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Objetivo: Avaliar in vifro o potencial antimicrobiano da casca de roma na forma farmacéutica de
enxaguante bucal frente microrganismos de interesse odontoldgico.

Métodos: Produziu-se um extrato etanélico da casca da roma para determinagao da sua concentragao
inibitéria minima (CIM) frente as bactérias S. aureus, E. coli, E. faecalis e K. pneumoniae. Utilizou-se
placas de 96 pocos e concentragdes do extrato que variaram de 1000 a 62,5 ug/mL. A partir da CIM, foi
elaborado um enxaguante que teve sua eficacia antibacteriana testada frente as mesmas bactérias do
teste descrito anteriormente.

Resultados: A CIM encontrada para o extrato etandlico de P. granatum foi de 125 ug/mL para E. Coli
e 62,5 yg/mL para K. pneumoniae, S. aureus e E. faecalis. Sendo bactericida para a primeira e a
ultima bactéria; e bacteriostatico para K. pneumoniae e S. aureus. A partir da determinacéo da CIM, foi
preparada, em farmacia de manipulagéo, uma solugdo enxaguante na concentragdo de 250 uyg/mL e os
resultados se repetiram conforme o obtido com o extrato bruto etandlico.

Conclusao: A solugdo enxaguante bucal a base do extrato etandlico da Punica granatum Linn
demonstrou atividade antibacteriana frente as cepas citadas. A partir dos resultados obtidos, verifica-
se a importancia da realizagcao de outros estudos para que esta solugdo possa ser testada in vivo e
posteriormente comercializada.

Descritores: antibacterianos; fitoterapia; saude bucal.

INTRODUGAO

A manipulagdo de plantas para o
tratamento de doencas ¢é bastante familiar desde
a idade antiga. Na busca da manutencdo da
saude geral, houve um aumento na procura por
propriedades curativas no ambiente natural®.
Por apresentar inumeras possibilidades
terapéuticas, a fitoterapia tem se revelado
muito proveitosa e uma importante aliada para
a medicina. A sua utilizagdo na area da saude
é crescente em funcdo da busca constante de
novos medicamentos com alta eficiéncia, baixa
toxicidade e baixo custo?.
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Os fitoterapicos ganharam for¢ca no
setor odontolégico depois da aprovagdo da
Politica Nacional de Praticas Integrativas
e Complementares (PNPIC) no SUS e no
conselho federal de odontologia®. Neste
sentido esta inserida a Punica granatum Linn,
planta pertencente a familia Lythracaceae,
popularmente conhecida como “roma”™.

A roma é rica em varios fitoquimicos
que sao responsaveis por seu forte potencial
antioxidante, anti-inflamatorio e antibacteriano®.
Na forma de enxaguante bucal, a roma pode
reduzir o numero de bactérias da cavidade oral
por conter fitoquimicos, como, por exemplo,
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taninos e flavonoides, que se destacam na agao
antibacteriana®’.

A cavidade oral é considerada um local
de amplas espécies microbianas, tendo as
bactérias como mais numerosas e prevalentes,
de modo que convivem de forma harmbnica com
o hospedeiro. Um item bastante importante € o
biofilme dental, que se refere a uma comunidade
de microrganismos bacterianos bem arranjados
sobre a superficie dentaria®.

A formagdo do biofilme dental acontece
de forma bastante natural e arranjada, localizada
em tecidos moles e duros, e consiste em varias
fases. Seu inicio se da com a formacido de
uma pelicula adquirida caracterizada por um
conjunto de interagdes bioquimicas que formam
uma camada que é absorvida rapidamente pelo
esmalte®.

As pesquisas com fontes naturais que
tém agdes antimicrobianas ajudam no processo
de desenvolvimento de novos fitoterapicos e
antibidticos. Esses farmacos sao importantes
pois atuam sobre as bactérias resistentes as
medicagdes disponiveis no mercado®.

Diante do exposto, este trabalho avaliou
in vitro o potencial antimicrobiano da roma
(Punica granatum Linn) na forma farmacéutica
de enxaguante bucal frente aos microrganismos
de interesse odontolégico.

MATERIAIS E METODOS
MICRORGANISMOS

As cepas de microrganismos selecionadas
para a pesquisa foram as bactérias gram-
positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Enterococcus faecalis (ATCC 6057) e gram-
negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC 29665).

OBTENGAO DO EXTRATO ETANOLICO

O material botanico constituido pela
casca da roma foi colocado em estufa de
circulagao de ar (Quimis, Brasil) a 40 °C para
secagem. Na sequéncia, as cascas foram
trituradas em moinho de facas (New Lab,
Brasil) e 0 po resultante extraido em etanol P.A
(Synth, Brasil) por maceragao, na propor¢ao de
2:10 (p/v), durante seis dias. Nesse periodo, o
etanol foi renovado a cada intervalo de 48 horas,
totalizando dois ciclos de troca do solvente.

Durante o processo de extracdo, a solucao
foi armazenada em potes de vidro, fechados e
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embrulhados com papel aluminio, a fim de evitar
interferéncia da luz, sofrendo agitacao mecanica
diaria por 2 horas. A solugéo extrativa foi filtrada
e concentrada em evaporador rotativo (Fisatom
804, Brasil) sob pressao reduzida, a temperatura
de 38°C para eliminagcido do solvente organico.
Posteriormente, os extratos resultantes foram
removidos do baldo de rotaevaporacéao e levados
para estufa de secagem a 30°C para completa
eliminagdo do solvente. A metodologia acima
descrita foi seguida de acordo com o método
estabelecido por Cunico et al.’® com adaptagdes.

CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

Para determinagdo da CIM do extrato
etandlico da roma frente os microrganismos
testados, foram utilizadas concentragbes do
extrato que variaram de 62,5 a 1000 pg/mL.
Uma concentracido estoque do extrato de roméa
(1000pg/mL) foi preparada em solugdo de
dimetilsulfoxido a 5% em agua destilada estéril
e diluida nas demais concentragées (500, 250,
125 e 62,5 pg/mL). Todas as concentragdes da
amostra foram testadas no estudo.

Optou-se pelo método de microdiluicao
em caldo, utilizando placas de microtitulagcao
de 96 pocos. As microplacas foram preparadas
dispensando-se em cada poc¢o 100 uL de cada
concentracdo da amostra, 90 uL de caldo
Mueller Hinton (Kasvi, Brasil) e 10 yL do indculo
padronizado em 108 UFC/mL e, posteriormente,
incubadas a 37 °C por 24 horas.

Apds o periodo de incubacgao, 30 yL de
resazurina (Sigma-Aldrich, EUA) em solucdo
aquosa na concentracao de 0,01% (p/v) foram
acrescidos nos pogos e a microplaca retornou
para a estufa bacteriologica (SP Labor, Brasil)
a 37 °C por mais duas horas. A resazurina € um
indicador de oxidorredugdo empregado para
revelar alteragdo de pH no meio determinado
pelo crescimento do microrganismo'. Os pogos
que adquiriram coloracdo rosada apontaram
para a reagdo quimica de oxidorredugcdo da
resazurina em resorfurina, interpretada como
presenca de células viaveis, enquanto nos pogos
em que nao houve mudanca na coloracdo do
corante se interpretou como auséncia de células
viaveis, sugerindo inibicdo do crescimento
celular pelo extrato. A CIM foi definida como
a menor concentracdo do extrato que inibe o
crescimento visivel de um organismo apds o
periodo de incubagao®?.

Dos pogos onde foi identificada a
concentragao inibitéria minima, retirou-se uma
aliquota de 10 pL (diluida 1:1000 em agua estéril)
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de cada pogo que, apds o uso da resazurina,
apresentaram a coloragao azul para submeter
esse material a uma subcultura em meio sélido
contendo Agar Mieller Hinton (Kasvi, Brasil),
por 24 horas a 37°C, para determinacao do
potencial antimicrobiano do extrato (bactericida
ou bacteriostatico). O controle utilizado foi o
digluconato de clorexidina 0,12% sem alcool. Os
ensaios foram realizados em ftriplicata.

ELABORACAO E TESTAGEM DA SOLUGCAO
ENXAGUANTE

Ap0s os testes iniciais para determinacao
da CIM, em uma farmacia de manipulagéo
comercial (Formular - Farmacia de Manipulacéo,
Brasil), foi elaborado um enxaguante bucal a
base do extrato etandlico da casca da roma3,
na concentracdo de 250 ug/mL. Esta foi a
concentracao definida, pois a mesma sofrera
fator de diluicdo ao ser pipetada nos pocos da
microplaca de 96 pocos, visto que, a aliquota
de 100 pL pipetada sera diluida pelo conteudo
do poco onde também constara 100 uL de meio
de cultura com o indculo padronizado, o que a
deixara com a concentracgao final de 125 ug/mL.

Para a formulagdo da solugao
enxaguante, o extrato da roma foi solubilizado
em agua destilada, e o qgsp (quantidade
suficiente para) foi agua destilada e acrescido
0,5% metidibromoglutaroniltrilo + fenoxietanol
(cosmoguard). Preparou-se um volume de 50
mL do enxaguante.

Para verificar a efetividade do enxaguante
abase de rom4, testou-se emftriplicata a atividade
antimicrobiana da solugao frente as cepas de S.

aureus, E. faecalis, E. coli e K. pneumoniae em
microplacas de 96 pocgos. Os controles utilizados
foram digluconato de clorexidina (0,12%) e
Colgate® Total 12 Clean Mint, ambos sem alcool

Posteriormente, a placa foi incubada a 37
°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacéo,
foram pipetados nos pogos 30 pL de corante
resazurina em solucdo aquosa na concentragao
de 0,01% e a microplaca retornou para a estufa
bacterioldgica a 37 °C por mais duas horas. Apos o
periodo de revelacao, foram feitas as subculturas
em meio sélido com Agar Miieller Hinton.

As placas de Petri foram incubadas em
estufa bacteriolégica por 24 horas a 37 °C.
Decorrido o tempo estimado, foi realizada a
visualizacao para identificacdo de unidades
formadoras de colbnia. Assim, considerou-se que
as placas as quais apresentaram crescimento
dessas unidades demonstraram atividade
bacteriostatica e as placas sem crescimento
demonstraram atividade bactericida.

RESULTADOS

Foram realizados testes utilizando o
extrato etandlico de Punica granatum Linn
frente quatro bactérias de interesse médico-
odontolégico. Houve inibicdo do crescimento
de todos os microrganismos em concentragdes
que variaram de 62,5 a 125 ug/mL. Todos
0s microrganismos foram inibidos pelos
antimicrobianos usados como controle. Os
valores encontrados de CIM, assim como o
potencial antimicrobiano do extrato diante dos
microrganismos testados, sdo demonstrados na
Tabela 1.

Tabela 1. Concentracgdo inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico e agdo da solugdo enxaguante
da roma frente os microrganismos testados (aplicado fator de diluicéo).

Microrganismos CIM Enxaguante Mecanismo de Acédo
K. pneumoniae 62,5ug/mL Bacteriostatico
E. faecalis 62,5ug/mL 125 pg/mL Bactericida
S. aureus 62,5ug/mL Bacteriostatico
E. coli 125 pg/mL Bactericida
Fonte: Elaboragao prépria. Caruaru, 2023.
A partir do resultado da CIM, foi elaborado DISCUSSAO

um enxaguante bucal com o extrato da roma.
Nesta etapa, foi analisada in vitro sua agao
antimicrobiana frente os mesmos microrganismos.
O resultado mostrou efetividade antisséptica do
enxaguante a base de roma, repetindo o mesmo
resultado encontrado no teste de determinacgao
da concentragao inibitéria minima.
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O Brasil tem demonstrado um crescente
desenvolvimento de medicamentos a base de
fitoterapicos, pois possui uma grande diversidade
botanica. Assim, tem sido demonstrada a
efetividade e as vantagens desses produtos
naturais na terapéutica de infeccao, inflamacéao
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e dor, pelas propriedades farmacolégicas
presentes em suas folhas, flores e casca'™.
Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana
de um enxaguante bucal elaborado a partir da
determinagao da concentragdo inibitéria minima
do extrato bruto de roma (Punica granatum Linn).
Os resultados dos testes visuais demonstram
claramente o que é descrito na literatura, a
respeito do metabolismo de respiragao celular
converter a resazurina em resorufina e isso ser
detectavel pela alteragdo de cor™.

Aroma possui alguns compostos quimicos
importantes, como os taninos e flavonoides
presentes na sua composi¢ao. Estes compostos
podem inibir a acdo de algumas enzimas
bacterianas, inibindo, assim, o mecanismo de
unido entre as bactérias na superficie do dente®.

Em uma pesquisa, a Punica granatun
Linn foi testada contra 100 isolados clinicos de S.
aureus. A CIM foi obtida através de microdiluicdo
e resultou em valores variando entre 50 e 80 ug/
mL. Nos resultados, observou-se que o extrato
da roma apresentou atividade inibitéria no que
se refere a cepa citada’. No presente estudo,
a CIM encontrada foi de 62,5 ug/mL frente o
mesmo microrganismo, corroborando com 0s
achados do trabalho citado.

O efeito do extrato metandlico da casca
da roma foi testado contra bactérias gram-
positivas S.aureus e B.subtilis e gram-negativas
K. pneumoniae e E. coli. Neste estudo, o extrato
mostrou forte espectro contra as cepas citadas,
com CIM variando de 200 a 780 ug/mL". Em outro
estudo utilizando o extrato metandlico, foram
utilizados os microrganismos E. coli, S.aureus e
C. albicans e a atividade antibiofilme do extrato
foi avaliada, apresentando capacidade de inibir
a formacéo de biofilmes com CIM de 150 pg/mL
para E. coli, 250 pg/mL para S. aureus e 250
pMg/mL para C. albicans. Além disso, o extrato
rompeu biofilmes pré-formados’™. No presente
trabalho, identificou-se concentracbes menores
(62,5 e 125 ug/mL) capazes de promover inibicdo
de trés desses microrganismos (K. pneumoniae,
S. aureus, E. coli). A diferenca de metodologia
no processo de extracdo dos constituintes da
roma pode justificar a variacdo dos valores da
CIM entre os estudos.

A atividade antibacteriana da roma frente
bactérias gram-positivas e gram-negativas foi
analisada em uma pesquisa in vitro. Dentre as
bactérias testadas, as de relevancia com relacao
aos resultados do presente estudo, foram K.
pneumoniae, E. coli, E. faecalis e S. aureus.
Observou-se inibicdo de crescimento com
CIM de 160 pg/mL a partir do extrato etandlico
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de casca'” que é maior do que os resultados
encontrados no presente estudo, mas que
pode se justificar pela sazonalidade, técnica de
preparo do extrato, entre outras™@.

Componentes da roma tém propriedades
de promover a saude oral, reduzindo risco de
gengivite. Este estudo levantou dados para
a possibilidade da utilizacdo de extratos de
romd em cremes dentais e enxaguatdrios
bucais'™. A casca contém compostos bioativos
que incluem fendlicos, flavonoides, compostos
de proantocianidina, minerais como potassio,
nitrogénio e sodio e polissacarideos complexos.
Além disso, o extrato de roma também foi
capaz de inibir o crescimento de S. aureus em
concentragcdes mais elevadas e retardar o seu
crescimento em concentragdes mais baixas?.
Os estudos acima mencionados demonstram
evidéncias consideraveis na eficacia do extrato
contra o crescimento microbiano e corroboram
com nossos achados.

Outras propriedades do extrato de
Punica granatum atacam as causas basicas
da carie dentaria no menor nivel bioquimico,
com excelente vigor e agressividade, e possui
propriedades anti-inflamatérias que podem
ajudar a acalmar tecidos irritados ou Ulceras®.
As propriedades citadas indicam possibilidade
de uso em dentifricio, pomada para ulcera bucal
e creme antifungico, além de enxaguatério bucal.

Um estudo cujo objeto foi avaliar o
efeito do enxaguante bucal a base de roma
sob bactérias formadoras de biofiime obteve
resultados que evidenciam sua eficacia na
inibicdo de microrganismos bucais. Contudo,
diferentes  concentragdes s&o indicadas
como possiveis para utilizacdo nesse tipo de
enxaguante. A longo prazo, o antisséptico pode
ser usado em substituicido de outros a base de
agentes quimicos?'.

O presente trabalho utilizou-se de extrato
etandlico da casca da roma, obtendo uma CIM
que variou entre 62,5a 125 ug/mL. Apesar de
comparado com alguns estudos que utilizaram
extratosmetanolicosemconcentragdesvariadas, os
resultados apresentaram atividade antibacteriana
contra as cepas testadas, corroborando com os
dados encontrados na literatura.

Foi realizado um estudo para observar a
diferenga no acumulo de placa bacteriana, apds
0 uso de enxaguatorio bucal contendo extrato de
roma, clorexidina e um enxague placebo. Depois de
garantir que todos os voluntarios saudaveis haviam
se abstido de medidas basicas de higiene bucal
por quatro dias, os resultados foram observados
no quinto dia. Os autores concluiram que os
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voluntarios que usaram extrato de roma tiveram
significativamente menos acumulo de placa do
que aqueles que usaram o enxague placebo. Além
disso, os resultados do extrato de roma foram
comparaveis aos da clorexidina?. A exposi¢do da
cavidade oral aos flavonoides, presentes na roma,
pode promover saude bucal, inclusive inibindo
processos relacionados a gengivite'.

Portanto, mesmo com diferentes
concentragdes, as pesquisas mostram o efeito
antibacteriano do extrato de diversas partes da
roma, bem como a atividade antimicrobiana dos
enxaguantes a base roma. Ademais, destaca-se
o desempenho dos extratos feitos com a casca
do fruto, os quais estiveram presentes em todas
as pesquisas citadas.

O presente estudo se diferencia por
buscar avaliar a atividade antimicrobiana da
casca de roma (Punica granatun Linn) a partir
da obtencéo de seu extrato bruto, o que faz com
que a formulagéo da solugdo enxaguante obtida
a partir deste, seja um produto exclusivo e seus
resultados possam contribuir com a ciéncia,
corroborando com o conhecimento empirico
da populagdo. Estudos posteriores da solugao
enxaguante de roma poderdo ser executados
utilizando isolados clinicos, uma vez que é
possivel encontrar diferengcas no comportamento
de microrganismos da mesma espécie isolados de
pacientes distintos em relagdo a suscetibilidade a
antimicrobianos. Visto que é possivel encontrar
diferengas comportamentais entre cepas-padrao
€ cepas nosocomiais.

CONCLUSAO

De acordo com o resultado encontrado
na pesquisa, pode-se concluir que o0 enxaguante
a base do extrato etandlico da Punica granatum
Linn (rom&) demonstrou atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis,  Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. Por se tratar de uma enxaguante a
base de um fitoterapico, tem maior aceitacido da
populagao, facil acesso e baixo custo.

A partir desses resultados, indica-se
a realizacdo de novos estudos in vitro com
mais microrganismos para a corroboracao dos
achados. Futuros estudos in vivo também devem
ser viabilizados, a fim de garantir o uso seguro e
eficaz deste enxaguante.
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Efeito antimicrobiano da Punica Granatum Linn (Roma)

Phytotherapy in Dentistry: antimicrobial effect of punica granatum linn
(pomegranate) against pathogenic microbiota of the oral cavity.

Aim: To evaluate in vitro the antimicrobial effect of a mouthwash based on pomegranate peel against
microorganisms of dental interest.

Methods: An ethanolic extract from pomegranate peel was produced, and its minimum inhibitory
concentration (MIC) against S. aureus, E. coli, E. faecalis and K. pneumoniae was determined. 96-
well plates and extract concentrations ranging from 1000 to 62.5 ug/mL were used. A mouthwash was
produced based on MIC, and its antibacterial efficacy was tested against the same bacteria in the
previously described test.

Results: The MIC found for the ethanolic extract of P. granatum was 125 pg/mL for E. Coli and 62.5 pg/
mL for K. pneumoniae, S. aureus and E. faecalis, with bactericidal effect for the first and last bacteria
and bacteriostatic for K. pneumoniae and S. aureus. After determining the MIC, the mouthwash solution
was prepared with 250 ug/mL concentration and the results were repeated as those obtained with the
crude ethanolic extract.

Conclusion: The mouthwash solution based on the ethanolic extract of Punica granatum Linn
demonstrated antibacterial activity against the aforementioned strains. The obtained results reinforce

the importance of carrying out further studies so that this solution can be tested in vivo and subsequently
commercialized.

Uniterms: anti-bacterial agents; phytotherapy; oral health.
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