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RESUMO: As lesoes por pressdo sdo feridas cronicas onde a infecgdo bacteriana é comum e representam
um problema desafiador para a salide publica. O objetivo deste estudo foi investigar a atividade
antimicrobiana de Mangifera indica em bactérias associadas a lesdo por pressdo. Os testes in vitro foram
realizados com extrato bruto e fragdes orgénicas contra cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) e Escherichia coli
(CIM) e a concentragio bactericida minima (CBM) foram determinadas. O extrato etandlico foi o mais
ativo, com didmetro das zonas de inibigdo variando entre 19,0 e 22,0 mm contra as cepas bacterianas
testadas. A CIM variou de 0,04 e 0,29 mg/ml contra todos do microrganismo testado. As fragdes
organicas hexénica e metandlica mostrou atividade antimicrobiana contra todos do microrganismo
testado. Estudo quimico para a extragdo e o isolamento de compostos ativos é recomendado para
realizagdo de ensaios n vitro destes compostos para investigar a atividade antimicrobiana.
PALAVRAS-CHAVE: Mangifera indica. Lesdo por pressdo. Atividade antimicrobiana.

ABSTRACT: Pressure injury they are chronic wounds where the is bacterial infection common and
represent a challenging problem for public health. The aim of this study was investigating the
antimicrobial activity of Mangifera indica on bacteria associated by pressure injury. In vitro tests were
conducted with crude extract and fractions organics against strains Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) e Escherichia coli
(ATCC 25922) through in agar-well diffusion assay and the minimal inhibitory concentrations (MIC) and
minimum bactericidal concentrations (MBC) were determined. The extracts ethanolic was the most
active, with diameter of inhibition zones ranging between 19,0 and 22,0 mm against the tested bacterial
strains. The CIM varied from 0,04 and 0,29 mg/ml against all the tested microorganism also to the
extract ethanolic. The fractions organics hexanic and methanolic showed antimicrobial activity against all
the tested microorganisms. Chemical study to extraction and isolation of active compound is
recommended to in vitro assays these compounds to investigate the antimicrobial activity.
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INTRODUCAO

A partir do metabolismo secundério das plantas, sio produzidas substincias
como alcaloides, flavonoides, terpenos, compostos fendlicos, entre outras, as quais
constantemente tém suas propriedades farmacolégicas e medicinais, tais como:
antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante, antitumoral, antiparasitiria e
antioxidante; comprovadas (RAFIEIAN-KOPAEI, 2012).

Diante de todo arsenal terapéutico atribuido aos vegetais, a busca por
antimicrobianos estd sempre em destaque, uma vez que mesmo com todos os esforgos da
industria farmacéutica em produzir novos e modificados antibidticos, a resisténcia a
essas moléculas pelos micro-organismos tem aumentado consideravelmente (SAHOO et
al., 2010). Com isso tem crescido o surgimento de linhagens bacterianas com novos
perfis de resisténcia a esses medicamentos, tornando-os ineficazes na terapéutica das
mais diferentes patologias decorrentes dessas bactérias (NIKAIDO, 2009).

Com uma estrutura quimica que difere daquela dos antibidticos derivados de
micro-organismos, os antibiéticos vegetais, destacam-se por terem a capacidade de
regular o metabolismo intermediario de patégenos, ativando ou bloqueando reacoes e
sintese enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de suas membranas (GOULART et
al.,, 2018; HARVEY et al, 2015).

Dentre as principais infec¢des bacterianas merece destaque aquela associada as
lesdes por pressdo (LP’s). As LP’S sdo feridas cronicas formadas em decorréncia da
isquemia gerada pela compressido prolongada da pele, tecidos adjacentes e ossos,
concomitantemente associada a infec¢do bacteriana, sendo prevalente as espécies
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e Escherichia
coli ( BOMFIM et al., 2014; SINGH et al., 2015).

Segundo Singh e colaboradores (2015) a infec¢do bacteriana de LP’s é uma das
complicagdes mais graves da patologia uma vez que o processo de exsudagdo da ferida
torna-se meio de crescimento bacteriano, e as bactérias quando presentes na ferida
podem se infiltrarem e colonizarem os tecidos subjacentes. O tratamento de LP’s
representa um dos principais problemas de satide ptblica, com um custo anual em torno
de US$ 124000 por caso, ademais a medida que a prevaléncia de diabetes e obesidade
aumenta na populagdo mundial, espera-se um aumento diretamente proporcional de

patologias associadas a feridas cronicas como LP’s (KRUNGER et al., 2013).
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Nesse tipo de patologia o uso recorrente de antibiéticos e a demora em uma
resposta de defesa efetiva do hospedeiro, inevitavelmente gera uma resisténcia a terapia
antibidtica, prevalecendo o desenvolvimento de microrganismos multirresistentes,
tornando-se, em geral, a razdo pela qual as feridas cronicas nédo se curam (GAWANDE
et al.,, 2014).

Neste contexto vislumbra-se a necessidade de buscar substéancias bioativas contra
doengas de grande incidéncia e que envolve o surgimento de microrganismos resistente,
destarte, partindo dessa necessidade foi investigada a atividade antimicrobiana de
Mangifera indica frente a bactérias associadas as lesdes por pressao.

M. indica é uma espécie da familia Anacardiaceae, conhecida popularmente como
manga, amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, com registro de
larga ocorréncia na regido nordeste do Brasil (RIBEIRO et al., 2008). Dentre os
registros de atividades biol6gicas da espécie, podemos citar os seus efeitos analgésicos,
anti-inflamatério e antioxidantes (GARRIDO et al., 2001), agdo antimicrobiana de
galataninos isolados de extratos de folhas (ENGELS et al.,, 2011), atividade antifingica
(KANWAL et al,, 2010) e atividade antidiarreica de extratos de sementes (KASSI et al.,
2014).

Apesar dos registros de exploragdo do arsenal fitoterapico de M. indica, muito hé
que se investigar sobre a agdo dos seus extratos, fragdes e compostos, principalmente
sobre bactérias de importéncia clinica, sendo assim este trabalho teve o escopo de avaliar
o potencial antimicrobiano in vitro do extrato bruto de folhas e fragdes organicas de
Mangifera indica sob o desenvolvimento de espécies bacterianas associadas a lesdo por

presséo.

PROCEDIMENTO METODOLOGICO

As folhas de Mangifera indica L. foram coletadas no Viveiro Florestal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e a confirmagdo da espécie foi
feita por profissionais botanicos do Herbdrio Professor Vasconcelos Sobrinho da
UFRPE, um deposito de exsicata foi realizado para registro junto ao herbario sob o n°

HPVS-9848.
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O extrato etandlico (EEtOH) e as fragdes organicas Hexanica (FrHex),
Metanolica (FrMeOH) e acetato de etila (AcEOt), oriundos das folhas de M. indica,
foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Fitotisiologia florestal da UFRPE. Para
os ensaios de atividade antimicrobiana o extrato bruto e as fra¢des organicas foram
previamente solubilizados em dimetilsultéxido (DMSO), uma vez que este ndo interfere
no crescimento bacteriano (OSTROSKY et al., 2008).

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados utilizando cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) e Escherichia coli (ATCC 25922) obtidos junto
ao laboratério Labornew®

Para investigar a atividade antimicrobiana do extrato bruto e das fragdes
organicas de M. indica foi realizado o ensaio de difusdo em &dgar por meio de pogo
conforme a metodologia descrita por Nennaah (2013). Cepas bacterianas foram
cultivadas em meio Mueller-Hinton a 87 °C por 24 horas. Apés esse periodo as cepas
foram suspensas em uma solugio salina de NaCl a 0,85% e ajustada a uma turbidez de
0,5 da escala de MacFarland (108 CFU/mL-1). Separadamente, com auxilio de um swab
estéril, as cepas foram inoculadas em placas de Petri. Em seguida quatro cavidades (6
mm de didmetro) foram feitas usando pipetas de Pasteur estéreis. 20 pL. do extrato bruto
e de cada frag¢do orgéinica (2000 ng/mL) foram adicionados, separadamente, em cada
pogo. Como controle negativo foi usado DMSO e como controles positivos foram usados
discos de Ciprofloxacina e Gentamicida (20 pl./mL). As placas foram mantidas em
temperatura ambiente por 1 hora, para difusdo dos tratamentos e do DMSO, e em
seguida foram incubadas a 87 °C por 24 horas. O experimento foi realizado em
triplicatas.

Para a determinagdo da CIM (concentragdo inibitéria minima), foi realizado o
método de micro dilui¢do conforme as normativas estabelecidas pelo CLSI (2019). As
cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e E. Coli foram previamente
normalizadas para uma concentragdo com base no padrdo 0,5 da escala de McFarland
(1,5 x 10° CFU.mL-1) e inoculadas em meio de cultura Mueller-Hinton para o
crescimento bacteriano. Em placas de 96 pogos foram adicionados um volume de 5 pL
de inoculo bacteriano em cada pogo para cada espécie bacteriana testadas e 100 pL do

extrato bruto e fragdes organicas de M. indica, previamente diluidas em DMSO, numa
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concentragdo de 5 mg/mL. O controle negativo foi o DMSO e o controle positivo foram
os antibiéticos Cirpotfloxacina e Gentamicina. Em seguida as placas foram colocadas
numa incubadora bacteriolégica a 37 © C, durante 24 horas. O experimento foi realizado
em triplicatas. Apds esse perfodo, foram adicionados 30 pL da solugdo resazurina 0,02%.
De acordo Zeni et al. (2008), o sistema de resazurina mede a atividade metabélica das
células vivas através da redugdo a resorufina pela atividade celular no meio, e existe uma
correlagdo direta entre a diminuigio da resazurina no meio de crescimento e a atividade
metabdlica das células vivas. Depois de duas horas, as placas de 96 pogos foram lidas por
interpretacdo visual da cor em cada pogo. A cor azul indicou a auséncia de crescimento
bacteriano e a cor rosa/vermelho indicou o crescimento bacteriano (NENNAAH, 2013).

Outro teste realizado foi o CBM (concentragdo bactericida minima). De acordo
Holla e colaboradores (2012), o teste de CBM determina a concentragdo mais baixa a
qual um agente antimicrobiano ird matar um microrganismo. A CBM ¢ realizada depois
do teste de CIM. Para a realizagio da CBM as culturas de CIM sem crescimento
bacteriano foram inoculadas em meio Agar Muller-Hinton, em seguida as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esse perfodo as placas foram avaliadas quanto a
presenca ou auséncia de crescimento bacteriano.

Os dados obtidos no ensaio de difusdo em agar por meio de poco (didmetro de
inibi¢do) foram expressos como mediatdesvio padrdo (X+DP) e as médias foram
analisadas estatisticamente usando analise de varidncia (ANOVA), comparadas pelo teste
de Tukey usando o software Bioestat 5.0. As Diferengas foram consideradas significadas

quando p > 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da tabela 1 indicam que EEtOH apresentou consideravel atividade
antimicrobiana frente a todas as cepas bacterianas testadas. Entre as fragdes organicas
elas diferiram significativamente na sua ac¢do de acordo com a cepa testada, com
didmetro das zonas de inibi¢do variando entre 9,5 e 26,0 mm.

A anélise fitoquimica do extrato etandlico das folhas de M. indica realizada por

Rakholiya e Ghanda (2012) aponta a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos
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triterpenos e saponinas em quantidades que variam de moderada a alta. Segundo
Gyawali e Ibrahin (2014), sdo fontes de compostos que apresentam atividades biolégicas
diversas, em virtude da sua diversidade estrutural.

Neste trabalho o extrato etandlico das folhas de M. indica apresentou os melhores
resultados para atividade antimicrobiana e os menores valores de concentragio inibitéria
para espécies bacterianas ocorrentes em LP’s, o que candidata o extrato a estudos
quimicos detalhados que objetivem a extragio, isolamento e identificagdo de compostos
para testes de susceptibilidade antimicrobiana frente a essas espécies. As fragdes
organicas FrAcEOt e FrMeOH por também apresentarem atividade antimicrobiana para
as espécies bacterianas S. aureus, S. epidermidis e E. coli, sio candidatas a estudos

quimicos detalhados para submissdo de seu uso no tratamento de LP’s.

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana do extrato bruto e das fra¢des organicas de
Mangifera indica frente as bactérias associadas a lesdes por pressdo usando o

método de difusdo em agar com poco.
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Cepa bacteriana Tratamentos Médias da Zona de Inibi¢cio (mm+DP)

EEtOH 20,0£0,50¢
FrHex 10,0£1,04
FrMeOH 26,0+0,7°
S. aureus FrAcEOt 19,510,5¢
(ATCC 25923) Ciprofilaxina 32,56+0,22
Gentamicina 20,5%0,2¢

DMSO NA
EEtOH 22,010,7°
FrHex 16,56%£1,0°
S. epidermidis FrMeOH 20,56+1,0b
(ATCC 12228) FrAcEOt 11,5610,54
Ciprofilaxina 30,010,724
Gentamicina 22,5+0,5b

DMSO NA
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EEtOH 22,5+0,7°
FrHex 11,5+1,0d
S. saprophyticus FrMeOH NA
(ATCC 15305) FrAcEOt 15,0%1,0¢
Ciprofilaxina 29,010,52
Gentamicina 22,010,7°
DMSO NA
EEtOH 19,0£1,0b
FrHex 9,6+1,0¢
E. coli FrMeOH 20,0+0,5P
(ATCC 25922) FrAcEOt NA
Ciprofilaxina 30,5+0,72
Gentamicina 21,5%0,5
DMSO NA

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

NA = Nio ativo

Na mesma linha, médias seguidas por letras iguais ndo apresentam diferenga estatistica
significativa (p< 0,05).

Martinez e colaboradores (2000) registrou atividade antioxidante para os
extratos de M. indica, além de um efeito inibidor significativo sobre a peroxidagdo de
tosfolipidios e danos ao DNA em ensaios pré-clinicos. A pesquisa de Garrido et al.
(2004) relata atividade anti-inflamatéria n vivo de extratos brutos de M. indica, com
registros de diminui¢io do edema de orelha (EDs=1,1 mg/por orelha); inibi¢do de
TNFa em niveis séricos em dois modelos de inflamagio, indugdo por 4cido araquiddnico
(EDso=106,1 mgkg) e acetato miristato de forbol (EDs= 58,2 mg kg') e redugdo da
atividade mieloperoxidase. Awad e colaboradores (2015) registraram atividade
cicatrizante e antimicrobiana para S. aureus de uma formulagido de pomada a base de
extrato etandlico de folhas de M. indica. Esse conjunto de atividades biolégicas

atribuidas aos extratos de M. indica potencializa seu uso no tratamento de LP’s, em
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especial, quando ele apresenta atividade antimicrobiana frente aos principais
microrganismos colonizadores dessa patologia, como os resultados obtidos nesse estudo.

Os dados do ensaio de concentragdo inibitéria minima (CIM), apontou uma
variagido de CIM entre 0,04 e 1,28 mg/mL, sendo os menores valores registrados para

EEtOH (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragio inibitéria minima (CIM’s) do extrato bruto e das fra¢des
organicas de M. indica frente a bactérias associadas a lesido por pressio usando o

método de micro diluicio em placas de 96 pocos.
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Cepa bacteriana Tratamentos MIC (mg/mL)

EEtOH 0,16

S. aureus FrHex 0,64
(ATCC 25923) FrMeOH 0,32
FrAcEOt 0,25
Ciprofilaxina 0,130

Gentamicina 0,50

DMSO NA

EEtOH 0,28

FrHex 0,32

S. epidermidis FrMeOH 0,16
(ATCC 12228) FrAcEOt 0,32
Ciprofilaxina 0,50

Gentamicina 0,125

DMSO NA

EEtOH 0,16

FrHex 1,28

S. saprophyticus FrMeOH NA
(ATCC 15305) FrAcEOt 0,32
Ciprofilaxina 0,75
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Gentamicina 0,50

DMSO NA

EEtOH 0,04

FrHex 0,64

E. coli FrMeOH 0,16
(ATCC 25922) FrAcEOt NA
Ciprofilaxina 0,50

Gentamicina 0,50

DMSO NA

Fonte: Dados da pesquisa (2021). NA = Nio ativo

De acordo com Dana e Bauman (2015) a compreensdo sobre a microbiota de LP’s
e seu tratamento baseado em infec¢do bacteriana é escassa, sendo necessarios estudos
que objetivem conhecer a composi¢do bacteriana, bem como o desenvolvimento da
infeccdo e seu tratamento. Neste contexto investigar alternativas que controlem a
infecgdo bacteriana em LP’s é de suma importancia, uma vez que a presenca de bactérias
potencializa o retardo no processo de cicatrizagdo (SINGH et al.,, 2015).

O potencial antimicrobiano de M. indica frente as cepas bacterianas testadas neste
estudo, foi anteriormente testado por Sinhg et al. (2009) frente a S. aureus através de
teste de difusdo em disco, relatando uma atividade antimicrobiana intermedidria,
entretanto ndo houve determinagdo de concentragdo inibitéria minima. Engels e
colaboradores testaram o potencial de M. indica frente a E. coli, registrando CIM=
0,7%0,1, valor que segundo os autores, ndo diferenciou estatisticamente do controle
positivo. Ndo foram encontrados relatos de investigagdo da atividade antimicrobiana de
M. indica frente as espécies S. epidermidis e S. saprophyticus.

O confronto dessas informagdes com os resultados obtidos nesse estudo ratifica o
potencial antimicrobiano de M. indica frente as espécies bacterianas associadas a UP’s e
incrementa a necessidade de estudos quimicos detalhados das espécies para avangar nas
pesquisas de atividade antimicrobiana n vitro frente a esses microrganismos.

Segundo Ostrosky et al. (2008) a concentragdo inibitéria minima é a menor
quantidade de substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo. Neste

estudo o extrato EEtOH apresentou a menor CIM para todas as espécies testadas e
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apresentou a melhor CBM, entretanto, também foi registrado para a fra¢do organica
FrMeOH os menores valores de CIM e CBM frente as espécies bacterianas .
epidermidis e E. Coli.

Diante dos resultados de atividade antimicrobiana obtidos com extrato etandlico
e fragdes organicas de M. indica sugere-se a investigagdo fitoquimica detalhada destes,
para extracdo e isolamento de compostos que viabilizem estudos iz vitro da atividade

antimicrobiana desses frente as espécies bactérias associadas a LP’s.

CONCLUSAO

Através desse estudo foi possivel concluir que o extrato o etandlico das folhas e
as fragdes orgdnicas metandlica e acetato de etila de Mangifera indica demonstrou
atividade antimicrobiana frente as espécies bacterianas associadas a lesdo por pressdo,
confirmando, portanto, o potencial dessa espécie para uma possivel indicagdo terapéutica.
Em virtude dos resultados promissores, sugere-se estudos quimicos detalhados para
obten¢do de compostos isolados da espécie para estudos n vitro frente as bactérias

associadas a LP’s.
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