XVINIC XI.EPG VINICJr

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica

Encontro Latino Americano
de Pés Graduacao

Encontro Latino Americano

de Iniciagao Cientifica Junior

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO GLICOLICO DE Punica granatum L.
(ROMA) SOBRE Staphylococcus spp., Streptococcus mutans E Candida spp.

Jonatas Rafael de Oliveira, Vinicius Carlos de Castro, Polyana das Gracas
Figueiredo Vilela, Claudio Antonio Talge Carvalho, Rosilene Fernandes da Rocha,
Antonio Olavo Cardoso Jorge, Luciane Dias de Oliveira

Universidade Estadual Paulista — UNESP / Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos,
Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal, Laboratério de Microbiologia e Imunologia,
Avenida Eng. Francisco José Longo, 777 — Sao José dos Campos, jroliveiral6@hotmail.com.

Resumo - Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana do extrato glicolico de P. granatum L. (roma) sob
cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Para tanto, foi
aplicado o teste de microdiluicdo em caldo de acordo com NCCLS. Apds determinagdo da Concentragéao
Inibitéria Minima (CIM), foram semeados em agar Brain Heart Infusion (BHI) ou Sabouraud-dextrose a CIM,
uma concentragdo acima e uma abaixo para constatacdo da Concentragdo Microbicida Minima (CMM). As
concentragdes 100, 50, 25 12,5, 6,25 e 3,13 mg/mL foram efetivas para as espécies avaliadas, contudo, a
CMMsq para S. aureus foi 12,5 mg/mL, para S. epidermidis e S. mutans foi 6,25 mg/mL e para Candida spp.
foi 25 mg/mL. A CMM efetiva para todas as cepas foi determinada sob a concentragdo de 50 mg/mL. De
acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que o extrato de roma apresentou importante atividade
microbicida para as cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata.
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Introducao

P. granatum L., conhecida no Brasil como
roma, pertence a familia Punicaceae. As
pequenas arvores produtoras de roma sao de
origem mediterranea (NEGI; JAYPRAKASHA,
2003), no entanto, podem ser encontradas no
sudoeste asiatico, nas Américas e em outras
partes do mundo (BRAGA et al, 2005;
VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2005).

Este vegetal além de apresentar atividade
antimicrobiana contra diversas espécies de
microrganismos, também teve descrita sua agéo
antioxidante, anti-tumoral e anti-inflamatéria
(JURENKA, 2008; BIALONSKA et al., 2009).
Jurenka (2008) descreveu ainda que diversos
compostos da romd vem sendo utilizadas no
tratamento e prevencdo de cancer, doencas
cardiovasculares e odontolégicas, bem como,
diabetes, disfuncao erétil e infeccbes bacterianas
causadas por cepas resistentes a antibidticos.
Estudos comprovaram que a casca da roma
apresentou efetividade no tratamento de diarréia,
disenteria (CHOPRA et al., 1992) e também no
tratamento de malaria, pelo seu efeito
antiplasmaédico (DELL’AGLI et al., 2009).

O surgimento de patégenos antibiotico-
reistentes tem proporcionado a comunidade
cientifica a oportunidade de buscar componentes
de origem natural, como os das plantas, para o
controle de tais microrganismos. Em relagdao a

roma, o que tem sido relatado na literatura sdo os
polifendis, taninos e flavondides com ampla
capacidade antimicrobiana (MACHADO et al.,
2003; NAZ et al., 2007).

Diversos estudos tem sido conduzidos
referentes a verificacdo de atividades bioldgicas
de plantas medicinais, tais como, atividade
antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria, anti-
inflamatéria, anti-tumoral, dentre outras
aplicagcbes. Com isso, é possivel perceber que tem
aumentado a busca por métodos alternativos
quem possam promover 0 controle de doengas,
respondendo positivamente com um tratamento
efetivo ao paciente, uma vez que, se espera que
nao ocorram efeitos indesejaveis, ou caso surjam,
sejam minimizados. Sendo assim, o presente
estudo buscou avaliar a atividade antimicrobiana
do extrato glicdlico de P. grantum L. (roma) em
cepas-padrao (ATCC) e em cepas clinicas de
S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, C. albicans,
C. tropicalis e C. glabrata.

Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Sao José dos Campos — UNESP, conforme
protocolo 008/2010-PA/CEP.

O extrato glicélico de P. granatum L. (roma) foi
preparado na concentragdo de 200 mg/mL, a partir
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de p6 seco adquirido comercialmente na empresa
Oficina de Ervas (Ribeirdo Preto, SP).

A acado do extrato de roma foi avaliada sob
nove cepas clinicas e uma cepa-padrao de
S. aureus (ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC
12228), S. mutans (ATCC 35688), C. albicans
(ATCC 18804), C. tropicalis (ATCC 13803) e
C. glabrata (ATCC 90030), provenientes do
Laboratério de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos, totalizando 60 cepas testadas.

Os inbculos foram preparados em solugéo
fisiologica estéril (NaCl 0,9%), sendo ajustada sua
turbidez de acordo com a escala de McFarland de
0,5 para obtengdo da concentracdo de 5 x 10°
células/mL, para as bactérias, e de 2,5 x 10°
células/mL, para as leveduras. Para esta
finalidade, as cepas bacterianas foram cultivadas
em agar BHI (Himedia, Mumbai, India) e as
fungicas em agar Sabouraud-dextrose (Himedia,
Mumbai, India) pelo periodo de 24 horas a 37°C,
sob condi¢des de microaerofilia (5% de CO,) para
as cepas de S. mutans.

Para determinacao da CIM foi realizado o teste
de microdiluicao em caldo (NCCLS 2002; 2003),
para tanto, foram utilizadas microplacas de 96
pocgos estéreis com tampa (TPP, Suica). Entre as
colunas 1 e 10 da microplaca foram feitas 10
diluicdes seriadas do extrato de rom& em meio de
cultura, sendo caldo Mueller-Hinton (Himedia,
Mumbai, India) para as bactérias e RPMI 1640
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(Himedia, Mumbai, india) para as leveduras. As
concentracdes obtidas foram 100, 50, 25, 12,5,
6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39 e 0,19 mg/mL. Apds a
diluicdo do extrato, foram inoculados em cada
poco 5 uL da suspensdo bacteriana ou 100 pL da
suspensao de leveduras, mantendo um poc¢o para
controle positivo (meio de cultura + inéculo) e
outro para controle negativo (meio de cultura), o
teste foi feito em duplicata. As microplacas foram
mantidas em estufa a 37°C por 24 h, respeitando
as condi¢oes de microaerofilia para S. mutans.

Apds, foi realizada andlise macroscopica dos
pocos e a CIM foi determinada no poco sem
turvagao, no entanto, para determinagdo da CMM
foram semeados 100 pL da CIM, de uma
concentracdo acima e de uma abaixo, em placas
de agar BHI ou Sabouraud-dextrose. Apdés 48 h
foram determinadas a CMM do extrato de roma
nas placas que ndo apresentaram crescimento de
coldnias.

Os dados obtidos foram analisados quanto ao
percentual de eliminagdo de cepas em relagéo a
cada concentracao do extrato de roma.

Resultados
Dentre as dez concentragbes testadas, seis

foram efetivas para as cepas microbianas
avaliadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Quantidade de cepas bacterianas e fungicas eliminadas sob concentragées do extrato glicélico

de P. granatum L. (rom@)

Concentracao (mg/mL)

Microrganismo

100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,19

S.aureus 10 10 10* 7 2 - - - - -

S. epidermidis 10 10 10 8* 5 4 - - - -

S. mutans 10 10 10 10 9 3* - - - -

C. albicans 10 10* 7 - - - - - - -

C. tropicalis 10 10 8* - - - - - - ;

C. glabrata 10 10 6" 1 - - - - - -

- concentragao nao efetiva; *CMM obtida em cepa-padrao (ATCC).
Para que ocorresse eliminacao de todas as Discusséao

cepas das seis espécies de microrganismos foi
necessario a utilizacdo da concentracdo de
50 mg/mL, no entanto, a CMMs, para S. aureus foi
determinada em 12,5 mg/mL, para S. epidermidis
e S. mutans a 6,25 mg/mL e para as cepas de
Candida spp. foi 25 mg/mL.

O presente estudo buscou verificar a
efetividade do extrato de roma@ nao somente em
cepas-padrao, mas também em isolados clinicos,
uma vez que, € possivel haver diferengcas no
comportamento de microrganismos da mesma
espécie isolados de pacientes distintos, em
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relagéo a susceptibilidade a antimicrobianos, como
demonstrado por Michelin et al. (2005), que
constataram diferengas comportamentais entre
cepas-padrao e cepas nosocomiais de S. aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
quanto a sensibilidade a extratos naturais.

Cepas de S. epidermidis e S. mutans
demonstraram maior sensibilidade ao extrato de
romda, uma vez que a CMMs, para ambas as
espécies foram 6,25 mg/mL. Com isso, no caso de
S. mutans, pode-se pensar no desenvolvimento de
produtos, com principios ativos de roma, no intuito
de combater carie dental, uma vez que, esta
espécie seja uma das responsaveis por esta
infeccado (PEREIRA et al.,, 2006) e para
S. epidermidis, com atuacdo no controle da
formacdo de biofilme, um de seus principais
fatores de viruléncia, que podem afetar pessoas
recém-implantadas (AN; FRIEDMAN, 2000).

O extrato de roma apresentou atividade
antimicrobiana contra todas as cepas avaliadas
neste  estudo, no entanto, observou-se
comportamento distinto entre cepas bacterianas e
fungicas. Levando em consideragédo a eliminacao
de 100% dos isolados, a acao fungicida do extrato
de roma ocorreu em concentragdo superior a
determinada em cepas bacterianas, isto é, a
50 mg/mL, uma vez que, o efeito bactericida do
extrato foi determinado na concentracdo de
25 mg/mL. Este comportamento também foi
observado por Michelin et al. (2005), onde
verificaram melhor efetividade do extrato de roma
sob S. aureus que C. albicans.

Segundo Voravuthikunchai et al. (2005) a acao
antimicrobiana da roma se deve a presenca do
composto fendlico tanino e para Machado et al.
(2002), além deste composto ha também a
punicalagina  com comprovada atividade
antimicrobiana. Machado et al. (2003) e Naz et al.
(2007) explicaram que os microrganismos S&o
afetados pelo tanino através de uma reagéo
especifica que ocorre entre este composto e o
sulfidril, um componente presente em proteinas.

A obtencdo de diferentes produtos da roma
com propriedades biolégicas tem demonstrado
forte potencial antimicrobiano, frente a diversas
espécies de microrganismos. Al-zoreky (2009),
verificou que o extrato da casca da fruta produziu
inibicdo de cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA), demonstrando desta forma,
uma maneira alternativa para controle deste
microrganismo que pode causar sérias infecgoes,
além de ser seletivo para o antimicrobiano
meticilina. Braga et al. (2005), constataram que o
extrato de roma além de inibir MRSA também foi
eficiente na inibicdo de enterotoxinas produzidas
por esta espécie, segundo os autores, MRSA sao
equipados com genes para diversas enterotoxinas.
Pereira et al. (2006) comprovaram que o extrato
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da casca do fruto da roma afetou a formacao de
biofimes de S. mutans, S. mitis, S. sanguis,
S. sobrinus e Lactobacillus casei, causadores de
carie dental, através da inibicdo da aderéncia
destas bactérias quando o extrato interferiu na
producdo de componentes do biofilme, como as
adesinas, por exemplo. Hayouni et al. (2011)
constataram que o extrato de sementes de rom3,
apresentou atividade antimicrobiana contra
diversas espécies de microrganismos, como
S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella anatum, S. typhimurium,
S. pneumoniae; C. albicans, C. glabrata,
Trichopyton rubrum e Aspergillus niger.

Diante do surgimento de cepas resistentes a
antimicrobianos, torna-se relevante o]
aprimoramento de estudos com plantas medicinais
com forte potencial microbicida, como forma
alternativa de controle de infec¢des. No entanto, a
verificacdo de componentes téxicos para seres
humanos também devem ser conduzidos, a fim de
se obter produtos efetivos contra microrganismos
patogénicos e viaveis quanto a utilizagéo clinica.

Conclusao

O extrato glicdlico de P. granatum L. (roma)
apresentou importante atividade microbicida para
as cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans,
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata.
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