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Resumo

No contexto de infeccdes de pele e de mucosas dificeis de tratar, agravadas por
comorbidades e resisténcia microbiana, esta pesquisa buscou avaliar a a¢do de produtos
naturais. Utilizando um modelo ex vivo com pele de porco, as feridas foram infectadas
com a bactéria Pseudomonas aeruginosa proveniente de pé diabético. Em seguida, foi
aplicado o 6leo essencial de melaleuca e uma aliquota padronizada do extrato do fungo
de manguezal da cidade de Sao Luis- MA. Os resultados mostraram que ambos o0s
produtos tiveram eficécia antimicrobiana contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa. O
6leo de melaleuca inibiu significativamente o crescimento da bactéria e evitou a formagao
de coldnias nas feridas. De forma similar, o extrato fungico reduziu drasticamente o
crescimento bacteriano. Esses achados indicam que o 6leo de melaleuca e o extrato do
fingico sdo promissores para o tratamento de infec¢oes de pele, uma vez aliados a busca

por novos alvos terapéuticos diante do contexto mundial de resisténcia microbiana.
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Introduciao

A busca por novos tratamentos contra infeccdes de pele se tornou urgente diante

da crescente resisténcia antimicrobiana, um problema que tem se agravado devido ao uso
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excessivo de farmacos e a fatores como a pandemia de SARS-CoV-2. Este cenario levou
a um aumento de pacientes com imunidade comprometida e de patdgenos
multirresistentes, como as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
que causam infecgdes oportunistas e sao de dificil controle (Rawson et al., 2020; Zhou et
al., 2020). Diante disso, a comunidade cientifica tem voltado sua atencdo para
bioprodutos de fontes naturais, como extratos de plantas e metabdlitos microbianos, que
podem oferecer grande potencial para se tornarem tratamentos eficazes, menos toxicos e
mais acessiveis (Gajdacs et al., 2021; Vila Nova et al., 2024). A pesquisa por novas
terapias também exige modelos de teste mais realistas e éticos, que reproduzam a infecg¢ao
humana sem depender de animais de laboratorio. O modelo de pele suina ex vivo € uma
excelente alternativa, pois sua fisiologia ¢ bastante similar a humana (Vila Nova et al.,
2024; Sousa et al., 2023). Além de ser uma opgao €tica, ele tem custos mais acessiveis.

Por isso, ele foi escolhido para esta pesquisa.

O presente estudo teve como objetivo principal estabelecer um modelo ex vivo de
pele de porco, com feridas infectadas por P. aeruginosa e S. aureus, para avaliar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e de um
extrato fingico proveniente de sedimento de manguezal coletado em S3o Luis, no
Maranhao. O trabalho busca, com isso, contribuir para a validacao cientifica de produtos

naturais e para o desenvolvimento de novas formulagdes antimicrobianas.

Metodologia

Para o estudo, fora utilizada linhagem de Pseudomonas aeruginosa isolada de
ulceras de pé diabético e pertencentes a Cole¢dao de Culturas DAB-IFMA-MTC. As
bactérias foram cultivadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) e, para os experimentos,
ajustadas para uma concentragao padrao de 1 x 108 células/mL em PBS (Phosphate Buffer
Saline). Antes de aplicar os tratamentos na pele suina, os produtos naturais foram testados
para confirmar sua atividade antimicrobiana. O 6leo essencial de melaleuca (100%) e um
extrato fingico (100%) foram avaliados usando os testes de agar difusao por cavidades
e de microdiluiciao, em meio de cultura Mueller Hinton (MH). A eficacia foi medida pelo
diametro do halo de inibicdo de crescimento e pela determinacdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM), que é a menor concentragdo do produto capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Como controle positivo, foi usada Ciprofloxacina (CLSI, 2019).

Fragmentos de pele de porco (~2x2 cm) foram obtidos comercialmente e esterilizados
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com dalcool 70%, hipoclorito de sodio e agua destilada. As amostras foram entdo
colocadas sobre placas de Petri contendo agarose 0,7%. Feridas de 0,8 cm de diametro e
0,1 cm de profundidade foram criadas na derme usando um bisturi estéril. As feridas
foram, entdo, infectadas com as bactérias padronizadas e incubadas por 48 horas. A
eficacia dos tratamentos foi quantificada pelo teste de microgota, para contagem de
Unidades Formadoras de Colonias (UFCs). Um swab estéril foi usado para coletar
amostras das feridas, que foram diluidas em série em PBS. Uma aliquota da ultima
diluicao foi semeada em agar Mueller-Hinton e incubada para contagem das colonias apos
24 horas, permitindo a analise da redugao bacteriana. Ap6s a infecg¢ao, para os tratamentos
foram aplicados 50 pL/mL de 6leo essencial de melaleuca e 50 uL do extrato fungico em
grupos distintos. As amostras foram incubadas por mais 24 horas. Fragmentos sem
infeccdo e fragmentos infectados sem tratamento serviram como controles. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

Resultados e Discussao

O dleo essencial de melaleuca apresentou atividade antimicrobiana frente a
infeccdo por Pseudomonas aeruginosa. Observa-se na figura 1 o halo expressivo e

superior ao observado na presenca de EEMt e do antibiotico CIP.
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Fig. 1 — Halos de inibicao de crescimento de P. aeruginosa de 16 mm (acima), 32 mm (a
esquerda) e 36 mm (a direita) frente ao EEMt, CIP e OEM, respectivamente. Fonte:
Autor, 2025.

Na figura 2 também ¢ possivel observar atividade bioldgica na triagem in vitro do
extrato fungico frente a mesma cepa de P. aeruginosa.
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Fig. 2 — Halo de inibi¢do de crescimento de P. aeruginosa de 18 mm (a direita inferior).
Fonte: Autor, 2025.

Os resultados demonstram a forte agdo antimicrobiana do o6leo essencial de
melaleuca e de um extrato fiungico de manguezal. A eficacia da melaleuca € atribuida a
compostos como o terpinen-4-ol e o y-terpineno, enquanto o extrato fingico, rico em
terpenos, alcaloides e flavonoides, também se mostrou promissor contra patdogenos
oportunistas como a Pseudomonas aeruginosa (Vila Nova et al., 2024). Embora a
Ciprofloxacina (CIP) também tenha inibido o crescimento bacteriano, a inibi¢do
proporcionada pelo 6leo de melaleuca e pelo extrato fungico € notavel, especialmente por
sua origem natural.
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Fig. 3 - Halos médios de inibi¢do de crescimento de Pseudomonas aeruginosa frente ao
EEMt, ciprofloxacina (CIP), oleo essencial de Melaleuca alternifolia (OEM) e extrato

fingico de manguezal. Fonte: Autor, 2025.

Nos ensaios para determinagd@o da menor concentragdo inibitoria (CIM) capaz de
inviabilizar o crescimento da bactéria patégena, obteve-se CIM de 3,12% do OEM e CIM

de 6,25% do extrato flngico, conforme demonstram as Figuras 3 e 4.
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Fig. 4 — Determinagao da CIM dos compostos avaliados por ensaio de microdiluicdo em
caldo e da avaliacdo da atividade metabolica de P. aeruginosa com resazurina na presenca

e auséncia das substincias testadas. Fonte: Autor, 2025.
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Fig. 5 — Determinagao da CIM dos compostos avaliados por ensaio de microdiluicdo em
caldo e da avaliagdo da atividade metabdlica de P. aeruginosa com resazurina na presenca

e auséncia das substancias testadas. Fonte: Autor, 2025.

Apesar de a Ciprofloxacina (CIP) ser um antibiotico potente contra P. aeruginosa,
a pesquisa mostrou que o dleo essencial de melaleuca (OEM) e o extrato de fungo
também apresentaram uma eficacia excelente. Isso € crucial, pois a resisténcia bacteriana,
especialmente em biofilmes de P. aeruginosa, ¢ um problema grave. O OEM e o extrato
fingico, com sua composi¢do quimica complexa, podem ser mais vantajosos por terem
multiplos alvos de acdo, o que dificulta o desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias.
A eficacia comparativa dos compostos foi demonstrada pelos valores de Concentragao

Inibitéria Minima (CIM).
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Fig. 6 — Valores CIM obtidos para o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(OEM), extrato fungico de manguezal e ciprofloxacina (CIP) frente a Pseudomonas

aeruginosa. Fonte: Autor, 2025.

Com base nos resultados promissores dos testes iniciais, o estudo optou por focar
no o6leo essencial de melaleuca (OEM) e no extrato fungico para os experimentos
seguintes, especificamente contra a bactéria P. aeruginosa. A pesquisa demonstrou que o
modelo de pele suina ¢ viavel tanto para simular a infec¢ao bacteriana quanto para testar
o tratamento.

Fig. 7 — Fragmentos de pele suina. Em a, b, ¢ e d observam-se fragmentos estéreis; em e,
fe g esses fragmentos foram infectados por P. aeruginosa; em h observa-se o controle da

ferida sem infec¢do. Fonte: Autor, 2025.

O tratamento de feridas de pele de porco com o 6leo essencial de melaleuca
(OEM) inibiu completamente o crescimento da bactéria P. aeruginosa, validando seu
potencial terapéutico. O extrato fungico de manguezal também reduziu
significativamente o crescimento bacteriano. Esses resultados reforcam a eficacia do
modelo ex vivo de pele suina como uma alternativa confiavel e ética para pesquisas



(Roche et al., 2019), ja que sua estrutura e resposta imune sao bastante similares as da
pele humana (Summerfield et al., 2015; Ranamukhaarachchi et al., 2016)

Tabela 1. Comparagdo entre a pele humana e a pele suina para validagao do modelo ex

vivo.

Caracteristica Pele Humana Pele Suina
. Arquitetura

Espessura da Epiderme fina e derme rquitet
. . histologica

epiderme e derme  relativamente espessa

semelhante
Organizacao

Epiderme, derme e .
Estrutura em P ’ equivalente, com

tecido subcutdneo bem

camadas definidos pequenas variagdes
regionais
Presenca de Foliculos e glandulas Distribui¢ao
foliculos pilosos e distribuidos conforme a  semelhante, com
glandulas regido corporal densidade proxima

Rede vascular e nervosa Rede comparavel,
Vascularizagdo e ~ complexa, essencial permitindo estudos de

inervacao para resposta cicatrizagdo e
inflamatéria inflamac&o
Células imunes Populagdes
Composicao residentes (Langerhans, celulares equivalentes,
imunologica linfécitos, macrofagos, desempenhando
mastdcitos) fungdes analogas
Queratina + lipidios que Estrutura semelhante,
Barreira cutanea limitam entrada de com eficacia
patégenos comparavel
. Comportamento
Ativa resposta P
Resposta a . e equivalente em
) ~ inflamatoria e imune . ~ .
infecgoes infecgdes bacterianas

local . :
experimentais

Fonte: Autor, 2025 (Adaptado de Summerfield, 2015)

Entdo, obtivemos que o teste de microgotas confirmou a atividade antimicrobiana
do oleo essencial de melaleuca (OEM) e do extrato fingico. O OEM impediu
completamente o crescimento de colonias de Pseudomonas aeruginosa, enquanto o
extrato fingico causou uma reducao significativa. Em contraste, as amostras nao tratadas

mostraram um crescimento massivo da bactéria.



Fig. 8 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de melaleuca (OEM) e
da Ciprofloxacina (CIP). A imagem mostra que ambos os tratamentos impediram o
crescimento de colonias de P. aeruginosa, em contraste com o controle de infec¢do. Os

controles de esterilidade confirmaram a auséncia de contaminagdo. Fonte: Autor, 2025.

Fig. 9 - O ensaio de microgota confirmando a auséncia de contaminag@o nos controles de
esterilidade. A pele infectada sem tratamento revela um crescimento massivo de coldnias
de Pseudomonas aeruginosa. Apos a aplicacdo, o extrato fungico (P107) reduz

significativamente o nimero de coldnias. Fonte: Autor, 2025.

A Figura 11 resume em escala qualitativa os resultados obtidos no modelo ex vivo,
destacando a diferenga no crescimento bacteriano entre os controles e os tratamentos

aplicados.
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Figura 10 — Representacdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa em pele suina
infectada, comparando o controle sem tratamento com as amostras tratadas com o6leo
essencial de melaleuca (OEM), extrato fungico de manguezal e Ciprofloxacina (CIP).

Fonte: Autor, 2025.

Esse resultado reforca a efetividade dos produtos naturais em estudo frente a
infeccdo estabelecida de P. aeruginosa, um achado altamente relevante, considerando a

dificuldade de erradicacdo desse patdogeno em contextos clinicos

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa demonstram o grande potencial antimicrobiano do
oleo essencial de melaleuca, eficaz contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa. Em
testes, ele inibiu o crescimento bacteriano de forma mais potente que o antibidtico
ciprofloxacina e eliminou completamente as bactérias das feridas. O estudo também
revelou que um extrato fungico de manguezal tem potencial promissor, reduzindo
significativamente o crescimento bacteriano. Esses achados reforcam a importincia de
buscar alternativas naturais para combater a crescente resisténcia aos antibiodticos,
indicando que compostos como a melaleuca e o extrato flingico podem ser uma estratégia

valiosa para o tratamento de infecgdes.
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