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COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E
MODIFICADORA DA ACAO DE ANTIBIOTICO DO EXTRATO ETANOLICO DE
Punica granatum LINN FRENTE CEPA DE Streptococcus pyogenes

Maria Clara Alcantara de Freitas'; Maria Hellena Garcia Novais?; Priscilla Ramos Freitas
Alexandre’

RESUMO

Avaliar a composicao fitoquimica e a atividade antibacteriana e modificadora da agdo de
antibiotico do extrato etanolico das cascas secas de Punica granatum (Roma) frente a cepa
resistente de Streptococcus pyogenes. Foram coletados os frutos da espécie na zona rural do
municipio de Araripe-CE para a posterior realiza¢do do extrato etanolico no Laboratorio de
Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Os
testes fitoquimicos foram realizados na URCA por meio de adi¢do de NaOH e HCI para
avaliar de forma qualitativa os compostos secundarios presentes no extrato. Seus efeitos
antibacterianos, como a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e a atividade
potencializadora da agdo de antibiodtico eritromicina e azitromicina foram determinados pela
metodologia de contato direto com microdilui¢do em caldo na placa de 96 pogos, realizados
na URCA e no Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio (UNILEAO), juntamente com o
perfil de resisténcia da cepa bacteriana testada. A CIM encontrada no extrato isolado contra
a cepa de S. pyogenes foi de 512 pg/mL. Por outro lado, quando avaliada a agao
modificadora dos antibioticos, foi observado um aumento da CIM tanto em associacdo a
eritromicina (32 pg/mL para 512 pg/mL) quanto na associagao da azitromicina (256 pg/mL
para 512 mg/mL). Os resultados deste trabalho podem auxiliar futuros estudos sobre plantas
medicinais e suas atividades antimicrobianas, para que assim, haja o crescente combate a
resisténcia bacteriana e uma reducao de infecgdes por bactérias multirresistentes.

Palavras-chave: Antimicrobiana. Bactérias multirresistentes. Fitoquimica. Resisténcia
bacteriana.

1 INTRODUCAO

Atualmente, a resisténcia aos antimicrobianos vem se tornando um ponto
importante de discussd@o acerca da saude publica, visto que essa problematica ¢ uma
consequéncia da interagdo natural do microrganismo com o meio ambiente, além do uso
negligente dessas medicacdes (Silva ef al.,, 2020). Nesse contexto, o uso indiscriminado de
antimicrobianos tem dificultado cada vez mais o trabalho da ciéncia e dos profissionais de
satide no controle das infec¢cdes que afetam grande parte da populagao (Monteiro et al.,
'Discente do curso de Biomedicina, mariaclaramv1@hotmail.com, Centro Universitario Ledo Sampaio
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2020).

Em relacdo as infec¢des relacionadas a saude, a espécie bacteriana Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes), pertencente a familia Streptococcaceae, causam doengas como
faringite estreptococica, amigdalite ou impetigo (Gonzélez-Abad; Alonso 2020). Com isso,
algumas infecgdes por esse género ocorrem principalmente por cepas resistentes, como € o
caso da resisténcia aos macrolideos por meio da metilagdo ribossomal e da produgdo de
bomba de efluxo (Saquipay, 2022).

Como alternativa para mitigar o crescimento de infec¢des por bactérias resistentes, o
uso de produtos naturais como agentes antimicrobianos vem ganhando destaque em relacao
aos compostos quimicos e conta com apoio de politicas de preservagdo ambiental, além da
elevada procura dos consumidores no uso didrio desse material (Almeida, 2020). Diante
disso, esses produtos naturais sao comumente utilizados para fins terapéuticos nas pesquisas
por sua comprovagdo cientifica e na comunidade por influéncia cultural, com um papel
importante de recuperacdo e de promogao da saude, assim como integragdo da identidade de
um povo por muitas geracoes (Aline et al., 2021).

Entre esses produtos, destaca-se a romazeira (Punica granatum), planta nativa do Ira
e que se adaptou aos climas mediterraneos sendo vastamente utilizada na culinaria e na
medicina popular (Coronado-Reys; Cortés-Penagos; Gonzélez-Hernandez, 2021). A roma ¢
constituida por inimeras vitaminas € minerais que torna esse fruto um alimento funcional e
com muitos beneficios a saide humana, além da presenca de metabdlitos secundarios como
os alcaloides, taninos, acidos orginicos e flavonoides que conferem uma atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante (Ge et al., 2021).

De acordo com uma pesquisa, as partes aéreas da roma (folhas, caules, flores e
cauliculos) sdao ricas em metabolitos, o que tem apresentado uma ampla variedade de
principios bioativos usados como fortes candidatos a novos fairmacos ou protdtipo para o
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica (Yisimayili; Chao, 2022).
Por causa desses principios ativos, a roma ¢ muito utilizada em casos de infec¢des de origem
bucal, como infec¢ao de bactérias resistentes, causadoras de dor de garganta (Morais et al.,
2021).

Como exemplo disso, a presenca dos compostos como os flavonoides e os taninos
hidrossoluveis achados na roma torna o seu extrato rico em atividade farmacoldgica como a
anti-inflamatdria, a antibacteriana, a antifingica e a antioxidante (Nunes, 2023). Além disso,
a punicalagina que estd presente na roma possui a¢do anticancerigena, anti-inflamatoria e

anti-proliferativa nas células mamarias, sendo, assim, um composto com elevada capacidade



antioxidante (Leite, 2020).

Nesse contexto, avaliar a atividade antibacteriana do extrato etandlico de Punica
granatum frente Streptococcus pyogenes ¢ uma proposta importante tanto para a validagao
do uso tradicional da planta quanto para a descoberta de novos compostos bioativos com
aplicagdo na saide humana. Visto que, a biodisponibilidade, o custo-beneficio e o uso
rotineiro de plantas medicinais pela comunidade sdo pontos cruciais que fortalecem a
utilizacdo da roma como uma alternativa antimicrobiana dentro e fora das pesquisas
cientificas.

Diante disso, esse trabalho tem como objetivo avaliar a composi¢cdo quimica do
extrato etanolico da casca seca do fruto da roma, determinar por Concentragdo Inibitéria
Minima a capacidade antibacteriana desse material e analisar a atividade modificadora da

acdo de antibidticos, como Eritromicina e Azitromicina, desse extrato frente Streptococcus

pyogenes.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Tipo de estudo

O presente trabalho tratou-se de um estudo experimental de carater quantitativo. A
pesquisa experimental foi baseada na determinacdo prévia de um objeto de estudo,
estabelecendo as possiveis variaveis e selecionando as formas de controle dos seus efeitos,
para posterior observacao dos resultados. J4 a abordagem quantitativa visou expressar em
numero os resultados obtidos, analisando e classificando os mesmos através de métodos

estatisticos (Marconi, 2022).

2.1.2 Selecio e coleta do material vegetal

Foram coletadas seis (6) romas na zona rural do municipio de Araripe-CE (Latitude
7°16'35.5"S, Longitude 40°08'52.0"W) e levadas para o municipio de Crato-CE, onde foram
realizados os testes pela Universidade Regional do Cariri (URCA). O material vegetal foi

submetido a identifica¢do pelo bidlogo Jos¢ Weverton Almeida-Bezerra.



2.1.3 Obtencao do extrato etandlico

A preparacdo do extrato foi realizada na URCA no Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais (LPPN), e para essa realizagdo as frutas foram higienizadas com pano
umedecido e as sementes foram separadas das cascas, as quais foram secas por 7 dias no sol,
ao final foram pesadas as cascas secas e moidas totalizando 220,23 g. Elas foram trituradas e
acondicionadas em um recipiente contendo solvente etanol suficiente para submergir todo
material vegetal por 72h. Apods esse periodo, o material foi filtrado com algodao e

concentrado em condensador rotativo a vacuo e banho ultrathermal.

2.1.4 Prospeccao fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram realizados também na URCA com a fung¢do de detectar
os metabolitos secundarios presentes no extrato. Seguindo a metodologia de Matos (1997),
para obter o resultado, foi observada a mudanga de cor e a formacao do precipitado e de suas
propriedades fisico-quimicas dos constituintes que compunham essas espécies, apos a adi¢ao

de reagentes especificos como NaOH e HCI com o intuito de ajustar o pH do material.

2.1.5 Antibioticos, meios de cultura e microrganismo

Para realizar o perfil de resisténcia, foram utilizados os antibioticos Eritromicina,
Ceftriaxona, Azitromicina, Clindamicina, Ciprofloxacino, Vancomicina, Tetraciclina e
Penicilina determinados pelo BrCAST, e para os testes microbiologicos foram selecionados
os antibidticos que a bactéria apresentou resisténcia: Eritromicina e Azitromicina. Os meios
de cultura usados foram o Agar Brain Heart Infusion, Brain Heart Infusion Broth e Agar
Sangue. O isolado clinico de Streptococcus pyogenes foi fornecido por um laboratério de

analises clinicas de referéncia localizado no municipio de Crato - CE.

2.1.6 Determinagio do perfil de resisténcia do isolado Streptococcus pyogenes

O perfil de resisténcia antimicrobiana foi determinado no Laboratério de
Microbiologia da UNILEAO. Para a realizagdo do teste, foi utilizado o meio Agar Sangue,
no qual foi realizada a padronizagao do in6culo bacteriano conforme a escala 0,5 da turbidez

de McFarland, seguida da semeadura em tapete. Em seguida, foram aplicados os discos de



antibidticos no meio, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24
horas. Apods o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura dos resultados conforme os
critérios estabelecidos pelo BrCAST, a fim de analisar a presenca ou nao de resisténcia dessa

bactéria.

2.1.7 Preparo das substancias

Foram pesados 10 mg (10.000 pg) do extrato a ser testado e diluidos em 0,5 mL de
DMSO em microtubo, o material foi transferido para um tubo falcon e acrescentado mais
9,265 mL de agua destilada estéril, perfazendo um total de 9,765 mL de solugcdo com
concentracdo de 1024 ng/mL para cada substancia. Essa solugdo foi utilizada para os testes

de CIM e de atividade modificadora da agdo de antibioticos.

2.1.8 Determinacio da concentracio inibitéria minima

Para determinar a CIM, a bactéria foi semeada em placas de Petri contendo meio de
cultura Agar Brain Heart Infusion e incubada a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo, uma
aliquota da cultura foi coletada e diluida em tubos de ensaio contendo solugdo salina estéril,
em triplicata. A turbidez foi ajustada de acordo com a escala 0,5 da turbidez de McFarland.
Uma aliquota de 100 pL de cada indculo bacteriano (equivalente a 10% da solucdo total) foi
transferida para um tubo contendo 900 puL de caldo BHI a 10% em triplicata. Cada pogo de
uma placa de microdiluicdo de 96 pogos foi preenchido com 100 puL. dessa solugdo. O
extrato etandlico foi entdo adicionado em concentragdes variando de 512 pg/mL a 8 pg/mL.
Um poco sem adi¢do do extrato foi usado como controle positivo para crescimento
bacteriano (NCCLS, 2003).

Apbs os tratamentos, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A andlise do
crescimento bacteriano foi realizada pela adicdo de 20 pl. de uma solug¢do de resazurina
(preparada na concentragdo de 0,04 mg/mL) em cada poco. As placas foram entdo mantidas
por 20 minutos em temperatura ambiente, e a variagdo da colora¢do foi observada: pogos
que permaneceram na cor azul indicaram auséncia de crescimento bacteriano € pogos que

mudaram de azul para rosa foram considerados positivos para crescimento bacteriano.



2.1.9 Avaliacao da atividade modificadora de antibidtico

Os testes foram realizados de acordo com a metodologia proposta por Coutinho et al.
(2008) para a realizacdo da atividade modificadora de antibidtico, o extrato etandlico foi
utilizado em concentragdes subinibitorias (MIC/8). As substancias foram diluidas em um
volume variavel de caldo BHI a 10%, suficiente para atingir essa concentracdo, e entiao
adicionadas a 150 pL. do inéculo bacteriano (10%) em um tubo. Os controles foram
preparados utilizando 1350 pL de BHI a 10% e 150 pL do indculo. Cada pogo da placa de
microdilui¢do recebeu 100 pL da solucdo contendo extrato. Em seguida, foram realizadas
diluigdes seriadas dos antibioticos a partir da concentragdo inicial.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e a determinagdao da MIC dos
antibioticos na presenca do extrato foi realizada por meio da adi¢do da resazurina. Todos os

testes foram executados em triplicata.

2.1.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média geométrica + desvio padrdo e avaliados por
analise de varidancia (ANOVA), seguida do teste post hoc de Bonferroni, utilizando o
software GraphPad Prism 9.0. Diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Prospeccao fitoquimica

A prospecgao fitoquimica do Extrato Etandlico das cascas secas de Punica granatum
(EEPg) presente na Quadro 1, evidenciou a presenca de metabolitos como taninos

condensados, catequinas, leucoantocianidinas, flavonas e alcaloides.



Quadro 1. Resultado da prospec¢do fitoquimica do Extrato Etandlico das cascas secas de

Punica granatum.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

EEPg - + + + ; + + + -

Fonte: Proprio autor. 1: Fenois, 2: Taninos condensados, 3: Antocianidinas, 4: Flavonas, 5: Flavonéis, 6:

Catequinas, 7: Leucoantocianidinas, 8: Alcaldides, 9: Saponinas. (+) presente; (-) ausente.

Parron et al., (2022) traz no seu estudo a presenga de flavonoides, taninos
condensados e taninos hidrolisaveis no extrato glicolico da casca da roma, corroborando
com a presenca de taninos condensados na atual pesquisa relacionando as classes de
metabolitos analisados. No trabalho realizado por Mota (2022), o extrato liofilizado da roma
apresentou uma maior concentragao de taninos e de flavonadis.

De acordo com Ge ef al., (2021), a roma apresenta em sua composi¢do fitoquimica
compostos como taninos, alcaloides, acidos organicos e flavonoides. Esses bioativos estao
distribuidos de maneira especifica nas diferentes partes da planta, o que confere a ela uma
ampla gama de propriedades terapéuticas, como atividade antibacteriana, antioxidante e
anti-inflamatoria.

Na pesquisa de Silva; Ferreira-Romanichen; Antonelli-Ushirobira (2021) foi usado
extratos das cascas do fruto, das cascas do caule, das folhas e da polpa, e foi analisado que o
extrato etanolico das cascas do fruto apresentou taninos condensados, taninos hidrolisaveis e
flavonadis, enfatizando alguns resultados encontrados no estudo em questao.

Na pesquisa de Zhanel et al., (2018), ¢ debatido que a presenca de fendis atua na
ruptura da parede celular bacteriana, fragilizando-a e permitindo a morte celular, entretanto,
a auséncia desse composto poderad ser um indicativo de uma baixa atividade antibacteriana

do extrato utilizado.

2.2.2 Pertil de resisténcia

A andlise do perfil de resisténcia da cepa isolada de S. pyogenes nao apresentou
formac¢ao de halo em relacdo a Azitromicina (resistente) e apresentou uma formagao de halo
de 9 mm em relagdo a Eritromicina (resistente) diante da utilizagdo de oito antibidticos
escolhidos pelos parametros do BrCast: Eritromicina, Ciprofloxacino, Azitromicina,
Vancomicina, Clindamicina, Penicilina, Tetraciclina e Ceftriaxona, visto que em relagao aos

demais, essa cepa apresentou sensibilidade.
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De acordo com Albrich; Monnet; Harbarth (2024), nos tltimos anos houve um
aumento de resisténcia bacteriana dos estreptococos do grupo A em relagdo a classe de
antibidtico dos Macrolideos, como por exemplo, a Eritromicina e a Azitromicina presentes
no estudo em questdo. Diante dessa resisténcia, esse grupo de bactérias apresentam
expressoes de genes ermA, ermB e mefd que alteram os alvos de ligacdo desses
medicamentos na célula bacteriana, tornando a ligagao antibidtico-bactéria ineficaz (Aquino,

2023).

2.2.3 Concentracao Inibitoria Minima

A avaliacao da concentracao inibitéria minima do extrato etanolico das cascas secas
da roma frente cepa de S. pyogenes apresentou uma concentragao de 512 pg/mL.

Para Morais et al. (2021), a presenca de bioativos como os taninos e os flavonois,
conferem uma atividade antimicrobiana diante de cepas produtoras de biofilmes e
causadoras de problemas do trato oral e respiratorio. Em um estudo realizado por Sateriale et
al. (2020) foi possivel notar que o extrato etandlico das cascas da roma apresentou atividade
direta contra a cepa de Streptococcus mutans.

Silva et al. (2020) mostrou que o decocto das cascas da roma exibiu uma eficacia ao
inibir de forma direta o crescimento bacteriano de Streptococcus mutans e de Streptococcus
mitis, pertencentes a mesma familia de S. pyogenes, a familia Streptococcaceae.

Nos testes de Lima; Casali (2022), a cepa de S. pyogenes apresentou sensibilidade ao
extrato etandlico de Punica granatum pela metodologia de contato gasoso. Ainda na
metodologia de contato gasoso, Silva; Souza; Silva (2022) realizaram a extracao da casca da
roma pela decocgdo frente Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans € Streptococcus

mitis apresentou inibi¢ao apenas frente S. mitis.

2.2.4 Atividade modificadora da acao de antibidtico

No gréfico 1, ¢ possivel analisar que a atividade modificadora da ac¢do de antibidtico

da Azitromicina e da Eritromicina frente Streptococcus pyogenes apresentou um aumento da

CIM em associagao aos antibidticos utilizados nos testes.
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Grafico 1. Atividade modificadora da agdo da Azitromicina e da Eritromicina por meio da associagdo do

Extrato Etanoélico de Punica granatum frente cepa de Streptococcus pyogenes.

BN R ¢k ok %

B Eritromicina

EE EEPg + Eritromicina

400

XX Azitromicina
S

EEPg + Azitromicina

200

Valor CIM (pg/mL)

S. pyogenes

Fonte: Proprio autor. “p < 0.0001 indica diferencas significativas entre os grupos. A significancia estatistica foi

determinada por ANOVA de uma via e teste de Bonferroni.”

Nunes et al., 2025 demonstrou que a presenga de interagdes quimicas entre extratos e
medicamentos podem alterar a forma como essas substancias agem, mudando as
concentragdes intracelulares e até modificando a sua seguranga farmacolégica.

Em uma pesquisa realizada por Jacob et al, (2021), comparando a acdo da
clorexidina e do extrato etandlico da roma, notou-se que houve uma inibi¢do bacteriana em
relacdo ao extrato da roma, mas ela foi inferior a acdo da clorexidina diante de S. mutans.
Em Sisodiya et al, (2021) analisou que o extrato de romd ndo foi capaz de inibir o
crescimento de bactérias Gram positivas como Staphylococcus epidermidis e Enterococcus
faecalis.

Farhat et al., (2024) realizaram testes de contato gasoso com o extrato da roma frente
cepas de bactérias Gram negativas e Gram positivas como Escherichia coli, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis em associacdo com os antibidticos, o qual o extrato
apresentou antagonismo, caracteristica evidente no atual trabalho.

Sendo assim, a formag¢ao de biofilmes em cepas de Streptococcus pyogenes até hoje
estudadas aumentam a expressao génica de determinadas proteinas como a Scll (gene scll),
conferem uma maior resisténcia aos mecanismos bactericidas ou bacteriostaticos por
auxiliarem na viruléncia dessas cepas (Efstratiou et al., 2022).

Com isso, apesar da presenca de bioativos que conferem atividade antibacteriana e a
diversidade técnica de extragdo, os resultados encontrados sao inconsistentes devido a falta
de metodologias padronizadas para uma extracdo de material com metabolitos mais eficazes,
dificultando a seguranga no uso da casca da roma em suas aplicagdes farmacéuticas (Singh

et al., 2023).
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Apesar de diversos estudos demonstrarem uma eficacia antimicrobiana dos extratos
da casca da roma, alguns utilizam métodos distintos na sua preparagdo, ¢ essa falta de
padronizagdo dificulta a identificagdo dos metabolitos presentes nos extratos limitando a
analise e comparagao de testes contra determinadas bactérias (Abu-Niaaj et al., 2024).

Nesse viés, a composicdo de metabdlitos secundarios pode ser alterada de acordo
com a sazonalidade e a ontogenética de determinadas plantas dentro de um longo periodo de
tempo de uma mesma espécie (Koricheva; Barton 2012). Diante disso, a variagdo interanual
da sazonalidade pode alterar a biossintese de metabolitos, modificando, assim, as suas
atividades bioldgicas, como a atividade antibacteriana, havendo uma reducdo na sua eficacia

(Puetal, 2024).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista a realizacdo dos testes ¢ as metodologias empregadas, o extrato
etanolico das cascas secas de Punica granatum apresentou uma atividade antibacteriana
minima direta contra a cepa de Streptococcus pyogenes resistente a azitromicina e a
eritromicina. Entretanto, ao realizar a atividade modificadora da acdo de antibiotico, foi
observado um aumento da CIM.

A prospeccdo fitoquimica realizada permitiu identificar a presenca de metabolitos
como os taninos condensados, as antocianidinas, as flavonas, as catequinas, as
leucoantocianidinas e os alcaldides, corroborando com as pesquisas evidenciadas. Sendo
assim, a andlise do perfil de resisténcia da cepa estudada demonstrou resisténcia aos
antibidticos eritromicina e azitromicina, das classes dos macrolideos.

Com isso, em vista das mudancas climaticas, tipos de solo, condi¢des de coleta e tipo
de extrato, esse estudo em questdo ndo apresentou uma atividade modificadora promissora,
possibilitando a continuacao das pesquisas acerca dos fitoterapicos em especial as atividades
farmacologicas da roma, visando colocéa-la e estuda-la como um potencial alternativo no

combate a resisténcia bacteriana.
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