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Resumo

Obijetivo: Awvaliar in vitro a acdo antimicrobiana do extrato hidroalc6olico da folha de
Spondias mombin (caja), sobre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus
faecalis (ATCC 29212). Metodologia: As linhagens microbianas foram cultivadas em caldo
BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a 37 °C por 18-20 horas. Em placas de petri contendo
Agar Mueller Hinton foi introduzida solucdo salina inoculada com cada crescimento
microbiano e confeccionados cinco orificios padronizados de aproximadamente seis mm de
didmetro. Foram introduzidos 50uL da substancia teste (Extrato Bruto- EB/Substancia Pura -
SP até a diluicdo 1:512) nos orificios e incubadas a 37°C por 24 horas. O ensaio foi realizado
em duplicata sobre cada linhagem. Utilizou-se como controles positivos o digluconato de
clorexidina a 2% e o hipoclorito de sédio 2,5%. Para analise dos dados utilizou-se parametros
estatisticos que incluiram valores: minimo, maximo, média e desvio padrdo. Aplicou-se o
teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney na comparagdo da concentracdo inibitoria minima
das substancias. Resultados: Observou-se que a clorexidina e o extrato do caja mostraram
desempenho superior ao hipoclorito de sédio 2,5% sobre as bactérias testadas. Conforme
resultados do teste U de Mann Whitney observou-se estatisticamente significante apenas entre
o extrato do caja e o hipoclorito de sédio 2,5% (p< 0,05). Conclusdes: Conclui-se que 0
extrato da folha de S. mombin apresentou atividade inibitdria sobre crescimento planctonico
de S. aureus e E. faecalis, estimulando a pesquisa para tratamento de infeccdes endodonticas
persistentes através de produtos bioativos.

Palavras-chave: Microbiologia; Fitoterapia; Endodontia; Hipoclorito de sodio.
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Abstract

Objective: To evaluate in vitro the antimicrobial action of the hydroalcoholic extract of the
leaf of Spondias mombin (caja), on Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Enterococcus
faecalis (ATCC 29212). Methodology: The microbial strains were grown in BHI broth (Brain
Heart Infusion) and incubated at 37 © C for 18-20 hours. In petri dishes containing Mueller
Hinton Agar, inoculated saline solution was introduced with each microbial growth and five
standardized holes of approximately six mm in diameter were made. 50uL of the test
substance (Crude Extract - EB / Substance Pure - SP until 1: 512 dilution) was introduced into
the holes and incubated at 37 ° C for 24 hours. The assay was performed in duplicate on each
strain. Chlorhexidine digluconate 2% and sodium hypochlorite 2.5% were used as positive
controls. For data analysis, statistical parameters were used that included values: minimum,
maximum, average and standard deviation. Mann-Whitney U nonparametric test was applied
to compare the minimum inhibitory concentration of the substances. Results: It was observed
that the chlorhexidine and the extract of the caja showed superior performance to the sodium
hypochlorite 2.5% on the tested bacteria. According to the results of the Mann Whitney U
test, there was a statistically significant difference only between the extract of caja and
sodium hypochlorite 2.5% (p <0.05). Conclusions: It is concluded that the extract of the leaf
of S. mombin showed inhibitory activity on planktonic growth of S. aureus and E. faecalis,
stimulating research for the treatment of persistent endodontic infections through bioactive
products.

Keywords: Microbiology; Phytotherapy; Endodontics; Sodium hypochlorite.

Resumen

Objetivo: Evaluar in vitro la accién antimicrobiana del extracto hidroalcoholico de la hoja de
Spondias mombin (cajd), sobre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Enterococcus
faecalis (ATCC 29212). Metodologia: Las cepas microbianas se cultivaron en caldo BHI
(infusion de cerebro y corazédn) y se incubaron a 37 ° C durante 18-20 horas. En placas de
Petri que contenian Agar Mueller Hinton, se introdujo solucion salina inoculada con cada
crecimiento microbiano y se realizaron cinco orificios estandarizados de aproximadamente
seis mm de diametro. Se introdujeron 50 pl de la sustancia de ensayo (extracto crudo - EB /
sustancia pura - SP hasta una dilucién 1: 512) en los orificios y se incubaron a 37°C durante
24 horas. El ensayo se realizd por duplicado en cada cepa. Como controles positivos se
utilizaron digluconato de clorhexidina al 2% e hipoclorito de sodio al 2,5%. Para el anélisis de

los datos se utilizaron pardmetros estadisticos que incluyeron valores: minimo, maximo,




Research, Society and Development, v. 9, n. 12, €6691210695, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i12.10695

promedio y desviacion estandar. Se aplico la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
comparar la concentracion minima inhibitoria de las sustancias. Resultados: Se observé que la
clorhexidina y el extracto de la caja mostraron un desempefio superior al hipoclorito de sodio
al 2.5% sobre las bacterias probadas. De acuerdo con los resultados de la prueba U de Mann
Whitney, hubo una diferencia estadisticamente significativa solo entre el extracto de caja y el
hipoclorito de sodio al 2.5% (p <0.05). Conclusiones: Se concluye que el extracto de hoja de
S. mombin mostr6 actividad inhibidora sobre el crecimiento plancténico de S. aureus y E.
faecalis, estimulando la investigacion para el tratamiento de infecciones endoddnticas
persistentes a través de productos bioactivos.

Palavras clave: Microbiologia; Fitoterapia; Endodoncia; Hipoclorito de sodio.

1. Introducéo

Os micro-organismos (MOs) sdo responsaveis pelo desenvolvimento de polpas
necroticas, patologia periapical e doencas poés-tratamento do canal radicular; sendo sua
sobrevivéncia intra-radicular e suas propriedades patogénicas influenciadas por uma
combinacdo de fatores, tais como: interacdo sinérgica entre espécies, capacidade de interferir
e evadir a resposta do hospedeiro e os fatores de patogenicidade (Siqueira Junior et al., 2018;
Macedo-Costa & Santos, 2019).

A principal causa de falha na terapia endoddntica, tem sido 0s micro-organismos
existentes no sistema de canais radiculares (SCR), tanto devido a seus materiais metabdlicos,
como pelo efeito do biofilme que pode colonizar os canais acessorios, istmos, deltas apicais e
tibulos dentinarios, dificultando sua erradicacdo pela instrumentacdo, uso de substancias
irrigadoras e de medicacdo intracanal. O insucesso também estd relacionado as falhas
técnicas, onde etapas importantes sdo negligenciadas resultando no controle deficiente da
infeccdo endoddntica (Rocha; Cerqueira & Carvalho, 2020).

Para eliminar debris dos canais, diluir tecidos organicos remanescentes, purificar o
espaco do canal, reduzir atividade microbiana e promover lubrificacdo, sem causar
irritabilidade aos tecidos bioldgicos durante o preparo quimico/mecanico, utiliza-se as
substancias irrigadoras, dentre elas, o hipoclorito de sdédio (NaOCI) e digluconato de
clorexidina (DCLX) (Arruda-Vasconcelos et al., 2019).

O hipoclorito de sodio tem sido a solucdo irrigadora mais usada durante décadas,
devido a sua excelente acdo como solvente tecidual e amplo espectro antimicrobiano,

contudo, apresenta efeito citotoxico quando injetado nos tecidos periapicais, repulsivo gosto e
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odor, além de ocasionar reacdes de hipersensibilidade. J& o digluconato de clorexidina é
considerada padrdo ouro como agente antimicrobiano, apresentando acdo bacteriostatica em
baixas concentracdes e bactericida em altas concentragdes, entretanto, essa solugdo pode
ocasionar resisténcia microbiana, manchamento de dentes e interferéncia gustativa (Macedo-
Costa & Santos, 2019; Arruda-Vasconcelos et al., 2019; Gatelli & Bortolini, 2018).

A utilizagdo das plantas medicinais como tratamento alternativo tem atraido o
interesse da comunidade cientifica, principalmente devido as preocupacgdes de seguranca,
efeitos colaterais, aumento constante na resisténcia a antibiotico e ineficacia de formulagtes
de drogas alopaticas. O uso de fitomedicamentos enquanto pratica alternativa da medicina
popular tem aumentado consideravelmente, devido a sua biocompatibilidade, propriedades
anti-inflamatorias, antimicrobianas, propriedades antioxidantes, auséncia de resisténcia
microbiana quando comparados aos medicamentos alopaticos e, além disso, possui baixo
custo, disponibilidade de matéria prima e trazem varios beneficios a saide. Nessa perspectiva,
0 entendimento sobre a microbiota relacionada as infeccdes de canais radiculares consiste na
busca para o desenvolvimento de soluc@es fitoterapicas mais efetivas (Siqueira Junior et al.,
2018; Macedo-Costa et al., 2018; Alagl; Bedi & Almas, 2017; Gongalves et al., 2018; da
Silva et al., 2020).

Dentre os vegetais utilizado na medicina alternativa, destaca-se Spondias mombin,
popularmente conhecida como “caja”, pertencente a familia Anacardiaceae. O uso das folhas
é indicado em gargarejos, como adstringente, nas inflamagdes da boca e da garganta. No que
se refere as atividades biologicas, foram citadas: atividade antimicrobiana, antioxidante,
antiviral (Cabral et al., 2016; Silva et al., 2012).

Nesse sentido, objetivou-se com esse trabalho avaliar in vitro a acdo antibacteriana do
extrato da folha de Spondias mombin (caja) sobre Enterococcus faecalis e Staphylococcus

aureus, micro-organismos associados as infeccdes endoddnticas persistentes.
2. Metodologia
Coleta e preparacdo do extrato das folhas de Spondias mombin
Este estudo trata-se de uma pesquisa quantitativa. As folhas de S. mombin foram
coletadas em uma fazenda particular na regido de Tabua em Dom Marcolino Dantas/ RN

(Tabua- RN S S° 28° 14> W 35° 27” 37”"). A espécie foi identificada pelo botanico Alan de

Araljo Roque, com nimero de exsicata 12252.Posteriormente, as folhas coletadas foram
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submetidas a secagem na sombra, sob temperatura ambiente durante duas semanas. Apos
secas, foram trituradas em um moinho de facas. O extrato foi preparado por maceragdo
utilizando etanol: H>O (70:30), durante um periodo de sete dias, obtendo-se assim o extrato
hidroetandlico das folhas (EH). O extrato foi filtrado com o auxilio de um rotaevaporador a
temperatura de 45° C. Para realizagdo dos ensaios microbioldgicos o EH foi liofilizado.

Preparacdo do inoculo e Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do
extrato de Spondias mombin

Utilizou-se cepas planctonicas de Staphylococcus aureus (ATCC 23235) e
Enterococcus faecalis (ATCC 292012) obtidas mediante solicitacdo na Fundagcdo Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro/RJ). As amostras foram cultivadas em caldo nutritivo BHI (Brain Heart
Infusion — DIFCO®, Michigan, Estados Unidos) e levados em estufa bacterioldgica (37+2 °C)
sob condicBes estéreis, até a turbidez atingir 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10 UFC/mL).
A atividade antimicrobiana em placas foi realizada segundo a metodologia adaptada de
Bauer!! para a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Em placas de petri
contendo Agar Mueller Hinton (DIFCO®, Michigan, Estados Unidos) foi introduzida solucéo
salina inoculada com cada crescimento microbiano e foram confeccionados cinco orificios
padronizados de aproximadamente seis mm de didmetro em cada placa. Foram adicionados
50uL da substancia teste (EB-Extrato Bruto até a diluicdo em &gua destilada 1:512) nos
orificios, e as placas incubadas a 37°C por 24 horas. O ensaio foi realizado em duplicata sobre
cada linhagem. Realizou-se 0s mesmos procedimentos para 0s controles positivos, 0
digluconato de clorexidina a 2% e o hipoclorito de sodio 2,5%.

Foi considerado CIM, a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento
microbiano, representado pela presenca de um halo de inibicdo, onde seu didmetro total
(incluindo os orificios — 6 mm) foi aferido em milimetros (mm) com o auxilio de paquimetro
digital (Digimess®, Sdo Paulo, Brasil).

Os resultados obtidos no teste da Concentracdo Inibitoria Minima (difusdo em agar)
foram coletados, organizados e apresentados em forma de tabelas com 0s seus respectivos
valores das médias do didmetro total dos halos, indicando a inibicdo do crescimento
microbiano. Posteriormente, foram transferidos para um banco de dados informatizado e
calculados os parametros estatisticos que incluirdo valores das respectivas medidas
descritivas: minimo, maximo, média e desvio padrdo. O nivel de confianca utilizado para a

obtencdo dos intervalos foi de 95%. Aplicou-se o teste ndo paramétrico de U de Mann-
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Whitney na comparagdo da inibicdo microbiana minima dos extratos em relagdo aos controles

positivos em software estatistico IBM SPSS 21.0.

3. Resultados e Discussao
Os resultados obtidos nessa pesquisa mostraram que o extrato da folha de Spondias
mombin (cajé) apresentou atividade antimicrobiana até a concentracdo 1:512 sobre todos 0s

micro-organismos testados.

Tabela 1. Concentracéo Inibitéria Minima (halos de inibicdo em mm) em meio solido.

Linhagens Extrato hidroalcodlico de Spondias mombin - Concentracao (0,5

) g/mL)
Bacterianas

EP 1.2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

Staphylococcus 255 20,5 185 135 122 12,7 17 13 12,7 12,7
aureus
Enterococcus 23 20 16,5 12,2 15 245 19 18 17 16
faecalis

Medidas descritivas EP 1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

Minimo 23 20 16,6 12,2 122 12,7 17 13 12,7 12,7
Méximo 255 20,5 185 135 15 245 19 18 17 16

Media 242 20,2 17,5 128 13,6 186 18 155 148 143
D. Padréo 1,76 0,35 1,41 091 197 834 141 35 3,04 2,33

EP: Extrato Puro.
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Na Tabela 1 estdo os resultados da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) em
milimetros do diametro dos halos de inibicdo do extrato de Spondias mombin. Foi observada
a média dos halos de inibicdo mensurados em milimetros (mm) do extrato do caja, bem como
as medidas de tendéncia central e dispersdo, considerando as duas espécies microbianas
testadas. Associado a isso, observou-se que o extrato da folha do caja foi efetivo até a

concentracdo 1:512 frente a S. aureus e E. faecalis.
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Tabela 2. Medidas de tendéncia central da Concentracdo Inibitoria Minima do digluconato de

clorexidina 2%.

Linhagens Digluconato de clorexidina 2% - Concentragao

Bacterianas SP 1.2 14 Cl1:8 116 1:32 1l:64 1:128 1:256 1:512
Staphylococcus 285 22,2 215 195 11,2 11 10 10 10 8
aureus

Enterococcus 23,5 18,7 18,2 17,7 175 16 155 13 12 11,7
faecalis

Medidas descritivas SP 1.2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Minimo 23,5 18,7 18,2 17,7 112 11 10 10 10 8
Maximo 285 22,2 215 195 17,5 16 155 13 12 11,7
Média 26 204 198 186 14,3 135 12,7 115 11 9,8
D. Padréo 353 2,47 233 1,27 445 353 388 212 141 261

SP: Substancia Pura.
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Na Tabela 2, observa-se a média dos halos de inibicdo mensurados em milimetros (mm)

do digluconato de clorexidina 2% (controle), bem como as medidas de tendéncia central e

dispersdo, considerando as duas espécies microbianas testadas. Nota-se que a clorexidina

obteve desempenho semelhante ao extrato do caja, apresentando atividade até a ultima

diluicdo (1:512).
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Tabela 3. Medidas de tendéncia central da Concentracéo Inibitoria Minima do hipoclorito de
sodio 2,5%.

Linhagens Hipoclorito de sddio 2,5 % - Concentragéo

Bacterianas SP 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

Staphylococcus aureus 24,7 232 17 16 15 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis 20 15 17,2 19 6 0 0 0 0 0

Medidas descritivas SP 1.2 14 1.8 1:16 1:32 164 1:128 1:256 1:512

Minimo 20 15 172 19 6 0 0 0 0 0
Maximo 247 232 172 19 15 0 0 0 0 0
Média 22,35 19,1 17,1 175 105 O 0 0 0 0
D. Padréo 332 579 014 212 6,36 O 0 0 0 0

SP: Substéncia Pura.
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Na Tabela 3, observa-se a média dos halos de inibicdo mensurados em milimetros (mm)
do hipoclorito de sodio 2,5%, bem como as medidas de tendéncia central e dispersdo,
considerando as duas espécies microbianas testadas. Nota-se que o hipoclorito de sodio
apresentou atividade bacteriostatica até a concentracdo 1:16 (quinta diluicdo), sobre S. aureus

e E. faecalis.

Tabela 4. Resultados do teste U de Mann-Whitney extrato vs. digluconato de clorexidina 2%.

Micro- CIM — mean rank Estatistica Significancia Significancia
organismos U
Extrato Clorexidina (calculada) (p-valor) (p-valor p/
Cajé 20 grupo MO)
S. aureus 11,90 9,10 36.000 0,288
E. faecalis 9,40 11,60 39.000 0,405 0,924

Rank = média de postos no teste U de Mann-Whitney * Sig. p-valor < 0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (2019).
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Na Tabela 4 é observado os resultados do teste U de Mann-Whitney da comparacéo da
média de rank do extrato da folha do caja e clorexidina 2%. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre as substancias sobre as linhagens testadas (p-valor= >
0,05) separadamente, bem como ndo houve diferenca do rank dos resultados agrupados (p-
valor p/ grupo MO = 0,05).

Tabela 5. Resultados do teste U de Mann-Whitney do extrato vs. hipoclorito de sédio 2,5%.

Micro- CIM — mean rank Estatistica Significancia Significancia
organismos U

Extrato Hipoclorito (calculada) (p-valor) (p-valor p/ grupo

. 2,5% MO)
Caja
S. aureus 9,15 11,85 36.500 0,303
E. faecalis 8,00 13,00 25.000 0,057 0,045*

Rank = média de postos no teste U de Mann-Whitney * Sig. p-valor < 0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A Tabela 5 representa os resultados do teste U de Mann-Whitney do extrato da folha
do caja e o hipoclorito de s6dio 2,5%. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre as substancias, sobre cada MO avaliado separadamente. Considerando o rank do
grupamento microbiano (p-valor p/ grupo MO = < 0,05) observa-se significancia do resultado
(p-valor p/ grupo MO =0,045).

Conforme relatado anteriormente, os vegetais sdo uma excelente fonte de busca de
novas drogas antimicrobianas, tendo em vista que a diversidade molecular dos produtos
naturais € muito superior aquela derivada dos processos de sintese quimica. Além disso,
apresenta um baixo custo e é bastante aceito pela populacdo. Embora pesquisas utilizando
vegetais como alternativa para tratamentos de afeccdes bucais seja relativamente recente, a
aplicacdo empirica é bastante antiga. Segundo Macédo—Costa & Santos (2019), essa pratica
milenar ¢ herdada de “raizeiros”, “mateiros”, “rezadeiras”, erveiros, curandeiros, pajés e
outros; aliada a etnofarmacologia, botanica, quimica dos compostos naturais, Microbiologia,
Farmacologia e clinica.

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais ¢ oriunda da presenca de alguns
metabolitos secundarios, dentre eles: compostos fendlicos, flavonoides, taninos e saponinas,

em concordancia com o que foi encontrado nos estudos de Silva et al. (2012) e Cabral et al.

10
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(2016). Tendo em vista que diversos estudos tém comprovado a efetividade dos compostos
fendlicos, flavonoides e taninos como agentes antimicrobianos e antioxidantes (Cabral et al.,
2016; Brito et al., 2018) pode-se sugerir que a grande atividade antibacteriana apresentada por
S. mombin nesse estudo (Tabela 1) deve-se a presenca desses metabdlitos em sua composicao.

Segundo Roumy et al. (2020), na medicina tradicional, as folhas e casca do caule da
cajazeira (S. mombin) sdo utilizadas para tratamento de desordens infecciosas, principalmente
diarreias e disenterias. Em seu estudo in vitro, os extratos aquosos e etandlico de folhas de
cajazeira (S. mombin) inibiram o crescimento bacteriano.

Assim como 0s agentes antimicrobianos convencionais, nem todos 0s extratos séo
eficazes sobre todos os MOs, sobretudo quando se trata de MOs superinfectantes ou
relacionados a infecgOes persistentes. Dentre esses MOs destacam-se Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus, conhecidos pelo seu potencial de resisténcia microbiana (Roumy et
al., 2020). De acordo com Kim et al. (2020) Enterococcus faecalis € uma bactéria Gram-
positiva que faz parte da microbiota do trato gastrointestinal e urinario, sendo um causador de
infecgdes urinarias, endocardite bacteriana, infeccbes endodénticas e periodontite apical,
apresentando certa resisténcia aos medicamentos endod6nticos mais comuns.

Os micro-organismos do género estafilococos ndo sdo considerados parte da
microbiota residente bucal humana, mas podem atuar como agentes patogénicos oportunistas
em pacientes submetidos a tratamento sistémico prolongado com agentes antimicrobianos ou
imunossupressores (Buyck; Tuikens & Van Bambeke, 2013; Germao et al., 2018).

Costa et al. (2008) afirmam que na Odontologia, a presenca de Enterococcus faecalis
no interior de canais tem sido associada as infeccdes endodonticas persistentes, 0 que tem
induzido o desenvolvimento de pesquisas para avaliar a efetividade da acdo antimicrobiana de
medicamentos intracanais e solucdes irrigadoras, conforme justificativa desse estudo.

Diversos estudos comparativos sdo realizados utilizando como controle substancias ja
utilizadas clinicamente, tais como, o hipoclorito de soédio e o digluconato de clorexidina.
Embora o hipoclorito de sodio seja utilizado mundialmente por apresentar excelente acdo
antimicrobiana, ele apresenta algumas limitacdes frente a espécies microbianas
multirresistentes, a exemplo dos S. aureus. Nesse estudo, por exemplo, o hipoclorito de sédio
na concentracdo 2,5% apresentou atividade bacteriostatica relativamente baixa (dada sua
aplicacdo clinica) frente a S. aureus, o0 que corrobora com achados de Leonardo et al. (1999).

Existem muitos métodos para avaliar a acdo antimicrobiana in vitro de substancias
irrigadoras na Endodontia, 0 método escolhido para realizacdo desse estudo foi a difusdo em

meio sélido (agar), e por ser um método bastante efetivo, minimiza os fatores que influenciam

11




Research, Society and Development, v. 9, n. 12, e6691210695, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i12.10695

nos resultados como estudos realizados com humanos (Amparo et al., 2018). Embora os halos
de inibicdo desse estudo tenham sido mensurados em 24h, Mickel et al. (2003) afirmam que
ndo ha diferenca na avaliagdo até 48h da realiza¢do do experimento.

As solucdes de hipoclorito de sddio, bastantes usadas na Endodontia, apresentam
capacidade de dissolucdo de tecidos organicos, o que ndo é observado na clorexidina
(Leonardo et al., 1999). Em seu estudo, Leonardo et al. (1999) afirmaram que a Clorexidina
obteve um desempenho superior, seguindo de Hidréxido de célcio, do Extrato de prépolis e
por fim o Hipoclorito de sddio 5%, confirmando os resultados do NaOCI observados nas
Tabelas 3 e 5.

Embora o nivel de confiabilidade de estudos in vitro seja validado, outros fatores
podem influenciar nos resultados obtidos. Frazen et al. (2018) explicam que a localizagdo
geografica de obtengdo dos extratos, bem como forma de armazenamento das substancias e
meio de producdo influenciam na interpretacdo dos resultados. O hipoclorito de sédio, por
exemplo, apresenta instabilidade quimica consideravel, onde até a forma de armazenamento
pode influenciar negativamente na sua capacidade antimicrobiana. Esses problemas podem
ser contornados quando o material testado segue um rigido protocolo de selecdo (Werlang et
al., 2016). Neste estudo, a atividade relativamente baixa do hipoclorito de sédio 2,5% pode
ser justificada pela marca comercial do mesmo, ou tempo levado desde fabricacdo até a data
do experimento, provavelmente.

Embora a clorexidina tenha alcancado resultados superiores que o extrato do caja
sobre S. aureus e E. faecalis, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no teste de
Mann Whitney (Tabela 4). Numa visdo geral observa-se que a clorexidina 2% foi mais efetiva
que as demais substancias, entretanto a partir da sexta diluicdo os resultados do extrato da
folha do caja sdo mais expressivos. Resultados semelhantes foram encontrados por Leonardo
et al. (1999) em sua pesquisa.

Alguns experimentos in vitro, foram realizados para avaliacdo da ac¢do antimicrobiana
do caja frente a bactérias do ambiente bucal e micro-organismos superinfectantes, que
também sdo relacionados as infec¢cdes endoddnticas persistentes. Silva et al. (2012) afirmam
ao estudar os extratos, aquoso e hidroetandlico do S. mombin, observou que o mesmo
apresentou atividade bacteriostatica sobre a Pseudomonas aeruginosa e o Enterococcus
faecalis. Macédo-Costa et al. (2018) confirmam os resultados desse trabalho (Tabela 1) ao
estudar o extrato hidroetandlico do S. mombin, sendo efetivo bacteriostatico até o décimo tubo
(1:512) para E. faecalis, efeito até a diluicdo 1:512, e que o efeito bactericida do extrato bruto

foi eficaz nas duas primeiras horas de contato com o E. faecalis. Macédo-Costa et al. (2018)
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em seu estudo realizado com clorexidina 0,12%, afirmou que o extrato de S. mombin
apresentou desempenho médio superior e estatisticamente significativo (p 0,001) até a
diluicdo 1:512 (0,97 mg/ mL) e 1:256 (1,95 mg/mL) sobre E. faecalis ATCC e P. aeruginosa
ATCC, respectivamente.

Com respeito a citotoxicidade do extrato da folha de S. mombin, Costa et al. (2008)
relataram em seu trabalho que o extrato hidroetanélico das folhas do caja ndo apresentaram
toxicidade. Foi observado, inclusive, um aumento no metabolismo mitocondrial dos
fibroblastos 3T3, com uma proliferacdo de 25 -100% a mais que o controle, porém ndo ha
outros relatos na literatura. Portanto, testes de citoxicidade em hemécias e de indice de
seletividade podem ser indicados para uma futura aplicabilidade clinica em canais radiculares
e sitios periodontais.

Em todas as concentracOes e frente os dois MOs testados, o extrato da folha do caja
obteve um desempenho superior ao hipoclorito de sddio 2,5% e semelhante a clorexidina 2%,
conforme resultados do teste U de Mann Whitney (Tabelas 4 e 5), entretanto, esperava-se que
os halos de inibicdo dos extratos fossem maiores nos tubos mais concentrados, onde uma
variagdo é observada até a diluicdo 1:512. Esse dltimo resultado contradiz a maioria dos
estudos encontrados na literatura acerca da relagdo entre a concentracdo dos extratos vegetais
e a sua melhor atividade antimicrobiana, que usualmente creditam aos extratos brutos
superiores aqueles diluidos. Por tal razdo, torna-se necessario a realizacdo de novos
experimentos envolvendo o extrato em questéo.

Os resultados do encontrados nesse trabalho confirmam os valores gerados pelo teste
U de Mann Whitney (Tabelas 4 e 5), no entanto, € possivel que embora a clorexidina tenho
alcancados resultados superiores, 0 extrato do caja foi semelhantemente efetivo até a ultima
diluicdo e os valores ndo se distanciam muito do controle (clorexidina 2%).

A atividade antimicrobiana é apenas um dos requisitos desejaveis das SQAs, além de
ajudar no debridamento do SCR, ter capacidade de dissolucdo de tecido organico, exibir boa
capacidade lubrificante, oferecer tensdo superficial de forma a aceder a areas inacessiveis,
prevenir a formacao da smear layer durante a instrumentacdo e ndo possuir efeitos citotoxicos
aos tecidos perirradiculares. Portanto, outras capacidades devem ser avaliadas nos extratos
vegetais, ndo sO apenas estudos microbioldgicos (Macedo-Costa et al., 2018; Leonardo et al.,
1999).

Com as limitacGes dos estudos disponiveis na literatura, mais pesquisas laboratoriais e
clinicas sdo necessarias para avaliar a seguranca, a eficacia e a biocompatibilidade de outros

extratos de plantas, antes de finalmente recomenda-las como irrigantes endoddnticos
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alternativos. Finalmente, os extratos vegetais testados clinicamente s6 devem ser usados para

o0s procedimentos de tratamento estabelecido (Melo et al., 2017).

4. Conclusdes

Os resultados dessa pesquisa demonstraram que o extrato hidroalcoolico da folha de S.
mombin (caja) apresentou expressiva atividade bacteriostatica até a diluicdo 1:512 em
comparacdo com as substancias testadas, o hipoclorito de sodio 2,5% (1:16) e clorexidina 2%
(1:512), sobre os crescimentos planctonicos de S. aureus e E. faecalis.

Apesar da excelente acdo antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da folha de
Spondias monbim, estudos futuros sdo necessarios, tais como, citotoxicidade, toxicidade
aguda, triagem fitoquimica, além de acdo adstringente e antiaderente, para assegurar sua
efetividade em futura aplicacdo clinica na Endodontia. Destarte, faz necessario a inclusdo de
cepas de origem clinica e organizadas em biofilme multiespécie, pois apresentam diferentes
perfis de susceptibilidade, assegurando maior fidelidade na avaliacao.
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