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Resumo: Introducdo: A Punica Granatum L. popularmente conhecida como
romad, possui propriedades medicinais anti-inflamatoérias, antimicrobinanas
e antioxidante. Objetivo: O objetivo do presente estudo é de avaliar o
potencial antimicrobiano da P. granatum frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Streptococcus mitis.
Metodologia: A roma, foi coletada na zona rural do municipio de Pé de Serra,
posteriormente o extrato foi obtido por decoccdo. Utilizou-se a técnica de
difusdo em disco frente ao S. aureus, S. mutans e S. mitis para analise
antimicrobiana. Resultados: Apds a avaliagao antimicrobiana através do
método de difusdao em discos pode-se observar halos de inibicao para o S.
mitis, que se destacou, sendo considerado sensivel ao decocto da casca de
romd, e a S. aureus moderadamente sensivel. Jd a semente nao foi ativa
para nenhum dos microrganismos testados, sendo classificada como nao
sensivel. Conclusdo: A decoccdo da casca do fruto da roma, em estudo in
vitro, apresentou atividade inibitéria frente as bactérias gram-positiva S.
mitis e S. aureus, residentes da cavidade oral. Sugere-se assim, que o
extrato de roma é um potencial inibidor de bactérias presentes na mucosa
oral, que podem estar envolvidas na patogenicidade de infecgoes.

Palavras-chave: Roma. Difusao em disco. Decocgao . Mucosa Oral

Abstract: Introduction: Punica Granatum L., popularly known as
pomegranate, has anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant
medicinal properties. Objective: The objective of the present study is to
evaluate the antimicrobial potential of P. granatum against the
microorganisms Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and
Streptococcus mitis. Methodology: The pomegranate was collected in the
rural area of the municipality of Pé de Serra, later the extract was obtained
by decoction. The disk diffusion technique was used against S. aureus, S.
mutans and S. mitis for antimicrobial analysis. Results: After the
antimicrobial evaluation using the disc diffusion method, inhibition halos
could be observed for S. mitis, which stood out, being considered sensitive
to pomegranate peel decoction, and S. aureus moderately sensitive. The
seed was not active for any of the microorganisms tested, being classified
as non-sensitive. Conclusion: The pomegranate peel decoction, in an in vitro
study, showed inhibitory activity against the gram-positive bacteria S. mitis
and S. aureus, residents of the oral cavity. It is therefore suggested that
pomegranate extract is a potential inhibitor of bacteria present in the oral
mucosa, which may be involved in the pathogenicity of infections.

Keywords: Pomegranate. Disc broadcast. Decoction. Oral mucosa



INTRODUCAO

As plantas possuem potencial terapéutico e destacam-se pela sua
relevancia cultural. A medicina tradicional é transmitida de geracdo a
geragao, se mantendo viva e gerando incentivos de pesquisas com plantas

que sao utilizadas popularmente com finalidades terapéuticas?!2.

Dentre as pesquisas realizadas com produtos naturais encontra-se a
busca de novos agentes antimicrobianos, uma vez que, a resisténcia
bacteriana é considerada um problema de saude publica3. Sendo assim, as
triagens in vitro como, os métodos de difusdao em disco e concentragao
minima inibitdria, podem ser utilizados para avaliar o potencial de extratos

vegetais frente diferentes microrganismos®*.

Diversos métodos de difusdo possuem uma importancia sobre
atividade antimicrobiana em um pais de grande biodiversidade como o
Brasil, pois podem ser utilizados para a primeira triagem na descoberta da
atividade farmacoldgica das espécies. O método de difusdo em agar é
comumente utilizado e sua ampla utilizacdo é devida a sua simplicidade e

baixo custo®.

A Punica granatum, conhecida popularmente como roma, € uma das
plantas com potencial terapéutico conhecida por sua capacidade
antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana®”’:8. Seu fruto e casca sado
usados no tratamento de doencas parasitarias intestinais, diarreia,
disturbios da garganta como faringites, laringites, bronquites, além de

abscessos de pele e mucosas®’-°.

A Punica granatum é um vegetal arbustivo de folha caducifdlia
pertencente a familia Punicaceae, nativo do oriente médio, mas seu cultivo
é praticado em diversos paises, como Estados Unidos, Argentina, Australia,
Chile e Brasil'?, O fruto da roma é composto pela semente e pela casca, a
semente € a parte comestivel e constitui 52% do total do fruto, contém
78% de suco e 22% de sementes. A casca é a parte ndo comestivel, porém

usada na medicina popular especialmente para gargarejos®. A presencga de
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antocianinas (cianidina 3,5-diglicosideo), flavanoides (quercetina), acidos
Fenodlicos (acido Cafeico) e taninos nessas cascas ja foram relatadas em

estudos anteriores ”.

No tratamento de infeccdoes como gengivite e faringite o uso popular
do decocto da casca de roma na forma de gargarejo € bastante comum.!%
12 Sendo assim, o objetivo do presente estudo é de avaliar o potencial
antimicrobiano da P. granatum frente aos microrganismos Staphylococcus

aureus, Streptococcus mutans e Streptococcus mitis.

MATERIAL E METODO
Coleta

A Roma (P. granatum), foi coletada na zona rural do municipio de Pé
de Serra situada na regiao nordeste no estado da Bahia, a

aproximadamente 210 km da capital Salvador, bioma Caatinga?'3.

Preparo do extrato

Inicialmente foi feita a separacao das sementes e casca, pesou-se 10g
do material vegetal que foi submetido a extracao por decocgao em 100 ml

de agua destilada, por 20 min.

Padronizacao dos indculos bacteriano

Os microrganismos utilizados foram Streptococcus mutans ATCC
(00456), Streptococcus mitis ATCC (00456) e Staphylococcus aureus ATCC
(00402). Estes foram diluidos de acordo com a escala 0,5 McFarland
equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml.

Avaliacao antimicrobiana através do método de difusao em
disco

A avaliacdo antimicrobiana foi realizada através do método de difusao
em disco, descrita por Bona e colaboradores (2014), com modificacdes.
Foram utilizados discos estéreis de 40 mm, contendo 20 pL do extrato
obtido por decoccao. Posteriormente foram aplicados em placas de Petri

contendo meio o BHI (Brain Hear Infusion — DIFCO) que foram inoculadas
6



previamente com 100 pL dos microrganismos testes (Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis). As placas foram
incubadas por 24 h a 35 £ 2°C.

Apds esse periodo foi possivel observar através da leitura visual os
halos de inibicao de crescimento bacteriano que foram quantificados em
milimetros com o auxilio do paquimetro. A classificacao da sensibilidade foi
definida de acordo com a largura do diametro da zona de inibicdo (tabela

1) seguindo o critério de Djabou e colaboradores (2013)4.

Tabela 1: Classificagdo da atividade antimicrobiana, através da zona de inibigcdo (ZDI)

Classificagao Zona de inibicao (mm)
Ndo sensivel (-) <8

Moderadamente sensivel (%) 8-14

Sensivel (+) 14-20

Fonte: DJABOU et al., 2013

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O processo de extracdo pela técnica por decoccdo é uma das mais
utilizadas pela populagao para realizar gargarejo. Desta forma, a técnica foi
escolhida para avaliar a suscetibilidade dos microrganismos residentes da
mucosa oral ao decocto das sementes e casca da roma, utilizando assim a
planta da mesma forma que a populagao faz uso. A Tabela 2 apresenta os

halos de inibicao obtidos para o S. aures, S. mutans. S. mitis.

Tabela 2: Diametro dos halos de inibicdo bacteriana

Halo de inibicao (mm)

Amostra

S. aureus S. mutans S.mitis




Decocto casca 13,66 £ 3,51 | ** 22,33+ 2,0

Decocto semente *ok *ok *k

Padrao cloranfenicol | 41,00 = 1,00 | 66,66 £ 1,52 60,00 £ 0,12

** Nao apresentaram halo de inibigao

A tabela 2 apresenta a classificagao pela zona de inibicao para os
microrganismos testados, sendo levado em consideracdo paréametros
descritos por DJABOU e colaboradores (2012)14.

Tabela 2: Classificacdo dos extratos segundo DJABOU et al., 2013

Classificacao segundo DJABOU et al., 2012
Amostra
S. aureus S. mutans S.mitis
Decocto casca Moderadamente Nao sensivel Sensivel
sensivel
Decocto semente Nao sensivel Nao sensivel Nao sensivel
Padrao cloranfenicol Sensivel Sensivel Sensivel

Através da figura percebe-se que o halo de inibicao para o S. mitis se
destacou, sendo considerado sensivel (tabela 2) ao decocto da casca de
romd. Ja a semente ndo foi ativa para nenhum dos microrganismos

testados, sendo classificada como ndo sensivel (tabela 2).

Estudos mostram que a decoccdo em agua favorece a extracdo de
compostos fendlicos como os taninos das cascas de roma, destacando que
os taninos apresentam pronunciada atividade antimicrobianal®>6, J& foi

relatado, que polifendis apresentam efeito antisséptico e cicatrizante > 17,



Sendo assim, pode-se sugerir que a decocgao pode ter favorecido a
extracao de metabdlitos secundarios, que sao ativos frente ao S. mitis e S.

aureus.

Figura 1: Halo de inibicdo da S. aureus (A), S. mitis (B) e S. mutans (C).

Estudos realizados por KHAN e colaboradores (2017), avaliaram a
atividade antimicrobiana do extrato aquoso, hexanico, etanolico e
cloroférmico, sendo o extrato aquoso inativo para S. aureus, resultado este
contrario ao encontrado no presente trabalho!®, Silva e colaboradores
(2020), também avaliaram a atividade antimicrobiana do decocto de roma
e obtiveram halo de inibicao de 25 mm para Streptococcus mutans e 30

mm Streptococcus mitis’.

Atividade antibacteriana contra S. aureus, S. epidermidis, L.
acidophilus, S. mutans e S. salivarius, ja foi observada no extrato da casca
de roma, essa atividade é principalmente encontrada na saliva e podem ser
a causa de patologias tanto nos tecidos duros quanto nos moles da cavidade

bucal, corroborando assim com os resultados encontrados?>:17,

De acordo com a pesquisas realizadas, sugere-se que o extrato de
roma é um potencial inibidor de bactérias presentes na mucosa oral, que
podem estar envolvidas na patogenicidade de infecgdes, principalmente por

sua propriedade antimicrobianal®:20,




DAHHAM, (2010), em sua pesquisa mostrou atividade antibacteriana
e antifungica da roma no extrato de casca e da semente entre os
microoganismos a S. aureus, onde foi verificado esse potencial tanto na
casca quanto na semente, porém o efeito antibacteriano nas cascas ele
tende a uma variagao conforme o tipo as semente. O melhor resultado entre

os tipos de semente foi na semente vermelha?!.

Um outro estudo de Pinto e Costa (2016), realizou testes em amostras
de cascas de sementes de roma, onde puderam identificar flavonoides, por
meio do qual obtiveram resultado positivo nas cascas e negativo nas
sementes e sdo os compostos fitoquimicos os responsaveis pelas varias
acoes farmacoldgicas atribuidas a roma, nas quais se destacam,
principalmente, atividade antiinflamatéria e antibacteriana??. Isso poderia
ser uma explicagcao que corrobora com os resultados obtidos, visto que os
flavonoides encontrados na casca nao sao os mesmos da semente, por isso
a obtencao do resultado negativo para atividade antimicrobiana nas

sementes.

Pesquisas sobre a semente da roma e suas propriedades nutricionais
tém atraido a atencdao de muitas pesquisas em especial as do 6leo obtido
das sementes. No entanto, estudos sobre a extracao de sementes de roma
sao escassas, assim como seu efeito. Alguns pesquisadores ja apontaram
que a qualidade fisioldgica da semente esta associada ao seu vigor, e varios
fatores devem ser considerados quando fala-se de desse vigor,
principalmente ao regular processo de germinacao e superagao da

dorméncia?3:24,

Devido a multiplicagdo de formas prejudiciais das bactérias no
organismo, resulta-se em infecgdes bacterianas que estao relacionadas e
rotineiras no trato da mucosa, principalmente infecdes de garganta?>. Como
consequéncia dessas infeccdes que mais acometem a populacao é a dor de
garganta, € uma condicdo comum relacionada com a infeccdo no trato

respiratorio superior e a recorréncia dessa infeccao pode derivar em
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amidalite crénica. A amidalite é causada principalmente por infeccoes

bacteriana, principalmente causada pela S. aureus 2627,

Um creme dental a base de roma foi testado em alunos e pode-se
observar uma diminuicao de micro-organismos como S. mutans, reduzindo
o numero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL) em até dez vezes,
mostrando assim o resultado positivo do creme dental no referente a

reducdo de microorganismos?8.

O S. mutans tem se destacado, principalmente associados a saude
bucal, ja foi relatado que a Candida albicans foi detectada frequentemente
associadas com essa bactéria. Isso acontece porque esse fungo pode
interagir sinergicamente com S. mutans e colonizar a superficie dos dentes
através de interacdes mediadas por substancias poliméricas extracelulares
e esses carboidratos e as proteinas presentes nela atuam como uma fonte

de alimento para bactérias?:30,

Essas proteinas que podem ser encontradas na microbiota oral
possuem o papel de auxiliar na fixacao de organismos pioneiros, incluindo
estreptococos, e tém um papel fundamental na homeostase microbiana
oral, o que mostra a importancia do nosso estudo correlacionar

estreptococos com essa microbiota3!.

Dentre as espécies de estreptococos comuns na cavidade bucal esta
presente o S. mitis, que costumam ser patdgenos oportunistas,
particularmente associados a endocardite infecciosa, e também sdo
considerados os primeiros colonizantes primarios associados a saude bucal
podendo se ligar com maior facilidade a pelicula salivar, crescendo

rapidamente32.

Sendo o gargarejo um resultado utilizado por agitagao de infuso,
decocto ou de maceragao na garganta pelo ar que se expele da laringe,
muito utilizado como uma alternativa no combate a infeccdes da garganta,

sendo que ao final do gargarejo o liquido deve ser jogado fora. Estudos

11



associando plantas e a sua utilizagdgo na forma de gargarejo para
tratamento de infecgdes bucais ganham destaque quanto a utilizacdo da
casca de roma na forma de gargarejo, do macerado e do cha para tratar

infecgdes comunc como a gengivite e faringite!! 12,

O gargarejo é considerada uma forma topica para o uso da roma, e
que apresenta caracteristicas do ponto de vista microbioldgico sendo
utilizado no tratamento de gengivite e faringite devido ao seu perfil
fitoquimico. O gargarejo da roma possui beneficios na fungao endotelial e

sua composicao de planta medicinal usada pela terapéutica populari? 33,

Comparando com os resultados obtidos por Martins e Casali, (2019)
onde ele descreve que em seus experimentos alcancou halos de
crescimento de até 36mm esse experimento corrobora para a eficacia do

extrato da casca do fruto de P. granatum L1°.

JA os estudos de Dahash e colaboradores (2021) apontam
diretamente para a contribuicdo do extrato da roma (que é rico em acido
elagico) e contribui para inibir a resisténcia do Staphylococcus aureus a
meticilina. O autor ainda afirma que o extrato de roma apresenta atividade

antibacteriana de forma sinérgica com a meticilina ou de uso individual3*
35

Os produtos da roma também possuem um efeito sinérgico,
contribuindo assim na cicatrizacdo completa de ulceras na lingua em um
grupo de camundongos, e o cha da casca aplicado no local (bochechos) e a
ingestao da polpa da Punica granatum L. se mostram eficazes no

tratamento das infecgdes causadas nas linguas desses camundongos?”’.

12



CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados encontrados, permitiram concluir que a decocgao da
casca do fruto da Roma (Punica granatum), em estudo in vitro, apresentou
atividade inibitéria frente as bactérias gram-positiva S. mitis e S. aureus,
residentes na cavidade oral e estao envolvidas em diferentes patologias.
Podendo sugerir que o uso tépico da casca do decocto de romda pode
contribuir na reducao do uso de antibidticos pela populacdo. Percebe-se
através do estudo preliminar em disco de inibicdo que a roma é promissora,

e que seu uso popular é justificavel.

13
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