexa estrutura do biofilme formado 

parece dificultar a difusão e, consequentemente, limitar ação dos 

agentes antifúngicos nas próteses de PMMA. [16].  

Assim, as limitações oferecidas pelo controle 

químico/mecânico do biofilme têm implicações importantes no 

insucesso do tratamento da candidose associada ao uso de 

próteses. Dessa forma, a busca por substâncias antifúngicas a partir 

de fontes alternativas se tornou uma tendência na literatura médico-

odontológica [17-19]. Considerando que a maioria dos agentes 

antifúngicos existentes no mercado é de origem sintética, o 

interesse por insumos naturais voltou a receber a atenção na busca 

de princípios ativos para a formulação de produtos eficazes e de 

baixa toxicidade no controle das infecções [20,21]. Diminuir custos 

no tratamento das infecções e favorecer a população com novas 

opções de terapia consiste em um grande desafio para a ciência. 

Dentre os insumos naturais, as plantas utilizadas na medicina 

popular representam uma opção promissora para a prevenção e 

tratamento de infecções fúngicas [18,22,23]. Plantas, como a 

Chenopodium ambrosioides conhecida popularmente como 

“mastruz” ou “erva de Santa Maria” tem atraído a atenção de 

diversos pesquisadores [19,24,25]. O mastruz é uma planta nativa 

das Américas Central e do Sul com grande distribuição no território 

brasileiro, tendo relatos de sua utilização na medicina popular para 
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o tratamento de feridas, corrimento vaginal, processos inflamatórios, 

anti-helmíntico e antisséptico bucal [26,27]. Estudos prévios 

comprovaram seu potencial medicinal contra a ação de 

endoparasitas e fungos [19,28], dentre estes, algumas espécies de 

Candida [25,29]. Foram descritas ainda atividades anti-leishimania 

[26], ansiolítica, cicatrizante, anti-inflamatória [30,31] e antioxidante 

[28].  

Por seu efeito antimicrobiano [19,25,28,29], e propriedade 

anti-inflamatória [30,31] pode-se inferir o potencial do mastruz como 

um método auxiliar no controle da candidose e/ou prevenção de 

biofilme na superfície de próteses dentais removíveis. Porém, no 

processo de seleção e indicação de uma substância para o 

tratamento da candidose, além do efeito da substância no biofilme e 

nas células do hospedeiro, deve-se considerar o substrato da 

prótese, ou seja, os efeitos nas propriedades físicas da resina 

acrílica [9,22]. Sabe-se que dentre as principais desvantagens do 

uso de substâncias químicas auxiliares para controle do biofilme 

estão as alterações de cor e rugosidade que estas podem induzir na 

resina acrílica [8,22]. A modulação da resposta imune do 

hospedeiro através da atividade anti-inflamatória, a diminuição de 

biofilme e ausência de efeitos deletérios na resina acrílica justificaria 

o emprego terapêutico do mastruz em pacientes com candidose e, 

futuramente, o desenvolvimento de um produto de fácil 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 citotóxico, bem como possíveis 
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alterações na cor e rugosidade da resina acrílica. A hipótese nula é 

de que o extrato de matruz não produza efeito anti-biofilme, seja 

tóxico à células do hospedeiro, e altere a rugosidade e cor da resina 

acrílica.  

 

MATERIAIS E METODOS 

 

Coleta, identificação botânica e preparo de extrato 

As folhas de C. ambrosioides foram cultivadas no campo 

experimental da Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 

Maranhão, Brasil. A amostra foi coletada de Junho de 2017 a 

Novembro de 2017. A exsicata foi preparada e enviada ao Herbário 

Ático Seabra da Universidade Federal do Maranhão para 

identificação botânica. As folhas foram secas separadamente em 

uma estufa com circulação de ar de 37°C durante 48 horas, 

seguidas de trituração em um moinho. O material seco e triturado 

(aproximadamente 200 g) foi macerado com etanol 70% durante 24 

horas, à temperatura ambiente. Este processo foi repetido quatro 

vezes, e o extrato obtido foi filtrado e depois concentrado utilizando 

rotaevaporador. O resíduo seco foi diluído em água destilada até 

uma concentração final de 100 mg/mL, filtrado em membrana de 

0,22 µg/mL e mantidos em frascos âmbar até a realização dos 

experimentos [22]. 

 

Caracterização do extrato 

 Os constituintes químicos do ECA foram analisados por 
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Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) usando um sistema 

LC-10AD (Shimadzu, Japão) equipado com um detector de diodos 

(DAD) e acoplado a um espectrômetro de massas Esquire 3000 

Plus (Bruker Daltonics, Alemanha), usando ionização por 

electrospray (ESI). A separação foi realizada com coluna 

Phenomenex Kinetex C-18 (250 × 4,6 mm, 5 µm; Torrance, CA, 

EUA). O ácido fosfórico foi usado como fase móvel A e metanol foi 

usado como fase móvel B. O gradiente de eluição 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 injeção consistiu de 20 µL de 

amostra reconstituída e taxa de fluxo de 1 mL/min. A detecção 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 

íons de 40 V e temperatura capilar de 320 °C. Os compostos foram 

identificados com base no tempo de retenção e massa molecular. 

 

Testes de susceptibilidade (Concentração Inibitória Mínima e 

Fungicida Mínima)  

Para avaliar a susceptibilidade das células planctônicas ao 

ECA foram realizadas análises de CIM e CFM. Como grupo 

controle, foi preparada solução de fluconazol, o qual tem sua ação 

bem estabelecida na literatura [14,22]. Para a reativação do 

microrganismo e preparo do inóculo, foi utilizada uma cepa de 

referência C. albicans (ATCC 90028). A cepa foi reativada de sua 

cultura original em placas de ágar Sabouraud dextrose (SDA) a 

37ºC, por 24 horas. Para preparo do inóculo de C. albicans, 
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colônias foram suspensas em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB) 

enriquecido com 50 mM de glicose. Este conjunto foi incubado por 

20 horas, a 37ºC e, em seguida, foi centrifugado (5000 rpm, 4ºC) e 

lavado com PBS. Uma alíquota de células centrifugadas foi 

transferida para um tubo contendo solução salina e a turbidez deste 

conteúdo foi ajustada com espectrofotômetro, assegurando uma 

suspensão de ≈107 células/mL.  

A CIM foi determinada pelo método de micro diluição em 

caldo preconizado pelo Clinical Laboratory Standars Institute [32]. A 

partir da concentração inicial do ECA, o qual foi definido em testes 

pilotos, foram feitas diluições seriadas em placas de 96 poços. Os 

poços contendo as diferentes diluições dos extratos, controles 

(positivos e negativos) e o inóculo, foram incubados a 37ºC por 48 

horas. A leitura do teste foi por comparação visual e o CIM 

correspondeu à menor concentração que impediu o crescimento 

visível das células planctônicas. Cada concentração do teste 

anterior que não apresentou crescimento visível foi inoculada em 

placa de SDA. Após 24 horas de incubação a 37ºC, as leituras das 

CFMs foram realizadas com base no crescimento dos controles, 

sendo considerada CFM, a menor concentração de extrato que 

impediu o crescimento fúngico (≥ 99.9%.). 

 

Preparo dos discos de resina acrílica 

Discos circulares (10 mm de diâmetro x 2 mm de espessura) 

de resina termopolimerizável a base de PMMA (QC-20, Dentsply Ind 

e Com Ltda.) foram confeccionados utilizando-se uma mufla de aço 
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inox contendo orifícios nestas dimensões. Em seguida, os discos 

foram submetidos a acabamento com lixas d’água n° 320, 400 e 

600 em politriz horizontal (Arotec; São Carlos, SP, Brazil). Após, 

foram armazenados em água destilada a 37ºC por 48 horas para 

eliminação do monômero residual. Para a padronização da 

rugosidade de superfície, esta foi mensurada com o auxílio de um 

rugosímetro (Surfcorder SE 1700; Mitutoyo) com o diâmetro da 

ponta ativa de 2 µm, precisão de 0,01 µm e velocidade de 0,5 mm/s 

sob pressão de 0,07 N. Foram realizadas três mensurações e a 

média aritmética calculada, definindo o valor de rugosidade. Foi 

utilizada como padronização a variação de mais ou menos 5% o 

valor da média. Após a padronização da rugosidade, os discos 

foram desinfetados por imersão em hipoclorito de sódio a 1% 

(HP1%), sob agitação constante, por 3 minutos, e em seguida 

lavados por 10 minutos com água destilada. 

 

Desenvolvimento e análise dos biofilmes 

Para a formação do biofilme, 20 discos de resina acrílica 

foram alocados em placa de 24 poços e expostos ao inóculo de C. 

albicans previamente ajustado. As placas foram incubadas sob 

agitação constante, a 37ºC, por 90 min, tempo correspondente à 

fase de adesão celular. Após, os discos foram transferidos para 

poços contendo meio YNB suplementado com 100 mM e mantidos 

por 24 horas a 37ºC para desenvolvimento do biofilme. Este 

processo foi repetido até o biofilme completar 48 horas [22]. 
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Completado 48 horas, o biofilme foi imerso por 10 minutos nos 

seguintes tratamentos: tampão fosfato-salino (PBS, controle 

negativo), hipoclorito de sódio 1% (HS 1%, controle positivo) ou 

ECA nas concentrações de CIM ou 5xCIM.  

A contagem celular foi realizada através de diluição decimal 

seriada. Para isto, o biofilme desenvolvido sobre os discos foram 

sonicados (7 Watts, 30 s) em solução salina para a desagregação 

celular. A suspensão obtida foi submetida à diluição decimal 

seriada, e o produto de cada diluição foi inoculado em placas de 

SDA em triplicata. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas. 

As colônias foram quantificadas visualmente sendo o resultado 

expresso em células/mL [22]. 

A atividade metabólica foi realizada pela análise colorimétrica 

da redução metabólica de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-

[(fenil amino) carbonila]-2H-tetrazolio hidróxido (XTT). Para isto, os 

biofilmes foram expostos a solução de XTT e incubados a 37oC por 

3 horas. Em seguida, o conteúdo de cada poço foi transferido e 

centrifugado (10.000 g, 5 min). A redução do XTT foi determinada 

pela absorbância registrada em espectrofotômetro (492 ƞm). 

 

Atividade citotóxica 

As linhagens imortalizadas de queratinócitos humanos 

HaCaT (CLS - Cell Lines Service, número 300493) e fibroblastos 

murinos NIH-3T3 (ATCC® CRL-1658), foram mantidos em estufa a 

37 ºC e 5% CO2 em atmosfera úmida, 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-1 de 

penicilina e 100 µg mL-1 de estreptomicina.  

O procedimento adotado foi desenvolvido com base na 

literatura [33]. Basicamente, o teste consistiu na inoculação dos 

queratinócitos (100µL/poço, 4x104 células/mL) e fibroblastos (100 

µL/poço; 3x104 células/mL) em placas de 96 poços e incubação em 

estufa (37 ºC, 5% CO2, atmosfera úmida) por 24 h (período de 

adesão celular). Posteriormente, todo o meio de cultura foi removido 

e as células foram expostas ao ECA nas concentrações de CIM, 

5xCIM e 10xCIM por 24 h e 48 h. Poços 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 solução salina para a 

introdução de novo meio de cultura DMEM/SFB acrescido de MTT 

(0.5%). As placas foram incubadas por 4 h (37°C, atmosfera úmida, 

5% de CO2) protegidas da luz. Após este período, o meio foi 

removido e adicionou-se dimetilsulfóxido 100% (DMSO) para a 

solubilização do corante permitindo leitura óptica a 550 nm. A partir 

dos valores de absorbância foram calculadas as porcentagens de 

viabilidade celular, considerando: %Viabilidade = TA / T1 x 100, 

sendo TA a média da absorbância da célula tratada (absorbância do 

branco da amostra) e T1 a absorbância da suspensão celular sem 

tratamento.  
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Efeito sobre a resina acrílica 

Um total de 20 discos foram imersos em (1) água 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 imersão foi trocado diariamente e os discos sempre 

mantidos com a mesma superfície submetida a acabamento voltada 

para cima. Após, os discos foram lavados em água destilada e 

secos em papel absorvente. Os testes foram realizados após 0, 7, 

14, 21 e 28 dias de imersão [22]. 

 

Avaliação de cor: 

Discos foram colocados sob um molde de silicone com um 

orifício, com o objetivo de adaptar um espectrofotômetro portátil 

(EasyShade Advance 4.0; Wilcos, Alemanha). Este molde foi 

utilizado a fim de proporcionar o reposicionamento preciso e 

medição da cor da superfície do disco. As medições de cor foram 

obtidas usando o sistema CIEL*a *b*. A alteração de cor total (ΔE) 

foi calculada a partir da seguinte equação: ΔE *=[(ΔL*)2 + (Δa*)2 + 

(Δb *)2]. Valores de ΔE < 3.7 foram considerados como clinicamente 

imperceptíveis [34].  

 

Avaliação de rugosidade: 

Para a análise da rugosidade de superfície, em cada discos 

foram realizadas três leituras em rugosímetro (Surfcorder SE 1700; 

Mitutoyo). A rugosidade de cada disco foi calculada pela média 

aritmética (µm). A alteração da rugosidade de superfície (ΔRa) foi 
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obtida pela diferença entre a rugosidade após imersão e valores 

iniciais de rugosidade (baseline). 

 

Análise estatística 

  Os resultados foram analisados estatisticamente pelo 

software SAS/LAB (SAS Software, versão 9.0; SAS Institute Inc., 

Cary, NC, EUA). A distribuição normal dos dados foi previamente 

ajustada e, quando necessário, os dados foram transformados 

conforme sugerido pelo software. Os dados referentes à contagem 

de células, atividade metabólica e viabilidade de queratinócitos e 

fibroblastos foram analisados pelo teste ANOVA one-way seguido 

do teste de Tukey, no qual o tratamento por imersão foi tratado 

como fator de estudo. Os dados de alteração de cor e rugosidade 

de superfície foram analisados por ANOVA two-way para medidas 

repetidas, seguido pelo teste de Tukey, no qual os períodos de 

tratamento e o tipo de imersão foram considerados fatores de 

estudo. O nível de significância foi estabelecido em 5% para todos 

os testes. 

 

RESULTADOS 

 

Caracterização do extrato 

Foi possível identificar 16 destes componentes baseado nos 

seus tempos de retenção e padrão de massa molecular. O 

compostos detectados em maior abundância foram o kaempferol e 

a quercetina, como descrito na Tabela 1. 



 Tabela 1. Descrição dos compostos obtidos após a caracterização 

química do C. ambrosioides por CLAE. 

aNão Identificado  

 [M-H] MSn Compound  
1 285 257 Kaempferol 
2 313 295 3’,4’-dimethoxyluteolin 
3 363 295; 277; 171  NIa 
4 387 163 p- coumaroyl acid derivative 
5 391 387;163 p- coumaroyl acid derivative 
6 295 162 NIa 
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 
11 495 431; 343 Digalloyl quinic acid 
12 499 431; 421; 385; 285 3,4-O-(E)-p-

coumaroylcaffeoylquinic acid 
13 531 417; 285 NIa 
14 563 431;285; 151 Kaempferol-O-ramosideo-

pentosídeo 
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 NIa 
20 623 447; 301 Quercetin (acyl) glucoronide-o-

rhaminoside 
21 695 593; 549; 430; 285 NIa 
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Testes de susceptibilidade 

 Tanto a CIM como a CFM do ECA observadas para as 

células planctônicas de C. albicans obtiveram o valor de 0.25 

mg/mL, demonstrando um padrão de comportamento fungicida. Os 

valores de fluconazol foram 0,5 µg/mL e > 64 µg/mL para CIM e 

CFM, respectivamente. 

 

Análise em biofilmes 

 Para os biofilmes de C. albicans, a exposição 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 biofilme (p < 0.0001), enquanto na 5xCIM alcançou 

quase uma completa erradicação do biofilme (> 99%), semelhante 

ao resultado obtido com HS1% (controle positivo, p > 0.05). 

Considerando os resultados da atividade metabólica, observou-se 

que também houve diferença entre controle negativo e ECA na CIM 

(p > 0.05), e na 5xCIM esta atividade foi reduzida para níveis muito 

próximos 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. Símbolos distintos (*, **, ***) indicam diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA one-way 

seguido do teste de Tukey, p < 0.05).  

Figura 2. Efeito do ECA na atividade metabólica do biofilme de C. 

albicans. Símbolos distintos (*, **, ***) indicam diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA one-way 

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

Tanto durante o período de 24 horas, quanto após 48 horas, 

queratinócitos e fibroblastos expostos ao ECA nas concentrações 

de CIM e 5xCIM apresentaram viabilidade celular similar ao grupo 

controle, não havendo diferença estatística entre estes (p > 0.05, 

Figure 3). A exposição ao ECA à concentração de 10xCIM foi capaz 

de reduzir significativamente a vibiliade de ambos os tipos celulares 

quando comparado ao grupo controle (p < 0.05, Figure 3). 

Figura 3. Atividade citotóxica do ECA em queratinócitos em 

diferentes concentrações após (A) 24 horas e (B) 48 horas de 

exposição. Atividade citotóxica do ECA em fibroblastos em 

diferentes concentrações após (C) 24 horas e (D) 48 horas de 

exposição. Símbolos distintos (*, ** ou ***) indicam diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA one-way 

seguido do teste de Tukey, p < 0.05. 
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Efeitos sobre a resina acrílica  

Considerando os valores de alteração de cor (ΔE), quando 

comparado ao grupo com água destilada foram observadas 

diferenças estatísticas tanto para as imersões em HS1% quanto no 

ECA, em todos os tempos de imersão (p < 0.05). Apesar desta 

variação, todos os valores de ΔE obtidos nas imersões no ECA 

foram inferiores que 3,7. Em contrapartida, alterações clinicamente 

perceptíveis foram detectadas no grupo com HS1% a partir do 21o 

dia de imersão (p < 0.05, Tabela 2). Quanto aos valores de 

rugosidade de superfície, não houve diferença estatisticamente 

significante entre o grupo com água destilada e o ECA na CIM ou 

5xCIM (p > 0.05, Tabela 3). Alterações significativas na rugosidade 

foram detectadas apenas no grupo HS1% após 28 dias de imersão 

(p < 0.05).  
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Tabela 2. Alteração de cor (ΔE) da resina acrílica após a imersão 

em ECA em diferentes intervalos de tempo (média ± desvio-padrão, 

n = 9). 

 

Grupo 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 

Água 

destilada 

1.09 ± 0.33 

(A,a) 

1.45 ± 0.27 

(A,a) 

1.54 ± 0.51 

(A,a) 

1.60 ± 0.24 

(A,a) 

HS 1% 3.12 ± 0.52 

(B,a) 

3.22 ± 0.87 

(B,a) 

3.89 ± 0.58 

(B,b) 

4.05 ± 0.99 

(B,b) 

ECA na CIM 2.46 ± 0.38 

(C,a) 

2.41 ± 0.56 

(C,a) 

2.53 ± 0.69 

(C,a) 

2.79 ± 0.76 

(C,a) 

ECA na 

5xCIM 

2.42 ± 0.45 

(C,a) 

2.70 ± 0.61 

(C,a) 

2.88 ± 0.77 

(C,a) 

3.13 ± 0.57 

(C,b) 

Letras maiúsculas distintas indicam diferença estatisticamente 

significante entre os grupos no mesmo tempo de imersão. Letras 

minúsculas distintas indicam diferença estatisticamente significante 

entre os diferentes tempos de imersão de um mesmo grupo 

(ANOVA de medidas repetidas seguida por teste de Tukey, p < 

0.05). 
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Tabela 3. Alteração da rugosidade de superfície (ΔRa) da resina 

acrílica após a imersão em ECA em diferentes intervalos de tempo 

(média ± desvio-padrão, n = 9). 

 

Grupo 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 

Água 

destilada 

0.09 ± 0.01 

(A,a) 

0.11 ± 0.03 

(A,a) 

0.13 ± 0.04 

(A,a) 

0.14 ± 0.04 

(A,a) 

HS 1% 0.10 ± 0.03 

(A,a) 

0.14 ± 0.09 

(A,a) 

0.25 ± 0.06 

(B,b) 

0.27 ± 0.07 

(B,b) 

ECA na CIM 0.09 ± 0.03 

(A,a) 

0.10 ± 0.04 

(A,a) 

0.13 ± 0.03 

(A,a) 

0.13 ± 0.05 

(A,a) 

ECA na 

5xCIM 

0.08 ± 0.02 

(A,a) 

0.13 ± 0.05 

(A,a) 

0.14 ± 0.07 

(A,a) 

0.14 ± 0.09 

(A,a) 

Letras maiúsculas distintas indicam diferença estatisticamente 

significante entre os grupos no mesmo tempo de imersão. Letras 

minúsculas distintas indicam diferença estatisticamente significante 

entre os diferentes tempos de imersão de um mesmo grupo 

(ANOVA de medidas repetidas seguida por teste de Tukey, p < 

0.05).  
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DISCUSSÃO 

 

 Sabe-se que as plantas utilizadas na medicina popular 

representam uma opção promissora para a prevenção e tratamento 

de infecções [18,22,23]. Em 2009, o Ministério da Saúde do Brasil 

elaborou a Lista Nacional de Plantas Medicinais de Interesse no 

Sistema de Saúde (RENISUS) que incentiva a pesquisa de plantas 

medicinais amplamente utilizadas na população brasileira, e a C. 

ambrosioides L. integra esta lista [35], motivando assim a 

identificação dos seus compostos e das suas atividades biológicas. 

Neste estudo, foi investigado pela primeira vez na literatura o efeito 

do extrato de C. ambrosioides em biofilmes de C. albicans 

desenvolvidos em resina acrílica, simulando uma condição de 

biofilme na superfície de uma prótese dental removível. Na tentativa 

de avaliar o potencial desta planta como um método auxiliar no 

controle da candidose associada à prótese, foi avaliado o efeito anti-

biofilme, o efeito tóxico em queratinócitos e fibroblastos, bem como 

possíveis efeitos deletérios que o ECA poderia ocasionar no 

substrato da resina acrílica.  

Através da caracterização química do ECA foi possível 

identificar a maior presença dos compostos kaempferol e 

quercetina, compostos pertencentes ao grupo dos flavonóides 

[19,36,37]. Os flavonóides apresentam diversas atividades 

farmacológicas, entre estas, potencial antimicrobiano e antioxidante. 

Estes compostos estão relacionados com a inativação de enzimas 

responsáveis pela adesão celular, o que provavelmente funciona 
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como seu mecanismo de ação antimicrobiana [38]. Além disso, 

sabe-se que os flavonóides têm potente ação antioxidante, o que 

explica sua capacidade de regular o sistema imune [39]. A 

quercetina e o kaempferol já 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 planctônicas ao ECA. 

Através deste teste, foram observados valores coincidentes de CIM 

e CFM (i.e. 0.25 mg/mL ou 250 µg/mL), evidenciando o potencial 

fungicida do extrato. Considerando os valores de CIM, existe uma 

classificação na literatura para a atividade antimicrobiana de 

produtos naturais que considera: inibidores fortes para valores de 

CIM <100 µg/mL, inibidores moderados para valores entre 100 e 

500 µg/mL, inibidores fracos para valores entre 500 and 1000 

µg/mL, e ausência de atividade para valores > 1000 µg/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].  

É importante ressaltar que os valores de CIM são obtidos em 

testes que avaliam a C. albicans em sua forma planctônica. Na 

cavidade oral, em especial, na superfície da prótese, estas células 

estão organizadas em biofilmes que, por sua complexidade 

estrutural, são relativamente mais resistentes à atuação de agentes 

antifúngicos [16]. Neste estudo, o efeito antifúngico do ECA foi 
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avaliado em biofilmes de C. albicans maduros (i.e. 48 horas de 

desenvolvimento), e o tempo de imersão de 10 minutos foi 

escolhido em função do tempo recomendado de imersão para o 

grupo controle positivo, o HS1% [8,9].  

Para o biofilme de C. albicans, foi possível observar que 10 

minutos de imersão no ECA na CIM foi suficiente para reduzir o 

número de células do biofilme comparado ao grupo controle 

negativo. Estes resultados podem ser atribuídos à presença da 

quercetina e do kaempferol na sua composição química, os quais 

apresentam potencial antifúngico reconhecido [38, 43-46]. Além de 

interferir diretamente no primeiro mecanismo de virulência do fungo, 

ou seja, a adesão celular [38], estes compostos também podem 

impedir o transporte de proteínas e ocasionar a ruptura da célula 

fúngica [45]. A redução da atividade metabólica dos biofilmes 

expostos ao ECA, como demostrado no ensaio de XTT, pode ser 

diretamente atribuído como consequência da redução do número de 

células viáveis, os quais geralmente seguem um padrão 

proporcional [47].  

Uma grande redução da viabilidade e atividade fúngica foi 

observada nos biofilmes expostos ao ECA na 5xCIM, apresentando 

uma tendência fungicida similar ao que foi encontrado no grupo com 

HS 1%. Tais resultados podem ser consequência da desagregação 

das células e inibição da capacidade de aderência celular. Ainda, é 

possível que a redução da atividade metabólica possa ter ocorrido 

devido ao estresse intracelular decorrente da ação do extrato 

quando em maior concentração [46]. 
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Considerando que a prótese dental permanece em íntimo 

contato com os epitélios orais, é de suma importância avaliar os 

possíveis efeitos tóxicos do ECA nestes tipos celulares, garantindo 

segurança em futuros estudos clínicos. De acordo com a  

International Standard Organization (ISO 10993-5) [48], 

concentrações que mantém a viabilidade celular menor que 70% 

podem ser consideradas como citotóxicos. Neste estudo, foi 

observado que, mesmo após 48 horas de exposição, queratinócitos 

e fibroblastos expostos ao ECA na CIM e 5xCIM apresentaram 

viabilidade celular similar ao grupo controle com PBS, um tampão 

reconhecido por ser atóxico em células humanas por sua 

capacidade osmorreguladora. Por outro lado, foi observado que a 

concentração de 10xCIM apresentou redução da viabiliade a níveis 

considerados tóxicos, e por isso esta concentração foi excluída dos 

demais testes empregados neste estudo. Assim, de acordo com 

estes resultados, as concentrações testadas apresentaram 

potencial antifúngico sem resultar em danos significativos às células 

do hospedeiro. 

Tem sido demonstrado que as principais desvantagens do 

uso de substâncias químicas auxiliares para controle do biofilme 

estão as alterações de cor e rugosidade que estas podem induzir na 

resina acrílica, o que está diretamente relacionado à longevidade e 

estética da prótese dental [5,8,22].  

Neste estudo, a alteração de cor foi investigada pelo sistema 

colorimétrico CIEL∗a∗b*, um sistema tridimensional uniforme que tem 

sido amplamente utilizado para determinar as diferenças cromáticas 
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traduzindo suas combinações em dados matemáticos [8,22]. Neste 

sistema, a alteração de cor (ΔE) é definida como a mudança de cor 

relativa entre avaliações de cores repetidas. Considerando que os 

valores de ΔE < 3,7 são considerados como clinicamente 

imperceptíveis [34], o ECA não causou uma alteração de cor 

significativa na resina acrílica mesmo após 28 dias de imersão.  

Possivelmente, o ECA não induziu interações químicas com 

a superfície da resina acrílica a ponto de degradar sua matriz 

orgânica e resultar em manchamento, o que provavelmente ocorreu 

com o grupo HS1% a partir do 21o dia. Apesar das concentrações 

investigadas serem visivelmente da cor verde, especula-se que 

suas moléculas cromogênicas sejam grandes o suficiente para 

apenas se depositarem na superfície da resina. Como a solução de 

imersão era trocada diariamente, acredita-se que a cada troca estas 

moléculas mais densas eram lavadas e, por isso, não ocasionaram 

qualquer alteração de cor visível.  

O efeito da água sobre a propriedade de cor das resinas 

acrílicas são relevantes do ponto de vista clínico, uma vez que a 

recomendação da imersão da prótese em água durante o período 

noturno (imersões “overnight”) é frequente. Porém, no tempo 

investigado não foi possível identificar qualquer alteração. 

Da mesma forma, o ECA não induziu mudanças 

significativas na rugosidade quando comparado ao grupo controle 

negativo com água destilada. Sabendo que a rugosidade é um fator 

crucial para a adesão de microrganismos na superfície acrílica, é de 

suma importância que as soluções químicas não alterem tal 
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propriedade, uma vez que superfícies rugosas podem favorecer a 

formação de biofilmes [5]. Dentre as soluções para controle químico 

do biofilme, o HS1% empregado em um protocolo de imersão por 

10 minutos é considerada a mais eficiente [8,49,50]. Apesar destes 

bons resultados, quando em regime prolongado, é capaz de 

degradar a matriz da resina acrílica ocasionando um efeito 

“clareador” e aumentar a porosidade da sua superfície [49], como 

confirmado no presente estudo. 

Embora 28 dias de imersão da resina no ECA pareça ser um 

curto período de tempo em comparação com a vida útil de uma 

prótese dental, entende-se que a exposição constante à solução a 

qual foi modificada todos os dias, pode envelhecer 

significativamente a matriz acrílica, criando uma situação 

desafiadora para o material testado. 

Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que o 

mastruz é uma possível fonte de substâncias bioativas que podem 

ser utilizadas futuramente na formulação de produtos que auxiliem o 

controle da candidose associada ao uso de próteses dentais. 

 

CONCLUSÃO 

 

A imersão da resina acrílica para prótese dental em extrato 

de C. ambrosioides (ECA) na sua concentração inibitória mínima foi 

efetiva na redução de biofilmes de C. albicans sem evidências de 

efeitos citotóxicos ou alteração da rugosidade e cor deste substrato.  
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