V EPCC
Encontro Internacional de Produgédo Cientifica Cesumar
23 a 26 de outubro de 2007

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE ERVA-MATE (ILEX PARAGUARIENSIS ST. HIL.).

Roseli Aparecida de Mello';Ricarla Strychalski Camara?; Guilherme Henrique
Sakakibara®

RESUMO: O emprego de plantas medicinais como recursos naturais no tratamento de doengas vém
aumentando nos ultimos anos no Brasil. Estudos indicam que a erva-mate tem diversos componentes
quimicos com propriedades terapéuticas e farmacolégicas. Em vista disso, este estudo avaliou a existéncia
da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de erva—mate (llex paraguariensis St. Hil.) frente a
microrganismos gram negativos e gram positivos, realizado através da concentragdo minima inibitéria (CMI)
pelo método de (Kirby-Bauer) difusdo em discos contendo diferentes concentragdes do extrato. Os
resultados encontrados neste estudo demonstraram que o extrato hidroalcodlico testado apresenta atividade
antimicrobiana frente as bactérias gram positivas.

PALAVRAS-CHAVE: atividade antimicrobiana; erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.); extrato
hidroalcodlico; plantas medicinais.

1 INTRODUGAO

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da populagdo mundial
utilizam plantas medicinais como principal recurso no atendimento basico de saude.
Incluem-se ai populagdes que as usam in natura (por opgao ou por ser a unica alternativa
disponivel) e os sistemas de medicina que empregam plantas processadas em
formulagcbes medicamentosas, como a medicina chinesa. A OMS tem incentivado o
estudo de plantas conhecidas como medicinais, com o objetivo de avaliar cientificamente
os beneficios da utilizacao de medicamentos fitoterapicos e de conhecer os riscos de seu
uso indevido (LOGERCIO et al., 2005).

A erva mate (llex paraguariensis St Hill) tem sua origem na América do Sul e € no
Brasil que ela se distribui por varios estados sendo a regido sul a maior produtora
(ESMELINDRO et al.,, 2000). Em inumeras aplicagdes emprega-se a erva-mate,
decorrente da composi¢ao quimica de suas folhas podendo ser consumida na forma de
chimarrdo e de cha (MAZUCHOWSHI et al., 2000). O mate € uma bebida estimulante,
elimina a fadiga, estimula a atividade fisica e mental, atuando sobre os nervos e
musculos. Atua também sobre o tubo digestivo ativando os movimentos peristalticos,
facilitando na digestdo. E externamente usada sob a forma de cataplasma, no tratamento
caseiro de feridas e ulceras.
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Com as diversas aplicacdes de uso alternativo da erva mate, torna-se necessarias
pesquisas para determinar principios bioativos com aplicagdo comercial e terapéutica,
pois 0 uso de plantas medicinais no Brasil contribui significantemente para os cuidados
basicos com a saude e para o tratamento de infecgdes comuns, onde muitas plantas séao
utilizadas sem nenhuma evidéncia cientifica de sua eficacia.

Com este intuito o presente trabalho visa determinar a agdo antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico de llex paraguariensis frente a cocos gram positivos, como M.R.S.A
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphyloccocus saprophyticus, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Streptococcus
pyogenes e contra bacilos gram negativos, como Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos relatados neste trabalho foram desenvolvidos no Laboratoério de
Microbiologia na FACBS da Universidade Tuiuti do Parana.

Para o preparo dos extratos hidroalcoodlicos seguiu-se a orientagdo do processo A
da Farmacopéia Brasileira (DIAS DA SILVA, 1929), adaptado por YOUNES et al. (2000),
onde a secagem do material vegetal foi inicialmente realizada a temperatura ambiente e
completada em estufa a 50°C até obter-se um teor-padrao de umidade de 20%. O
material resultante foi misturado com solugédo hidroalcodlica (alcool etilico 70%), na
proporcao de 10%. Estocou-se essa solugéo a temperatura ambiente, protegida da luz,
por um periodo de 25 dias, procedendo-se em seguida a filtragem do material. A partir da
solucéo filtrada, produziu-se o extrato, com auxilio de rota-evaporador a 50°C retirando-se
todo o solvente. O evaporado final recebeu o nome de "extrato hidroalcodlico de erva-
mate" a 10% e foi testado.

As bactérias foram cultivadas em Agar Muller Hinton, a 37°C, durante um periodo
de 24 a 48 horas, dependendo do género bacteriano. Os cultivos foram suspensos em
solugéo salina estéril até ajuste da turvagéo a escala 1 de McFarland (3,0 x 10® unidades
formadoras de col6nias/ mL). Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico foi empregado o método da difusdo em Agar, baseado na técnica descrita
por BAUER et al.(1966), utilizando discos de papel de filtro estéreis com 6 mm de
diametro. Foram semeados 100ul de cada inéculo bacteriano em Agar Mueller Hinton e
colocados discos de papel estéril, com as respectivas concentragdes de extrato diluido
em agua estéril: 1000 mg/ml a 100 mg/ml, onde 10ul de cada concentragdo foram
dispensados em cada disco.

Os testes com o extrato hidroalcodlico de erva-mate foram realizados em duplicata
e 0s resultados expressos em milimetro pela média do didmetro dos halos de inibigao
formados ao redor dos discos nas duas repetigdes. O teste controle negativo foi realizado
com disco embebido de alcool 70% e o teste controle positivo com o disco contendo
0,5ug do antibidtico ciprofloxacina. Apds este procedimento, as placas foram incubadas a
35°C durante 24h. Depois com auxilio de um paquimetro, foi realizada a leitura dos halos
de inibicdo do crescimento. A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)
corresponde a menor concentragcao do extrato que inibiu os microrganismos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados expressos na tabela 1 indicam que o extrato hidroalcodlico de erva-
mate (/lex paraguariensis St. Hil.), nas concentragdes entre 300 a 1000mg/ml, apresentou
efeito antimicrobiano em seis bactérias gram positivas.
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Tabela 1. Média dos halos em mm do extrato de erva-mate em diferentes concentragdes e dos
testes de controle positivo e negativo.

Concentragoes

(mg/ml) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 C CIP
Microrganismo

E.coli ATCC 25922 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 *31
E.faecalis ATCC

29212 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0O 0 O
M.R.S. A 0O 0 *4 *19 *20,5 *24 *2555 *25 *25 *26 0 *32
P.aeruginosa ATCC

27853 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 *25
S.aureus ATCC6538| 0 O *8 *13 *18 *18 *19 *19 *19 *19 0 *20
S.aureus ATCC

25923 0O 0 *4 *16 *19 *21 *23,5 *24 *25 *25 0 *32
S.aureus ATCC

29213 O 0 *4 *15 *155 *17,5 *17,5 *19,5 *19,5 *19,5 0 *21
S.saprophyticus 0O O 0 0O *55 *175 *18 *18,5 *19,5 *19,5 0 *25
S.pyogenes 0O 0 0 ™2 *22 *23 *23 *23 *24 *24 0 *31

C= disco controle (embebido com etanol 70%); CIP= ciprlofoxacina (5ug); 0= ndo
apresentou halo de inibigdo; * apresentou halo de inibicdo em mm.

O MIC, que corresponde a menor concentragdo do extrato na qual ocorreu
crescimento bacteriano, foi observado que em M.R.S.A., Staphylococcus aureus ATCC
6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus aureus ATCC 29213
apresentaram a partir de 300mg/ml da concentragdo do extrato. No experimento com
Staphyloccocus saprophyticus foi observado inibicdo a partir 500mg/ml e em
Streptococcus pyogenes o extrato inibiu sua atividade apresentando um MIC a partir de
400mg/ml.

Ja nas avaliagdes feita com Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, o extrato hidroalcodlico de erva-
mate nao exerceu atividade inibidora sobre essas.

Todos os microrganismos testados n&o apresentaram halo de inibicdo no disco
controle negativo embebido com alcool 70%(tabela1) e no teste controle positivo os
microrganismos tanto gram positivos, apenas Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi
resistente, como gram negativos apresentaram sensibilidade ao antibiético ciprofloxacina
(tabelat).

A atividade antimicrobiana demonstrada pelo extrato hidroalcodlico de erva-mate
(llex paraguriensis), levando a uma inibigdo do crescimento de M.R.S.A., Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Streptococcus pyogenes e Staphyloccocus saprophyticus nas concentragdes entre
300mg/ml a 1000mg/ml, pode ser atribuida a composigdo quimica da planta que é
composta por alcaldides, como a cafeina, teobromina e teofilina, taninos, flavonoides e
varias saponinas.

Um estudo realizado por Hongpattarakere; Jonhson (1999) indica que os
metabdlicos secundarios da erva-mate, como cafeina, triterpenos, derivados do acido
clorogénico e entre outros, apresentaram atividade antimicrobiana tanto para bactérias
gram positivas como gram negativas contrapondo-se aos resultados obtidos na tabela1
para os microrganismos gram negativos que nao apresentaram nenhuma inibigdo neste
estudo. Ja Gottshall et al. (1949) realizou um experimento com extrato etandlico de erva-
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mate (llex paraguariensis) e obteu uma evidente resisténcia da bactéria Staphylococcus
aureus ao extrato e para Gongalves et al. (2005) o microrganismo Streptococcus
pyogenes mostrou-se resistente ao extrato hidroalcodlico de erva-mate (llex
paraguariensis) na concentracdo de 100ml, o que nao foi observado no presente estudo.

Dentre os patogenos estudados Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 todos nao apresentaram
halo nas diferentes concentragcdes do extrato de erva-mate. Este mesmo efeito foi
verificado para Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa por Gongalves et al. (2005)
na concentracdo de 100ml do extrato e por Gottshall et al. (1949) para Escherichia coli,
concordando com os resultados nesse estudo. Ja para Hongpattarakere (1998) que
utilizou extrato hidro-metandlico da mesma planta, apresentou atividade contra
Escherichia coli, sugere-se que este resultado foi obtido através da utilizagao do metanol
no preparo do extrato.

Comparando os resultados de gram positivas e negativas, segundo Srinavasan et
al. (2001) existe uma relagdo entre o teor de algumas substancias ativas presentes na
planta e a atividade contra bactérias gram positivas, que ndo apresentam uma membrana
celular externa, parede celular quimicamente menos complexa e menor teor de lipidio do
que as gram negativas. De acordo com os resultados do presente estudo os géneros
bacterianos gram positivos demonstraram um bom desempenho, pois entre os
microrganismos testados apresentaram halo de inibicdo acima deste padrao segundo as
Normas de Desempenho para testes de sensibilidade Antimicrobiana (NCCLS - the
Clinical and Laboratory Standarts Institute, 2005).

4 CONCLUSAO

Conforme os resultados obtidos neste estudo preliminar, permitem sugerir que o
extrato hidroalcodlico de erva-mate (/lex paraguariensis St. Hil.) constitui uma perspectiva
para a obtencdo de antibidtico natural por apresentar uma evidente atividade
antimicrobiana em diferentes concentragbes contra microrganismo, como M.R.S.,,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Streptococcus pyogenes e Staphyloccocus
saprophyticus . Entretanto, sdo necessarios estudos para melhor caracterizacdo das
substancias ativas encontradas na planta, visando um uso racional ndo apenas como
recurso terapéutico, mas também como fonte de recurso econémico.
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