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ANALISE DO EFEITO ANTIBACTERIANO E MODULADOR DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DE Punica granatum L. (Roma)
Maria luldnia de Jesus®, Rakel Olinda Macedo da Silva?

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito antibacteriano e modulador do extrato
etandlico das folhas de Punica granatum I.. As folhas da planta foram trituradas, e
submergidas no solvente etandlico por 72 horas para a obtencdo do extrato. Os
microrganismos utilizados nos testes foram as linhagens bacterianas padrdo de Escherichia
coli ATCC 25922 e Staphylococos aureus ATCC 6538, e as linhagens multirresistentes de
Escherichia coli 27 e Staphylococos aureus 199. A avaliacdo da atividade antibacteriana e
modulatéria foram realizadas pelo método de microdiluicdo. As drogas utilizadas para a
modulacdo foram os aminoglicosideos, amicacina e gentamicina. Os fitoconstituintes
encontrados na realizacdo da prospec¢do quimica do EEPg foram os fendis, taninos hidrossollveis,
flavonas, flavandis e xantonas. Na realizacdo da determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM), do EEPg frente as linhagens bacterianas, foi obtido uma CIM igual a 512 ug/mL. Na
modulacgdo da resisténcia 0 uso de gentamicina associado ao extrato etanélico resultou em um
sinergismo, intensificando a acdo do antibidtico frente S. aureus, enquanto para E. coli os
resultados foram insignificantes. Diante dos resultados obtidos, observa-se que 0 extrato
etanolico apresenta acao antibacteriana frente as cepas Gram-positivas, podendo potencializar
a atividade do antibidtico gentamicina. Sendo assim é de suma importancia pesquisas mais
aprofundadas nessa tematica a fim de evidenciar a eficacia do extrato, e de acordo com o0s
resultados seja possivel ter mais alternativas na reversao da resisténcia bacteriana.
Palavras-chave: Aminoglicosideos. Modulagédo. Resisténcia bacteriana.

ANALYSIS OF THE ANTIBACTERIAL EFFECT AND MODULATOR OF THE
ETHANOLIC EXTRACT OF THE LEAVES OF Punica granatum L.
(POMEGRANATE)

ABSTRACT

This study aimed to analyze the antibacterial and modulator effect of the ethanolic extract of
the Leaves of Punica granatum L.. The leaves of the plant were crushed, and submerged in
the ethanolic solvent for 72 hours to obtain the extract. The microorganisms used in the tests
were the standard bacterial strains of Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococos
aureus ATCC 6538, and the multidrug-resistant strains of Escherichia coli 27 and
Staphylococos aureus 199. The evaluation of the antibacterial and modulatory activity was
performed by the Microdilution method. The drugs used for modulation were
aminoglycosides, amikacin and gentamicin. The phytoconstituents found in the chemical
prospecting of the EEPg were the phenols, water-soluble tannins, flavones, flavanols and
Xanthas. In the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of the EEPg in
the face of the bacterial strains, a mic equal to 512 ug/ML was obtained. In the modulation of
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resistance the use of gentamicin associated with ethanolic extract resulted in a synergism,
intensifying the action of the antibiotic front S. aureus, while for E. coli the results were
insignificant. In view of the results obtained, it is observed that the ethanolic extract presents
antibacterial action against Gram-positive strains, and may potentiate the activity of the
antibiotic gentamicin. Thus, it is of paramount importance more in-depth research in this
theme in order to show the efficacy of the extract, and according to the results it is possible to
have more alternatives in the reversal of bacterial resistance.

Keywords: Aminoglycosides. Modulation. Bacterial resistance.

1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana é um dos problemas de saude publica mais relevante, pois
essa resisténcia inviabiliza o tratamento de infec¢cdes comuns, devido o comprometimento da
acdo dos antibioticos (FRACAROLLI; OLIVEIRA; MARZIALE, 2017). Trata-se de um
fendmeno natural, que vem sofrendo uma expansdo acelerada em virtude da utilizacéo
inadequada desses farmacos (LOUREIRO et al., 2016).

O surgimento da resisténcia de cepas bacterianas como E. coli e S. aureus a uma
ampla distribuicdo de antibidticos como [-lactdmicos, aminoglicosideos, macrolideos,
lincosamidas, fluoroquinolonas, cloranfenicol, sulfonamidas, estreptomicina e tetraciclina, é
uma causa de preocupacdo em todo o mundo, e transformou-se em um problema de pandemia
devido a opcOes terapéuticas limitadas disponiveis (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ,
2013).

Escherichia coli pertence a familia Enterobactereacea, € uma bactéria Gram-negativa,
anaerdbia facultativa, faz parte da microbiota intestinal, de seres humanos e animais de
sangue quente, cerca de 10% sdo patogénicas, podendo causar infecgdes intestinais e extra-
intestinais (SANTOS et al., 2009).

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram-positivos e catalase-positivos, sendo
encontrados em ambientes de circulacdo do ser humano. O principal reservatorio de S. aureus
€ 0 homem, essa bactéria coloniza varios sitios anatdmicos, como fossas nasais, intestino, pele
e garganta, no entanto as narinas possuem o maior indice de colonizacdo (SANTOS et al.,
2007).

O vasto uso de plantas medicinais na atualidade pode ser motivado pela situacao
econbmica, dificuldade do acesso aos medicamentos pela populacdo que reside em éareas
rurais, ou também pela tendéncia de utilizacdo de recursos naturais como alternativa aos
medicamentos sintéticos (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006).



Estudos sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de plantas, extratos e
seus componentes tem ganhado o campo da medicina e terapéutica, devido ao aumento da
resisténcia aos antimicrobianos sintéticos (REICHLING et al., 2009).

A familia Lythraceae compreende cerca de 600 espécies distribuidas em 28 géneros,
sendo amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais dos dois hemisférios, com
alguns representantes de regides temperadas. E composta por arvores, arbustos ou ervas,
anuais ou perenes, de habitats diversificados, podendo ser areas brejosas, cerrados, campos
aridos e pedegrosos, e mais raramente florestas tropicais (ZAGO et al., 2009).

Punica granatum, conhecida popularmente como romazeira faz parte da familia
Lythraceae, € uma planta de inimeras propriedades terapéuticas e bastante utilizada na
medicina popular, os seus frutos sdo utilizados no tratamento de infeccbes de garganta,
rouquidao e febre (SHAYGANNIA et al., 2015), o suco € usado contra ulceras na boca e
gengiva, dores de ouvido, tratamento de dispesia e disenteria, ja suas flores sdo utilizadas no
tratamento de gengivas prevenindo a perda dentaria (WERKMAN et al., 2008).

Sabendo-se que 0 uso de plantas medicinais na tentativa de solucionar problemas
relacionados a saude é um dos métodos naturais mais utilizados pela populacdo, é assim
importante a busca por conhecimentos nessa tematica, a fim de obter resultados que venham a
evidenciar a eficacia dos extratos obtidos a partir delas, e de acordo com os resultados seja
possivel obter mais alternativas na reversdo da resisténcia bacteriana. Devido o vasto uso de
Punica granatum na medicina popular, é de grande importancia pesquisas sobre 0s seus
extratos, a fim de identifica-los e testar suas acoes.

O presente estudo tem como objetivo analisar o efeito antibacteriano e modulador do
extrato etanolico das folhas da Punica granatum L. (Romd) frente as cepas padrdes e

multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO
Trata-se de um estudo experimental de carater quantitativo que foi realizado no

Laboratorio de Microbiologia do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio, localizado na

cidade de Juazeiro do Norte — CE.



2.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas frescas de Punica granatum foram coletadas no municipio de Barbalha
Ceard, Brasil e uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario Dardano Andrade de
Lima, na Universidade Regional do Cariri, Crato-Ceara, com o numero de registro 13.668.

2.3 OBTENCAO DO EXTRATO

Para obtencdo do extrato etanolico, foram trituradas 300 gramas de folhas para
aumentar a superficie de contato, e em seguida acondicionadas em um recipiente contendo o
solvente etandlico em quantidade suficiente para submergir todo o material vegetal,
permanecendo assim por 72 horas (BRASILEIRO et al., 2006). Apos esse periodo, foi
realizada a concentracdo do extrato em um evaporador rotativo a vacuo (modelo Q - 344B -
Quimis, Brasil) e banho ultrathermal (modelo Q - 214m2 - Quimis, Brasil), obtendo-se o

extrato bruto.

2.4 ANALISE QUIMICA DO EXTRATO

Os testes fitoquimicos foram realizados para detectar a presenca de metabdlitos
secundarios, sendo utilizada a metodologia descrita por Matos (1997); estes foram baseados
na observacao visual de uma alteracdo na cor ou a formacdo de um precipitado apos a adicédo

de reagentes especificos.
2.5 ANTIBIOTICOS E MEIOS DE CULTURA

Os antibidticos gentamicina e amicacina foram obtidos de LaborClin, Brasil. Os meios
de cultura Caldo Brain Heart Infusion (BHI), Heart Infusion Agar (HIA), foram adquiridos de
HIMEDIA, India e o Dimetilsulfoxido (DMSQ) de Merck, Alemanha.

2.6 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as linhagens bacterianas padrdo de Escherichia coli ATCC 25922 e

Staphylococos aureus ATCC 6538, e as linhagens multirresistentes de isolados clinicos



Escherichia coli 27 e Staphylococos aureus 199, todas cedidas pelo Instituto Oswaldo Cruz.

Todas as linhagens foram mantidas em Agar infuséo de coragé&o.

2.7 PREPARACAO DAS SOLUCOES TESTE

As solucGes utilizadas nos testes foram preparadas com uma concentragdo de 10
mg/mL do produto dissolvido em dimetil sulféxido (DMSO) e em seguida diluida com &gua
destilada em temperatura ambiente para obter uma concentragdo de 1024 ug / mL, reduzindo
0 DMSO a uma concentracéo inferior a 10%, para evitar a toxicidade.

2.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR MICRODILUICAO

Este método foi realizado de acordo com a CLSI (2002) e NCCLS (2000). Pequenos
volumes de meio e de solugdes foram preparadas a partir do extrato e distribuidos em
cavidades de microplacas estéreis. Em cada cavidade foi adicionado 100 pL do meio de
cultura contendo amostra de suspensdo microbiana diluida na proporcdo 1:10. Controles
positivos (meio + inoculo). As solucdes de testes foram preparadas em concentracdo dobrada
(1024 pg/mL) em relagdo a concentragdo inicial definida e volumes de 100 pL,
posteriormente, foram diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. As placas foram
incubadas por 24 ha 35 + 2 °C.

Para evidenciar a CIM da solucéo frente as linhagens bacterianas, foi preparada uma
solucdo indicadora de resazurina sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracdo de
0,01% (p/v). Apos a incubacdo, 20 pL da solucdo indicadora foram adicionados em cada
cavidade e as placas passaram por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura
ambiente. A mudanca de coloracdo azul para rosa devido a reducdo da resazurina indica o
crescimento bacteriano, auxiliando a visualizagdo da CIM, definida como a menor

concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.

2.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA POR MICRODILUICAO

Para o teste de modulacdo foram utilizadas apenas as linhagens multirresistentes. As

drogas utilizadas nos testes foram os aminoglicosideos amicacina e gentamicina em uma



concentragdo inicial de 1024 pg/mL. A atividade moduladora foi determinada de acordo com
0s métodos propostos por Coutinho et al.(2009) e Matias et al.(2010).

A CIM dos antibioticos foi determinada sob concentragcdes sub-inibitérias (CIM/8) do
produto. Foram distribuidos 100 pL da solugdo contendo BHI com o indculo do
microrganismo e o extrato em cada pogo. Apds isso, 100 uL. do antimicrobiano foi adicionado
no primeiro pogo, em seguida, submetido a uma diluicdo 1:2 em série, variando as
concentragdes entre 512 a 0,5 ug /mL. Os ensaios foram realizados em triplicata. As placas
foram incubadas por 24 h a 35 + 2 °C e a atividade antibacteriana fora evidenciada pelo uso de

resazurina sédica.

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios foram feitos em triplicata e expressos como a media
geométrica £ desvio padrdo. A analise estatistica foi aplicada a analise de variancia de duas
vias seguida por pos-testes de Bonferroni usando GraphPad Prism software 5.0, com p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fitoconstituintes encontrados na realizacdo da prospec¢do quimica do extrato
etanolico das folhas de Punica granatum I. foram os fendis, taninos hidrossoluveis, flavonas,
flavanois e xantonas. No estudo de Teles e Costa (2014), na determinagdo do perfil quimico
dos extratos aquosos de Punica granatum 1. foi encontrado dentre os principais
fitoconstituintes os flavonoides, antocianinas, acido ascérbico, alcaldides, acidos graxos
conjugados e o cido ursdlico, encontrado tambeém no extrato da casca da planta os polifendis.

Nascimento Junior et al. (2016), além de Antocianinas (Cianidina 3,5-diglicosideo) e
Flavanoides (quercetina), encontraram na analise quimica da polpa Acidos Fendlicos (Acido
Caféico) e Taninos, e nas cascas dos frutos apresentaram Flavonoides, Acido Elagico e
Punicalagina. De acordo com Santos, Pereira e Nobrega (2014), em pesquisas a cerca dos
frutos de Punica granatum I. observaram gque 0os mesmos contém altos niveis de diversos
fitogquimicos, como polifendis, incluindo taninos hidrolisaveis (elagitaninos e galotaninos),
taninos condensaveis, antocianinas e flavondides, assim como foi encontrado no presente

estudo.
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Punica granatum I. é bastante conhecida por suas propriedades medicinais, sendo a
presenca de compostos como taninos e flavondides, entre outros, os responsaveis por suas
diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo a antibacteriana, onde vérios estudos ja
relatam tal atividade, tanto frente a microrganismos Gram-positivos quanto Gram-negativos
(AL-ZOREKI, 2009; HOLETZ et al., 2002; KADI et al., 2011; NEGI, 2012).

Na realizagdo da determinagcdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) do EEPg
frente a linhagens bacterianas padrdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi obtido
uma CIM igual a 512 ug/mL. Teles e Costa (2014), obtiveram no teste de microdiluicdo em
caldo, utilizando cepas padrdo de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, resultados
caracteristicos de atividade antimicrobiana nas quatro primeiras diluigdes (50%, 25%, 12,5%
e 6,25%) do extrato de Punica granatum l.. No estudo de Nogueira (2014), utilizando o
extrato etanolico de Punica granatum I., frente as linhagens bacterianas de E. coli e S. aureus,
ele também evidenciou atividade antibacteriana, com CIM de 512 ug/mL para ambos 0S
microrganismos testados, corroborando assim com o presente estudo.

Segundo Machado (2002), essa atividade antimicrobiana apresentada por P. granatum
I. ocorre devido a presenca de fitoconstituintes como alcaldides e taninos presentes no caule,
folhas, raiz e sementes da planta. De acordo com Lima, Freire e Farias (2002), a atividade
microbicida de P. granatum |. esta associada certamente a presenca do alto teor de tatinos que
a planta possui, bem como alcaldides, punicina, e acido galico, visto que esses constituintes
quimicos sdo relatados na literatura, confirmando-se suas propriedades farmacologicas, como
antiinflamatoria, antibacteriana, antifungica e entre outras.

Santos, Pereira e Nobrega (2014), em pesquisas sobre estudos in vitro realizados com
extrato bruto ou com taninos isolados identificaram atividades biologicas dos fitoconstituintes
do fruto de P. granatum I., entre elas, destaca-se a acdo bactericida e fungicida do extrato
bruto da roma ou de seus compostos isolados.

A dificuldade de estabelecer padrdes uniformes em estudos envolvendo plantas
medicinais € um problema recorrente, podendo essa dificuldade ser explicada em linhas gerais
pela variacdo nas concentracGes de fitocompostos presentes no extrato de P. granatum I.,
variacOes decorrentes do solo e clima onde a planta € cultivada, horarios de coleta da planta,
perfis de sensibilidade das cepas usadas nos testes, ou mesmo a metodologia empregada na
realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana (AL-ZOREKI, 2009).

A interacdo entre extratos de plantas e antibidticos compBe uma das mais recentes

areas de estudo que visa reverter mecanismos de resisténcia bacteriana (FADLI et al., 2012).
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Nesse contexto foram realizados os testes de modulag&o, onde nos mesmos foram utilizadas
as linhagens multirresistentes de E. coli e S. aureus, testando a acdo do EEPg em associagéo
aos aminoglicosideos amicacina e gentamicina. A partir destes foram obtidos resultados
significativos, onde 0os mesmos estdo representados no grafico 1, pois o uso de gentamicina
associado ao extrato resultou em um sinergismo, ou seja, 0 extrato intensificou a acdo do

antibiotico frente a S. aureus, no entanto os resultados para E. coli foram insignificantes.

Grafico 1: Concentracdo inibitéria minima dos aminoglicosideos amicacina e gentamicina
em associacdo ao extrato etandlico das folhas de Punica granatum |I. frente as cepas

bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

F*kxk
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& Amicacina + EEPg
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@ Gentamicina + EEPg

3004
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4 *** valor estaticamente significante com p<0.001
ns valor estaticamente ndo significante com p>0.05

Valor CIM (pg/mL)

1
E.coli S.aureus

Braga et al. (2005), avaliaram a interacdo entre extrato metanolico de Punica
granatum |. e antibiéticos contra 30 isolados clinicos de S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e relataram atividade sinérgica, variando
de 38% a 73%, com 0s 5 antibidticos testados, dentre eles a gentamicina.

Avaliando a interacdo do extrato etandlico de Punica granatum | e o0s
aminoglicosideos amicacina e gentamicina Nogueira (2014), evidenciou a reducdo da CIM
em ambos 0s microrganismos, no entanto 0 mesmo notou que os dois antimicrobianos tiveram
suas CIMs diminuidas na cepa de S. aureus, enquanto que na cepa de E. coli a CIM diminuiu
somente em um antibidtico.

Microrganismos Gram-positivos como S. aureus sdo mais susceptiveis a acdo de
diversos compostos, comparados aos Gram-negativos como E. coli, pois estes ultimos
apresentam uma membrana externa constituida principalmente por lipopolissacarideos, o que
pode impedir a entrada de diferentes compostos para o interior da célula bacteriana (PESSINI

et al., 2003). A diminuicdo significante da CIM do antibidtico gentamicina em S. aureus,
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diferentemente de E. coli, pode ser explicada também pelo fato de compostos como 0s
flavonoides, presentes no extrato da romd, apresentarem disposicdo natural de permear
membranas, favorecendo a modificacdo das propriedades celulares principalmente de
microrganismos Gram-positivos (TAYLOR, 2013).

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o extrato etandlico das
folhas de P. granatum I. apresenta agdo antibacteriana frente as cepas bacterianas de E. coli e
S. aureus, apresentando ainda um efeito promissor como modulador da atividade do
aminoglicosideo gentamicina, visto que o0 extrato ocasionou uma agdo sinérgica quando em
conjunto com este antibiotico. Sendo assim é de suma importancia pesquisas mais
aprofundadas nessa tematica a fim de evidenciar e testar as ac0es e a eficacia do seu extrato, e
de acordo com os resultados seja possivel dispor de mais alternativas na reversdo da

resisténcia bacteriana.
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