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INTRODUCAO

As infecgdes de pele e tecidos moles sdo
condi¢des frequentes que acometem milhdes de
pessoas ao redor do mundo, variando desde ma-
nifestacdes superficiais, como impetigo e abs-
cessos, até complicagdes mais severas, como
celulite e fascite necrosante. Dentre os patoge-
nos mais prevalentes, Staphylococcus aureus se
destaca, uma bactéria gram-positiva comensal
da pele e das mucosas humanas que, em condi-
¢des normais, permanece inofensiva. No entan-
to, mediante ruptura da barreira cutdnea ou es-
tados de imunossupressao, pode atuar como pa-
togeno oportunista, causando infec¢des cuta-
neas graves (TAYLOR & UNAKAL, 2019;
O’GARA, 2017; TOUAITIA et al., 2025). No
ambiente hospitalar, S. aureus ¢ reconhecido
como um dos principais agentes de infeccdes
associadas a assisténcia a satide (ARAUJO et
al., 2023).

Dentre suas variantes, o Staphylococcus au-
reus resistente a meticilina (MRSA) se destaca
devido a resisténcia conferida pelo gene mecA,
que codifica a proteina PBP2a e inviabiliza a
acdo da maioria dos antibidticos B-lactamicos
(GUPTA etal.,2023; HAMDY et al., 2019). A-
Iém da resisténcia intrinseca, a capacidade de
formar biofilmes em feridas constitui um fator
critico de viruléncia, dificultando tanto a pene-
tracdo de antimicrobianos quanto a resposta
imune do hospedeiro. Os biofilmes sd3o comuni-
dades microbianas aderidas a superficies bioti-
cas ou abidticas, envoltas por uma matriz extra-
celular polimérica que favorece a persisténcia
das infecgdes e contribui para a tolerancia au-
mentada frente a diferentes agentes antimicro-
bianos e antissépticos (GUEDES et al., 2024).
Essa combinagdo de resisténcia genética e bio-
filme confere 8 MRS A um desafio clinico signi-
ficativo, exigindo estratégias terapéuticas e de

controle mais eficazes. Devido a gravidade des-
sas infecgOes e a resisténcia antimicrobiana, a
Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) classi-
fica 0 MRSA como patdgeno prioritario para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéu-
ticas (WHO, 2024).

Nesse cendrio, os sabonetes antissépticos
assumem papel relevante como medida preven-
tiva e de controle, especialmente em ambientes
clinicos e hospitalares. Formulagdes contendo
triclosan ou clorexidina tém demonstrado efica-
cia na reducdo da carga bacteriana planctonica
e na interrup¢do da cadeia de transmissdo
(PARK et al., 2022). Contudo, a eficdcia desses
antissépticos pode ser significativamente me-
nor frente a biofilmes, uma vez que as bactérias
protegidas por matriz extracelular apresentam
maior tolerdncia a agentes antimicrobianos.
Além disso, as evidéncias disponiveis permane-
cem limitadas, uma vez que a maioria dos estu-
dos foi conduzida em modelos in vitro ou em
organismos nao mamiferos, ndo refletindo ple-
namente as condi¢des fisiologicas de feridas
humanas, onde biofilmes persistentes represen-
tam um desafio critico para a desinfeccao e ci-
catrizagao.

Diante disso, a utilizacdo de modelos ex vi-
vo de infec¢do cutanea em pele suina surge co-
mo uma alternativa promissora, considerando
sua semelhan¢a anatémica e funcional com a
pele humana. Esses modelos possibilitam uma
avaliacdo mais proxima da realidade clinica,
permitindo o estudo das interagdes entre biofil-
me, tecido e antisséptico, bem como a testagem
de produtos topicos sem a necessidade imediata
de ensaios in vivo. Apesar da ampla variedade
de sabonetes antissépticos disponiveis, ainda
sd0 escassos os estudos que investigam sua a-
¢ao contra biofilmes de MRSA em feridas. Nes-
se cenario, estudos que explorem a eficacia des-
ses produtos em modelos ex vivo podem forne-
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cer evidéncias mais consistentes para o desen-
volvimento de medidas complementares de
controle, fortalecendo as bases cientificas para
sua aplicacdo em contextos clinicos e hospita-
lares. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
a eficacia de sabonetes antissépticos comerciais
na inibicdo e destrui¢ao de biofilmes de MRSA
em modelo ex vivo de ferida em pele suina.

METODO

Susceptibilidade antimicrobiana

Concentraciao inibitéria minima (CIM)

Para a realizagao deste estudo, foram seleci-
onados os sabonetes liquidos das marcas Pro-
tex®, Nivea® e¢ Rexona®, adquiridos em far-
macias do municipio de Dourados-MS. A CIM
desses sabonetes foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo, de acordo com as
diretrizes do Clinical and Laboratory Standar-
ds Institute M07-A9 (CLSI, 2012), com adapta-
¢oes.

Os ensaios foram conduzidos utilizando
uma cepa clinica de MRSA, isolada de ferida
cirirgica e com resisténcia a oxacilina mediada
pelo gene mecA (MRSA 6). O isolado foi ob-
tido da colecdo do Grupo de Pesquisa em En-
saios Microbioldgicos da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), e seu perfil de
resisténcia ja havia sido previamente caracteri-
zado. Para o preparo do indculo, a MRSA foi
suspensa em solucao salina estéril (0,9%) e pa-
dronizado em espectrofotometro a 625 nm para
obter uma concentracgdo de 1,5 x 103 UFC/mL.
Em seguida, os sabonetes liquidos foram sub-
metidos a dilui¢des seriadas (1:2) em micropla-
cas de 96 pogos com caldo Mueller-Hinton,
com concentracdes que variaram de 0,09% a
50%. Posteriormente, foram preparados contro-
les negativos para avaliar a esterilidade do meio
de cultura e dos sabonetes, bem como controles

positivos para verificar a viabilidade do micror-
ganismo. As microplacas foram incubadas a
37 °C por 24 horas. A leitura visual foi realizada
com a adicao de 50 pL da solugdo de cloreto de
2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) a 0,1%, sendo a
CIM determinada como a menor concentragao
capaz de inibir o crescimento bacteriano, evi-
denciada pela auséncia de coloragao rosada.

Concentracio bactericida minima (CBM)
Apos a interpretagdao da CIM, uma aliquota

de 10 puL dos pogos que nao apresentaram cres-
cimento visivel foram transferidos para placas
com agar Mueller-Hinton, as quais foram incu-
badas a 37 °C por 24 h. A menor concentragao
em que nao houve crescimento de unidade for-
madora de colonia foi determinada como CBM.

Ensaio de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana dos sabonetes
comerciais Rexona®, Nivea® e Protex® tam-
bém foi avaliada pelo método de difusdo em
disco em 4gar, conforme descrito por Fernandes
et al. (2023), com adaptagdes. A superficie do
agar foi inoculada com MRSA, utilizando
swabs estéreis embebidos em suspensao bacte-
riana ajustada para 1,5 x10® UFC/mL. Discos
de papel-filtro estéreis (6 mm de didmetro) fo-
ram impregnados com 20 pL do sabonete nas
concentracoes de 100%, 50%, 25%, 12,5% e
6,25%, sendo posteriormente aplicados direta-
mente sobre o agar inoculado. As placas foram
incubadas de forma invertida a 37 °C por 24 h.

Como controle negativo, foram utilizados
discos contendo apenas o caldo Mueller-Hin-
ton. Apds o periodo de incubagdo, os diametros
das zonas de inibi¢ao ao redor dos discos foram
mensurados com régua milimetrada. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata e a inter-
pretagdo dos resultados foi feita segundo os cri-
térios propostos por Alves et al. (2000): zonas
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de inibigdo <9 mm indicam auséncia de ativi-
dade antimicrobiana; entre 9 ¢ 12mm, baixa ati-
vidade; entre 13 e 18 mm, atividade moderada;
e >18 mm, alta atividade.

Atividade antibiofilme

Ensaio de inibicio da formac¢ao de bio-
filme

A atividade antibiofilme foi avaliada com o

sabonete que apresentou melhor atividade anti-
microbiana. O efeito na inibi¢cdo da formagao de
biofilme foi avaliado conforme descrito por
Costa et al. (2014), com modificagdes. A cepa
de MRSA foi cultivada em caldo Tryptic Soy
Broth suplementado com 1% de glicose
(TSBQ), sob agitacdo a 80 rpm, a 37 °C, por 24
horas. Em seguida, as células foram centrifuga-
das a 5000xg por 5 minutos, lavadas trés vezes
com solucao tampao fosfato (PBS), ressuspen-
didas em caldo TSBG e ajustadas para uma den-
sidade optica equivalente a 1x10® UFC/mL,
medida a 625 nm.

Para o tratamento, foram utilizadas concen-
tragoes de 6,25%, 12,5% ¢ 25% do sabonete.
Em microplacas de 12 pogos, juntamente com o
inoculo, foram incubadas sob agitagdo (80
rpm), a 37 °C, por 24 horas. Apds a incubacao,
os pocos foram lavados duas vezes com PBS
para remogao das células ndo aderentes, e os bi-
ofilmes foram quantificados pelo método XTT
(2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-te-
trazolio-5-carboxanilida dissédica) (PIERCE et
al., 2010). O percentual de inibi¢do da forma-
¢do do biofilme foi calculado utilizando a se-
guinte equacdo: % Inibi¢do = (Absorbancia do
controle positivo — Absorbancia da amostra) /
Absorbancia do controle positivo x100.

Ensaio de destruicdo de biofilme pré-for-
mados

Para avaliagdo da eficacia do sabonete sobre
biofilmes pré-formados, MRSA foi inicialmen-

te incubada em TSB com 1% de glicose em mi-
croplacas de 12 pogos, sob agitacdo (80 rpm) a
37 °C por 24 horas, para promover a formagao
do biofilme. Em seguida os pogos foram lava-
dos com PBS para remocao das células ndo ade-
ridas e tratados com o sabonete nas concentra-
¢oes de 6,25%, 12,5% ¢ 25%, e incubados no-
vamente sob agitacdo a 80 rpm, a 37 °C, por
mais 24 horas. Posteriormente, os biofilmes fo-
ram lavados com PBS e quantificados pelo mé-
todo XTT (PIERCE et al., 2010). O percentual
de inibi¢do da formagdo do biofilme foi calcu-
lado utilizando a seguinte equagdo: % Destrui-
¢do = (Absorbancia do controle positivo — Ab-
sorbancia da amostra) / Absorbancia do contro-
le positivo x100.

Ensaio de atividade antibiofilme em mo-
delo ex vivo de ferida em pele suina

A capacidade do sabonete de inibir a forma-
¢ao de biofilme e destruir biofilmes maduros foi
avaliada em modelo ex vivo de pele suina, con-
forme Horton et al. (2020), com modificagoes,
utilizando in6culos preparados conforme des-
crito nos ensaios de biofilme in vitro. Amostras
de pele suina, adquiridas em comércio local, fo-
ram cortadas com punch de biopsia (12 mm) e
descontaminadas por 18 h em solugdo de es-
treptomicina (1000 pg/mL) e penicilina (1000
U/mL). Em seguida, as peles foram submetidas
a 3 ciclos de banho ultrassonico (20 min/ciclo)
em DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-
line) para remocao de residuos de antibidticos.

Apo6s lavagem com DPBS, as bidpsias fo-
ram transferidas para placas de 12 pogos con-
tendo DMEM semissélido suplementado com
10% de soro fetal bovino. Para simular a barrei-
ra epidérmica, parafina derretida foi aplicada ao
redor de cada biopsia na interface pele-meio,
isolando os compartimentos e restringindo o
crescimento de MRSA a derme do meio. Em se-
guida, 10 pL da suspensdo bacteriana (1x10%
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UFC/mL) foram adicionados a epiderme, se-
guidos por 10 pL do sabonete nas concentra-
coes de 25%, 12,5% ou 6,25%. As placas foram
incubadas por 37 °C por 24 horas.

Ap0s a incubagdo, as amostras de pele fo-
ram transferidas para tubos com 10 mL de
NaCl, agitadas em voértex por 10 min e subme-
tidas a dilui¢des seriadas para semeadura em
agar Manitol. As unidades formadoras de col6-
nia (UFC) foram contadas apos 24 ha 37 °C, e
a porcentagem de inibi¢do e destrui¢ao de bio-
filme maduro foi calculada pela féormula: % ini-
bicdo ou destruicdo = [(nimero de UFC/mL
controle positivo) - (nimero de UFC/mL trata-
mento)] / (nimero de UFC/mL controle positi-
vo) x 100. O ensaio foi realizado em triplicata e
em momentos distintos.

Microscopia de fluorescéncia

A integridade da membrana celular nos bio-
filmes foi avaliada com o Filmtracer™ LI-
VE/DEAD™ Biofilm Viability Kit da Invitro-
gen™, conforme instrucdes do fabricante. A ce-
pa MRSA foi cultivada em coverslips, coradas
com SYTO® 9, um corante fluorescente verde
que penetra em todas as cé€lulas e iodeto de pro-
pidio, um corante fluorescente vermelho que
cora apenas cé¢lulas que sofreram alguma inte-
gridade na estrutura da membrana, incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos na ausén-
cia de luz. As amostras foram analisadas em mi-
croscopio de fluorescéncia LED Leica DM-
1000, filtros L5 ET com excitagao 480/40 ¢
emisdo 527/30 e um filtro RHOD ET com exci-
tagdo 546/10 e emissao 585/50 foi utilizado pa-
ra avaliar as amostras. A captura das imagens
foi realizada por meio do software LAS X.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio de
ANOVA e post-hoc de Dunnett. As diferengas
foram consideradas significativas quando P

<0,05. As andlises estatisticas e graficas foram
realizadas utilizando o GraphPad Prisma 9.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracio inibitéria minima, concen-
tracdo bactericida minima e ensaio de difu-
sa0 em disco

A andlise dos resultados evidencia diferen-
¢as marcantes na eficacia antimicrobiana entre
os sabonetes testados frente ao Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). O Re-
xona® apresentou maior consisténcia, com
CIM de 3,12% e CBM entre 3,12-6,25%, en-
quanto Protex® e Nivea® exibiram variacao
significativa, alcancando valores de CIM de até
12,5% e 50%, respectivamente (Tabela 6.1).
Esses dados indicam que apenas o Rexona®
manteve estabilidade e desempenho superior ao
longo dos diferentes momentos analisados. Co-
mo controle do teste, utilizou-se clorexidina,
que apresentou CIM de 2,34 pg/mL e CBM de
4,68 png/mL, confirmando a confiabilidade dos
ensaios realizados.

Ao relacionar esses resultados com a formu-
lagdo de cada produto, observa-se que o Rexo-
na® contém timol e terpineol, compostos com
acao antimicrobiana reconhecida, associados a
uma base liquida de surfactantes anidnicos (co-
mo lauril éter sulfato de s6dio), que favorecem
a remog¢ao mecanica e contato com o microrga-
nismo. Essa composi¢ao pode explicar a consis-
téncia observada nos testes, ainda que a concen-
tracdo efetiva dos ativos determine o grau de
acao bactericida (YANG et al., 2023; CRUZ et
al., 2022). Por outro lado, o Protex®, em suas
versdes atuais, contém extratos vegetais como
oleo de melaleuca e cha verde, com efeito anti-
microbiano leve e dependente de concentracao,
enquanto versodes antigas com triclocarban, hoje

53




restritas por regulamentagdes (FDA, 2016) pos-
suiam atividade mais robusta. A variabilidade
nos resultados do Protex® pode refletir essa re-
formulagdo e a menor eficacia dos extratos
frente a cepas resistentes.

O Nivea®, por sua vez, evidencia uma for-
mulacao voltada ao cuidado cosmético, com €n-
fase em agentes emolientes como lanolina e

pantenol, sem ingredientes antibacterianos
comprovados. A auséncia de compostos com a-
¢do especifica contra microrganismos, aliada a
uma matriz mais oleosa, pode limitar a penetra-
¢do e interagdo com a parede celular bacteriana,

justificando os altos valores de CIM e CBM.

Tabela 6.1 Concentracao inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos sabonetes liquidos
antissépticos Rexona®, Protex® ¢ Nivea®, frente Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em (%) ¢

clorexidina pg/mL

Amostras Momento 1 Momento 2 Momento 3
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Clorexidina 2,34 4,68 2,34 4,68 2,34 4,68
Rexona® 3,12 3,12 3,12 6,25 3,12 3,12
Protex® 3,12 12,5 0,39 3,12 12,5 12,5
Nivea® 6,25 25 50 50 3,12 25

Vale ressaltar que a determinacdo da CIM
em sabonetes liquidos apresenta desafios espe-
cificos, devido a saponificacdo e a dificuldade
de manter concentragdes fixas durante as dilui-
cdes, mesmo em microplacas de 96 pocos. Para
consolidar a robustez da pesquisa, a atividade
antimicrobiana também foi avaliada pelo ensaio
de difusdo em disco, permitindo comparar os
resultados obtidos em substratos liquidos e so-
lidos. Nesse ensaio, o sabonete Rexona® apre-
sentou zonas de inibi¢do variando de 14 mm a
10 mm nas concentracgoes de 6,25% a 100%, in-
dicando que os ativos presentes mantém efeito
mesmo em dilui¢des significativas. O Protex®
exibiu halo de inibi¢do apenas na concentragdo
integral (100%), enquanto o Nivea® nao apre-
sentou atividade detectavel (Tabela 6.2). Esses
resultados corroboram os dados de CIM/CBM
reforgando que o método de difusdo em disco
evidencia a capacidade do produto de exercer
efeito antimicrobiano em substratos solidos,

aproximando-se das condigdes praticas de apli-
cacdo na pele.

Atividade antibiofilme do sabonete antis-
séptico Rexona®

Dos trés sabonetes comerciais avaliados
(Rexona®, Protex® e Nivea®), o Rexona®
apresentou a melhor atividade antibacteriana
frente ao isolado clinico de MRSA. Dessa for-
ma, os estudos de atividade antibiofilme foram
conduzidos exclusivamente com o sabonete an-
tisséptico Rexona®. Apos os tratamentos, a ati-
vidade metabdlica dos biofilmes foi mensurada
pelo ensaio de XTT, um sal de tetrazolio redu-
zido por enzimas mitocondriais, que gera colo-
racdo alaranjada indicativa de viabilidade celu-
lar (ALONSO et al., 2017). Os resultados de-
monstraram que todas as concentragdes testa-
das reduziram significativamente a atividade
metabolica do biofilme, tanto nos ensaios de
inibi¢do quanto nos de destruicdo (Figura 6.1).
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Tabela 6.2 Teste difusdo em disco dos sabonetes liquidos antissépticos Rexona®, Protex® e Nivea® frente Staphylo-

coccus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Sabonetes 100% 50% 25% 12,5% 6,25%
Rexona® 14 mm 12 mm 11 mm 10 mm 10 mm
Protex® 9 mm - - - -
Nivea® - - - - -

Legenda: (-): Nenhuma atividade dentro das concentragdes avaliadas de 6,25 a 100%.

E importante destacar que tratar biofilmes
de MRSA provenientes de feridas cirtirgicas ¢
particularmente desafiador devido a resisténcia
intrinseca desse microrganismo. O isolado cli-
nico utilizado neste estudo, MRSA 6, represen-
ta um modelo realista de infeccdo de pele, em
que a resisténcia mediada pelo gene mecA, pre-
sente em elementos genéticos moveis SCCmec,
confere prote¢ao contra multiplas classes de an-
timicrobianos, especialmente nos tipos I, II e
II1, tipicos de isolados hospitalares (HAMADA
etal., 2021).

No ensaio de inibigdo da formacao do biofil-
me, o sabonete Rexona® apresentou atividade
expressiva contra o isolado clinico de MRSA,
promovendo redugdes significativas da ativida-
de metabolica, especialmente nas concentra-
coes de 12,5% e 25%, que resultaram em inibi-
cdo proxima de 90%. Esses dados reforgam o
potencial preventivo do sabonete contra a for-
macao de biofilmes de MRSA, especialmente
em ambientes clinicos e hospitalares.

Na avaliacao da destrui¢ao de biofilmes ma-
duros, o sabonete também apresentou eficacia
marcante, reduzindo significativamente a viabi-
lidade do biofilme em todas as concentragdes
testadas, com destaque para 25%, que alcangou
mais de 80% de destruicdo. Considerando que
biofilmes estabelecidos geralmente exigem
concentragdes de antimicrobianos 100 a 1000
vezes superiores as necessarias para células
planctonicas (HUGHES & WEBBER, 2017),
os resultados obtidos demonstram que o Rexo-
na® foi capaz de reduzir de forma significativa

(P <0,001) a atividade metabdlica do biofilme
de MRSA utilizando apenas concentracdes de
até 25%, evidenciando seu potencial como a-
gente antimicrobiano relevante para uso clinico.
Esses achados sdo promissores, sugerindo que
a aplicacao topica do sabonete antisséptico Re-
xona® pode constituir uma estratégia comple-
mentar na higieniza¢do e no controle de biofil-
mes em feridas superficiais, contribuindo para
a redugdo da carga bacteriana e potencialmente
auxiliando no processo de cicatrizagao.

Ensaio de atividade antibiofilme em mo-
delo ex vivo de ferida em pele suina

A partir dos resultados promissores obtidos
em ensaios in vitro, avaliando a atividade anti-
microbiana contra MRSA, optou-se por inves-
tigar a eficacia antibiofilme do sabonete liquido
Rexona® em um modelo ex vivo de pele suina,
escolhido por sua alta similaridade estrutural e
funcional com a pele humana. Os resultados de-
monstram que o sabonete apresentou atividade
significativa tanto na inibi¢do da formacgdo de
biofilme quanto na destrui¢ao de biofilmes pré-
formados (Figura 6.2).

Na avaliag¢do de inibigdo, a menor concen-
tracdo testada (6,25%) ja foi capaz de reduzir de
forma expressiva a formacao de biofilme, en-
quanto concentragdes mais elevadas (12,5% e
25%) apresentaram valores proximos a 100%.
No ensaio de destruigdo, a eficacia foi ainda
mais evidente, uma vez que todas as concentra-
¢oes testadas exibiram taxas superiores a 95%,
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inclusive na menor concentracao avaliada, de-
monstrando a elevada capacidade do sabonete
em desestruturar biofilmes maduros.

Tais achados sdo particularmente relevan-
tes, considerando que biofilmes estabelecidos
representam um grande desafio clinico devido a
sua maior tolerancia a antimicrobianos conven-

cionais (FLEMMING et al., 2021). O desempe-
nho observado sugere que a formulagdo de sa-
bonete, provavelmente associada a presenga de
surfactantes, fragrancias e outros componentes
antimicrobianos em sua composicao, interfere
na matriz extracelular e na adesdo celular, cul-
minando em um efeito de inibi¢ao e destruigdao
do biofilme (JIMOH et al., 2023).

Figura 6.1 Efeito do sabonete antisséptico Rexona® na inibi¢ao e destruicdo de biofilme de Staphylococcus aureus

MRSA (isolado de ferida cirtirgica)
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Legenda: (A) Porcentagem de inibi¢do do biofilme apds tratamento com sabonete Rexona® nas concentragdes de
6,25%, 12,5% e 25%. Observa-se que o sabonete promoveu aumento significativo na inibi¢do do biofilme, com maiores
concentragdes apresentando efeito mais pronunciado (**: P <0,01; **** P <0,0001 em comparagao ao controle, segundo
ANOVA e teste post-hoc de Dunnett) e (B) Porcentagem de destrui¢do do biofilme nas mesmas concentragdes, indi-
cando que no tratamento com sabonete Rexona® resultou em redugdo significativa da biomassa bacteriana, com maior
efeito em concentra¢des mais altas (****: P <0,0001 versus controle).

Estudos recentes corroboram esses achados,
relatando que formulagdes cosméticas e de higi-
ene pessoal contendo compostos ativos, agentes
tensoativos e 0leos essenciais podem apresentar
efeito antibiofilme contra patdgenos resistentes,
incluindo Staphylococcus aureus (ALVES et
al.,2021; SAHOO et al., 2021). A atividade ob-
servada no presente estudo esta em consonancia
com essas evidéncias e reforca a importancia de
avaliar o impacto de produtos de uso cotidiano
na prevencado da disseminagdo de microrganis-
mos resistentes, tanto em ambientes comunita-
rios quanto hospitalares.

Portanto, os resultados obtidos indicam que
o sabonete liquido Rexona® nao apenas inibe a
formacao, mas também promove a destruigdo
de biofilmes maduros de MRSA, consolidando-
se como um agente relevante na higienizagdo da
pele e potencial barreira na disseminagdo de pa-
tdégenos multirresistentes.

Microscopia de fluorescéncia

Para caracterizar a influéncia do sabonete li-
quido Rexona® sobre a viabilidade celular do
biofilme de MRSA, foi empregada a microsco-
pia de fluorescéncia utilizando o kit Live/Dead.
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Figura 6.2 Efeito do sabonete antisséptico Rexona® na inibigdo e destruigdo de biofilme de Staphylococcus aureus
MRSA 6 (isolado de ferida cirtirgica) em modelo ex vivo de pele suina
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Legenda: (A) Porcentagem de inibigdo do biofilme apds tratamento com Rexona® nas concentragdes de 6,25%, 12,5%
e 25%. Observa-se que o composto promoveu aumento significativo na inibicdo do biofilme, com maiores concentra-
¢oes apresentando efeito mais pronunciado (***: P <0,001 em comparagao ao controle, segundo ANOVA e teste post-
hoc de Dunnett) e (B) Porcentagem de destruicdo do biofilme nas mesmas concentragdes, indicando que o tratamento

com Rexona® resultou em redugio significativa da biomassa bacteriana, com maior efeito em concentragdes mais altas
(*¥***: P <0,0001 versus controle).

Conforme demonstrado nas Figuras 6.3 ¢ = na bacteriana e aumento da permeabilidade ce-
6.4, as c¢lulas tratadas com o sabonete apresen- lular.
taram predominancia de fluorescéncia verme-
lha, indicando perda da integridade da membra-

Figura 6.3 Viabilidade celular de biofilmes de MRSA 6 (isolado clinico de ferida cirurgica) por coloragao /ive/dead e
microscopia de fluorescéncia apds tratamento com o sabonete Rexona® no ensaio de inibi¢cdo da formagao de biofilme
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Nota: Células vidveis aparecem coradas em verde fluorescente e células mortas em vermelho fluorescente. Legenda:
(A1, A2 e A3) Controles; (B1, B2 ¢ B3) Tratados com 12,5% de Rexona®; (C1, C2 e C3) Tratados com 25% de
Rexona®.
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Em contrapartida, no controle ndo tratado,
observou-se predominancia de fluorescéncia
verde, confirmando a presenca de células via-
veis com membranas preservadas. Esses acha-
dos demonstram que o tratamento compromete
de forma significativa a integridade celular do
biofilme. Os resultados sugerem que os compo-
nentes da formulacdo do sabonete Rexona®,
como tensoativos anidnicos e agentes antimi-
crobianos, exercem acdo direta sobre a mem-
brana bacteriana, comprometendo sua estrutura
¢ levando a inibi¢do do crescimento e¢/ou morte
celular. Estudos recentes corroboram esse me-
canismo, demonstrando que surfactantes e
substancias bioativas presentes em produtos de
higiene sao capazes de induzir desorganizacao

da membrana plasmatica, facilitando a penetra-
¢do de compostos e provocando danos estrutu-
rais irreversiveis (SAHOO et al., 2021).
Embora a penetracdo do iodeto de propidio
seja frequentemente associada a morte celular,
sua absor¢do esta diretamente relacionada ao
aumento da permeabilidade da membrana, po-
dendo induzir estresse celular e comprometer a
viabilidade bacteriana mesmo sem lise imediata
(ROSENBERG et al., 2019; FLEMMING et
al.,2021). Dessa forma, a agdo observada refor-
¢a a eficacia do sabonete testado contra biofil-
mes de MRSA, apontando para seu potencial
papel na reducdo da disseminagdo de microrga-
nismos resistentes em superficies cutaneas.

Figura 6.4 Viabilidade celular de biofilmes maduros de MRSA 6 (isolado clinico) por coloragio /ive/dead e microscopia
de fluorescéncia apos tratamento com o sabonete Rexona® no ensaio de destrui¢do do biofilme

SYTO®9

Nota: Células vidveis aparecem coradas em verde fluorescente e células mortas em vermelho fluorescente. Legenda:
(A1, A2 e A3) Controles; (B1, B2 e B3) Tratados com 12,5% de Rexona®; (C1, C2 e C3) Tratados com 25% de
Rexona®.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que
os sabonetes antissépticos avaliados apresen-
tam eficacia distinta frente ao Staphylococcus

OVERLAY

aureus resistente a meticilina (MRSA), com
destaque para o Rexona®, que exibiu maior
consisténcia antimicrobiana. A avaliacdo de
CIM/CBM revelou sua capacidade de inibir o
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crescimento bacteriano em concentragoes rela-
tivamente baixas, enquanto o ensaio de difusao
em disco confirmou a atuacgdo sobre substratos
solidos, simulando condigdes mais proximas da
aplicagdo pratica na pele. Nos ensaios de ativi-
dade antibiofilme, o sabonete liquido Rexona®
demonstrou reduzir significativamente a forma-
¢do de biofilmes e desestruturar biofilmes pré-
formados. A microscopia de fluorescéncia cor-
robora esses resultados, evidenciando que o tra-
tamento compromete a integridade da membra-
na celular bacteriana, aumenta a permeabilida-
de e diminui a viabilidade das células do biofil-
me, sugerindo um mecanismo de agao direto so-
bre a matriz e a adesdo celular.

Por fim, a aplicacdo do sabonete em modelo
ex vivo de pele suina, que reproduz de forma
confidvel caracteristicas da pele humana, con-
firmou sua efic4cia antibiofilme em um contex-
to mais proximo da realidade clinica. Os dados
obtidos indicam que o uso topico do Rexona®
pode atuar como uma medida preventiva e auxi-
liar na higienizagdo, contribuindo para a redu-
¢do da carga bacteriana em feridas superficiais,
potencialmente apoiando a cicatrizagdo e refor-
cando seu papel como ferramenta pratica na
contenc¢ao de microrganismos multirresistentes
em ambientes comunitarios e hospitalares.
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