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RESUMO 

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, família Hypericaceae, conhecida popularmente como 

“lacre" tem sido alvo de estudos de bioprospecção devido suas propriedades antioxidante, 

antimicrobiana e anti-inflamatória. Este estudo avaliou o efeito antibacteriano do extrato 

hidroetanólico das folhas de V. guianensis (EHVG) contra Escherichia coli in vitro e  in vivo. 

A ação antimicrobiana in vitro foi avaliada pelo ensaio de microdiluição em caldo, para 

determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima 

(CBM) sobre amostras padrão de Escherichia coli (ATCC 25923), clínica (E. coli 31218) e 

enteropatogênica (E. coli EPEC 2348/69). Foi avaliado o efeito do extrato sobre os fatores de 

virulência como adesão e formação de biofilmes. Nos ensaios in vivo as larvas de T. molitor 

foram utilizadas para padronizar o inóculo letal ao serem infectadas com concentrações 

bacterianas que variaram de 101 e 109 UFC/µL. Para avaliar o efeito do EHVG na infecção letal 

por E. coli (105 CFU/µL) as larvas foram divididas em seis grupos (n=10 larvas/grupo): Sham- 

sem infecção ou tratamento, e cinco grupos infectados (E. coli 105 UFC/µL) e tratados por via 

intracelômica (ic – 10 µL) da seguinte forma: Controle: recebeu PBS; MERO: tratado com 

Meropenem (0,625 µg/mL); EHVG½ - tratado com o extrato na concentração correspondente 

a metade do valor de CIM (62,5 µg/mL); EHGV- tratado com a concentração correspondente 

ao valor da CIM (125 µg/mL) e EHGV2 - tratado com a concentração de 2x CIM (250 μg/mL).  

A amostra padrão foi a mais sensível ao tratamento com EHVG (CIM de 125 µg/mL) enquanto 

as demais culturas apresentaram CIM variando entre 500 µg/mL (EPEC 2348/69) e 1000 

µg/mL (E. coli -31218). A CBM foi semelhante para todas as amostras (1000 µg/mL) e a razão 

entre CBM/CIM indicou ação bactericida para o extrato. O EHVG reduziu a biomassa e a 

viabilidade quanto a adesão, biofilmes pré-formado e biofilmes formado para todas as amostras 

bacterianas testadas,. Nos ensaios in vivo o EHVG prolongou a vida das larvas de T. molitor 

infectadas letalmente com E. coli, sendo que melhor resultado ocorreu no grupo tratado com a 

maior dose (EHVG2). Concluímos que o tratamento com EHVG é capaz de aumentar sobrevida 

das larvas letalmente infectadas devido sua ação bactericida e sua capacidade de inibir os 

fatores de virulência em diferentes amostras de E. coli. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Tenebrio molitor; Antibacteriano; Biofilme; Adesão; Fatores de 

virulência, E. coli enteropatogênica.



 

ABSTRACT 

 

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, from the Hypericaceae family and popularly known as 

"lacre," has been the focus of bioprospecting studies due to its antioxidant, antimicrobial, and 

anti-inflammatory properties. This study investigated the antibacterial activity of Vismia 

guianensis leaf extract (EHVG) against Escherichia coli both in vitro and in vivo. The in vitro 

evaluation determined the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 

concentration (MBC) against a standard strain of Escherichia coli (ATCC 25923), a clinical 

isolate (E. coli 31218), and an enteropathogenic strain (EPEC 2348/69). Additionally, the 

impact of EHVG on virulence factors, including adhesion and biofilm formation, was assessed. 

In vivo experiments used T. molitor larvae to standardize the lethal inoculum, exposing them 

to E. coli concentrations ranging from 10110^1 to 10910^9 CFU/mL. To investigate the effects 

of EHVG on lethally infected larvae, the larvae were divided into six groups (n=10 per group): 

Sham – without infection or treatment, and five infected groups treated via intracelomic 

injection (ic – 10 µL) as follows: Control – received PBS; MERO – treated with Meropenem 

(0.625 µg/mL); EHVG½ – treated with half the MIC value (62.5 µg/mL); EHVG – treated with 

the MIC concentration (125 µg/mL), and EHVG2 – treated with twice the MIC concentration 

(250 µg/mL). The standard strain E. coli ATCC 25922 showed the highest sensitivity to EHVG 

(MIC of 125 µg/mL), while other strains exhibited MIC values ranging from 500 µg/mL (EPEC 

2348/69) to 1000 µg/mL (E. coli 31218). MBC values were consistent across all tested strains 

(1000 µg/mL), and the MBC/MIC ratio indicated bactericidal activity. EHVG effectively 

reduced biomass and viability, impacting adhesion, preformed biofilms, and formed biofilms. 

In vivo, EHVG treatment prolonged the survival of T. molitor larvae lethally infected with E. 

coli, with the most significant effect observed at the highest dose (EHVG2). In conclusion, 

EHVG enhances the survival of lethally infected larvae due to its bactericidal properties and 

the inhibitory effects on virulence factors in various E. coli strains. 

 

Keywords: Tenebrio molitor; Antibacterial; Biofilm; Adhesion; virulence factors; 

enteropathogenic E. coli. 
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1. INTRODUÇÃO 

As infecções bacterianas são distúrbios patológicos causados pela ação de 

microrganismos que invadem os tecidos, levando ao desequilíbrio da homeostase, o que pode 

resultar em elevadas taxas de morbidade e mortalidade (Pinheiro, et al., 2021). Nos últimos 

anos, o controle das infecções tem sido considerado um grande desafio para os sistemas de 

saúde mundiais, devido ao aumento de cepas multirresistentes. Esse aumento da resistência 

tem resultado na busca contínua por novos compostos com ação antibacteriana e antifúngica, 

capazes de controlar a proliferação desses microrganismos (Sousa et al., 2017; Fontenele, et 

al., 2023). 

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, anaeróbica fermentativa, mesófila e 

neutrofílica. Tem o formato de bacilo, podendo apresentar fímbrias na sua superfície, para 

facilitar a sua adesão. As bactérias dessa espécie podem se movimentar por flagelos e se 

organizam em colônias de tamanho médio, com aparência opaca e coloração acinzentada. Tem 

como habitat natural o intestino de animais vertebrados e invertebrados. Se tornam patogênicas 

ao ocasionarem infecções graves, sobretudo em organismos imunossuprimidos, crianças e 

idosos (Iamada, 2017; Boue et al., 2019). 

E. coli é considerada um dos principais microrganismos nas infecções de                                   

propagação hídrica em humanos. É a espécie de bactéria mais frequente na maioria dos casos 

de infecções urinárias, gastrointestinais, cutâneas, endodônticas, endocardites, pielonefrites. 

Além disso, está associada aos casos de bacteremia, meningite infantil e à sepse, sobretudo em 

pacientes imunossuprimidos (Anes et al., 2015, Andrade et al., 2021). Assim, as infecções 

ocasionadas por E. coli são, ainda hoje, um grande desafio para saúde pública (Caldorin, et al., 

2013; Fontenele, et al., 2023). 

No decorrer dos anos, E. coli desenvolveu resistência aos vários antimicrobianos, 

utilizados em larga escala na área da saúde, incluindo as tetraciclinas, estreptomicina e 

ampicilina (Korb et al., 2013; Toledo et al., 2015; Poirel et al., 2018; Fontenele, et al., 2023). 

Essa resistência está associada aos vários fatores de virulência, incluindo adesão e formação de 

biofilme. Além disso, essas bactérias comensais são consideradas oportunistas de grande 

relevância epidemiológica, principalmente pela alta incidência entre os pacientes internados 

em unidades hospitalares (Reis et al., 2018; Pontinen et al., 2021). Assim, há uma busca 

constante por alternativas terapêuticas capazes de controlar essas infecções, pois elas 

apresentam grande potencial de se tornarem letais, sobretudo as causadas pelas linhagens 

multirresistentes (Alzamora et al., 2019). 
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Nesse contexto, as plantas são importantes alvos na bioprospecção de novas drogas com 

ação antimicrobiana e entre elas, destaca-se a espécie Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, 

pertencente à família Hypericaceae. Essa espécie vegetal, popularmente conhecida como lacre, 

é frequentemente encontrada em vários estados do Brasil, sobretudo no Maranhão, onde 

apresenta ampla distribuição (Dias-Filho, 1995; Santos; Machado, 1998; Camelo et al., 2011). 

Popularmente, as folhas de V. guianensis são usadas para tratar infecções fúngicas e bacterianas 

complicações da coluna vertebral, rins, bem como para atenuar dores (Lins et. al., 2016).  

Em 2012, Silvestre et al., mostraram que o óleo essencial das folhas foi efetivo com 

agente antimicrobiano para bactérias Gram-positivas, especialmente para aquelas do gênero 

Staphylococcus. A avaliação dos extratos obtidos das folhas de V. guianensis identificou a 

presença de antraquinonas, flavonoides, xantonas e benzofenonas entre outros compostos que 

foram associados a ação antimicrobiana (Camelo et al., 2011; Rodrigues, 2013) e antifúngica 

para Candida spp. (Costa, 2017; Motta et al., 2022; Muniz, 2022; Costa et al., 2025). 

Entretanto, somente Oliveira (2009) demonstrou que o extrato hidroetanólico das folhas de V. 

guianensis inibiu o crescimento de E. coli in vitro (CIM 12,5 mg/mL), além de apresentar 

atividade para outras bactérias como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Bacillus 

subtilis, sugerindo que ainda são escassos os estudos acerca da ação antibacteriana do extrato 

das folhas de V. guianensis sobre nos fatores de virulência de E. coli. 

Com base nessas considerações o presente estudo investigou o efeito antibacteriano do 

extrato V. guianensis na infecção letal ocasionada por Escherichia coli em larvas de Tenebrio 

molitor, visando contribuir com dados pré-clínicos que possam direcionar a elaboração de 

formulações com atividade antibiótica nas infecções ocasionadas por bactérias dessa espécie. 

Assim, a hipótese norteadora do estudo foi que a ação antimicrobiana de V. guianensis pode 

controlar a infecção letal ocasionada por E. coli. 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Infecções bacterianas 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) destaca que bactérias responsáveis por 

infecções comuns, em diferentes sistemas do organismo, têm apresentado uma crescente 

resistência aos antibióticos disponíveis no mercado, sendo que no Brasil esses percentuais 

chegam a atingir 14% dos pacientes internados (Lima et al., 2015; Rodrigues, et al., 2018). 

As bactérias são encontradas em uma ampla variedade de habitats ecológicos em nosso 

planeta e tem a capacidade de responder aos estímulos químicos, térmicos e mecânicos. São 

microrganismos unicelulares e procarióticos que apresentam nucleoides (cadeia circular de 
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DNA sem núcleo definido). Esses microrganismos têm a capacidade de causar uma variedade 

de infecções, pois podem infectar seus hospedeiros usando diversas vias, incluindo o trato 

gastrointestinal (Persat et al., 2015). 

As infecções bacterianas são patologias associadas às altas taxas de internação 

hospitalar, especialmente, quando causadas por bactérias com elevado potencial de colonização 

e resistência aos antibióticos disponíveis no mercado. Cerca de 90% das infecções bacterianas 

oportunistas são ocasionadas por E. coli, sobretudo em pacientes com imunossupressão ou 

alterações no funcionamento do sistema imunológico, crianças e idosos (Blount, 2015; Furlan, 

2021). As infecções por E. coli alteram o equilíbrio do organismo e podem levar à morte 

(Hartmann et al, 2018; Coelho et al., 2021).  

 

2.2 Escherichia coli 

Escherichia coli, família Enterobacteriaceae, é um bacilo Gram-negativo, anaeróbico, 

amplamente distribuído. É o principal microrganismo anaeróbio facultativo do intestino grosso 

de seres humanos e em outros mamíferos de homeotérmicos. Grande parte das cepas de E. coli 

raramente causam doenças em indivíduos saudáveis, mesmo sendo abundantes na região do 

cólon. Entretanto, há também diversas cepas de E. coli que são patogênicas (Gomes, et al., 

2016; Asgari et al, 2023). 

Os fatores de virulência presentes em E. coli incluem adesão, formação de biofilme e 

produção de adesinas, que são moléculas essenciais para a colonização e formação do biofilme, 

classificadas em fímbrias do tipo 1, P e S, proteínas transportadoras e adesinas Afa/Dr. Além 

disso, essas bactérias apresentam antígenos capsulares ácido-polissacarídeos (K), ação 

inibidora sobre a fagocitose e sistemas de captação de ferro, que permitem o armazenamento 

de ferro necessário à sua proliferação (Poirel et al., 2018). Durante a infecção, E. coli secreta 

toxinas (α-hemolisina e fator necrosante citotóxico do tipo 1), que destroem as células dos 

hospedeiros e propiciam sua multiplicação. As toxinas de E. coli participam também da 

instalação e evolução dos biofilmes, tornando os resistentes aos antibióticos convencionais e à 

resposta imune dos hospedeiros (De Souza et al., 2018; Guerra et al., 2019).   
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Figura 1. (A) Estrutura celular de E. coli; (B) Micrografias de varredura de E. coli (REL606), 

com uma morfologia típica em bastonete E. coli O119: (C) E. coli enteropatogênica HND 

A111, (Blount, 2015; Bombardi, 2017). 

 

A resistência de E. coli aos antibióticos é crescente e preocupante, pois representa um 

desafio significativo para a saúde mundial. Essa resistência está relacionada ao aparecimento 

de novas mutações genéticas espontâneas ou devido a aquisição de genes de resistência via 

transferência horizontal de genes (HGT - horizontal gene transfer), por conjugação, 

transformação e transdução (Blount, et al.,2015; Poirel, et al., 2018). Esses mecanismos 

conferem à E. coli uma gama de estratégias para resistir a diversas classes de antibióticos 

disponíveis no mercado.  

Entre os principais fatores de virulência há também a produção de enzimas como as β-

lactamases, que inativam a ação dos antibióticos β-lactâmicos, bloqueando sua ação. Há, ainda, 

as β-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e as carbapenemases capazes de tornarem as 

bactérias resistentes aos antibióticos de amplo espectro. Outros mecanismos de virulência 

incluem as enzimas DNA girase e topoisomerase IV que modificam os alvos moleculares dos 

antibióticos, sobretudo dos pertencentes a classe das fluoroquinolonas, tornando as bactérias 

menos sensíveis a ação dessas drogas. Além disso, E. coli pode desenvolver bombas de efluxo, 

que expulsam o antibiótico do interior das suas células, reduzindo a eficácia dessas drogas 

(Poirel, et al., 2018; Ferreira et. al., 2014).  

Existem seis categorias patogênicas de E. coli que causam infecção intestinal em 

homens e animais, classificadas como E. coli diarreiogênicas. Essas variantes são diferenciadas 

pela presença de fatores de virulência como adesinas fimbriais e afimbriais, toxinas e invasinas, 

e classificadas em: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 

enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa 

(EAEC) e E. coli de adesão difusa (DAEC) (Figura 2). 

 

 

A B C
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Figura 2. Variantes patogênicas de Escherichia coli considerando as colônias. E. coli 

enteropatogênica (EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC) – Subgrupo das STEC, E. coli 

enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC). 

 

 

2.2.1 E. coli enteropatogênica (EPEC) 

A EPEC foi a primeira variante de E. coli a ser descoberta e, ainda hoje, é considerada 

a mais versátil entre as categorias diarreiogênicas. Está, intrinsecamente, associada aos surtos 

de diarreia em berçários e creches, além de ser uma das principais causas de diarreia em 

lactentes e em crianças menores de 5 anos de idade, sobretudo, em países em desenvolvimento 

(Pakbin et al., 2021). 

As EPEC podem ser classificadas em duas subcategorias típica (EPEC-t) e atípica 

(EPEC-a). As EPEC-t apresentam o gene eae (EPEC attaching and effacing) e o plasmídio 

EAF (EPEC adherence factor). Além disso, para cada uma dessas subcategorias há sorotipos 

(Ochoa; Contreras, 2011). As EPEC-a apresentam o gene eae, porém são desprovidas do 

plasmídio EAF. A interação entre EPEC e as células do hospedeiro podem ocorrer por 

mecanismos que incluem aderência localizada; aderência mediada pelas fímbrias BFP (bundle-

forming pilus) e aderência codificada pelo gene plasmidial. Adicionalmente, há os sinais de 

transdução e a aderência promovida pela intimina (gene eae) (Nataro, Kaper 1998). 

O subgrupo das EPEC abriga bactérias enterovirulentas, que apresentam forte tropismo 

por enterócitos e por causarem lesões conhecidas como A/E (attaching and effacing – Ligação 

e apagamento). Esse mecanismo de inativação dos enterócitos envolve genes localizados na 

região LEE (locus of enterocyte effacement), considerada uma ilha de patogenicidade, onde 

também são encontrados os genes ler (regulador transcricional), esp (proteínas do sistema de 

secreção do tipo III), tir (translocated intimin receptor - receptor de intimina) e o gene eae (E. 

coli attachment-effacement - adesina intimina). A região LEE também codifica o Sistema de 
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Secreção do tipo III, responsável pela injeção intramolecular proteínas que estão associadas às 

lesões intestinais mais severas (Tapader et al., 2019). Assim, a infecção por EPEC causa um 

aplainamento das vilosidades intestinais dos hospedeiros, o que resulta em má absorção dos 

nutrientes da dieta humana. 

O diagnóstico da EPEC é realizado por coprocultura e testes complementares incluindo 

sorotipagem, ensaio de aderência e técnicas de biologia molecular visando a identificação e 

subclassificação dessas bactérias (Köhler; Dobrindt, 2011). 

O aumento de microrganismos multirresistentes têm sido associado ao uso 

indiscriminado e inadequado de antibióticos, em seres humanos e animais e na produção de 

alimentos, pois cria uma pressão seletiva favorável ao surgimento de cepas resistentes. Assim, 

a capacidade adaptativa de E. coli não apenas se beneficia dessas condições gerando 

resistência, como também favorece a disseminação da resistência para outras bactérias, 

ampliando o problema devido ao contexto interespécies (Bezerra et. al,. 2017; Kant, et al., 

2013). Além disso, fatores de virulência como adesão e formação de biofilme são importantes 

na resistência e permanência das infecções por E. coli (Manitz et al., 2014; Gauthier et al., 

2018). 

 

2.2 Biofilmes bacterianos 

Os biofilmes são frequentemente vistos com grande preocupação no ambiente clínico, 

devido à capacidade fisiológica das células microbianas encapsuladas serem resistentes aos 

antibióticos disponíveis no mercado (Vyas, et al., 2022). Essa estrutura é comumente 

encontrada em dispositivos médicos como implantes e cateteres, assim como em superfícies 

do trato respiratório e dentes, por isso, é também considerada como uma das principais causas 

de disseminação das infecções. Evidências estimam que aproximadamente 65% de todas as 

infecções bacterianas estão relacionadas à formação de biofilmes (Gloag et al., 2020; 

Subramanian, et al., 2020).  

As células presentes nos biofilmes podem exibir fenótipos temporários de resistência 

aos antimicrobianos comerciais, o que permite que sobrevivam ao tratamento com múltiplos 

fármacos. Por isso, é importante desenvolver novas drogas que ajudem a combater ou inibir o 

crescimento dos biofilmes reduzindo a proliferação de bactérias patogénicas (Amato et al., 

2014; Gollan et al., 2019; Abrantes et al., 2022).  

A adesão das bactérias na forma planctônica em determinada superfície ocorre por meio 

de proteínas de ligação. Uma vez aderidas, essas bactérias proliferam e produzem uma 

substância polissacarídea extracelular, que funciona como uma membrana protetora do 
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conglomerado. Após a organização estrutural do biofilme e maturação, pequenas porções desse 

biofilme maduro são dispersas para colonização de outros substratos (Figura 3) (Sauer et al., 

2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Etapas de formação do biofilme. Adaptado de Guzmán-Soto et al., 2021. 

 

2.3 Bioprospecção de produtos naturais com ação antibacteriana 

As infecções resistentes, ou seja, as que não respondem aos antibióticos disponíveis no 

mercado, resultam em cerca de 700 mil mortes anuais em todo o mundo, com cerca de 35 mil 

dos casos registrados nos Estados Unidos e aproximadamente 23 mil no Brasil. Essa questão 

tem despertado o interesse e a necessidade de abordagens terapêuticas mais eficientes por parte 

de entidades como a Organização Mundial da Saúde (OMS) e a Organização das Nações 

Unidas (ONU) (Marmitt et al., 2015; Xavier, 2015; Oliveira et al., 2020; Oliveira; Silveira, 

2021). Assim, algumas espécies vegetais são consideradas como alternativas viáveis no 

tratamento de doenças infecciosas, devido as suas propriedades terapêuticas no tratamento de 

infecções ocasionadas por microrganismos resistentes (Amparo, et al., 2018).  

A vasta diversidade vegetal no Brasil o torna um país com grande potencial para a 

geração de conhecimento e desenvolvimento de produtos a partir de produtos da sua 

biodiversidade. A riqueza da biodiversidade enseja também em grande número de estudos 

sobre etnobotânica e na produção crescente de fitoterápicos, cosméticos e alimentos funcionais. 

Importa mencionar que  cerca de 1/3 dos medicamentos são fabricados a partir de metabólitos 

secundários oriundos de espécies vegetais, considerando a multiplicidade de atividades que 

apresentam (Pironon et al., 2024). Nesse contexto, V. guianensis surge como espécie 

promissora como alvo de bioprospecção.  
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2.4 Vismia guianensis 

Vismia guianensis (Aubl.) é uma árvore nativa do Brasil, conhecida popularmente como 

"lacre". Essa espécie tem várias sinonímias, entre as quais se incluem: Hypericum guianense 

Aubl.; Vismia acuminata (Lam.) Pers.; Vismia ferruginea Kunth; Vismia reichardtiana 

(Kuntze) Ewan; Vismia caparosa Kunth.   

A espécie vegetal V.guianensis tem ocorrência confirmada em vários estados brasileiros 

incluindo Acre, Amazonas, Amapá, Pará, Rondônia, Roraima, Tocantins, Alagoas, Bahia, 

Ceará, Maranhão, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, Sergipe, Goiás, Mato 

Grosso e Espírito Santo, indicando que essa espécie é capaz de se adaptar a diferentes domínios 

Fitogeográficos incluindo floresta Amazônica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica (Figura 4) 

(Reflora 2025). Também já foi identificada em outros países da América do Sul incluindo 

Colômbia, Venezuela, Guianas e Brasil.  

A Tabela 1 mostra a hierarquia taxonômica V. guianensis (Tala et al, 2013 Reflora, 

2025). 

Divisão: Angiospermas 

Família: Cluseaceae 

Subfamília: Hypericoideae, 

Tribo: Vismieae 

Gênero: Vismia 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Distribuição da Vismia guianensis no Brasil (Reflora, 2025). 
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As características botânicas classificam V. guianensis como uma espécie arbustiva e 

lenhosa, de porte pequeno, que pode medir de 2 a 5m de altura. Suas folhas são pecioladas, 

elíptica ou lanceoladas, com coloração ferrugem na parte abaxial e cor verde na parte axial. As 

flores dispostas em panículas terminais. Os frutos são bagas contendo sementes pequenas e 

secas, com cor marrom arroxeada quando jovens e verdes quando maduros (Figura 5) (Dias-

Filho, 1995; Santos; Machado, 1998; Camelo et al., 2011, Barbosa et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Aspecto macroscópico das folhas (A) panículas terminais com flores (B); flores 

(C) e frutos (D) de Vismia guianensis. 

 

Dados etnobotânicos mostram que as folhas são utilizadas no tratamento de doenças 

de pele, como herpes, dermatite, hanseníase, sífilis, sarna, eczemas, pano branco (Pitiriase 

 
 

D 

C 
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versicolor) e impinges (Tinea corporea) e dermatoses (Kerharo, 1986). Há também 

informações quanto ao uso no tratamento de dores nos rins, na coluna e outros locais (Silvestre, 

2012; Rodrigues, 2013; Costa, 2017). Além disso, apresenta propriedades laxantes antipiréticas 

e antirreumáticas (Lorenzi; Matos, 2002). As folhas são utilizadas como tônico num distrito da 

Serra Leoa (Macfoy; Sama, 1983) 

A avaliação química das partes aéreas de V.guianensis identificou a presença de 

metabólitos secundários, tais como: antraquinonas, xantonas, flavonoides e benzofenonas. 

Além disso, foram descobertos outros compostos com potencial farmacológico, como vismiona 

D e ferruginina, que exibem propriedades imunossupressoras (Guerra, 1997); antioxidantes e 

antibacterianas (Lins et. al., 2016; Oliveira, et al., 2017) e antifúngicas para Candida in vitro e 

in vivo, devido a ação fungicida e inibição dos principais fatores de virulência (Motta et al., 

2022; Costa et al., 2025) Além disso, o extrato aquoso dos frutos e sementes apresenta ação 

antitumoral, pois foi letal para células de um tipo de adenocarcinoma de cólon (Suffredini et 

al., 2007) e atividade antibiótica para Staphylococcus aureus (Camelo et al 2011). 

. 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito antibacteriano do extrato das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) 

Choisy para Escherichia coli in vitro e in vivo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Caracterizar quimicamente o extrato das folhas de Vismia guianensis. 

• Investigar o efeito do extrato sobre diferentes amostras de E. coli in vitro 

• Avaliar in vitro os efeitos do extrato sobre a adesão e a formação de biofilmes 

• Avaliar o efeito do extrato na infecção letal ocasionada por E. coli em larvas de 

Tenebrio molitor.  

 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Obtenção do extrato das folhas de V. guianensis e caracterização química 

 O material botânico foi coletado em São Luís – MA, no Campus da Universidade 

Federal do Maranhão, no mês de agosto de 2023. A planta foi identificada no Herbário do 

Maranhão pelo botânico Dr. Eduardo Bezerra de Almeida Junior, onde se encontra catalogada 
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conforme exsicata nº 11.078. O estudo está registrado no SisGen NºAFE7A08, conforme a 

Legislação Brasileira (Lei Nº 13.123/15). 

 Para a preparação do extrato as folhas foram secas e trituradas, em moinho elétrico. O 

pó obtido foi utilizado para obtenção do extrato, por maceração em etanol: água, por sete dias, 

sob o abrigo da luz, considerando o hidromódulo, 1:10. Após uma semana de maceração, o 

material foi submetido a rotaevaporação e, em seguida, liofilizado. O material resultante foi 

mantido sobre refrigeração até a utilização nos ensaios (Motta et al., 2022). 

A identificação dos constituintes químicos do extrato foi realizada usando o sistema de 

HPLC (Shimadzu Corp., Japão), com detector UV-VIS (SPA- 10a) e coluna 150 μm x 4,6 μm 

(Luna 5μm c18 100 a). Os dados obtidos foram processados com auxílio do software LC 

solution (Shimadzu Corp., Japão) (Medeiros et al. 2019). Além disso, foi aplicada a análise de 

infusão direta em fluxo (FIA-ESI-IT-MSN) usando 10 mg do extrato dissolvidos em 1 mL de 

MEOH: H2O (1:1, v/v). 

 

4.2 Avaliação in vitro da atividade antimicrobiana do extrato de Vismia guianensis 

 

4.2.1 Microrganismos 

 Amostras padrão de Escherichia coli (ATCC 25922), clínica E. coli (31218) e EPEC 

(2348/69), foram fornecidas pelo Núcleo de Imunologia Básica e Aplicada (NIBA), sob a 

curadoria do Prof. Dr. Valério Monteiro Neto, da Universidade Federal do Maranhão. As 

bactérias foram reativadas em caldo Mueller Hinton a 37 °C, por 24 horas, para os testes de 

avaliação antimicrobiana.  

 

 4.2.2 Determinação de Concentração Inibitória Mínima – CIM 

 O ensaio foi realizado pelo método de microdiluição em placas estéreis, de 96 poços, 

de fundo plano, segundo as normas M7-A6 para testes em bactérias (CLSI, 2020). As amostras 

de E. coli foram reativadas em caldo BHI, semeadas em Ágar Muller Hinton (AMH - Merck, 

Brasil) e incubadas à 37˚C, por 24 horas. Após esse período as amostras foram ressuspensas 

em solução salina e o inóculo foi ajustado segundo escala de McFarland para 0,5 (1,5 × 108 

UFC/mL). A suspensão resultante foi homogeneizada (Vortex®) durante 15 segundos e a 

densidade celular ajustada para a concentração de 108 UFC/mL, por espectrofotometria 

(absorbância de 530nm). 

 Para a determinação do CIM os isolados bacterianos em caldo Muller Hinton (10 μL) 

foram adicionados às placas contendo diferentes concentrações do EHVG (1000 – 0,98 µg 
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/mL), ou do antibiótico Meropenem (MERO 1000 – 0,98 µg/mL). Como o DMSO 

(Dimetilsulfóxido 2% em solução salina - Sigma-Aldrich) foi usado para aumentar a 

solubilidade do extrato bruto, também o utilizamos como controle negativo, e para testar a 

esterilidade do meio de cultura. As placas foram mantidas a 37°C, por 24 horas e em seguida 

foi realizada a leitura a partir da determinação da absorbância (600 nm). A CIM foi considerada 

como a menor concentração capaz de inibir o crescimento microbiano. O ensaio foi realizado 

em triplicata (Algaffar et al., 2023). 

 

4.2.3 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

A CBM foi determinada a partir dos resultados da CIM, em placa de Petri contendo 

AMH. Foram transferidas 10 μL de cada uma das amostras utilizadas para determinar o CIM e 

placas foram incubadas à 37ºC por 24 horas. A determinação da CBM, considerando as 

concentrações que inibiram completamente o crescimento bacteriano. Amostras com mais de 

três Unidades Formadoras de Colônia (UFC) foram consideradas não inibitórias (Xavier et al., 

2023). O PBE (percentual de eficiência bacteriostática, %) foi obtida a partir da seguinte 

equação: PBE = 100/MIC (Siddiqui et al., 2013). 

 

4.2.4 Erradicação de biofilme pré-formado e formado 

A avaliação da erradicação dos biofilmes pré-formado e formado de E. coli (ATCC 

29922) e E. coli EPEC (2348/69) foi avaliada conforme descrito por Monteiro-Neto et al., 

2020, considerando a determinação da biomassa usando cristal violeta (CV), a viabilidade 

celular dos biofilmes determinada por MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-

2H-tetrazólio). Em resumo, os biofilmes foram preparados e tratados com as concentrações ½, 

¼, 2x e 4x CIM do EHVG e MERO. Após o período de incubação, o sobrenadante dos poços 

foi removido e o produto remanescente foi lavado, suavemente, por duas vezes, com PBS. Em 

seguida, foi adicionado 100 µL do CMH em cada poço, e as placas foram adicionadas de MTT 

(50 µL/poço). A leitura foi realizada após incubação de 2 horas, a 37°C. 

Para determinação da biomassa as placas foram lavadas, o sobrenadante retirado e cada 

um dos poços foi adicionado de metanol (200 µL/poço). Após 15 minutos as placas foram 

invertidas para secar e adicionadas de Cristal Violeta (100 µL a 5%) por 10 minutos. Ao final 

o cristal violeta foi descartado e os cristais remanescentes foram dissolvidos com metanol P.A 

(200 µL /poço) e a absorbância determinada a 570 nm. 

4.3 Ensaios in vivo em larvas de Tenebrio molitor 

4.3.1 Avaliação da toxicidade aguda  
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 Para esse ensaio foram utilizadas 150 larvas de T. molitor. As larvas foram pesadas e 

divididas em 10 grupos (n=15/grupo), para depois serem tratadas. Os tratamentos ocorreram 

por injeção intracelômica (5µL), no 4º septo, localizado entre o 4º e 5º metâmero, sentido 

posterior-anterior, com auxílio de uma microseringa (Hamilton Gastigh, USA). Este local foi 

utilizado como padrão em todos tratamentos das larvas de T. molitor (Costa et al., 2025). Os 

grupos utilizados para determinação da toxicidade receberam diferentes doses do EHVG, como 

mostra a tabela 2. 

 

 Tabela 2. Grupos experimentais de larvas de Tenebrio molitor para determinação da 

toxicidade do extrato das folhas de V. guianensis. 

 

Grupos* Tratamento 

Limpo  Sem tratamento 

Controle  PBS 

EHVG1 1mg/kg de EHGV 

EHVG5  5mg/kg de EHGV 

EHVG50  50mg/kg de EHGV 

EHVG100 100mg/kg de EHGV 

EHVG500 500mg/kg de EHGV 

(*) n= 15 animais/grupo 

 

4.3.2 Padronização de inóculo letal de Escherichia coli  

Para a preparação dos inóculos, a amostra bacteriana foi cultivada em Agar Mueller 

Hinton por 24 horas, antes do experimento. No ensaio foram utilizados inóculos bacterianos 

que variaram de 101 a 109 UFC/µL.  Cada um dos grupos foi formado por 10 larvas, infectadas 

por via intracelômica (ic. - 5µL) e monitoradas por 7 dias, para determinar a sobrevida. 

(Mcgonigle et al., 2016). 

 

4.3.3 Infecção letal de T. molitor 

 Para avaliar efeito do EHVG na infecção letal as larvas foram distribuídas nos seguintes 

grupos, considerando a concentração do extrato com base na CIM:  

Tabela 3: Grupos experimentais de larvas de T. molitor infectadas letalmente por E. coli. 

 

GRUPOS  TRATAMENTO (10L/ic) 
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Controle PBS 

MERO Meropenem na concentração de 0,625 µg/mL 

EHVG1/2  Extrato na concentração 62,5 µg /mL (1/2 CIM) 

EHVGC Extrato na concentração de 125 µg /mL (CIM) 

EHVG2 Extrato na concentração de 250 µg /mL (2x CIM) 

  

As larvas foram paralisadas por resfriamento com gelo e receberam 5µL do inóculo 

(3,0×105 UFC/µL) Escherichia coli, via intracelômica (ic). O tratamento com EHVG ocorreu 

logo em seguida, utilizando a mesma via, no quarto metâmero, na porção ventral. Após o 

tratamento as larvas foram transferidas para placas de Petri, contendo ração padronizada e 

foram incubadas ao abrigo da luz. A sobrevivência foi monitorada diariamente, durante 7 dias, 

para avaliação da sobrevida das larvas.  

 

4.3.4 Quantificação das Unidades Formadoras de Colônias (CFU) em larvas de Tenebrio 

molitor infectadas letalmente por Escherichia coli. 

Para a realização da quantificação da carga bacteriana foi utilizado o protocolo adaptado 

de McGonigle et al., (2016). As larvas (n=10 larvas/ grupo) foram infectadas com 5 µL/ic do 

inóculo de E. coli  (3.0 × 105 UFC/mL) e foram eutanasiadas nos tempos de 6h, 12h. O ensaio 

foi realizado em quadriplicada. Para contagem de CFU as larvas foram trituradas PBS estéril 

(5mL) e a solução resultante diluída serialmente em concentrações entre 101 a 104. Em seguida, 

as amostras (100 µL) com as diferentes diluições foram transferidas para placas de Petri 

contendo meio Ágar Muller-Hinton, e distribuídas com o auxílio de um espalhador de células. 

O número de CFU foi quantificado após incubação por 24 horas, a 37°C. 

 

4.4 Análise estatística:  

Os resultados foram analisados pelo teste t de Student ou por análise de variância 

(ANOVA), conforme o caso, seguida do teste de comparações múltiplas (Newman- Keuls) 

(Sokal; Rohlf, 1996). As diferenças foram consideradas significativas quando p≤0,05. 
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5. RESULTADOS  

5.1 Análise química dos extratos por HPLC-UV/Vis e FIA-ESI-IT-MSn do EHVG 

 A Figura 6 mostra o perfil cromatográfico do EHVG, usando o hidromódulo de 1:10. 

Foram identificados 8 picos correspondentes aos percentuais de metabólitos secundários 

presentes no extrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Cromatograma do extrato hidroalcoólico das folhas de Vismia guianensis, (HPLC-

UV/Vis e FIA-ESI-IT-MSn) mostrando a presença de 8 picos do percentual presente no 

extrato. 

 

A Figura 7 mostra o espectro do full scan, do extrato hidroalcóolico de V. guianensis, 

hidromódulo 1:10, para a identificação dos compostos químicos. Foi possível identificar 14 

compostos, apresentados na Tabela 4, tendo a presença dos marcadores majoritários desses 

metabólitos, antraquinonas, flavonoides e a vismiona D. 

Figura 7. Espectro de primeira ordem para a análise por injeção direta em fluxo (FIA-ESI-

ITMS) obtidos em modo negativo para o EHVG ( )fragmentos dos constituintes químicos 

identificados. 
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Tabela 4: Compostos presentes no extrato de Vismia guianensis 

 

 

 

A Figura 8 mostra as estruturas das substâncias identificadas no extrato das folhas de 

V. guianensis, conforme espectro da Figura 7 e tabela 4. Importante notar as estruturas da 

Vismiona D, da Antraquinona F e do Kaempferol, importantes marcadores do gênero Vismia. 
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1 191  173, 111, 85 Ácido quínico 
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3 447  429, 357 Isorientina 

4 289  - Catequina 

5 447  429, 301, 269, 229 Orientina 

6 431  285, 163 Kaempferol-o-ramnosídeo 

7 731  285, 255 Kaempferol galactodídeo-ramnosídeo 
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Figura 8. Estruturas químicas de compostos identificados de Vismia guianensis.  

 

5.2 Avaliação da toxicidade em larvas de Tenebrio molitor  

 

O teste de toxidade em T. molitor com o EHVG nas concentrações de 1; 5 e 50mg/kg, 

mostrou que nenhum dos tratamentos foi tóxico para as larvas, pois todas permaneceram vivas 

até o final do período de observação que durou 7 dias (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Avaliação de toxicidade aguda por sobrevida durante 7 dias após tratamento com 

diferentes concentrações Vismia guianensis. 

 

Grupos Vivos ( N°) Mortos ( N°) Sobrevida (%) 

Limpo  15 0 100 

Controle  15 0 100 

EHVG1 15 0 100 

EHVG5  15 0 100 

EHVG50  15 0 100 

 

5.3 O tratamento com EHVG inibiu o crescimento de E. coli in vitro. 

Os efeitos inibitórios do EHVG contra E. coli estão descritos na Tabela 6. Os valores 

de CIM variaram entre 125 a 1000 µg/mL, dependendo da amostra de E. coli, sendo a maior 

inibição ocorreu para amostra padrão (ATCC 25922) seguida da EPEC (2348/69). Ao que tudo 

indica o extrato foi pouco efetivo em inibir o crescimento das culturas da amostra clínica de E. 

coli (31218), considerando que os valores da CIM foram superiores a 1000 µg/mL Já os valores 

de CBM foram semelhantes (1000 µg/mL) para todas as amostras de E. coli avaliadas, sendo 
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que foram pelo menos 4x maiores para E. coli ATCC25922 e 2 x maiores para EPEC, indicando 

maior eficácia como agente bactericida, para essas duas amostras bacterianas.  

 

Tabela 6: Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

do Extrato de hidroetanólico de Vismia guianensis (EHVG) em culturas de cepas de E. coli.  

 

CIM: Concentração inibitória mínima; 

CBM: concentração bactericida mínima 

PBE: percentual de eficiência bacteriostática (100/MIC) 

 

  

E. coli 

(𝟏𝟎8 UFC/mL) 

EHVG (µg/mL) 
PBE (%) 

Meropenem (µg/mL) 

CIM CBM CIM CBM 

ATCC25922. 125 1000 0,8 0,625 125 

Clínica (31218) >1000 1000 0,1 0,313 0,625 

EPEC (2348/69) 500 1000 0,2 0,625 2,5 
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 5.4 O tratamento com o EHVG reduziu adesão de E. coli considerando a viabilidade e a 

biomassa bacteriana 

O tratamento com diferentes concentrações do EHVG (0,15 e 62,5 µg/mL) inibiu a 

adesão das amostras testadas considerando a biomassa (Figuras 9. A, B e C) e a viabilidade 

(Figuras 9 D, E e F), especialmente com as maiores concentrações. Os resultados são 

semelhantes aos obtidos com Meropenem, guardadas as devidas proporções, pois as 

concentrações do antibiótico foram muito menores do que as do extrato em todas as avaliações.  
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Figura 9. Atividade do EHVG na adesão de amostras de E. coli padrão (ATCC 25922), E. coli 

EPEC (2348/69) clínica (31218) avaliadas quanto a biomassa (A,B,C) e a viabilidade (D,E,F) 

em culturas bacterianas tratadas com concentrações sub-inibitórias correspondentes aos valores 

de ¼ (31,25 e 250 µg/mL) e ½ (62,50 e 500 µg/mL) da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

do extrato. Os grupos tratados com EHVG foram comparados aos tratados com Meropenem 

(MERO) e aos não tratados (Controle). Os resultados correspondem à média ± desvio padrão 

de amostras testadas em quintuplicata (*) p ≤ 0,05 em comparação ao controle não tratado.  
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5.5 O tratamento com EHVG inibiu a formação dos biofilmes pré-formados e formados 

de amostras padrão de E. coli e de EPEC (2348/69). 

O tratamento com diferentes concentrações do EHVG inibiu os biofilmes pré-formados 

de E. coli e EPEC, quando avaliamos a biomassa (Figuras 10A e 10B) e a viabilidade (Figuras 

10C e 10D), independente da concentração de extrato utilizada em concentrações subinibitorias 

correspondentes aos valores de ¼ e ½ da CIM. Nesse ensaio o Meropenem foi utilizado como 

antibiótico (MERO) e as culturas não tratadas como controle. 
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Figura 10. O tratamento com EHVG in vitro inibe o biofilme pré-formado de amostras padrão 

de E. coli, ATCC25922 (A e C) e EPEC2348/69 (B e D), utilizado nas concentrações 

correspondentes ½ ou ¼ CIM, quando avaliamos a biomassa (A e B) e a viabilidade (C e D) 

do. Os grupos tratados com o extrato foram comparados ao grupo controle, sem tratamento e 

ao grupo tratado com o antibiótico Meropenem (MERO). Os resultados correspondem a média 

± desvio padrão. (*) p<0,05 em relação ao controle. 
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        A Figura 11 mostra que o tratamento com EHVG inibiu a formação do biofilme maduro 

ou formado, ao avaliamos a biomassa (Figuras 11A e 11B) ou a viabilidade (Figuras 11C e 

11D) com resultados semelhantes ao Meropenem (MERO), se não considerarmos as diferenças 

entre as doses.  
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Figura 11. Inibição da formação de biofilme formado de E. coli (ATCC 29922) e EPEC 

(2348/69) considerando a biomassa (A e B) e a viabilidade MTT (C e D). As amostras tratadas 

com EHVG foram comparadas aos grupos tratados com antibiótico Meropenem (MERO), 

utilizando concentrações supra inibitórias equivalentes a 2x e 4x os valores de CIM. Esses 

grupos foram comparados a amostras não tratadas (Controle). As avaliações foram realizadas 

após 24h,. Os resultados se referem a X±SD de amostras individuas testadas em triplicata, (*) 

p<0.05 em comparação ao Controle. 

 

5.6 Determinação do inóculo letal de E. coli na infecção das larvas de T. molitor.  

         Para avaliação da susceptibilidade das larvas na infecção por E. coli, as larvas foram 

infectadas com diferentes concentrações das suspensões bacterianas, variando de 108 a 101 

CFU/µL. Os resultados apontam que, os inóculos entre 105 e 108 UFC/µL, apresentaram 
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respostas semelhantes com a morte de 100% das larvas em até 24 horas após a infecção. Nos 

grupos infectados com 103 e 104 UFC/µL a morte de 100% das larvas ocorreu somente após 

48h e 72 horas. Os inóculos bacterianos com valores menores, 101 a 103UFC/µL, apresentaram 

baixa letalidade (Figura 12). O inóculo105 CFU/µL foi utilizado para infeção letal de E. coli. 
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Figura 12. Determinação do inóculo de E. coli capaz de ocasionar infecção letal em larvas de 

T. molitor. Foram utilizadas concentrações bacterianas crescentes (101 a 107 CFU/L) para a 

infecção. As larvas foram monitoradas durante 7 dias. Os dados se referem a média ± desvio 

padrão de três ensaios independentes agrupados totalizando 10 larvas/grupo. As análises 

utilizaram curvas de Kaplan-Meier, seguida de teste estatístico de Log-Rank. (*) p ≤ 0,05 na 

comparação aos animais não tratados. 

 

5.7 Contagem das Unidades Formadoras de Colônias (CFU) em T. molitor durante 

infecção letal por E. coli (ATCC 29922). 

Com base nos dados quanto a letalidade (Figura 12), optou-se por avaliar a carga 

bacteriana, quantificando o número de CFU nos intervalos de 6 e 12h após a infecção. Os 

resultados mostraram um crescimento exponencial de E. coli nos dois intervalos, com maior 

número de CFU após 12 horas. Nos dois intervalos a carga bacteriana foi sempre maior do que 

o observado no grupo não infectado (Figura 13). 
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Figura 13. Número de Unidades Formadoras de Colônia (CFU) em larvas de T. molitor 

infectadas com E. coli (ATCC25922), (3,0× 105 CFU/µL) conforme avaliação realizada 6 e 

12h depois da infecção. Os maiores aumentos ocorreram 12 horas após a infecção. Os dados 

se referem a média ± desvio padrão de n=10 larvas/grupo. 

 

5.8 O extrato de EHVG aumenta a sobrevida de larvas de T. molitor durante infecção 

letal por E. coli 

O tratamento com EHVG aumentou a sobrevivência das larvas de T. molitor infectadas 

com inóculo letal de E. coli, como indica a figura 14. A concentração correspondente aos 
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valores de 2x CIM apresentaram melhor efeito, pois manteve todas as larvas vivas até o final 

da avaliação. As larvas do grupo Meropenem ficaram vivas até o 7° dia. 
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Figura 14. O tratamento com EHVG aumentou a sobrevida das larvas de T. molitor infectadas 

com E. coli (ATCC 29922) (3,0 × 105 CFU/µL). Grupos de 10 larvas foram tratados com 

diferentes concentrações do EHVG, por via intracelômica, logo após a infecção, considerando 

os valores correspondentes a ½ CIM, CIM e 2× CIM e comparados ao grupo tratado com o 

valor CIM do Meropenem (MERO) e ao grupo controle não tratado. A sobrevivência foi 

monitorada, diariamente, por 7 dias. A mortalidade foi avaliada por curvas de Kaplan-Meier, 

seguida de teste estatístico de Log-Rank. Os resultados se referem a média ± desvio padrão. 

(*) p ≤ 0,05 em comparação ao grupo controle infectado e não tratado e (#) p<0,05 em relação 

ao grupo MERO.  

 

 

6. DISCUSSÃO 

O presente estudo avaliou o efeito antimicrobiano do extrato das folhas de V. guianensis 

(EHVG) in vitro, sobre amostras padrão e clínicas de E. coli, considerando os efeitos sobre 

adesão e formação de biofilme. Além disso, também foi avaliado o efeito do extrato in vivo em 

larvas de T. molitor infectadas letalmente com a amostra padrão de E. coli. 
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A análise química do EHVG revelou a presença de antraquinonas, xantonas e 

flavonoides, compostos conhecidos por suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatórias 

(Silvestre et al., 2012).  

 Na análise química do extrato das folhas de V.guianensis, foram detectados os mesmos 

compostos descritos anteriormente por Motta et al., 2022, o que provavelmente se deve ao fato 

da coleta ter sido feita no mesmo local e na mesma época do ano.  Outros autores também 

investigaram a composição química de extrato das folhas de V. guianensis e encontraram 

elevadas concentrações de compostos fenólicos, como a quercetina (Lopes, 2023). A 

quercetina é um composto com propriedades antioxidantes, pois consegue paralisar ou 

sequestrar radicais livres, desempenhando um papel fundamental no processo oxidativo, ou 

seja, proporcionando benefícios à saúde.  Esse efeito ocorre porque os fenóis possuem um ou 

mais hidrogênios das hidroxilas disponíveis para se ligarem aos radicais livres, promovendo a 

ação antioxidante no organismo (Alharbi et al., 2025). 

As evidências indicam que vários dos compostos bioativos oriundos de plantas têm a 

capacidade de interagir com a membrana bacteriana. Os flavonoides presentes no EHVG, como 

o kaempferol e quercetina são capazes de inibir a síntese de ácidos nucleicos e afetar a função 

da membrana citoplasmática, resultando em aumento da permeabilidade celular e redução da 

adesão e formação de biofilme, fatores essenciais para o crescimento bacteriano (Mickymaray, 

2019), o que poderia explicar os efeitos no EHVG sobre a adesão e formação de biofilmes.  

Adicionalmente, tanto o kaempferol como a quercetina podem penetrar nas células 

bacterianas devido a capacidade de neutralizar as cargas das proteínas de membrana (Teffo, et 

al., 2010; Leite, et al., 2014). Dessa forma, sugere-se que os flavonoides detectados no EHVG 

podem afetar as estruturas das membranas de E. coli, aumentando a permeabilidade e a 

absorção do extrato. Assim, uma das perspectivas a ser testada é uso simultâneo do extrato e 

do Meropenem, considerando que EHVG pode potencializar a ação do antibiótico. 

 O potencial antibacteriano do EHVG para E. coli, foi avaliado a partir da determinação 

da CIM, da CBM e do PBE. Nos ensaios in vitro, observou-se que tanto o CIM, quanto o CBM 

o extrato foi mais efetivo para amostra padrão. Resultados semelhantes aos anteriormente 

descritos por Oliveira et al., (2009) ao avaliarem a ação antibacteriana de extratos das folhas 

de V.guianensis contra cepas de E. coli. 

 A atividade antimicrobiana foi descrita como segura, conforme os critérios 

estabelecidos por Barbosa et al (2021), uma vez que o EHVG apresentou valores de CIM entre 

100 e 500 μg/mL. Além disso, a relação entre a concentração bactericida mínima (CBM) e 

CIM indica que o EHVG exerceu ação bacteriostática sobre a amostra padrão e bactericida para 
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as duas amostras clínicas de E. coli. Esse dado é relevante, sobretudo se considerarmos que a 

inibição do crescimento bacteriano também pode reduzir a virulência das bactérias, impedindo 

assim a disseminação da infecção pelo organismo, com reflexos sobre a redução de internações 

e de óbitos por sepse bacteriana (Paim, Lorenzini, 2014). 

Na progressão do estudo, foram utilizadas a bactéria E. coli ATCC 2592 e a amostra 

clínica de EPEC para avaliação do efeito do extrato na adesão, e na formação de biofilmes. O 

EHVG foi efetivo em inibir tanto a adesão como os biofilmes pré-formados e formados, sendo 

efetivo para as duas amostras bacterianas e com semelhante eficácia para todas as 

concentrações testadas.    

Importante lembrar que a adesão e formação de biofilmes são fatores críticos de 

virulência bacteriana. A adesão é a primeira etapa da infecção, pois permite a colonização 

inicial. Já os biofilmes são estruturas complexas e organizadas, compostas por comunidades 

bacterianas que se fixam em superfície.  

O extrato EHVG apresentou importante capacidade de inibição, tanto sobre biofilmes em 

formação quanto sobre biofilmes já estabelecidos, com efeitos similares ao Meropenem, 

antibiótico utilizado como controle. A avaliação da formação de biofilme, mostrou que o 

EHVG foi eficaz, tanto na redução da viabilidade como da biomassa dos biofilmes, indicando 

interessante atividade contra esse fator de virulência.  

Tanto a adesão, como o biofilme oferecem suporte ao crescimento microbiano. 

Adicionalmente, os biofilmes protegem as colônias do sistema imune do hospedeiro e da ação 

dos antibióticos, contribuindo assim para a disseminação e persistência da infecção (Chetri, 

2025). Importante lembrar que bactérias como E. coli podem mudar do estado planctônico para 

uma comunidade gerando os biofilmes, o que otimiza sua capacidade de sobrevivência 

ambientes hostis e dificulta o controle da infecção. Assim, os biofilmes são estruturas auto-

organizadas, com estrutura tridimensional, onde as bactérias ficam encerradas numa matriz 

extracelular, que elas mesmo produzem, e que em geral encontra-se aderida a um substrato 

(Guzmán-Soto et al., 2021).  

Segundo Madigan et al 2016 a presença de biofilmes pode reduzir significativamente a 

eficácia de antibióticos. Além disso, Cepas et al., (2019) concluíram que a aquisição de 

resistência antimicrobiana específica pode comprometer ou aumentar a formação de biofilme 

em diversas espécies de bactérias Gram-negativas, incluindo a E. coli. Assim, nossos achados 

são clinicamente relevantes, especialmente considerando a efetividade do extrato em baixas 

concentrações. Ao que tudo indica esse parece ser o primeiro relato sobre a ação do EHVG em 
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amostras clínicas de E. coli, abrangendo seus efeitos sobre fatores de virulência como adesão 

e formação de biofilme. 

Uma das lacunas do presente estudo, devido a carência de materiais específicos, foi não 

investigar os efeitos do EHVG sobre outros fatores de virulência de E. coli, sobretudo se 

consideramos que os biofilmes dessas bactérias exibem metabolismo e expressão gênica 

distintos de suas contrapartes planctônicas. Além disso, produzem β-lactamases e 

carbapenemases, que inativam a ação dos antibióticos e aumentam a resistência dessas 

bactérias aos antibióticos convencionais de amplo espectro. Outro aspecto importante dos 

biofilmes de E. coli inclui a propriedade de criar bombas de efluxo, capazes de expulsar ou 

impedir o acesso dos antibióticos do interior das células bacterianas, impactando 

negativamente a eficácia dessas drogas (Poirel, et al., 2018; Ferreira et. al., 2014). Nesse 

contexto, os efeitos do EHVG sobre os biofilmes pré-formados e formados, merece destaque, 

pois sugere uma ação direta sobre os mecanismos de escape de E. coli. 

No presente estudo o optamos por fazer as avaliações in vivo utilizando larvas de 

Tenebrio molitor, considerando resultados que essas larvas permitem avaliar infecções 

ocasionadas por diferentes microrganismos em condições controladas, pois é possível avaliar 

tanto a concentração do inóculo quanto do tratamento (Andrade-Oliveira et al., 2023).  As 

larvas de T. molitor são amplamente usadas em laboratório para testes com agentes biológicos 

devido ao seu tamanho avantajado e facilidade de criação (Richards; Davies, 1983)  

As larvas de T. molitor podem chegar até 3 cm de comprimento, por 2 mm de espessura, 

com peso aproximado de 0,35 g antes de se tornar pupa. Essas larvas se alimentam de folhas, 

grãos diversos entre outras coisas e como armazenam a água extraída dos alimentos, não 

necessitam de muita água para sobreviver (Pantoja; Bermúdez, 2010; Souza et al., 2015), o que 

representa uma vantagem adicional aliada a facilidade de aquisição e manuseio. 

As larvas são amplamente comercializadas no Brasil e fáceis de cultivar em laboratório. 

Outra vantagem diz respeito à forma de inoculação, que é realizada por injeção intracelômica, 

diferentemente de outras larvas que tanto a infecção como o tratamento são feitos por imersão 

nas soluções (Souza, et al., 2015). 

Os testes de toxicidade do EHVG em larvas de T molitor mostraram que o extrato não 

apresentou toxicidade, mesmo quando utilizado nas maiores concentrações (50 mg/kg), 

indicando que seu uso in vivo é seguro. Durante o período de observação, todas as larvas 

permaneceram vivas e sem sinais perceptíveis de comprometimento fisiológico ou de 

alterações comportamentais. Esses achados coadunam com observações anteriores em outros 

estudos do nosso grupo; os quais também demonstraram baixa toxicidade do EHVG in vitro 
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em eritrócitos (Motta et al., 2022) ou in vivo (Costa et al., 2025) em larvas de T. molitor e 

camundongos. Além disso, os achados corroboram com os estudos de Suffredini et al., 2006, 

que investigaram a toxicidade e ação antibacteriana de outras espécies do gênero de Vismia. 

A padronização do inóculo foi realizada na perspectiva de avaliar se as larvas eram 

susceptíveis a infecção por E. coli e para determinar a concentração do inóculo letal. Os 

resultados mostraram que o menor inóculo capaz de matar todas as larvas em 24h, foi 105 

CFU/µL. Também avaliamos a carga bacteriana nesses grupos de larvas nos intervalos de 6h e 

12h.  Os resultados mostraram que já nas primeiras 6 horas ocorreu crescimento bacteriano 

exponencial. Esse crescimento foi ainda maior na avaliação realizada 12 horas após a infecção, 

comprovando que a letalidade das larvas estava associada a infecção por E. coli e ainda 

mostrando grande susceptibilidade das larvas a essa infecção. Estes dados corroboram com 

estudos que destacam a importância de usar métodos padronizados de inoculação, como o 

estudo de Longo et al. (2014) ao explorar como a densidade inicial de microrganismos pode 

influenciar a formação de biofilmes. 

Utilizamos as culturas de E. coli ATTCC (25922) na infecção letal em larva de T. molitor, 

com base nos valores de CIM (125 µg/mL). Os resultados mostraram que o tratamento com 

EHVG sempre prolongou a sobrevida das larvas de T. molitor, com todas as concentrações 

testadas, sendo o melhor resultado foi obtido como a maior concentração (2× CIM), já que esse 

dado foi similar ao grupo tratado com Meropenem. Esse resultado pode tanto estar associado 

aos diversos metabólitos secundários presentes no EHVG, que podem agir individualmente 

como a kaempferol e quercetina ou como fitocomplexo, como também a capacidade do extrato 

em estimular o sistema imune das larvas. Reforçam essa nossa hipótese os resultados anteriores 

descritos por Haine et al., (2008) demonstrando que a atividade antimicrobiana da hemolinfa 

de T. molitor aumenta significativamente nas primeiras horas de infecção e permanece em 

níveis elevados por até 14 dias quando submetidos a infecção por E. coli.  

Esse controle foi importante, para avaliar a eficácia do EHVG, pois a resistência aos 

antibióticos vem se tornando uma preocupação mundial. Nesse contexto, uma das alternativas 

é o estudo de antimicrobianos de origem vegetal (Simonetti et al., 2015) o que aumenta a 

relevância dos dados aqui descritos. 

Estudos científicos apontam uma série de atividades biológicas de V. guianensis, como 

propriedades antimicrobianas, anti-inflamatórias e antifúngicas, especialmente a partir de 

extratos de suas folhas (Motta et al., 2022; Lins et al., 2016). Essas propriedades sugerem que 

o EHVG apresenta um alto potencial biológico e pode ser utilizado na busca por alternativas 

aos antimicrobianos ocasionais, que enfrentam resistência bacteriana crescente (Oliveira, 
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2009). Assim propomos que a ação do EHVG na infecção letal das larvas de T. molitor esteja 

relacionada aos compostos presentes no extrato devido sua ação atividade bacteriana. Uma 

outra hipótese é que o EHVG pode aumentar a sobrevida das larvas devido à ação sobre o 

sistema imune, embora não tenhamos aqui investigado essa possibilidade. 

 

 

7. CONCLUS ÕES: 

O extrato de V. guianensis apresenta ação antibacteriana eficaz contra diferentes culturas 

de E. coli, evidenciada pela redução significativa no crescimento bacteriano, inibição da   

adesão e da formação de biofilmes, fatores cruciais para a resistência bacteriana. Além disso, 

o extrato tem baixa toxicidade in vivo, e foi capaz de aumentar a sobrevivência das larvas de 

T. molitor, o que sugere uma possível ação sinérgica entre os compostos presentes no extrato.  

Esses achados são promissores e podem contribuir significativamente para o avanço do 

conhecimento científico, abrindo caminhos para futuras pesquisas e o desenvolvimento de 

produtos derivados de fontes naturais. Entretanto, mesmo que as substâncias provenientes de 

fontes naturais tenham significativa importância no desenvolvimento de novas drogas há ainda 

um longo percurso entre os resultados pré-clínicos e a indústria farmacêutica, pois ainda é 

preciso assegurar padronização dos extratos e controle de qualidade dos insumos, bem como 

realizar testes clínicos e a produção em grande escala. 
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