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Resumo
A resisténcia aos farmacos antibacterianos tem aumentado e mostrado a

necessidade das pesquisas que visam novas opc¢oes terapéuticas para tratamento de
doencas infecciosas. As piodermites como impetigo, ectima, erisipela, sindrome da
pele escaldada estafilococica, foliculite e acne representam um desafio clinico. Os
produtos naturais, como 0s Oleos essenciais e peptideos antimicrobianos, sao
alternativas para o desenvolvimento de novas opg¢Oes terapéuticas considerando a
ampla atividade biologica destes produtos. Este estudo visa avaliar a atividade
antibacteriana dos 6leos essenciais de pitanga (Eugenia uniflora) e copaiba
(Copaifera langsdorffi), do 6leo resina de copaiba (Copaifera reticulata), além de dois
peptideos antimicrobianos: a nisina, uma bacteriocina produzida por Lactococcus
spp., € a melitina, uma fragao do veneno da abelha Apis mellifera. Os antimicrobianos
foram testados sobre linhagens padrées ATCC (American Type Culture Collection) de
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), Streptococcus pyogenes (S.
pyogenes) e Cutibacterium acnes (C. acnes) utilizando a metodologia da microdiluicdo
(REMA — Resazurin Microtiter Assay) para determinacdo da concentracao inibitoria
minima (CIM). Na sequéncia, foram realizados ensaios utilizando os produtos
antimicrobianos com as melhores atividades inibitérias sobre as bactérias testadas,
com o objetivo de verificar o sinergismo com farmacos de uso convencional pela
metodologia da curva de inibicdo do crescimento. Além disso, foram avaliadas a acéo
antibiofilme da nisina, melitina e as suas associa¢des com farmacos antimicrobianos,
bem como o efluxo de ions potassio e fosfato. A citotoxicidade desses produtos sobre
queratinécitos (linhagem HaCaT) utilizando metodologia do vermelho neutro e
citometria de fluxo também foram verificadas. Enquanto os 6leos essenciais de
pitanga, copaiba e Oleo resina de copaiba apresentaram acdo antimicrobiana com
CIM podendo chegar até 8.000 yg/mL, a nisina e a melitina apresentaram eficacia
frente as bactérias testadas com os menores valores de CIM. A nisina apresentou
uma CIM de 3,1 pg/mL para MRSA, de 6,25 ug/mL para S. pyogenes e de 0,2 pyg/mL
para C. acnes. A melitina apresentou CIM de 62,5 pg/mL para MRSA, 15,6 ug/mL para
S. pyogenes e de 3,91 pg/mL para C. acnes. A associacao de 25% da CIM obtida para
nisina e melitina com 25% da CIM dos farmacos oxacilina, cefalotina e clindamicina
demonstrou ser sinérgica, principalmente sobre C. acnes. As concentracoes
subinibitérias da combinacdo da nisina e melitina com os antimicrobianos foram

capazes de reduzir a formacao de biofilme de MRSA e C. acnes. A melitina e a nisina



demonstraram ter acdo sobre o efluxo de ions potassio e fosfato, indicando uma
possivel acdo sobre a membrana plasméatica das bactérias testadas. Além disso, nao
foram observados efeitos citotoxicos da nisina e melitina sobre as células de
queratinécitos HaCaT com viabilidade celular proxima a concentracdo de CIM sendo
de 98% e 96%, respectivamente. A combina¢do de nisina com clindamicina também
ndo demonstrou efeito citotdxico, na concentracdo de 3,125 ug/mL e 1,56 ug/mL,
respectivamente, apresentando viabilidade celular de 98,21%. A nisina, na
concentracdo de 25,0 pug/mL, ndo induziu apoptose ou morte tardia significativa em
células de queratindcitos HaCaT. Como conclusao do estudo, a nisina e melitina, bem
como as associacdes com farmacos antibacterianos, demonstraram potencial para se
tornarem candidatas ao desenvolvimento de novas opc¢oes terapéuticas 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



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 copaiba (Copaifera langsdorffi), copaiba resin oll
(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, copaiba
essential oils, and copaiba resin oil showed antimicrobial action with MICs up to 8,000
pg/mL, nisin and melittin were effective against the tested bacteria with the lowest MIC
values. Nisin showed an MIC of 3.1 ug/mL for MRSA, 6.25 ug/mL for S. pyogenes, and
0.2 pg/mL for C. acnes. Melittin showed an MIC of 62.5 ug/mL for MRSA, 15.6 pg/mL
for S. pyogenes, and 3.91 ug/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



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 ug/mL and
1.56 pg/mL, respectively, presenting cell viability of 98.21%. Nisin, at a concentration
of 25.0 pg/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



Lista de Figuras

Figura 1. Fluxograma de propagacdo de genes de resisténcia aos farmacos
antimicrobianos. (ARGs = genes de resisténcia aos farmacos antibacterianos; ARBs=
bactérias  resistentes aos farmacos  antibacterianos (Jian et al,

120 2 ) PP EUP PP PP PPPPTPPPRR 18
Figura 2. Mecanismos pelos quais patdgenos desenvolvem resisténcia aos farmacos
antibacterianos (Lima et al, 2021)........cooviiiiiiiiiiiiiiie e 19
Figura 3. Microbiologia Estrutura da pele e microbiota. (Ito & Amagi, 2023)............ 22
Figura 4. Fatores que influenciam na colonizagdo microbiana da pele (Tryon &
GIrICE,(2022)... ettt et ———————— 22
Figura 5. Componentes celulares que sdo conhecidos sitios de acdo dos PAMs e
principais PAMs. Made with BioRender.com. Deo, et al. (2022)...........ccccccvmvrrnnnnne. 32
Figura 6. Fotos do destilador para 0Oleo essencial marca Marconi modelo MA
2O SRR 35
Figura 7. Cromatograma do 6leo essencial de C. langsdorffi (CG-FID).................. 44
Figura 8. Cromatograma do 6leo essencial de E. uniflora (CG-FID)............ccccc...... 44

Figura 9. Composicdo quimica (%) e cromatograma do 6leo resinado de C.
FEtiCUlAta(CG-FID)........cc ot e e e e e e e e e e e e 44

Figura 10. Representacao grafica do time kill curve obtidas pela leitura de ODeoo Sobre
linhagem de MRSA incubados a 37° C em 24 horas. As barras indicam o desvio
padrdo. CIM (concentracdo inibitéria minima) NIS (nisina) MEL (melitina) e
(@) @Y (o) € Tod1 1o - ) IS OUOT 46

Figura 11. Representacdo grafica do time kill curve obtidas pela leitura de ODsoo Sobre
linhagem de S. pyogenes incubados a 37° C em 24 horas. As barras indicam o desvio
padrdo. CIM (concentracdo inibitéria minima) NIS (nisina) MEL (melitina) e
(08 = o (o1=] =1 (0] 1 = ) IR USSP 47

Figura 12. Representagao grafica do time kill curve obtidas pela leitura de ODsoo Sobre
linhagem de C. acnes incubadas a 37° C em 48 horas. As barras indicam o desvio
padrdo. CIM (concentragdo inibitéria minima) NIS (nisina) MEL (melitina) e
(1 (ol [T aTo F=Ta 1 od | = PSPPSR 47

Figura 13. Representacdo grafica da porcentagem de viabilidade celular de acor
com cada diluicdo teste. Grafica A referente a Nisina. Grafico B a clindamicina. Gréfico
C aMelitina e Grafico D a0 DMSO ........cooiiiiiiiieie e 51



Figura 14. A andlise das células HaCaT foi realizada apds tratamento com nisina,
clindamicina e sua combinagdo (NIS+CLD) para avaliar a indugcdo de apoptose
precoce e apoptose/necrose tardia. A avaliacdo utilizou marcacdo com anexina V
(FITC) e iodeto de propidio. Os tratamentos foram representados da seguinte forma:
(A) Controle negativo basal (autofluorescéncia); (B) CIM clindamicina; (C) Controle
positivo basal (autofluorescéncia); (D) CIM nisina; (E) CIM NIS+CLD (Quadrante UL:
representa apoptose tardia ou células necroéticas - anexina V negativa e iodeto de
propidio positivo; Quadrante UR: representa células apoptéticas tardias ou necroéticas
- anexina V positiva e iodeto de propidio positivo; Quadrante LL: representa células
vivas - anexina V negativa e iodeto de propidio negativo. Quadrante LR: representa
células apoptéticas precoces - anexina V positiva e iodeto de propidio
a1SToF= LAY 0 ) PP TP PR POPPPPPRP 53

Figura 15. Percentual de inibicdo do biofilme das concentra¢des subinibitorias de
25%, 50% e 75% da CIM de melitina, nisina, oxacilina, associacdo de melitina com
oxacilina e nisina e oxacilina sobre MRSA. Simbolos iguais representam diferencas
significativas de atividade antibiofilme entre produtos para um mesmo microrganismo
QUANAO PS0,05...cc i ——————————raaaaaaaaan 55

Figura 16. Percentual de inibicdo do biofilme das concentracdes subinibitorias de
25%, 50% e 75% da CIM de melitina, nisina, clindamicina, associacédo de melitina com
clindamicina e nisina e clindamicina sobre C. acnes Simbolos iguais representam
diferencas significativas de atividade antibiofilme entre produtos para um mesmo
microrganismo quando PS0,05.. ... 56

Figura 17. Percentual de inibicdo do biofilme das concentracfes subinibitérias de
25%, 50% e 75% da CIM de melitina, nisina, cefalotina, associagdo de melitina com
cefalotina e nisina e cefalotina sobre S. pyogenes. Simbolos iguais representam
diferencas significativas de atividade antibiofilme entre produtos para um mesmo
microrganismo quando P<0,05.. ... 56



Lista de Tabelas

Tabela 1. Composicdo quimica (%) do o6leo essencial de C. langsdorffi (CG-FID) IRL
calc.: Indice de retenco linear calculado; ni= no identificado...............cceveeveeuennenn 42

Tabela 2. Composicdo quimica (%) do Oleo essencial de E. uniflora (CG-FID) IRL
calc.: Indice de retenco linear calculado; ni= n&o identificado..............ccccoccveveennnen. 43

Tabela 3. Composicao quimica (%) do dleo-resina C. reticulata (CG-FID) IRL calc.:
indice de retencao linear calculado; ni= N&o identificado...........ccccveeveeeeerieieeeeene, 43

Tabela 4. Valores de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL, para os 6leos
essencias de copaiba e pitanga, O6leo resina de copaiba, melitina e
1S = PSS 45
Tabela 5. Valores de Concentragao Bactericida Minima (CBM) em pg/mL, para os
Oleos essencias de copaiba e pitanga, 6leo resina de copaiba, melitina e

01571 = VPP PPPPPRPP 45

Tabela 6. Dados de absorbancia das analises do composto nisina por analise de
VEIMEINO NEULIO ...ttt e e e ettt et e e e e eeeeeeaaeassannnnnnseseeeennes 48

Tabela 7. Dados de absorbancia das andlises do composto clindamicina por analise
de VErmelNO NEULIO.........ooeeeee e e e e e e e e e e e e e e e ee s 49

Tabela 8. Dados de absorbancia das analises do composto melitina por analise de
VEIMEIN0O NEBULIO... ..ot et e e e e e e e e e e e e e eeraaanas 49

Tabela 9. Dados de absorbéancia das analises da combinagédo dos compostos Nisina
+ Clindamicina por andlise de vermelho Neutro............ccccceeeiieiiiiie i 50

Tabela 10. Dados de absorbancia tabulados das anéalises de DMSO por analise de
VEIMEINO NEULIO ..ottt e e e e e e e e e e e e e eeeeennes 50

Tabela 11. Resultados em percentual em marcacéo da populacéo de células viaveis,
de apoptose e morte tardia das células HaCaT com iodeto de propidio (Pl) e FITC
Anexina V (ANE V) ap0s a exposi¢cao aos tratamentos com nisina, clindamicina e
AN |35 L 0 I 5 T 52

Tabela 12. Efluxo de ions potassio e fosfato, expresso em mg/L, ap0s o tratamento
de MRSA 2 ATCC com CIM e 2x CIM de melitina, nisina e oxacilina nos tempos 0 e 4



Tabela 13. Efluxo de ions potassio e fosfato, expresso em mg/L, ap0s o tratamento
de S. pyogenes ATCC com CIM e 2x CIM de melitina, nisina e oxacilina nos tempos 0
L o] = 3PP 54

Tabela 14. Efluxo de ions potéassio e fosfato, expresso em mg/L, apds o tratamento
de C. acnes ATCC com CIM e 2x CIM de melitina, nisina e oxacilina nos tempos 0 e



Lista de Simbolos

% Porcentagem
°C Graus Celsius
h Hora

Log Logaritmo

mg Miligrama

mL Mililitro

S Segundo

Mg Micrograma

ML Microlitro



Sumario

(R ] 4 o To [¥ o= (o RO P P PP PP P PP PPPPPON 17
N S VAT (o =11 o oo - U (o= USROS 18
2.1 Aspectos gerais sobre a resisténcia aos farmacos antimicrobianos............c.cccoeeee. 18
2.2 N o 1= PSR 21
P2 |V TTe] o] oY [0} - WO U PSP TRR PR 22

2.3 Patégenos implicados em doengas Na PEIE ... 25
AR I S = Yo 0 )V Lo Todo Lol o] U E=R= UL =T £ SR 25
2.3.2. SIrEPTIOCOCCUS PY OGBS ..uutiiieeietiittii st e e et eetittar e e e aeteas e s e e et eesta bt e e aaeeaestanrseeeeeeasssanns 26
2.3.3 CULIDACTEITUM GCNES ....eiiiiiiiieie ettt e et e s e e e s e e e s nnneees 27

2.4, BIOTHIME e 29
2.5. Produtos antimiCrobianos NAUTAIS ........uevveiiirireiirire e 31
T O ] 1= Vo 1 S PO OO OPPPPTTI 34
4. MaLErial @ MELOUOS ..ceiiiiiiiieiieie ettt e bbbt e e st et e e skt e e e s nbb e e e s aabb e e e e nnnneeas 35
4.1 Linhagens Bacterianas € AntibacCterianOS . .......coiuiiii i 35
4.2 Ole0S ESSENCIAIS € 0S PAMS ......c.oviviuiiieeceieee ettt ettt ettt es et es s s, 35
4.4 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)............ 37
4.5. Curva de sobrevivéncia pela metodologia da densidade 6ptica (DO) a 600nm. ................ 38
4.6. Analises de citotoxicidade pela metodologia de Vermelho neutro. ........ccccceevieeeiiiieeenen, 39
4.7. Analise de citotoxicidade da nisina e clindamicina por citometria de fluxo .........cc........... 40
4.8. Inibicdo da formacao do Biofilme BaCteriano ...........cuuueiiiiiiiiiiiiiiieeee e 40
4.9. Metodologia Efluxo de ions potassio € fosfato.........cccuvveeiiiiiiiciiiie e 41
5. ANALISE ESTALISTICA ...veieieiie ittt 41
B. RESUITAUOS ...ttt et e e s et e e et et e e o b n et e e s nr e e e e an e e e e nnreeeeaa 42
6.1 Caracterizagao d0OS OlE0S ESSENCIAIS ...uuuieiiuriiieiiiiieeiiiiiee s eteee s st e e s abee e e ssbee e e asnbeeeeennteeeeannees 42
6.2 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM)............ 46
6.3 CUIVA A€ SODIEVIVENCIA ...cci it e b e e a7
6.4 Citotoxicidade pela metodologia de Vermelho NeULIro .......cccevviiiie i 49
6.5. Andlise de citotoxicidade da nisina e clindamicina por citometria de fluxo ...................... 52
6.6. Efluxo de ions pOtASSIO € fFOSTALO ..uiiiueiiiiiiiii e 55
6.7. Inibic&o da formacdo do Biofilme Bacteriano ..........cccceeiiiiiiiiiiiiiee e 56

A B LY o U 1= Lo TSP PPPRPPPPRP 58
S T 7o ] oY od [ U =3 o PR PR 64
9. Refer@ncias BibliOgrafiCa ... e 65
Apéndices A- Exsicata com folhas e flores de Eugenia uniflora (Pitanga) ............cccooeeeeeiiiiiiiiiieennn, 73
Apéndices B- Exsicata com folhas e fruto de Copaifera langsdorffii (Copaiba).............cccccvvevririeennnnn 74

16



N oo o~ WwDN

(0]

10
11

12
13
14
15
16
17
18

19
20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30
31

1. Introducéo

O uso dos farmacos antimicrobianos reduziu significativamente a morbidade e
a mortalidade associada as doencas bacterianas. Contudo, este uso intenso e as
vezes inapropriado, tem contribuido para o0 aumento na frequéncia de linhagens
bacterianas resistentes a estes farmacos tornando-se um problema de saude publica
tanto para os paises desenvolvidos como para os em desenvolvimento (Ghosh et al.,
2020).

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos ocorre devido uma variedade de
mecanismos que dependem de fatores genéticos e ambientais, sendo que esta
resisténcia ocorre principalmente por mutacdo genética ou aquisicdo de material

genético exdgeno (transferéncia horizontal de genes) (Lima et al., 2021).

Com o aumento no numero de linhagens bacterianas resistentes, e
consequente decréscimo nas opcgoes terapéuticas, houve aumento na pressao para o
desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos (Vrabl et al., 2022). Algumas
estratégias tém sido aplicadas para mitigar esse problema como a conscientizacao do
publico sobre o uso mais direcionado dos farmacos antimicrobianos tanto na medicina
humana como veterinaria e agropecuaria além da busca de novas terapias e novos
compostos bioativos (O'Neill, 2016; Vrabl et al., 2022).

Os produtos naturais sao considerados pilares importantes para
desenvolvimento de antimicrobianos (Wright, 2017) devido a diversidade de suas
propriedades biologicas (Gatadi et al., 2019). Diversos compostos haturais
demonstraram seus efeitos antimicrobianos como os 6leos essenciais (OES) e os
Peptideos Antimicrobianos (PAMs), sendo estes Ultimos derivados de

microrganismos, plantas, mamiferos, insetos e anfibios.

Considerando que este estudo teve como abordagem testar sensibilidade de
bactérias que ocasionam doencas na pele humana, € importante destacar que a pele
se constitui em uma barreira eficaz contra as infec¢des bacterianas. Embora muitas
bactérias entrem em contato, ou colonizem a pele, elas normalmente nao
conseguem causar infeccbes, porém, quando ocorrem as doengas bacterianas,
estas podem ser desde infec¢des superficiais leves, que frequentemente se resolvem

sem tratamento, até casos com risco de vida que requerem intervencgdes cirdrgicas de
17
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emergéncia e antibioticoterapia intensiva (Leong & Gouliouris, 2021).

Este estudo teve como objetivo a realizacdo de testes de sensibilidade
antibacteriana de produtos antimicrobianos de origem vegetal (6leos essenciais) e
PAMs sobre linhagens padrées ATCC de bactérias que podem causar infeccbes na
pele humana. Também foram realizados ensaios para verificar possiveis interacdes
destes produtos juntamente com farmacos antibacterianos convencionais, ensaios de
citotoxicidade sobre queratindcitos humanos, inibicdo da formacdo de biofilmes e
efluxo de ions potéssio e fosfato visando acrescentar conhecimentos para uso destes
antimicrobianos na elaboracdo de um produto com finalidade terapéutica sobre
doencas de pele.

2. Revisao Bibliogréfica

2.1 Aspectos gerais sobre a resisténcia aos farmacos antimicrobianos

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos é um desafio de saude publica na
atualidade, pois os isolados resistentes que eram restritos ao ambiente hospitalar
agora também sdo encontradas na comunidade como consequéncia da globalizac&o
e 0 uso intensivo dos farmacos antimicrobianos. A estimativa é que até o ano de 2050
ndo existirdo farmacos antibacterianos eficazes disponiveis se novas opc¢des nao
forem desenvolvidas. Isso demonstra a necessidade de buscar métodos alternativos
de controle de patdgenos resistentes aos farmacos antibacterianos (Vivas et al.,
2019).

A intensa utilizagdo dos antimicrobianos convencionais leva a disseminagédo da
resisténcia bacteriana, sendo que os genes que conferem resisténcia podem ser
facilmente transferidos entre as bactérias (Li et al.,, 2023). Jian et al (2021)
apresentaram um fluxograma (Figura 1) que ilustra o surgimento e a disseminacgéao de

linhagens resistentes aos antimicrobianos atuais.

18



[EEN

0 N o o0 B~ W DN

10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22

23
24
25
26

8. Concluséao:

Os OEs de copaiba (C. langsdorffii e E. uniflora) e 6leo resina de copaiba (C.
reticulata) ndo demonstraram acao inibidora consideravel quando comparado aos
PAMs nisina e melitina, tendo apresentado valores elevados de CIM (de até 8000
pMg/mL), embora estes produtos tenham demonstrado efeitos inibidores melhores
sobre a linhagem de MRSA em comparacao as demais espécies bacterianas testadas.
A nisina e a melitina demonstraram melhor atividade antimicrobiana para cepas de

MRSA, S. pyogenes e C. acnes.

A continuidade dos estudos com os PAMs nisina e melitina foi levada a efeito
nos ensaios de sinergismo e de citotoxicidade em funcéo dos resultados de CIM e
CBM obtidos. Esses compostos apresentaram baixa toxicidade in vitro frente as
células de queratinécitos (HaCaT) mesmo quando testadas em concentracfes bem
acima dos valores de CIM obtidas. A nisina e a melitina demonstraram acéo sobre a
integridade da membrana celular bacteriana verificado pela liberacdo dos ions
potassio e fosfato em especial quando hd aumento na concentracdo testadas dos

compostos bem como pelo aumento do tempo de experimentacao.

Os antimicrobianos testados in vitro também foram sinérgicos com os farmacos
testados, sendo capazes de reduzir aa concentracdo inibitéria minima (CIM) a ser
utiizada em especial frente ao MRSA, bactéria considerada importante na
microbiologia clinica. As associa¢des dos peptideos com farmacos demostraram acao
frente a formacéo de biofilme para cepas estudadas, 0 que representa um resultad

importante considerando a resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos em geral.

Portanto, pode se considerar a nisina e melitina como componentes ativos,
sejam isoladamente ou mesmo associados aos farmacos antibacterianos, bons
candidatos para o desenvolvimento de novas opc¢des terapéuticas para MRSA, S.

pyogenes e C. acnes.
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