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Resumo 

A resistência aos fármacos antibacterianos tem aumentado e mostrado a 

necessidade das pesquisas que visam novas opções terapêuticas para tratamento de 

doenças infecciosas.  As piodermites como impetigo, ectima, erisipela, síndrome da 

pele escaldada estafilocócica, foliculite e acne representam um desafio clínico. Os 

produtos naturais, como os óleos essenciais e peptídeos antimicrobianos, são 

alternativas para o desenvolvimento de novas opções terapêuticas considerando a 

ampla atividade biológica destes produtos. Este estudo visa avaliar a atividade 

antibacteriana dos óleos essenciais de pitanga (Eugenia uniflora) e copaíba 

(Copaifera langsdorffi), do óleo resina de copaíba (Copaifera reticulata), além de dois 

peptídeos antimicrobianos: a nisina, uma bacteriocina produzida por Lactococcus 

spp., e a melitina, uma fração do veneno da abelha Apis mellifera. Os antimicrobianos 

foram testados sobre linhagens padrões ATCC (American Type Culture Collection) de 

Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), Streptococcus pyogenes (S. 

pyogenes) e Cutibacterium acnes (C. acnes) utilizando a metodologia da microdiluição 

(REMA – Resazurin Microtiter Assay) para determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM). Na sequência, foram realizados ensaios utilizando os produtos 

antimicrobianos com as melhores atividades inibitórias sobre as bactérias testadas, 

com o objetivo de verificar o sinergismo com fármacos de uso convencional pela 

metodologia da curva de inibição do crescimento. Além disso, foram avaliadas a ação 

antibiofilme da nisina, melitina e as suas associações com fármacos antimicrobianos, 

bem como o efluxo de íons potássio e fosfato. A citotoxicidade desses produtos sobre 

queratinócitos (linhagem HaCaT) utilizando metodologia do vermelho neutro e 

citometria de fluxo também foram verificadas. Enquanto os óleos essenciais de 

pitanga, copaíba e óleo resina de copaíba apresentaram ação antimicrobiana com 

CIM podendo chegar até 8.000 μg/mL, a nisina e a melitina apresentaram eficácia 

frente às bactérias testadas com os menores valores de CIM.  A nisina apresentou 

uma CIM de 3,1 μg/mL para MRSA, de 6,25 μg/mL para S. pyogenes e de 0,2 μg/mL 

para C. acnes. A melitina apresentou CIM de 62,5 μg/mL para MRSA, 15,6 μg/mL para 

S. pyogenes e de 3,91 μg/mL para C. acnes. A associação de 25% da CIM obtida para 

nisina e melitina com 25% da CIM dos fármacos oxacilina, cefalotina e clindamicina 

demonstrou ser sinérgica, principalmente sobre C. acnes. As concentrações 

subinibitórias da combinação da nisina e melitina com os antimicrobianos foram 

capazes de reduzir a formação de biofilme de MRSA e C. acnes. A melitina e a nisina 
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demonstraram ter ação sobre o efluxo de íons potássio e fosfato, indicando uma 

possível ação sobre a membrana plasmática das bactérias testadas. Além disso, não 

foram observados efeitos citotóxicos da nisina e melitina sobre as células de 

queratinócitos HaCaT com viabilidade celular próxima à concentração de CIM sendo 

de 98% e 96%, respectivamente. A combinação de nisina com clindamicina também 

não demonstrou efeito citotóxico, na concentração de 3,125 μg/mL e 1,56 μg/mL, 

respectivamente, apresentando viabilidade celular de 98,21%. A nisina, na 

concentração de 25,0 µg/mL, não induziu apoptose ou morte tardia significativa em 

células de queratinócitos HaCaT. Como conclusão do estudo, a nisina e melitina, bem 

como as associações com fármacos antibacterianos, demonstraram potencial para se 

tornarem candidatas ao desenvolvimento de novas opções terapêuticas contra MRSA, 

S. pyogenes e C. acnes.  

 

Palavras chaves: Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), 

Streptococcus pyogenes, Cutibacterium acnes, sinergismo, citometria de fluxo, 

Eugenia uniflora, Copaifera langsdorffii, Copaifera reticulata 
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Antibacterial activity of antimicrobial peptides nisin and melittin and 

essential oils copaiba and pitanga on bacteria causing skin infections 

Abstract 

Resistance to antibacterial drugs has increased and highlighted the need for 

research aimed at new therapeutic options for the treatment of infectious diseases. 

Pyodermatitis conditions such as impetigo, ecthyma, erysipelas, staphylococcal 

scalded skin syndrome, folliculitis, and acne represent a clinical challenge. Natural 

products, such as essential oils and antimicrobial peptides, are alternatives for 

developing new therapeutic options, considering the broad biological activity of these 

products. This study aims to evaluate the antibacterial activity of essential oils from 

pitanga (Eugenia uniflora) and copaíba (Copaifera langsdorffi), copaíba resin oil 

(Copaifera reticulata), and two antimicrobial peptides: nisin, a bacteriocin produced by 

Lactococcus spp., and melittin, a fraction of the venom of the bee Apis mellifera. The 

antimicrobials were tested on ATCC (American Type Culture Collection) standard 

strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Streptococcus 

pyogenes (S. pyogenes), and Cutibacterium acnes (C. acnes) using the microdilution 

methodology (REMA – Resazurin Microtiter Assay) to determine the minimum 

inhibitory concentration (MIC). Subsequently, tests were conducted using the 

antimicrobial products with the best inhibitory activities on the tested bacteria to verify 

synergism with conventional drugs using the growth inhibition curve methodology. 

Additionally, the antibiofilm action of nisin, melittin, and their associations with 

antimicrobial drugs, as well as the efflux of potassium and phosphate ions, were 

evaluated. The cytotoxicity of these products on keratinocytes (HaCaT cell line) using 

the neutral red method and flow cytometry was also verified. While pitanga, copaíba 

essential oils, and copaíba resin oil showed antimicrobial action with MICs up to 8,000 

μg/mL, nisin and melittin were effective against the tested bacteria with the lowest MIC 

values. Nisin showed an MIC of 3.1 μg/mL for MRSA, 6.25 μg/mL for S. pyogenes, and 

0.2 μg/mL for C. acnes. Melittin showed an MIC of 62.5 μg/mL for MRSA, 15.6 μg/mL 

for S. pyogenes, and 3.91 μg/mL for C. acnes. The combination of 25% of the MIC 

obtained for nisin and melittin with 25% of the MIC of the drugs oxacillin, cephalothin, 

and clindamycin demonstrated synergistic effects, mainly on C. acnes. Subinhibitory 

concentrations of the combination of nisin and melittin with antimicrobials were able to 

reduce biofilm formation of MRSA and C. acnes. Melittin and nisin demonstrated 

effects on the efflux of potassium and phosphate ions, indicating a possible action on 
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the plasma membrane of the tested bacteria. Furthermore, no cytotoxic effects of nisin 

and melittin were observed on HaCaT keratinocyte cells, with cell viability near the MIC 

concentration being 98% and 96%, respectively. The combination of nisin with 

clindamycin also did not show a cytotoxic effect at concentrations of 3.125 μg/mL and 

1.56 μg/mL, respectively, presenting cell viability of 98.21%. Nisin, at a concentration 

of 25.0 µg/mL, did not induce significant apoptosis or late death in HaCaT keratinocyte 

cells. In conclusion, nisin and melittin, as well as their combinations with antibacterial 

drugs, demonstrated potential as candidates for the development of new therapeutic 

options against MRSA, S. pyogenes, and C. acnes. 

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 

Streptococcus pyogenes, Cutibacterium acnes, synergism, flow cytometry, Eugenia 

uniflora, Copaifera langsdorffi, Copaifera reticulata 
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1. Introdução 1 

O uso dos fármacos antimicrobianos reduziu significativamente a morbidade e 2 

a mortalidade associada às doenças bacterianas. Contudo, este uso intenso e às 3 

vezes inapropriado, tem contribuído para o aumento na frequência de linhagens 4 

bacterianas resistentes a estes fármacos tornando-se um problema de saúde pública 5 

tanto para os países desenvolvidos como para os em desenvolvimento (Ghosh et al., 6 

2020). 7 

A resistência aos fármacos antimicrobianos ocorre devido uma variedade de 8 

mecanismos que dependem de fatores genéticos e ambientais, sendo que esta 9 

resistência ocorre principalmente por mutação genética ou aquisição de material 10 

genético exógeno (transferência horizontal de genes) (Lima et al., 2021). 11 

Com o aumento no número de linhagens bacterianas resistentes, e 12 

consequente decréscimo nas opções terapêuticas, houve aumento na pressão para o 13 

desenvolvimento de novos fármacos antimicrobianos (Vrabl et al., 2022). Algumas 14 

estratégias têm sido aplicadas para mitigar esse problema como a conscientização do 15 

público sobre o uso mais direcionado dos fármacos antimicrobianos tanto na medicina 16 

humana como veterinária e agropecuária além da busca de novas terapias e novos 17 

compostos bioativos (O'Neill, 2016; Vrabl et al., 2022). 18 

Os produtos naturais são considerados pilares importantes para 19 

desenvolvimento de antimicrobianos (Wright, 2017) devido a diversidade de suas 20 

propriedades biológicas (Gatadi et al., 2019). Diversos compostos naturais 21 

demonstraram seus efeitos antimicrobianos como os óleos essenciais (OEs) e os 22 

Peptídeos Antimicrobianos (PAMs), sendo estes últimos derivados de 23 

microrganismos, plantas, mamíferos, insetos e anfíbios. 24 

Considerando que este estudo teve como abordagem testar sensibilidade de 25 

bactérias que ocasionam doenças na pele humana, é importante destacar que a pele 26 

se constitui em uma barreira eficaz contra as infecções bacterianas. Embora muitas 27 

bactérias entrem em contato, ou colonizem a pele, elas normalmente não 28 

conseguem causar infecções, porém, quando ocorrem as doenças bacterianas, 29 

estas podem ser desde infecções superficiais leves, que frequentemente se resolvem 30 

sem tratamento, até casos com risco de vida que requerem intervenções cirúrgicas de 31 
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emergência e antibioticoterapia intensiva (Leong & Gouliouris, 2021). 1 

Este estudo teve como objetivo a realização de testes de sensibilidade 2 

antibacteriana de produtos antimicrobianos de origem vegetal (óleos essenciais) e 3 

PAMs sobre linhagens padrões ATCC de bactérias que podem causar infecções na 4 

pele humana. Também foram realizados ensaios para verificar possíveis interações 5 

destes produtos juntamente com fármacos antibacterianos convencionais, ensaios de 6 

citotoxicidade sobre queratinócitos humanos, inibição da formação de biofilmes e 7 

efluxo de íons potássio e fosfato visando acrescentar conhecimentos para uso destes 8 

antimicrobianos na elaboração de um produto com finalidade terapêutica sobre 9 

doenças de pele.  10 

2. Revisão Bibliográfica11 

2.1 Aspectos gerais sobre a resistência aos fármacos antimicrobianos 12 

A resistência aos fármacos antimicrobianos é um desafio de saúde pública na 13 

atualidade, pois os isolados resistentes que eram restritos ao ambiente hospitalar 14 

agora também são encontradas na comunidade como consequência da globalização 15 

e o uso intensivo dos fármacos antimicrobianos. A estimativa é que até o ano de 2050 16 

não existirão fármacos antibacterianos eficazes disponíveis se novas opções não 17 

forem desenvolvidas. Isso demonstra a necessidade de buscar métodos alternativos 18 

de controle de patógenos resistentes aos fármacos antibacterianos (Vivas et al., 19 

2019). 20 

A intensa utilização dos antimicrobianos convencionais leva à disseminação da 21 

resistência bacteriana, sendo que os genes que conferem resistência podem ser 22 

facilmente transferidos entre as bactérias (Li et al., 2023). Jian et al (2021) 23 

apresentaram um fluxograma (Figura 1) que ilustra o surgimento e a disseminação de 24 

linhagens resistentes aos antimicrobianos atuais.   25 
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8. Conclusão: 1 

Os OEs de copaíba (C. langsdorffii e E. uniflora) e óleo resina de copaíba (C. 2 

reticulata) não demonstraram ação inibidora considerável quando comparado aos 3 

PAMs nisina e melitina, tendo apresentado valores elevados de CIM (de até 8000 4 

μg/mL), embora estes produtos tenham demonstrado efeitos inibidores melhores 5 

sobre a linhagem de MRSA em comparação as demais espécies bacterianas testadas. 6 

A nisina e a melitina demonstraram melhor atividade antimicrobiana para cepas de 7 

MRSA, S. pyogenes e C. acnes. 8 

A continuidade dos estudos com os PAMs nisina e melitina foi levada a efeito 9 

nos ensaios de sinergismo e de citotoxicidade em função dos resultados de CIM e 10 

CBM obtidos. Esses compostos apresentaram baixa toxicidade in vitro frente às 11 

células de queratinócitos (HaCaT) mesmo quando testadas em concentrações bem 12 

acima dos valores de CIM obtidas. A nisina e a melitina demonstraram ação sobre a 13 

integridade da membrana celular bacteriana verificado pela liberação dos íons 14 

potássio e fosfato em especial quando há aumento na concentração testadas dos 15 

compostos bem como pelo aumento do tempo de experimentação.  16 

Os antimicrobianos testados in vitro também foram sinérgicos com os fármacos 17 

testados, sendo capazes de reduzir aa concentração inibitória mínima (CIM) a ser 18 

utilizada em especial frente ao MRSA, bactéria considerada importante na 19 

microbiologia clínica. As associações dos peptídeos com fármacos demostraram ação 20 

frente a formação de biofilme para cepas estudadas, o que representa um resultad 21 

importante considerando a resistência dos biofilmes aos antimicrobianos em geral. 22 

Portanto, pode se considerar a nisina e melitina como componentes ativos, 23 

sejam isoladamente ou mesmo associados aos fármacos antibacterianos, bons 24 

candidatos para o desenvolvimento de novas opções terapêuticas para MRSA, S. 25 

pyogenes e C. acnes. 26 
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