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RESUMO
JUSTIFICATIVA E OBIJETIVO: A llex paraguariensis St. Hilaire € conhecida

popularmente como mate ou erva-mate, consumida popularmente no sul do Brasil,
Paraguai e Argentina. Estudos tém evidenciado atividades bioativas da llex
paraguariensis, como a atividade antioxidante, antinflamatoria, diurética, digestiva,
cicatricial e estimulante, conferindo um potencial terapéutico a mesma. Tais atividades
bioativas da llex paraguariensis podem estar relacionadas com os compostos presentes
na planta. Como exemplo a presenca de polifendis, flavonoides, xantinas, aminoacidos,
vitaminas e minerais. Devido as informacgBes contraditorias sobre os compostos das
plantas que contribuem para a atividade antimicrobiana, o presente trabalho teve por
objetivo determinar o potencial antimicrobiano dos extratos hexanico, metandlico e
aquoso de llex paraguariensis, frente as bactérias gram-positivas e gram-negativas.
METODOLOGIA: Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada a técnica de
microdiluicdo em caldo, frente as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 12598),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442). RESULTADOS: A atividade antimicrobiana
de llex paraguariensis foi demonstrada pelo extrato hexanico e aquoso nos quais
apresentaram atividade antimicrobiana frente a todos os microrganismos estudados.
Sendo que, a melhor inibicdo para o extrato aquoso CMI = 25 pg/mL foi frente ao
Staphylococcus aureus, enguanto para o extrato hexanico a CMI 100 pg/mL para a
Acinetobacter baumannii. CONCLUSAQ: Portanto, a llex paraguariensis é uma fonte
de pesquisa para novos agentes antimicrobianos naturais. Estes extratos sdo possiveis
candidatos cuja atividade antimicrobiana podera contribuir para o tratamento de doengas
infecciosas causadas tanto por bactérias gram-positivas quanto negativas.
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INTRODUCAO

A llex paraguariensis A. St. - Hil (Aquifoleaceae) € uma espécie vegetal e suas
folhas secas e moidas séo utilizadas no preparo de uma bebida peculiar, consumida por
parte da populacdo da América do Sul®. Nos paises onde é consumida recebe diferentes
denominagdes, sendo “chimarrdao” no Sul do Brasil, “mate” na Argentina e Uruguai e
“tereré” no Paraguai’. Mais recentemente, esta crescendo em popularidade nos Estados
Unidos como um ingrediente alimentar ou em suplementos alimentares®*.

Alguns estudos indicam que os derivados de llex paraguariensis possuem
diversas propriedades benéficas, tais como atividade antioxidante, antitumoral,
diurética, digestiva, cicatricial e estimulante, conferindo um grande potencial
terapéutico a mesma°. Estas bioatividades estdo relacionadas com a presenca de
diferentes classes de compostos fendlicos, principalmente, acido galico, acido siringico,
4cido cafeico, feralico e p-cumarico, quercetina, rutina e metilxantinas®.

A pesquisa com substancias naturais, como as plantas, tem se tornado um
indicativo medicinal, isto devido as propriedades farmacologicas ja relatadas, como
atividades antioxidante, antitumoral, antiinflamatéria e antimicrobiana’™®. O uso
medicinal das plantas pode ser explicado devido a diversidade dos compostos e a
estrutura complexa das plantas que podem agir em sinergismo com outras substancias™®.
Em particular, as plantas demonstram a vantagem de mimetizar os efeitos secundarios
associadas ao tratamento de antimicrobianos convencionais'-%,

O sucesso do uso de qualquer agente terapéutico € comprometido com o
desenvolvimento de resisténcia do agente ao composto a partir do momento no qual é
empregado. Isto se aplica para agentes utilizados no tratamento de infeccdes
bacterianas, fungicas, parasitarias, virais e para o tratamento de doencas crénicas como
o cancer e diabetes®.

No caso especifico de agentes antimicrobianos, esta situacdo tem sido agravada
por um aumento do desenvolvimento de resisténcia por diferentes microrganismos,
incluindo bactérias e parasitas, e o custo elevado de agentes antimicrobianos!*. O
aumento da prevaléncia das bactérias multirresistentes e com dose dependente dos
antibidticos denota a situagdo direta de morbidade e mortalidade. Logo, se busca novas
estratégias de combate a infeccdo'®. O desenvolvimento de novos farmacos, eficientes e

de baixo custo é, portanto, de grande importancia.



Nos ultimos anos, poucos estudos tém sido realizados a fim de evidenciar a
relagdo do potencial antimicrobiano de llex paraguariensis com 0s espectros de
bactérias gram-positivas e gram-negativas**’. Existem informacOes contraditdrias
sobre quais 0s compostos das plantas podem contribuir para a atividade antimicrobiana e,
se estes compostos, podem ter efeito bactericida ou sinérgico quando utilizados em
combinagéo®,

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato de llex paraguariensis frente a quatro bactérias de interesse

clinico.

METODOS

Caracterizacdo e preparo da amostra

A llex paraguariensis foi adquirida localmente a partir do comércio da cidade de
Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. Os extratos foram obtidos por banho de
ultrassom usando o modelo Ultronique Q3.0/40A em frequéncia de 40 Khz, por 20
minutos. Apds, a filtragem dos extratos foi realizada utilizando papel filtro 12,5 pum.

Os extratos foram evaporados por liofilizacdo a vacuo (SPD1010-115 speed vac
® Thermo savant) em frequéncia 50/60Hz e mantidos sob refrigeracdo. Para os ensaios,

os extratos foram dissolvidos em DMSO 10mg/mL — 200ug/mL.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para o estudo foram avaliados os extratos de llex paraguariensis através do
método de microdiluicdo em caldo de acordo com CLSI (2012), conforme descrito:
foram adicionados 50uL de caldo Muller Hinton e 50uL de cada extrato de llex
paraguariensis, realizada a microdiluicdo 1:2 de maneira a testar 0s extratos nas
concentragfes de 200 a 0,390 pg/mL. Apos foram adicionados 50uL de in6culo de
Staphylococcus aureus (ATCC 00022), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Acinetobacter baumannii (ATCC 19606).

A placa foi incubada por 24 horas a 37°C. Além disso, foram adicionados
controles de esterilidade do meio e dos extratos e de viabilidade bacteriana. Apds o

periodo de incubagdo foi adicionado 30uL de resazurina 0,02% e realizada a leitura a



600nm. A Concentracdo Inibitéria Minima (CMI) foi definida como sendo a menor
concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano. Além disso, foi
definida o 1C 90% (concentracéo inibitdria de 90% da populacéo bacteriana).

RESULTADOS

Neste estudo, foram testados os extratos hexanico, metanolico e aquoso de llex
paraguariensis, sendo que apenas 0s extratos hexanico e aquoso foram ativos com CMI
entre 25ug/mL e 200pg/mL, respectivamente, para todas as espécies bacterianas
avaliadas.

O presente estudo de atividade antimicrobiana in vitro demonstrou que 0s
extratos inibiram o crescimento de bactérias gram-positiva e gram-negativas. Sendo
que, 0 extrato que apresentou melhor inibicdo para as cepas estudadas foi o extrato
aquoso (CMI 25ug/mL).

O extrato aquoso de llex paraguariensis apresentou melhor atividade
antimicrobiana frente a S. aureus (IC90%= 18,532jug/mL) quando comparada com as
demais espécies bacterianas avaliadas, cujo 1C90% foi de 151,09, 82,70 e 34,40 para K.
pneumoniae, A. baumanni e P. aeruginosa, respectivamente.

J& o extrato hexanico frente a A. baumanni apresentou a melhor 1C90%
(99,60ug/mL) quando comparada com K. pneumoniae (166,72 pg/mL), P. aeruginosa
(125.68ug/mL) e S. aureus (105,30ug/mL).

Tabela 1. Concentragdo minima inibitéria das bactérias gram-positiva e gram-negativa pelos
tratamentos dos extratos de llex paraguariensis.

Cepas Extratos (CMI
Hg/mL)

Hexanico Metandlico Aquoso
Staphylococcus 200ug/mL 200pug/mL 25ug/mL
aureus
Klebsiella 200pg/mL 200ug/mL 200pg/mL
pneumoniae
Acinetobacter 100ug/mL 200ug/mL 50pg/mL
baumannii
Pseudomonas 200pg/mL 200pg/mL 100pg/mL

aeruginosa




DISCUSSAO

A familia Aquifoliaceae abrange mais de 400 espécies do género llex, algumas
destas j& foram relatadas na literatura demonstrando atividade antimicrobiana frente a
diversas bactérias gram-positivas e gram-negativas. A Quercus ilex encontrada
peculiarmente no Marmara, Egeu e Turquia apresentou atividade antimicrobiana contra
sete cepas diferentes com CMI entre 125-500 pg/mL*%0, llex integra, distribuida a
beira-mar em todo o Japdo, Taiwan e China, demonstrou atividade antimicrobiana
significativa contra bactérias e fungos filamentosos?, ja as llex latifolia e llex
Kudingcha, tradicional em diferentes areas da China, foram caracterizadas com
atividade antimicrobiana devido aos seus compostos bioativos acidos fenodlicos,
flavonoides e os 6leos essenciais presente na mesma??2,

Os extratos de llex paraguariensis demonstram diferentes atividades inibitorias
para 0s microrganismos estudados, o que pode ser atribuido a variacdo da composicao
quimica de cada extrato. Os estudos divergem sobre quais compostos podem contribuir
para a atividade antimicrobiana e se, estes compostos, podem ter efeitos aditivos ou
sinérgicos quando utilizados em combinacdo. Os principais compostos encontrados nos
extratos de llex paraguariensis que podem contribuir para sua atividade antimicrobiana
incluem o &cido caféico, cafeina, acido clorogénico, kaempferol, quercetina, acido
quinico, rutina e teobromina*2*,

A acdo antimicrobiana contra bactérias gram-positivas pode ser compreendida
por estas apresentarem parede celular quimicamente menos complexa, com menor teor
lipidico e auséncia de membrana celular externa em comparagéo as gram-negativas®-2,
Porém, Haraguchi et al. (1999) sugerem que o0s triterpenos encontrados nas plantas do
género llex geram mudanca na permeabilidade da membrana, resultando na alteracdo da
membrana lipidica do microrganismo, sendo essa a razao da atividade antimicrobiana.

Diante dos resultados obtidos pelo presente trabalho, o qual evidenciou agédo
antimicrobiana dos extratos hexano e aquoso de llex paraguariensis frente a bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus, pode-se inferir que ambos 0s extratos,
possivelmente, expressem capacidade de inibir outros microrganismos gram-positivos
assim como a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus do presente estudo.

O estudo realizado por Rempe et al. (2015) corrobora com estes achados
demonstrando acdo antimicrobiana do extrato aquoso de llex paraguariensis frente a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Assim como Martin et al. (2013) com

diferentes extratos das folhas de llex paraguariensis (metandlico e etandlico). E,



Girolometto et al. (2009) evidenciam a mesma associacdo com 0s extratos etandlico e
hidroalcodlico de llex paraguariensis.

Alguns autores relatam que bactérias gram-negativas sdo menos suscetiveis a
acdo antimicrobiana®®3°, porém o presente estudo encontrou tal atividade contra as
bactérias Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii.
Isto pode ser explicado devido aos polifendis encontrados no extrato hexanico de llex
paraguariensis (em média uma quantidade de 92 mg), tais como o &acido caféico e
clorogénico que agem, principalmente, contra bactérias gram-negativas rompendo a
membrana celular dessas bactérias®. Além de outros numerosos fitoquimicos ativos
identificados no extrato aquoso de llex paraguariensis, entre eles, as xantinas (cafeina e
teobromina), os flavondides (quercetina e kampferol), aminoacidos, minerais (P, Fe, e
Ca), e vitaminas (C, B1 e B2)3>%,

N&o ha consenso na literatura com relacdo a atividade antimicrobiana da llex
paraguariensis e as bactérias gram-negativas. Porém, o presente trabalho encontrou
atividade antimicrobiana dos extratos hexanico e aquoso de llex paraguariensis, nos
quais demonstraram inibicdo para todas as bactérias gram-negativas Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae.

Alguns autores relatam a associagio da atividade antimicrobiana com diferentes
extratos de llex paraguariensis frente bactérias gram-negativas. Em estudo De Biasi et
al. (2009) evidenciaram atividade antimicrobiana com extrato hidroalcodlico de llex
paraguariensis frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa (CMI = 100mg/mL),
resultado igual ao do presente trabalho (CMI = 100mg/mL). Os achados demonstrados
por Carelli et al. (2011) divergem, parcialmente, do presente trabalho, pois descrevem
atividade antimicrobiana da bactéria Pseudomonas aeruginosa (CMI = 100mg/mL),
porém ndo encontraram atividade frente a cepa Acinetobacter baumannii enquanto 0s
extratos hexano (CMI = 100mg/mL) e aquoso (CMI = 50mg/mL) de Ilex
paraguariensis apresentam inibicdo para ambas bactérias do presente estudo.
Bittencourt-Junior et al. (2012) reportaram ndo haver atividade inibitéria do extrato
hidroalcodlico de llex paraguariensis frente a bactéria Klebsiella pneumoniae,
divergindo do identificado pelos extratos hexano (CMI = 200mg/mL) e aquoso (CMI =
200mg/mL) neste trabalho.

A utilizacdo da llex paraguariensis como um antimicrobiano & um conceito
relativamente novo® e ainda ndo foi completamente estudado e analisado. Portanto, os

achados do presente estudo reforcam a importancia da llex paraguariensis como uma



fonte promissora de pesquisa para novos agentes antimicrobianos naturais. Isto,
principalmente com relagdo ao extrato hexanico de llex paraguariensis, devido a
escassez de estudos na literatura com esse tipo de extrato, e também devido a elevada
atividade antimicrobiana encontrada no mesmo. Estes extratos sdo possiveis candidatos
cuja atividade antimicrobiana poderd contribuir para o tratamento de doencas

infecciosas causadas tanto por bactérias gram-positivas quanto negativas.
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