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RESUMO: Ulceras cronicas sio suscetiveis 2 infeccio devido 2 perda
estéril da funcio de barreira inata da pele e dos anexos cutineos,
facilitando o desenvolvimento de comunidades microbianas. O objetivo
do estudo foi investigar a suscetibilidade de bactérias associadas a
ulceras cronicas aos extratos brutos de Prosopis juliflora. Os testes in
vitro foram realizados com extratos brutos das folhas e casca do caule
contra as estirpes de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Proteus mirabilis (ATCC 7002), por meio de ensaio de difusio em dgar
com poco e determinacio da Concentracao Inibitoria Minima (CIM).
Os resultados mostraram que as estirpes de E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus e P. mirabilis foram mais suscetiveis aos extratos brutos da
folha, com didmetro de zona de inibigdo de 21,0; 33,0; 20,0; 21,0 mm,
respectivamente, enquanto E. coli e S. aureus foram mais suscetiveis
aos extratos brutos da casca do caule, com diametro da zona de
inibicdo de 21,5 e 20,0 mm, respectivamente. Os melhores valores de
CIM foram registrados para os extratos brutos das folhas de P. juliflora.
Estudo quimico para a extracao e o isolamento de compostos ativos
¢ recomendado para realizacio de ensaios in vitro para investigar a
atividade antimicrobiana destes compostos.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade Antimicrobiana; Prosopis juliflora;
Ulceras Cronicas.

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF BACTERIA IN
CHRONIC ULCERS TO CRUDE EXTRACTS OF PROSOPIS
JULIFLORA

ABSTRACT: Chronic ulcers are prone to infection due to the sterile loss
of the innate barrier of the skin and cutaneous annexes, coupled to the
development of microbial communities. Current study investigates the
susceptibility of bacteria associated with chronic ulcers to crude extracts
of Prosopis juliflora. In vitro tests with the crude extracts of leaves and
stem bark were performed against strains of Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) and Proteus mirabilis (ATCC 7002), by a diffusion
assay in agar and determination of Minimum Inhibiory Concentration
(MIC). Results showed that E. coli, P. aeruginosa, S. aureus and P.
mirabilis strains were affected by the crude extracts of the leaves, with
a diameter of the inhibition zone measuring respectively 21.0; 33.0;
20.0; 21.0 mm, whereas E. coli and S. aureus were more affected to the
crude extracts of the stem bark, with an inhibition zone diameter of
21.5 and 20.0 mm, respectively. Best MIC rates were reported for the
crude extracts of P. juliflora leaves. Chemical studies for the extraction
and isolation of compounds are recommended for the execution of in
vitro assays to investigate the compounds ~ antimicrobial activity.
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INTRODUCAO

As tlceras cronicas (UCs) se caracterizam por
apresentar um processo de cicatrizagio tardio, com uma
fase inflamatdria muito longa, gerando um desequilibrio
nos fatores de crescimento do tecido, retardando a
resposta dos fibroblastos, gerando matriz extracelular
irregular e células fenotipicas alteradas (SILVA et al.,
2014).

De acordo com Landis (2008) as principais
ulceras cronicas sao: ulceras por pressio, dlceras venosas
e as ulceras diabéticas. Essas constituem um grande
problema de sadde publica e sua etiologia provém de
fatores como: doenga arterial periférica, doenga venosa
cronica, traumas fisicos, alteracoes nutricionais, entre
outros (NOGUEIRA et al., 2015).

Uma das principais razoes que compromete o
processo de cicatrizagdo das udlceras cronicas tornando
a fase inflamatoria longa, provavelmente é a causa
persistente de colonizacio por bactérias (LANDIS, 2008).
Segundo Folson et al. (2011) a infeccdo bacteriana de
UCs é um problema comum e um dos principais motivos
para o aumento do risco de morbidade e mortalidade de
pacientes.

Virias espécies bacterianas sido responsiveis
pela infeccio de dlceras cronicas, entretanto as
espécies Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus saprophyticus sio espécies
comumente presentes nesses processos infecciosos
(DAI et al., 2011). Sendo as espécies P. aeruginosa e P.
mirabilis invasivas, podendo levar ao desenvolvimento de
sepse, enquanto as demais contribuem ativamente para
a condicdo cronica das ulceras (BURKATOVSKAYA et al.,
2010).

Silva e colaboradores (2014) afirmam que,
em virtude da infeccio bacteriana recorrente, a
antibioticoterapia € a forma mais usual de tratamento, e
como consequéncia hd o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, agravando ainda mais a problemadtica das
ulceras cronicas (DAL et al., 2011).

Neste contexto a busca por novos tratamentos
antimicrobianos torna-se relevante e urgente, uma vez
que a resisténcia aos antibidticos € um problema de satide
em todo o0 mundo, bem como é uma ameaca duradoura
que provavelmente tardard a ser eliminada, em virtude
da vantagem evolutiva dos microrganismos em cortar 0s
riscos para a sua sobrevivéncia (FAUCI et al., 2014; LEE
etal, 2013).

Dentre 0s novos tratamentos antimicrobianos
destaca-se busca por substincias naturais, uma vez que
essas substincias apresentam composi¢io quimica que
em geral minimiza o desenvolvimento de resisténcia
por parte de microrganismos patogénicos (LEE et al.,
2013), o que otimiza a busca de substincias bioativas
contra microrganismos associados a doengas de grande
incidéncia.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
suscetibilidade de bactérias associadas a Glceras cronicas
aos extratos brutos de Prosopis juliflora, em ensaio
in wvitro, como uma triagem inicial para trabalhos
com substincias isoladas da espécie e futuros ensaios
toxicoldgicos e farmacoldgicos.

2 METODOLOGIA

A coleta de folhas e cascas de caule de P. juliflora
foi realizada aleatoriamente em individuos arbo6reos
ocorrentes em area urbana na cidade de Maceid, Estado
de Alagoas (9° 39’ 59” S e 35° 44’ 6" W), durante o
processo de poda urbana controlado e realizado pela
Secretaria do Meio Ambiente do municipio. A espécie
vegetal foi confirmada por profissionais do Herbario do
Instituto de Meio Ambiente de Alagoas e uma exsicata foi
depositada sob o registro de n° IMAL-9638.

Para obter os extratos, 5 kg de folhas e cascas
de caule foram submetidos a secagem em estufa a 60 °C
por 24 horas, triturados e extraidos, separadamente, com
etanol (5 x 5 L). Apds a evaporagio do solvente com o
auxilio de rotaevaporador, sob pressio reduzida, foram
obtidos 178 g do extrato bruto da folha (EBF) e 200 g de
extrato bruto da casca do caule (EBC). Para os ensaios
de suscetibilidade antimicrobiana os extratos EBF e EBC
foram previamente solubilizados em dimetilsulféxido
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0,01% (DMSO), uma vez que este nio interfere no
crescimento bacteriano (OSTROSKY et al., 2008).

Os ensaios in wvitro de suscetibilidade
antimicrobiana foram realizados utilizando cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Proteus mirabilis (ATCC 7002) obtidos junto ao
laboratério Labornew®.

Para investigar a suscetibilidade antimicrobiana
dos extratos brutos de P. juliflora, foram realizadas
diluicdo em série dupla a partir da concentracao maxima
de 500 ug/mL até 7,8 ug/mL. Os testes foram realizados
através do ensaio de difusio em dgar por meio de poco,
conforme a metodologia descrita por Nennaah (2013).
Para esse ensaio cepas bacterianas foram cultivadas
em meio Agar Mueller-Hinton (AMH) a 37 °C por 24
horas. Apos esse periodo as cepas foram suspensas,
separadamente, em solucio salina de NaCl a 0,85% e
ajustada a uma turbidez de 0,5 da escala de MacFarland
(10® CFU/mL), obtendo-se os indcuos bacterianos. Com
auxilio de um swab estéril as cepas foram inoculadas, em
placas de Petri com AMH; nessas placas foram feitas quatro
cavidades de 6 mm de didmetro com auxilio de pipetas de
Pasteur estéreis. Em uma cavidade foram adicionados 20
wL de extrato bruto, em outra foram adicionados 20 L de
DMSO 0,1%, usado como controle negativo, € nas outras
duas cavidades foram adicionados discos com 20 wl/mg
de Ciprofloxacina e Gentamicina, usados como controles
positivos. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente por 1 hora, para difusio dos tratamentos, e
em seguida foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds
esse periodo, os halos de inibicio formados em volta
das cavidades foram mensurados. O experimento foi
realizado separadamente para os extratos EBF e EBC e
em triplicatas.

A determinacio da Concentracio Inibitéria
Minima (CIM) foi realizada através do método de
microdiluicio, conforme as normativas estabelecidas
pelo NCCLS (2003). As cepas foram normalizadas
para uma concentracio com base no padrio 0,5 da
escala de McFarland (1,5 x 10° CFU/mL). Em ensaios
independentes, utilizando placas de 96 pocos contendo
caldo Muller-Hinton (CMH), 5 uL de indcuo bacteriano
e 100 uL de EBF e EBC de P. juliflora foram adicionados

em cada poco, para um volume final de 200 wL. Como
controle negativo foi utilizado DMSO 0,01% e como
controles positivos os antibidticos Ciprofloxacina e
Gentamicina. Em seguida as placas foram acondicionadas
em incubadora bacterioldgica a 37 °C, durante 24 horas.
Ap0s esse periodo, foram adicionados 30 uL da solugio
resazurina 0,01%. De acordo Zeni et al. (2008), o sistema
de resazurina mede a atividade metabdlica das células
vivas através da reducdo a resorufina pela atividade
celular no meio, e existe uma correlacio direta entre a
diminuicdo da resazurina no meio de crescimento € a
atividade metabolica das células vivas. Duas horas ap6s a
aplicacao de resazurina, as placas de 96 pocos foram lidas
por interpretacao visual da cor em cada poco. A cor azul
indicou a auséncia de crescimento bacteriano e a cor rosa/
vermelho indicou o crescimento bacteriano (NENNAAH,
2013). Os experimentos foram realizados em triplicatas
para concentracoes de 500 ug/mL até 7,8 ug/mL.

Os dados obtidos no ensaio de difusio em
agar por meio de poco (didmetro de inibicdo) foram
expressos como média * desvio padrio (C=DP) e as
médias foram analisadas estatisticamente usando andlise
de varidncia (ANOVA), comparadas pelo teste de Tukey
usando o software Bioestat versio 5.3. As diferencas
foram consideradas significativas quando p > 0,05.

3 RESULTADOS

A suscetibilidade de espécies bacterianas
ocorrentes em ulceras cronicas frente aos extratos de P.
juliflora em diferentes concentragoes estd descrita na
Tabela 1. Os resultados apontam a espécie E. coli como
a mais suscetivel aos extratos testados, apresentando
médias de zona de inibicao de halo de 21,5 mm para os
EBF e EBC, em concentragoes que variaram de 500 a 62,5
pug/mL, esses valores foram estatisticamente significativos
quando comparados com o antibi6tico padrao (controle
positivo).
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Tabela 1. Suscetibilidade Antimicrobiana aos Extratos de Prosopis juliflora Usando Ensaios de Difusio em Agar com Poco

Tratamentos Médias da Zona de Inibicao (mm=DP)
E. coli P, aeruginosa S. aureus P. mirabilis
EBF
500 pg/mL 21,0+0,5" 33,0:£0,7* NA 21,0+0,5"
250 pg/mL 20,0+0,7" 32,5+1,0° NA 20,5+0,5"
125 pg/mL 20,5+0,5 32,5+0,5" 19,5+0,5 NA
62,5 ug/mL 21,0%0,7° NA 20,0£0,7° NA
31,2 ug/mL 15,5+1,0° NA NA NA
15,6 pg/mL 16,0%+0,5¢ NA NA NA
7,8 ug/mL NA NA NA NA
EBC
500 pg/mL 9,0+0,1 16,6 1,0¢ 12,1+0,5¢ 9,5+0,7¢
250 ug/mL 9,5+0,5 NA 22,0%0,7% NA
125 pg/mL 21,5+0,5 NA 13,0+ 1,0¢ NA
62,5 ug/mL 16,5%+0,7¢ NA 12,5+0,5¢ NA
31,2 ug/mL 6,5+1,0¢ NA NA NA
15,6 ug/mL NA NA NA NA
7,8 wg/mL NA NA NA NA
DMSO 0,1% NA NA NA NA
Ciprofloxacina 28,5+0,5 34.0+0,25* 32,5+0,50° 34,0+0,5°
Gentamicina 22,0£0,5" 19,5+0,25" 21,5+0,25 20,00,5"
NA = ndo ativo.
Na mesma coluna, médias seguidas de letras iguais nio diferem estatisticamente em si (p < 0,05).
Os valores de CIM variaram entre 7,8 e 500 ug/ (conclusio)
mL, sendo os menores valores registrados para EBF EBF 125
(Tabela 2). EBC 500
P. aeruginosa Ciprofilaxina 7,8
Tabela 2. Concentragio Inibit6ria Minima (CIM) dos Extratos Gentamicina 15,6
de Prosopis juliflora frente a Bactérias Associadas a ulceras DMSO NA
Cronicas usando o Método de Microdiluicio em Placas de 96 EBF 625
Pocos ;
, EBC 250
(continua)
S. aureus Ciprofilaxina 7,8
Cepa bacteriana Tratamento MIC (ug/mL)
Gentamicina 7.8
EBF 62,5
DMSO NA
EBC 125
EBF 250
E. coli Ciprofilaxina 7.8
EBC NA
Gentamicina 7,8
P. mirabilis Ciprofilaxina 7,8
DMSO NA
Gentamicina 15,6
DMSO NA
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4 DISCUSSAO

Em geral as ulceras cronicas exibem um periodo
inflamatério altamente persistente, que se caracteriza pelo
influxo de leucdcitos polimorfonucleares para o local da
ulcerae um desequilibrio de virias citocinas (BJARNSHOLT
et al., 2008). De acordo com Percival et al. (2012) esse
desequilibrio deve-se, em parte, a presenga continua de
bactérias nas ulceras o que ocasiona infiltracao adicional
de leucdcitos polimorfonucleares e alta producio de
metaloproteinases de matriz, retardando o processo
cicatricial e potencializando a condicio cronica da tlcera.

Segundo Prince et al. (2009) rotineiramente o
uso de antibidtico é o mais empregado para o tratamento
de ulceras cronicas, entretanto, seu uso e beneficio ainda
¢ pouco evidente na cicatrizacio de feridas, uma vez que
a resisténcia bacteriana a esses antibiticos aparecem
como o principal problema da antibioticoterapia,
contribuindo pouco para redugio da carga bacteriana.
Folson et al. (2011), testando os antibidticos rifampicina,
vancomicina, ampicilina e ciprofloxacina frente a isolados
de tlceras cronicas, detectaram que nenhum antibi6tico
foi capaz de apresentar resultados consistentes em relacio
a inibicdo do crescimento desses isolados, sugerindo
desenvolvimento de resisténcia dos isolados frente a
esses antibioticos.

Neste contexto a busca por métodos alternativos
para tratamento da infeccio bacteriana de Tlceras
cronicas, atualmente, é emergente e, sobretudo urgente,
uma vez que as ulceras cronicas causam substancial
morbidade e 6nus econdmico que é suportado de forma
desproporcional por seus portadores (SIENKIEWICZ et
al., 2014).

Os resultados obtidos nesse trabalho apontam
que as espécies bacterianas E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus e P. mirabilis, comumente presentes em ulceras
cronicas, sao suscetiveis ao extrato bruto das folhas
(EBF) de P. juliflora, apresentando halos de inibicao
de 21,0; 33,0; 20,0; 21,0 mm, respectivamente, valores
esses que quando comparados ao antibidtico padrao sio
estatisticamente significativos, nio diferindo entre si para
p <0,05. Enquanto as espécies E. coli e S. aureus foram
suscetiveis ao extrato bruto do caule (EBC), com halos de
inibicdo de 21,5 e 20,0 mm, respectivamente.

Sukirtha e Growther (2012) testando extrato
metanolico de folhas de P. juliflora detectaram
suscetibilidade de S. aureus a esses extratos com
formacio de halo de inibicio de 20,0 mm. Entretanto,
esses mesmos autores detectaram resisténcia a esses
extratos pelas cepas E. coli e P. aeruginosa com halos de
inibicio de 12 mm e 4 mm, respetivamente. Quando os
resultados deste trabalho sio comparados com os dos
referidos autores, verifica-se que é possivel corroborar
a suscetibilidade de S. aureus frente aos extratos de P.
juliflora, o que potencializa a espécie para investigacio
minuciosa acerca de sua atividade antimicrobiana frente
a compostos isolados dessa espécie. Destarte, € possivel
refutar a resisténcia das espécies E. coli e P. aeruginosa
frente aos extratos de P. juliflora, estimulando também
a investigacio de suscetibilidade antimicrobiana dos
compostos isolados dessas espécie vegetal frente a essas
cepas bacterianas, em ensaios in vitro.

Napare colaboradores (2012) também registraram
suscetibilidade de extratos das folhas de P. juliflora por E.
coli e S. aureus, com halos de inibicio de 20,0 e 18,0
mm respectivamente. Entretanto, ndo foi determinada a
Concentracio Inibitéria Minima (CIM), que de acordo com
Ostrosky et al. (2008), esta ¢ uma etapa da investigacio
de suscetibilidade antimicrobiana necessiria uma vez que
determina a menor quantidade de substincia que inibe
o crescimento de microrganismos, sendo possivel avaliar
aspectos toxicoldgicos e microbioldgicos pertinentes aos
extratos oriundos de vegetais. Neste trabalho os menores
valores de CIM foram registrados para o extrato bruto das
folhas (EBF) de P. juliflora.

Os resultados de suscetibilidade apresentados
pelas espécies bacterianas E. coli, P. aeruginosa, S. aureus
e P. mirabilis, ocorridos em ulceras cronicas, frente aos
extratos brutos de folhas e caules de P. juliflora, sugerem
uma potencial atividade antimicrobiana dos compostos
presentes nos extratos, fomentando a continuidade
dessa investigacio usando compostos isolados, além da
investigacio dos extratos de outras partes vegetais da
espécie P. juliflora.

5 CONCLUSAO
As espécies Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus saprophyticus,
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registradas como predominantes em ulceras cronicas,
apresentaram suscetibilidade significativa frente aos
extratos brutos de folhas e caules oriundos da espécie
vegetal Prosopis juliflora, potencializando investigacoes
futuras com compostos isolados dessa espécie.
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