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RESUMO

O uso de plantas com finalidade terap€utica, tem ampla aceitagdo popular motivando as investigacdes cientificas. A
roma (Punica granatum L.) é pertencente a familia Punicaceae, sendo popularmente utilizada para tratar varios
problemas de satide. O presente estudo avaliou seus possiveis efeitos inibitérios contra Staphylococcus aureus isolados
de casos de mastite bovina e a¢do anti-inflamatdria “in vivo”. O extrato foi preparado utilizando a casca do fruto de
Punica granatum. A avaliacio da atividade antimicrobiana foi realizada em teste de difusdo de 4gar, com 16 cepas de S.
aureus isolados. Foi realizado o ensaio de edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar, machos. O extrato
da casca do fruto em todas as concentracdes testadas inibiu todos os microrganismos isolados e também demonstrou
reducdo do edema de pata nas concentragdes testadas de 81,25; 162,50; 325 e 650 mg/mL. Os resultados deste estudo
podem explicar em parte a utilizacdo de P. granatum para o tratamento de doencas infecciosas e inflamatérias podendo
contribuir para a alternativa terapéutica em Medicina Veterindria.

Palavras chave: Punica granatum. Atividade antimicrobiana. Atividade anti-inflamatdria. Fitoterapia. Plantas
medicinais.

Evaluation of the activity of Punica granatum Linnaeus against Staphylococcus
aureus isolated from bovine mastitis and anti-inflammatory action ''in vivo"

ABSTRAT

The use of plants for therapeutic purposes, has broad popular acceptance motivating scientific research. The
pomegranate (Punica granatum L.) pertecent is the Punicacae family, is used populary for several treat health
problems. The present study evaluated their possible inhibitory effects against Staphylococcus aureus isolates from
cases of bovine mastitis and anti-inflammatory "in vivo" action. The extract was using prepared of the Punica granatum
fresh fruit. The antibiotic activity was evaluated by the agar diffusion method on 16 isolates S. aureus strains. Testing of
paw edema induced by carrageenan in rats was performed, males. The extract fresh fruit pericarp in the all inhibition
concentration tests all isolated microorganisms and too reduction demonstrated of paw edema in the tested
concentrations of 81,25; 162,50; 325 and 650 mg/mL. The results of the study may partly explain the use P. granatum
for the treatment of inflammatory and infectious diseases may contribute to alternative therapy in veterinary medicine.
Keywords: Punica granatum. Antimicrobial activity. Anti-inflammatory activity. Herbal Medicine. Medicinal plants.

1. Introducio medicina popular é conhecida como roma,

romeira, romazeira, romeira da granada entre

A planta Punica granatum L. é
outros, sendo esta muito utilizada como planta

pertencente a familia Punicaceae e na
frutifera, ornamental de parques e jardins. A
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roma € uma planta origindria da regidao do
Oriente Médio; a arvore cresce em regides
dridas e a producdo de seu fruto se dd no
periodo de fevereiro a setembro. A
composicdo quimica do suco da fruta é
constituida de compostos fendlicos como
antocianinas, delfinidina, cianidina,
pelorgodina, quercetina e dcidos fendlico,
cafeico, catequinico, clorogénico, orto e para
cumdrico,  elagico, taninos
(punicalagina) (MARTINS, 1995; JARDINI e

FILHO, 2007).

gilico e

A romazeira ¢é popularmente
utilizada para tratar vdrios problemas de
satde, predominando as doencas
gastrointestinais. O suco € utilizado contra
ulceras na boca e gengivas, dores de ouvido,
tratamento de dispesia e disenteria. Suas
flores sdao usadas para o tratamento de
gengivas, dentaria

(WERKMAN et al., 2008).

prevenindo a perda

A mastite € a infermidade de maior
frequéncia no gado leiteiro, tendo como
agentes etioldgicos principalmente
Streptococcus agalactiae e Sthaphylococcus
aureus. Caracateristicas como a viruléncia de
S. aureus contribuem para a resisténcia deste
microrganismo no tecido mamdrio. Vale
ressaltar também que o uso inadequado de
antibiticos no tratamento pode gerar o
surgimento de cepas microbianas resistentes
(MEDEIROS et al., 2009). Os medicamentos
fitoterdpicos comegam a ganhar cada vez mais

espaco no tratamento veterindrio, tanto de
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parasitoses como bacterioses (ZAFALON;
FILHO; OLIVEIRA e RESENDE, 2007).

A introdugdo de novos
medicamentos no mercado requer inimeros
estudos. Dentre os ensaios laboratoriais
destacam-se os testes para avaliacdo da
atividade anti-inflamatoria, utilizando o teste
de edema de pata para avaliar estas reagdes,
pois o edema justifica-se ser um dos sinais
cardeais da inflamacdo. Desta forma, o
objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana contra S. aureus isolados de
casos de mastite bovina e acdo anti-

inflamatéria “in vivo” da planta P. granatum.
2. Materiais e métodos

2.1 Coleta das espécimes

Os frutos de Punica granatum foram
coletados no municipio de Alfenas, estado de
Minas Gerais, Brasil, a beira da Rodovia MG
— 179, Km 0, no més de agosto de 2012 e
identificados. A exsicata do vegetal estd
armazenada no Herbério da Universidade José
do Rosario Vellano (UNIFENAS), Alfenas,

sob o n® 352.

2.2 Obtengdo do extrato

O extrato da casca do fruto de Punica
granatum foi obtido utilizando-se como
agente extrator dlcool etilico a 70%, conforme
a técnica descrita por Caceres et al., (1995) e
Farmacopeia Brasileira 5* edi¢do (2010). As
romas foram abertas e seu contetido interno

foi retirado. Foram pesados 400 g da casca do
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fruto e colocados em 1600 mL de alcool a
70%. Essa mistura foi macerada em balao
volumétrico (2000 mL) e armazenada a
temperatura ambiente por 15 dias, ao abrigo
da luz. Apds, o mesmo foi filtrado e mantido
sob refrigeracio a 4°C em frasco ambar
estéril. Posteriormente, foi concentrado em
evaporador rotatério e liofilizado. Na hora do

uso, o mesmo foi ressuspenso em &gua

destilada estéril e passado em filtro
Millipore® (0,22 pum).
2.3 Aquisicdo de amostras de animais

infectados

Os animais portadores de mastite
foram identificados utilizando-se testes como
o da caneca de fundo preto e o CMT
(California Mastit Test), para clinica e
subclinica respectivamente. Antes da coleta,
do

efetuou-se a higienizacdo das maos

ordenhador e dos tetos das vacas, com
solug@o de dgua e sabdo; em seguida, os tetos
foram secos com papel toalha descartdveis.
Coletou-se 32 amostras de 25 mL de leite em
frascos estéreis identificados, realizadas
imediatamente antes da ordenha e foram

examinadas vacas em diferentes estigios de

lactacdo. As 32 amostras  foram
acondicionadas em caixas isotérmicas,
transportadas sob refrigeracdo e

encaminhadas ao Laboratério de Biologia e
Fisiologia de Microrganismos, UNIFENAS,
Alfenas, MG.
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2.4 Exames microbioldgicos

As amostras foram semeadas em Agar
Baird Parker, enriquecido com gema de ovo +
telurito de potdssio, e incubadas a 37°C por
24 horas. Apdés o periodo de incubagdo,
observou-se o crescimento e a morfologia das
colonias. Estas foram caracterizadas como
Staphylococcus spp por andlise morfoldgica e
bacterioscopia, empregando-se o método de
coloracdo de Gram.

Ap6s andlise morfoldgica, as amostras
foram submetidas a testes bioquimicos para a
identificacdo da espécie Staphylococcus
aureus (provas de catalase, manitol, coagulase

e DNAse) conforme Machado (2006) .

2.5 Estudo da atividade antimicrobiana da

casca da roma

As linhagens foram cultivadas em caldo

nutritivo (BHI- Brain Heart Infusion -
DIFCO); incubadas a 37 °C por 24 h. Foi
avaliada a atividade antimicrobiana do extrato
vegetal de P. granatum realizando-se o teste
de difusdao em dgar, Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida
Minima (CMM), de acordo com os padrdes
do for

(NCCLS,

Clinical

2002).

National — Commitee
Laboratory Standards
Foram utilizadas as concentracdes de 10,15;
20,31; 40,62; 81,25; 162,50; 325; 650 e 1300
mg/mL. As determinagdes do perfil de
sensibilidade foram realizadas de acordo com

a metodologia de microdilui¢do em caldo
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Mueller Hinton para bactérias, conforme
protocolo M7A6 (CLSI, 2003). Os ensaios

foram realizados em duplicata.

2.6 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria

Foram utilizados ratos Wistar (170-50
g) machos provenientes do Biotério central da
UNIFENAS. Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas com racgdo e dgua ad libitum
em temperatura ambiente. Oito horas antes da
realiza¢do dos experimentos os animais foram
privados de racdo. Os protocolos utilizados
foram aprovados pelo Comité de Etica na
(CEEA)
Instituicdo (processo n°. 08A/2012).

Experimentagdo  Animal desta

2.7 Teste do edema de pata induzido por

carragenina em ratos

O edema de pata foi induzido pela
injecdo de 0,1 mL de carragenina (1% p/v)
administrada na regido subplantar da pata
direita de ratos Wistar machos (n = 6/ 6
grupos); na pata esquerda administrou-se 0,1
mL de solugdo salina. Uma hora antes da
injecdilo  de  carragenina, o0  extrato
hidroalcodlico de P. granatum, solubilizado
em salina estéril, foi administrado, por via
oral, nas doses de 650, 325, 162,5 e 81,25
mg/kg (WINTER et al, 1962). O grupo
controle negativo recebeu 0,5 mL/kg de

indometacina por via oral. Apds, as patas

778

foram aferidas pelo equipamento
pletismometro (Ugo Basile modelo FF34)
antes da aplicacio da substancia pro-
inflamatodria, e de hora em hora, durante 5 h.
Ap6s a aplicagdo do estimulo, a medida do
edema foi feita pela diferenca entre o volume
deslocado da pata direita e o volume
deslocado da pata esquerda. A indometacina
10 mgkg' foi usada como firmaco de

referéncia.

3. Resultado

Dentre as 32 amostras analisadas,
provenientes de animais portadores de mastite
identificados com casos clinicos e subclinicos
da regido agropecudria de Alfenas, MG, 16
amostras apresentavam S. aureus. Apds a
realizagdo do teste de atividade
antimicrobiana, foi observado sensibilidade a
todas as concentragcdes testadas 10,15; 20,31;
40,62; 81,25; 162,50; 325; 650 e 1300
mg/mL.

Na verificacao da atividade
antimicrobiana, observou-se a formacdo de
halos de inibicio entre 21 a 30,5 mm em
todas as cepas isoladas de S. aureus (Tabela
1). Os resultados obtidos, na Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdao

Microbicida Minima (CMM), foram positivos

para todas as cepas microbianas em
concentracdes variadas de P. granatum
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Halos de Inibicdo, Concentragdo Inibitéria Minima e Concentracdo Microbicida Minima do extrato

hidroalcodlico da casca de P. granatum

Microrganismo Halos de Inibicio CIM" (mg/mL do CMM"™ (mg/mL do
(mm®) extrato) extrato)
Amostra 1 30,5 325 650
Amostra 2 24 40,62 325
Amostra 3 26 40,62 325
Amostra 4 26 20,31 162,5
Amostra 5 25,5 10,15 325
Amostra 6 26,5 40,62 325
Amostra 7 25,5 10,15 325
Amostra 8 21 10,15 325
Amostra 9 24 650 650
Amostra 10 24,5 20,31 162,5
Amostra 11 29,5 325 325
Amostra 12 27 20,31 162,5
Amostra 13 23 81,25 162,5
Amostra 14 25 20,31 162,5
Amostra 15 24,5 20,31 162,5
Amostra 16 26,5 40,62 162,5
Fonte: O autor
O tratamento com diferentes comportaram de forma semelhante a partir da
concentragdes (650, 322, 162,5 e 81,25 2% hora de experimento. A reducdo do

mg/Kg) do extrato de P. granatum inibiu a
inflamacao induzida por carregenina no pico
mdaximo da 3* hora como mostra a Figura 1.
As concentragdes de 162,5 e 81,25 mg/Kg do

extrato de P. grantaum, estatisticamente se
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processo edematogénico nos grupos de

animais  tratados com as diferentes

concentracdes do extrato foi observada em

todos.
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Figura 1 - Efeito da administracio v.o do extrato de Punica granatum (650, 325, 162, 5 e 81,25 mg.Kg™) e induzido por

carragenina (10 mg.Kg") sobre o edema de pata. ~ Significativo apés a andlise da variancia (ANOVA) seguido do teste

de Tukey (p<0,05).
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4. Discussao

Nas ultimas décadas, os fitofarmacos

tém assumido um papel importante como

meio terapéutico alternativo devido ao
aumento significativo da ocorréncia de
microrganismos resistentes aos

antimicrobianos (WERKMAN et al., 2008). A
atividade inbitéria e anti-inflatéria pode ser
atribuida a combinagcdo de principios ativos
presentes na planta.

(2008)

atividade antimicrobiana do extrato da casca

Silva et al., realizaram a
do fruto de Punica granatum sobre 38
linhagens de S. aureus de origem bovina para
a determinagdo da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM). Os microrganismos testados
com este extrato apresentaram sensibilidade
formando halos de inibicdo variando de 10 a
36 mm de didmetro, apresentando resultados
este estudo

semelhantes a podendo-se

confirmar a eficiéncia do extrato de P.

Hora2 Hora3 Hora4 Horas
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granatum como alternativa terap€utica na
Medicina Veterindria.

Recentemente  observou-se que a
punicalagina, um tanino eldgico derivado do
fruto da romanzeira, é provavelmente um dos
principais constituintes antimicrobianos desta
fruta (MACHADO et al., 2003). Os taninos
tém efeito inibitério sobre bactérias e fungos.
Existem trés hipdteses para o mecanismo de
acdo antimicrobiana. A primeira pressupde a
inibicdo das enzimas de bactérias e fungos
e/ou a complexacdo dos substratos as
enzimas; a segunda seria a acdo dos taninos
celulares  dos

sobre as membranas

microrganismos,  modificando o

metabolismo (MELLO e SANTOS, 2002).

seu

Por ultimo, a ‘terceira menciona a

complexacdo dos taninos com fons metélicos,
diminuindo, a  disponibilidade  destes
elementos essenciais para o metabolismo dos

microrganismos.
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Machado et al., (2003) realizou estudos
avaliando o potencial antimicrobiano de 14
extratos de plantas tradicionais brasileiras no
tratamento de doengas infecciosas frente a
microorganismos de importancia médica e
multi-resistentes. Extratos de P. granatum
foram eficazes contra cepas de S aureus.
Braga et al. (2005) verificaram in vitro que o
extrato da roma também inibiu o crescimento
de S. aureus, dependente da concentragdo dos
extratos.

Os extratos de plantas sdo geralmente
uma mistura de compostos ativos e inativos e
antimicrobianas,  anti-

suas  atividades

inflamatérias e antioxidantes devem ser
interpretados com critérios. Vale ressaltar que
o local, periodo e tipos de solventes utilizados
na extracdo dos principios ativos podem
interferir na atividade bioldgica do extrato
(MELO et al., 2012).

A atividade antimicrobiana dos extratos
de Origanum vulgare, Thymus vulgaris,
Lippia graveolens, Zingiber officinale, Salvia
officinalis, Rosmarinus officinalis e Ocimum
basilicum foi avaliada, utilizando 32 isolados
de Staphylococcus spp, oriundos de rebanhos
leiteiros bovinos, onde observaram a CIM
para todos os extratos testados em diferentes
concentragdes (POZZO et al., 2011).

Bezerra et al., (2009) realizaram ensaios
de acdo antimicrobiana sobre 25 isolados de
casos de mastite bovina, observando que o
extrato de jurema-preta (Mimosa tenuiflora)
demonstrou potencial antimicrobiano em

diferentes concentracdes testadas. Nader et
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al., (2010) também avaliaram o potencial de
atividade antimicrobiana in vitro dos extratos
de algumas plantas endémicas do Cerrado,
elas  Baccharis

dentre dracunculifolia,

Cochlospermum regium, Croton
antisyphiliticus, Eugenia dysenterica e Lippia
sidoides, contra S. aureus isolados de leite
mastitico. Os resultados demonstraram que os
extratos de Baccharis dracunculifolia, Croton

antisyphiliticus, seguido do extrato de Lippia

sidoides, apresentaram, respectivamente,
melhor atividade inibitoria sobre
Staphylococcus  aureus  ressaltando  a

importancia de plantas medicinais como
recurso terapéutico.

A carregenina promove um processo
inflamatério provavelmente mediado por
prostaglandinas, apresentando um  pico
maximo entre 2 e 3 horas apds a sua aplicacao
(ARA et al., 2010). Este dado confirma os
resultados  observados na  Figura 1
comparativamente ao controle positivo. Dessa
maneira observa-se que houve a reducgido de
efeito  dose-resposta nos edemas por
carragenina tratados com o extrato de P.
granatum.

A reducdo do edema de pata estd
relacionada com a interrup¢do do mecanismo
de sintese de prostaglandina (SILVERIO et
al., 2008). Anteriormente demonstrou-se que
o extrato de P. granatum € rico em taninos e
outros compostos fendlicos. Em processos de
cura de feridas, queimaduras e inflamagoes,
os taninos auxiliam formando uma camada

protetora (complexo tanino-proteina e/ou
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polissacarideo) sobre tecidos epiteliais
lesionados, podendo, o processo curativo
(MONTEIRO;

ALBUQUERQUE e ARAUJO, 2005). Sendo

ocorrer naturalmente
assim € possivel que a presenca destes possa
ter influenciado na reducdo do edema assim
como o farmaco de referéncia Indometacina
(anti-inflamatério nio esteroide).

Dentre os mecanismos envolvidos no
efeito anti-inflamatério da romad, estudos
realizados demostraram que a mesma é capaz
de inibir a ativagdo de vias inflamatdrias
incluindo o NF-«B’. Vale ressaltar que as
proantocianidinas e as  antocianidinas,
principios ativos isolados da planta, podem
inibir a atividade da cicloxigenase e a
producdo de 6xido nitrico (HOU et al., 2003).
As elangitaninas podem reduzir a sinalizagdo
celular inflamatéria em modelos laboratoriais
de células de céancer de cdlon. O 4cido
punicico e os polifendis podem inibir a
biosintese de prostaglandinas (LANSKY et
al., 2007). Estima-se que os componentes do
suco de romd podem agir de forma sinérgica
na supressdo da expressdo das citocinas
inflamatérias (LANSKY et al., 2007).

Em um estudo realizados por Ara et al.,
(2010) foi verificado que a atividade anti-
inflamatéria do extrato metandlico (400

mg/kg) da planta Adenanthera pavonina L,
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apresentou 37,10% de inibicdo da inflamagdo
na primeira hora do experimento e, o extrato
extraido com diclorometano (400 mg/kg)
apresentou 33,11% na inibicdo da inflamagdo
na terceira hora do experimento, sendo que foi
compardvel ao resultado da substincia de
referéncia diclofenaco sddico.

(2008) avaliaram a
da

Silvério et al.,

atividade  anti-inflamatéria planta
Eremanthus erythropappus. O edema de pata
foi induzido por carragenina sendo verificado
que o mesmo foi reduzido em 23,81% (100
mg/kg) e 47,62% (200 mg/kg). Os resultados
apresentados indicam que o extrato etandlico
de E. erythropappus pode constituir alvo
potencial para uso em terapias da dor,

inflamacdo e tlcera.
5. Conclusao

A partir destes resultados pode-se
sugerir que o extrato hidroalcodlico de Punica
granatum possui atividade antimicrobiana em
diferentes concentragdes sobre S.aureus
isolados de casos de mastite bovina e
atividade anti-inflamatéria, a qual foi dose
sobre o edema

depende induzido por

carragenina.
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