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RESUMO 

O presente estudo tem como objetivo avaliar in vitro os parâmetros químicos e de citotoxicidade 

seletiva dos extratos hidroalcoólicos da graviola (Annona muricata L.) casca (EGC) e fruto (EGF) 

e Cajá (Spondias mombin L.) casca (ECC) e fruto (ECF), bem como verificar a atividade 

antimicrobiana dos mesmos sobre Candida spp., Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e 

Porphyromonas gingivalis. A análise dos parâmetros químicos foi realizada por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A citotocixidade seletiva foi avaliada através 

do teste MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-brometo de tetrazólio) e as análises 

microbiológicas dos extratos foram determinadas pelos métodos de microdiluição buscando a 

concentração inibitória mínima (MIC), e a determinação da concentração fungicida e bactericida 

mínima (MFC / MBC). As análises de rendimento, CG-EM, MIC, MFC e MBC atenderam aos 

parâmetros de normalidade e foram analisadas por meio de Two-Way Anova e o MTT por meio de 

Bonferroni com p < 0,05. Foram observados os melhores rendimentos para EGC (18,50%) e ECC 

(14,68%). Os compostos químicos majoritários presentes nos extratos foram do grupamento éster. 

No ensaio de MTT, no tempo de 24h, o EGF apresentou menor citotoxicidade que a clorexidina 

(p<0,05), enquanto que em 48h, o ECC apresentou menor citotoxicidade que ECF, nistatina e 

clorexidina (p<0,05). A MIC para os extratos hidroalcoólicos de casca e fruto de ambas as espécies 

vegetais frente a Candida spp. foi de 8 mg/mL, já para todas as bactérias periodontais apenas o ECC 

foi efetivo na concentração de 8 mg/mL. Os extratos não demonstraram atividade fungicida e o ECC 

apresentou ação bactericida na concentração de 8 mg/mL. Pode-se concluir que os extratos da casca 

e fruto do cajá e da graviola apresentaram baixa atividade antimicrobiana frente aos 

periodontopatógenos e às células de Candida spp. e não demonstraram atividade fungicida nas 

concentrações avaliadas. Entretanto o ECC apresentou atividade bactericida, podendo ser 

considerado alternativa viável como antibiótico devido a menor toxicidade comparada aos fármacos 

disponíveis comercialmente. 

 

Palavras-chave: Candida spp., microrganismos periodontais, atividade antimicrobiana, extratos 

vegetais. 

 

ABSTRACT 

The present study aims to evaluate in vitro selective cytotoxicity and chemical parameters of 

hydroalcoholic extracts of cajá’s (Spondias mombin L.) peel (ECC) and fruit (ECF) as well as 

soursop’s (Annona muricata L.) peel (EGC) and fruit (EGF), in addition to verifying their 

antimicrobial activity on Candida spp., Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, and 

Porphyromonas gingivalis. The chemical parameters analysis was performed by gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The selective cytotoxicity was evaluated by the 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay and the 

microbiological analyses of the extracts were determined by microdilution methods seeking 

minimum inhibitory concentration (MIC) and determination of minimum bactericidal/fungicidal 

concentration (MBC/MFC). Performance analyses, CG-EM, MIC, MFC, and MBC attended the 

normality parameters and were analyzed by Two-Way ANOVA, with MTT using Bonferroni and 

p<0.05. The best performances were seen on EGC (18.50%) and ECC (14.68%). The majority of 

chemical compounds in the extracts were of the ester group. On the MTT assay, in 24 hours, EGF 

showed less toxicity than chlorhexidine (p<0.05), whereas in 48 hours, ECC showed less 

cytotoxicity than ECF, nystatin, and chlorhexidine (p<0.05). The MIC for hydroalcoholic extracts 

of peel and fruit on both vegetal species used in Candida spp. was 8mg/mL. However, when it came 

to all the periodontal bacterias, only ECC was effective using 8mg/mL concentration. The present 

extracts didn’t show fungicidal activity and ECC showed bactericidal activity using 8mg/mL 

concentration. It can be concluded that the extracts from peel and fruit of both cajá and soursop 
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showed little antimicrobial activity towards periodontal pathogens and Candida spp. cells, and also 

no fungicidal activity in the evaluated concentrations. Nevertheless, ECC did show bactericidal 

activity, which can be considered as a viable antibiotic alternative due to less toxicity when 

compared to commercially available drugs. 

 

Keywords: Candida spp., periodontal microorganisms, antimicrobial activity, vegetal extracts. 

 

 

1 INTRODUÇÃO  

As doenças periodontais são descritas como um conjunto de processos inflamatórios e 

infecciosos desencadeados e perpetuados por bactérias gram-negativas como Porphyromonas 

gingivalis, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum que colonizam o biofilme dental 

subgengival e estimulam uma resposta imune cuja consequêcia é a destruição da matriz extracelular 

(Kouidhi et al., 2015; Casarin et al., 2017) e dos tecidos de suporte (Zandbergen et al., 2013; 

Hajishengallis, 2014). 

A doença evolui continuamente com períodos de exacerbaçaõ e de remissaõ, resultando de 

uma resposta inflamatória e imune do hospedeiro à presença de bactérias e os seus produtos (Maia 

et al., 2017). Os antimicrobianos indicados para o tratamento das periodontites pertencem aos 

seguintes grupos: penicilinas, tetraciclinas, macrolídeos, quinolonas e nitroimidazólicos (Keestra et 

al., 2014; Jepsen & Jepsen, 2016). 

Dentre os patógenos orais vulneráveis a alterações da hemostasia do hospedeiro encontra-se 

as leveduras do gênero Candida, presentes na cavidade bucal, principalmente na saliva e no biofilme 

dental (Kanagalingam et al., 2015). O tratamento convencional das candidíases consta da utilização 

de antifúngicos azólicos e poliênicos (Perlin et al., 2017; Vipulanandan et al., 2018), porém relatos 

na literatura demonstram a resistência de algumas leveduras a certos antifúngicos sintéticos 

utilizados em seu tratamento (Arendrup & Patterson, 2017; Dartevelle et al., 2018). 

O tratamento dessas doenças bucais e a busca por menores efeitos colaterais são fatores que 

impulsionam a pesquisa de terapias alternativas complementares para o controle de afecções orais. 

Nesse contexto, cresce o interesse por compostos de origem natural, que apresentem efetividade, 

eficácia e menor toxicidade seletiva (Furletti et al., 2011). 

Os estudos etnobotânicos e etnofarmacológicos podem proporcionar diversos avanços na 

ciência farmacêutica e no descobrimento de novos princípios ativos (Atanasov et al., 2015), além 

de promover a preservaçaõ da biodiversidade e o uso local das plantas em combinaçaõ com os 

fármacos já conhecidos (Cordeiro & Félix, 2014). Dentre os materiais vegetais com atividade 

antimicrobiana referenciados pela literatura estão o cajá e a graviola. 
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A graviola (Annona muricata L.)  apresenta uma longa e rica história em fitoterapia (Patel 

& Patel, 2016), possuindo 212 compostos fitoquímicos isolados, que foram descobertos a partir de 

extratos preparados de diferentes partes da planta (Rady et al., 2018). Estudos ao longo dos anos 

demonstraram que os extratos de folhas, casca, raiz, caule e sementes de frutas de Annona muricata 

possuem atividade anti-bacteriana (Biba et al., 2014), contra alguns patógenos orais e Candida 

albicans (Pai et al., 2016; Olugbuyiro et al., 2017). 

O Cajá (Spondias mombin L.) é uma fruta que consta de poucos dados científicos 

encontrados na literatura, quanto suas propriedades medicinais (Mattietto et al., 2010), no entanto, 

foram descritos efeitos antibacterianos, sem evidencias no potencial contra leveduras e bactérias 

orais. Ainda apresenta atividades antivirais e antifúngicas (Maduka et al., 2014; Temitope et al., 

2017) sendo crescente o estudo da utilização do cajá como antimicrobiano de amplo espectro 

(Adegoke et al., 2016). 

Nesse contexto, é de suma importância o estudo de novos métodos terapêuticos alternativos 

e compostos naturais que sejam igualmente eficazes, com menor toxidade e melhor 

biocompatibilidade (Cruz et al., 2018), para uso na prevenção e tratamento da candidíase e das 

doenças periodontais. Dessa forma, a hipótese nula do presente trabalho estabelece que os extratos 

de cajá e graviola são antimicrobianos mais eficazes e menos citotóxicos do que a clorexidina e a 

nistatina. 

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro os parâmetros químicos, 

microbiológicos e de citotoxicidade dos extratos hidroalcoólicos da graviola (Annona muricata L.) 

casca (EGC) e fruto (EGF) e Cajá (Spondias mombin L.) casca (ECC) e fruto (ECF), contra 

patógenos periodontais e Candida spp. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS  

Caracterização do local do estudo 

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de ética em Pesquisa da FHO|Uniararas 

(CEUA) sob parecer de número 090/2017. A ordem da execução das metodologias esta descrita no 

fluxograma representado pela figura 1. 
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Figura 1. Metodologia das fases experimentais da presente pesquisa. 

 
 

Material Vegetal  

As frutas das quais foram produzidos os extratos de graviola (Annona muricata L.) e Cajá 

(Spondias mombin L.), foram adquiridos junto a CEASA-PE, localizada na cidade do Recife-PE. 

 

Metodologia para obtenção dos extratos hidroalcoólicos 

Após a identificação e confirmação científica das espécies das frutas, a polpa e a casca das 

mesmas foram submetidas a maceração e mantidas em solução hidroalcoólica (30:70) por 7 dias 

para extração por exaustão dos compostos ativos dos respectivos produtos e depois filtradas com 

papel filtro Whatman 0,5 µm. Após filtração a solução foi destilada com evaporador rotativo 

(destilação a vácuo) e depois incubada a 37°C para constatação de alguma contaminação (Carrera 

et al., 2014). 

 

Análises Químicas  

Análise dos extratos de graviola (Annona muricata L.) e Cajá (Spondias mombin L.), 

Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas (CG-EM) 

 As análises por CG-EM dos extratos hidroalcoólicos foram feitas de acordo com o método 

modificado descrito por Markham et al. (1996) e Proestos et al. (2006). Foi necessário realizar a 

derivatização com o composto N-metil-N-(trimetilsilil) - acetamida trifluor (MSTFA) para que o 

cromatógrafo conseguisse exibir os compostos químicos presentes nos extratos brutos das plantas 

medicinais de graviola e cajá. Alíquotas de 400 µL de cada amostra foram colocadas dentro de 

“vials” de vidro e adicionados 1 mL de uma solução de trimetilsilil para silanização. As amostras 

foram analisadas em um cromatógrafo a gás (HP - 6890, Agilent Technologies) acoplado a um 
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espectrômetro de massas (HP - 5975, Agilent Technologies), equipado com uma coluna capilar DB-

5MS (J&W Scientific, Palo Alto, CA; 30 m x 0,25 mm x 02,5 µm). Detetor operando a 70 eV no 

modo “scan” (m/z 40 - 400). A programação de temperatura foi de 50º C (0,3 minutos) a 285º C (15 

minutos), com um incremento de 6º C/min. As amostras (0,5 µL) foram injetadas por um auto-

injetor, utilizando a técnica de injeção “splitless”. A integração foi feita através do software 

específico do equipamento. Terpenos e sesquiterpenos foram identificados por comparação com os 

dados obtidos do CG-EM e de padrões autênticos metilados e eluídos nas mesmas condições. Os 

outros compostos químicos foram identificados por comparação com os dados do espectro de 

massas da biblioteca do equipamento (Nist - 2011). 

 

Análise de CItotoxicidade 

Ensaio de viabilidade celular pelo teste de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-

difeniltetrazólio] 

O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazólio é reduzido por células 

metabolicamente ativas, em parte pela ação das enzimas desidrogenases mitocondriais para gerar 

equivalentes redutores tais como NADH e NADPH, levando a formação intracelular do sal de 

formazan, proporcional ao número de células funcionais (Mosmann, 1983; Tanasiewicz et al., 

2017). Fibroblastos NIH/3T3 (29ª passagem) foram plaqueados em triplicata na quantidade de 

10x103 células por poço, em placas de 96 poços, sendo incubados com meio de cultivo completo 

(DME+15% de soro fetal bovino), com adição dos extratos de graviola (fruta e casca) ou adição dos 

extratos de cajá (fruta e casca). As culturas foram mantidas sob atmosfera úmida a 37°C contendo 

5% de CO2 durante 24h. Como controle positivo, foi utilizado meio de cultivo completo e 

fibroblastos NIH/3T3 (1x103 células por poço); para o controle negativo, foi utilizado adição de 

DMSO 50% (dimetilsulfóxido) ao meio de cultivo completo. Após 24h e 48h, foi adicionado 180 

μL de meio DME sem vermelho de fenol e 20 μL de MTT 0,5% em DMPBS (5 mg/mL), seguindo 

para incubação por 3h protegido da luz, em estufa a 37°C contendo 5% de CO2. Após a retirada do 

MTT, foram adicionados 200 µl de DMSO para dissolver os cristais de formazan formados. A 

absorbância em cada poço foi medida a 540 nm em leitor de microplacas. Para a análise da 

proliferação celular, os valores de absorbância menores que as do controle positivo indicaram uma 

redução da taxa de proliferação celular (Krishnan et al., 2014; Mohammadi-Khanaposhtani et al., 

2015; Qiao et al., 2014). Para o cálculo da viabilidade celular, foi utilizada a seguinte fórmula: 
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Análises Microbiológicas 

Meios de cultura 

  O meio utilizado para manutenção das leveduras para as Candida spp. foi Ágar Saboraud 

Dextrose e para os testes de atividade antifúngica, foi utilizado o meio RPMI 1640. Para bactérias 

foram utilizados para manutenção os seguintes meios de cultura: Brain Heart Infusion Agar (BHI 

Ágar) para a cepa P. intermedia e Ágar Sangue para F. nucleatum e P. gingivalis.  O meio utilizado 

para os testes microbiológicos foi utilizado caldo BHI 

 

Microrganismos 

As leveduras selecionadas considerando-se a composição da microbiota oral e cuja atuação 

pode ser um patógeno oportunista, foram Candida albicans CBS 562, Candida dubliniensis CBS 

7987, Candida tropicalis CBS 94. As bactérias foram selecionadas de acordo com a composição 

microbiana dos biofilmes orais e dos principais microrganismos relacionados à gengivite, sendo 

Prevotella intermedia ATCC 25611, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 e Porphyromonas 

gingivalis ATCC 33277.  

 

Avaliação da atividade antimicrobiana 

Preparo de inóculo de leveduras e bactérias  

O preparo dos inóculos para os testes de susceptibilidade foram realizados através do método 

de microdiluição seguindo as recomendações do protocolo M27-A2 para fungos (CLSI, 2002) e o 

protocolo M7-A6 para bactérias (CLSI, 2005). Culturas de leveduras e bactérias de 24 horas foram 

preparadas e adicionadas em solução salina (0,85%) esterilizada (5 mL), ajustando sua absorbência 

entre 0,08 à 0,10 a 625 nm, originando uma concentração equivalente a 1,5 x 106 céls/mL para 

leveduras e 1,5 x 108 céls/mL para bactérias. Foi realizada a diluição seriada obtendo-se ao final da 

mesma concentração de 1,5 x 103 céls/mL para leveduras e 1,5 x 106 céls/mL para bactérias, 1 mL 

foi adicionado em 500 μL de meio RPMI 1640 cultura (Meck, Alemanha), estabelecendo-se uma 

concentração de 1 x 103 céls/mL de leveduras e 500 μL de meio caldo BHI  1 x 105 céls/mL de 

bactérias. Nos poços de placa de Elisa inoculados resultando em uma concentração de 5 x 103 

céls/mL de leveduras e 5 x 105 céls/mL de bactérias. 

 

 



Brazilian Journal of Development 
 

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 9, p. 66772-66793, sep. 2020.    ISSN 2525-8761 

 
 

66779  

Determinação de Concentração Mínima Inibitória (MIC) 

A concentração mínima inibitória foi determinada pelo método de microdiluição (CLSI, 

2002; CLSI, 2005). Em uma microplaca esterilizada de 96 poços foram depositados 100 μL dos 

meios de cultura citados acima, sendo a coluna de 12 utilizada para os controles do microrganismo 

e de esterilidade do meio de cultura. Na coluna 1 - Linha foi acrescentado 50 μL da solução do 

material a ser testado, de concentração conhecida (uma concentração diferente para cada número de 

coluna), sendo estes referentes ao controle de esterilidade das amostras. Em seguida, 100 μL dos 

mesmos materiais foram adicionados na linha B, o conteúdo dos orifícios homogeneizados com o 

meio e transferido para o orifício da linha seguinte (C), repetindo-se este procedimento até linha H, 

de modo a obter uma concentração decrescente do material. Os 100 μL finais foram desprezados. 

Em seguida foram adicionados 100 μL do inóculo do microrganismo avaliado, cuja turvação foi 

comparada à escala MC Farland 0,5, seguido de diluição para concentração final de 10³ céls/mL de 

leveduras e 5x105 células/mL para as bactérias. As placas foram seladas com Parafilm® e incubadas 

por 24-48 horas à 37º C em aerobiose para as leveduras e anarobiose para as bactérias. Após este 

período as placas foram avaliadas e a MIC definida como a menor concentração do material capaz 

de impedir o crescimento dos microrganismos. Os ensaios foram realizados em triplicata de 

experimentos independentes. 

 

Leitura dos Resultados  

Após o período de incubação foram adicionados 50μL da solução de CTT (corante) e as 

placas reincubadas por 3 horas. A MIC foi definida como a menor concentração da amostra, capaz 

de impedir o aparecimento de coloração vermelha, conferida ao meio quando as células 

apresentarem atividade respiratória. Foram realizadas leituras das placas no início e final de cada 

ensaio e, leitura de microplacas de Elisa (ASYS) para confirmação da presença ou ausência de 

crescimento microbiano (CLSI, 2002; CLSI, 2005). 

 

Determinação de Concentração Fungicida (MFC) e Concentração Bactericida (MBC)  

As determinações da Concentração Fungicida (MFC) e da Concentração bactericida (MBC) 

foram realizadas após a seleção da concentração dos extratos de Cajá (Spondias mombin L.) e 

graviola (Annona muricata L.) com potencial para uso fungicida e bactericida, conforme descrito 

no item anterior. A atividade foi confirmada através do plaqueamento do material do poço 

correspondente à MIC e os demais acima deste, em meio de cultura específico. Após 24h de 

incubação em estufa a 37°C os resultados foram obtidos. A MFC e a MBC foram definidas como 
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as concentrações capazes de não promover nenhum crescimento microbiano em meio de cultura 

sólido específico (CLSI, 2002; CLSI, 2005). Os ensaios foram realizados em triplicata de 

experimentos independentes. 

 

Análise estatística 

Para estatística descritiva, e após a análise de teste de normalidade foi determinado se os 

testes são paramétricos e não paramétricos, elaboração de tabelas, gráficos e regressões, foram 

utilizados os programas estatísticos Biostat 5.3 e Statistica 10.0. Para as análises de MTT foram 

realizados o teste de Two-Way Anova seguido pelo teste Bonferroni. 

 

3 RESULTADOS  

Rendimentos dos Extratos Hidroalcóolicos 

Os dados, massa do fruto utilizado, rendimento em extrato hidroalcoólico e estão 

apresentados na Tabela 1. 

 

TABELA 1: Rendimento em extrato hidroalcoólico (EH) dos frutos estudados. 

 

Análise Química dos extratos hidroalcoólicos vegetais 

A identificação da composição química dos extratos hidroalcoólicos das cascas e frutos da 

graviola (Annona muricata L.) e Cajá (Spondias mombin L.) foi realizada através da CG-EM, onde 

estão representados seus cromatogramas na figura 2 e os compostos que foram possíveis de serem 

identificados estão descritos na tabela 2. A maioria dos compostos identificados estão dentro do 

Grupamento químico dos ésteres que apresentam comprovada atividade antimicrobiana, revelada 

na literatura (Wemmenhove et al., 2016; Díaz De Rienzo et al., 2016). 

 

 

 

 

 

Planta medicinal Família 
nome 

popular  
parte do fruto 

siglas dos 

extratos 

rendimento  

EH 

Annona muricata L. Annonaceae Graviola casca EGC 18,50% 

Annona muricata L. Annonaceae Graviola  fruto EGF 7,33% 

Spondias mombin L. Anacardiaceae Cajá casca ECC 14,68% 

Spondias mombin L. Anacardiaceae Cajá fruto ECF 10,14% 
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FIGURA 2. A - Comatograma ECC; B - Comatograma ECF; C - Comatograma EGC; D - Comatograma EGF; E – 

Comatograma expandido (7 – 27 min) EGC. 

 
 

 

TABELA 2: Identificação dos compostos majoritários presentes nos extratos hidroalcoólicos estudados. 

tR = tempo de retenção em minutos.    % rel.= percentual relativo. 

 

Avaliação de Citotoxicidade 

Através da análise (figura 3) foi possível observar que houve redução da viabilidade celular 

com a utilização dos extratos vegetais. O EGF no tempo de 24h apresentou 30% de viabilidade 

celular, sendo a maior observada nesse período, enquanto a clorexidina foi a substância que 

apresentou a menor viabilidade celular para o mesmo intervalo de tempo (p< 0,05). No intervalo de 

48h, o ECC apresentou 35% de viabilidade celular, sendo a maior observada neste período 

Extrato      tR (min) identificação  % rel. 

Cajá casca 25,91 éster bis(2-etilhexil) do ácido hexanodióico 24,21 

Graviola casca 

8,27 éster trimetílico do ácido cítrico 1,84 

17,57 éster metílico do ácido hexadecanóico 5,41 

21,32 metil estearato 13,81 

Graviola fruto 8,27 éster trimetílico do ácido cítrico 1,65 
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apresentando diferença estatística significativa quando comparado ao ECF, nistatina e clorexidina 

(p< 0,05). Os demais compostos apresentaram citotoxicidade semelhante à da nistatina, fluconazol 

e clorexidina (p< 0,05), em ambos os intervalos de tempo avaliados, porém a clorexidina apresentou 

menor viabilidade celular em relação à todas as substâncias avaliadas (p< 0,05). 

 

FIGURA 3.  Dados de viabilidade celular dos extratos, da Clorexidina e dos controles. 

 
Letras iguais representam diferenças significativas entre os extratos (em ambos os tempos experimentais);  

Todos os extratos e os fármacos diferem do controle positivo (DMEM) em ambos os tempos experimentais – 

representados pela barra. 

 

Atividade antimicrobiana dos extratos vegetais frente as leveduras e periodontopatógenos 

Para estudo da atividade antimicrobiana dos extratos da casca e fruto da graviola (Annona 

muricata L.) e do cajá (Spondias mombin L.), os mesmos foram diluídos em água na concentração 

inicial de 8 mg/mL e final 0,0039 mg/mL. Em seguida os testes de atividade antimicrobiana foram 

realizados com os extratos brutos vegetais sobre as células de Candida spp. e sobre os 

periodontopatógenos e os resultados estão apresentados na tabela 3. 
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TABELA 3: Atividade antimicrobiana (MIC/MBC/MFC – mg/mL) dos extratos vegetais, do fluconazol, da Nistatina e da Clorexidina contra os periodontopatógenos e as 

Candida spp.  

 

 

Microrganismos 

 

Annona muricata L. 

 

 

Spondias mombin L. 

 

 

Fluconazol 

 

 

Nistatina 

 

 

Clorexidina 

 

 

Desvio Padrão 

Casca 

 

Fruto casca Fruto 

MI

C 

MFC 

MBC 

MI

C 

MFC 

MBC 
MIC 

MFC 

MBC 
MIC 

MFC 

MBC 
MIC 

MFC 

MBC 
MIC 

MFC 

MBC 
MIC 

MBC 

MBC 

MIC /MBC/ 

MFC 

Candida albicans CBS 562 8,0 * 8,0 * 8,0 * 8,0 * 0,002 * 0,044 0,044 # # < 0,05 

Candida dubliniensis CBS 7987 8,0 * 8,0 * 8,0 * 8,0 * 0,001 * 5,675 5,675 # # < 0,05 

Candida tropicalis CBS 94 8,0 * 8,0 * 8,0 * 8,0 * 0,016 * 0,044 0,044 # # < 0,05 

Fusobacterium nucleatum ATCC 

25586 
* * * * 8,0 8,0 * * # # # # 0,031 * < 0,05 

Prevotella intermedia  

ATCC 25611 
* * * * 8,0 8,0 * * # # # # 2,000 4,000 < 0,05 

Porphyromonas gingivalis ATCC 

33277 
* * * * 8,0 8,0 * * # # # # 0,500 0,001 < 0,05 

Valores de MIC, MBC e MFC em mg/mL       * Não houve inibição nas concentrações testadas     # Não se aplica esta substância a esse microrganismo 

 

 
 

 

 



Brazilian Journal of Development 
 

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 9, p. 66772-66793, sep. 2020.    ISSN 2525-8761 

 
 

66784  

4 DISCUSSÃO 

Pesquisas a base de extratos de plantas ganham destaque (Newman & Cragg, 2012), 

especialmente, no que se refere à prevenção e tratamento de doenças orais (Cruz et al., 2018) e por 

serem constituídos de grupamentos químicos que possuem atividade biológica (Smanski et al., 

2016). Isto aumenta o interesse por pesquisas no intuito de identificar a atividade antimicrobiana de 

produtos naturais e, futuramente, descobrir quais os princípios ativos responsáveis por esse efeito.  

Ambas as espécies avaliadas no presente estudo, o cajá (Spondias mombin L.) e a graviola 

(Annona muricata L.) são frutíferas tropicais cujas produções estão centralizadas nas regiões Norte 

e Nordeste do Brasil (Alencar et al., 2015; Brito et al., 2018) e por apresentarem sabor adstringente 

buscava-se no presente trabalho avaliar a possibilidade do uso terapêutico contra Candida spp. e 

periodontopatógenos orais.  

O trabalho evidenciou que os melhores rendimentos em extratos hidroalcoólicos foram para 

a EGC, seguido pelo ECC, posteriormente ECF e EGF. O zoneamento agro-climático pode 

maximizar o rendimento dos extratos e os princípios ativos a partir da seleçaõ adequada do local de 

cultivo e da época de plantio (Bochner et al., 2012). No presente estudo os frutos foram coletados 

no verão, e propiciou um rendimento em extrato considerado baixo (Rodrigues et al., 2011).  Os 

estágios de desenvolvimento, as épocas do ano e os horários de coleta da planta também irão refletir 

nas propriedades medicinais e toxicidade (Bochner et al., 2012).  

Outro fato a salientar é o motivo pelo qual várias partes da mesma fruta são avaliadas. A 

literatura apresenta as diferentes partes de produtos naturais sendo investigadas com intuito de se 

compreender em qual delas se encontra o maior rendimento e a atividade biológica. O estudo de 

Gondim (2005) aponta que as cascas das frutas apresentam teores de nutrientes maiores que do fruto 

em si, legitimando o resultado da mesma possuir propriedades biológicas superiores em relação ao 

fruto, o que vem de encontro aos resultados apresentados no presente trabalho que ratifica o 

potencial antimicrobiano da casca do cajá superior ao fruto. 

 Em relação à atividade antimicrobiana dos extratos, a concentração mínima de inibição 

(MIC) para todos os extratos de casca e fruto de ambas as espécies frutíferas avaliadas de graviola 

e cajá frente às espécies de Candida e periodontopatógenos foi considerada baixa, sendo a MIC de 

8 mg/mL, sendo que apenas o ECC apresentou potencial antimicrobiano de amplo espectro de ação 

bacteriostática nos periodontopatógenos testados. Isso pode ser constatado baseando-se na literatura  

que define com base em Aligiannis (2001) que para produtos de origem natural, concentrações 

mínimas inibitórias (MIC) de até 0,5%, de 0,55% a 1,5% e acima de 1,5% representam, 

respectivamente, forte, moderada e fraca atividade antimicrobiana (Duarte et al., 2005). 
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Tal resultado contrasta com o trabalho de Pai et al. (2016), que evidenciou que a graviola 

apresenta atividade fungicida frente às cepas da Candida e antimicrobiana frente a P. gingivalis, 

porém, em consonância com o mesmo estudo, mostrou ineficácia frente a P. intermedia. Estes 

resultados podem ter relação com a presença do ácido hexadecanóico identificado na casca da 

graviola, também encontrado em diversos extratos vegetais como a Elsholtzia ciliata (Ma et al., 

2018) e Allium spp. (Kim et al., 2016; Adesanwo et al., 2017), tendo comprovada ação 

antibacteriana quando testado contra bactérias gram-negativas como Shigella sp. (Adesanwo et al., 

2017) e Porphyromonas gingivalis (Lim et al., 2018).  

Já os ésteres de ácido cítrico, encontrados no fruto e casca de graviola, possuem 

características antimicrobianas testadas contra diversas espécies bacterianas gram-negativas e gram-

positivas (Wemmenhove et al., 2016; Díaz De Rienzo et al., 2016), além de apresentar efeitos 

antifúngicos (Hassan et al., 2015).  

Um fator relevante é que na análise química dos extratos houve uma predominância do 

grupamento éster, e estes se apresentaram como substâncias altamente lipofílicas, atravessando 

facilmente as membranas celulares, e por isto são muito utilizados no desenvolvimento de fármacos, 

visto que esta característica permite mascarar certos grupos funcionais com propriedades 

farmacocinéticas desfavoráveis, possibilitando a estes compostos uma maior permeabilidade das 

substâncias pela membrana celular (Parise Filho et al., 2010). Porém, o fraco desempenho frente 

aos microrganismos testados pode ser relacionado a uma adversidade associada ao grupo éster, uma 

vez que os ésteres sofrem clivagem intramolecular. No entanto, este mecanismo pode ser de grande 

valia quando os ésteres são usados como pró-fármacos, realizando o transporte e liberação 

controlada do princípio ativo (Santos, 2008).  

Com referência ao cajá, os ésteres de ácido hexanodióico, identificados na sua casca, são 

encontrados em diversos extratos vegetais como Allium spp. e Strobilanthes crispus (Kim et al., 

2016; Jalalvand et al., 2019; Peng et al., 2017; Lim et al., 2015).  Esse mesmo ácido também pode 

ser identificado em fungos Penicillium sp., servindo como substancia inibidora para o crescimento 

de outras espécies de fungos competidores (Luo et al., 2017; Gnavi et al., 2016). Suas propriedades 

antibacterianas e até mesmo antifúngicas foram demonstradas em estudos in vitro por Luo et al. 

(2017) e Gnavi et al. (2016).  

No trabalho de Silva et al. (2012) o extrato metanólico de folhas de cajá apresentou inibição 

no crescimento dos microrganismos Candida albicans, entretanto, uma menor atividade do extrato 

hidroalcóolico de cajá casca foi verificada no presente estudo em relação a mesma espécie de 

levedura. O que pode estar relacionado a essas diferenças de atividade antimicrobiana é o fato de 
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que os extratos do presente trabalho são hidroalcóolicos e os apresentados na literatura são 

metanólicos. O diluente extrator nesses casos pode ter conseguido reter substâncias químicas com 

propriedades antimicrobianas contra Candida o que não foi possível no extrato hidoralcoólico do 

presente estudo. Vale salientar ainda que o metanol desempenha atividade antimicrobiana que pode 

mascarar a real capacidade microbiológica do extrato da planta e ainda apresentar toxicidade ao 

organismo em que for administrado. Quanto ao fluconazol, os estudos de Crocco et al. (2004) 

evidenciaram que a espécie Candida albicans, é susceptível ao antifúngico pelo padrão geral de 

susceptibilidade.  No presente estudo para o fluconazol a inibição verificada foi fungistática em 

baixa dosagem do fármaco e não apresentou potencial fungicida Candida spp. Já a Nistatina, 

apresentou potencial de inibição de crescimento e evidenciou-se também sua capacidade fungicida 

para todas as espécies de levedura avaliadas.  

Foram encontrados na literatura atividade antimicrobiana da clorexidina 0,12% contra 

Staphylococcus aureus, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia e embora as Candida spp. não sejam bactérias houve ação do referido antibiótico contra 

essas leveduras (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015). No presente trabalho a clorexidina apresentou 

potencial bacteriostático para Fusobacterium nucleatum e bactericida para Prevotella intermedia e 

Porphyromonas gingivalis e não foi testada contra as leveduras.  

A literatura atesta a eficácia de extratos da graviola como agente microbianos frente a 

Porphyromonas gingivalis e Candida albicans (Pai et al., 2016),  e o cajá, embora reportado como 

bactericida e fungicida em alguns estudos realizados (Luo et al., 2017; Gnavi et al., 2016; Ayoka et 

al., 2008), a sua atividade antifúngica não é unanimidade (Abo et al., 1999; Ajao & Shonikan, 1981), 

necessitando mais pesquisas quanto a eficácia dos extratos frente aos periodontopatógenos e 

Candida spp. 

Através da avaliação da viabilidade celular in vitro (MTT), foi observado que houve diferença 

estatística na citotoxicidade dos compostos testados comparados à clorexidina, fluconazol e a 

nistatina. O ECF apresentou citotoxicidade bastante semelhante à da clorexidina nos tempos de 24h 

e 48h. Em contrapartida, no tempo de 24h, o EGF apresentou menor percentual de citotoxicidade, 

seguido do EGC.  Considerando que a clorexidina, nistatina e fluconazol apresentam inúmeros 

efeitos colaterais indesejáveis (Saffari et al., 2015), os extratos de cajá e de graviola podem ser 

alternativas eficazes e viáveis no tratamento de afecções fúngicas e bacteriana. 

Contrapondo os achados dessa pesquisa, estudos na literatura evidenciaram alta toxicidade 

para os extratos de graviola, justificada pela presença de acetogeninas, e com ação indutora para 

inibição do metabolismo celular (Freitas et al., 2017), porém o Cajá apresentou baixa citotoxicidade 



Brazilian Journal of Development 
 

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 9, p. 66772-66793, sep. 2020.    ISSN 2525-8761 

 
 

66787  

em modelos experimentais in vivo (Asuquo et al., 2013; Silva et al., 2014). Essas controvérsias em 

relação aos achados do presente estudo, se deve ao fato de que as partes das plantas e os tipos de 

extratos avaliados pelos trabalhos da literatura e da presente pesquisa são diferentes, além da 

presença de compostos como os ésteres serem majoritários nos extratos do presente estudo.  

Alinhados os resultados do presente trabalho, apesar da menor atividade antimicrobiana 

apresentada pelo ECC e evidenciando sua toxicidade seletiva inferior a Nistatina, Fluconazol e 

Clorexidina, estudos mais aprimorados do mesmo podem indicá-lo como alternativa viável para o 

tratamento das doenças periodontais e candidíases orais. 

 

5 CONCLUSÃO 

Pode-se concluir que o ECC apresenta fraca atividade fungistática e atividade antimicrobiana 

inferior em relação aos compostos testados. No entanto, demonstra amplo espectro de ação com 

respectiva atividade bacteriostática e fungistática frente às células de Candida spp. e 

periodontopatógenos, podendo ser considerado alternativa viável como antimicrobiano, 

apresentando toxicidade seletiva inferior aos fármacos disponíveis comercialmente, usados no 

tratamento dessas afecções orais. 
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