ELOA RAMALHO DE CAMARGO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS
BRUTOS, RESIDUOS AQUOSOS E DAS FRACOES DE ACETATO DE

ETILA DE llex paraguariensis St. Hil. (Erva Mate)

Braganca Paulista

2010



ELOA RAMALHO DE CAMARGO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS

BRUTOS, RESIDUOS AQUOSOS E DAS FRACOES DE ACETATO DE

ETILA DE llex paraguariensis ST. HIL. (Erva Mate)

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Pos-Graduagdo Stricto Sensu em
Ciéncias da Saude da Universidade
Sao Francisco para obtencdo de titulo
em mestre em Ciéncias da Satde.

Braganca Paulista

2010

i



QV 766 wwmees Camargo,-Eloi-Ramalho-de.
C176ammmmmmmrerensenes Avaliacio-da-atividade-antimicrobiana- dos-extratos®
---------------------- brutos,. residuos-aquosos-e-das-fracées-de-acetato-de-etila-
...................... deJlex-paraguariensis- St Hil - (erva-mate)- Elod-]

oo issertacio- (mestrado)—Programa- de-Pos--9
...................... Graduacio-Stricto- mm Ciéncias-da-Sainde-da™
...................... Universidade-Sio-Francisco ¥

............................ Orientacio-de:-Marcelo-Lima- Ribeiro g

----1 -Erva-mate -2 -Extratos-brutos.-3_-Residuos-aquosos-
e-frages.-4 -Atividade-bactericida-minima.- 5 -Plantas-¥
medicinais.-I.-Titulo -II.-Ribeiro - Marcelo-Lima ¥

T
Ficha-catalogrifica-elaborada-pelas-bibliotecirias-do-Setor-def
Processamento-Técnico-da-Universidade-Sio-Francisco g

il




¢)

LMIVERSIDADE
SAD FRAMCISCD

BANCA EXAMINADORA DA DISSERTACAO DE MESTRADO

Orientador: Prof® Dr. Marcelo Lima Ribeiro

Membros:

1 - Prof® Dr. Marcelo Lima Ribeiro

2 — Prof® Dr. Lucio Fabio Caldas de Ferraz

3- Prof* Dr. Natalia Reiko Sato Miyasaka

Suplentes:

1 - Prof® Dr. Marcelo Lima Ribeiro

2 — Patricia Oliveira de Carvalho

3 — Dr. Marcelo Sady Placido Ladeira

Programa de Programa de P6s-Graduacédo Stricto Sensu em Ciéncias da Saude da
Universidade S&o Francisco.

Data: 26 / 02 /2010

v



UNIVERSIDADE

SAO FRANCISCO

CAMARGO, Eloa Ramalho de. “Avaliagio da Atividade Antimicrobiana de Extratos Brutos, Residuos Aquosos e
Fragdes de Acetato de Etila de fex paraguariensis St. Hil. (Erva Mate)”. Dissertagdo defendida e aprovada no
Programa de Pés Graduagdo Stricto Sensu em Ciéncias da Saide da Universidade Sio Francisco em vinte e seis de
Fevereiro de 2010 pela Banca examinadora constituida pelos professores:

CAHAAD e
Prof. Dr. Marcelo Lima Ribeiro - Orientador e Presidente
Universidade Sao Francisco

b G s

Prof. Dr. Liicio Fabio Caldas Ferraz
Universidade Sao Francisco

. )
J Ll ¢ 6 ({.-' ¥ /( -
Prof. Dr°. Natalia Reiko Sato Miyasaka
Universidade Sao Francisco

CAMPUS DE BRAGANCA PAULISTA  Av. 5o Francisco de Assis, 216 - CEP 12916-900 Fone [11) 4034-8000 - FAX (11) 4034-1825

CAMPLS DE CAMPINAS Rod. Gen. Milton Tavares de Lima, 1572 - CEP 13083-680 - Distrito de Bardo Geraldlo - Fone: (1913754-3300
CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13257-900 Fone {17) 4534-8000 - FAX (17) 45241933
CAMPUS DO PARI - SAQ PAULO Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (17) 3315-2000 - FAX (11) 3315-20036




A minha mae, a Marisa Alvarez e a
Sara Wood, pelo exemplo de forca,
garra, determinacdo, amor e

generosidade.

vi



AGRADECIMENTOS

A DEUS por me dar forgas pra ndo desistir dos meus objetivos.

Ao Prof® Dr. Marcelo Lima Ribeiro por tudo que fez por mim durante esses anos, por me dar
a oportunidade de ser sua aluna, de participar de um dos seus projetos € me ensinar a trabalhar

com pesquisa. Por toda a atenc¢do e paciéncia.

Aos meus Amigos da UNIFAG Tanila, Karim, Wlad, Nathalia, Demétrius, Bia, Daniel,
Juliana, Carol, Simone, Rafael, Erica, Angélica, pela amizade, pelo apoio, incentivo,

compreensdo, pelas horas de descontragdo no laboratorio.

A Marisa pela ajuda e orientagdo nos ultimos anos, pelo companheirismo e conselhos e por

todo incentivo.

A meus pais e minhas irmas, aos meus tios Mauro, Cristina, Val, Silvana, “Foca” pelo apoio,

amor, estimulo, em todos os momentos da minha vida.

Aos meus amigos Aline, Sandra, Garbas e Emanuele, por estarem ao meu lado nos bons e

maus momentos, pela amizade.

Sem o apoio de vocés nao seria possivel a realizagdo deste trabalho, portanto fica aqui o meu

muito obrigado.

A Prof* Grace Gosmann e a todas as suas alunas do laboratorio de fitoquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em especial a Adriana Barlette por
tudo que fizeram por mim, pela amizade, e companheirismo por todos os momentos

inesqueciveis.

Aos funcionarios do Laboratorio de Microbiologia em especial a Sonia, e todas as pessoas

que direta ou indiretamente contribuiram para realizacao deste trabalho.

A CAPES pela concessdo da bolsa de estudo.

vil



“ O insucesso ¢ apenas uma oportunidade para recomecgar de novo com mais inteligéncia.”

Henry Ford

viil



RESUMO:

A Erva Mate (llex paraguariensis St. Hil.) ¢ muito consumida em paises da
América do Sul, suas folhas sdo usadas para o preparo de chimarrdo, chas, tereré. Esta
possui diversas propriedades benéficas a saude tais como atividade antioxidante,
estimulante, auxilia na digestdo lenta e atividade antimicrobiana. Acredita-se que tais
atividades biologicas possam ser atribuidas aos constituintes quimicos encontrados nesta
espécie tais como os compostos fendlicos, metilxantinas, saponinas, taninos, € minerais.
Sabe-se que a redugdo na eficdcia terapéutica a diversos antimicrobianos ¢ preocupante,
visto que ha um aumento de microrganismos patogénicos resistentes a estes. Assim, a
procura de novas substancias que apresentem atividade antimicrobiana tem sido de grande
interesse cientifico nos ultimos anos. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
a obtencdo e caracterizacdo dos extratos brutos, residuos aquosos e das fracdes de acetato
de etila da erva mate verde fresca, seca e do produto comercial Mate Ledo, por
cromatografia em camada delgada. Além disso avaliou-se a atividade antimicrobiana
frente as linhagens bacterianas Gram-negativas como Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, ¢
Gram-positivas, Bacillus cereus, Enterococcus faeccalis, Staphylococcus aureus pelo
método qualitativo de difusdo em disco e quantitativamente através da Concentragdo
Bactericida Minima. Os resultados obtidos com a caracterizagdo revelaram a presenca de
rutina e acido clorogénico nos extratos brutos, residuos aquosos hidroetandlicos e aquosos,
entretanto, nas fragdes de acetato de etila folha verde e seca hidroetandlicas e seca aquosa,
ainda ndo foi identificado os compostos que exercam atividade antimicrobiana. As
linhagens bacterianas se mostraram resistentes quando avaliadas por difusdo em disco.
Entretanto, foram observados valores de CBM entre 0,625 a 20 mg/mL dos diferentes
extratos, residuos e fragdes de acetato de etila. Sendo que Staphylococcus aureus e

Bacillus cereus foram as espécies que apresentaram maior sensibilidade aos extratos.

Palavras Chave: Erva mate, extratos brutos, residuos aquosos e fragdes, atividade bactericida
minima

X



Abstract

Yerba Mate (llex paraguariensis St. Hil.) is very popular in countries of South America, its
leaves are used to prepare mate, teas, terer€. This has many beneficial health properties such
as antioxidant activity, stimulating, helps to slow digestion and antimicrobial activity. It is
believed that these biological activities can be attributed to the chemical constituents found in
species such as phenolic compounds, methylxanthines, saponins, tannins, and minerals. It is
known that the reduction in the efficacy of many antimicrobials is worrying, since there is an
increase of pathogens resistant to these. Thus, the search for new substances which have
antimicrobial activity has been of great scientific interest in recent years. Thus, this study
aimed to obtain and characterization of crude extracts, wastewater and fractions of ethyl
acetate of green mate cool, dry and commercial product Mate Leao, by thin layer
chromatography. Also evaluated the antimicrobial activity against strains of Gram-negative
bacteria such as Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and Gram-positive bacteria Bacillus cereus,
Enterococcus faeccalis, Staphylococcus aureus by means of diffusion disk and quantitatively
by the Minimal Bactericidal Concentration (CBM). The results of the characterization
revealed the presence of rutin and chlorogenic acid in crude extracts, aqueous wastes and
aqueous hydroethanolic, however, the fractions of ethyl acetate and dried green leaf
phytochemical and dry water, not yet identified compounds that perform activities
antimicrobial. The bacterial strains proved resistant when evaluated by disk diffusion.
However, it showed CBM between 0.625 to 20 mg / mL of different extracts, fractions and
residues of ethyl acetate. Since Staphylococcus aureus and Bacillus cereus were the species

most sensitive to the extracts.

Keywords: Yerba mate, crude extract Wastewater extract and fractions, minimal bactericidal
concentration.
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1.  INTRODUCAO

1.1. MICRORGANISMOS E ANTIMICROBIANOS

Dentre os diferentes grupos de patogenos causadores de infec¢des hospitalar
estdo fungos, virus e bactérias. No entanto, o grupo que mais se destaca ¢ o das
bactérias que constituem a flora humana e que normalmente ndo trazem riscos a
individuos saudaveis, embora possam causar infeccdoes em individuos com estado
clinico comprometido (ANVISA, 2004).

As bactérias sdo seres procarioticos relativamente simples, e a grande
diversidade de espécies desses microrganismos pode ser diferenciada por diversos
fatores como morfologia, composi¢do quimica, as necessidades nutricionais, atividades
bioquimicas e a fonte de energia. A membrana citoplasmatica situada no interior da
parede celular tem como fun¢do servir como uma barreira seletiva, produgdo de energia
por transporte de elétrons, duplicacdo do DNA e secre¢do de enzimas. (TRABULSI, et
al., 2004; SCHAECHTER et al.(2002).

Envolvendo a parede celular pode ocorrer uma terceira camada, a capsula.
No interior da célula, além do citoplasma, encontra-se uma regido correspondente ao
nicleo, chamada nucledide, e granulos diversos. Frequentemente ocorrem
prolongamentos filamentosos que partem da superficie bacteriana, sdo os flagelos e as
fimbrias (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1997).

A parede celular ¢ uma estrutura complexa, semi-rigida responsavel pela
morfologia da célula (bacilo ou bastonetes, cocos e espiraladas). Tem como fungao
prevenir a ruptura da célula bacteriana devido a entrada de adgua, além de ser essencial
para a divisdo e o crescimento celular (BLACK, 1996).

As bactérias podem ser divididas em Gram-positivas e Gram-negativas, de
acordo com a constitui¢ao da parede celular, ¢ o que as diferencia sdo as propriedades
de permeabilidade e os componentes de superficie (SCHAECHTER et al., 2002). Nas

bactérias Gram-positivas, a parede consiste de muitas camadas de peptideoglicana,
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formando uma estrutura espessa e rigida, e contém acidos teidicos (formados a partir de
glicerol e ribitol) (TORTORA et al., 2005).

Em contrapartida, a parede de bactérias Gram-negativas ¢ mais complexa
que a das Gram-positivas, sendo formada de poucas camadas de peptidoglicanas e uma
membrana externa, sendo esta formada por uma dupla camada lipidica: uma camada
interna composta de fosfolipideos e uma externa contendo lipopolisacarideos e proteinas
(TORTORA et al.,2005).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas ¢ hidrofilica, mas
componentes lipidicos das moléculas constituintes conferem propriedades hidrofobicas
também. A membrana externa forma uma barreira adicional a entrada de algumas
substancias, como antibioticos (SILVA et al., 1999; TRABULSI et al.,2004).

Para manter o metabolismo celular a membrana externa ¢ permeével a
algumas substancias hidrofilicas como: agtcares, aminoacidos, e certos ions. Para isso,
proteinas de membrana denominadas porinas formam canais de entrada dest5as
substancias (TORTORA et al., 2005; PELCZAR et al., 1996).

O que separa a membrana externa da plasmatica ¢ o espaco periplasmatico
composto de camada de peptideoglicana e diversas proteinas que participam do
transporte de soluto para dentro das células, além de enzimas (proteases, lipases,
nucleases) a qual a membrana ¢ impermedvel. Também apresentam enzimas como a -
lactamases, responsavel pela inativacdo de algumas drogas, que fazem com que
microrganismos se tornem resistentes a muitos antimicrobianos (SCHAECHTER et al.,
2002).

Mesmo com a agdo diversificada dos antimicrobianos, a exposi¢cdo
excessiva aos farmacos por longos periodos contribuiram para o desenvolvimento de
diversos mecanismos de resisténcias bacterianas (WRIGHT, 2005). Os agentes
antimicrobianos sdo classificados de acordo com a estrutura quimica, mecanismo de
acao, espectro de agdo, entre outros (RANG et al., 2007). De acordo com o mecanismo

de a¢do, os antimicrobianos podem ser classificados em:
1. Inibidores de Sintese de Parede celular:

Antibioticos de parede celular atuam produzindo uma parede celular

bacteriana com defeitos estruturais e atuam sobre o processo de replicacdo celular. Para
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a inibicao de sintese de parede celular sdo utilizados penicilinas, cefalosporinas,

bacitracinas e vancomicina (TORTORA et al., 2005).
2. Inibidores de Sintese de Proteinas:

A sintese protéica sofre interferéncias durante os seguintes processos: na
forma¢dao do RNA-mensageiro, na fixagdo do RNA-mensageiro ao ribossoma, por
alteracdes no ribossoma ¢ na fixacdo do RNA-transportador ao ribossoma, ou seja,
inibicdo da traducdo e transcricdo do material genético. Entre os antibidticos que
interferem a sintese protéica estdo o cloranfenicol, a eritromicina, Estreptomicina e as

Tetraciclinas (TORTORA et al., 2005).

3. Inibidores da Sintese de Acidos Nucleicos:

Alguns antibioticos interferem nos processos de replicacdo e transcri¢do do
DNA dos microrganismos. Algumas drogas com esse modo de acdo apresentam uso
limitado devido a interagdo com o DNA ¢ o RNA dos mamiferos. Outras sao mais
utilizadas na quimioterapia porque tém maior grau de toxicidade seletiva. Para a
inibi¢do da sintese de acidos nucléicos sdo utilizadas na quimioterapia rifampicinas e
quinolonas por apresentarem maior grau de toxicidade seletiva (TORTORA et al.,

2005).

4. Inibidores da Membrana Citoplasmatica:

Quando as moléculas dos antibidticos se intercalam na membrana provocam sua
desorganizagdo alterando sua permeabilidade seletiva com a saida de elementos vitais
da célula como fosfatos, ions, purinas, ¢ acido nucléicos ou a entrada de substancias
nocivas ao metabolismo bacteriano, resultando em morte celular (RANG et al., 2007,
TRABULSI et al., 2004). Os farmacos utilizados podem ser classificados em:

- Farmacos que desorganizam a membrana celular citoplasmatica: tirociclina,
polimixinas.

- Farmacos que produzem poros na membrana citoplasmatica: gramicidina.
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5. Inibidores do Metabolismo dos Folatos:

Alguns agentes que interferem no metabolismo de folato na célula bacteriana por
competitividade, bloqueando a biossintese de tetrahidrofolato, o qual atua como
carregador de fragmentos do carbono-um e ¢ necessario para o término da sintese do

DNA, RNA, e proteinas da parede celular.
- Inibidor da sintese do acido pteroico: sulfonamidas
- Inibidores da dihidrofolato redutase: trimetoprim

Com o aumento de resisténcia microbiana aos medicamentos normalmente
indicados para tratamento e controle de diversas infec¢des, medidas defensivas a serem
tomadas incluem o controle do uso de antimicrobianos, pesquisas que ajudem a
compreender os mecanismos de resisténcia microbiana (NASCIMENTO et al., 2000), e
a busca por novas drogas com agdo antimicrobiana. Produtos naturais de origem vegetal
tém sido investigados por diversos pesquisadores em todo mundo, como uma estratégia
para obtencdo de novos compostos com propriedades terapéuticas, drogas sintéticas ou
naturais que possam auxiliar ou controlar a dissemina¢do desses microrganismos

(TAVARES, 2000; MIMS et al., 1999; LIMA, 2001; SCHAECHTER et al., 2002).

1.1.1. Bactérias Gram-positivas

1.1.1.1. Bacillus cereus

Estudos epidemiologicos mostram que a maioria de surtos por contaminac¢ao
alimentar diagnosticados estdo fortemente relacionados a patdégenos veiculados a
alimentos preparados em locais como Unidades de Alimentacdo e Nutrigdo.
Diversos microrganismos estdo envolvidos na contaminacdo de alimentos, dentre
eles Bacillus cereus, uma bactéria Gram-positiva, possui forma de bastonete, e
apresenta motilidade, ¢ formadora de esporos, e é considerado um agente etiologico
de doengas de origem alimentar. Bacillus cereus ¢ normalmente encontrado no solo

seu reservatorio natura. No entanto, devido a resisténcia de seus esporos, pode ser
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encontrado na natureza, contaminando alimentos, vegetais, cereais, condimentos,
carne bovina, suina e de frango, laticinios, sorvetes, pudins, carne cozida, sopas,

pratos a base de vegetais e arroz cozido (HARMON et al., 1992).

1.1.1.2. Enterococcus faeccalis

O género Enterococcus constitui-se de bactérias Gram-positivas que se
dispdem aos pares ¢ em curtas cadeias, e sdo catalase negativos encontrados
normalmente no trato gastrointestinal, no trato genital feminino e da cavidade bucal,
porém pode ser encontrado também no trato urindrio, uretra masculina e vesicula
biliar. Esses microrganismos sdo resistentes a variagdes extremas de temperatura, de
ambientes, ou seja, hipotonicos e hipertdnicos, acidos e alcalinos. Mais de 90% das
infecgdes humanas enterococicas sdo causadas por E. faeccalis, sendo as demais por
E. faecium. Doencas relacionadas a outras espécies desse género sdo raras
(PARADELLA et al., 2007).

Nos Estados Unidos estudos revelaram que os Enterococcus tornaram-
se o segundo microrganismo mais comumente observado em infecgdes cirtirgicas,
infec¢cOes nosocomiais ¢ do trato urinario, e a terceira mais comum de bacteremia
hospitalar (d> AZEVEDO et al.,, 2004). Entre os mecanismos de resisténcia
relacionados a esse género variando entre resisténcias intrinsecas e adquiridas,
destacam-se os Enterococcus resistentes a vancomicina-VRE um dos medicamentos
mais usados para o tratamento de individuos com infec¢des provocadas por essas

cepas (ABADIA-PATINO et al., 2004).

1.1.1.3.  Staphylococcus aureus

Na década de 30, o uso de sulfanilamidas parecia ter solucionado o problema
de contaminagdo e de doengas infecciosas por Staphylococcus aureus. Mas nas
décadas de 50 e 70 surtos epidémicos freqiientes provocados por contdgio por este
microrganismo trouxeram novamente a preocupacao quanto a sua resisténcia agora a

penicilina e o surgimento de linhagens multirresistentes (MRSA) (SILVA, 2007).
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O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae e compreende
varias espécies dentre elas o Staphylococcus aureus. Segundo sua classificagdo
morfologica descrita em (TRABULSI et al., 2004) sdo cocos Gram-positivos e
quando observados por microscopia aparecem agrupados em cachos semelhantes aos
de uva. Geralmente ndo-encapsulado, com coldnias que apresentam coloragao
amarelo-ouro. Em individuos saudaveis sao encontrados na pele ¢ nas fossas nasais,
entretanto pode causar infec¢des piogénicas como (celulite), até infeccdes mais
graves na pele como (foliculite, furunculo), pneumonia, meningite, endocardite,

septicemia, entre outras. (JAWETZ et al., 2005).

1.1.2. Bactérias Gram-negativas

1.1.2.1. Escherichia coli

E um bacilo Gram-negativo, pertence & familia Enterobacteriaceae,
encontrado no trato intestinal de seres humanos e animais, ¢ faz parte da microbiota
normal, embora esteja relacionada a diversas infec¢des. Escherichia coli apresenta
uma diversidade patogénica por produzirem enterotoxinas e sao classificadas em
cinco categorias: enteroxigénica -ETEC, enteroinvasora -EIEC, enteropatogénica —
EPEC, éntero-hemorragica — EHEC e enteroagregativa - EaggEC, de acordo com o
grau de invasibilidade celular distintas por causarem enterites e gastrenterites por
mecanismos diferentes (KONEMAN et al., 2008; MIMS et al.,1999).

Além ser considerada a causa mais comum de infeccdo no trato urinario,
meningite, e outras infecgdes extra-intestinais e a infec¢des hospitalares (JAWETZ

et al., 2005).
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1.1.2.2. Enterobacter cloacae

A bactéria Enterobacter cloacae ¢ um bacilo Gram-negativo pertencente a
familia Enterobacteriaceae s3o anaerdbios facultativos, portanto capazes de
fermentar glicose e lactoses como fonte de carbono durante seu processo metabolico
(TORTORA et al., 2005). Entre as espécies clinicamente significativas, encontram-
se Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans, e
Enterobacter sakazakii (KONEMAN et al., 2008).

As espécies de Enterobacter dificilmente sdo agentes primarios de infecgao,
normalmente sdo isoladas de espécimes clinicos, de pacientes hospitalizados e 70%
das amostras de Enterobacter isoladas correspondem a E.cloacae (TRABULSI et
al., 2004).

Normalmente sdo isoladas de amostras bioldgicas, encontram-se amplamente
distribuidas em solo, na aguas, esgoto, ¢ vegetais, fazem parte da microbiota
entérica. Enterobacter cloacae esta associada a varias infecgdes oportunistas que
afetam as vias urinarias, o trato respiratorio, as feridas cutidneas e podem causar

septicemia e meningite (KONEMAN et al., 2008).

1.1.2.3. Salmonella thyphimurium

O género Salmonella ¢ constituido de mais 2300 variedades sorologicas.
Deve ser levado em consideracdo os diferentes sintomas apresentados pelos
pacientes em decorréncia da variagdo no mecanismo de patogenicidade, que ndo esta
relacionado apenas ao tipo sorologico, mas também a idade e estado imunologico do
paciente. Normalmente a Salmonella typhimurium provoca, em adultos, apenas
enterocolites que evoluem sem complicacdes, no entanto em criangas pode invadir a

circulag@o causando infecgoes em outros orgaos (SCHAECHTER et al., 2002)
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1.1.2.4. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ¢ um bacilo Gram-negativo, normalmente encontrado
no intestino, também esta relacionado a infec¢des do aparelho urinario, endocardites
e varios tipos de infec¢des pos-cirargicas, além de causar pneumonia lobar
(TRABULSI et al.,, 2004).

Um dos maiores problemas relacionados a contaminagdo por Klebsiella
pneumoniae ocorre em unidades pediatricas com criangas imunodeprimidas. A
incidéncia de cepas de Klebsiella pneumoniae produzindo enzimas betalactamases
de espectro expandido (ESBLs), nos Estados Unidos situa-se em torno de 5%. Na
Europa, esta prevaléncia pode situar em torno de 14% a 16%. As ESBLs sdo
geralmente transmitidas através de plasmidios. Como os plasmidios sdo facilmente
transmitidos entre diferentes membros das enterobactérias, a acumula¢do de genes
de resisténcia resulta em cepas que possuem plasmidios que codificam para
multirresisténcia. As ESBLs produzidas por Klebsiella pneumoniae sdo a principal
causa de aumento da resisténcia as cefalosporinas normalmente utilizadas para o

tratamento de individuos (MENEZES et al., 2007).

1.1.2.5. Pseudomonas aeruginosa

Segundo TRABULSI (2004), Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo Gram-
negativo, encontrado normalmente em solo e plantas e em ambiente hospitalares
(4gua, equipamentos, utensilios, desinfetantes). Sua ampla distribuigdo ambiental &
resultado de poucas exigéncias para seu crescimento. E um microrganismo natural
da microbiota do intestino e da pele, embora se comporte como oportunista em
pacientes imuno comprometidos (SOUZA et al., 2007).

Por apresentar diversos fatores estruturais e toxinas que estimulam sua
viruléncia ¢ um microrganismo de grande importancia clinica, estando envolvido em
varios  implicagdes  clinicas em  ambiente  hospitalar. Individuos

imunocomprometidos com neutropenia, diabetes mellitus, queimaduras extensas, em
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individuos com processo respiratorio comprometido, que tenham passado por
processos invasivos e que fagam uso de ventilagdo mecanica, sdo muito suscetiveis a
infecgdes por P. aeruginosa (TORTORA et al., 2005). Uma das caracteristicas das
Pseudomonas ¢ a capacidade de substituir o oxigénio por nitrato como o aceptor
final dos elétrons. Este processo de respiracdo anaerdbica fornece tanta energia
quanto a respiracao aerobica, e causam perde significativa do nitrogénio presente
nos fertilizantes e no solo. Sua habilidade de utilizar proteinas e lipideos contribui

para degradagdo de alimentos (TORTORA et al., 2005).

1.2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os flavonoides tém como fungdo vegetal, a formagdo de complexos de
pigmentos, prote¢do contra crescimento microbiano, filtro contra radiagdo UV e contra
ataque de insetos. Dentre as atividades biologicas estudadas nos ultimos anos estdo
antimicrobiana, antiinflamatdria, antioxidante, protecdo contra peroxidagao lipidica,
protegdo contra doengas cardiacas (SILVA et al., 2004).

Os 4cidos fendlicos podem ser divididos em trés grupos. O primeiro ¢ composto
pelos acidos benzodicos, e sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza.
O segundo ¢ formado pelos acidos cindmicos, os mais comumente encontrados no reino
vegetal. O terceiro grupo ¢ representado pelos acidos fendlicos, a combinagdo mais
importante destes acidos ocorre com o dacido caféico, o qual, associado a um
alcool-acido ciclico, denominado acido quinico, origina o 4cido clorogénico (SOARES,
2002).

A llex paraguariensis ¢ uma planta rica em compostos bioativos, alguns autores
avaliaram o potencial antimicrobiano de extratos hidroetandlicos das folhas verdes da
erva mate. Estes autores observaram a inibi¢do no crescimento de linhagens
bacterianastais como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, Staphylococcus
aureus spp, Streptococcus pyogenes e Staphyloccocus saprophyticus (BOTORIN,
2006). Segundo estes autores tais resultados poderiam ser atribuidos a sua composi¢ao

quimica que apresentam diversos compostos dentre eles: alcaloides, cafeina, teobromina

23



e teofilina, taninos, flavondides e varias saponinas, onde a maior concentracdo de
cafeina encontra-se em suas folhas (LORENZI e MATOS, 2002).

Com as diversas aplica¢des de uso alternativo da erva mate, pesquisas no ambito
microbioldgico, farmacoldgico e biotecnoldgico para determinar seus principios ativos,
para posteriormente seja possivel sua aplicacdo comercial e terapéutica de forma segura.
Uma vez que o uso de plantas medicinais no Brasil contribui significantemente para os
cuidados bésicos com a satde e para o tratamento de infec¢des comuns. No entanto,
muitas plantas sdo utilizadas sem nenhuma evidéncia cientifica de sua eficacia

terap€utica (BOTORIN, 2006).

1.3. PRODUTOS NATURAIS

O uso de plantas para tratamento de enfermidades, através de chas (infusdo,
decoccdo, macerado), banho, ungiiento, cataplasma e tinturas ¢ uma pratica comum e
tdo antiga quanto a civilizagdo humana, sendo possivel encontrar registros que
descrevem as terapias desenvolvidas por antigos povos da China, Egito, Roma, Asia, e
as propriedades medicinais de diversas plantas (ALMEIDA, 1993).

Segundo OLIVEIRA e GOKITI (2000), a farmacognosia ¢ o termo utilizado
para descrever o estudo de drogas e medicamentos de origem natural, sendo na maioria
de origem vegetal. Essa area da farmacologia ¢ subdividida em areas mais especificas,
como por exemplo, a farmacoquimica (fitoquimica) que estuda a origem, a sintese e as
formas de extra¢do de compostos naturais.

A fitoterapia deriva de duas palavras gregas: phyton, que significa planta, ¢
therapeia, que conclui a idéia de tratamento de enfermidades no qual sdo empregados
vegetais frescos, drogas vegetais, ou extratos vegetais preparados com esses dois tipos
de matérias-primas (OLIVEIRA e GOKITI, 2000).

Secretaria de Vigilancia Sanitaria, segundo a portaria no. 6 de 31 de janeiro de
1995, acrescenta que fitoterapico ¢ “todo medicamento obtido e elaborado utilizando-se
exclusivamente de matérias-primas vegetais tendo como caracteristica a profilaxia, cura,
levando em consideragdo o conhecimento da eficidcia e dos riscos do seu uso, a

reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sendo produto acabado, embalado e
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rotulado. Em sua preparagdo podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos
na legislacdo vigente. No entanto, ndo podem ser incluidas substancias ativas de outras
origens, quando ndo for considerado produto fitoterdpico qualquer substancia ativa,
mesmo que de origem vegetal, isolada ou mesmo suas misturas”.

Os termos plantas medicinais, drogas vegetais e principios ativos sdo definidos
diferentemente para que ndo hajam erros conceituais. Planta medicinal ¢ considerada
todo vegetal que contém em um, ou em varios de seus 6rgdos, substincias que podem
ser empregadas para fins terapéuticos, ou que sejam precursores de substancias
utilizadas para tais fins (OLIVEIRA e GOKITI, 2000). Drogas vegetais sdo todos os
vegetais, parte deles ou seus produtos derivados, que a apds passar por processo de
coleta, preparo e conservagdo, ainda possuam composi¢do e propriedades que
possibilitem o seu uso no estado bruto, componente de um medicamento, ou com
necessidade farmacéutica (OLIVEIRA et al., 1991).

Uma das caracteristicas principais da droga ¢ a presenga de principios ativos,
que ¢ definido por OLIVEIRA e GOKITI, (2000) como substancias quimicamente
definidas presentes nas matérias-primas e nos fitoterapicos responsaveis pela atividade,
ou seja, pela acdo terapéutica desses materiais. Em 1978, a OMS ( Organizagdo Mundial
da Saude) deu inicio a um programa que enfatizou o uso de plantas medicinais, onde a
populacdo de baixo poder aquisitivo pudesse fazer uso de medicamentos com menores
custos e que fossem destituidos de efeitos colaterais (OLIVEIRA e GOKITI, 2000).

O desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais tem
apresentado alguns beneficios como maior eficacia terapéutica, diminuicao de possiveis
efeitos colaterais, variedade de estruturas quimicas e homodlogas que possam ser
incorporadas aos medicamentos. Uma vez que muitos medicamentos convencionais tém
custo de producao elevado, considerando ainda o tempo gasto com pesquisas. Uma das
principais razdes para falta de acessibilidade estd relacionada a questdes financeiras,
medicamentos com pregos inacessiveis a populacdo com menor poder aquisitivo
(HARVEY, 2000; STROHL, 2000; LAWRENCE, 1999).

Pesquisas realizadas por AKERELE (1993) mostraram que 65 a 80% da
populagdo mundial recorrem a medicina popular devido a falta condi¢des financeiras
para realizar um tratamento farmacoldgico tradicional, por morarem em regides

afastadas de centros urbanos onde possam receber tratamento em hospitais publicos. A
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OMS reconhece a importancia do potencial terapéutico das plantas, mas faz
adverténcias quanto ao uso e preparo inadequado, e recomenda cuidados se
considerarmos a falta de conhecimento sobre os possiveis efeitos colaterais com uma
administracdo conjunta a medicamentos prescritos (CALIXTO, 2000; DE SMET, 1997;
FARNSWORTH, 1994; MOERMAN, 1991).

A fitoterapia ¢ utilizada para o tratamento de doencas hé varios séculos e o uso
de plantas medicinais esta relacionado a medicina popular de diversas partes do mundo,
¢ notavel o avanco cientifico envolvendo estudos para o conhecimento e obtencio de
novos compostos com propriedades terapéuticas (FILHO e YUNES, 1997).

Segundo FILHO e YUNES (1997), uma grande diversidade de plantas tem seu
potencial terapéutico investigado, trabalhos cientificos em vérias areas tém como
objetivo avaliar e caracterizar atividades terapéuticas em relacdo as composi¢des
quimicas e principios ativos. Com o desenvolvimento de novos métodos de andlise e
integracdo de profissionais de vdarias areas, as estruturas moleculares das plantas vém
ganhando espaco e interesse por demonstrarem efeitos farmacoldgicos e bioldgicos de
grande relevancia.

Embora existam em todo o globo terrestre 250.000 espécies de plantas, apenas
uma pequena porcentagem tem sido avaliada fitoquimicamente, e suas fragdes obtidas e
submetida a um screening para determinar suas atividades bioldgicas ¢ ainda menor.
No Brasil apenas 8% das espécies vegetais nativas foram analisadas com o proposito de
obtengdo de novas moléculas bioativas (PIMM et al., 1995).

Com o conhecimento obtido com trabalhos relacionados as propriedades
terap€uticas das plantas foi possivel obter inimeros medicamentos de extrema
importancia para medicina como os digitalicos, quinina, atropina, pilocarpina,
artemisinina, além de algumas drogas usadas no tratamento de cancer como:
vimblastina, vincristina, taxol, campotecinas (SIMOES et al., 2007).

Nao s6 no Brasil, mas como em paises de todo mundo vem crescendo cada vez
mais a procura de plantas com potencial terapéutico. Dentre inimeras plantas estudadas
destaca-se a llex paraguariensis St. Hil, popularmente conhecida como erva mate. Esta
¢ muito consumida em diversos paises da América do Sul, como: Paraguai, Uruguai,

Argentina e Brasil, sendo a regido sul a maior produtora e consumidora do pais. Suas
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folhas sao utilizadas principalmente para o preparo de chda, chimarrdo e terére
(CANSIAN et al., 2008).

As propriedades farmacoldgicas das folhas da erva mate tém sido largamente
estudas ao longo dos anos e tém demonstrado ter ag¢do terapéutica descritas pela
medicina popular para o tratamento de: artrites, reumatismo, doencas hepaticas e
gastrointestinais (auxilia na digestdo lenta), diurético, além de ser estimulante do
sistema nervoso central e possuir fungdes bioldgicas, tais como: acdo antioxidante;
antiinflamatoéria; imunomodulatoéria e anticancerigena (GUGLIUCCI, 1995). De acordo
com HECK e MEJIA (2007), essas qualidades podem ser atribuidas aos diversos
compostos biativos encontrados na planta.

A erva mate tem apresentado atividade antimicrobiana, estudos demonstram que
extratos etanodicos preparados com as folhas da erva mate verde inibiram o crescimento
de linhagens bacterianas como Staphylococcus aureus, Enterococcus faeccalis,
Salmonella enteritidis e Escherichia coli (GIROLOMETTO et al., 2009), Listeria
monocytogenes e Pseudomonas fluorescens (HONGPATTARAKERE ¢ JOHNSON,
1999).

1.4. Ilex paraguariensis — HISTORICO

O primeiro registro que se tem do consumo da erva mate ¢ de 1554. As
folhas da planta eram utilizadas pelos indios do Guaira (Parana) para o consumo, em um
porongo, um canudo de taquara, com um trancado de fibras na ponta feito para que
pequenos fragmentos das folhas ndo passassem. A planta foi chamada pelos Guaranis de
cad-i (dgua de erva saborosa), mas era também conhecida por diversas outras
denominagdes dentre elas: cha-do-paraguai, cha-dos-jesuitas (FILIP et al., 1998; FILIP,
LOPEZ e FERRARO, 1999), cha-das-missdes, mate-do-paraguai, congonha, congonha-
das-missdes, congonheira, erva, mate-legitimo, mate verdadeiro, entre outras

(GOSMANN, 1989).
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O impulso maior para a comercializacdo da erva mate ocorreu a partir do
século XVI com os Jesuitas, que na época ja estudavam o sistema vegetativo da planta,
sendo os primeiros no cultivo sistematico e a produzirem mudas, para o consumo na
forma de chimarrdao nos estados do sul do Brasil (Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul) e tereré no Paraguai ¢ Mato Grosso do Sul (COSTA, 1989). No periodo entre
1864 a 1870, com a Guerra do Paraguai, foi proibida as exportagdes da erva-do-
paraguai pelo rio Parand para o rio do Prata. Com isso muitos comerciantes se
instalaram no Parana transformando Curitiba num centro de exportacdo, chamando a
atencdo de importadores argentinos. A predominancia brasileira no mercado ervateiro
teve duragao até 1930, chegando ao fim com a concorréncia argentina no mercado (DA

CROCE e FLOSS, 1999).

1.5. CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Com a vinda ao Brasil do naturalista francés August de Saint Hilaire em
1920, amostras da erva mate foram recolhidas para a identificagdo taxonomica da
planta. Com o seu retorno a Franca dois anos mais tarde, entregou a Academia de
Ciéncias do Instituto da Franca um relatorio propondo a classificagdo da erva mate
como llex paraguariensis St. Hil, por ser idéntica a espécie encontrada no Paraguai (DA
CROCE e FLOSS, 1999) (Figura 1).
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Figura 1 - Plantio de mudas de erva mate (llex paraguariensis St. Hil.), Jardim Botanico,
Porto Alegre.

Segundo DA CROCE e FLOSS (1999), a erva mate apresenta a seguinte

classificagdo botanica:

Subdiviséo: Angiospermae

Classe: Dicotiledoneae

Subclasse: Archiclamydea

Ordem: Celastrales

Familia: Aquifoliaceae

Género: llex

Espécie: paraguariensis

Nome ciéntifico: llex paraguariensis St. Hilaire

Nome popular: erva mate

Esta familia ¢ representada por aproximadamente 600 espécies, sendo que 400
pertencem ao género llex. No Brasil sdo encontradas aproximadamente 60 espécies
desta familia (CANSIAN, 2008)

A erva mate ¢ uma arvore perene, de altura varidvel de 3 a 5 m. No entanto,
quando em floresta nativa pode chegar a 25 m de altura e 70 cm de didmetro

(CARVALHO, 2003). O tronco ¢ cilindrico, reto e pouco tortuoso, fuste (parte do
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tronco da arvore desprovida de ramos) e curto, normalmente atingindo 7 m de
comprimento (CANSIAN, 2008).

As folhas s3o simples alternas, geralmente estipuladas, margem irregular
serrilhada ou dentada o ter¢o da base geralmente lisa, com &pice obtuso; nervuras
laterais pouco impressas por cima e salientes por baixo (GILBERTI, 1994; EMATER,
1991; MACEDO e CHIEA, 1986; REITZ ¢ EDWIN, 1967).

As flores estdo localizadas nas axilas das folhas, sdo pequenas, poligamas, com
calice e corola de constitui¢do tetramera, pedunculadas e com quatro pétalas, sdo
consideradas didicas, com plantas femininas ¢ masculinas separadamente (CASIAN,
2008). O periodo de floragdo ocorre de setembro a dezembro (OLIVA, 2007;
CANSIAN, 2008).

Os frutos consistem numa drupa globosa de 4 a 6 mm de diametro, tetralocular,
de superficie lisa, de cor violacea, quase preta quando madura, com 4 a 5 sementes e
polpa mucilaginosa. Apresenta frutificagdo abundante e a disseminagao ¢ feita por
passaros. No endocarpo (fruto-semente), estd aderida internamente a semente,
tegumento membrandceo, castanho claro, forma variavel, endosperma carnoso; embrido
minusculo apical e rudimentar. O amadurecimento dos frutos ocorre nos meses de
janeiro e marco (OLIVA, 2007; CANSIAN, 2008).

Em relagdo a reprodutividade, a planta pode ser considerada didica, entretanto
apesar de ser encontrado pistilo e estames em todas as flores, os estames sdo estéreis e
nas plantas masculinas o pistilo aborta (BRAGAGNOLO et al., 1980). Neste caso a
unica forma de polinizacdo ¢ a fecundagdo cruzada (ZAMPIER, 2001; FOSSATI,
1997).

1.6. AREAS DE DISTRIBUICAO E PRODUCAO

A erva mate ¢ uma espécie tolerante a sombra, que cresce na Floresta Ombrofila
Mista (floresta com Araucaria), em altitudes de 500 a 1500 m, em clima subtropical,
clima umido, com temperaturas variando entre periodos mais quentes superiores e
inferiores a 22°C, um ecossistema associado a Mata Atlantica, onde pode atingir

densidades de centenas de arvores/ha (MIRANDA ¢ URBAN, 1998).
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A area de ocorréncia natural ¢ de aproximadamente 540 000 Km? entre o Brasil
(Argentina (Corrientes, Misiones), Paraguai (Alto Parana, Amambay, Caaguazu,
Canendiyu, Central, Guaird, Itapua, Misiones, San Pedro) e Uruguai (noroeste), entre as
latitudes 21° S e 30° S e longitudes de 48° 30° W até¢ 56° 10° W (HECK e MEIJIA,
2007).

No Brasil, segundo OLIVEIRA e ROTTA (1985), a erva mate pode chegar a
cobrir uma area de 450. 000 Km? (5% do territorio brasileiro), normalmente encontrado
nos estados: (Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro, Santa Catarina, S0 Paulo). A erva mate é encontrada em solo pobre, ou seja,
baixos niveis de nutrientes, pH baixo e alto teor de aluminio (HECK e MEJIA, 2007).

A erva mate tem um papel importante ndo s6 na cultura social, mas também
econdmica. A industria tem demonstrado interesse na utilizagdo da planta ndo s para
comercializacdo de bebidas, mas também de outros produtos como cosméticos e para
higiene (CANSIAN et al., 2008). Em 1997, dados apresentados no CONGRESSO SUL-
AMERICANO DE ERVA MATE, a produgdo anual mundial de erva mate atingiu 500
mil toneladas, sendo que 260 mil toneladas foram produzidas na Argentina, 180 mil
toneladas no Brasil e apenas 30 mil no Paraguai. No Brasil, por ser atividade econdmica
central no sul do pais, o cultivo da erva mate gera em torno de R$ 150 milhdes aos
produtores, envolvendo 600 empresas e gerando 700 mil empregos com o cultivo da
planta.

Segundo MEDRADO et al. (2002), desde o inicio do plantio da erva mate, a
maneira inadequada de cultivo e colheita (principalmente em &reas nativas), sem
medidas preservacionistas, deram lugar a producdo agricola, provocando uma
diminui¢do gradativa da producdo de erva mate, que em 2004 foi de 246.766 toneladas
segundo IBGE (2005).

Segundo dados do IBGE (2008), a producao anual brasileira de erva mate foi de
206.000 t em 2001, 246.837 toneladas em 2004, e de 233.360 toneladas em 2006. Neste
ultimo ano, a participagdo do Parand foi de 152.971 toneladas, representando cerca de
65 % da produgao nacional, sendo o municipio de Sdo Mateus do Sul o maior produtor

(14 % da producdo nacional).
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1.7. PROCESSAMENTOS DA ERVA MATE

A erva mate ¢ um produto alimentar e faz-se necessdrio alguns cuidados
com a finalidade de evitar qualquer tipo de contaminagdo que possa vir a ocorrer. Deve
ser observado no momento da colheita se as folhas ndo apresentam contaminagdo por
insetos ou se estdo sujas de terra. A higienizacdo do material durante todo o processo de
preparacdo consiste de varias etapas como sapeco, secagem, armazenamento,
peneiramento, e preparacdo do cha mate tostado. A depender do processamento o
rendimento industrial pode variar. Normalmente, apds todas as operagdes de poOs-
colheita a erva mate sofre uma reducdo em seu peso, da ordem de 50 a 60% conforme o
estado de maturacdo das folhas e as condigdes do processo de beneficiamento

(EMBRAPA, 2009).

1.7.1. Chimarrao e Tereré

O processamento da erva mate para chimarrdo consiste basicamente de trés
etapas: sapeco, secagem e cancheamento. O sapeco ¢ realizado junto ao fogo direto e
consiste na passagem rapida dos ramos com folhas sobre as chamas do sapecador. O
equipamento consiste de um cilindro metalico, perfurado e inclinado através do qual a
erva colhida passa recebendo as chamas. Esta etapa tem por funcdo a retirada da
umidade superficial e inativagdo de enzimas (peroxidase e polifenoloxidase) que
causam a oxidag@o do produto (ESMELINDRO et al., 2002). Assim, o sapeco deve ser
realizado logo apds a colheita, no prazo de até 24 h, para evitar a fermentagdo, que ¢
favorecida pela umidade e temperatura, causando a perda da qualidade da erva mate
colhida (MACCARI JUNIOR e SANTOS, 2000).

A temperatura média da erva na entrada do sapecador ¢ de 400°C e na saida
¢ de 65°C. O tempo de residéncia oscila em torno de 8 minutos. Neste processo €
realizada a retirada da umidade superficial (ESMELINDRO, 2002), impedindo que as
folhas se tornem pretas/pardas (oxidadas), mantendo uma colorac¢ao uniforme, de verde-

amarelado a verde-oliva e desprendendo um aroma agradavel. Caso contrario, a
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coloragdo passa a verde-escuro ou preto, com aspecto queimado (BATESTIN e
FINZER, 2003; VALDUGA, 2003).

A etapa de secagem pode ser realizada em dois tipos de secadores
mecanicos - rotativo e de esteira. A principal diferenca entre os dois tipos de secadores
esta relacionada com o contato da matéria-prima com a fumaga durante o processo de
secagem. No secador rotativo, a fumaga entra em contato direto com o produto, € no
secador de esteira, o contato ¢ indireto, causando menores danos a matéria-prima. O
tempo de residéncia e a temperatura média da erva nos secadores dependem das
caracteristicas operacionais de cada um. No secador de esteira, o tempo médio ¢ de 3
horas e a temperatura varia entre 90 e 110°C. No secador rotativo, o produto permanece
em contato direto com a fumaca por aproximadamente 30 minutos. No entanto, a
temperatura ndo apresenta a mesma uniformidade da utilizada no secador de esteira,
sendo que na entrada do secador a temperatura média ¢ de 350°C e na saida, 110°C
(ESMELINDRO, 2002).

O cancheamento ¢ a etapa que consiste na trituragdo da erva-mate, apos o
processo de secagem. E realizada em trituradores ou cancheadores e tem o objetivo de
reduzir o tamanho das folhas e dos ramos secos, que em seguida sdo submetidos ao
soque, através de uma rosca sem fim ou, mecanicamente, por meio de uma bateria de

pildes, até atingir a granulometria desejada (MENDES, 2005).

1.7.2. Mate Tostada - Produto Comercial Mate Leo®

A erva mate padronizada para ser tostada passa por um sistema de forno com
fogo indireto semelhante ao que se usa para torrefagdo de café, para entdo dar origem ao
cha mate tostado. Apos tostado o mate passa por um processo de extragdo, por agua
quente e vapor sob pressdo, em colunas extratoras, onde sdo retirados os sélidos
soluveis. O liquido extraido (extrato) ¢ adogado transformando-se em xarope. O extrato
¢ desidratado em contato com ar quente transformando-se em mate solavel
(EMBRAPA, 2009).

E importante considerar que fatores naturais interferem diretamente nos

componentes fisico-quimicos da erva mate. Também devem ser considerados os
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sistemas de processamento do mate, que além desta interferéncia, ainda determinam a

qualidade do produto e suas caracteristicas organolépticas (ESMELINDRO, 2002).

18.  PROPRIEDADES BIOLOGICAS E COMPOSTOS
QUIMICOS DA ERVA MATE

Em 1944, alguns compostos foram isolados da erva mate entre eles foram
encontrados: celulose, dextrina, glicose, legumina, albumina, cafeina, teofilina,
cafearina, cafamarina, acido matetanico, acido folico, acido caféico, clorofila e
colesterina (VALDUGA, 1995). Outros autores discutem a presenca de flavondides,
terpenodides, metilxantinas, saponinas, taninos, carotenoides, aminodcidos, acidos
graxos, carboidratos, proteinas, glicidios, vitaminas e minerais (ALIKARIDIS, 1987,
FILIP et al., 2001; BRENELLI, 2003; DUCAT e QUINAIA, 2004; REISSMANN e
CARNEIRO, 2004; BORILLE et al., 2005; GNOATTO et al., 2005; BORTOLUZZI,
2006; GNOATTO et al., 2007). A composi¢ao quimica da erva mate e de outras plantas
pode variar consideravelmente. Isto ocorre por que a presenga de compostos quimicos
nas plantas pode ser afetada dependendo de estagio de desenvolvimento da planta, da
época da colheita, das caracteristicas climaticas e das condi¢des do solo (VALDUGA et
al., 1995).

Os beneficios atribuidos ao consumo de erva mate estdo relacionados aos,
metabolitos secundarios produzidos pela planta, que possuem agdo antimicrobiana,
diurética, digestiva, cicatricial e estimulante, cardioprotetora, oxidagdo do LDL in vitro,
antioxidante, efeito protetor a danos induzidos ao DNA in vitro, aterosclerose, efeito
termogénico, melhora tolerancia a glicose, anti-obesidade (FILIP et al., 2000;
GORZALCZANY et al., 2001; VIDOR et al., 2002; GONCALVES et al., 2005;
KOWALCZYK et al., 2006; MARTINS et al., 2008; MIRANDA et al., 2008; ARCARI
etal., 2009; DUTRA et al., 2009).

Com o aumento na incidéncia de doengas infecciosas provocadas por resisténcia
bacteriana,  principalmente  relacionada a  pacientes  hospitalizados e

imunocomprometidos, ¢ de grande importancia e de interesse cientifico a procura de
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novas substancias, que apresentem atividade antimicrobiana, obtidas principalmente de
plantas.

Sendo assim este trabalho teve como intuito avaliar a atividade antimicrobiana
de diferentes extratos obtidos a partir de folhas da erva mate frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, na tentativa de se encontrar substancias capazes de atuarem

como antimicrobiano.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

v Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos, dos residuos aquosos e das
fragdes de acetato de etila das folhas verdes frescas e secas da erva mate e do

peroduto comercial Mate Ledo®™ (llex paraguariensis St. Hil.).

Objetivos especificos

v’ Caracterizar os extratos obtidos a partir da erva mate verde fresca ¢ seca e o

produto comercial Mate Ledo® .

v Avaliar qualitativamente a ag¢do antimicrobiana in vitro dos extratos brutos ¢ dos
residuos aquosos e das fracdes de acetato de etila da erva mate verde fresca e seca, e
do Mate Ledo® frente as bactérias Gram-negativas Salmonella typhimurium,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, e frente as bactérias Gram-positiva, Bacillus cereus, Enterococcus

faeccalis, Staphylococcus aureus, pelo método de difusdao em disco.

v' Determinar quantitativamente a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos
extratos brutos, dos residuos aquosos e das fracdes de acetato de etila frente aos

microrganismos utilizados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e ramos de llex paraguariensis A. St. Hil. foram coletados em area
cultivada no Sitio Olho D"Agua no municipio de Soledade/RS em novembro de 2008,
no periodo da manhd com temperatura de aproximadamente 20°C. Parte do material foi
seco em estufa de ar circulante a temperatura de 30°C durante 15 dias. Outra parte do
material foi utilizada na forma fresca.

O produto comercial de Mate Ledo™ (soluvel) foi gentilmente cedido pela
empresa Ledo Junior S.A.

3.2. PREPARACAO E FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

As folhas verdes e picadas foram maceradas em etanol comercial na propor¢ao
de 1 kg de material vegetal em 10 L de etanol 70%, durante 7 dias. Uma segunda
maceragao foi realizada apods a filtragdo do primeiro macerado. Os dois filtrados foram
reunidos e o etanol foi evaporado em evaporador rotatério. Esse extrato foi denominado

“Extrato bruto folha verde llex fresca hidroetanodlico”.

Um kilo das folhas secas e picadas foram maceradas em 10 L de etanol 70%
durante 7 dias. Uma segunda macera¢do foi realizada apos a filtragdo do primeiro
macerado. Os dois filtrados foram reunidos e o etanol foi evaporado em evaporador

rotatorio. Esse extrato foi denominado “Extrato bruto folha seca llex hidroetandlico”.

As folhas secas e picadas foram maceradas na propor¢do de 1 kg de material
vegetal em 10 L de &gua destilada, durante 8§ horas sob agitagdo. Uma segunda
maceracao foi realizada apos a filtracdo do primeiro macerado. Os dois filtrados foram
reunidos e o extrato foi liofilizado. Esse extrato foi denominado “Extrato bruto folha

seca llex aquoso”.

O extrato denominado Extrato Bruto Mate Ledo® nao foi preparado foi

utilizado o produto comercial.
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3.2.1. Fracionamento dos Compostos Bioativos da Erva Mate

Os residuos aquosos e as fragdes de acetato de etila foram obtidos pelo
método de particionamento com solvente de diferentes polaridades. Utilizou-se 250 mL
da fase aquosa remanescente de cada extrato preparado a partir das folhas verdes frescas
e secas (macerados realizada com alcool ou agua), adicionou-se 1000 mL de agua
destilada e fracionou-se com o solvente acetato de etila (4 x 300 mL) em funil de
separacdo. Para a extracdo do Extrato bruto Mate Ledo® pesou-se 10g de Mate Ledao® e
adicionou-se 1000 mL de agua destilada e fracionou-se com o solvente acetato de etila
(4 x 300 mL) em funil de separagdo. A fragdo acetato de etila foi evaporada em
evaporador rotatorio, e os residuos aquosos tanto das folhas verdes frescas quanto secas
e o produto comercial foram liofilizados, resultando em duas fragcdes para cada extrato
bruto: fracdo acetato e residuo aquoso, obtendo-se 12 fracdes como mostra o

organograma ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Organograma do processo de extragio.
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3.2.2. Caracterizacdo dos Extratos Através de Cromatografia

em Camada Delgada

Os extratos brutos, as fracdes acetato de etila e os residuos aquosos foram
analisados por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando cromatoplacas
Aldrich® (Si gel GFas4) e butanol: 4cido acético: 4gua (4:1:5) como eluente. Como
agente revelador foi empregado reagente natural acido difenilbérico complexado com
etanolamina (98% de pureza, solubilizado em metanol na concentracao de 0,5%) sob luz
visivel e também sob luz UV 365nm. Como substincias de referéncia utilizou-se acido

clorogénico e rutina.

3.2.3. Rendimento dos Extratos

Com as folhas verdes foram obtidos o extrato bruto, residuo aquoso ¢ a
fracdo de acetato de etila (hidroetanolicos), com rendimentos de 3,10 g, 0,674 g, 7,525
g respectivamente. Com as folhas secas foram obtidos o extrato bruto da folha, residuo
aquoso ¢ a fragdo de acetato de etila (hidroetandlicos) com rendimento de 5,451 g,
1,447 g, 4,127 g. Com as folhas secas também foram obtidos extrato bruto, residuo
aquoso, ¢ a fracdo de acetato de etila (aquoso), com rendimento de 1,714g, 0,238 g,
1,237 g. Com o produto comercial de Mate Ledo®, também foram obtidos o extrato

bruto Mate Ledo (5 g), o residuo aquoso (5,104 g), e a fracdo de acetato de etila (3,800
2.
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3.3. MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

As linhagens bacterianas Gram-negativas  Salmonella  typhymurium,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pseudomanas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, e Gram-positivas: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus
faeccalis utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Sao Francisco (USF), campus de Braganca Paulista.

Para o crescimento das cepas, tubos de ensaio contendo 5 mL meio de cultura
TSA (Oxoid) foram preparados e devidamente identificados, em seguida os tubos foram
inclinados e apds a solidificagdo, as cepas foram espalhadas e incubadas em estufa a
37°C por 24h.

O teste de Coloragao de Gram foi realizado com todas as linhagens bacterianas,
para confirmacgao de pureza. As cepas escolhidas sdo padrdes ATCC recomendadas para

testes de susceptibilidade (CLSI, 2003).

Tabela 1 - Linhagens de bactérias Gram-negativas utilizadas para os testes microbiologicos.

Microrganismos ATCC

Enterobacter cloacae 13047

Salmonella typhimurium 133111

Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa 27853
Klebsiella pneumoniae 10031

Escherichia coli 25922
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Tabela 2 - Linhagens de bactérias Gram-positivas utilizadas para os testes microbiol6gicos.

Microrganismos ATCC

. Bacillus cereus 14579
Gram-positivas

Enterococcus faeccalis 2922

Staphyloccocus aureus 6538

3.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.4.1. Preparo dos Indculo

Para o preparo dos indculos foram selecionadas de 3 a 4 coldnias isoladas
em meio de cultura TSA e em seguida foram aplicadas em solugdo salina a 0,85% até
atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland (0,05 mL de
cloreto de bario dihitratado a 1,175% em 9,95 mL de acido sulfirico 1%)

correspondendo aproximadamente 1,5x 10° UFC/mL.

3.4.2.  Difuséo em Disco

Através do método de difusdo em disco € possivel avaliar qualitativamente a
atividade antimicrobiana de compostos em diferentes concentracdes. Para este estudo
foram preparadas diferentes concentragdes do Extrato bruto folha verde llex fresca
hidroetanodlico e Extrato Bruto folha seca llex hidroetandlico, que variaram de 20
mg/mL a 1 mg/mL.

O teste consiste no inoculo bacteriano na superficie de meio de cultura
solido Mueller-Hinton (Oxoid), em placas Petri. Estas placas foram semeadas com
100pul de suspensdo bacteriana preparada conforme descritas acima, espalhadas com

alca de Drigalski. Discos de papel filtro (Cecon) de 6 mm de diametro estéreis foram
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aplicados sobre o meio ja inoculado e em seguida impregnados com 10ul (dgua +
DMSO 2%) da solu¢do de cada composto a ser testado. As placas permaneceram a 37°C
por 24h. Apos este periodo foi realizado a leitura dos resultados. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Os halos ao redor dos discos foram medidos em mm, e foi
considerado como resultado final de cada extrato a média das 3 medidas e como
suscetivel halo igual ou acima de 10 mm de didmetro. Discos também foram

impregnados com DMSO (2%) (Merck-germany) como controle negativo.

3.4.3. Concentracdo  Bactericida Minima (CBM) por

Microdiluicdo

A microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos. Na primeira etapa dos testes
foi realizado o preparo das diluigdes dos compostos a serem avaliados atingindo as
seguintes concentragdes finais: 20 mg/mL; 10 mg/mL; 5 mg/mL, 2,5 mg/mL;
1,25mg/mL; 0,625mg/mL, para tal usou-se agua contendo 2% de DMSO como
solvente. Em seguida foram realizadas dilui¢des em tubos microtubos estéreis pela
adi¢do de quantidade suficiente de caldo Brucella assim como os diferentes volumes dos
compostos avaliados para atingir as concentracdes pré-estabelecidas. Todos os pocos
tiveram seu volume final ajustado para 100 pl.

As suspensoOes bacterianas foram preparadas em solugdo salina e mantidas em
gelo durante todo o procedimento. As mesmas foram ajustadas em escala 0,5 da escala
de Mac-Farland.

A microplaca foi carregada com as diferentes dilui¢des do extrato a ser estudado,
posteriormente foram acrescentados 1ul de cada suspensao bacteriana aos pogos. Apods
este procedimento as placas foram incubadas por 24h a 37°C. Depois deste periodo
foram transferidos 1ul de cada pogo, pelo replicador de steers, para uma placa Petri
preparada com meio de cultura Muelller-Hinton. As placas foram incubadas por 24h a
37°C novamente, ¢ em seguida os resultados foram registrados. Todos testes foram

realizados em duplicata.
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Figura 3 - Placa de CBM indicando crescimento e inibigdo das linhagens bacterianas pelos extratos de
erva mate.

—>» Indica inibi¢do do crescimento bacteriano; —» Indica crescimento bacteriano
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISE CROMATOGRAFICA

Em CCD, a rutina (rf 0,625) quando revelada com reagente natural aparece como
uma mancha amarela em luz visivel. Foi observada a presenca de rutina no Residuo

aquoso do Mate Ledao® (Figura 4).

Figura 4 - Presenca de rutina no residuo aquoso Mate Ledo. 1-Rutina; 2-Extrato bruto Mate Ledo®; 3-
Fragao Acetato Mate Ledo; 4-Residuo aquoso Mate Ledo; 5-Ac. Clorogénico; Reagente natural luz

visivel; BAW 5:1:4. Os circulos indicam a presencga de rutina.

Conforme mostrado na Figura 5, observou-se a presenca de rutina no extrato
bruto folha verde llex fresca hidroetandlico e no extrato bruto folha seca hidroetanoélico.
Também observou-se rutina no residuo aquoso folha verde hidroetanolico, residuo
aquoso folha seca hidroetandlico e residuo aquoso Mate Ledo. A rutina ndo foi
observada em nenhum dos extratos obtidos a partir da folha seca aqusosa ¢ em nenhuma

das fragoes de acetato de etila.
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Figura 5 - CCD — presenga de rutina nos extratos brutos, residuos aquosos.
1-Rutina; 2-Ex. Bruto Folha Seca Hidroetanolico; 3- Fragdo Acetato Folha Seca Hidroetanolico ; 4-
Residuo aquoso Folha Seca Hidroetanolico ; 5- Ex. Bruto Folha Verde Hidroetanolico; 6- Fracdo Acetato
Folha Seca Hidroetanolico; 7- Residuo Aquoso Folha Verde Hidroetanélico; 8- Ex. Bruto Folha Seca
Aquosa; 9-Fragdo Acetato Folha Seca Aquosa; 10- Residuo Aquoso Folha Seca Aquosa; 11-Ac.
Clorogénico; Reagente natural luz visivel ; BAW 5:1:4. Os circulos indicam a presenca de rutina nos

extratos.

J& o 4cido clorogénico (rf 0,604) pode ser identificado quando revelado com
reagente natural e exposto a luz UV 365nm, apresentando fluorescéncia. Este foi
observado em todos os extratos brutos, tanto nos hidroetanolicos quanto nos aquosos
(Figura 5 e 6). O 4acido clorogénico também foi observado nos residuos aquosos de
todos os extratos.

Nas fragdes acetato de etila ndo fol observado acido clorogénico, exceto na
fragio acetato de etila do Mate Ledo® (Figura 6). As demais bandas presentes ainda nio
foram identificadas e quantificadas. Esses resultados serdo confirmados através de

analise quantitativa por HPLC.
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Figura 6 - CCD presenga de acido clorogénico nos extratos brutos, residuos aquosos .
1-Rutina; 2-Ex. Bruto Folha Seca Hidroetanolico; 3- Fragdo Acetato Folha Seca llex Hidroetanolico ; 4-
Residuo aquoso Folha Seca Hidroetanolico ; 5- Ex. Bruto Folha Verde Hidroetanolico; 6- Fragdo Acetato
Folha verde fresca llex Hidroetanolico; 7- Residuo Aquoso Folha Verde Hidroetanolico; 8- Ex. Bruto
Folha Seca Aquosa; 9-Fragdo Acetato Folha Seca Aquosa; 10- Residuo Aquoso Folha Seca Aquosa; 11-
Ac. Clorogénico; Reagente natural luz UV 365 ; BAW 5 :1 4.

Figura 7 - CCD - presenga de acido clorogénico no extrato bruto Mate Ledo, residuo aquoso Mate Ledo
e fracdo de acetato de etila Mate Ledo.
1-Rutina; 2-Mate Ledo®; 3-Fracdo Acetato ML; 4-Residuo aquoso ML; 5-Ac. Clorogénico; Reagente

natural luz UV 365 ; BAW 5:1:4. O circulo indica a presenca de acido clorogénico.
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4.2 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS EXTRATOS

4.2.1 Difusdo em Disco

Para avaliar provavel atividade antimicrobiana dos extratos brutos folha verde
llex hidroetandlico e do extrato bruto folha seca llex hidroetandlico da erva mate, foi
realizado primeiramente o teste qualitativo de difusdo em disco. Nos discos foram
aplicados de 20 mg/ mL a 15mg/ mL; 10 mg/ mL a 5 mg/ mL; 1 mg/mL de cada
composto. Foi considerado como atividade de inibicdo quando a presenca de halos de
inibi¢do iguais ou superiores a que 10 mm, o que ndo foi observado em nenhuma das

linhagens das linhagens estudadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados difusdo em disco medida dos halos em mm.

Microrganismos Extrato bmto folha verde Extrato bmto folha seca llex
Ilex hidroetn. mm hidroetn. mm

Escherichia coli 8 8
Enteroccocus faeccalis 9 8
Staphylococcus aureus 9 9
Bacillus cereus 9 9
Enterobacter cloacae 7 7
Salmonella tiphymurium 7 7
Klebsiella pneumoniae 7 7
Pseudomonas aeruginosa 7 7
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4.2.2 Concentracdo Bactericida Minima

Para determinar a concentracdo bactericida minima dos compostos testados
frente aos microrganismos, foi realizada uma primeira etapa que consiste em diluigdes
dos diferentes compostos obtidos a partir do processo de maceragdo da erva mate verde
fresca, seca e do produto comercializado Mate Ledao®. O intervalo de concentragdes
utilizados para testar os compostos variou de 20 mg/mL a 0,625 mg/mL.

Os resultados obtidos pelo processo de microdiluicdo estdo apresentados nas
Tabelas 3 a 6.

Quando avaliada a CBM realizada com o extrato bruto, residuo aquoso e a frag¢ao
de acetato de etila foram possiveis observar uma diferenca nos valores bactericidas entre
os compostos preparados a partir do produto comercial Mate Ledo®.

Os valores mais significativos observados pela CBM realizada com o produto
comercial Mate Leao® foram obtidos com residuo aquoso e a fragao de acetato de etila,
no valor de 1,25 mg/ML para a bactéria Staphylococcus aureus, ¢ ainda a fracdo
apresentou valor de CBM 0,625 mg/ML contra a bactéria Bacillus cereus.

O extrato bruto Mate Leao® apresentou valores de CBM variando entre 5 a 6
mg/ML. O residuo aquoso aprsentou vsalores da CBM variando entre 6 a 10 mg/ML,
exceto para bactéria Staphylococcus aureus. A fragdo de acetato de etila apresentou
valor de 5 mg/ML exceto para bactéria Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (Tabela
4).
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Tabela 4 - Avaliag¢do da concentragéo bactericida minima (CBM) do extrato bruto, residuo aquoso e da

fracdo de acetato de etila do Mate Ledo®.

Extr. Bruto Mate | Residuo aquoso Mate | Frc¢.(AcOEt) Mate
Ledo mg/ mL Ledo mg/ mL Ledo mg/ mL

Escherichia coli 6 6,0 5
Enterococcus faeccalis 6 10 5
Enterobacter cloacae 5 10 5

Bacillus cereus 5 10 0,625

Staphylococcus aureus 5 1,25 1,25
Salmonella typhimurium 5 10 5
Klebsiella pneumoniae 6 6,0 5
Pseudomonas aeruginosa 6 10 5

Também ocorreram variagdes entre os valores bactericidas encontrados com o
extrato bruto folha verde fresca llex hidroetanodlico, residuo aquoso folha verde fresca
llex hidroetandlico, ¢ com a fracdo de acetato de etila folha verde fresca llex
hidroetandlico.

Conforme a Tabela 5, o residuo aquoso apresentou acdo eficaz contras as
bactérias Gram-positivas Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, e contra a bactéria
Gram-negativa Enterobacter cloacae, com valor do CBM de 5 mg/mL. Este valor
também foi observado para a Bacillus cereus quando testada a atividade da fra¢ao de
acetato de etila e com extrato bruto. Os outros microrganismos apresentaram valores
bactericidas variando entre 6 mg/mL e 10 mg/mL com o extrato bruto. Os valores de
CBM do residuo aquoso também variaram entre 7 ¢ 18 mg/mL. No entanto, a bactéria
Escherichia coli ndo foi inibida nem com a maior concentracdo de 20 mg/mL. Exceto
para a bactéria Bacillus cereus, as demais linhagens apresentaram valores de CBM que

variaram entre 5 a 10 mg/mL.
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Tabela 5 - Avaliagdo da concentra¢do bactericida minima (CBM) do extrato bruto da folha verde fresca
hidroetandlico, residuo aquoso folha verde fresca llex hidroetandlico, e da fragdo de acetato de etila.

Extr. Bruto
folha verde fresca llex

Residuo aquoso folha
verde fresca llex

Fr¢.(AcOEt) folha
verde fresca llex

hidroetn. mg/mL hidroetn. mg/mL mg/mL
Escherichia coli 10 >20 10
Enterococcus faeccalis 10 7 10
Enterobacter cloacae 10 5 10
Bacillus cereus 5 5 5
Staphylococcus aureus 6,0 5 7
Salmonella typhimurium 10 7 5
Klebsiella pneumoniae 10 18 10
Pseudomonas aeruginosa 10 7 10

Os resultados analisados da CBM com o residuo aquoso folha seca llex aquoso

para a bactéria Staphylococcus aureus foi de 1,25 mg/mL e com da fragdo de acetato de

etila da folha seca llex aquosa para as bactérias Bacillus cereus de 1,25 mg/mL. O

extrato bruto apresentou valores de CBM variando entre 12 a 20 mg/mL (Tabela 5).
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Tabela 6 - Avaliacdo da concentragdo bactericida minima (CBM) do extrato bruto da folha seca llex
aquoso, residuo aquoso folha seca llex aquoso, e da fracdo de acetato de etila folha seca llex.

Extr. Bruto folha seca Residuo aquoso Fr¢. (AcOEt) folha

Ilex folha seca llex Verde seca llex

aquoso mg/ml aquoso mg/ml aquosa mg/ml
Escherichia coli 20 20 20
Enterococcus faeccalis 12 20 18

Enterobacter cloacae 12 6,0 20
Bacillus cereus 12 9,0 1,25
Staphylococcus aureus 12 1,25 18
Salmonella typhimurium 14 6,0 20
Klebisiella pneumonae 20 18 20
Pseudomonas
. 10 20 18
aeurginosa

Os resultados para o extrato bruto, residuo aquoso e da fracao de acetato de etila
para folha verde seca llex hidroetandlico estdo representados na Tabela 6, mostraram
uma melhor atividade bactericida com a fra¢do de acetato de etila contra Bacillus cereus
e com o residuo aquoso contra Staphylococcus aureus ambos com valores de CBM de
1,25 mg/mL.

A fragdo de acetato inibiu apenas o crescimento de duas linhagens Bacillus
cereus e Pseudomonas aeruginosa, as demais ndo foram inibidas.

O residuo aquoso ndo inibiu o crescimento das linhagens Gram-negativas
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. As demais bactérias apresentaram valores
variando entre (6 a 18 mg/mL). O extrato bruto apresentou valor de CBM > 20mg/mL
para as bactérias Gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e

Pseudomonas aeruginosa, as demais foram inibidas em 12mg/mL (Tabela 7).
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Tabela 7 - Avaliagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) do extrato bruto da folha seca
hidroetandlico, residuo aquoso folha seca hidroetandlico, ¢ da fragdo de acetato de etila folha seca.

. Fr¢.(AcOEt) Mate
Extr. Bruto folha seca Residuo aquoso Folha seca
llex Hidroetn. mg/mL folha seca llex hid I
- mgim hidroetn mg/mL idroetn. 1lex
mg/mL
Escherichia coli >20 >20 >20
Enterococcus faeccalis 12 12 >20
Enterobacter cloacae 12 6,0 >20
Bacillus cereus 12 9,0 1,25
Staphylococcus.aureus 12 1,25 >20
Salmonella typhimurium 12 12 >20
Klebsiella pneumoniae >20 18 >20
Pseudomonas aeruginosa >20) >20 18
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5.  DISCUSSAO

A introducdo de fitoterapicos na medicina se tornou uma importante opgao para
profissionais da area de satde. Ao contrario do que parece, a fitoterapia ndo tem sido
implantada para substituir medicamentos convencionalmente prescritos, mas para
aumentar as opgdes terapéuticas ofertando medicamentos que apresentem a mesma
qualidade terapéutica, que sejam mais baratos, e que possivelmente ndo tenham contra-
indicagdes como aquelas provocadas pelas medicagdes existentes. Sendo assim, o uso
tradicional das plantas como medicamentos, contribuiram para a intensa investigacao no
qual 6leos essenciais e extratos poderiam ser Uteis em condic¢des terapéuticas especificas
(SIMOES et al., 2007).

Os compostos de plantas bioativos sdo, em sua maioria, produtos de metabolitos
secundarios que sdao produzidos normalmente em resposta a diversos estimulos externos
como competi¢do, mudangas nutricionais e infecg¢des por agressores (STROHL, 2000).
Neste sentido, muitas espécies tém sido utilizadas por apresentarem atividade
antimicrobiana, as quais s3o atribuidas as substincias sintetizadas no metabolismo
secundario (NASCIMENTO et al., 2000).

Os extratos podem ser obtidos de diversas partes das plantas. Visando uma semi-
purificacdo destas substancias, estas sdo submetidos a um processo de particdo liquido-
liquido, com solventes de polaridades crescentes que sdo capazes de extrair variadas
classes de compostos (FILHO e YUNES, 1997). Os compostos isolados de plantas sdo
substancias cuja estrutura quimica, com raras excegoes, apresentam grandes diferengas
estruturais em relagdo aos antibioticos derivados de microrganismos. Sugere-se que
estes agentes antimicrobianos isolados de plantas superiores podem agir como
reguladores do metabolismo intermedidrio, ativando ou bloqueando reagdes
enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimatica seja em nivel nuclear ou
ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas. Entretanto, a grande maioria
das plantas, normalmente empregadas como fitoterdpicos ainda ndo tiveram seus
potenciais terapéuticos comprovados (SINGH e SHUKLA, 1984). Diferentes resultados
com relacdo a agcdo antimicrobiana de extratos frente a diversos microrganismos podem
ser encontrados, uma vez que devem ser levados em consideragdo alguns pontos

importantes tais como: diferentes condigdes ambientais que podem influenciar no
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conteudo final dos metabdlitos secundarios, e as diversas metodologias empregadas
para extragdo e avaliacao do produto natural obtido (FILHO e YUNES, 1997).

Dentre os métodos empregados para separar e caracterizar os constituintes
quimicos de extratos naturais destaca-se a cromatografia em camada delgada (CCD),
que possibilita comparar o conteido de compostos extraidos dos diferentes extratos
(FILHO e YUNES, 1997). Os resultados oriundos das andlises por CCD apresentados
no presente trabalho indicaram a presenca de rutina e 4cido clorogénico. A rutina foi
encontrada tanto nos extratos brutos e residuos aquosos hidroetanélicos e aquosos, com
excegdo do extrato bruto folha seca aquosa e das fragdes de acetato de etila. O acido
clorogénico foi encontrado nos extratos brutos hidroetanolicos e aquosos € também nos
residuos aquosos dos extratos brutos, com exce¢do do residuo aquoso folha seca aquosa.

Embora ndo tenha sido possivel detectar a presenga de rutina e acido clorogénico
em alguns dos extratos brutos, residuos aquosos e nas fragdes de acetato de etila, tais
resultados ndo indicam a auséncia destes. Sabe-se que nas sucessivas etapas de
purificacdo sempre hé grandes perdas das substincias. Tendo em vista que estas
substancias normalmente acham-se em niveis relativamente baixos na planta, a auséncia
destes compostos, nas andlises feita por CCD, poderia ser atribuida a estes fatores.
Adicionalmente, faz-se necessario o uso de outras técnicas de cromatografia para
purificacdo, melhor separagdo e isolamento, quantificacdo precisa de tais substancias.
De modo complementar, GAMBETA, (2008) avaliou a presenca de acidos organicos,
alcaloides terciarios, alcaldides quaternarios, cumarinas volateis, fenois, flavondides,
saponinas, e taninos dos extratos hidroalcoolicos de folha e caule de llex paraguariensis
cultivados ao sol, utilizando metodologias adequadas para andlise de cada um dos
compostos e também por extragdo por fluido supercritico utilizando diéxido de carbono
(CO2) como solvente a fim de obter o maior nimero de constituintes quimicos no
extrato. Os resultados indicaram a presen¢a de acidos organicos, alcaloides terciarios,
flavondides e saponinas no extrato hidroalcoolico de folha cultivado ao sol. No extrato
hidroalcoolico de caule cultivado ao sol, foi constatada a presencga de acidos organicos,
flavonoides, saponinas e taninos. Acidos organicos, alcaldides terciarios e flavonoides
foram verificados no extrato por fluido supercritico de folha cultivada ao sol.

HECK e MEJIA (2007), sugerem que a quantidade de polifendis extraidos do

mate ¢ afetada pelo método de extragdo e o solvente dgua ou solvente organico. Em
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relagdo a presenga de flavonodides, obteve-se indicagdo da presenga desse metabolito no
material resinoso na forma da rutina, confirmando os estudos de BASTOS ¢ TORRES
(2003), MATSUBARA ¢ RODRIGUEZ-AMAYA (2006) ¢ RIBANI ¢ RODRIGUEZ-
AMAYA (2006).

As metilxantinas mais abundantes - cafeina, teobromina e teofilina — sdo
constituintes quimicos importantes de varias bebidas alimenticias e/ou de estimulantes
ndo alcodlicos (café, cha, cola, mate, guarand) consumidas em todo mundo, seja como
preparagdes caseiras ou como produtos industrializados (SIMOES et al., 2001). Os
ensaios fitoquimicos, mostraram a presenca dos metabolitos secundarios metilxantinas
(cafeina, teobromina e teofilina), polifendis, saponinas, flavonoides, alcaldides, taninos
€ aminogrupos, nos extratos aquoso e hidroalcodlico estudados.

O teste de difusdo em disco ¢ estabelecido como padrao pelo NCCLS (National
Committe for Clinical Laboratory Standards) (BARRY ¢ THORNSBERRY, 1991), e
consiste na avaliacao de alguma potencialidade antimicrobiana dos compostos a serem
testados. Neste trabalho foram escolhidas as linhagens Gram-positivas como: Bacillus
cereus, Enteroccocus faeccalis, Staphyloccocus aureus e Gram-negativas como
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa. O método de difusdo em disco ¢ ha muito tempo empregado na
microbiologia apresenta algumas vantagens. A técnica de Difusdo Disco em ¢ répida,
barata e de facil execugdo, e tem a vantagem de fornecer dados qualitativos de atividade
antimicrobiana, que servirdo para a busca de um novo antibidtico funcional (VENZKE
et al., 2008). Entretanto devem ser apontadas algumas desvantagens tais como: a baixa
reprodutibilidade e o aspecto apenas qualitativo dos resultados.

Neste trabalho, os extratos brutos folha verde fresca llex hidroetandlico e extrato
bruto folha seca llex hidroetandlico apresentaram baixo coeficiente de difusdo ao meio.
Nossos dados mostraram que em todas as linhagens padrdes testadas nao houve halo de
inibi¢do igual ou maior que 10 mm. Entretanto, a maior concentracdo de extrato
empregada no presente trabalho, foi de 20 mg/mL, uma vez que em concentragdes mais
altas, as solugdes dos extratos ndo permitiram uma absor¢ao total nos discos.

Embora a difusao em disco seja um método muito utilizado e recomendado para
este tipo de analise, os resultados apresentados por alguns autores sdo discrepantes. Nos

testes realizados por GONCALVES et al. (2005), utilizando extrato hidroalcoolico
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(100mg/mL), a erva mate inibiu o crescimento do Staphylococcus aureus e ndo de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Os resultados
diferem dos encontrados nesse estudo, no qual todas as linhagens tanto Gram-negativas
quanto Gram-positivas se mostraram resistentes aos extratos hidroetandlicos na
concentragdo de 20 mg/mL.

Tendo em vista os resultados obtidos pelo método de difusdo em disco optou-se
em avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos, residuos aquosos e das
fragdes de acetato de etila da erva mate através da concentracao bactericida minima.

Nossos resultados indicam que o extrato bruto folha verde fresca Ilex
hidroetanolicos, os extratos brutos folha verde seca llex hidroetanolico e aquoso
apresentaram atividade antimicrobiana, que pode ser atribuida aos diversos compostos
quimicos presentes nestes extratos, dentre eles a rutina e o acido clorogénico. Observou-
se uma agdo bactericida minima frentes a todas as linhagens bacterianas, com excec¢ao
ao extrato bruto folha seca llex hidroetandlico, que ndo inibiu o crescimento de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

Por outro lado ASSOLINI et al. (2006) mostraram que extratos aquosos de erva
mate ndo apresentaram inibi¢do para Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa e Staphyloccocus aureus. Estes autores demonstraram uma sensivel melhora
na extracdo de compostos antimicrobianos da planta quando o extrato foi preparado com
etanol como solvente. Embora o extrato aquoso ndo tenha demonstrado atividade
antimicrobiana significativa em relacdo ao extrato etandlico, 0 mesmo apresentou uma
quantidade maior de compostos fendlicos totais. De modo complementar DE BIASI et
al. (2007) observaram a resisténcia das bactérias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Proteus mirabilis aos extratos preparados com folhas e ramos com e sem
exposic¢ao ao sol.

A CBM realizada com o residuo aquoso folha verde fresca llex hidroetandlico,
foi mais eficiente frente as bactérias Enterobacter cloacae, Bacillus cereus,
Staphyloccocus aureus, enquanto que o residuo aquoso folha seca llex aquoso ¢ residuo
aquoso folha seca hidroetanolico, foram mais efetivos contra Staphyloccocus aureus.
No entanto, nao foi identificado pela cromatografia, até o momento, o composto que

supostamente teria acdo antimicrobiana.
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Apenas no residuo aquoso do Mate Ledo foi detectado a presenca de rutina e
acido clorogénico. No extrato bruto e na fragao de acetato de etila foi observado apenas
a presenca de dacido clorogénico. No residuo aquoso observou-se uma atividade
bactericida contra as bactérias com Staphyloccocus aureus enquanto na fragdo de
acetato de etila Bacillus cereus foi observada atividade bactericida contra
Staphyloccocus aureus e Bacillus cereus.

As demais fragdes de aceto de etila folha verde fresca llex hidroetanolico e folha
seca llex hidroetandlico apresentaram resultados significativos quanto a atividade
antimicrobiana contra as bactérias Bacillus cereus, mas até o presente momento nao
foram identificados compostos que provavelmente explicassem a atividade
antimicrobiana.

O planejamento de estudos com relagdo a potencialidade terapéutica de plantas
consideradas medicinais na forma de cha e de extratos exige investigagdes minuciosas
em razao as inumeros fatores que comumente dificultam a comprovacdo em modelos
experimentais, além de variarem constantemente em sua composi¢do, muitos compostos
podem agir sinergicamente com outros compostos por estes motivos muitos resultados
ainda sd3o divergentes (CALIXTO, 2003).

Segundo DEANS e RITCHIE (1987); DORMAN e DEANS (2000) a relagao
entre a sensibilidade microbiana a extratos naturais e a estrutura celular bacteriana ainda
ndo estd bem esclarecida, entretanto sugere-se que uma maior eficiéncia inibitdria ou
ndo destes produtos naturais frente a bactérias estaria intimamente associada a
composi¢do dos extratos que interagem com os componentes celulares dos
microrganismos.

De acordo com SRINIVASAN et al. (2001) determinadas substancias ativas
encontradas na llex paraguariensis estdo diretamente relacionadas a atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, pois a parede celular destas bactérias
sdo quimicamente menos complexas do que as das bactérias Gram-negativas.
Entretanto, no presente trabalho os diferentes extratos, residuos aquosos e fragdes de
acetato de etila apresentam acdo bactericida frente aos microrganismos Gram-positivos
e Gram-negativos. Sendo que os resultados mais significativos foram observados contra

as bactérias Gram-negativas.
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Em um trabalho realizado por HONGPATTARAKERE e JONHSON (1999)
indica que os metabdlicos secundarios da erva-mate, como cafeina, triterpenos,
derivados do 4cido clorogénico e entre outros, apresentaram atividade antimicrobiana
tanto para bactérias Gram-positivas como Gram-negativas.

Segundo MASON e WASSERMAN (1987) entre muitos compostos presentes na
erva mate que demonstram atividade antimicrobiana, os compostos fendlicos parecem
inibir a a¢do de enzimas, e ainda sdo toxicas as células bacterianas. Diversos ensaios in
Vivo e in vitro vém comprovando a ampla variedade das atividades biologicas dos
compostos flavonoidicos. Os flavonoides t€ém apresentado efeitos potenciais como
antioxidante, antiinflamatério, analgésico, antialérgico, antitumoral, cicatrizante e
também atividade antimicrobiana (SIMOES et al., 2007).

Sugere-se, pois, que a acdo antimicrobiana dos flavonoides provavelmente esteja
relacionada 4 capacidade de complexar proteinas extracelulares e soliveis, bem como
com estruturas de parede celular bacteriana. Flavonoides mais lipofilicos poderiam atuar
provocando o rompimento das membranas microbianas. Descrever o mecanismo de
acdo para os compostos flavondicos ndo ¢ simples devido as informag¢des muitas vezes
contraditdrias: alguns autores acreditam que flavonoides com poucos grupos hidroxilas
nos seus anéis sdo mais ativos contra microganismos do que aqueles que possuem mais
hidroxilas, o que leva a crer que o alvo ¢ a membrana microbiana, uma vez que se
acredita que os compostos lipofilicos possam romper a estrutura da membrana. No
entanto, outros autores mostram o efeito oposto: quanto maior a hidroxilagdo maior a
atividade (SATO et al., 1961; CHABOT et al., 1992).

Os resultados apresentados para determinagdo da concentragdo bactericida
minima obtidos neste estudo sugerem que os extratos brutos, residuos aquosos e fragdes
de acetato de etila, hidroetandlicos e aquosos de erva mate verde fresca e seca ¢ o
produto comercial Mate Ledo, avaliados frente aos microrganismos Gram-positivos €
Gram-negativos escolhidos para este estudo, possuem potencial antimicrobiano. No
entanto, sdo necessarios estudos complementares para caracterizar as substancias
responsaveis por esta atividade e a realizagdo de testes toxicoldgicos para viabilizar sua
utilizagao.

Os resultados obtidos concordam com a literatura, sugerindo que compostos de

origem natural possam ser utilizados para o desenvolvimento de novos medicamentos,
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principalmente devido a crescente aquisicdo de resisténcia pelas bactérias aos

antimicrobianos tradicionalmente utilizados.
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6. CONCLUSAO

v A caracterizagdo preliminar por cromatografia de camada delgada
realizada com os extratos obtidos com as folhas verdes frescas e secas e produto

comercial de erva mate mostrou a presenc¢a de rutina e acido clorogénico.

v Nao foi possivel avaliar a atividade antimicrobiana de erva mate pelo

método de difusdo em disco.

v Os extratos do produto comercial Mate Ledo® apresentaram atividade
bactericida minima da fragdo de acetato de etila na concentracdo de 0,625 mg/mL contra
a bactéria Bacillus cereus e de 1,25 mg/mL do residuo aquoso e da fracdo de acetato de

etila contra a bactéria Staphylococcus aureus.

v Com a folha verde fresca llex Hidroetandlico, extrato bruto apresentou

valor de CBM de 5 mg/ ML contra a Bacillus cereus).

v O residuo aquoso folha verde fresca llex Hidroetanolico apresentou valor
de CBM de 5 mg/ ML contra as bactérias Enterobacter cloacae, Bacillus cereus e

Staphylococcus aureus.

v A fragdo de acetato de etila apresentou valor de CBM de 5 mg/ ML

contra a bactéria Bacillus cereus).
v O residuo aquoso folha seca llex aquoso apresentou valor de CBM de

1,25 mg/mL para bactéria Staphylococcus aureus e a fragdo de acetato de etila

apresentou valor de 1,25 mg/mL para bactéria Bacillus cereus.
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ABSTRACT

The antibacterial activity of plant extracts obtained from Bixa orellana L.,
Chamomilla recutita L., llex paraguariensis A. St.-Hil., Malva sylvestris L.,
Plantago major L. and Rheum rhaponticum L. has been evaluated against two
reference strains and eleven clinical isolates of Helicobacter pylori. All the plant
species chosen are used in popular Brazilian cuisine and folk medicine in the
treatment of gastrointestinal disorders. Initial screening was made by the disk
diffusion test and then minimum inhibitory concentration was determined by the
agar dilution method. The results presented in this work demonstrated that
among the plant preparations analyzed, B. orellana L., C. recutita L., I.
paraguariensis A. St.-Hil. and M. sylvestris L. were capable of inhibiting the in

vitro growth of H. pylori.

Key words: Helicobacter pylori, antibacterial activity, plant extracts.
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INTRODUCTION

Helicobacter pylori is a Gram-negative spiral-shaped bacterium that was
first isolated by Barry Marshall and J. Robin Warren. Since its discovery in
1983, the microrganism has been associated with the etiopathogenesis of
several diseases of the digestive system, such as gastritis, peptic ulcer disease
and gastric cancer (11). Conventional treatment for eradication therapy of these
infections is mainly based on the use of multiple drugs, such as clarithromycin,
amoxicillin, furazolidone, tetracycline and metronidazole with bismuth or a
proton pump inhibitor (15).

Although the conventional treatment for eradication therapy of H. pylori
allows obtaining high cure rates, eradication failure rate remains of 5-20 %. This
fact may be partially explained by non-compliance in some patients who do not
follow the treatment properly and by the development of resistance to antibiotics
used (10). Therefore, there is a growing need to search new therapeutic agents
that can hopefully eradicate this significant human pathogen and medicinal
plants are a useful source of novel drugs. Several natural products have
demonstrated antibacterial activity against H. pylori (18) and for centuries a
wide variety of plants and substances derived from plants have been used to
treat gastrointestinal disorders (2).

Many plants used in Brazil to treat these infections do not present any
scientific evidence of efficacy. It is interesting to determine whether their
traditional uses are supported by pharmacological effects or merely based on

folklore. Within this context, extracts obtained from Bixa orellana L. (annatto),
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Chamomilla recutita L. (chamomile), llex paraguariensis A. St.-Hil.(roasted and
green yerba maté), Malva sylvestris L. (mallow), Plantago major L. (plantain)
and Rheum rhaponticum L. (rhubarb) - all of which are used in popular Brazilian
cuisine and folk medicine in the treatment of gastrointestinal disorders - were

investigated for their anti-H. pylori activity.

MATERIALS AND METHODS

General

Roots, rhizomes or aerial parts (leaves, stems, seeds, inflorescence) of
the plants Bixa orellana L., Chamomila recutita L., llex paraguariensis A. St.-
Hil., and Plantago major L. were collected in Parana state, Southern region of
Brazil (cities of Morretes, Lapa, Piraguara, and Curitiba respectively) and
identified by Dr. Gerdt Hatschbach from Museu Botanico Municipal da
Prefeitura de Curitiba, Parana (MBM), where the vouchers have been
deposited. The plants Malva sylvestris L. and Rheum rhaponticum L. were
obtained commercially (Flores & Ervas, Piracicaba, SP, Brazil); the voucher
specimens, including identification and classification of plant materials, had
been preserved by the company.

The parts of each plant examined and voucher numbers are shown in

Table 1.
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Extraction of materials

A total of 50g of each plant species was exhaustively extracted with
agueous 96% ethanol (v/v) by maceration at room temperature. The extracts
were obtained after filtration and concentration of the material under reduced
pressure until the final volume of 50 ml.

Stock solutions of the extracts were made with sterile distilled water at
concentration of 100 mg/ml which were used in the disk diffusion test. Another
was made at the same concentration, now with dimethylsulphoxide (DMSO), to
perform the determination of the minimum inhibitory concentration. Final

concentration of DMSO in the culture medium did not exceed 1% (12).

Bacterial strains

A total of eleven clinical isolates of H. pylori obtained from the gastric
mucosa of patients submitted to upper endoscopy and subsequently diagnosed
with gastritis, peptic ulcer disease or gastric cancer were used in the present
study. Clinical isolates were coded with the numbers of access BP-84, BP-667,
BP-660, BH-27, BP-446, BP-650, BP-118, BP-713, BP-132, BP-652 and F-39 in
order to preserve the identity of the patients from whom they were obtained and
were previously approved by the Ethics Committee with the issuing of protocol
number 982.021/2005-01.

Reference strains H. pylori 26695 (23) and J99 (1), that had their
genomes completely sequenced, were tested as control. All the strains were

previously evaluated against clarithromycin, amoxicillin, furazolidone,
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tetracycline and metronidazole, which are antibiotics commonly used in

conventional therapy.

Preparation of bacterial suspensions

An inoculum of each strain used in susceptibility tests was prepared by
transferring fresh colonies of the microrganisms in tubes containing sterile
physiological saline solution and adjusting the turbidity to the 2.0 McFarland
standard (7). This turbidity produces a suspension that corresponds to

approximately 6.0 x 102 CFU/mL of H. pylori.

Disk diffusion test

In the initial phase, the disk diffusion test was used as screening to
analyze the susceptibility of reference strains H. pylori 26695 and J99 against to
different plant extracts. The bacterial suspensions were spread-plated onto
Columbia Agar plates (Oxoid, Basingstoke, UK) supplemented with 10%
defibrinated sheep blood (Newprov, Curitiba, Brazil). Filter paper disks of 6mm
diameter impregnated with 5mg of each extract (50ul of stock solutions) were
placed onto the surface of the inoculated agar. The plates were incubated at
37°C under microaerophilic conditions and observed after 3 to 5 days. The tests
were performed in triplicate and the antimicrobial activity was expressed in
terms of the mean diameter of the inhibition zone around the disks impregnated

with the plant extracts tested, as presented in Table 1.
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Determination of the minimum inhibitory concentration

All the extracts that had produced an inhibition zone greater than 6 mm in
the disk diffusion test were separated to determinate the MIC by the agar
dilution method. In addition to reference strains, 11 clinical H. pylori isolates
were subjected to this test.

The stock solutions made with DMSO were further serially diluted in
distilled sterile water and 1 mL of each dilution was incorporated into 19 mL of
molten Columbia agar (Oxoid, Basingstoke, UK) containing 10% defibrinated
sheep blood (Newprov, Curitiba, Brazil) to be then transferred separately into
Petri dishes. The final concentrations of the extracts in the culture medium
ranged from 5.0 to 0.625 mg/mL.

Bacterial suspensions were prepared as described above, and 1 pL of
each suspension was spotted with a multipoint inoculator onto the surface of the
agar plates containing consecutive dilutions of plant extracts. After that, plates
were incubated at 37°C in a microaerophilic atmosphere for 72 hours and MIC,
which is defined as the lowest concentration of an extract that inhibits the visible
growth of a microrganism, was determined. For clinical isolates, MICs, and
MICyo were determined and defined as the concentrations that inhibited,
respectively, 50 and 90% of the strains evaluated. All tests were conducted in
triplicate, in addition to growth controls with and without DMSO.

[Suggestion for the approximate location of Tablel]
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RESULTS AND DISCUSSION

According to the data reported in Table 1, of all the plant extracts
submitted to the screening test, B. orellana L., C. recutita L., |. paraguariensis
A. St.-Hil. (green and roasted Yerba Maté varieties) and M. sylvestris L.
produced inhibition zone diameters by the disk diffusion test. However, there is
a disadvantage to this method in that it yields only qualitative results. The
absence of objective quantification inherent in the method makes it impossible
to compare the degree of antimicrobial activity of the extracts against the H.
pylori strains investigated (3). For that reason, in the next stage of the study,
MIC values were determined by the agar dilution method. The results obtained
are shown in Table 2.

[Suggestion for the approximate location of Table 2]

The agar dilution test confirmed an anti-H. pylori activity of all the plant
extracts evaluated, with C. recutita L. and |. paraguariensis A. St.-Hil. (green
Yerba Maté variety) showing to be more potent (MICsp: <0.625 mg/ml) than B.
orellana L. (MICso: 1.25 mg/ml), I. paraguariensis A. St.-Hil. (roasted Yerba
Maté variety) (MICso: 1.25 mg/ml) and M. sylvestris L (MICso: >5.0 mg/ml). The
MICgyo values demonstrated that I. paraguariensis A. St.-Hil. was able to inhibit a
higher number of clinical isolates when compared with other extracts, although
the green Yerba Maté variety (MICg: 5.0 mg/ml) was slightly less active than
the roasted variety (MICgo: 2.5 mg/ml).

Previous investigations have demonstrated that I. paraguariensis A. St.-

Hil., widely consumed as part of the usual diet in Brazil in the form of tea
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(roasted yerba maté) and chimarrdo (green yerba maté), presents several
secondary metabolic products that have antimicrobial activity, including phenolic
compounds, triterpenes and flavonoids (21). As for C. recutita L., this plant has
anti-inflammatory and calming properties and is also used to treat gastric colic,
and several forms of gastritis, stomatitis, laryngitis and pharyngitis (17).
Flavonoids - particularly apeginine - and essential oils are among the main
constituents of the plant extract (13).

Research conducted by Stamatis et al. (22) confirmed the anti-H. pylori
activity of C. recutita L. extract. Although, the plant part used to produce the
extract in their work was not specified, which may directly influence the
development of results (5).

B. orellana L. and M. sylvestris L. were other plant extracts evaluated
by the agar dilution method. The first plant - widely used in Brazilian home
cooking - is known to contain an essential oil rich in all-E-geranylgeraniol,
oxygenated monoterpenes and sesquiterpenes (8). The second one is
composed of mucilage, tannins, essential oils and flavonoids (4) reasons why it
is used as anti-inflammatory and support in the treatment of different types of
infections (14).

Moreover, it is important to note that the most active substances found
in the plants screened in these experiments have recognized properties in
gastrointestinal digestive diseases and presented stable activity at acid pH (9).

[Suggestion for the approximate location of Table3]
Increasing antimicrobial resistance is a serious global problem that is

present in this important human pathogen (6). Mendonca et al. reported the
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susceptibility profile involving Brazilian H. pylori strains. Resistance rates were
observed as to metronidazole, amoxicillin and clarithromycin of 42%, 29% and
7% respectively; values of furazolidone (4%) and tetracycline (7%) were also
presented (16).

In this study, for each H. pylori strain evaluated for the antimicrobial
activity of plant extracts, susceptibility to antibiotics used in conventional
therapy, was also characterized as shown in Table 3. These strains presented
different susceptibility profiles and, in some cases, resistance to one or more
antibiotics. Interestingly, the resistant strains evaluated against the different
extracts, demonstrated a similar profile when compared to sensitive ones (Table
2).

In summary, a variety of plant species is capable of synthesizing many
substances which show antibacterial activity. These properties have been
described to extracts of many plants found in Brazilian flora (19,20). However,
as regards the plant extracts included in this work, there are no previous studies
that evaluate the proposed feature, except for C. recutita L. (22). Results
demonstrate that the extracts obtained from plants B. orellana L., C. recutita L.,
I. paraguariensis A. St.-Hil. and M. sylvestris L. were capable of inhibiting the in
vitro growth of H. pylori and could form a promising basis for further

investigation in the discovery of new natural anti-H. pylori compounds.
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Table 1. Analysis of anti-Helicobacter pylori activity of plant extracts by disk diffusion test.

Mean of inhibition zone *

(mm)

. : H. pylori H. pylori
Species (voucher numbers) Family Plant part used 399 26695
Bixa orellana L. Bixaceae Seed 7 10
(MBM 212752)

Chamomilla recutita L. Asteraceae Inflorescence 10 11
(MBM 189637)

llex paraguariensis A. St.-Hil. Aquifoliaceae green leaves 9 10
(MBM 113738)

llex paraguariensis A. St.-Hil. Aquifoliaceae roasted leaves 9 9

(MBM 113738)

Malva sylvestris L. Malvaceae inflorescence and leaves 10 8

(Flores & Ervas)

Plantago major L. Plantaginaceae above-ground parts <6 <6
(MBM 243458)

Rheum rhaponticum L. Polygonaceae Root <6 <6

(Flores & Ervas)

*Final concentration of each extract = 5 mg/disk



Table 2. MIC (mg/mL) values of plant extracts against clinical isolates and reference strains of Helicobacter pylori.

Plant extracts
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H. pylori strains [0} O = & - = E =

H. pylori 26695 <0.625 <0.625 <0.625 <0.625 <0.625

H. pylori J99 <0.625 <0.625 <0.625 2.5 1.25
BP-84 >5.0 >5.0 5.0 1.25 >5.0
BP-667 >5.0 >5.0 5.0 5.0 >5.0
BP-660 >5.0 >5.0 5.0 1.25 >5.0
BH-27 1.25 <0.625 <0.625 <0.625 >5.0
BP-446 1.25 <0.625 <0.625 2.5 >5.0
BP-650 >5.0 >5.0 5.0 <0.625 >5.0
BP-118 <0.625 < 0.625 <0.625 <0.625 0.625

BP-713 >5.0 <0.625 2.5 5.0 2.5

BP-132 >5.0 <0.625 <0.625 2.5 5.0

BP-652 <0.625 <0.625 <0.625 2.5 2.5
F-39 1.25 <0.625 <0.625 <0.625 >5.0
MICso 1.25 <0.625 <0.625 1.25 >5.0
MICgo >5.0 >5.0 5.0 2.5 >5.0
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Table 3. Susceptibility test of Helicobacter pylori reference strains and clinical

isolates.
Antibiotics

Strains Cla Am Fu Tet Met
26695 s™ S S S S
J99* S S S S S
BP-84 S R™ S S S
BP-667 S S R S S
BP-660 S S S S S
BH-27 S R S S S
BP-446 R S S S R
BP-650 S S S S S
BP-118 S R S R S
BP-713 S S S S S
BP-132 S R S S S
BP-652 S S S S S
F-39 S S S S S

Cla - Clarithromycin, Am - Amoxicillin, Fu - Furazolidone, Tet - Tetracycline, Met — Metronidazole

* Reference strains, ™ Susceptibility, ***Resistance.
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