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RESUMO: Nesta pesquisa foi avaliada a atividade antimicrobiana e a capacidade de inibigdo da
sintese de glucano in vitro do extrato da casca do fruto da roma (Punica granatum Linn.) sobre
linhagens bacterianas de Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei. Os ensaios foram realizados pelas técnicas de agar-
difusdo em placas para determinagdo da Concentragio Inibitoria Minima (CIM) e técnica dos tubos
inclinados para determinag@o da Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) ao vidro,
na presencga de 5% de sacarose. Os mesmos procedimentos foram realizados com a clorexidina
a 0,12%. As CIMs (mg/mL) do extrato da P. granatum frente ao S. mitis, S. mutans, S. sanguis,
S. sobrinus e L. casei foram 1:32, 1:8, 1:8, 1:512, e 1:128, respectivamente. Para as CIMAs o
extrato da P. granatum mostrou resultados melhores que a clorexidina, exceto para o S. mutans
com achados semelhantes na diluicdo de 1:256. Os resultados mostram a potencialidade da P.
granatum na inibi¢do do crescimento bacteriano e sintese de glucano representada pela aderéncia
ao vidro, sugerindo o emprego do extrato da roma, como meio alternativo, no controle desses
microrganismos na formagao do biofilme.

Unitermos: Punica granatum, atividade antimicrobiana, efeito antiaderente, biofilme dental,
Streptococcus.

ABSTRACT: “In vitro antibacterial and antiadherence effect of the extract of the Punica
granatum Linn. upon dental biofilm microrganisms”. In this study was evaluated the in vitro
antibacterial activity and the inhibition of glucan sintesis of the fruit bark of Punica granatum
Linn extract upon the following dental biofilm bacteria: Streptococcus mitis, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus and Lactobacillus casei. The tests were carried out
by inundation tecniques in Petri dishes to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and inclined tubes techniques to determine the Minimum Inhibitory Concentration of Adherence
to glass (MICA) at the presence of 5% sucrose. Tests with gluconate of chlorexidine (0.12%) were
performed as controls. MICs of the P granatum extract dilutions (mg/mL) against S. mitis, S. mutans,
S. sanguis, S. sobrinus e L. casei were 1:32, 1:8, 1:8, 1:512, and 1:128 respectively. For MICAs
the P. granatum showed better results than chlorexidine, except for S. mutans with both substances
showing similar results of 1:256. It can be concluded that the extract of the P. granatum has the
potential to inhibit oral bacterial growth and glucan sintesis. The extract of the Punica granatum
might be used as an effective antibacterial alternative agent against oral biofilm bacteria.

Keywords: Punica granatum, antibacterial activity, effect antiaderent, dental biofilme,
Streptococcus.
INTRODUCAO 1986; Pereira, 1999). A placa bacteriana tem sido definida

As mais prevalentes desordens dentais estao
relacionadas com a carie e doenga periodontal, onde os
microrganismos presentes no biofilme dental atuam como
principais agentes responsaveis (Lde, 1978; Loesche,
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como um biofilme de microrganismos, contidos em
matriz organica formada por substancias da saliva e da
dieta do hospedeiro e por polimeros bacterianos (Gebara;
Zardetto; Mayer, 1996; Marsh, 1992).

A formacdo do biofilme ocorre através de um
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processo ordenado e dindmico onde héa necessidade da
fixacdo e proliferacdo de bactérias sobre as superficies
dos dentes (Addy; Slayne; Wade,1992); a aderéncia
bacteriana a pelicula adquirida representa um dos
primeiros mecanismos envolvidos na iniciagdo do
desenvolvimento do biofilme dental (Almeida, 2002;
Gibbons, 1984; Liljemark; Schver; Bloomquist, 1978).

Devido a sua conduta continua de agressdo, o
biofilme dental em cada etapa do seu desenvolvimento
vai adquirindo novas espécies, dentre estas Streptococcus
mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei; que com
sua patogenicidade irdo provocar danos ao esmalte e
tecido gengival (De Micheli; Sarian, 1990; Feist; De
Micheli; Sarian, 1989; Kornman, 1986; Peres, 2003).

A remogdo mecanica do biofilme ¢ um fator
importante na prevencao da cérie e doenga periodontal.
No entanto, existem dificuldades na remocao feita
pelo proprio paciente (Addy; Slayne; Wade, 1992; De
Paola, 1989; Stefani; Lima, 1996). Por se tratar de uma
associacdo organizada, proliferante, enzimaticamente
ativa, capaz de se aderir a superficie dos dentes,
ocasionando alteragdes patologicas na cavidade bucal,
¢ indicada sua desorganizagdo tdo logo quanto possivel
(Ciancio, 1992). Considerando a importancia dessa
desorganizacao e as dificuldades de manter os individuos
motivados para realizar uma adequada limpeza da
cavidade bucal, com o objetivo primario em termos de
satide bucal, que € controlar o acimulo das bactérias sobre
as estruturas dentarias, € valido e necessario associar aos
procedimentos mecanicos também métodos quimicos
para o controle do biofilme dental (Castro, 2001; Cury,
1997; Mendes; Zendbio; Pereira, 1995).

Inumeras substincias quimicas vém sendo
pesquisadas,comoobjetivodeinibiraformagaodobiofilme
dental, crescimento bacteriano, e consequentemente
a adesdo de microrganismos a superficie dentaria
(Kornman, 1986, Rodrigues Junior, 1998). Dentre estas
substancias, atualmente se destacam os produtos de
origem vegetal por se mostrarem potencialmente eficazes
no que se refere a sua atividade antimicrobiana sobre
varias espécies de microrganismos (Bhakuni et al., 1974;
Gebara; Zardetto; Mayer, 1996).

Estudos sobre a agdo anticariogénica de
polifenois extraidos de plantas t€ém sido relatados nas
ultimas décadas (Kakiuchietal. 1996). Osextratosdaroma,
cajueiro, sanguinarina, tomilho e malva t€ém demonstrado
acdo antibacteriana e antiaderente in vitro, sobre os
microrganismos Gram-positivos e Gram- negativos
(Palenik et al. 1979; Naqvi; Khan; Vohora, 1991; Pessini
et al., 2003; Michelin et al., 2005); os Streptococcus
mutans, S. mitis, S. sanguis tém apresentado grande
sensibilidade ao extrato da roma (Punica granatum) no
que se refere ao crescimento e a capacidade de aderéncia
sobre a superficie dental (Pereira, 1998).

A romanzeira, Punica granatum ¢é uma
planta da familia Punicaceae, cultivada mundialmente

em regides de clima tropical e subtropical. Garcia
(1992) afirmou que essa planta apresenta propriedades
antiinflamatoria e antibacteriana. Naqvi; Khan; Vohora,
(1991) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato de
Punica granatum sobre microrganismos Gram-positivos
e leveduras, confirmando a presencga de principios ativos
antimicrobianos na casca do fruto.

Assim sendo, o propoésito deste estudo foi
verificar in vitro a acdo antibacteriana do extrato da
Punica granatum, e analisar a capacidade de inibig¢do
da sintese de glucano frente as linhagens bacterianas de
Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus e
Lactobacillus casei presentes no biofilme supragengival.

MATERIAL E METODOS
Material botinico e obtencido da matéria prima

A matéria prima (fruto) da Punica granatum
foi obtida de origem diversa, no mercado publico central
de Jodo Pessoa - PB e identificado botanicamente no
Laboratorio de Toxicologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFPE (Universidade Federal de
Pernambuco - Recife). Os frutos foram lavados com agua
e posteriormente separados em casca e mesocarpo, sendo
a casca o material a ser utilizado na pesquisa. Em seguida
a casca foi levada a secagem, em estufa a 33°C durante
uma semana, para eliminacdo de umidade e estabilizagio
do conteudo enzimatico. Passado este periodo o material
foi retirado da estufa, triturado a p6 em moinho elétrico e
entdo submetido ao processo de extracdo dos principios
ativos.

Extracao

O método de extracdo empregado foi a
lixiviagdo ou percolagdo em fluxo continuo a temperatura
ambiente. Por se tratar de uma matéria rica em polifénois
de facil modificagdo estrutural, ndo foi utilizada a
extracdo a quente, preservando assim a estabilidade do
material. Na lixiviacdo em fluxo continuo utilizou-se um
processo onde existe a renovagdo constante da solugao
extratora (solug@o hidroalcodlica a 80% v/v) durante um
periodo de 24 horas. Decorrido este tempo o marco fica
completamente esgotado. Nesta etapa, foram utilizados
aproximadamente 8 litros de solugdo hidroalcodlica
para 1 Kg de matéria prima seca e pulverizada, visando
o completo esgotamento da droga. Recuperou-se um
volume de aproximadamente 6.600 mL do extrato que,
apos filtragdo para retirada de residuos solidos, foram
acondicionados em frascos ambar, limpos, secos e
estocados em camara fria.

Concentracgao do extrato

A etapa seguinte foi a concentragdo da solucao
em nivel de extrato fluido 1:1 (p/v). O procedimento para
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Tabela 1. Concentragdo Inibitdria Minima em meio s6lido do extrato hidroalcoolico de Punica granatum (EB) sobre Streptococcus
mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Strepcoccus sobrinus e Lactobaccillus casei.

Diametro do halos de inibi¢cdo (mm)

Linhagens Bacterianas

Concentrac¢do do Extrato (EB; mg/mL)

EB 12 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
Streptococcus mitis 25 23 21 19 16 15 0 0 0 0 0
Streptococcus mutans 20 18 14 11 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus sanguis 21 20 17 14 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus sobrinus 24 22 22 22 20 20 17 13 13 12 0
Lactobacillus casei 22 18 15 12 12 12 11 10 0 0 0

EB= Extrato Bruto

Tabela 2. Concentragdo Inibitoria Minima em meio solido do gluconato de clorexidina a 0,12% sobre Streptococcus mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Strepcoccus sobrinus e Lactobaccillus casei.

Diametro do halos de inibigdo (mm)

Linhagens Bacterianas

Concentragdo do Gluconato de Clorexidina a 0,12%

SD 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Streptococcus mitis 18 16 14 12 10 0 0 0 0
Streptococcus mutans 18 18 17 14 14 0 0 0 0
Streptococcus sanguis 20 18 15 14 12 0 0 0 0
Streptococcus sobrinus 24 24 23 20 17 10 0 0 0
Lactobacillus casei 23 22 21 19 17 15 12 10 0

SD= Sem Diluigdo

Tabela 3. Concentragdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) do extrato hidroalcodlico de Punica granatum Linn. (EB) e
gluconato de clorexidina a 0,12% sobre Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Strepcoccus sobrinus

e Lactobaccillus casei.

Extrato hidroalcoolico de Punica

Linhagens Bacterianas granatum Gluconato de Clorexidina 0,12%
(CIMA)

Streptococcus mitis 1:512 1:128

Streptococcus mutans 1:256 1:256

Streptococcus sanguis 1:128 1:64

Streptococcus sobrinus 1:256 1:16

Lactobacillus casei 1:1.024 1:64

a concentracdao do extrato foi realizado em evaporador
rotatorio (Modelo Ika-Werk), a uma temperatura constante
de 45°C. O extrato obtido apresentou um pH ligeiramente
acido, em torno de 4,74.

Os procedimentos de extragdo e concentracao
dos extratos hidroalcodlicos foram realizados no
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Linhagens bacterianas
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Utilizou-se no presente trabalho linhagens
bacterianas padronizadas de Streptococcus mitis
(ATCC 9811), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus sanguis (ATCC 10557), Streptococcus
sobrinus (ATCC 27609) e Lactobacillus casei (ATCC
7469), obtidos mediante solicitagao na Fundagio Tropical
de Pesquisas e Tecnologia “André Tozello” (Campinas -
SP) e Instituto Adolfo Lutz - SP, respectivamente.

Determinacio da atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcoélico de Punica granatum
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A atividade antimicrobiana em placas foi
determinada pelo método de difusdo em meio sélido
para a determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) do extrato de Punica granatum, sobre as linhagens
bacterianas. As linhagens foram cultivadas em caldo
nutritivo (BHI - Brain Hear Infusion - DIFCO). Foram
realizadas perfuragdes no meio de cultura (Agar
Miieller Hinton - DIFCO) de aproximadamente 6mm de
didmetro. Nos orificios foram colocados um volume de
50l da solugdo do extrato diluida, variando da dilui¢do
1:1 a 1:1024. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C em microaerofilia, por um periodo
de 24 horas. Foram realizados estudos comparativos
com a clorexidina a 0,12%; os ensaios foram feitos em
duplicata frente a cada linhagem ensaiada. A CIM foi
considerada como a menor concentragdo do extrato que
inibiu completamente o crescimento bacteriano, ou seja,
presenca do halo de inibicao.

Determinac¢ao da Concentracio Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA)

A concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA) da bactéria ao vidro foi determinada na presenca
de sacarose a 5%, usando-se concentragdes crescentes €
dobradas da solucdo diluida do extrato, variando de 1:1 a
1:1024. A partir do crescimento “overnight”, as linhagens
foram sub-cultivadas a 37°C em caldo Miieller-Hinton
(DIFCO), em microaerofilia, por um periodo de 24 horas
obtendo-se um inoculo de 10 UFC/ml. A incubagdo foi
feita a 37°C por 24 horas em microaerofilia, com os tubos
inclinados a 30°. A CIMA foi definida como a menor
concentragdo do extrato em meio com sacarose que
impediu a aderéncia bacteriana ao tubo de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vérios agentes antimicrobianos vém sendo
estudados, com o objetivo de inibir ou reduzir a
formacdo do biofilme dental, crescimento bacteriano,
e consequentemente a adesdo de microrganismos a
superficie dentaria (Kornman, 1986; Moran et al., 2001;
Rodrigues Junior et al., 1998).

Nas ultimas décadas, os fitofarmacos tém
assumido um papel importante como meio terapéutico
alternativo na odontologia, mediante as suas propriedades
antimicrobianas frente as afec¢des bucais, principalmente
as decorrentes do biofilme dental (Bhakuni, et al., 1974;
Gebara; Zardetto; Mayer, 1996; Pereira, 1998). Akpata
e Akinrimisi (1977) afirmam que o extrato aquoso de
plantas inibe o crescimento de Streptococcus mutans no
biofilme dental, patdégeno altamente responsavel pela
formacao de carie.

Kakiuchietal. (1986), Caceres (1987), Naqvi et
al. (1991), Anesini e Perez (1993), afirmaram que a Punica
granatum possui ag¢do antimicrobiana especifica sobre
bactérias presentes no biofilme supragengival, produzindo

uma interferéncia na sintese de poliglicanos, agindo,
entdo, no mecanismo de aderéncia das bactérias sobre as
superficies dos dentes. Como a aderéncia bacteriana tem
sido mostrada como sendo um dos primeiros mecanismos
envolvidos na iniciagdo do desenvolvimento do biofilme
dental, a inibi¢ao desse processo, certamente, conduzira a
um efetivo controle qualitativo do mesmo.

No presente estudo, buscou-se verificar a agdo
do extrato hidroalcodlico de Punica granatum sobre
espécies de microrganismos aerdbios predominantes no
biofilme supragengival; Streptococcus mitis, S. mutans, S.
sanguis, S. sobrinus e Lactobacillus casei. Os resultados
demonstram a eficacia do extrato da roma sobre as
linhagens ensaiadas. Todas as linhagens sdo sensiveis ao
extrato hidroalcoolico de Punica granatum. Observou-se
halos de inibicdo que variaram de 10 a 25 mm, sendo
considerado ativo o extrato que mostrou halos de inibi¢ao
superior a 15 mm. A inibi¢do do crescimento apresentou-
se homogénea, de acordo com o grau de concentragdo do
extrato hidroalcoodlico da planta em estudo. Houve uma
diminuicao proporcional do didmetro dos halos, a medida
que concentragdo do extrato foi diminuida, conforme
apresentado na Tabela 1.

Com relagdo a clorexidina observamos
resultados semelhantes com uma proporcionalidade
entre diminui¢ao do diametro dos halos de inibi¢do ¢ a
diminui¢do da concentragdo da substancia (Tabela 2).

A clorexidina tem sido muito utilizada no
controle de formagdo do biofilme dental, age alterando
a composi¢do bacteriana do biofilme supragengival
produzindo uma reducdo significante sobre o numero
de Streptococcus mutans por periodos prolongados.
Segundo Beighton; Decker; Homer (1991) este fato
ocorre devido a sua liberagdo lenta na cavidade bucal, e
consequentemente a sua agdo inibidora sobre as enzimas
glicosidicas e proteoliticas.

O biofilme dental ¢ essencial na patogénese
da carie dental e constitui o maior fator etioldgico
na gengivite cronica (Addy; Slayne; Wade, 1992). A
presenca de polissacarideos extracelulares ¢ de extrema
importancia na fase inicial do processo de formacgdo do
biofilme, pois 0s mesmos favorecem ao mecanismo de
aderéncia intermicrobiana de Streptococcus mutans e S.
sobrinus (Ikeno; Ikeno; Miyazawa, 1991; Siegrist et al.,
1986).

A adesdo das bactérias as superficies
orais constitui um processo complexo multifatorial,
influenciado pelo ambiente, superficie da célula bacteriana
e a superficie do substrato.

O mecanismo de aderéncia das bactérias sobre
as superficies dos dentes envolve adesinas presentes na
membrana da célula bacteriana e receptores especificos
localizados na pelicula adquirida. Varios fatores
estdo associados a esse mecanismo, dentre estes, a
interacdo de proteinas, adesinas, lecitinas e interagdes
hidrofébicas representam um papel importante nesse
processo (Gibbons, 1984). Desta forma, a interferéncia
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com a adesdo bacteriana nas superficies dos dentes
pode ser um caminho para se obter o controle da placa,
e consequentemente previnir a instalagdo de patologias
bucais.

Poucos estudos relatam a influéncia dos
agentes antimicrobianos nos estagios iniciais de formacao
do biofilme, especialmente com relacdo a seu efeito sobre
os fatores envolvidos na aderéncia bacteriana a pelicula
adquirida (Cai et al., 1994, Van Loveren; Buijs; Ten Cate,
2000).

Neste estudo o extrato de Punica granatum
foi efetivo na inibigdo da aderéncia das cinco linhagens
representada pela auséncia de aderéncia ao vidro na
presenca de sacarose (Tabela 3). Estes resultados sdo
concordantes com os observados por Kakiuchi et
al. (1986), que realizaram um estudo relacionado a
atividade antimicrobiana de plantas, tais como Galla
rhois e Punica granatum. Estas plantas produzem um
efeito inibitorio que interfere na sintese do glucano pela
glucosiltransferase, produzido pelo Streptococcus mutans
que, consequentemente, ird intervir no mecanismo de
aderéncia deste microrganismo sobre as superficies dos
dentes.

O estudo comparativo da agdo do extrato
da Punica granatum com o gluconato de clorexidina,
revelou uma maior atividade de inibi¢do de sintese de
glucano pelo extrato da roma (Tabela 3). Os resultados
sdo bastante promissores uma vez que 0s microrganismos
neste estudo s@o os maiores responsaveis pela formacao
do biofilme dental.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo mostram
a importancia das indicagdes terapéuticas das plantas
medicinais como método alternativo e de baixo custo na
clinica odontologica, uma vez que o extrato hidroalcoélico
da casca do fruto da roma apresenta potencial atividade
antimicrobiana sobre os microrganismos presentes no
biofilme supragengival, como também demonstra, in
vitro, inibi¢do da aderéncia bacteriana na superficie, fator
predisponente para o desenvolvimento da carie e doengas
periodontais.
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