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CUNHA, B.G. Análise in vitro do extrato de citronela (Cymbopogon nardus) e de 

enxaguatórios bucais comerciais sobre propriedades físicas e microbiológicas de 

materiais utilizados na confecção de prótese tipo protocolo. 2017. Trabalho de dissertação 

de Mestrado – Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2017. 

RESUMO GERAL 

O uso de soluções enxaguatórias é uma ferramenta no controle de patologias relacionadas ao 

uso de próteses. A efetividade antimicrobiana e citotoxicidade de alguns enxaguatórios 

comercialmente disponíveis ainda são questionadas, tornando a fitoterapia uma alternativa a 

ser pesquisada. Sendo assim, este estudo teve como objetivos: 1) avaliar in vitro a eficácia de 

formulações à base do extrato de citronela (CN) em biofilmes monoespécie em formação e 

formado, sobre amostras de resina acrílica ativada termicamente (RAAT) e liga de níquel- 

cromo (LNC), contaminadas por S. aureus e C. albicans, simulando uma prótese protocolo 

em meio bucal, em comparação com dois enxaguatórios comerciais sem etanol (LT –  

Listerine Zero e CHX – Periogard sem etanol); 2) avaliar in vitro a citotoxicidade  das 

soluções em células epiteliais HaCat, simulando o contato com os enxaguatórios por 1 min; 3) 

avaliar, in vitro, o efeito de enxaguatórios bucais comerciais e da solução teste à base do óleo 

de CN a 10,9%, na alteração de rugosidade e cor de materiais utilizados na confecção de 

prótese tipo protocolo, sendo eles: duas marcas de dentes artificiais (DA - Trilux e Vivodent), 

RAAT e LNC. A alteração de cor da LNC não foi avaliada. Para o primeiro objetivo, após a 

obtenção da concentração bactericida/fungicida mínima (CBM/CFM) da CN contra S. aureus 

e C. albicans, foram confeccionadas amostras de RAAT e LNC. A CBM/CFM da CN foi 

multiplicada por 5x e 10x para a formulação de dois enxaguatórios. As superfícies das 

amostras com o biofilme em formação (4 h de adesão) e formado (24 h) foram submetidas à 

ação das soluções à base de CN, Periogard sem etanol (CHX) e Listerine Zero (LT). A 



simulação dos bochechos foi realizada em dois momentos diferentes, sendo a primeira 

simulação logo após o tempo de adesão de 4 h (biofilme em formação) e 24 h (biofilme 

formado), e a segunda simulação, 6 h após a primeira simulação, para cada microrganismo. O 

ensaio de citotoxicidade das soluções foi realizado em células epiteliais HaCat, simulando o 

contato com os enxaguatórios por 1 min e quantificado pelo método de MTT. Para a análise 

das propriedades físicas, amostras dos três materiais foram distribuídas em 6 grupos (n=10), 

de acordo com a solução enxaguatória: GI - Saliva artificial; GII - Periogard sem etanol;  GIII 

- Periogard com etanol; GIV - Listerine Zero; GV – Listerine Tartar Control; GVI - Solução

teste à base do CN à 10,9%, sendo submetidas à imersão e agitação por 180 min, simulando 

bochechos diários por 6 meses. A alteração de superfície das amostras foi avaliada em 

rugosímetro, no qual um grupo sem imersão foi utilizado como controle (GC); e a alteração 

de cor, em espectrofotômetro. Como resultados da ação antibiofilme das soluções testadas, 

observou-se que independente da superfície, todas as soluções impediram o desenvolvimento 

dos biofilmes de S. aureus e C. albicans, quando aplicados no início de sua formação (4 h). 

Para os biofilmes formados (24 h), todas as soluções diferiram dos respectivos controles, em 

resina ou metal, mostrando atividade contra biofilmes de S. aureus e C. albicans. CN 5x 

CBM/CFM e CN 10x CBM/CFM tiveram os melhores efeitos antibiofilme, não diferindo 

estatisticamente entre si, independente da superfície da amostra. Ambas as concentrações de 

CN tiveram efeito superior à CHX e LT, independente da superfície. Para os ensaios de 

citotoxicidade, todas as soluções diluídas em 50 e 25% causaram citotoxicidade celular. A 

partir da diluição de 3,12%, todas as soluções permitiram mais de 70% de viabilidade celular. 

Como resultados da alteração de cor foi possível observar que todas as soluções promoveram 

um ∆E acima de 3,3 para RAAT, valor considerado clinicamente inaceitável. Para os DA não 

foi notada nenhuma diferença estatisticamente significante em relação ao grupo controle. Para 

a análise de superfície, a rugosidade da RAAT foi alterada somente no grupo GIV –  Listerine 



Tartar Control, enquanto que não houve nenhuma alteração estatisticamente significante para 

os DA e LNC. Pode-se concluir que ambas as concentrações do enxaguatório à base de 

citronela tiveram os maiores efeitos antibiofilme, comparativamente às soluções comerciais 

sem etanol, contra S. aureus e C. albicans. Todas as soluções enxaguatórias foram citotóxicas 

nas suas concentrações iniciais, entretanto, após diluição seriada, considerando as 

concentrações dos princípios ativos dos enxaguatórios comerciais, CN teve o menor efeito 

citotóxico. A formulação teste à base de 10,9% de CN mostrou-se segura em seu uso como 

solução enxaguatória, no que se refere às propriedades físicas estudadas. 

Palavras-chave: Prótese total; resinas acrílicas; desinfecção; cymbopogon; teste de materiais; 

propriedades físicas; biofilmes; Staphylococcus aureus; Candida albicans. 
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CUNHA, B.G. In vitro analysis of citronella extract (Cymbopogon nardus) and 

commercial mouthrinses on physical and microbiological properties on materials used in 
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GENERAL ABSTRACT 

The use of mouthrinses is a tool in the control of pathologies related to the use of prostheses. 

The antimicrobial effectiveness and cytotoxicity of some commercially available mouthrinses 

are still questioned, making phytotherapy an alternative to be researched. Therefore, this study 

aimed: 1) to evaluate in vitro the efficacy of formulations based on the citronella extract (CN) 

in monospecific biofilms, in formation and formed, on samples of thermally activated acrylic 

resin (RAAT) and nickel-chromium (LNC), contamineted by S. aureus and C. albicans, 

simulating a protocol prosthesis in buccal medium, compared to two alcohol free commercial 

mouthrinses (LT - Listerine Zero and CHX - Periogard alcohol free); 2) to evaluate in vitro  

the cytotoxicity of solutions in HaCat epithelial cells, simulating contact with the mouthrinses 

for 1 min; 3) to evaluate in vitro the effect of commercial mouthrinses and the test solution 

based on the extract of CN at 10.9%, in the alteration of roughness and color of materials used 

in the manufacturing of protocol type prosthesis; i.e. two tooth marks (DA - Trilux and 

Vivodent), RAAT and LNC. The color change of the LNC was not evaluated. For the first 

objective, samples were prepared after obtaining the minimum bactericidal / fungicidal 

concentration (CBM / CFM) of CN against S. aureus and C. albicans, RAAT and LNC. The 

CN’s CBM / CFM was multiplied by 5x and 10x for the formulation of two mouthrinses. The 

surfaces of the samples with the biofilm in formation (4 h of adhesion) and formed (24 h) 

were subjected to the action of solutions based on CN, Periogard alcohol free (CHX) and 

Listerine Zero (LT). The simulation of mouthwashing was performed at two different 

moments; the first simulation after the time of adhesion of 4 h (biofilm in formation) and 24 h 



(formed biofilm), and the second simulation, 6 h after the first simulation, for each 

microorganism. The cytotoxicity assay of the solutions was performed on HaCat epithelial 

cells, simulating contact with the mouthrinse for 1 min and quantified by the MTT method. 

For the analysis of the physical properties, samples of three materials were distributed in 6 

groups (n = 10) according to the mouthrinse: GI - Artificial saliva; GII - Periogard alcohol 

free; GIII - Periogard with alcohol; GIV - Listerine Zero; GV- Listerine Tartar Control; GVI - 

Test solution based on CN at 10.9%, and submitted to immersion and agitation for 180 min, 

simulating daily mouthwashing for 6 months. The surface change of the samples was 

evaluated in a rugosimeter and the color change in a spectrophotometer. A group without 

immersion was used as control (GC). As a result of the antibiofilm action of the tested 

solutions, it was observed that, regardless of the surface, all solutions prevented the 

development of the biofilms of S. aureus and C. albicans, when applied at the beginning of its 

formation (4 h). For the formed biofilm (24 h), all solutions differed from the respective resin 

or metal controls, showing activity against biofilms of S. aureus and C. albicans. CN 5x CBM 

/ CFM and CN 10x CBM / CFM had the best antibiofilm effects, not statistically different 

from each other, regardless of the sample surface. Both CN concentrations presented a 

superior effect than CHX and LT, regardless of the surface. For cytotoxicity assays, all 

solutions diluted at 50 and 25% caused large cell cytotoxicity. From the 3.12% dilution, all 

solutions allowed more than 70% cell viability. From the results of the color change, it was 

possible to observe that all solutions promoted a ΔE above 3.3 for RAAT; a value considered 

clinically unacceptable. For DA, no significant statistical difference was observed in relation 

to the control group. For the surface analysis, RAAT roughness was altered only in the GIV - 

Listerine Tartar Control group, whereas there were no significant statistical alterations for the 

DA and LNC. It can be concluded that both concentrations of citronella-based mouthrinse had 

the  highest  antibiofilm  effects  compared  to  commercial  alcohol  free  solutions  against S. 



aureus and C. albicans. All commercial mouthrinses were cytotoxic at their initial 

concentrations, however, after serial dilution, considering the concentrations of active 

principles of commercial mouthrinses, CN had the lowest cytotoxic effect. The test 

formulation based on 10.9% CN was safe in its use as a mouthrinse solution in respect of the 

physical properties studied. 

Key-words: Denture; acrylic resins; disinfection; cymbopogon; material testing; physical 

properties; biofilms; Staphylococcus aureus; Candida albicans. 
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É fato que o uso de próteses dentárias favorece a retenção de biofilme e alimentos. 

Vários fatores físicos são importantes na colonização microbiana de superfícies sólidas, como 

a rugosidade da superfície, a hidrofobicidade e a composição química da superfície do 

material, constituindo-se em regiões preferenciais de colonização de determinados 

microrganismos.1,2  A prótese tipo protocolo é uma modalidade de tratamento desenvolvida 

para reabilitar pacientes desdentados totais com implantes osseointegrados e uma prótese total 

fixa aparafusada aos implantes. Esta modalidade de reabilitação não permite que o paciente a 

retire da cavidade oral para higienização. Portanto, o profissional tem que dar condições para 

que o mesmo realize sua correta higienização intra-oral e a mantenha livre do acúmulo de 

biofilme microbiano. 

Duas classes de materiais são utilizadas na confecção de uma prótese do tipo 

protocolo: as ligas metálicas e as resinas acrílicas, na forma de base acrílica da prótese e 

dentes artificiais. Como infra-estrutura deste tipo de prótese, barras metálicas são 

confeccionadas em ligas de cobalto-cromo (CoCr), níquel-cromo (NiCr) e titânio (Ti). As 

ligas de NiCr apresentam custo reduzido e propriedades mecânicas favoráveis, como alta 

dureza e módulo de elasticidade superior ao das ligas nobres, permitindo assim, fundições 

mais delgadas e rígidas, com boa resistência à deformação, além de boa resistência à corrosão 

devido à formação de uma fina camada de óxido de cromo sobre a liga, tornando-a estável 

quimicamente às trocas iônicas, embora fatores ambientais da cavidade bucal, agindo sobre a 

superfície dos metais possam contribuir para o aparecimento da corrosão.3 Esses fatores 

ambientais, agindo em conjunto, podem desencadear alterações na superfície dessas ligas,  

com o surgimento de corrosão e rugosidade superficial.4 

Esta barra metálica é revestida posteriormente por uma base acrílica 

(polimetilmetacrilato, PMMA), normalmente uma resina acrílica ativada termicamente 

(RAAT) e pelos dentes artificiais. Dentre as propriedades requeridas nestes materiais, aquelas 
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relacionadas com a superfície, como a rugosidade, são de grande importância clínica, já que 

facilitam o acúmulo de biofilme e manchamento.1 A redução da rugosidade de superfície 

resulta em um retardamento da formação e maturação do biofilme. Embora a rugosidade e 

energia de superfície atuem conjuntamente, a influência da rugosidade é dominante.5 A 

importância de ambos os parâmetros justifica a necessidade de superfícies lisas.5-7
 

É preconizado valores de rugosidade próximos ou inferiores a 0,2 µm, para dificultar a 

adesão microbiana. Uma superfície lisa é mais resistente à contaminação por 

microrganismos.8,9 Um dos principais requisitos para que uma prótese total seja considerada 

satisfatória é que a  superfície que fica em  contato com  a mucosa jugal  esteja bastante    lisa. 

Assim, o polimento da base da prótese (PMMA) e a manutenção de sua lisura, contribuem 

para o conforto do paciente, estética agradável e também para que seja minimizada a retenção 

de microrganismos na superfície da mesma. Dessa forma, qualquer procedimento que altere a 

rugosidade de superfície do material irá influenciar diretamente na adesão de microrganismos, 

uma vez que a presença de irregularidades funciona como abrigo microbiano, aumentando a 

probabilidade  destes  microrganismos  permanecerem  nas  superfícies,  mesmo  depois    dos 

procedimentos convencionais de limpeza.1,7,10
 

A estética também é um fator muito importante a ser considerado na reabilitação oral, 

seja por meio de próteses totais, parciais removíveis e sobre implantes.11 A estabilidade da cor 

dos dentes artificiais e da base protética é um dos objetivos almejados pelo cirurgião-dentista, 

tornando-se imprescindível que ela se mantenha ao longo do tempo para se conseguir sucesso 

e longevidade da reabilitação oral.12 Dessa forma, os enxaguatórios bucais não deveriam 

acarretar alterações nesta propriedade física dos materiais relacionados com a prótese. 

A manutenção das próteses implanto-suportadas está diretamente relacionada à 

longevidade do tratamento proposto, e desta forma, entende-se que a higiene oral e/ou 

acompanhamento   insuficientes   podem   levar   à   formação   de  biofilme  em componentes 
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protéticos, o qual dará início a uma resposta imune inflamatória, podendo ocasionar desde 

uma mucosite peri-implantar até uma peri-implantite, com consequente perda do suporte 

ósseo peri-implantar e uma estomatite protética.13,14 Deste modo, a manutenção do tratamento 

relaciona-se diretamente aos cuidados do dentista e do próprio paciente.15 Estudos mostram 

que outras patologias podem estar associadas ao biofilme da prótese, como por exemplo, 

infecções gastrointestinais e pulmonares, principalmente em pacientes imunossuprimidos ou 

idosos, pela deglutição e aspiração contínua de microrganismos do biofilme da prótese.16,17
 

Dentre os microrganismos presentes na microbiota oral, os do gênero Candida estão 

normalmente presentes, e geralmente não causam doença. Porém, sob certas circunstâncias, 

estes podem agir como agentes infecciosos, causando o aparecimento de candidíase, inclusive 

em pacientes submetidos à quimioterapia.18-20 Também foi relatado que a C. albicans é 

responsável por 70% dos casos de estomatites protéticas.21-23 Alguns estudos também 

detectaram a presença de Candida spp. em sítios de peri-implantites.24,25
 

Outra espécie de microrganismo relacionada com infecções protéticas é a do 

Staphylococcus. O Staphylococcus aureus vive principalmente nas superfícies das mucosas e 

tem sido considerado um dos mais versáteis e perigosos patógenos humanos, tendo habilidade 

para se aderir em superfícies de polímeros.26-28 Uma série de estudos clínicos identificaram 

níveis elevados de S. aureus dentro de bolsas peri-implantares supurativas e com 

sangramento, exibindo uma específica afinidade por superfícies de titânio.29-33
 

O controle de formação de biofilme é muito importante para manter a saúde geral e da 

cavidade oral dos portadores de próteses. Isto deve ser promovido por meio de técnicas diárias 

de higienização, realizadas pelo próprio paciente. Essa rotina de higiene deve ser realizada por 

meio de técnicas de limpeza mecânica, e por meio de enxaguatórios bucais, visto que a 

prótese do tipo protocolo não pode ser removida da boca pelo paciente, para realização de 

desinfecção com produtos químicos. Dessa forma, soluções de bochecho devem ser utilizadas, 
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dentre elas, a solução de clorexidina a 0,12% (com e sem etanol).34-35 Entretanto, o uso da 

clorexidina tem que ser indicado com cautela, visto que existem efeitos adversos quando 

utilizada em longo prazo, como por exemplo, o manchamento de dentes artificiais e os 

materiais da base da prótese, alteração do paladar, citotoxicidade, além de descamação da 

musoca oral e reações anafiláticas em casos mais severos de hipersensibilidade.36-42
 

Outra opção comercialmente disponível para esta finalidade é o Listerine, que pode ser 

encontrado também em duas formulações, sem etanol (Listerine Zero) e com etanol. A 

primeira é uma solução enxaguatória composta por óleos essenciais como timol, eucaliptol, 

mentol, salicilato de metila, e a segunda contém cloreto de zinco (além dos óleos essenciais da 

versão sem etanol), com boa eficácia antimicrobiana e redução da formação de cálculo.43-45 

Estudos  sobre  sua  influência  na  alteração  de  superfície  e  cor  dos  materiais  usados    na 

confecção de prótese necessitam ser realizados. No que diz respeito ao produto sem etanol, 

existem poucos estudos na comprovando sua eficácia antimicrobiana e nenhum estudo 

mostrando seus efeitos sobre as propriedades dos materiais.46,47
 

Dessa forma, a busca de métodos alternativos de desinfecção, com soluções que não 

alterem as propriedades do material e que sejam inertes para o seu portador torna-se essencial. 

A fitoterapia, sendo de baixo custo e fácil utilização, destaca-se como alternativa a ser 

pesquisada, dada a escassez de estudos em Odontologia. A planta conhecida como citronela 

(Cymbopogon nardus) é utilizada para a extração de óleo essencial, muito utilizado como 

repelente de insetos, tendo como principais componentes químicos, o citronelal, geraniol e o 

citronelol,   que   são   antissépticos,   daí   seu   extenso   uso   em   sabões   e     desinfetantes 

domésticos.48,49  Estudos mostram sua efetividade tanto em uso isolado quanto sinergicamente, 

com uma boa eficácia antimicrobiana e bons resultados de citotoxicidade em certas 

concentrações.48,50,51 Como por exemplo, seu uso como agente desinfetante de próteses buco- 

maxilo-faciais.52,53    Nesse  sentido,  a  citronela  é  considerada  como  uma  planta  de    ação 
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antibacteriana e antifúngica potencial, abrindo novas perspectivas de controle de infecção 

humana. Com base nestas informações, percebe-se a necessidade da realização de estudos que 

investiguem a sua ação antibiofilme e sua ação na alteração das propriedades dos materiais 

utilizados na confecção de próteses. 

A primeira hipótese testada foi a de que a solução teste à base de citronela teria uma 

eficácia semelhante às soluções enxaguatórias comerciais sobre os biofilmes. E que seu efeito 

citotóxico seria menor ou igual em relação aos produtos comerciais. A segunda hipótese foi a 

de que a solução enxaguatória à base de citronela não promoveria danos às propriedades 

físicas dos materiais testados. 

*Referências em ANEXO A
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CONCLUSÃO 

Os resultados do presente estudo permitem concluir que as soluções enxaguatórias 

promoveram alteração de cor nos materiais odontológicos testados, após 6 meses de 

simulação de bochechos. Entretanto, nenhuma das soluções enxaguatórias promoveram 

alteração de rugosidade nos materiais testados, acima dos valores considerados críticos. 

A formulação teste à base de 10,9% de CN mostra-se segura em seu uso como solução 

enxaguatória, no que se refere às propriedades físicas estudadas. 
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