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Resumo

O presente estudo tem o0 escopo de investigar o potencial
antimicrobiano da espécie vegetal Schinus terebenthifolius, aroeira-
vermelha, sobre colbnias bacterianas do exsudato de Ulceras por
pressdo. As amostras clinicas foram coletadas de Ulceras por
pressao se seis pacientes da Associagdo de Deficientes Fisicos de
Alagoas (ADEFAL), semeadas em agar sangue e pés incubacao
uma aliquota de suspensao (a 0,5 da escala de Mac Farland) foi
semeada em Mueller-Hinton. Os extratos vegetais foram moidos e
padronizados com auxilio de tamises de 150 e 75 uym. O po
resultante foi misturado a agua destilada (10% m.v-1). Para avaliar
a atividade antimicrobiana foram utilizados discos de papel de filtro
estéreis saturados com 10 pg de cada extrato. A leitura dos
antibiogramas evidenciou atividade antimicrobiana da folha de
aroeira com uma média de halo de inibicdo de crescimento
bacteriano de 10,8 mm. Quanto ao caule da aroeira, este estudo
revela a ineficiéncia a 10% desse extrato enquanto agente
antimicrobiano. Este fato legitima os achados literarios que revelam
acdo antimicrobiana do extrato de aroeira-vermelha (caule),
quando testado a uma concentracdo superior a 10%. A eficiéncia
das folhas de aroeira-vermelha corrobora a utilizacéo deste produto
frente a minimizacdo da colonizagdo bacteriana e futuras
infeccbes. Ademais, a inatividade antimicrobiana da aroeira-
vermelha (caule), torna indcua a utilizacao do extrato desta planta
a 10% frente a terapéutica antimicrobiana de Ulceras por presséo

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Produtos naturais;
Ulceras por presséo.

Abstract

The aim of this study is investigate the antimicrobial potential of
plant species Schinus terebenthifolius, aroeira-red, on bacterial
colonies of the exudate from pressure ulcers. Clinical samples were
collected from pressure ulcers of 6 patients of ADEFAL, plated on
blood agar and after incubation an aliquot of suspension (in the
range of 0.5 Mac Farland) was sown in Mueller-Hinton. The plant
extracts were ground and standardized with the aid of sieves of 150
and 75 micrometers. The resulting powder was mixed with distilled
water (10% m.v-1). To evaluate the antimicrobial activity, the disks
were sterile filter paper saturated with 10(1g of each extract. The
results referring to antibacterial activity of Schinus terebenthifolius
(leaf) indicate an average inhibition zone of bacterial growth of 10.8
mm. Regarding Schinus terebenthifolius (stem) this study reveals
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the inefficiency of 10% of the extract as antimicrobial agent. This
fact legitimizes the literature findings which show antimicrobial
activity of plant extract Schinus terebenthifolius (stem), only when
tested at a concentration above 10. The efficiency of the leaves of
Schinus terebenthifolius supports the use of this product to
minimize bacterial colonization and future infections. However, the
results that showed antibacterial inactivity of Schinus
terebenthifolius (stem) makes impracticable use this part of plant to
treat pressure ulcers use of the extract of this plant a concentration
of 10%.

Key words: Antimicrobial activity; Natural products; Pressure
Ulcer.

Introducao

As Ulceras por pressdo (UP) podem ser entendidas como falhas ou
lesBes cutaneas resultantes do aumento de pressdo externa sobre um tecido
mole que se localiza entre uma proeminéncia 6ssea e uma superficie dura, por
um periodo de tempo prolongado **.

A fricgdo, diminuicdo de sensibilidade, imobilidade e estado nutricional,
sdo conhecidos fatores de risco para o desenvolvimento de UP, além da
exposicdo da pele a excessiva umidade, provocada por incontinéncia urinaria,
perspiracéo e outros *.

Por envolver a pele e tecidos adjacentes, a UP ocasiona a ma circulacéo
sanguinea local, gerando necrose, ulceracdo da pele e demais tecidos e
infeccdo secundaria cronica. Gracas ao material exsudativo, seroso, crostoso
ou hemorragico presente na superficie da UP, esta se torna um excelente meio
de cultura para o desenvolvimento de muitas espécies bacterianas °.

As recomendacbes defendem como antimicrobianos tépicos o0s
compostos contendo prata ou uso de antibiéticos em associa¢do, como por
exemplo, Sulfato de polimixina B-Bacitracina 6. Em contrapartida, por se tratar
de um ferimento crdénico a UP requer uso continuo de antimicrobianos, rotina
que contribui a resisténcia bacteriana, limitando as opcdes terapéuticas dos
processos infecciosos .

Essa resisténcia a agentes antimicrobianos é grave e preocupante, fato
que corrobora a necessidade de pesquisas para o desenvolvimento de novas
substancias antimicrobianas .

A busca por substancias antimicrobianas de extratos de plantas
(fitoalexinas) tem sido intensificada ao longo dos anos > em especial,
porque os agentes antimicrobianos isolados de plantas superiores, apresentam
compostos quimicos capazes de inibir a sintese da parede celular, das funcdes
da membrana celular, bem como, inibir a sintese de proteinas e a sintese de
acidos nucléicos, repercutindo de maneira satisfatoria na resisténcia
bacteriana, minimizando as possibilidades de infeccdo hospitalar e/ou
processos infecciosos, dentre outros agravos.

No que tange as Ulceras por pressao, a contaminagao bacteriana é uma
ocorréncia universal e inevitavel °. Somado a essa problematica, a ocorréncia
de UP em centros de reabilitacdo e centros de tratamento intensivo € mais um

Potencial antimicrobiano de extrato vegetal 15

Rev.Saude.Com 2012; 8(1): 14-23.



Rev.Saude.Com 2012; 8(1): 14-23.

ponto critico dentro do processo terapéutico, haja vista que cerca de 70% dos
pacientes atendidos em centros de reabilitacdes s&o individuos com leséo
medular acompanhada de Ulcera por presséo .

No largo cenério de plantas utilizadas na medicina popular para tratar
Ulceras cronicas, destaca-se a Schinus terebenthifolius, conhecida
popularmente como Aroeira vermelha.

A Schinus terebenthifolius € uma arvore de folhas perenes, originaria da
América do Sul, especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina. Além das
propriedades gastronémicas da aroeira vermelha, em especial do seu pequeno
fruto, a casca e as folhas dessa planta inscrevem-se entre as muitas utilizadas
como opcao terapéutica de diarréias, disturbios respiratorios, inflamacoes,
febre, eliminacdo de liquidos (diurética) e Ulceras cronicas °. Entretanto, poucas
sao as investigacdes cientificas visando determinar o real potencial terapéutico
(antimicrobiano) dessa planta em Ulceras por pressao.

Assim, sabendo da magnitude do problema das UP, e com o intuito de
testar a atividade antimicrobiana da espécie vegetal Schinus terebenthifolius,
propbs-se a investigacdo do potencial antimicrobiano do extrato dessa planta
sobre exsudato de Ulceras por pressao.

Material e Métodos

A coleta do material microbiolégico foi realizada na Associacdo de
Deficientes Fisicos de Alagoas (ADEFAL); e os bioensaios foram realizados no
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
(FCBS) do Centro Universitario Cesmac, no periodo de Agosto de 2008 a Julho
de 20009.

Coleta das amostras clinicas

Apbs o esclarecimento dos objetivos da pesquisa e concordancia dos
participantes procedeu-se a coleta de amostras. Amostras de exsudato da
superficie das ulceras foram colhidas utilizando-se Swab de algodao estéril e
mantidas em meio Agar Sangue & temperatura ambiente, até que fossem
incubadas em estufa a 36 + 1°C, por 24-48 horas, aproximadamente uma hora
apos as coletas. Antes da coleta, na eventual presenca de material necrotico,
este era desprezado e o exsudato era colhido das bordas e da regido profunda
da lesdo. Os testes de susceptibilidade foram feitos através do método de
difusdo em discos, como descreve a técnica de Brauer 12. Os antibiogramas
foram feitos seguindo a padronizacdo do NCCLS 13, utilizando meio liquido
TBS para obter-se a turvacao equivalente ao padrdo 0,5 da escala de Mac
Farland (aproximadamente 1,5x108 UFC/mL). Uma aliqguota de
aproximadamente 100 pl dessa suspensao foi semeada em placas de Petri
contendo meio Miller-Hinton (MH), com uma espessura de aproximadamente 4
mm.

Identificacdo dos microorganismos

Para identificacdo dos cinco microorganismos mais prevalentes foram
empregados os procedimentos classicos de isolamento e identificagdo atravées
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de provas bioquimicas, a saber: Teste da catalase; Teste da motilidade; Teste
da oxidase; Teste DNAse; Teste da Urease; Teste do H2S; Teste do Indol;
Teste da sacarose; Teste do Citrato; Teste da lisina; Teste da lactose.

Obtencdao do extrato vegetal aquoso

O material vegetal testado consistiu em folhas e lascas de caule da
espécie Schinus terebenthifolius, proveniente do Viveiro Florestal do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Esta foi submetida a secagem, inicialmente em
temperatura ambiente e completada em estufa a 50 °C até obter-se um teor-
padrdo de umidade de 20%.

Em seguida o vegetal foi reduzido ao estado de p6 através de moagem e
padronizados com auxilio de tamises de 150 e 75 um.

O pé resultante foi misturado a agua destilada na propor¢cdo de 10%
(m.v-1). O extrato final foi chamado de extrato aguoso do 6rgdo da planta
estudada a 10% e utilizado nos ensaios com microorganismos.

Testes de susceptibilidade

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados com o
exsudato das UP. Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos foram
utilizados discos de papel-filtro estéreis com 6 mm de didmetro saturados com
10 pg de cada extrato (folha e caule da Schinus terebenthifolius). Apds 24 a 48
horas de incubacé&o a 36 °C foi realizada a leitura dos resultados que constituiu
na ocorréncia ou nao de halos de inibicdo e medicdo desses diametros, que
incluiu 0 mesmo disco de 6 mm. Como controle positivo, foram utilizados discos
do antibioético Gentamicina e como controle negativo agua destilada em discos
estéreis. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em
mm.

A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica e Pesquisa do Centro
Universitario Cesmac, protocolo n° 440/08.

Resultados e Discussao

A identificagdo dos 5 microorganismos mais prevalentes esté descrita na
Tabela 1.
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Tabela 1. Os cinco microorganismos mais prevalentes em UP de pacientes assistidos pela
ADEFAL no periodo de janeiro a maio de 2009 e descricdo das provas bioquimicas utilizadas
para identificacdo dos mesmos. Fonte: dados da pesquisa.

MICROORGANISMO PROVAS BIOQUIMICAS

Cultivo em Agar sangue

Teste da catalase (+)

Teste da motilidade (-)
Staphylococcus epidermides Teste da oxidase (-)

Teste DNAse (-)

Teste da Uréia (+)

Staphylococcu saprophyticus. Cultivo em Agar sangue
Teste da catalase (+)
Teste da motilidade (-)
Teste da oxidase (-)
Teste DNAse (-)
Teste da Uréia (+)

Proteus ssp. Cultivo em Agar sangue
Teste do H2S (Gés sulfidrico) (-)
Teste do Indol (+)
Teste da sacarose (+)
Teste da uréase (-)
Teste do Citrato (-)

Escherichia coli Cultivo Agar sangue
Teste do H2S (Gés sulfidrico) (-)
Teste do Indol (+)
Teste da motilidade (+)
Teste do citrato (-)
Teste da urease (-)
Teste da lisina (+)
Teste da lactose (+)

Enterobacter ssp. Cultivo Agar sangue
Teste do H2S (Gés sulfidrico) ()
Teste do Indol (+)
Teste da motilidade (+)
Teste do citrato (+)
Teste da uréia (+)
Teste da lisina (-)
Teste da lactose (+)

A presenca de microorganismos em UP ja era uma ocorréncia esperada.
Ainda que néo tenha sido encontrado Staphylococcus aureus, microorganismo
mais prevalente em UP conforme realcado na literatura correlata ***°, foram
encontrados dois microorganismos pertencentes a este mesmo género, que
foram Staphylococcus epidermides e Staphylococcus saprophyticus. No que
concerne aos COCOS gram-positivos, a presenca de S. epidermidis, corrobora
com os relatos de Goldstein; Citon; Nesbit *°, Routh et al*’ e Slovenkai*®

O achado de Escherichia coli e Enterobacter spp. corrobora com o
estudo que alega que a freqiéncia de pacientes com UP colonizadas por S.
aureus era de 80%, e 67% por bacilos gram-negativos, a saber: E. coli (15,8%),
Enterobacter spp. (15,8%) e Pseudomonas spp. (26,3%)"°.

A presenca de E. coli e Staphylococcus saprophyticus chama a atencéo
guando considerado que mais da metade dos pacientes (67%) apresentavam
UP na regido coccigea, regido proxima ao sistema genito-urinario, favorecendo
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a colonizacédo das espécies bacterianas supracitadas, comumente associadas
a Infeccdes do Trato Urinario (ITU) * que é por sua vez, uma das complicacdes
mais comuns em pacientes com les&o raquimedular %.

A espécie Staphylococcus epidermidis faz parte da microbiota enddgena
humana, considerada um ser vivo comensal de pele e mucosas, responsave;l
principalmente por infeccdes hospitalares, atraves de catéteres, sondas e
proteses .

O uso de sondas por pacientes que apresentam lesdao medular abaixo
de T12, eventualmente na regido lombar, sacral e coccigea (67% dos pacientes
aqui estudados), normalmente ocorre em funcdo de episédios de retencdo
urinaria, agravo frequente nesse grupo de individuos, uma vez que apos o
lesado medular, os musculos da bexiga perdem parte da vitalidade de
contracao e isto faz com que grande quantidade de urina fique retida dentro da
bexiga (bexiga flacida), sendo necessario o uso de sonda vesical para retirada
da urina acumulada %.

Estudos semelhantes registraram a presenca de Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp, P. mirabilis, E. colli, P. aeruginosa, Klebsiella sp, e
anaerobios como B. fragilis em UP, advertindo que Gram negativos, Gram
positivos e anaerobios sdo 0s microorganismos que mais prevalecem em
tlceras por pressao 2.

Na Tabela 2 estdo sumarizados os resultados dos ensaios de antibiose
da planta e seus respectivos 6rgaos.

Tabela 2. Resultados da AA (atividade antimicrobiana) de Schinus
terebenthifolius (Aroeira Vermelha) frente ao exsudato de UP. Legenda:
Al = Aroeira-folha; A2 = Aroeira-caule; R= resistente (£12mm de halo
de inibicdo); I=intermediario (13 — 14mm de halo de inibigdo);
S=sensivel (=15mm de halo de inibi¢cdo) (NCCLS, 2002).

EXTRATO RESISTENCIA BACTERIANA
Ag -
Az +

O extrato de Schinus terebenthifolius (Al) apresentou comportamento
favoravel a AA (atividade antimicrobiana) contra bactérias presentes em
exsudatos de UP com um halo de inibicdo de 13 mm, conforme demonstra a
Tabela 2 e Figural. Em um estudo realizado pelo método de difusdo em agar
por perfuracdo, detectou-se atividade antimicrobiana do extrato fluido de folhas
de Schinus terebenthifolius em diferentes concentracdes frente as bactérias S.
aureus, E. Coli, Psedominas aeruginosa e a levedura Candida albicans %.

Quanto a atividade antimicrobiana da Schinus terebenthifolius (caule-
A2), ndo foi detectada nenhuma acdo antimicrobiana deste extrato. Este
achado se afasta dos encontrados por Soares et al. ** uma vez que no estudo
conduzido por esses autores detectou-se atividade antimicrobiana do caule de
Schinus terebenthifolius. Outro estudo verificou que o extrato de aroeira (caule)
na concentracao de 13,5 mh/mL apresentou atividade antimicrobiana para as
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cepas de E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa, S. aureus, produzindo halos de
inibicdo, em média com 13 mm de diametro % .

Figura 1. Atividade Antimicrobiana de Schinus terebenthifolius (Al e A2)
contra bactérias de exsudato de Ulcera por pressado. Fonte: dados da
pesquisa.

Ja foi demonstrado in vitro, atividade de Schinus terebenthifolius contra
Klebsiella pneumoniae, [...], Pseudomonas aeruginosa, [...] Enterobacter
aerogenes, [...], Escherichia coli, [...], Staphylococcus aureus [...] e uma
espécie de proteus *°. Lipinski 2’ ao avaliar a acéo cicatrizante da Aroeira em
feridas cutaneas de bovinos constatou efeito benéfico na cicatrizacdo de
feridas por segunda intencdo. O autor também comprovou, pelo método da
difusdo em discos de papel, a atividade antimicrobiana de extratos
hidroalcodlico e alcodlico do caule de aroeira sobre a bactéria S. aureus.

O documento acessado da obra de Martinez et al. ?° e Lipinski ? n&o
explicitou o 6rgdo da planta testada, dificultando qualquer tentativa de
comparacao mais precisa com esta pesquisa.

Gongalves; Alves Filho; Menezes ° ao investigar o potencial
antimicrobiano de Schinus terebenthifolius (caule) encontrou que a aroeira-
vermelha possui atividade antimicrobiana (AA) apenas contra Staphylococcus
aureus tendo sido testada também contra Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp.,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, Staphylococcus
spp.

Cumpre ressaltar também o fato de que o extrato produzido por Soares
et al. * e Martinez et al. *® apresentava-se em concentracédo de 30%, ou seja,
uma concentracdo maior do que a utilizada por esta pesquisa, que foi de 10% e
por Gongalves; Alves Filho; Menezes ° que também foi de 10%, dado que
garante inferir uma explicacdo para o porqué de a aroeira-vermelha (caule) ter
apresentado AA contra as bactérias utilizadas por estes autores.
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Os achados literarios levantados por Goncalves; Alves Filho; Menezes 5
e os achados experimentais de Soares et al. ** se afastam daqueles
constatados por esta pesquisa, haja vista que o extrato de aroeira-vermelha
caule ndo apresentou AA.

Entretanto, tece fundamental importancia ressalvar que os achados
experimentais de Goncalves; Alves Filho; Menezes 5 indicam AA apenas
contra Staphylococcus aureus, ou seja, 0s achados experimentais,
diferentemente dos achados literarios de Goncalves; Alves Filho; Menezes 5
entram em concordancia com os desta pesquisa, uma vez que 0 caule da
aroeira-vermelha ndo poderia apresentar AA ja que nao foram identificadas
cepas de Staphylococcus aureus no exsudato de UP dos pacientes aqui
trabalhados e que quatro dos dez géneros que apresentaram resisténcia ao
extrato aroeira-vermelha (caule) no estudo dos autores foram as mesmas
trabalhadas nesta pesquisa.

Concluséao

A comprovada atividade da folha da aroeira-vermelha certamente
corrobora o seu uso como antimicrobiano em terapéutica popular. Entretanto, é
possivel também constatar que a inatividade antimicrobiana aroeira-vermelha
(caule), torna in6cua a utilizacdo desta planta frente a uma tentativa de
prevencado ou minimizacdo de colonizacao bacteriana.

Os resultados desta pesquisa revelam a necessidade da persisténcia em
aprofundar os experimentos de determinacdo da atividade antimicrobiana da
Schinus terebinthifolia (aroeira-vermelha) em especial, pesquisas que
determinem a Concentracdo Inibitéria Minima dessas substancias (CIM), ou
seja, a concentracdo ideal para uso eficaz das mesmas contra bactérias
patogénicas.
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