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RESUMO 

Aloenxerto ou enxerto homólogo é qualquer tipo de transplante entre indivíduos de uma mesma espécie, 

mas com características genéticas desiguais. Os aloenxertos de pele servem de barreira contra infecção, 

ajudam a controlar a dor, promovem a reepitelização e restauram importantes funções da pele, após 

lesões por queimaduras severas, perda extensa de pele, feridas cirúrgicas e úlceras nos membros. É 

função dos bancos de pele a coleta e todo o processamento de desinfecção e esterilização que precede a 

enxertia. Ainda assim, a contaminação microbiana representa um dos principais motivos de descarte de 

tecidos. Estudos observaram que os tratamentos antimicrobianos não conseguem eliminar os 

microrganismos aderidos à pele, mesmo estes sendo susceptíveis aos antimicrobianos utilizados, o que 

levou a hipótese de que estes microrganismos estão aderidos à pele na forma de biofilme. A partir da 

necessidade da incorporação nos bancos de pele de um tratamento antimicrobiano mais eficiente a ser 

realizado sobre peles alógenas e visando menores taxas de descartes por contaminação bacteriana, 

ressalta-se a importância de estudos da ação antimicrobiana de diferentes compostos sobre biofilmes 

bacterianos. Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo avaliar o potencial inibitório dos 

compostos emodin, clorexidina, ácido peracético e peróxido de hidrogênio sobre bactérias formadoras 

de biofilme, a fim de sugerir estes compostos como possíveis candidatos a serem aplicados na 

esterilização de tecidos para sua utilização como aloenxertos. Foram avaliadas nove bactérias, seis 

isoladas de amostras de peles alógenas já descartadas em um banco de pele por contaminação bacteriana 

e três isoladas de pele não alógenas. Em placa de 96 poços foram testados os compostos: emodin (nas 

concentrações de 1 µg/mL a 256 µg/mL); clorexidina (concentrações de 145 µg/mL a 9302 µg/mL); 

ácido peracético (0,1% e 0,2%); peróxido de hidrogênio (na concentração 3% e na concentração 1% 

juntamente com ácido peracético 0,1%) sobre o biofilme formado. A metodologia foi baseada na 

coloração com Resazurina, seguida da leitura visual da placa e leitura das absorbâncias nos 

comprimentos de onda 570nm e 600nm. A concentração inibitória mínima (CIM), que corresponde à 

inibição metabólica maior ou igual a 80%, foi determinada através da diferença percentual na redução 

do corante entre o poço tratado e o controle positivo não tratado. Foi observado que o emodin apesar de 

ter sofrido interferência com o corante, apresentou baixa inibição, tendo seus melhores resultados na 

concentração 256 µg/mL para isolados de Bacillus sp. Já a clorexidina mostrou inibição da atividade 

metabólica em torno de 85% nas bactérias Gram-negativas, com capacidade de aderência fraca e com 

perfil de resistência a beta-lactâmicos e macrolídeos. Avaliando o ácido peracético, foi possível 

identificar maior potencial inibitório na concentração 0,1% sobre as Gram-positivas fortemente e 

moderadamente aderentes. A única Gram-negativa fortemente aderente (P. agglomerans), foi melhor 

inibida pelo ácido peracético 0,2%. Quando tentou-se avaliar a potencialização deste composto, 

utilizando o peróxido de hidrogênio, houve uma redução de potencial inibitório de até 61%, em relação 

ao ácido peracético 0,1%. Contudo, quando avaliado separadamente, o peróxido de hidrogênio na 

concentração de 3% apresentou percentagem de inibição de 62% - 86% nos Bacillus sp. e bactérias 

Gram-negativas. Este composto apresentou o melhor desempenho inibitório sobre a única bactéria 

Gram-positiva fracamente aderente (B. cereus1), com perfil de resistência a beta-lactâmicos e 

aminoglicosídeos. Concluiu-se que a clorexidina na concentração de 290 µg/mL e ácido peracético a 

0,1% apresentaram os melhores resultados gerais sobre bactérias formadoras de biofilmes.  

 

Palavras-chave: Aloenxertos. Biofilme. Emodin. Clorexidina. Ácido peracético. Peróxido de 

Hidrogênio.



 
 

 

ABSTRACT 

Allograft or homologous graft is any type of transplant between individuals of the same species, but 

with unequal genetic characteristics. Skin allografts serve as a barrier against infection, help control 

pain, promote re-epithelialization and restore important skin functions, after severe burn injuries, 

extensive skin loss, surgical wounds and ulcers in the limbs. The skin banks collect and disinfect and 

sterilize all the processing that precedes the grafting. Even so, microbial contamination represents one 

of the main reasons for tissue disposal. Studies have observed that antimicrobial treatments cannot 

eliminate the microorganisms attached to the skin, even though they are susceptible to the antimicrobials 

used, which led to the hypothesis that these microorganisms are attached to the skin in the form of 

biofilm. Based on the need to incorporate a more efficient antimicrobial treatment in skin banks to be 

carried out on allogeneic skin and aiming at lower rates of discharges due to bacterial contamination, 

the importance of studies on the antimicrobial action of different compounds on bacterial biofilms is 

emphasized. In this context, the present work aimed to evaluate the inhibitory potential of the 

compounds emodin, chlorhexidine, peracetic acid and hydrogen peroxide on biofilm-forming bacteria, 

in order to suggest these compounds as possible candidates to be applied in the sterilization of tissues 

for use as allografts. Six bacterial strains isolated from samples of allogeneic skins already discarded in 

the skin bank due to bacterial contamination, and three from samples of non allogeneic skin, were 

evaluated. In a 96-well plate, the following compounds were tested: emodin (in concentrations from 1 

µg/mL to 256 µg/mL); chlorhexidine (concentrations from 145 µg/mL to 9302 µg/mL); peracetic acid 

(0.1% and 0.2%); hydrogen peroxide (in the 3% concentration and in the 1% concentration together 

with 0.1% peracetic acid) on the biofilm formed. The Resazurin staining method was performed, 

followed by visual reading of the plate and reading of absorbances at 570nm and 600nm wavelengths. 

The minimum inhibitory concentration (MIC), which corresponds to metabolic inhibition greater than 

or equal to 80%, was determined by the percentage difference in the dye reduction between the treated 

well and the untreated positive control. It was observed that emodin, despite having suffered interference 

with the dye, presented low inhibition, with its best results in the concentration 256 µg/mL for Bacillus 

sp. Chlorhexidine, on the other hand, showed inhibition of metabolic activity around 85% in Gram-

negative bacteria, with poor adherence capacity and with a resistance profile to beta-lactams and 

macrolides. By evaluating peracetic acid, it was possible to identify a greater inhibitory potential in the 

concentration of 0.1% over gram-positives strongly and moderately adherent. The only gram-negative 

strongly adherent (P. agglomerans), was better inhibited by 0.2% peracetic acid. When trying to evaluate 

the potentiation of this compound, using hydrogen peroxide, there was a reduction in the inhibitory 

potential of up to 61%, in relation to 0.1% peracetic acid. However, when evaluated separately, hydrogen 

peroxide at a concentration of 3% showed a percentage of inhibition of 62% - 86% in Bacillus sp. and 

Gram-negative bacteria. This compound showed the best inhibitory performance on the only weakly 

adherent Gram-positive bacteria (B. cereus1), with a resistance profile to beta-lactams and 

aminoglycosides. It was concluded that chlorhexidine at a concentration of 290 µg/mL and 0.1% 

peracetic acid have the best overall results on biofilm-forming bacteria. 

 

 

Keywords: Allografts. Biofilm. Emodin. Chlorhexidine. Peracetic acid. Hydrogen peroxide. 
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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

ALOENXERTOS E BANCO DE PELE 

Aloenxerto define-se por qualquer transplante entre indivíduos de uma mesma 

espécie, mas geneticamente diferentes. São mundialmente utilizados para substituir 

temporariamente a pele que foi perdida ou danificada por injúria, sendo mais recorrente 

em queimaduras graves (MOHR et al., 2016). Contudo, existem muitas outras indicações 

para os aloenxertos, por exemplo, feridas cirúrgicas, perda extensa de tecido cutâneo, 

úlceras de membros inferiores, pioderma gangrenoso e doenças bolhosas (MATIOSKI et 

al., 2015). Como nestas situações há comprometimento da proteção física dos tecidos 

subjacentes, da homeostase  eletrolítica e função sensorial (JAEGER, 2012; LEON-

VILLAPALOS; ELDARDIRI; DZIEWULSKI, 2009), o aloenxerto tem função de servir 

de barreira contra infecções, atuando como um curativo biológico temporário para ajudar 

a controlar a dor, proteger estruturas profundas, induzir a epitelização, restaurar a 

regulação térmica e controlar a perda de líquidos (MATIOSKI et al., 2015).  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, são estimadas cerca de 180mil 

mortes por ano ocasionadas por queimaduras, sendo 95% desses casos em países de baixa 

e média renda. Além disso, custos indiretos como salários perdidos, cuidados prolongados 

com deformidades, trauma emocional e comprometimento dos recursos familiares 

contribuem para o impacto socioeconômico (MOCK et al., 2008). Por esses motivos, o 

uso de aloenxerto além de gerar uma redução significativa no período de internação 

hospitalar e mortalidade, também pode resultar em grande economia de custos 

(SCHIOZER, 2012). 

Em meados de 1870, Gidner descreveu o primeiro uso de aloenxerto para 

cobertura de uma ferida de queimadura, o qual foi sendo aperfeiçoado até o início do 

século XX, quando se teve relato do primeiro transplante de pele humana que havia sido 

refrigerada (KAGAN; ROBB; PLESSINGER, 2005). Mas só em 1949 foi criado o 

primeiro banco de pele, o Banco de Tecidos da Marinha dos Estados Unidos, que embora 

tenha cessado suas atividades em 1999, estabeleceu muitos dos padrões que são seguidos 

até hoje, como a criopreservação, a liofilização, a esterilização por irradiação do tecido, 

bem como os princípios imunológicos do transplante de tecidos (STRONG, 2000). Desde 

então, vários outros bancos de pele foram formados, principalmente nos EUA e na Europa 

e, muitas vezes, organizados como bancos de multi-tecidos.
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No Brasil, o primeiro banco de pele foi criado na cidade de São Paulo em 1965 na 

Unidade de Queimadura do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina. Contudo, 

apesar da clara importância do uso de enxertos, nem sempre o tecido era armazenado e 

refrigerado de forma adequada, visto que, não havia nenhum tipo de normatização 

brasileira que os protocolasse. Foi em 1997, que a partir da Lei n° 9434, o transplante de 

órgãos e tecidos foi regulamentado no Brasil. Mas, apenas recentemente foram definidas 

normas específicas para o funcionamento dos bancos de pele, através da Portaria 2600 do 

Ministério da Saúde, na qual padrões e critérios técnicos são estabelecidos (SCHIOZER, 

2012).  

Dessa forma, os bancos de pele têm a responsabilidade de, a partir da coleta do 

doador, realizar todo processamento seguindo legislações nacionais (Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária- ANVISA) e internacionais (Food and Drug Administration- FDA 

e American Association of Tissue Banks- AATB), prezando a segurança e qualidade dos 

tecidos para torná-los adequados para enxertia (KEARNEY, 2005). O processamento 

adequado de tecidos é imprescindível, pois, grande parte das vítimas de queimaduras está 

imunologicamente comprometida, aumentando, assim, as chances de desenvolvimento de 

infecções, sejam elas virais, bacterianas ou fúngicas (OBENG et al., 2000).  

A contaminação microbiana representa um dos principais motivos de descartes de 

tecidos (GAUCHER et al., 2015), pois apesar de serem aplicados protocolos de 

descontaminação, nenhum é completamente efetivo na desinfecção dos tecidos. Podendo 

ocorrer a partir da microbiota do doador, durante a coleta dos tecidos dos doadores e/ou 

durante o processamento destes (SINGH et al, 2016). Além disso, o ambiente hospitalar 

possui microrganismos próprios, característicos deste ambiente, e que podem acabar 

colonizando a pele de doadores que permaneceram hospitalizados por longos períodos 

(KEARNEY, 2005; MATHUR; DE; GORE, 2008).  

Na tentativa de reduzir o risco de contaminação, os bancos de pele tem adotado 

práticas como reduzir o período de armazenamento da pele, já que  isso reduz a 

probabilidade de contaminação, minimizar a quantidade de organismos e eliminar os 

organismos virulentos, mas sempre mantendo a viabilidade celular do tecido (GALA et 

al., 1997; MOHR et al., 2016). Tendo em vista um bom aproveitamento das peles, para 

que haja uma diminuição dos descartes, mas mantendo a segurança do enxerto, foi 

desenvolvido um processo de triagem inicial, no qual ocorre uma análise microbiológica 

discriminando organismos aceitáveis dos não aceitáveis (Tabela 1). A partir dessa
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seleção, peles com organismos classificados como não aceitáveis serão descartadas, já 

aquelas com organismos classificados como aceitáveis serão submetidas a um tratamento 

com antimicrobianos, com intuito de eliminar todos microrganismos e, assim, a enxertia 

possa ser realizada (VICENTINO et al., 2009). 

 

Tabela 1: Relação de microrganismos aceitáveis e não aceitáveis em triagem inicial nos Bancos 

de Pele. 

 

 

O Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem da Santa Casa de Porto Alegre foi 

inaugurado em 2005, sendo até o ano de 2012 o único em funcionamento no Brasil, 

suprindo toda a demanda nacional. Durante o período de fevereiro de 2008 a julho de 

2010 foram realizados 35 procedimentos de colheita, sendo as doações divididas em 108 

lotes, dos quais 22 (20,04%) foram descartados e os 86 lotes restantes, forneceram um 

total de aproximadamente 47.756,1 cm2 de tecido viável para transplante (SILVEIRA et 

al., 2013). 

  Estudos observaram que os tratamentos não conseguem eliminar os 

microrganismos aderidos à pele, mesmo estes sendo sensíveis aos antimicrobianos 

utilizados (PITT et al., 2013; GAUCHER et al., 2015; SERAFINI et al., 2016), o que 

levou a hipótese de que estes microrganismos estão aderidos na forma de biofilme, uma 

vez que outros estudos já relataram formação de biofilme sobre a pele por alguns 

microrganismos (SHIN et al., 2013). 

 

Microrganismos Aceitáveis Microrganismos Não Aceitáveis 

Staphylococcus coagulase-negativa 

Propionibacterium sp. 

Micrococcus sp. 

Corynebacterium sp. 

Lactobacillus sp. 

Streptococcus alfa hemolíticos 

Cocos Gram-positivos anaeróbicos 

Bacillus sp. (não B. anthracis) 

 

Bacilos Gram-negativos aeróbicos ou anaeróbicos 

Cocos Gram-negativos 

Clostridium sp. 

Bacillus anthracis 

Streptococcus pyogenes beta hemolítico 

Staphylococcus aureus 

Enterococcus sp. 

Fungos filamentosos 

Leveduras 
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BIOFILME  

De acordo com Donlan (2002), biofilmes são definidos como uma comunidade 

séssil, composta por microrganismos, caracterizada por células que estão 

irreversivelmente ligadas a um substrato ou interface ou umas às outras. São embebidos 

em uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares por eles produzida e exibem um 

fenótipo alterado com respeito a taxa de crescimento e transcrição gênica (AIOLA et al., 

2012). Acredita-se que cerca de 90% de todos os microrganismos vivem numa comunidade 

estruturada de células, uma vez que constituem uma forma mais eficiente de sobreviver em 

ambientes hostis. Praticamente não há superfície que não possa ser colonizada, de materiais 

inertes a células ou tecidos vivos (GOMES, 2011). 

 Os fatores ambientais, como temperatura, pH, pressão, composição de nutrientes 

e oxigênio são determinantes para a composição do biofilme, que não necessariamente 

será uniforme. Sendo considerado uma estrutura muito adsorvente e porosa, o biofilme 

tem a matriz extracelular composta principalmente de água (90-99%), células 

microbianas (2-5%) e substância polimérica extracelular (1-2%) (JAMAL et al., 2017; 

SUTHERLAND, 2001). Uma vez que o biofilme é constituído de agregados de células e 

a formação de sua estrutura tridimensional é um processo dinâmico que envolve uma série 

de eventos moleculares coordenados, ele representa um ambiente propício para a 

comunicação célula-célula, ou “quorum sensing” (QS), que leva à expressão diferencial 

de genes em resposta a mudanças na densidade populacional (ALMEIDA, 2014). 

 A formação de biofilme é complexa, existindo divergências sobre a quantidade 

de estágios envolvidos, mas de modo geral ela ocorre em quatro etapas: I) Inicialmente 

os microrganismos se fixam de forma reversível a superfície, podendo fazer isso através 

de seus apêndices ou de interações eletrostáticas. A hidrofobicidade da superfície também 

pode favorecer o fortalecimento da fixação, pois reduz a força de repulsão entre as 

bactérias e a superfície. II) Nesta etapa ocorre a transição da fixação reversível para 

irreversível, a partir de um processo de multiplicação e divisão de células microbianas 

determinado pelo “quorum sensing”. Este processo leva à formação de microcolônias, 

que consistem em muitos tipos de microcomunidades que se coordenam entre si em 

múltiplos aspectos, como na troca de substratos, distribuição de produtos metabólicos e 

excreção, que caracterizam a fase III de maturação de arquitetura. IV) Na fase final as 

células microbianas se dispersam dos biofilmes. Durante o processo de separação, 

comunidades microbianas dentro do biofilme produzem diferentes enzimas sacarolíticas 
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que ajudam a liberar a superfície dos microrganismos para uma nova área de colonização, 

iniciando, assim, um novo ciclo (GOMES, 2011; JAMAL et al., 2017). 

O estilo de vida do biofilme permite que as bactérias suportem condições 

ambientais hostis, como escassez de nutrientes, dessecação e as torna capazes de causar 

uma ampla gama de doenças crônicas. Por isso, é considerada uma das principais causas 

de infecções hospitalares persistentes em pacientes imunocomprometidos (ROY et al., 

2017). Quando formado o biofilme, torna-se muito difícil tratá-lo clinicamente, uma vez 

que, as bactérias em seu interior estão protegidas da resposta imune do hospedeiro, bem 

como da difusão de antibióticos (CRAMTON et al., 1999; HØIBY et al., 2009; ROY et 

al., 2017). 

O biofilme tem na sua estrutura a formação de diferentes gradientes de substâncias 

disponíveis no seu interior, ou seja, as células das camadas mais externas são aeróbicas e 

metabolicamente ativas, já que têm mais acesso a oxigênio e nutrientes. As células das 

camadas mais internas são anaeróbicas e deficientes de nutrientes, como consequência 

são células de crescimento mais lento. Essa característica permite que um mesmo biofilme 

apresente diferente respostas ao tratamento antimicrobiano, por exemplo, alguns 

antibióticos, como fluorquinolonas, β-lactâmicos e aminoglicosídeos, não são ativos em 

condições anaeróbicas, consequentemente, afetam apenas a parte externa do biofilme 

onde o oxigênio está presente (BORRIELLO et al., 2004). Além disso, a maioria dos 

antibióticos mostra uma ação bactericida mais eficiente em células de rápida divisão, 

sendo as células de crescimento lento mais resistentes (BORRIELLO et al., 2004; 

MACIÀ; ROJO-MOLINERO; OLIVER, 2014). Por fim, outro mecanismo de tolerância 

a antimicrobianos desenvolvido por biofilmes é a mutação que ocorre com alta 

frequência, quando comparado às células planctônicas. Esse processo de mutação pode 

resultar no aumento da expressão de bombas de efluxo e redução da permeabilidade das 

células por alterações na membrana externa (HØIBY et al., 2009; OLSEN, 2015). 

 

ANTIMICROBIANOS ESCOLHIDOS PARA ESTE ESTUDO 

 Um derivado natural da antraquinona, o emodin (1,3,8-trihidroxi-6-

metilantraquinona), ocorre em muitas ervas medicinais chinesas amplamente utilizadas, 

como o Rheum palmatum, Polygonum cuspidatum e Polygonum multiflorum. Ele tem 

sido usado na medicina tradicional chinesa há mais de 2000 anos e por ser um ingrediente 

ativo de muitas ervas, ainda está presente em várias preparações à base de plantas (DONG 
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et al., 2016). O mecanismo de ação do emodin ainda não foi completamente elucidado, já 

foi visto que ele atua em diferentes sistemas. De acordo com a literatura ele é designado 

como um inibidor específico da proteína tirosina quinase p65lck (SRINIVAS et al., 

2006).  Dentre suas aplicações, a mais difundida clinicamente é como agente catártico 

utilizado para estimular a evacuação dos intestinos (DONG et al., 2016). Estudos 

anteriores mostraram que o emodin possui um amplo espectro de propriedades 

farmacológicas, incluindo atividades anticancerígena, hepatoprotetora, antiinflamatória, 

antioxidante e antimicrobiana (DONG et al., 2016; YANG et al., 2019). 

  Vários trabalhos na literatura reafirmam a eficiência do efeito antimicrobiano  do 

emodin sobre bactérias Gram-positivas (CHUKWUJEKWU et al., 2005), de cepas de 

MRSA (CAO et al., 2015) e sobre a formação de biofilmes de S. aureus (YAN et al., 

2017). Outros estudos ainda trazem o emodin como um agente imunossupressor com 

potencial inibitório na rejeição aguda do aloenxerto após transplante de fígado em ratos 

(SHENG-ZHANG et al., 2010). Contudo, a literatura ainda carece de estudos que 

explorem o potencial antimicrobiano do emodin sobre os aloenxertos. 

 A clorexidina, uma biguanida catiônica, foi sintetizada em 1949, na Inglaterra, por 

cientistas que buscavam um agente para atuar no combate à malária. Alguns anos depois, 

o cloridrato de clorexidina foi desenvolvido e introduzido como um antisséptico, e apenas 

na década de 70 chegou aos Estados Unidos, onde se destacou por ser um antisséptico de 

baixa toxicidade, afinidade química com as estruturas da pele e mucosa, possuir largo 

espectro, eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (TORTORA; 

FUNKE; CASE, 2000). Em 1983, foi considerada como substância essencial pelo órgão 

máximo de saúde internacional filiado à ONU, o WHO (World Health Organization) e 

passou a ser o tratamento ouro (NEOBRAX). 

 O mecanismo de ação antibacteriano é devido à molécula catiônica da clorexidina 

ser atraída pela carga negativa da superfície da bactéria, ocorrendo adsorção na membrana 

celular por interações eletrostáticas através de ligações hidrofóbicas ou pontes de 

hidrogênio, sendo essa adsorção concentração-dependente. Deste modo, em dosagens 

baixas ocorre o extravasamento dos componentes bacterianos de baixo peso molecular, e 

em doses elevadas, resulta em precipitação, coagulação das proteínas citoplasmáticas e 

morte bacteriana (AMORAS, 2013).
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 Em razão da clorexidina se tratar de um poderoso antisséptico amplamente 

utilizado no ambiente hospitalar, alguns estudos  avaliaram o efeito inibitório deste sobre 

biofilmes bacterianos (BONEZ et al., 2013; SHEN et al., 2009). No que concerne à 

aloenxertos, existem publicações que trazem a clorexidina como um dos compostos 

utilizados nos protocolos de descontaminação de enxertos musculoesqueléticos (MOHR 

et al., 2016) e osteocondrais (CAMPBELL et al., 2014). Contudo, não existem estudos 

recentes que descrevam a utilização de clorexidina para descontaminação de aloenxertos 

de pele. 

 O ácido peracético, uma combinação de ácido acético e peróxido de hidrogênio, 

surgiu no mercado mundial na segunda metade do século passado, sendo incluído como 

desinfetante/ esterilizante pela Portaria nº 15 de 23/08/1988 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária - ANVISA e reconhecido como princípio ativo autorizado pelo 

Ministério da Saúde. É classificado pela legislação vigente como desinfetante de alto 

nível com eficácia microbiológica comprovada, é biodegradável, proporciona alto poder 

germicida em baixas concentrações e mantém suas propriedades em presença de matéria 

orgânica, sendo recomendado como substituto ao uso do glutaraldeído 2% e do 

hipoclorito 1% (BÁRBARA; MIYAMARU, 2014). 

 O mecanismo de ação do ácido peracético é semelhante aos agentes oxidantes 

como o peróxido de hidrogênio. Devido ao seu alto poder oxidante, ele promove a 

oxidação das ligações S-S e SH dos componentes celulares, agindo sobre a membrana 

citoplasmástica, desativando as funções fisiológicas como por exemplo a barreira 

osmótica. Tem ação esporicida em temperaturas baixas e mesmo em presença de matéria 

orgânica (SÃO PAULO, 2011; WESSELS; INGMER, 2013). Vários estudos têm 

avaliado o uso do ácido peracético na esterilização de aloenxertos ósseos e válvulas 

cardíacas, sendo nestes considerado um desinfetante de alto nível, com atividade 

esporocida, bactericida e viricida (AIDULIS et al., 2002; PRUSS et al., 2001). Lomas et 

al. (2003), sugerem a utilização de ácido peracético (PAA) à 0,1% como possibilidade de 

desinfetante para peles alógenas, com a vantagem de não produzir componentes 

citotóxicos residuais e ser eficiente contra a formação de esporos. 

 O peróxido de hidrogênio, também conhecido comercialmente como água 

oxigenada, é um líquido límpido, incolor e miscível com água. Sua fórmula molecular é
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H2O2, foi sintetizado pela primeira vez em 1818 por Louis Jacques Thénard, através da 

reação de ácido nítrico com peróxido de bário. Atualmente, é produzido industrialmente 

a partir do equilíbrio entre antraquinol e antraquinona na presença de oxigênio e água, 

método desenvolvido por Riedl e Pfleiderer em 1939 (URBAN; RATH; RADTKE, 

2017). Por ser um agente oxidante o peróxido de hidrogênio é comumente encontrado em 

cosméticos, agentes branqueadores, creme dental e detergentes. Devido a sua 

instabilidade, ele reage ao contato com matéria orgânica oxidável, metal e em soluções 

alcalinas, produzindo radicais livres de hidroxila, que reagem com lipídios, proteínas e 

DNA (CIRIMINNA et al., 2016; LEGGETT et al., 2016;  URBAN; RATH; RADTKE, 

2017). 

 Além das aplicações anteriormente mencionadas, o peróxido de hidrogênio tem 

sido amplamente utilizado na prática hospitalar como desinfetante em aloenxertos de 

diferentes tipos, entre eles, aloenxerto tendíneo, ósseo e dérmico (GARDNER et al., 

2013; LEON-DYKE; ROONEY; KEARNEY, 2017). Podendo ser utilizado como um 

potencializador de outras substâncias antimicrobianas, como o PAA, por exemplo 

(BOUNOURE; FIQUET; ARNAUD, 2006). 
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1.1 JUSTICATIVA 

 Em razão da alta taxa de descartes de peles alógenas pelos bancos de pele e 

contaminação por biofilmes bacterianos observa-se a necessidade da incorporação de um 

tratamento antimicrobiano mais eficiente a ser realizado sobre peles alógenas visando, a 

descontaminação desses tecidos para utilização segura p22ara enxertia. Ressalta-se assim, 

a importância de estudos do potencial inibitório de compostos alternativos sobre 

biofilmes bacterianos. O que justifica a realização desta pesquisa que busca avaliar a ação 

antimicrobiana do ácido peracético, peróxido de hidrogênio, emodin e clorexidina sobre 

isolados bacterianos formadores de biofilme obtidos de amostras de peles alógenas e não 

alógenas. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial antimicrobiano dos compostos emodin, clorexidina, ácido 

peracético e peróxido de hidrogênio sobre biofilmes bacterianos, a fim de sugeri-los como 

possíveis candidatos a serem utilizados na esterilização de peles alógenas para sua 

utilização como aloenxertos. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

Avaliar o potencial inibitório de diferentes concentrações de emodin, clorexidina, 

ácido peracético e peróxido de hidrogênio, sobre biofilmes bacterianos formados de 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas de amostras de peles alógenas e não 

alógenas.  

Avaliar o potencial inibitório da associação ácido peracético 0,1% e peróxido de 

hidrogênio 1%, sobre biofilmes bacterianos formados de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas isoladas de amostras de peles alógenas e não alógenas.  

 Avaliar qual concentração é mais eficiente e se há diferença na sua ação diante de 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 
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RESUMO 

INTRODUÇÃO: Tratamentos nos bancos de tecidos não conseguem eliminar microrganismos 

aderidos a peles alógenas em forma de biofilme, mesmo estes sendo sensíveis aos antimicrobianos 

utilizados, representando um dos principais motivos de descarte de tecidos. OBJETIVO: Avaliar 

o potencial inibitório dos compostos emodin, clorexidina. ácido peracético (PAA) e peróxido de 

hidrogênio sobre bactérias formadoras de biofilme, a fim de sugeri-los como possíveis candidatos 

na esterilização de peles alógenas, para sua utilização como aloenxertos. METODOLOGIA: Em 

placa de 96 poços foram testados os compostos: emodin (nas concentrações de 1 µg/mL a 256 

µg/mL); clorexidina (145 µg/mL a 9302 µg/mL); ácido peracético (0,1% e 0,2%); peróxido de 

hidrogênio (na concentração 3% e na concentração 1% juntamente com ácido peracético 0,1%) 

sobre o biofilme formado de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. RESULTADOS: O 

emodin, apresentou baixo potencial inibitório, tendo melhor resultado na concentração 256 

µg/mL para Bacillus sp. A clorexidina inibiu a atividade metabólica em torno de 85% nas 

bactérias Gram-negativas, com fraca aderência e resistentes a beta-lactâmicos e macrolídeos. O 

PAA, apresentou maior potencial inibitório na concentração 0,1% sobre Gram-positivas 

fortemente e moderadamente aderentes. A única Gram-negativa fortemente aderente (P. 

agglomerans), foi melhor inibida pelo PAA 0,2%. Não houve potencialização deste composto 

utilizando o peróxido de hidrogênio. Contudo, quando avaliado separadamente, o peróxido na 

concentração de 3% apresentou percentagem de inibição de 62% - 86% nos Bacillus sp. e 

bactérias Gram-negativas. Possuindo melhor desempenho inibitório sobre a única bactéria Gram-

positiva fracamente aderente (B. cereus1), resistente a beta-lactâmicos e aminoglicosídeos. 

CONCLUSÕES: Através dos resultados concluiu-se que a clorexidina na concentração de 290 

µg/mL e PAA 0,1% apresentam os melhores resultados gerais sobre bactérias formadoras de 

biofilmes. 

 

INTRODUÇÃO 

Define-se por aloenxerto ou enxerto homólogo qualquer tipo de transplante entre 

indivíduos de uma mesma espécie, mas com características genéticas desiguais. Os 

aloenxertos de pele de doadores humanos falecidos representam uma opção temporária e 

muito utilizada para a cobertura da pele após lesões por queimaduras severas, perda 



20 

 

extensa de pele, feridas cirúrgicas e úlceras nos membros [1]. O aloenxerto serve de 

barreira contra infecção, ajuda a controlar a dor, promove a reepitelização e restaura 

importantes funções da pele. Por estas razões, seu uso resulta em uma redução 

significativa nas taxas de permanência e mortalidade hospitalar e pode gerar economia de 

custos [2].  

Cabe aos bancos de tecidos/pele, após a coleta da pele de doador cadáver, realizar 

todo processamento seguindo legislações nacionais e internacionais, prezando a 

segurança e qualidade dos tecidos para torná-los adequados para enxertia [3]. Contudo, a 

contaminação microbiana representa um dos principais motivos de descartes de tecidos 

[4], pois apesar de serem aplicados protocolos de descontaminação, nenhum é 

completamente efetivo na descontaminação dos tecidos.  

A contaminação microbiana pode ocorrer a partir da microbiota do doador, 

durante a coleta dos tecidos dos doadores e/ou durante o processamento destes [5]. Além 

disso, o ambiente hospitalar possui microrganismos próprios, característicos deste 

ambiente, e que podem acabar colonizando a pele de doadores que permaneceram 

hospitalizados por longos períodos [6,7]. 

Tratamentos atuais não conseguem eliminar os microrganismos aderidos à pele, 

mesmo estes sendo sensíveis aos antimicrobianos utilizados nos protocolos de 

tratamentos de aloenxertos de pele [4,8,9], o que levou a hipótese de que estes 

microrganismos estão aderidos na forma de biofilme, uma vez que outros estudos já 

relataram formação de biofilme sobre a pele por alguns microrganismos [10,11]. 

Os biofilmes são comunidades de microrganismos organizados em uma estrutura 

embebida em uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares (EPS) [12], que 

fornecem características que os tornam mais resistentes aos efeitos dos agentes 

antimicrobianos [13]. Alguns trabalhos já descreveram a presença de biofilme em outros 

tipos de enxertos, como enxertos ósseos [14] e vasculares [15].  

Lomas et al. (2003)[6] sugerem a utilização de Ácido Peracético (PAA) à 0,1% 

como possibilidade de desinfetante para peles alógenas, com a vantagem de não produzir 

componentes citotóxicos residuais. Visando aumentar a eficiência do ácido peracético 

[16], o peróxido de hidrogênio se apresenta como uma possibilidade interessante, já que 

possui a capacidade de atacar a membrana lipídica, DNA e outros componentes das 

células, pelos radicais livres tóxicos que o peróxido produz [17]. O estudo de Yan et al. 

(2017)[18], apresenta uma abordagem para avaliação do efeito de Emodin (derivado de
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antraquinona isolada de Polygonum cuspidatum e Rheum palmatum) sobre formação de 

biofilmes de S. aureus. Por fim, alguns estudos [19,20], avaliaram o efeito inibitório da 

clorexidina sobre biofilmes bacterianos, já que este composto se trata de um poderoso 

antisséptico amplamente utilizado no ambiente hospitalar.  

Devido à necessidade da incorporação em bancos de pele de um tratamento 

antimicrobiano mais eficiente a ser realizado sobre peles alógenas visando menores taxas 

de descartes por contaminação bacteriana, ressalta-se a importância de estudos da ação 

antimicrobiana de diferentes compostos sobre biofilmes bacterianos Neste contexto, esta 

pesquisa buscou avaliar a atividade inibitória do PAA, peróxido de hidrogênio, emodin e 

clorexidina sobre bactérias formadoras de biofilme, isoladas de peles alógenas e não 

alógenas. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Aspectos éticos  

Esse trabalho é continuidade dos projetos de pesquisa aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre 

(CEP/ISCMPA) (protocolo CAAE 45100215.1.0000.5335, parecer 1.092.445) e pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(CEP/UFRGS) (protocolo CAAE 36949514.8.0000.5347, parecer 936.163 – para peles 

alógenas e protocolo CAAE 52049415.0.0000.5347 – para amostras de peles não 

alógenas). A remoção e doação da pele dos doadores foram autorizadas por parentes 

próximos dos doadores. A requisição destes tecidos para pesquisa foi solicitada e 

autorizada pela chefia responsável do Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do 

Hospital Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre. 

 

Isolados bacterianos de peles alógenas e não alógenas  

Os isolados utilizados nesse trabalho foram obtidos em estudos prévios, sendo as 

provenientes de peles alógenas obtidas a partir de 30 amostras de pele de doador cadáver 

disponibilizadas pelo Banco de Pele Dr. Roberto Corrêa Chem do hospital Santa Casa de 

Porto Alegre– RS, descartadas na triagem inicial e/ou pós-processamento por cultura 

positiva[11]. E os isolados de peles não alógenas foram obtidos a partir de suabes da pele 

(do abdômen e parte superior das costas) de 30 indivíduos saudáveis. Em todos os 
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experimentos relativos à formação de biofilme, o controle positivo utilizado foi o S. 

epidermidis (ATCC 35954). Foram utilizadas nove bactérias (Staphylococcus 

epidermidis, S. saprophyticus, S. aureus, Bacillus subtilis, B. cereus (2), Klebsiella 

variicola, Pantoea agglomerans e Cocobacilo Gram-negativo) escolhidas com base em 

seus diferentes níveis de formação de biofilme e perfil de resistência a antimicrobianos 

[25] (tabela2). 

 

Tabela 2: Informações de identificação, origem e capacidade de aderência do biofilme formado 

por cada isolado. 

PEN, penicilina; CFO, cefoxitina; CIP, ciprofloxacina; EST, estreptomicina; AZM, Azitromicina; ATM, 

antimicrobiano. Fonte: adaptado de Meneghetti et al. (2018). 

 

Potencial inibitório dos compostos sobre biofilme bacteriano  

A determinação da viabilidade dos isolados na forma de biofilme foi realizada de 

acordo com o método de Pettit et al. [20] e Flemming et al. [21], com modificações. Os 

isolados bacterianos foram semeados em TSA (Ágar Triptona de Soja) e incubados a 

37°C durante 24 h. A partir do TSA, os isolados foram ajustados à turbidez 6 da escala 

de Mc Farland (aproximadamente 1,8 x 109 unidades formadoras de colônia (UFC)/mL), 

utilizando-se caldo TSB (Caldo Triptona de Soja). Em placas de cultura de tecidos de 

poliestireno de 96 poços de fundo plano, foi adicionado a cada poço 200 μL de caldo 

TSB com crescimento do isolado em análise e incubado a 37ºC por 24h, com o propósito 

de formar o biofilme. Após a incubação, foram realizadas três lavagens com 200 μL de 

salina estéril 0,9%, a fim de retirar as células planctônicas e permanecer apenas os 

microrganismos aderidos à placa. Após período de secagem, foi adicionado 200 μL de 

Isolado bacteriano/ 

Identificação 

Origem 

(aloenxerto 

ou pele) 

Biofilme Perfil de resistência a 

antimicrobianos  

18.1.2 S. epidermidis Aloenxerto Forte PEN-CFO-CIP-AZM 

18.7.2 S. saprophyticus Aloenxerto Forte CFO-CIP-AZM 

27.12.4 S. aureus Aloenxerto Moderado PEN-CFO-CIP-AZM 

3.12.2 B. subtilis Aloenxerto Forte SENSÍVEL A TODOS ATM 

8.4.2 Bacillus cereus Aloenxerto Moderado PEN-CFO 

31.1.2 Bacillus cereus Aloenxerto Fraco PEN-CFO-EST 

82.5.2 Klebsiella variicola Pele Fraco PEN-AZM 

59.1.2 Pantoea agglomerans Pele Forte PEN-CFO-AZM 

81.2.2 Cocobacilo Gram-negativo Pele Fraco PEN-CFO-AZM 



23 

 

caldo Mueller Hinton com os compostos. Para o emodin foram testadas nove diferentes 

concentrações, de 1 µg/mL a 256 µg/mL. O PAA foi testado nas concentrações 0,1% e 

0,2%. A clorexidina foi testada em nove diferentes concentrações, de 145 µg/mL até 9302 

µg/mL. E o peróxido de hidrogênio foi testado na concentração 3% e na concentração 1% 

juntamente com o ácido peracético 0,1%.  

Nessa etapa, o controle positivo continha a cepa controle (S. epidermidis) em 200 

μL de caldo Mueller Hinton sem antimicrobiano. O controle negativo (controle diluição), 

por sua vez, possuía 200 μL de caldo Mueller Hinton com antimicrobiano em cada uma 

das diluições a fim de detectar possível interação entre o antimicrobiano e o corante. No 

controle de esterilidade foi adicionado apenas 200 μL de caldo Mueller Hinton.  

 Posteriormente à incubação a 37ºC por 24h, foram realizadas três lavagens com 

solução salina 0,9%, para retirar o excesso do composto utilizado, para que ele não 

interagisse com o corante. Na sequência, foi adicionado 20 μL de solução a 20 μM do 

corante resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido) filtrado todos os poços. 

Após incubação a 37°C por 1h, foi realizada a leitura visual da placa. Os poços com 

coloração azul indicaram ausência de viabilidade celular e aqueles com coloração rosa 

indicaram metabolismo celular ativo. As análises foram realizadas em octoplicata para 

todos os isolados e para cada composto. 

 Em seguida, foi realizada a leitura da absorbância nos comprimentos de onda de 

570 nm e 600 nm. A diferença percentual na redução do corante entre o poço tratado e o 

controle positivo não tratado foi utilizada para determinar a concentração inibitória 

mínima (CIM), definida como a menor concentração do antimicrobiano capaz de 

promover uma inibição maior ou igual a 80% da atividade metabólica bacteriana do poço 

teste em relação ao controle positivo não tratado, determinada através da fórmula a seguir 

que mostra como resultado a percentagem de células vivas: 

 

(𝜀𝑂𝑋)𝜆2𝐴𝜆1 − (𝜀𝑂𝑋)𝜆1𝐴𝜆2 𝑑𝑜 𝑝𝑜ç𝑜 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 

(𝜀𝑂𝑋)𝜆2𝐴°𝜆1 − (𝜀𝑂𝑋)𝜆1𝐴°𝜆2 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑛ã𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜
× 100 

Onde εox= coeficiente de extinção molar da forma oxidada do corante resazurina; 

A = absorbância dos poços de teste; Aº = absorbância do poço do controle positivo não 
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tratado; λ1= 570nm; λ2= 600 nm.  O valor resultante da fórmula fornece a percentagem 

de células vivas e para a percentagem de inibição, calcula-se 100% das células menos a 

percentagem encontrada de células vivas. 

O protocolo utilizado apresentou limitações durante os ensaios, devido a interação 

do corante resazurina com os compostos. O Emodin apresenta coloração amarela e 

quando em contato com o corante, formou uma coloração vermelho bordô. A Clorexidina, 

apesar de ser um composto líquido transparente, interagiu com a resazurina, apresentando 

uma coloração roxa. Dessa forma, tornou-se inviável analisar visualmente o resultado já 

que o corante utilizado indica ausência de viabilidade celular através da coloração azul e 

metabolismo celular ativo, com a coloração rosa. Diante desse problema, foi necessário 

adaptar o protocolo experimental, incluindo após a etapa de incubação com o composto, 

uma etapa de três lavagens com solução salina, a fim de retirar o excesso do composto, 

para que não houvesse interação na etapa seguinte de coloração. Enquanto para a 

Clorexidina obteve-se êxito com essa alteração, para o Emodin as lavagens não evitaram 

sua interação, tornando a interpretação do resultado visual infactível. Com a finalidade 

de padronizarmos os ensaios, foi realizada a etapa de lavagem em todos os compostos, 

mesmo naqueles que não haviam apresentado interação com o corante. 

 

RESULTADOS 

O antimicrobiano emodin foi testado em nove concentrações diferentes de 1 

µg/mL a 256 µg/mL sobre as bactérias Gram-positivas, e não apresentou inibição da 

atividade metabólica igual ou superior a 80% em nenhuma das concentrações. Dentre 

todas as concentrações avaliadas a que apresentou melhor desempenho foi a de 256 

µg/mL, tendo potencial inibitório em torno de 35% nos isolados de S. epidermidis e S. 

saprophyticus e de 11% para S. aureus. Já para o gênero Bacillus sp., o potencial inibitório 

indica um valor aproximado entre 41 a 64%. A concentração que apresentou pior 

desempenho foi de 64 µg/mL, na qual houve um crescimento bacteriano maior do que o 

controle positivo (Figura 1). Em nenhuma das concentrações testadas, o emodin destacou-

se como tendo melhor desempenho (em relação aos outros compostos), mesmo nos 

isolados com capacidade de aderência fraca e sensíveis a todos antimicrobianos. 
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Figura 1: Percentagem de inibição do emodin em diferentes concentrações sobre atividade 

metabólica dos isolados de Bacillus e Staphylococcus.  

 Para a clorexidina, testou-se as concentrações 145 µg/mL a 9302 µg/mL (em 

Gram-positivos), e todas apresentaram ação inibitória, inclusive as concentrações limites, 

tiveram percentual de inibição semelhantes. Entre todas, a concentração que apresentou 

melhor desempenho foi a de 290 µg/mL (sob a qual foram avaliados além dos Gram-

positivos, os Gram-negativos). Nessa concentração houve uma inibição que variou de 50 

a 80% entre as bactérias Gram-positivas (Figura 2). E entre as Gram-negativas a inibição 

ficou acima de 82% (P. agglomerans apresentou inibição de 82%, K. variicola e 

Cocobacilo 86%). A concentração que apresentou pior desempenho foi 4651 µg/mL (27 

a 53%). A clorexidina, na concentração de 290 µg/mL, foi o composto que apresentou 

maior inibição metabólica dos Gram-negativos que possuíam capacidade de aderência 

fraca (K. variicola e Cocobacilos) e resistência a beta-lactâmicos e macrolídeos. 

 

Figura 2: Percentagem de inibição da clorexidina em diferentes concentrações sobre bactérias 

Gram-positivas.
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 O PAA foi avaliado nas concentrações 0,1% e 0,2%, de forma isolada e atuando 

juntamente com peróxido de hidrogênio 1%. Os resultados das concentrações 0,1% e 

0,2% foram muito semelhantes, com exceção de K. variicola, na qual a concentração 

0,1% foi menos eficiente. Atuando sozinho, o PAA, nas concentrações de 0,1% e 0,2% 

tiveram desempenho melhor do que quando avaliado atuando juntamente com o peróxido 

de hidrogênio 1% (25% - 81%) (Figura 3). Apresentando diferenças de até 61% a menos 

no potencial inibitório sobre S. aureus em relação com PAA 0,1%. O PAA 0,1% foi o 

composto que apresentou maior inibição metabólica nos isolados Gram-positivos 

fortemente aderentes (S. epidermidis, S. saprophyticus e B. subtilis) e moderadamente 

aderentes (S. aureus e B. cereus), com diferentes perfis de resistência. Na concentração 

0,2%, o PAA, apresentou o melhor potencial inibitório sobre o único isolado fortemente 

aderente Gram-negativo (P. agglomerans). 

 

 

Figura 3: Relações de desempenho do potencial inibitório do PAA em diferentes concentrações e 

atuando juntamente com o peróxido de hidrogênio sobre bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. 

 Na concentração de 3%, o peróxido de hidrogênio apresentou potencial 

inibitório que variou de 62 a 86% nos Bacillus sp. e isolados Gram-negativos, entre esses, 

os isolados que tiveram sua atividade metabólica mais inibida foram B. cereus1 (86%) e 

P. agglomerans (84%), em contrapartida o menos inibido foi K. variicola (62%). Já nos 

Staphylococcus o potencial inibitório fica bem inferior, entre 30% (S. aureus) e 51% (S. 

epidermidis) (Figura 4). O peróxido de hidrogênio 3% foi o composto que apresentou 
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melhor potencial inibitório sobre o único isolado Gram-positivo com capacidade de 

aderência fraca (B. cereus1) e com perfil de resistência que além de beta-lactâmicos e 

aminoglicosídeos.  

 

Figura 4: Percentagem de inibição do peróxido de hidrogênio 3% sobre bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas. 

 

DISCUSSÃO 

Os bancos de tecidos encontram grandes desafios desde a obtenção de doadores 

de pele alógena (seja por questão religiosa ou por ser algo pouco conhecido por grande 

parte da sociedade, que trata o assunto com muitos preconceitos) até o alto número de 

descartes, em razão da contaminação bacteriana. Visto que, apesar de serem aplicados 

protocolos de descontaminação, nenhum é completamente efetivo na eliminação das 

bactérias dos tecidos. Podendo esta contaminação ocorrer a partir de um doador cujo 

tecido foi infectado, durante a coleta dos tecidos e/ou durante o processamento destes [5]. 

Dentre as possíveis causas da contaminação dos aloenxertos, há também o ambiente 

hospitalar que possui microrganismos próprios, característicos deste ambiente, e que 

podem acabar colonizando a pele de doadores que permaneceram hospitalizados por 

longos períodos [3,7]. De acordo com Rooney et al. (2008) [21], após realizado o 

processamento dos tecidos, cerca de 22% ainda apresentam algum tipo de contaminação.  

Devido à essa dificuldade de descontaminação surgiu a hipótese de que estes 

microrganismos estão aderidos na forma de biofilme, uma vez que outros estudos já 
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relataram formação de biofilme sobre a pele [10]. Os mecanismos conhecidos de 

resistência aos antimicrobianos, como bombas de efluxo, enzimas modificadoras e 

mutações específicas, contribuem, mas não são isoladamente suficientes para explicar a 

maioria dos casos de proteção das bactérias de um biofilme, principalmente quando 

apresentam susceptibilidade a antimicrobianos [22,23]. 

Costerton et al. (2001) [22], mostra três hipóteses principais, que seriam possíveis 

mecanismos de resistência dos biofilmes aos antibióticos. A primeira hipótese é a 

possibilidade de penetração lenta ou incompleta do antibiótico no biofilme, devido à sua 

adsorção na matriz, causada pela interação (atração) das cargas do antibiótico e da matriz 

do biofilme. A segunda hipótese traz a possibilidade de um composto químico atuar de 

formas diferentes nos microambientes do biofilme. Por exemplo, os antibióticos 

aminoglicosídeos são claramente menos eficazes contra o mesmo microrganismo em 

anaerobiose (camadas mais profundas do biofilme) do que em condições aeróbicas 

(camadas superficiais do biofilme). A última hipótese sugere que uma subpopulação de 

microrganismos em um biofilme forma um único, e altamente protegido, estado 

fenotípico – uma diferenciação celular semelhante à formação de esporos, as chamadas 

células persistentes [22] 

A formação e desenvolvimento de biofilmes é um processo complexo envolvendo 

diferentes etapas que podem ser alvo de agentes naturais que atuam na prevenção do seu 

desenvolvimento [24]. Ressaltando-se que a eliminação do biofilme já formado, é muito 

mais complexa do que no período que ele está em formação 

Através da avaliação do potencial inibitório, o emodin (1,3,8-trihidroxi-6-

metilantraquinona), um derivado natural de antraquinona [25] apresentou melhor 

desempenho na concentração 256 µg/mL, com percentual variando de 11 a 65%, mas 

ainda assim foi abaixo de 80%, ponto de corte para estabelecer a CIM. No estudo de Yan 

et al. (2017)[18], o qual avaliou através do método de coloração por Cristal Violeta, o 

efeito do emodin sobre S. aureus na forma de biofilme e células planctônicas, a CIM de 

8 µg/mL foi encontrada. Alguns estudos, como Xiang et al. (2017) [26], trazem à luz o 

mecanismo de ação do emodin aloe (antraquinona derivada Rheum rhabarbarum) sobre  

biofilmes, tendo efeito durante os estágios iniciais de desenvolvimento e na composição 

da matriz, encerrando os processos de crescimento, quando adicionado nos estágios 

iniciais de adesão. De acordo com os resultados da literatura [26], esse composto inibe a
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produção adesina polissacarídica intercelular (PIA), levando à inibição de formação do 

biofilme. Portanto, na avaliação do potencial inibitório do emodin deve-se adicioná-lo 

anteriormente à formação do biofilme, o que pode ter tido influência sobre não 

encontrarmos uma CIM maior que 80%, mesmo utilizando-se concentrações muito mais 

altas do que as analisadas na literatura. 

Entre os compostos de baixa toxicidade analisou-se também a clorexidina, um 

anti-séptico, amplamente utilizado em ambiente hospitalar [19], que tem como 

mecanismo de ação adsorção à membrana celular por interações eletrostática [27]. 

Quando avaliado o potencial inibitório da clorexidina, a concentração de melhor 

desempenho foi a de 290 µg/mL, a qual já foi apontada na literatura como CIM para 

bactérias Gram-negativas [19]. Dentre os isolados analisados, este composto teve maior 

eficácia entre as bactérias Gram-negativas.  Isso traz novos dados, diferentes dos 

apresentados na literatura, como Szkaradkiewicz et al. [28] que apresenta a clorexidina 

como tendo forte atividade biocida em bactérias Gram-positivas e atividade mais fraca 

contra bactérias Gram-negativas, que chegam a concentrações inibitórias mínimas até 256 

vezes maiores, em relação as Gram-positivas. 

O PAA é descrito na literatura como um agente químico antimicrobiano, que 

apresenta a vantagem de não apresentar componentes citotóxicos residuais [6]. Por ser 

um agente oxidante como o peróxido de hidrogênio, ele atua sobre a membrana 

citoplasmática, desativando as funções fisiológicas [29]. Quando testado sozinho, o PAA, 

apresentou um alto desempenho na inibição da atividade metabólica dos biofilmes, nas 

concentrações 0,1% e 0,2%, reforçando o que já foi mostrado na literatura para esporos 

de B. subtillis [6]. Entretanto, em desacordo com a literatura [15], os resultados do 

presente trabalho mostraram que o PAA em combinação com o peróxido de hidrogênio 

não teve seu efeito potencializado, pelo contrário, ele foi reduzido.   

 Por fim, quando analisado o desempenho do peróxido de hidrogênio isoladamente 

identificou-se que sua eficiência sobre os Bacillus sp. (62% - 86%) é muito semelhante à 

do PAA 0,2% (63% - 85%). Possivelmente essa uniformidade se dê em razão de ambos 

serem agentes oxidantes e, portanto, com mecanismos de ação semelhantes [23,24].
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Quanto à capacidade de aderência do biofilme verificou-se que dentre os fortes 

formadores de biofilme (Tabela 2), o composto que teve melhor potencial inibitório foi o 

PAA 0,1%, apresentando potencial de inibição de 86% para S. epidermidis e B. subtilis. 

Este último, que além de ser um formador de biofilme fortemente aderente, foi 

caracterizado como sendo sensível a todos antimicrobianos testados [11]. Ainda, sobre os 

fortes formadores de biofilme, com PAA 0,1%, o S. saprophyticus apresentou redução de 

83% da atividade metabólica. O PAA 0,2%, destacou-se apenas sobre a inibição de P. 

agglomerans (86%), que apresenta perfil de resistência a alguns antibióticos beta-

lactâmicos (PEN e CFO) e macrolídeos (AZM). O desempenho do PAA já havia sido 

relatado sobre cepas de bactérias Gram-negativas com forte capacidade de aderência [30], 

mas não sobre Gram-positivas. Provavelmente essa capacidade de inibição mesmo em 

biofilmes fortemente aderentes se dê pelo mecanismo do PAA de interromper a função 

quimiosmótica da membrana citoplasmática da lipoproteína e se transportar através do 

deslocamento ou ruptura das paredes [31]. 

Em relação as bactérias com capacidade de aderência moderada, S. aureus e B. 

cereus, o ácido peracético a 0,1% mostrou percentagem de inibição de 86% e 82%, 

respectivamente. Ainda que o S. aureus apresentasse um perfil de resistência mais amplo, 

incluindo antibióticos beta-lactâmicos (PEN e CFO), quinolonas (CIP) e macrolídeos 

(AZM), que o B. cereus, com resistência apenas à beta-lactâmicos (PEN e CFO). Estudos 

como de Lee et al. (2013)[32], mostram essa capacidade de inativação do ácido peracético 

sobre biofilmes de aderência moderada, compostos por S. aureus. Contudo, nesse estudo 

o ácido peracético é utilizado em uma concentração maior (0,5%) e por um período menor 

(30 segundos), em relação ao presente trabalho. Sobre a percentagem de inibição de B. 

cereus ser menor que de S. aureus, uma das possibilidades que explicaria isso é a 

propriedade dos Bacillus sp. de perderem rapidamente seu estado de dormência e 

iniciarem o processo de germinação que é seguido pela conversão do esporo germinado 

em uma célula em crescimento [33]. 

Dentre as três bactérias com capacidade de aderência fraca, duas eram Gram-

negativas e tiveram, aproximadamente, 86% de inibição da atividade metabólica. As 

quais, foram inibidas pela clorexidina 290 µg/mL (K. variicola e Cocobacilo Gram-

negativo) e apresentavam perfil de resistência a beta-lactâmicos e macrolídeos. Apenas 
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B. cereus1 teve a maior inibição da atividade metabólica causada por peróxido de 

hidrogênio 3%, sendo o único isolado que além de resistência a beta-lactâmicos, também 

apresentou resistência a aminoglicosídeos (EST).  

 Através dos resultados concluiu-se que a clorexidina na concentração 290 

µg/mL, sobre bactérias Gram-negativas, e PAA 0,1%, sobre bactérias Gram-positivas, 

apresentaram os melhores resultados gerais sobre bactérias formadoras de biofilmes. 

Além desses compostos já serem muito utilizados para desinfecções gerais, o que 

facilitaria a inserção desses nos protocolos de esterilização em peles alógenas, outro fator 

importante são os baixos efeitos citotóxicos destes compostos. Da mesma forma, o 

emodin seria uma opção muito valiosa por se tratar de um agente natural com poucos 

efeitos colaterais, por isso é muito importante que mais estudos sejam feitos, visando 

aperfeiçoar o protocolo atual sobre biofilmes já formados. 
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Com base em nossos resultados concluiu-se que o PAA 0,1% apresenta os 

melhores resultados de inibição da atividade metabólica sobre bactérias Gram-positivas 

formadoras de biofilmes. 

A clorexidina na concentração 290 µg/mL possui melhor potencial inibitório 

sobre bactérias Gram-negativas formadoras de biofilme. 

O PAA, apesar de ter um mecanismo de ação semelhante ao peróxido de 

hidrogênio não teve sua eficácia potencializada pelo mesmo. Já usado separadamente, o 

peróxido de hidrogênio apresenta eficácia satisfatória. 

Quanto a utilização do emodin, faz-se necessário a realização de mais ensaios, a 

fim de aperfeiçoar o protocolo sobre biofilmes já formados. 
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