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Gomes LAP. Avaliação da biocompatibilidade e atividade antimicrobiana in 

vitro da matriz de Hidrogel associada ao extrato glicólico do Punica granatum 

L. (romã) [dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual

Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2017.

RESUMO 

A matriz de hidrogel é um biomaterial de nanofibra peptídica tridimensional que 

induz o crescimento, migração e proliferação celular, assim favorecendo a 

regeneração tecidual. O objetivo deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade 

e a atividade antimicrobiana da matriz de hidrogel associado ao extrato romã e 

ao antimicrobiano ciprofloxacino. Para isso, foram realizadas análises 

microbiológicas sobre Enterococcus faecalis (ATCC 4083) em cultura 

planctônica, por meio d ensaio de microdiluição em caldo e em biofilme pelo 

teste de MTT. Para os ensaios da biocompatibilidade, foi utilizada cultura de 

macrófagos (RAW 264.7). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT e a 

genotoxicidade foi realizado pelo teste de micronúcleo. A análise estatística foi 

realizada pelos testes ANOVA e Tukey, adotando o nível de significância 5%. 

Os resultados demonstraram que a matriz de hidrogel associado ao extrato de 

romã não apresentou atividade antimicrobiana para a cultura planctônica como 

para o biofilme de E. faecalis. Porém, não foi citotóxico e genotóxico para RAW 

264.7. Por outro lado, o antimicrobiano ciprofloxacino apresentou atividade 

antimicrobiana sobre E. faecalis,além de ter apresentado efeitos citotóxico e 

genotóxico para os macrófagos. Com isso, foi possível concluir que o extrato de 

romã associado ou não a matriz de hidrogel apresenta ausência de citotóxico, 

genotóxico e efeito antimicrobiano. 

Palavras-chave: Hidrogel. Matriz. Células. Punica granatum. Enterococcus 

faecalis. Citotoxicidade. Genotoxicidade. 



Gomes LAP. Evaluation of biocompatibility and antimicrobial action in vitro of 

a hydrogel scaffolds Hydromatrix associated to glycolic extract of Punica 

granatum (pomegranate) [dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo 

State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2017. 

ABSTRACT 

The hydrogel matrix is a three-dimensional peptide nanofiber biomaterial that 

induces cell growth, migration and proliferation, thus favoring tissue 

regeneration. The objective of this work was to evaluate the biocompatibility 

and antimicrobial activity of the hydrogel matrix associated with the 

pomegranate extract and the antimicrobial ciprofloxacin. For this, 

microbiological analyzes on Enterococcus faecalis (ATCC 4083) were carried 

out in planktonic culture, by means of the microdilution test in broth and in 

biofilm by the MTT test. For the biocompatibility assays, macrophage culture 

(RAW 264.7) was used. Cytotoxicity was assessed by the MTT assay and 

genotoxicity was performed by the micronucleus test. Statistical analysis was 

performed by the ANOVA and Tukey tests, adopting the significance level 5%. 

The results showed that the hydrogel matrix associated with the pomegranate 

extract did not show antimicrobial activity for the planktonic culture as for the 

E. faecalis biofilm. However, it was not cytotoxic and genotoxic for RAW 264.7.

On the other hand, the antimicrobial ciprofloxacin showed antimicrobial

activity on E. faecalis, besides having cytotoxic and genotoxic effects for the

macrophages. With this, it was possible to conclude that the pomegranate

extract associated or not with the hydrogel matrix shows absence of cytotoxic,

genotoxic and antimicrobial effect.

Keywords: Hydrogel. Scaffold. Cells. Punica granatum. Enterococcus faecalis. 

Cytotoxicity.Genotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

A engenharia de tecidos emergiu recentemente como uma estratégica 

alternativa para reparo e regeneração de defeitos ósseos. Nesta estratégia, um 

andaime ou matriz biodegradável é frequentemente utilizado juntamente com 

células osteogénicas e / ou fatores indutores de osso. Uma matriz para 

regeneração óssea deve satisfazer requisitos básicos, tais como 

biocompatibilidade, estrutura de poros interligada para crescimento de tecido, e 

degradação controlada com produtos de degradação fisiologicamente 

compatíveis. Para satisfazer essas necessidades, vários polímeros biodegradáveis 

naturais vem sendo estudados e desenvolvidos (Igwe, Mikael, Nukavarapu, 

2014).   

Estudos recentes tem se esforçado para desenvolver biomateriais com 

capacidade de interagir com o ambiente biológico, para melhorar a resposta 

biológica e a interação do tecido/superfície, bem como pelo desenvolvimento de 

materiais bio-absorvíveis que sofram uma degradação progressiva, enquanto 

regeneram e tratam os tecidos. Os polímeros biodegradáveis de natureza 

sintética como poliglicólido (PGA), poliácido (PLA), polidioxanona (PDS), poli 

(3-caprolactona) (PCL), poli-hidroxibutirato (PHB), poliortoéster, quitosano, 

poli (2-hidroxietil-metacrilato) (PHEMA), ácido hialurônico e outros hidrogéis 

foram estudados e usados extensivamente em muitas aplicações na engenharia 

tecidual, tais como substituição óssea, reparação de fraturas ósseas, cartilagens, 

meniscos e disco intervertebral. Em particular, os polímeros sintéticos 

biodegradáveis estão sendo bastante estudados uma vez que permitem um 

melhor controle das suas propriedades físico-químicas e também têm sido 

utilizados com sucesso em aplicações clínicas (Fukushima, 2012). 
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Na engenharia tecidual, as células e os fatores de crescimento são 

combinados com um suporte (ou matriz) biodegradável poroso para reparar e 

regenerar o tecido. Este suporte atua como uma matriz temporária enquanto as 

células segregam a matriz extracelular que é necessária para a regeneração do 

tecido. Os suportes podem ser utilizados para induzir a formação do tecido 

desejado após o crescimento de células a partir de áreas circundantes e como 

transportadores para células autógenas semeadas que são cultivadas em 

biorreatores e subsequentemente reimplantadas para o hospedeiro como um 

material que promove o funcionamento das células (Hayashi et al., 2016). 

HydroMatrix
TM

 é uma matriz de nanofibra peptídica tridimensional que 

promove o crescimento e migração celular. O HydroMatrix utiliza peptídeos 

específicos que formam uma matriz de hidrogel peptídica a partir de fluídos 

precursores em materiais altamente reticulados em resposta a aumentos da 

temperatura ou força iônica. A transformação rápida desta solução em gel de 

peptídeo gera uma matriz de nanofibras peptídicas para cultura de células na 

engenharia de tecidos (Technical Bulletin, Sigma Aldrich). 

Na Odontologia, novos produtos são lançados constantemente no 

mercado. Tais produtos são utilizados em íntimo contato com tecidos biológicos 

como polpa, dentina, tecido periodontal e osso alveolar. Dessa forma, os 

biomateriais devem ser utilizados com cautela e sua indicação nas diversas 

situações clínicas deve ser sempre bem avaliada, levando em consideração 

critérios clínicos e éticos quanto aos riscos e benefícios do tratamento. Para isso, 

existe a necessidade de o cirurgião-dentista conhecer as características e 

propriedades dos biomateriais. 

A alta prevalência de Enterococcus faecalis em periodontites apicais 

secundárias vem sendo amplamente relatado (Stuart et al., 2006; Chávez de Paz 

et al., 2010). O E. faecalis é uma bactéria gram-positiva, anaeróbia facultativa, 

não esporulada e altamente resistente à ação de antimicrobianos. Isso pode ser 
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atribuído à sua habilidade de resistir por longos períodos sem nutrientes, 

sobreviver em mono espécies e invadir túbulos dentinários (Cheng et al., 2012). 

Está bactéria tem capacidade de formar biofilme, que fica aderido em superfícies 

como a dentina. Além disso, produzem polissacarídeos extracelulares que agem 

como adesivo natural que imobiliza células, e que o torna altamente resistente, 

em função da variação fenotípica e genotípica proporcionada pelo biofilme 

(Garcez et al., 2006; Bergmans et al., 2008; George; Kishen, 2008; Cháves de 

Paz, 2010; Souza et al., 2010). 

O uso de plantas medicinais no tratamento de doenças vem aumentando, 

sendo que no Brasil, tanto nos grandes centros comerciais quanto no interior, o 

comércio e a utilização de plantas medicinais são atividades muito difundidas, às 

quais são atribuídas diversas causas, sejam de ordem médica, social, cultural, 

econômica ou filosófica (Peron et al., 2008). Segundo Veiga Jr. et al. (2005), a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) define planta medicinal como sendo 

qualquer vegetal que possui substâncias que podem ser utilizadas com fins 

terapêuticos ou que sejam utilizadas na produção de fármacos semi-sintéticos. 

Os fitoterápicos são medicamentos produzidos a partir de plantas 

medicinais, sendo utilizados com finalidade no tratamento de doenças. 

Entretanto, pesquisas com plantas medicinais devem ser realizadas, com o 

propósito da verificação de sua efetividade, bem como ausência de toxicidade 

(ANVISA, 2004). 

Uma planta medicinal bastante estudada é a Punica granatum L. (romã), 

classificada como um arbusto originário do Irã, atualmente é cultivado pelo 

Mediterrâneo, China, Índia, África do Sul e América (Abdollahzadeh et al., 

2011; Glazer et al., 2012; Janani, Estherlydia, 2013; Dastjerdi et al., 2014; 

Betanzos-Cabrera et al., 2015; Shaygannia et al., 2016), pertence a família 

Punicaceae e é composta por flores, cascas, frutos, raízes e sementes (Dastjerdi 

et al., 2014). O arbusto apresenta de 1,5 a 5 m de altura com ramos espinhosos 
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(Shaygannia et al., 2015). As folhas são brilhantes e possuem cerca de 7,6 cm de 

comprimento (Qnais et al., 2007; Janani, Estherlydia, 2013) e as flores podem 

ser vermelhas, laranjas ou rosas (Zarfeshany, 2014). A fruta madura possui de 5 

a 20 cm de diâmetro, uma casca vermelho escuro, o formato de uma granada e o 

peso varia de menos de 200 g a mais de 800 g (Janani, Estherlydia, 2013; 

Shaygannia et al., 2016). A fruta contém muitas sementes que armazenam 

pequenas quantidades de suco vermelho e são separadas por uma região branca 

conhecida por pericarpo membranoso (Janani, Estherlydia, 2013). 

P. granatum L. tem um amplo espectro de ação devido a seus fito-

constituintes tais como taninos, polifenóis, alcalóides, flavonóides, antocianinas, 

ácido ascórbico, ácidos graxos e ácido ursólico. O óleo da semente contém 

estrogênios que podem atuar no câncer de pele e pulmão, as frutas e brotos 

podem ser usados no tratamento de disenteria, parasitas intestinais e em casos de 

diarreia. Já o suco e as sementes podem ser utilizados no tratamento de 

hemorróidas e sangramentos de nariz e gengiva, bem como tônico para garganta 

(Shaygannia et al., 2016). Apresenta ainda propriedades anti-aterogênicas, anti-

hipertensivas podendo ser utilizado na prevenção e tratamento de diversos tipos 

de câncer, doenças cardiovasculares, osteoartrite e artrite reumatóide, atua na 

cicatrização de feridas e no sistema reprodutor (Zarfeshany, 2014), além de ter 

propriedades bactericida, antifúngica, antiviral, apresentar modulação imune, 

antioxidante, antinflamatória, antiaterosclerótica, e combater infecções 

bacterianas inclusive com microrganismos multiresistentes (Abdollahzadeh et 

al., 2011; Choi et al., 2011; Aníbal, 2012;  Fawole, 2012;  Bakkiyaraj et al., 

2013; de Oliveira et al., 2013; Qabaha, 2013; Dastjerdi et al., 2014; Zarfeshany 

2014;  Betanzos-Cabrera et al., 2015; Shaygannia et al. 2016). 

Diante do exposto, o desenvolvimento e a investigação de novos 

materiais, associando propriedades de plantas medicinais, como a P. granatum, 

com biomateriais pode originar novos produtos com propriedades físicas, 
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químicas e biológicas adequadas para aplicações em engenharia tecidual sendo 

uma alternativa aos tratamentos convencionais. Assim, este estudo in vitro 

avaliou a matriz de hidrogel associada ao extrato romã verificando sua ação 

sobre a proliferação celular e sua atividade antimicrobiana, objetivando sua 

utilização na Odontologia. 



15 

2 PROPOSIÇÃO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a biocompatibilidade, 

proliferação celular e atividade antimicrobiana da associação da matriz de 

hidrogel com diferentes concentrações do extrato de romã.   

Os objetivos específicos foram: 

a) Determinar a Concentração Inibitória Mínina (CIM) e a

Concentração Bactericida Mínima (CBM) para a cepa de

Enterococcus faecalis (ATCC 4083) na forma

planctônica;

b) Avaliar a ação antimicrobiana do biomaterial sobre

cultura planctônica e biofilme de Enterococcus faecalis

(ATCC 4083);

c) Analisar sua citotoxicidade através do teste de MTT em

macrófagos (RAW 264.7);

d) Avaliar sua genotoxicidade pelo teste de micronúcleo em

macrófagos (RAW 264.7);



16 















































39 

6 CONCLUSÃO 

Conclui-se que nas condições deste estudo, a associação da matriz 

hidrogel ao extrato de romã foi biocompatível para macrófagos, uma vez que 

não apresentou citotoxicidade e genotoxicidade. No entanto, esta associação não 

apresentou atividade antimicrobiana para E. faecalis. 
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