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RESUMO

As espécies Vismia guianensis (Aubl.), conhecidas popularmente por lacre é
encontrada na regido Amazonica, sendo bastante utilizada na medicina popular para o
tratamento de diversas moléstias, principalmente infeccbes e dermatomicoses. Diante do
exposto, 0 presente trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos da
presente espécie, obtido a partir das folhas e utilizando distintas técnicas de extracdo de seus
metabolitos. A Coleta foi realizada no municipio de Tefé-AM, estes foram desidratados &
35°C por 48horas, sendo triturados em liquidificador industrial, Para cada 30 gramas do
material triturado foi acrescido 250 ml do solvente &lcool 70%, utilizando como extrator o
Soxhlet. Para o extrato a frio utilizou-se as mesmas propor¢des de material bioldgico e de
solvente deixado em repouso por um periodo de 72h em um recipiente ambar.As diluices
dos extratos utilizadas foram 0,4 pg para ambos e diluidas em 20ul de DMSO, posteriormente
acrescido 1,96 mL de agua destilada.Os micro-organismos foram cultivados meio nutriente
(NA), por 24h em estufa &4 37°C . O crescimento das bactérias foi ajustado a partir da escala
de Mac Farland, utilizando-se o tubo 0,5 da mesma concentracdo padrdo, o que equivale a
1,5x10° bactérias/ml. As cepas de E. colli, e S. aureus e P.vulgaris foram semeadas nas placas
de Petri 90x15mm contendo meio nutriente Mueller Hinton.O experimento foi realizado em
triplicata, foi adicionado em 80 pl dos micro - organismos a serem avaliados nas placas de
Petri 90x15mm e semeados com uma alca de Drigalsk. Utilizou-se a técnica de difusdo de
discos de + 0,5 cm foram usados 4 discos por placa, em trés adicionou-se 60 pl do extrato a
ser avaliada e no quarto o grupo controle adicionou-se 60 pl de DMSO como controle
negativo, posteriormente as placas foram a B.O.D.a temperatura de 37 °C por 24h para a
observagdo de atividade do extrato. De modo geral os extratos avaliados mostraram-se

eficientes frente aos micro-organismos Escherichia colli, e Staphylococcus aureus e Proteus



vulgaris, Ressalta-se entretanto que os melhores resultados foram frente aos micro -
organismos Gran-negativos Escherichia colli, isso para ambas as técnicas de extragéo.
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ABSTRACT

The species Vismia guianensis (Aubl.), popularly known as seal is found in the
Amazon region, being widely used in folk medicine to treat various diseases, especially
infections and dermatomycoses. Given the above, the present study aimed to evaluate the
antimicrobial activity of the extracts of this species, obtained from different extraction
techniques metabolites. A collection was held in the city of Tefé-AM, they were dehydrated
for 48 hours will 350C, being crushed in industrial blender, For every 30 grams of crushed
material was added 250 ml of 70% ethanol solvent, such as using the Soxhlet extractor. To the
cold extract was used the same proportions of biological material and solvent allowed to stand
for a period of 72 hours in a container ambar.As dilutions of the extracts were used for both
0.4 mg and diluted in 20ul of DMSO subsequently plus 1.96 mL water destilada.Os
microorganisms were cultured nutrient medium (NA) for 24h in an oven at 370C. The growth
of bacteria was adjusted from the range of Mac Farland, using the same tube of 0.5 standard
concentration, equivalent to 1.5 x108 bacteria / ml. The strains of E. coli and S. aureus and
P.vulgaris were sown in Petri dishes containing nutrient medium 90x15mm Mueller Hinton.
O experiment was performed in triplicate, was added at 80 { | of microorganisms to be
evaluated in Petri dishes and seeded with a 90x15mm handle Drigalsk. It was used the
technique of diffusion disks + 0.5 cm were used four disks per plate, were added in three 60 |
| of extract to be evaluated and fourth control group was added 60 § | of DMSO as negative
control later the plates were Boda temperature of 37 °© C for 24 hours for observation of
activity of the extract. Generally the extracts evaluated were effective against the micro-
organisms Escherichia coli, and Staphylococcus aureus and Proteus vulgaris, should be noted
however that the best results were against microorganisms Gran-negative Escherichia coli,
that for both extraction techniques .
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INTRODUCAO

Conhecida popularmente como “lacre”, pau-de-lacre, arvore-da-febre, caapia e caopia,
pertence a familia Clusiaceae (também denominada Guttiferae) (DISTASI;HIRUMA-LIMA,
2002). A familia Clusiaceae compreende aproximadamente 1370 espécies, distribuidas em 45
géneros de ocorréncia em regides tropicais. No Brasil ocorrem em todo o territorio, somando
131 espécies que estdo distribuidas em 21 géneros. Os géneros sdo distribuidos em trés
subfamilias (Hypericoideae, Calophylloideae e Bonnetioideae), destacando-se alguns com
importancia medicinal no Brasil, como Hypericum, Vismia, Clusia, Calophyllum, Garcinia e
Kielmeyera. Alem da importancia medicinal, esses géneros apresentam importantes espécies
econbmicas para a producdo de madeira, gomas, pigmentos, 0leos essenciais e resinas (Di
STASI;HIRUMA-LIMA,2002).

A espécie Vismia guianensis encontra-se comumente nas capoeiras, ndo tendo sido
vista em abundéncia nas matas. E encontrada nas regides do Norte e Nordeste do Brasil.
Trata-se de arbusto ou arvore pequena, com folhas ovais,oblongas, inflorescéncia em
paniculas terminais e frutos globosos, carnosos e indeiscentes (ALMEIDA, 1993). Seus
didsporos séo dispersos por animais (zoocoria) (PINHEIRO; RIBEIRO, 2001) e utilizada pela
aplicacdo de seu latex e da infusdo das folhas, no combate das afec¢bes dermatoldgicas
denominadas “impingens” causadas por fungos, alem de outras aplicagdes, como purgativo
(ALBUQUERQUE, 1980). O decocto e infusdo das suas folhas e cascas sao utilizados para
reumatismo, como ténico e Antitérmico (ALMEIDA, 1993). Estudos tem revelado a atividade
de Vismia guianensis no combate a células cancerigenas. Pasqua e colaboradores (1995)
mostraram que a vismiona, metabolito presente em Vismia guianensis e em outras espécies
do género, mostrou atividade in vitro contra linhagem de tumores experimentais — carcinoma
de ovario M5076 e melanocarcinoma B16. Suffredini e colaboradores (2007) mostraram uma
acentuada atividade letal dos extratos organicos e aquosos de V. guianensis frente a linhagem
MCEF-7 de adenocarcinoma de mama humana. Em Vismia guianensis foi detectada a presenca
de diversos compostos, como a vismiona e a ferruginina; alem de xantonas, antraquinonas,
benzofenonas e benzocumarinas. A vismiona apresenta potencial atividade antimalarica (Di
STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Se o e colaboradores (2000), a partir de extratos das raizes
de Vismia guianensis isolaram cinco benzofenonas ,vismiaguiononas e duas benzocumarinas.
Monache e colaboradores (1980), identificaram na composicdo quimica dos frutos de V.
guianensis dois antranoides prenilados (g-hidroxi-ferruginina A e g,g-dihidroxi-ferruginina

A).Mais recentemente, compostos fenolicos presentes nos extratos dos frutos de V. guianensis



tem mostrado atividade antioxidante, como e o caso dos antranoides prenilados ferruginina A
e g-hidroxiferruginina e da antraquinona vismiona A (ALVAREZ et al., 2008). Por tanto
devido ao uso popular e a escassez de pesquisas realizadas com extratos de Vismia guianensis
(Aubl.), por tanto o presente trabalho tem como objetivo avaliar a sensibilidade dos micro-
organismos Escherichia colli, e Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris, aos extratos
hidroalcoolicos obtidos a partir das folhas da Vismia guianensis (Aubl.), utilizando diferentes
técnicas de extracdo dos metabdlitos produzidos, de modo a gerar resultados para pesquisas

biotecnologicas futuras evidenciando assim o conhecimento da biodiversidade Amazonica.

MATERIAL E METODO

As coletas foram realizadas na estrada da Agrovila, Km 8, nos més de agosto 2012 no
Municipio de Tefé-Am . Os exemplares obtidos foram processados segundo os métodos
usuais em taxonomia vegetal (Bridson & Forman 1998) e incorporados ao Herbéario da
universidade Federal do Amazonas - UFAM. A presente pesquisa foi desenvolvida no Centro
de Estudos Superiores de Tefé ( CEST) , no laboratério de Biologia. Foi utilizado como
solvente alcool 70% para retirada dos componentes bioativos presente nas folhas dos
exemplares. Apés a coleta do material estes foram previamente selecionados e desidratados &
temperatura de 35° C na estufa por 48 horas, posteriormente foram triturados em
liquidificador industrial e passados em peneira de 60 mesh. Para cada 30 gramas do material
bioldgico triturado foi acrescido 250 ml do solvente e utilizado como extrator o Soxhlet para
extracdo a quente dos compostos Bioativos . Para o extrato a frio utilizou-se as mesmas
proporcdes de material bioldgico e de solvente (30g para 250 ml) e deixado em repouso por
um periodo de 72 h em um recipiente ambar, para evitar possiveis reacfes com a luz. Os
extratos obtidos foram concentrados em fluxo forcados em capela de exaustdo em temperatura
ambiente 28 — 30° C, até se obter um concentrado. Essa metodologia foi descrita pela primeira
vez por Smania (2003). Posteriormente os extratos foram pesados, etiquetados e armazenados
em um dessecador por 48h, até as dilui¢des dos bioensaios.

BIOENSAIO

As diluicbes dos extratos utilizadas foram de 0,4 ug para ambos e diluidas em 20 pl
de DMSO, posteriormente acrescido 1,96 ml de agua destilada. As cepas bacteriologicas
foram cedidas pelo laboratdrio de microbiologia da UEA-MBT (Universidade do Estado do

Amazonas — MBT- Mestrado em Biotecnologia). Os micro-organismos foram semeados em



tubos de ensaios contendo meio nutriente (NA) (glicose, pepetona e caldo de carne), para o
crescimento e mantidas em estufa & 37°C por 24h. Apés o crescimento das bactérias o
inoculo foi ajustado a partir da escala de Mac Farland, utilizando-se o tubo 0,5 da mesma
concentracéo padréo, o que equivale a 1,5x10® bactérias/ml. As cepas de Escherichia colli, e
Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris, foram semeadas nas placas de Petri 90x15mm
contendo meio nutriente Mueller Hinton. Para preparar o meio utilizou-se 38 gr para 1000ml
de 4gua destilada, posteriormente foi alto-clavado a latm por 20 min. a 121° C, apés a
esterilizacdo o mesmo foi vertido em placas de Petri 90x15mm previamente esterilizadas. O
experimento foi realizado todo em triplicata, posteriormente inoculou-se em 80 pl dos micro-
organismos a serem avaliados nas placas de Petri e com a utilizagdo de uma alca de Drigalsk
0s mesmos foram plaqueados individualmente .Ap0s esterilizar discos de difusdo de £ 0,5 cm
utilizou-se 4 discos por placa, onde em trés adicionou-se 60 pl do extrato a ser avaliada e no
quarto o grupo controle adicionou-se 60 pul de DMSO como controle negativo, em seguida as
placas foram levadas a B.O.D. & temperatura de 37 °C por 24h para a observacdo de atividade

do extrato nos micro-organismos.

RESULTADO E DISCUSSAO

A Vismia guianensis (Aubl.),conhecida popularmente como lacre é de facil acesso na
floresta Amazonica, sendo frequentemente empregada na medicina popular no tratamento de
dermatofitoses, afeccdes dermatoldgicas e micoses. No teste geral de atividade
antimicrobiana, os ensaios realizados, evidenciou-se que de modo geral todos os tratamentos
avaliados foram sensiveis os extratos da Vismia guianensis (Aubl.), resultado mostrado na
(Figura 01). Outro aspecto importante foram as técnicas de extracdo utilizadas neste processo,
onde ficou evidenciado uma ligeira sensibilidade das cepas de bactérias Gram-positiva
Staphylococcus aureus,obtendo halo de inibicdo de aproximadamente 8,5mm. No ensaio que
mensura a sensibilidade de cepas Gram-negativas, obteve-se um resultado superior, tanto para
Escherichia colli,, com halos de 9,0mm ,quanto para Proteus vulgaris. Esta cepa evidenciou
uma maior sensibilidade aos metabdlitos produzidos pela Vismia guianensis,atingindo uma
média de aproximadamente 9,7mm (Figura 01), outro ponto importante que pode também ter
influenciado na presente pesquisa sendo que, nos micro-organismos Gram-negativos existem
duas membranas, uma na face externa da parede celular e outra na face interna. Assim drogas
com baixa lipossolubilidade tém maior dificuldade em agir sobre as bactérias Gram-negativas

por causa da membrana externa (Fluhr et al., 2010). Contudo existem proteinas na membrana



externa das bactérias Gram-negativas, denominadas porinas, que podem facilitar a passagem
de substancias para o espago periplasmatico (Eumkeb et al., 2010).
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Figura0l: Atividade antimicrobiana dos extrtatos da Vismia guianensis (Aubl.),obtido a partir da técnica de

extracdo a frio , frente aos micro-organismos Escherichia colli, e Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris.
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Figura02: Atividade antimicrobiana dos extrtatos da Vismia guianensis (Aubl.), utilizando o extrator Soxhlet ,

frente aos micro-organismos Escherichia colli, e Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris.

Para o processo utilizando o extrator Soxhlet a atividade mensurada foi ligeiramente
superior ao da extracdo a frio, para cepa Gram-negativa E.coli. Por outro lado para a cepa
P.vulgaris em ambas metodologias de extracdo obteve-se resultados semelhantes (figura 02 ) ,
resultados distinto foi mostrado frente aos micro-organismos P.vulgaris, onde na técnica de

extracdo a frio ficou evidenciado uma grau de sensibilidade superior quando comparado ao



com o extrator Soxhlet, obtendo halos de 9,6 e 9,0mm respectivamente. Provavelmente o
presente resultado possa ter sofrido a influencia da A emodina também tem sido mencionada
por exibir propriedades antiinflamatorias, pela reducéo da producéo de citocinas em linfdcitos
T humanos e células endoteliais (KUMAR et al. 1998; KUO et al. 2001).

Os efeitos antibacterianos da emodina em Escherichia coli s&o explicados em razéo de
esta interferir na respiracdo e também no transporte de solutos nas membranas (CHAN et al.
1993). Ressalta-se no entanto que os metabolitos produzidos pela Vismia guianensis (Aubl.),
possivelmente tenham influenciado no presente resultado. Segundo Politi e colaboradores
(2004) estdo presentes quatro classes de metabdlitos secundarios como componentes
principais para as folhas da V. guianensis: antraquinonas, flavonoides, xantonas e
benzofenonas, sendo a classe das antraquinonas 0 composto que apresentou 0 maior namero
de componentes encontrados, cujo esqueleto base dessa classe é a emodina: 1,3,8-trihidroxi-6-

metilantraquinona (Figura 3 - C).

A

Figura 03: Compostos fenélicos Vismiona (A); Ferrunginina (B) e Antraquinona Emodina ( C)

Outro ponto que merece nossa consideracdo é que possivelmente em funcdo do
aparelho extrator soxhlet poder interferir causando alteragdes na estrutura conformacional da
molécula, ou ainda o uso de solventes organicos podem otimizar o processo de extracdo das
bioméleculas . Ressalta-se, entretanto que o aguecimento continuo do extrato pode levar a
decomposigdo quimica das substancias termicamente ou quimicamente instaveis e de baixa
polaridade (HOSTETTMANN et. al; 1997). Para o grupo controle as cepas de micro-
organismos cresceram normalmente ndo formando halo algum, e isso nos leva a crer que a
concentracéo de 10% de DMSO ndo interferiu no presente resultado. Os estudos de Santos e
colaboradores (2007) utilizando o método de difusdo em meio sélido, confirmaram a acéo

antimicrobiana da fracdo hexanica da casca e dos extratos etandlicos bruto da raiz e da casca



da V. guianensis frente aos seguintes micro-organismos: Mycobacterium phlei,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus subitilis. Por tanto isso nos leva a crer
que 0 uso destes solventes organicos extrairiam outros metabolitos e por tanto otimizariam o
presente resultado. Ressalta-se ainda que foram realizados testes de sensibilidade com as
folhas o que sugere pela literatura o uso da raiz, caule e frutos. Poucos estudos foram realizados
até entdo para extratos contendo as folhas de V. guianensis, mas alguns metabdlitos secundarios ja
foram isolados: antraquinonas (GONZALES et al. 1980; POLITI et al. 2004) mistura de diantronas,
vismiona A, triterpenos como o lupeol (SANTOS et al. 2007), B-amirina, e -sitosterol (GONZALES
et al. 1980), além de flavonodides, benzofenonas e xantonas (POLITI et al. 2004). Devido aos seus
constituintes quimicos tanto o seu potencial anti-cancerigeno quanto antimicrobiano vem sendo
constantemente estudado e confirmado. A vismiona, um constituinte pertencente a essa espécie tém
sido reportado como um antineoplasico, apresentando forte atividade contra certos tumores, como 0
carcinoma de ovario e melanocarcinoma B16 (CASSINELLI et al. 1986). As benzofenonas e as
benzocumarinas apresentaram uma moderada citotoxicidade contra a linha celular KB (carcinoma
epidermaide oral) (SEO et al. 2000).

Apesar dos resultados favoraveis a presente pesquisa mostrou algumas lacunas
que devem ser contempladas para melhor entendimento da possibilidade de formulagdo de um
produto final.

CONCLUSAO

De modo geral os extratos avaliados mostraram-se eficientes frente aos micro-organismos

Escherichia colli, e Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris.

o Ressalta-se ainda que a melhor atividade antimicrobiana foi atingida pelo
extrato que usa a técnica de extracdo a frio frente aos micro-organismos Escherichia coli ,

isso em ambas as técnicas de extracao.

o Nossos melhores resultados foram obtidos frente aos micro -organismos Gran-

Negativos Escherichia colli e Proteus vulgaris.
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