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RESUMO

Desde os primérdios, a civilizagdo utiliza as plantas como terapéutica em razao dos seus
compostos bioativos que sdo capazes de prevenir, curar e tratar doengas. No Brasil, o uso de
terapias menos onerosas representa um ganho importante nos investimentos humanos e
financeiros empregados na drea da saide. Nesse sentido, destaca-se a Punica granatum L.
planta de grande uso popular no tratamento de varios sintomas e doengas como, infeccoes de
garganta, rouquiddo e febre. Nessa perspectiva, o presente trabalho se propds a avaliar o
potencial antimicrobiano dos extratos de Punica granatum L. frente aos microorganismos
Sthapylococcus aureus e Candida albicans, além de analisar pardmetros fisico-quimicos e
fitoquimicos como, teor de 4gua, cinzas totais, residuo seco, densidade relativa, pH e
caracterizacdo fitoquimica. Os resultados obtidos foram comparados com a literatura existente
a fim de observar o comportamento de cada tipo de extrato. Para teor de 4gua as amostras
obtiveram uma média e desvio padrdo de 9,45% =+ 0,24; cinzas totais a variac¢ao foi de 3,43% =+
0,05; para residuo seco os resultados encontrados para extrato aquoso, infuso e tintura foram,
respectivamente, 0,31% =+ 0,002; 0,35% + 0,01 e 5,45% + 0,79; densidade relativa, 1,0020;
1,0020 e 0,897 e pH, 4,56; 4,30 e 4,71. Quanto a caracterizag¢do fitoquimica, foi observado em
todas as amostras forte presenca de compostos fendlicos, assim como a auséncia de saponinas,
forte presenca de taninos nas amostras A e B e moderada em C, para flavonoides, moderada
presenca em B e C, fortemente em A, alcaloides apresentaram-se moderados em B e C e
levemente em A. J4 em relacdo a atividade antimicrobiana todos os extratos obtiveram
resultados positivos, com excecdo dos produtos comerciais AR e M que nio obtiveram agdo
antimicrobiana, com destaque para a tintura que apresentou uma média de halos de inibi¢do de
12,0 mm + 1,0 para Sthapylococcus aureus € 19,7 mm + 3,8 para Candida albicans; seguido
do infuso, 10,3 mm + 0,6 para S. aureus e 17,7 mm £ 1,5 para C. albicans e por fim, o extrato
aquoso, 10,0 mm = 0,0 para S. aureus e 16,3 mm + 0,6 para C. albicans. Resultados esses que
expressam que os extratos de Punica granatum L. apresentam atividade antimicrobiana contra
as espécies pesquisadas, com destaque para a tintura, que apresentou maior potencial,
necessitando assim de estudos complementares que evidenciem essa atividade in vivo, e
padronizem a concentrag@o e posologia mais adequada.

Palavras-chave: Punica granatum L. Plantas medicinais. Agente antimicrobiano



ABSTRACT

Since the beginning, civilization has used plants as a therapeutic due to their bioactive
compounds that are capable of preventing, curing and treating diseases. In Brazil, the use of
less expensive therapies represents an important gain in human and financial investments used
in the health sector. In this sense, Punica granatum L. stands out as a plant of great popular use
in the treatment of various symptoms and diseases such as throat infections, hoarseness and
fever. From this perspective, the present work proposed to evaluate the antimicrobial potential
of Punica granatum L. extracts against the microorganisms Sthapylococcus aureus and
Candida albicans, in addition to analyzing physicochemical and phytochemical parameters
such as water content, total ash, dry residue, relative density, pH and phytochemical
characterization. The results obtained were compared with existing literature in order to observe
the behavior of each type of extract. For water content, the samples obtained a mean and
standard deviation of 9.45% + 0.24; total ash variation was 3.43% + 0.05; for dry residue, the
results found for aqueous extract, infusion and tincture were, respectively, 0.31% + 0.002;
0.35% £ 0.01 and 5.45% + 0.79; relative density, 1.0020; 1.0020 and 0.897 and pH, 4.56; 4.30
and 4.71. Regarding phytochemical characterization, a strong presence of phenolic compounds
was observed in all samples, as well as the absence of saponins, a strong presence of tannins in
samples A and B and a moderate presence in C, for flavonoids, a moderate presence in B and
C, a strong presence in A, alkaloids were moderate in B and C and slightly in A. Regarding
antimicrobial activity, all extracts obtained positive results, with the exception of commercial
products AR and M that did not obtain antimicrobial action, with emphasis on the tincture that
presented an average inhibition halo of 12.0 mm + 1.0 for Sthapylococcus aureus and 19.7 mm
+ 3.8 for Candida albicans; followed by the infusion, 10.3 mm £ 0.6 for S. aureus and 17.7 mm
+ 1.5 for C. albicans and finally, the aqueous extract, 10.0 mm + 0.0 for S. aureus and 16.3 mm
+ 0.6 for C. albicans. These results express that the extracts of Punica granatum L. present
antimicrobial activity against the species researched, with emphasis on the tincture, which
presented greater potential, thus requiring additional studies that demonstrate this activity in
vivo, and standardize the concentration and dosage more proper.

Keywords: Punica granatum L. Medicinal plants. Antimicrobial agents
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1 INTRODUCAO

Desde os primérdios a civilizacdo utiliza as plantas como terapéutica em razao dos seus
compostos bioativos que sdo capazes de prevenir, curar e tratar doencas, de maneira que a saide
humana estd atrelada a fitoterapia e aos recursos naturais, precedendo a farmacia moderna em
muitos séculos (Oliveira; Silva; Duarte, 2022; Silva; Lima, 2023).

Conforme o Relatério Global da OMS sobre Medicina Tradicional e Complementar de
2019, as plantas medicinais exercem um papel chave na promog¢do da saide da populacdo
mundial e o uso da medicina tradicional para resolver as necessidades priméarias em saide tende
a crescer na maioria dos paises, em especial nos em desenvolvimento (World Health
Organization, 2019).

No Brasil, o uso de terapias menos onerosas representa um ganho importante nos
investimentos humanos e financeiros empregados na drea de sadde. Assim, as plantas
medicinais podem atuar como forma opcional de terapéutica levando em consideragdo o menor
custo, e cujos beneficios se somam aos da terapia convencional. Para tanto, sdo necessarios
maiores investimentos em estudos cientificos nessa drea de maneira a levar a comprovagao da
eficicia de espécies utilizadas na medicina popular e tradicional (Pedroso; Andrade; Pires,
2021)

Apesar do uso de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencdo de determinadas
doencas ser uma das mais antigas formas de prética medicinal da humanidade e estar apoiada
em um conhecimento consolidado por séculos de observacao, planta medicinal ndo € sindbnimo
de inocuidade. Ao contrario do senso comum de que “medicamento natural se nao fizer bem,
mal ndo faz” a planta medicinal é um xenobidtico, ou seja, um produto estranho ao organismo
com finalidades terapéuticas, que ao ser introduzido no organismo humano sofre
biotransformacdo e pode, desta forma, gerar produtos toxicos (Veiga Junior et al., 2005;
Nicolleti et al., 2007).

Diante deste cendrio, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Sadde (SUS), contempla o fortalecimento do uso racional das
plantas medicinais e fitoterapia para o tratamento de agravos a saude, e contribui para o
desenvolvimento da prética terap€utica fitoterapica no pais (Pedroso; Andrade; Pires, 2021).

Considerando que as infec¢Oes das vias aéreas superiores (IVAS) sdo responsaveis pelo
maior uso de antibidticos, tanto em clinica médica como pedidtrica em todo mundo e que 0 uso
frequente dos antibidticos e a facilidade na disseminacdo de agentes bacterianos favorece o

desenvolvimento da resisténcia microbiana, as vdrias opcdes terapéuticas no uso dos
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antimicrobianos devem ser exploradas, considerando epidemiologia, microbiologia e dados
clinicos, em conjunto, de maneira racional e cuidadosa (Aratjo et al., 2022).

Nesse contexto, as terapias alternativas com a Punica granatum L., planta popularmente
conhecida como romd, emerge como um elemento de interesse. A espécie é amplamente
utilizada na medicina tradicional para tratar uma variedade de sintomas e doengas, como
infecdes de garganta, rouquidao e febre. A roma, pertencente a familia Punicaceae, tem origem
no Oriente Médio e € encontrada de forma abrangente em todo o territério brasileiro, conforme
apontado por Martins e Casali (2019). Portanto, a exploracdo cientifica da Punica granatum L.
mostra-se promissora, visando contribuir de maneira sistemdtica e embasada para o seu
potencial aproveitamento terapéutico.

A farmacopeia brasileira € o compendio oficial que estabelece os parametros de
qualidade para produtos farmacéuticos, sejam matérias-primas ou produtos acabados.
Entretanto, no contexto das plantas medicinais, € possivel identificar lacunas no que diz respeito
a disponibilidade de diretrizes oficiais para a fabricacdo de fitoterdpicos (Nunes; Bandeira,
2019).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi obter extratos de P. granatum L. por diferentes

metodologias de preparo, analisando-os quanto aos aspectos fitoquimicos e fisicoquimicos, e

investigar a atividade microbiolégica frente a microorganismos causadores de IVAS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Analisar o potencial antimicrobiano dos extratos de Punica granatum L. frente a

bactéria Staphylococcus aureus e ao fungo Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos

v’ Realizar a preparagio da droga vegetal do fruto da roma (coleta, secagem, trituracdo e
andlise da pureza);

v' padronizar a metodologia de preparo de extratos de roma, utilizado diferentes solventes
extratores e formas de preparo.

v' realizar a andlise fisico-quimica e fitoquimica dos extratos; e

v’ verificar a possivel agdo terapéutica dos extratos sobre os microrganismos testados.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Infeccoes do trato respiratorio superior

As infec¢des do trato respiratorio sdo as mais comuns que ocorrem no ser humano. A
maioria de natureza autolimitada, de etiologia viral, porém, outras sdo provocadas por bactérias
e exigem tratamento antimicrobiano. Sdo consideradas IVAS (infeccdes de vias aéreas
superiores) infec¢des de laringe, nasofaringe, orofaringe, nariz, seios paranasais e ouvido médio
(Brasil, 2010).

As IVAS em criancas e adultos sdo os motivos mais frequentes de consulta médica e os
que mais demandam uso de antibiticos. A crescente resisténcia bacteriana causada pela
produgdo das beta-lactamases constitui um dos mais sérios problemas atuais (Ferreira et al.,
2000).

As faringoamigdalites agudas s@o extremamente frequentes na populacio pediatrica, e
as tonsilas palatinas apresentam colonizacdo bacteriana composta por uma flora
polimicrobiana, incluindo anaerdbios e aerdbios (e.g. S. mutans e S. pyogenes, Staphylococcus
aureus, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, Prevotella sp., Bacteroides fragilis e
Fusobacterium sp. (Vieira et al., 2006).

A faringoamigdalite aguda estreptocécica (FAE) € uma infec¢do aguda da orofaringe,
na maioria das vezes, produzida por um estreptococo beta-hemolitico, o Streptococcus
pyogenes do grupo A. Fora de periodos epidémicos, a FAE é responsdvel por aproximadamente
15% dos casos de faringite aguda (Pitrez et al., 2003). Segundo (Pereira et al., 2008), em
pesquisa realizada a partir de 360 amigdalas, foram isolados Streptococcus spp. (51,3%),
Staphylococcus spp. (42,3%) e Gram-Negativos (6,4%).

Segundo Maciel et al. (2003) o Streptococcus pyogenes, b-hemolitico do Grupo A
(SBGA), € de relevante importancia em relagdo aos grupos B, C e G, ndo somente por ser o
agente etiologico das faringites estreptocdcicas, mas também pela sua associacdo com sequelas
pos-estreptocdcicas como a febre reumdtica aguda (FRA) e a glomerulonefrite difusa aguda
(GNDA).

Quanto ao tratamento farmacoldgico, os antimicrobianos de primeira escolha sdo a
penicilina V e a amoxicilina, em casos de sensibilidade a penicilina pode ser usada a
eritromicina ou outros macrolideos como azitromicina, claritromicina e clindamicina em doses
adequadas a cada paciente (Anvisa, 2008). Para os pacientes alérgicos a penicilina podem ser

usados estolato de eritromicina por 10 dias ou azitromicina por 5 dias. Como cepas de S.
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pyogenes desenvolvem resisténcia aos macrolideos rapidamente, a literatura ndo recomenda a
azitromicina como primeira opcao terapéutica (Balbani et al., 2009).

As leveduras do género Candida sp. sdo agentes comensais que colonizam a cavidade
bucal de cerca de 30% a 35% da populagdo adulta sem evidéncia de infec¢do. A candidiase da
mucosa oral apresenta formas clinicas variadas, como a candidiase pseudomembranosa,
popularmente conhecida como sapinho, além das formas eritematosa, hiperpldsica e
mucocutanea (Dalazen et al., 2011).

A candidiase oral é uma infeccdo flingica, que afeta principalmente recém-nascidos e
pacientes imunocomprometidos, como pacientes portadores de HIV, pacientes transplantados
ou em tratamento quimioterdapico. A principal espécie causadora de candidiase oral € a Candida
albicans. Nesse cendrio, a crescente resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida
frente aos antiflingicos sintéticos disponiveis atualmente no comércio, impulsiona a busca por

novos compostos antiftingicos de origem vegetal (Freire et al., 2014).

3.2 Fitoterapia

3.2.1 Plantas medicinais

Muito antes da ciéncia moderna, os povos dispunham de saberes e préticas passados de
geracdo para geracdo, nas comunidades e por curadores, benzedeiras, xamds e outros, que
geralmente inclufam o uso de plantas medicinais. Com o crescente desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico, esses saberes e praticas vém sendo gradativamente substituidos por outros
baseados na ciéncia moderna (Feij6 et al., 2021).

As plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém
tradicao de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade. Quando a planta medicinal
€ industrializada para se obter um medicamento, tem-se como resultado o fitoterdpico. Os
fitoterapicos industrializados devem ser regularizados na Anvisa antes de serem
comercializados (Brasil, 2020).

Em 1978, com a declaracdo de Alma-Ata, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
passou a reconhecer o uso de Plantas medicinais e fitoterdpicos como estratégias efetivas em
saude, validando suas propriedades curativas, profildticas e paliativas. No Brasil, a tematica foi
abordada na 8" Conferéncia Nacional, em 1986, definindo-se que praticas alternativas de
assisténcia 2 satide deveriam ser parte do Sistema Unico de Satide (SUS), ainda em construgio,

permitindo ao usudrio escolher a terapéutica desejada (Patricio et al., 2022).
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A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos foi criada em 2006, pelo
Decreto n° 5.813. As diretrizes da politica foram detalhadas como a¢des no Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos — Portaria Interministerial n° 2.960/2008. O objetivo da
Politica e do Programa € “garantir a populag@o brasileira o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentdvel da biodiversidade, o

desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria nacional” (Brasil, 2006).

3.2.2 Punica granatum L.

A Punica granatum L. uma érvore de pequeno porte oriunda da Africa boreal,
facilmente cultivada nas regides quentes e temperadas do mundo inteiro (Colares et al., 2017).
Planta frutifera da familia Punicaceae, popularmente conhecida como romazeira, que retine
propriedades terapéuticas e tem seu uso enraizado na medicina popular de diversas regides. seus
frutos sdo do tipo baga e apresentam sabor doce, ligeiramente dcido. A roma apresenta uma
diversidade de substancias como 4cido eldgico, e flavonoides, que conferem ac¢ao antioxidante,
anti-inflamatéria, antimicrobiana e estimulam a sintese de coldgeno. E ainda rica em compostos
fendlicos, como antocianinas e taninos (Andrade et al., 2018).

E um tipo de planta arbustiva que cresce entre 3 e 5 metros, as suas folhas sdo opostas
e fasciculadas, brilhantes, alternadas e obtusas. As suas flores emergem agrupadas em
florescéncias nas extremidades e possuem um célice tubular e suculento. Os seus frutos tém
forma arredondada, com uma casca dura de cor amarelo avermelhado, quando maduros,

rebentam expondo as suas sementes (Myers et al., 2000).


https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-2006/2006/Decreto/D5813.htm
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2008/pri2960_09_12_2008.html
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Figura 1- Aspectos botanicos de Punica granatum, espécime (A), ramo e filotaxia (B), folha em

observacao adaxial e abaxial (C), flores (D) e fruto (E)

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2023.

Os componentes da planta P. granatum L. incluem suco, folhas, 6leo da semente, casca,
casca (pericarpo), cascas, raizes e flores. Os constituintes de P. granatum L. incluem 4cido
ascorbico, antocianina, aminodcidos, glicose, dcido cafeico, dcido gélico, catequina, dcido
eldgico, minerais e ferro. As folhas contém taninos (punicafolina e a punicalina) e glicosideos
flavonas (incluem a apgenina e a luteolina). O 6leo da semente possui dcido elagico, esterdis,
acidos graxos e dcido punicico. Os componentes da casca incluem 4cido gdlico, punicalaginas
fendlicas, rutina, flavondis (flavononas, flavonas e antocianidinas), quercetina e dcidos graxos

(catequina). Cascas e raizes possuem alcaloides piperidinicos e elagitaninos (punicalagina e

punicalina) (Mahmood et al., 2023).
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3.2.2.1 Atividade antimicrobiana da Punica granatum L.

Em trabalho realizado por Moreira et al. (2014), utilizando a técnica de difusdo em
discos, o extrato hidroalcodlico de roma a 10% apresentou atividade antibacteriana contra 13
isolados de Staphylococcus aureus, 2 isolados de S. coagulase negativa e 3 isolados de S.
saprophyticus. Todos os isolados e as bactérias de referéncia apresentaram halo de inibi¢ao
superior que 15 mm a partir da concentracao de 0,125mg/mL.

Para Michelin et al. (2005) o extrato de P. granatum mostrou-se eficaz, apresentando
CIM entre as concentragdes 25 e 40 mg/mL; no entanto quando se utilizou a técnica de difusao
em 4gar, a atividade inibitéria ocorreu em concentragdes mais elevadas. Segundo Teles e Costa
(2014), o extrato de P. granatum apresentou indicios de atividade antimicrobiana contra a FE.
coli nas concentragdes 50,0%, 25,0% e 12,5%, pois, observou-se crescimento bacteriano menos
intenso e com colonias bem pequenas préximo dos discos, o que sugere atividade
antimicrobiana contra a E. coli em concentracdes mais altas do extrato.

Os resultados desses estudos revelam o potencial antimicrobiano da P. granatum,
destacando-a como uma promissora op¢ao no tratamento de infec¢des causadas por diversos
microrganismos. Para assegurar o maximo beneficio terapéutico dessa espécie, ¢ de suma
importancia estabelecer uma posologia adequada, bem como um processo de prepara¢io

padronizado que garanta eficdcia e seguranca no tratamento.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no
Centro de Educacdo e Sadde (CES), campus Cuité-Paraiba, e analisadas no Laboratério de
Controle de Qualidade do Curso de Bacharelado em Farméacia. Foram coletados cerca de 10

frutos de Punica granatum L., dos quais foram utilizadas as cascas para producio dos extratos.

4.2 Preparo das amostras

As amostras coletadas (cascas dos frutos) foram levadas a estufa de secagem e
monitoradas diariamente até atingirem uma concentracao minima de dgua; apds o processo de
secagem, foram trituradas em moinho de facas para aumentar a superficie de contato e

consequentemente facilitar a extragdo dos compostos presentes.

4.3 Preparo do extrato

Os extratos foram produzidos a partir da casca triturada, onde foram utilizados cerca de
2 gramas de droga vegetal para 300 mL de dgua destilada para os extratos aquosos e 60 gramas
da droga vegetal para 300 mL de dlcool 70%. Foram utilizadas 3 metodologias diferentes de
preparo para cada extrato:

Extrato 1: Foram adicionadas 2 gramas da droga vegetal em um recipiente com 300 mL
de dgua destilada e mantido em repouso por 24 horas a temperatura ambiente para a extracio
dos compostos presentes na amostra;

Extrato 2: A droga vegetal foi submetida ao mesmo processo do extrato 1, porém, sofreu
um processo de aquecimento de cerca de 10 minutos para a extracao mais rapida dos compostos;

Extrato 3: Foram adicionadas 60 gramas da droga vegetal em um recipiente contendo

300 mL de alcool a 70%, permanecendo em repouso durante 24 horas a temperatura ambiente.

4.4 Teste de pureza

4.4.1 Determinac¢do do teor de dgua

Foi pesado, com exatiddo, 5 gramas da amostra previamente triturada, transferida para
pesa-filtro exatamente pesado, previamente dessecado nas mesmas condi¢des adotadas para a
amostra, durante 30 minutos. Em seguida, a amostra foi submetida a um processo de dessecacao
em estufa a temperatura entre 100-105 °C, durante 5 horas, até peso constante, ou seja, até que

a diferenca entre duas pesagens sucessivas corresponda a, no maximo, 0,25% de amostra. Para
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o célculo da porcentagem de 4gua em relagdo a massa da droga seca ao ar foi utilizada a equacao

1 (Farmacopeia Brasileira, 2019). A andlise foi realizada em triplicata.

_ Pu-Ps

% x100 (1)

Onde:
Pa = peso da amostra
Pu = peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecagcdo

Ps = peso do cadinho contendo a amostra depois da dessecagao

4.4.2 Determinacgao de cinzas totais

Foi pesado 3 g da amostra pulverizada e transferida para um cadinho, previamente
tarado, de maneira uniforme. Logo depois, foi incinerada em manta aquecedora em capela de
fluxo laminar. Posteriormente, foi transferida para o forno mufla, onde permaneceu por 3 horas
em temperatura a 600°C. Ao término, aguardou-se 12 horas para o resfriamento antes de levar
a amostra a um dessecador de silica. Finalmente a amostra foi pesada e o teor de cinzas totais
calculado utilizando a equagdo 2 (Farmacopeia Brasileira, 2019). A andlise foi realizada em

triplicata.

Pu-Pi
% = - x100 2)

Onde:
Pa = Peso da amostra
Pu = Peso do cadinho contendo a amostra antes da incineragao

Pi = Peso do cadinho contendo a amostra depois da incineragdo

4.5 Analise dos extratos

4.5.1 Residuo seco

O cadinho de porcelana foi previamente calcinado, resfriado e pesado; em seguida,
foram transferidos 2,0 mL de extrato com auxilio de uma pipeta automatica para o cadinho.
Posteriormente, o cadinho foi levado a banho-maria até a evaporacao total do extrato. Em

seguida, o cadinho foi levado a estufa em temperatura de 105 °C durante 3 horas, seguido de
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resfriamento em dessecador e pesado. Dessa forma, o residuo seco foi calculado em

porcentagem em relacdo a massa inicial do extrato (Farmacopeia Brasileira, 2019).
4.5.2 pH

O pH foi determinado em triplicata por meio direto em pHmetro calibrado (Farmacopeia

Brasileira, 2019).

4.5.3 Densidade

A densidade foi realizada em triplicata por meio direto em densimetro calibrado.

4.5.4 Caracterizacao fitoquimica

A determinacdo de grupos quimicos de metabolitos secunddrios foi determinada
conforme metodologia descrita por Cardoso (2009):
e Identificacdo de Compostos Fendlicos
A reagdo com cloreto férrico é fundamentada na capacidade dos fendis formarem
complexos coloridos com fon Fe**. A coloragiio varia do azul ao vermelho.
Procedimento: em 2 mL de extrato, foi adicionado 5 gotas da solu¢@o de cloreto férrico
a 3% e observado o desenvolvimento de mudanca na coloracdo (azul, verde, marrom ou
vermelho).
e Identificacdo de Taninos
A reag¢do com gelatina fundamenta-se na formagdo de precipitados, pela reacdo com
proteinas, provenientes da gelatina.
Procedimento: Em 2 mL da amostra, adicionou-se 5 gotas de solu¢do de gelatina 2,5%.
Foi observado se ocorreu turvagdo ou a formacao de precipitado.
e Identificacdo de Alcaldides —Rea¢dao de Dragendorff
A reacdo de precipitacdo é fundamentada na capacidade dos alcaloides de se combinar

com metais pesados (Bismuto, Mercurio, tungsténio e lodo).

Procedimento: Em um tubo de ensaio, foram adicionados 1 mL do extrato e 3 gotas de
acido cloridrico a 1%, com subsequente agitacdo. Posteriormente, foram inseridas 2 gotas do
reativo de Dragendorff (iodo bismutato de potdssio). Apds agitacdo, foi observado o

aparecimento de precipitados e/ou mudancga de coloracdo da solug@o.
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e Identificacdo de Flavonoides
A reagdo de Shinoda (Magnésio e dcido cloridrico) baseia-se no fato de que os derivados
flavonicos que sdo de cor amarela reduzem-se adquirindo coloracdo de résea a vermelha.
Procedimento: 2 mL da amostra, uma pequena aliquota de magnésio metdlico e 1 mL

de 4cido cloridrico concentrado. Observou-se se ocorreu mudanga de coloracgao.

. Identifica¢do de Saponinas

Em um tubo de ensaio adicionou-se 2 mlL de extrato, permanecendo sob agitacdo

vigorosa por 1 min. A formagao de espuma persistente indica uma reacdo positiva.

As reagdes supracitadas estdo resumidas no quadro 1.

Quadro 1 - Reacdo de identificacio de metabélitos secundarios

Grupo de substancias Teste Reacao caracteristica

Formacao de precipitado

Alcaloides Dragendorff ~
floculoso ou turvagao

Coloragao azul indica presenca de
grupos fendis hidrolisaveis ou
Compostos fendlicos Cloreto férrico gdlicos e coloracdo verde indica
presenca de grupos fendis
condensados ou catéquicos

Coloracao vermelha foi indicativo

Flavonoides Shinoda )
da presenca de flavonoides
) . Formacéo de precipitado ou
Taninos Gelatina ¢ p ~ P
turvacao
. . Formacao de espuma persistente e
Saponinas Indice de espuma d P P

abundante.

Fonte: Cardoso, 2009.

4.6 Analise do potencial antimicrobiano do extrato

O método utilizado para a andlise do potencial antimicrobiano foi o de difusdo em agar,
utilizando cilindros de aco inoxidével para a perfuracdo do meio e adi¢do dos extratos, nos quais
foram adicionados 200 pL de cada extrato, além do uso de produtos comerciais para
comparacao nomeados M e AR. Para cada microrganismo foi utilizado um meio de cultura
especifico: meio agar Nutriente para a espécie Staphylococcus aureus € meio dgar Sabouraud

Dextrose para a espécie Candida albicans.
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4.6.1 Preparagdo dos meios de cultura

Os meios de cultura foram preparados a partir de uma base desidratada disponivel
comercialmente e conforme as instru¢des do fabricante. Imediatamente apds passar pela
autoclave, foram resfriados em banho-maria entre 45 e 50°C. Em seguida, os meios recém
preparados e resfriados foram despejados em placas de Petri de fundo chato, em vidro, numa
superficie horizontal, garantindo uma profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm. Isso
corresponde a 60-70 mL de meio para placas com 150 mm de didmetro e 25-30 mL, para placas
com didmetro de 100 mm. O meio 4gar foi esfriado a temperatura ambiente e armazenado em

geladeira (de 2 a 8°C).

4.6.2 Preparagao da suspensdo microbiana

Para o preparo do in6culo bacteriano, foi selecionado 4 a 6 colonias morfologicamente
semelhantes de um cultivo recente (24h) e suspendidas com alca bacteriologica esterilizada em
2 a 3 mL de solugdo salina esterilizada a 0,85%. A turbidez foi ajustada com auxilio de um
espectrofotometro (absorbancia de 625 nm, faixa de 0,08 a 0,13). Essa turvacdo corresponde a
aproximadamente 1,5 x 10% UFC por mililitro). Para facilitar a comparacdo visual, recomenda-

se a utilizacdo de um fundo branco com linhas pretas (Anvisa, 2020).

4.6.3 Semeadura

A semeadura foi realizada com o auxilio de um swab, inserido na suspensao bacteriana
previamente preparada e, em seguida, foi repassada para a placa de Petri com o meio especifico
para cada bactéria. A técnica utilizada foi a especifica para antibiograma, onde se buscou

preencher a placa homogeneamente com as bactérias.

4.6.4 Analise de atividade antimicrobiana

A andlise da atividade foi realizada por meio da medi¢do dos halos de inibi¢do em cada

placa, utilizando um paquimetro ou régua.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Aspecto visual da droga vegetal

A amostras foram coletadas nas imedia¢des do Centro de Educacdo e Saude (CES). A
partir do fruto foram retirados o pericarpo e levados para estufa para secagem durante o periodo
de 72 horas, e obtido a droga vegetal desidratada (A) e em seguida trituradas em moinho de

facas (B).

Figura 2 - Aspecto visual do pericarpo de Punica granatum desidratado (A) e triturado (B)

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2023.

A droga vegetal apés secagem (A) apresentou uma coloracdo amarelo-vermelho, com
uma resisténcia elevada e inodoro. Enquanto a droga vegetal triturada (B) apresentou uma
coloracdo amarelo-marrom, com aspecto grosseiro e inodoro.

Apesar da farmacopeia brasileira ndo apresentar monografia especifica e nem descrever
as caracteristicas organolépticas da Punica granatum, a literatura corrobora os resultados
encontrados na pesquisa. Como no trabalho realizado por Maphetu et al. (2022) em que as
cascas dos frutos da roma sdo identificadas pelo seu rigido escudo de pericarpo que mantém
uma cor laranja e esverdeada quando maduro. A casca cobre os arilos que sio divididos por

uma leve membrana na parte interna. As cascas da roma representam 43% do fruto inteiro.

5.2 Pureza da droga vegetal
Na tabela 1, observa-se os valores encontrados para teor de umidade e cinzas totais,
expressos como média e desvio padrao.

Tabela 1 - Teor de umidade e cinzas totais da droga vegetal triturada
obtida do pericarpo desidratado de Punica granatum (n=3)

Umidade (%) Cinzas Totais (%)
Média DP Média DP
9,45 0,24 3,43 0,05

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pericarp
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A determinagdo do teor de cinzas totais € um ensaio utilizado para verificar impurezas
inorganicas nao volateis que podem estar presentes como contaminantes. Essa andlise foi feita
com o material seco triturado do vegetal (Andre et al., 2013).

Em trabalho realizado por Krause (2021), foram analisadas 2 amostras em duplicata,
sendo que as duplicatas da amostra A tiveram em média 6,04% de cinzas e da amostra B

apresentou 7,15% de cinzas. Para teor de umidade foi obtida uma média de 3,58% de umidade.

5.3 Aspectos organolépticos dos extratos

Na figura 3 pode-se observar as caracteristicas organolépticas dos extratos obtidos do pericarpo
de Punica granatum. O extrato aquoso (A) apresentou um aspecto limpido e coloracao amarelo-
claro. O infuso (B), apresentou aspecto turvo e colorac¢do idéntica ao extrato (A). A tintura (C),
por sua vez, nao apresentou turvacio, mas exibiu uma coloracdo amarelo-escuro, em contraste

com 0s outros extratos. Isso provavelmente se deve a uma maior concentra¢io de extrativos.

Figura 3 - Aspecto visual do extrato aquoso (A), infuso (B) e tintura (C) obtidos do pericarpo de Punica
granatum

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2023.

5.4 Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos

Com relagdo as caracteristicas fisico-quimicas, foram avaliados trés parametros: Teor
de extrativos, densidade relativa e potencial de hidrogénio (pH), cujos resultados estdo
expressos na tabela 2. Na analise do teor de extrativos, a tintura obteve a maior média e desvio
padrao, com 5,45 + 0,79, devido a sua maior concentragdo em comparagao com os extratos (A)
e (B). O extrato aquoso e o infuso apresentaram valores semelhantes, com 0,31 £ 0,02 e 0,35 +

0,01, respectivamente.
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Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos obtidos a partir pericarpo de Punica granatum L.

Teor de Extrativos (%)

Amostra Média + DP (n=3) Densidade Relativa pH
Extrato Aquoso (A) 0,31 +£0,02 1,0020 4,56
Infuso (B) 0,35 £ 0,01 1,0020 4,30
Tintura (C) 5,45 +0,79 0,8970 4,71

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A determinacdo do residuo seco faz parte das diretrizes da OMS e ANVISA para o
controle de qualidade de plantas medicinais e € essencial para garantir a autenticidade, a
estabilidade e a seguranca tanto de plantas medicinais como de seus preparados (Andre et al.,
2013).

O residuo seco estd relacionado a solubilidade da amostra em um determinado solvente.
Desta forma, quanto maior o "residuo seco" obtido a partir de um extrato, mais solivel é a
amostra bruta no solvente utilizado (Funari; Ferro, 2006).

Niao foram encontrados na literatura resultados e/ou descricdo de residuo seco para P.
granatum L., sugerindo que mais estudos sejam realizados para determinacio desse parametro,
a fim de comparar e padronizar as melhores estratégias de extracao.

Os valores de densidade relativa foram idénticos para os extratos A e B, ambos
registrando 1,0020, enquanto a tintura (C) apresentou um valor de 0,8970, devido a densidade
do liquido extrator.

Densidade relativa € a razdo da massa especifica (densidade absoluta) de uma substancia
pela massa especifica de outra substancia tomada como referéncia. Dessa forma, a densidade
relativa € um nimero puro (grandeza adimensional). Adota-se comumente como padrio a dgua
pura a 4°C, cuja densidade € 1,0 g/cm3 (Imbelloni; Gouveia; Nunes, 2007).

Apesar de nio encontrar valores de densidade relativa para o extrato da casca de P.
granatum na literatura, Santos et al. (2010) analisaram a densidade absoluta dos frutos e das
sementes de roma, para os frutos a densidade foide 0,952 g/cm3 e para as sementes 0,45 g/cm3.

Ao analisar o pH dos extratos de Punica granatum, todas as amostras obtiveram um
cardater 4cido, com menor valor para o infuso (B) pH 4,30, seguido do extrato aquoso (A) 4,56
e por fim, da tintura (C) 4,71.

Santos (2013) analisou o pH da polpa in natura do fruto da roma, e obteve uma média
de 4,15 + 0,02. Enquanto Santos et al. (2022) obtiveram o valor de pH = 2,94 para a polpa do

fruto de P. granatum.
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Os valores de pH s@o usados para determinar a concentracdo do fon H* na solucdo
extrativa, embora os resultados encontrados na literatura sejam distintos, a grande maioria

aponta um carater dcido aos componentes na Punica granatum.

5.5 Caracteristicas fitoquimicas

A prospec¢do fitoquimica indicou a presenca de diversos grupos de constituintes
quimicos provenientes do metabolismo secundario. Conforme observado na figura 4, todos os
extratos (A, B e C) apresentaram reagdes positivas para compostos fendlicos, taninos,
flavonoides e alcaloides; o que diferenciou cada extrato foi a intensidade da reacdo em cada
uma das categorias. Além disso, obteve-se resultado negativo para a presenga de saponinas em

todas as amostras analisadas.

Figura 4 - Testes para a identificacdo dos grupos fitoquimicos caracteristicos do extrato aquoso (A), infuso
(B) e tintura diluida a 10% (C) obtidos do pericarpo de Punica granatum

Extrato aquoso - A

1 II 111 IV A\

Legenda: I — Branco; II — Compostos fendélicos; III — Taninos; IV — Flavonoides; V — Alcaloides

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2023.
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No que se refere a presenca de compostos fendlicos, todos os extratos apresentaram uma
reacdo fortemente positiva (+++). No caso dos taninos, as amostras A e B demonstraram uma
reacdo fortemente positiva (+++), enquanto a amostra C mostrou uma reacdo moderadamente
positiva (++). Emrelacdo aos flavonoides, a amostra A obteve um resultado fortemente positivo
(+++), enquanto as amostras B e C alcancaram uma reacdo moderadamente positiva. Por fim,
no teste de alcaloides, as amostras B e C demonstraram uma reagdao moderadamente positiva,
enquanto a amostra A obteve uma reacdo levemente positiva. Adicionalmente, ndo se detectou
a presenca de saponinas em nenhuma das amostras analisadas, conforme apresentado no

Quadro 2.

Quadro 2 - Resultados dos testes fitoquimicos do extrato aquoso (A), infuso (B) e tintura (C) obtidos do
pericarpo de Punica granatum

Classes de metabolitos secundarios Amostras
pesquisados A B C
Compostos fendlicos (FeCls) +++ +++ +++
Taninos (Gelatina) T+ +++ ++
Flavonoides (Shinoda) +++ ++ ++
Alcaloides (Dragendorff) + ++ ++

Saponinas (Indice de espuma) - - -
Legenda: +++ = reagdo fortemente positiva; ++ = reacdo moderadamente positiva; + = reacdo
levemente positiva; - = reacdo negativa

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Os autores Ko, Younas e Alireza (2021) apontam que a P. granatum contém diversos
fitoquimicos. Por exemplo, a casca da planta foi extraida com metanol e revelou a presencga de
fendlicos como polifendis, flavondides, esterdis, politerpenos, sendo os fendlicos e flavondides
0s compostos quimicos mais presentes com (272,82 + 32,05 ug/mL) e (387,25 £ 1,75 ug/mL),
respectivamente. No entanto, o estudo evidenciou a auséncia de alcaloides fitoquimicos na

por¢do da casca analisada.

No estudo conduzido por Oliveira et al. (2015), os resultados foram positivos para
taninos condensados e hidrolisaveis, flavonoides, derivados cindmicos, saponinas, terpenos e
esteroides. Notavelmente, a presenca de saponinas foi detectada, o que difere dos resultados

obtidos nessa pesquisa
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Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromadticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante. Esses
compostos podem ser naturais ou sintéticos. Quando presentes em vegetais podem estar em
formas livres ou complexadas a agucares e proteinas. Entre os compostos fendlicos, os
flavondides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis se destacam como os antioxidantes

fendlicos mais comuns de fonte natural (Angelo; Jorge, 2007).

Os taninos da roma sdo capazes de atravessar a parede celular composta por diversos
polissacarideos e proteinas, e se ligar a sua superficie. Os polifen6is podem afetar a parede
celular bacteriana, inibir enzimas por agentes oxidados, interagir com proteinas e perturbar a
coagregacdo de microrganismos (Qabaha, 2013; Vasconcelos et al., 2006).

Embora nao tenham sido evidenciadas nesse estudo, as saponinas estdo presentes em
muitas espécies vegetais e sdo consideradas como parte do seu sistema de defesa. Estudos
anteriores mostram que diversas saponinas apresentam acao antimicrobiana, antifliingica e acao
protetora contra ataques de insetos (Santos, 2009).

A composi¢ao dos metabdlitos secundarios nas plantas € resultado do balanco entre sua
formacdo e sua transformagdo, que ocorre durante o crescimento, em decorréncia
principalmente de trés fatores: genéticos, ambientais e técnicas de cultivo (Castro et al., 2002).

A forma como uma droga € coletada é um dos fatores de maior importancia, visto que a
quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos nao € constante durante o
ano. Neste sentido, variagdes sazonais influenciam no contetido de praticamente todas as classes
de metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, dcidos fendlicos,
flavondides, cumarinas, saponinas, alcaldides, taninos, graxas epicuticulares, iriddides,

glucosinolatos e glicosideos cianogénicos (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

5.6 Atividade antimicrobiana

Os trés extratos foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana e comparados a dois
produtos comerciais, nomeados com os cddigos AR e M, comumente utilizados como
enxaguantes bucais e com presenga de produtos naturais, inclusive a propria roma. As andlises
foram realizadas em triplicata, e os resultados da média e desvio padrao dos halos de inibicao

estao retratados na tabela 3.
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Tabela 2 - Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir pericarpo de Punica granatum frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Candida albicans (ATCC 10231) (n=3)

Halos de Inibicao (mm)

Amostra Média = DP (n=3)
S. aureus C. albicans
Extrato Aquoso (A) 10,0 £ 0,0 16,3 +0,6
Infuso (B) 10,3 + 0,6 17,7+ 1,5
Tintura (C) 12,0+ 1,0 19,7 +3,8

Prod. comercial AR = =

Prod. comercial M - -
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Os resultados encontrados demonstraram que a tintura obteve uma maior acio
antimicrobiana para ambos os microrganismos, com uma média de halos de inibicdo e desvio
padrao de 12,00 mm £ 1,0 para S. aureus e 19,7 mm + 3,8 para C. albicans, seguido pelo infuso,
que apresentou valores de média e desvio padrao de 10,3 mm + 0,6 para S. aureus e 17,7 mm
+ 1,5 pra C. albicans. O extrato aquoso apresentou valores de 10,0 mm + 0,0 para S. aureus e
16,3 mm = 0,6 para C. albicans. Quanto aos produtos comerciais, ambos nio demonstraram
inibi¢ao do crescimento dos microrganismos utilizados na pesquisa.

Na figura 5 estdo retratados os resultados para as 5 amostras utilizados contra a bactéria

S. aureus e ao fungo C. albicans.
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Figura 5 - Atividade antimicrobiana do extrato aquoso (E), infuso (I) e tintura (T) diluida a 10%, obtidos
do pericarpo de Punica granatum e dois produtos comerciais indicados para afeccoes bucais (AR e M) frente
a Staphylococcus aureus e Candida albicans

C. albicans

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2023.

Os dados da pesquisa corroboram as andlises feitas por Teles et al. (2014), em que se
observou halos de inibi¢do de 15,3 mm com o extrato puro da Punica granatum L. Assim como
Trindade et al., (2009), observaram sensibilidade positiva de S. aureus a tintura hidroalcodlica
da casca do fruto da roma, apresentando medidas de halo de inibi¢cdo nas concentragdes de 1:2
(13 mm), 1:4 (12 mm), 1:8 (10 mm).

Da mesma forma, Silva et al. (2008) testou o extrato hidroalcodlico de Punica granatum
L. sobre 38 cepas de Staphylococcus aureus e todas apresentaram sensibilidade ao extrato,
obtendo zonas de inibi¢do que variaram de 10 a 36 mm.

Os resultados apontados por Hofling et al. (2010) demonstram que os extratos de Punica
granatum a partir dos solventes diclorometano e metanol apresentaram ac¢do antimicrobiana

contra Candida albicans nas concentragdes de 0,001 mg/mL e 0,003 mg/mL.
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J4 para Anibal er al. (2013) o extrato etandlico do pericarpo de roma apresentou
atividade na concentracio de 250 ug/mL para C. albicans, além de apresentar atividade contra
outras 9 espécies de Candida. Outro estudo realizado com o suco da polpa de Roma e chd das
cascas do fruto em uma concentragdo de 50%, em tratamento in vivo de udlceras bucais e aftas,
demonstrou que ambos os derivados apresentaram bons resultados no tratamento e cicatrizagao
dessas enfermidades (Nascimento Junior et al., 2016).

De acordo com o Formuldrio de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (2021), a
infusdo e a tintura do pericarpo da Punica granatum L. sdo indicadas como auxiliar no
tratamento sintomdtico decorrente de afeccdes da cavidade oral como anti-inflamatério e
antisséptico. Os resultados obtidos nesta pesquisa fortalecem e validam essas indicagdes,
destacando a importancia desse tipo de estudo na promog¢ao de um uso baseado em evidéncias
cientificas para as espécies vegetais. Isso demonstra a relevancia de conduzir pesquisas que
possam respaldar o conhecimento empirico tradicional com dados e resultados cientificos
s6lidos, proporcionando assim uma base mais confidvel para a utilizacao terapéutica de plantas

medicinais.
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6 CONCLUSAO

Os testes de pureza demonstraram que a droga vegetal possuia baixo teor de dgua (9,45
+ 0,24) e baixa quantidade de cinzas totais (3,43 + 0,05), estando de acordo com as monografias
de plantas medicinais existentes nos compéndios oficiais.

Dentre os extratos produzidos, a tintura (C) apresentou um maior teor de extrativos (5,45
+0,79), devido ndo somente a sua maior concentracao, mas também pelo solvente utilizado no
preparo, densidade (0,8970) compativel com a densidade do dlcool etilico e maior pH (4,71).
Os demais extratos apresentaram caracteristicas semelhantes entre si.

Além disso, a prospeccdo fitoquimica indicou a forte presenca de compostos fendlicos
em todas as amostras, com uma variagao de taninos, flavonoides e alcaloides entre elas, o que
pode influenciar na capacidade de inibir o crescimento dos microrganismos.

Os resultados obtidos nessa pesquisa possibilitam concluir que os extratos de P.
granatum L. testados, apresentam atividade antimicrobiana contra as espécies S. aureus e
Candida albicans, com destaque para o extrato hidroalcodlico (tintura) que obteve os melhores
resultados de inibi¢ao (12,0 £ 1,0 e 19,7 + 3,8), respectivamente.

Portanto, as amostras de P. granatum L. obtiveram resultados satisfatérios quanto a sua
acdo antimicrobiana contra os microrganismos S. aureus e C. albicans, apontando a tintura
como a melhor opcao entre os extratos testados, necessitando de mais estudos que estabelecam

pardmetros de concentracio e posologia que apresentem a melhor resposta terapéutica.
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