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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODIFICADORA DA ACAO DE
ANTIBIOTICOS DO OLEO ESSENCIAL COMERCIALIZADO DE Melaleuca
alternifélia TEA TREE FRENTE A CEPAS MULTIRRESISTENTES

Analice Melo de Oliveira '; Priscilla Ramos Freitas 2.
RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e modificadora
do Oleo essencial comercializado de Melaleuca alternifolia frente as cepas
multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O Oleo essencial
comercializado de M. alternifolia foi obtido da marca Via Aroma. A avaliagdo da
atividade antibacteriana e modificadora foi realizada pelo método de microdiluicdo em
placa, usando os antibioticos Norfloxacino e Gentamicina. Os testes foram realizados em
triplicata e submetidos a andlise estatistica de variancia (ANOVA), considerando valores
p < 0,05 significativos. A andlise da concentragdo inibitoria minima demonstrou
resultados > 1.024 pg/mL para as cepas multirresistente de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, indicando que nao houve atividade antibacteriana. Realizados os
testes de avaliacdo da agdo modificadora, observou-se potencial modificador frente aos
antibidticos testados em que os valores obtidos reduziram a concentrag¢do da gentamicina
frente Staphyloccocus aureus uma concentracdo de 26 pg/mL para 9 pg/mL e
Norfloxacino houve também uma reducdo do CIM de 64 pg/ml para 32 pg/ml. A
associacdo do Oleo essencial e da Gentamicina diante de Escherichia coli também
apresentou uma diminui¢ao do CIM passando de uma concentragdo de 106 png/ml para 43
pg/ml. Ja em relacdo ao Norfloxacino com o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
frente a cepa multirresistente de Escherichia coli foi constatado um aumento da
concentragdo inibitoria minima de uma concentragdo de 1 pg/ml para 27 pg/ml. A partir
dos dados obtidos nesse estudo, o 6leo essencial de Melaleuca demostrou um potencial
promissor na modificagdo da atividade antibidtica. O conhecimento em constante
expansdo sobre a acdo do oleo essencial de Melaleuca alternifolia abrem caminhos para
pesquisas futuras e pode ser promissor nos desafios enfrentados frente a resisténcia
bacteriana.

Palavras-chave: Echerichia coli. Melaleuca. Produtos naturais. Resistencia.
Staphylococus aureus.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND MODIFYING THE ACTION OF
ANTIBIOTICS OF THE COMMERCIALIZED ESSENTIAL OIL OF Melaleuca
alternifolia TEA TREE AGAINST MULTI-RESISTANT STRAINS
ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antibacterial and modifying activity of the
essential oil sold from Melaleuca alternifolia against multiresistant strains of Escherichia
coli and Staphylococcus aureus. The essential oil sold from M. alternifolia was obtained
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from the Via Aroma brand. The evaluation of antibacterial and modifying activity was
carried out by the plate microdilution method, using the antibiotics Norfloxacin and
Gentamicin. The tests were performed in triplicate and subjected to statistical analysis of
variance (ANOVA), considering p values < 0.05 significant. The analysis of the minimum
inhibitory concentration demonstrated results > 1,024 pg/mL for multidrug-resistant
strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus, indicating that there was no
antibacterial activity. After carrying out the tests to evaluate the modifying action, a
modifying potential was observed in relation to the antibiotics tested, in which the values
obtained reduced the concentration of gentamicin against Staphyloccocus aureus, a
concentration of 26 ng/mL to 9 pg/mL and Norfloxacin, there was also a reduction in the
MIC from 64 pg/ml to 32 pg/ml. The association of essential oil and Gentamicin against
Escherichia coli also showed a decrease in the MIC, going from a concentration of 106
pg/ml to 43 pg/ml. In relation to Norfloxacin with the essential oil of Melaleuca
alternifolia against the multi-resistant strain of Escherichia coli, an increase in the
minimum inhibitory concentration was found from a concentration of 1 pg/ml to 27
pg/ml. From the data obtained in this study, Melaleuca essential oil demonstrated
promising potential in modifying antibiotic activity. The constantly expanding knowledge
about the action of Melaleuca alternifolia essential oil opens avenues for future research
and may be promising in the challenges faced in the face of bacterial resistance.

Keywords: Escherichia coli. Melaleuca. Natural products. Resistance. Staphylococcus
aureus.

1 INTRODUCAO

As doengas infecciosas sdo desencadeadas por microrganismos patogénicos que
invadem o tecido e provocam diversas desordens no hospedeiro. Nesse contexto, as
infecgdes sdo consideradas um dos graves problemas de saude publica, em decorréncia
do aumento da resisténcia bacteriana a antibidticos utilizados na pratica clinica, fator que
resulta em um dificil tratamento do individuo acometido (Guimaraes et al., 2017).

As infec¢des bacterianas sdo uma preocupacdo a nivel global devido ao seu
elevado indice de morbidade e mortalidade. Fator que somado a resisténcia antibacteriana
desenvolve complicagdes ao paciente acometido pela infec¢do provocada pelo patogeno,
0 que resulta a um maior tempo de internagdo, tornando o tratamento mais longo e
exposi¢do maior aos fArmacos possibilitando o risco de desencadear efeitos adversos ao
uso das medicagdes levando ao 6bito (Brasil, 2022).

No periodo da pandemia do Coronavirus, houve o aumento de casos de resisténcia
adquiridos por bactérias. O que decorreu por conta de um tratamento excessivo por parte
da populagdo para tentar impedir a contaminag¢do do virus, ou por parte dos profissionais,

por conta dos casos de internagdes. Promoveu as bactérias o ambiente propicio para o seu



desenvolvimento e de novas formas de resisténcia aos farmacos utilizados (Leal et al.,
2021).

Dentre as principais bactérias que desenvolvem perfis de resisténcia aos fAdrmacos
estdo a espécie Staphylococus aureus (S. aureus) e Escherichia Coli (E. coli), em que S.
aureus apesenta uma resisténcia maior a Meticilina (Gabriela et al., 2020). Ja em relagao
a espécie E. coli o seu principal mecanismo de resisténcia esta associado com a producgdo
de enzimas inativadoras, as J-lactamases que apresentam atividade restrita de degradagao
estando associado as penicilinas labeis (Andrade ef al., 2016).

Com o crescente desenvolvimento de novos mecanismos adquiridos pelos
microrganismos, se torna imprescindivel associar os tratamentos ja existentes a novas
fontes, juntando o conhecimento milenar sobre as plantas medicinais para a descobertas
de novas alternativas para ajudar a diminuir ou inibir essa resisténcia bacteriana (Ferreira
etal., 2022).

Oleos e extratos de plantas ha muito tempo tém servido de base para numerosas
aplicagdes na medicina popular, dentre elas, a producao de antissépticos topicos, podendo
ser utilizados em infecgdes provocadas por bactérias, fungos e virus (Silva; Santana;
Silva, 2023).

Os oleos essenciais possuem diferentes propriedades bioldgicas, como atividades
anti-inflamatorias, sedativas, digestivas, antimicrobianas, antivirais ou antioxidantes,
apresentando seu uso para fins inseticidas, medicinais e com etologicos (Loose; Pilger;
Wagenlehner,. 2020). Um dos 6leos bastante utilizado ¢ o de Melaleuca alternifolia, com
acdo inibitéria de bactérias, inclusive empregada no uso de bactérias resistentes aos
antibioticos. Entretanto ¢ aplicada e eficaz em bactérias isoladas que propicia infec¢do
cutdnea como as bactérias do género Staphylococcus (Gioppo; Zancanaro; Bellaver,
2019).

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia teve sua grande procura no inicio da
Segunda Guerra Mundial em que era muito utilizado nos doentes e feridos, mas teve uma
cessagdo do seu uso logo apds a descoberta da penicilina e logo volta a ser aplicado
novamente na década de 70 apds a resisténcia adquirida pelos patdégenos (Oliveira et
al.,2015).

Portanto, a utilizacdo do O6leo essencial ¢ uma solucdo plausivel frente a
problematica da resisténcia bacteriana. Diante disso, esse estudo apresenta como
finalidade avaliar a atividade antibacteriana e modificadora do o6leo essencial

comercializado de Melaleuca alternifolia frente as cepas multirresistentes



Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06 em associacdo a antibidticos

convencionais.

2 METODOLOGIA

2.1 PRODUTOS UTILIZADOS

Para realizacio do presente estudo foi utilizado o Oleo Essencial de Melaleuca
alternifolia (OEMa) comercializado de origem Australiana da marca Via Aroma que de
acordo com o fabricante os produtos da marca sdo 100% puros sem aditivos ou
dilui¢des extraido através de processo de destilacdo a partir de folhas da planta possuindo
certificagdo IDB (certificagdo de produto natural. Em relacdo aos antibidticos foram
utilizados para as testagens a gentamicina (classe aminoglicosideos) e o norfloxacino

(classe quinolonas).

2.2 CEPAS BACTERIANAS

As seguintes cepas multirresistentes foram empregadas no estudo: Stapylococcus
aureus 10, e Escherichia coli 06. Em que o seu perfil de resisténcia estd descrito no estudo

de Bezerra et al (2017).

2.3 PREPARO DE SUBSTANCIAS

Para o 6leo essencial testado e os antibidticos, inicialmente foi pesado 10mg dos
respectivos produtos e adicionado 500 pl de DMSO. Essa solucdo foi transferida para
outro recipiente e diluida em 9.265 ul de agua destilada estéril, resultando em uma

solucdo de teor final de 1024 pg/mL.

2.4 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Foram replicatas cepas bacterianas em placa de Petri contendo meio de cultura

Heart Infusion (HIA) e encubadas a 37° C por um periodo de 24 horas. Essas cepas foram



diluidas em tubos de ensaio contendo salina, para a preparagdo do inoculo bacteriano,
atingindo o correspondente a 0,5 na escala de McFarland. Posteriormente foram
preparados microtubos contendo uma aliquota de 100 pl do indculo bacteriano, referente
a 10% da solucao total, e adicionado 900 pl de meio de cultura infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) liquido em uma concentragdo de 10%. Apds o preenchimento dos
microtubos, foram transferido o volume de 100 ul da solucao preparada para cada pogo
de placas de microdilui¢do contendo 96 pocos e em seguida o 6leo essencial foi diluido,
resultando em concentragdes variadas de 512 pg/ml a 8 pg/ml. O ultimo pogo de cada
coluna da placa de microdilui¢do ndo foi microdiluido com o dleo essencial sendo
utilizado como controle positivo de crescimento bacteriano. Logo apds as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, e logo apds foi adicionado 20 ul de resazurina em cada
pogo previamente preparado e mantidos a 1 hora em temperatura ambiente. Apds esse
periodo foi averiguado a variagdo colorimétrica onde os pogos que tiveram modifica¢do
de cor passando de azul para rosa tiveram resultado positivo para o crescimento

bacteriano (Mann; Markham, 1998; Coutinho ef al., 2008).

2.5 MODIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOTICA

Para anadlise da atividade moduladora de antibiodticos 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia foi utilizado em concentracdo subinibitoria (CIM/8). Inicialmente, foram
preparados microtubos contendo 150 pL do indculo bacteriano, correspondente a um
volume de 10% do volume total, o volume correspondente a CIM/8 do 6leo essencial € o
volume restante para 1.500 uL. de BHI a 10%. Os controles foram preparados utilizando
1.350 pLL de meio BHI a 10% e 150 pL. do meio BHI do in6culo bacteriano. Cada pogo
de uma placa de microdilui¢do foi preenchido com 100 pL do 6leo essencial. Seguindo
este procedimento, microdiluigdes com 100 puL de gentamicina e norfloxacino em
concentragdo inicial de 1.024 pg/mL foram realizadas. As placas incubadas em estufa a
37°C por 24 horas e, em seguida, o CIM desses antibidticos na presenga do 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia foi determinado pela adi¢do de resazurina. Todos os testes

foram ser realizados em triplicata.

2.6 ANALISE ESTATISTICA



Os testes foram realizados em triplicatas e os dados para as andlises foram
expressos em média geométrica como dado central e o desvio padrdo da media, analisados
por andlise de variancia ANOVA seguida de teste post hoc de Bonferroni usando o
software GraphPad Prism 9.0. Em que valores de p < 0,05 foram considerados

significativos para a determinagao de atividade antibacteriana.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 demostra a porcentagem dos constituintes quimicos do 6leo essencial
de Melaleuca alternifdlia da marca via aroma utilizado nos testes, que incluem Terpinen-

4-0l, Y-terpinene com compostos de maior concentracao.

Tabela 1: Composicao quimica do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

Identificacio %
a-Terpinene 9,90
v-Terpinene 17,84
Terpinen-4-ol 35,13
Compostos minoritarios ( < 0,30 %) 3,75
Compostos nio identificados 1,50

Fonte: adaptado de Via aroma

O oleo essencial de M. alternifolia ¢ amplamente utilizado na medicina popular
com finalidade de agdo antifingica, antibacteriana e antiviral. Segundos estudos com o
6leo essencial da espécie, as propriedades antifungicas e bacterianas se dao,
principalmente ao composto terpinen-4-ol, um monoterpeno, que ¢ o principal
componente do 6leo, sendo o principal mediador da atividade do tratamento in vitro e in
vivo (Felipe et al., 2018).

Em relacdo a atividade bacteriana do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
comercializado testado no presente estudo através da concentragdo inibitdria minima
(CIM) frente as cepas multirresistentes Escherichia coli e Staphylococcus aureus,

demostrou resultado > 1.024 pg/ml para ambas, evidenciando que o dleo essencial testado



ndo teve resultados clinicamente relevantes sobre as cepas bacterianas (Houghton et al.,
2007).

Diferente do 6leo extraido diretamente da planta, o 6leo comercializado apresenta
também compostos quimicos para conservagdo do produto por maior tempo e isso pode
chegar a ter interferéncias na agdo do mesmo. Como observado na comparagao entre trés
6leo essenciais comercializados de Melaleuca de diferentes marcas com o intuito de
comparar a a¢cdo e composi¢do desses 6leos, no presente estudo demostrou diferentes
acoes sendo indicativas das concentragdes variadas dos compostos (Cristina; Kemile,
2024).

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia (OEMa) também ¢ bastante aplicado
na odontologia, tendo efeitos bactericidas e bacteriostaticos contra o0s
periodontopatogenos de maior prevaléncia, em que estudos clinicos comprovaram a
eficicia havendo diminuicdo da inflamacdo gengival, propriedades antioxidantes
benéficas para o hospedeiro e redugdo das respostas imunoinflamatoérias aos patdgenos
(Casarin et al., 2018).

Em um estudo realizado por Correa et al. (2020) utilizando um creme
mucocutananeo com o Oleo essencial de Melaleuca alternifolia extraido da planta, foi
demostrado que Escherichia coli e Candida albicans eram sensiveis ao 6leo essencial
enquanto que a bactéria Staphylococcus aureus demonstrou uma maior resisténcia sendo
necessario aumentar a dosagem utilizada.

Além disso no estudo realizado por Oliveira et al. (2022) foi demonstrado que o
6leo essencial de Melaleuca alternifolia extraido da planta e testado em método de
difusdo em agar teve acdo de sensibilidade para as bactérias Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae, com maior atividade frente a espécie de bactéria Gram negativa.
Dessa forma, ¢ conhecido que o OEMa tem eficacia para o tratamento de inlimeras
doengas desencadeadas por microrganismos como fungos e bactérias resistentes aos
antibidticos convencionais (Silva L et al., 2019).

J& na avaliacdo da atividade modificadora dos farmacos em associa¢do com o 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia, contatou-se que o produto comercializado apresentou
potencial modificador frente aos antibidticos testados e OEMa foi capaz de reduzir a CIM
da gentamicina frente Staphyloccocus aureus de 26 pg/mL para 9 pg/mL e de
Norfloxacino de 64 pg/ml para 32 pg/ml, como observado na Figura 1.

Figura 1: Atividade modificadora da acdo de antibioticos Norfloxacino e

Gentamicina frente a cepa multirresistente S. aureus.
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A associagdo do oleo essencial e da Gentamicina diante de Escherichia coli
também apresentou uma diminui¢cdo do CIM passando de uma concentracdo de 101,6
pg/ml para 40,3 pg/ml. J4 em relagdo ao Norfloxacino com o 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia frente a cepa multirresistente de Escherichia coli foi constatado um aumento
da concentragao inibitoéria minima de uma concentracao de 1 pg/ml para 27 pg/ml, como

demonstrado na Figura 2.

Figura 2: Atividade modificadora da acdo de antibioticos Norfloxacino e
Gentamicina frente a cepas multirresistentes E. coli.
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Fonte: Elaborada pela autora

Ja em um estudo realizado por Hammer; Carson; Riley (2011) com intuito de
analisar o risco de aumento de resisténcia frente as bacterias S. aureus, S.epidermidis e
E.coli utilizando o o6leo essencial de Melaleuca alternifolia com composi¢ao e
concentragdo de terpinen-4-ol (37,0%), y-terpineno (18,6%), a-terpineno (10,0%) e 1,8-
cineol (3,6%), sobre os antibioticos ciprofloxacina, vancomicina, mupirocina, micina,

ampicilina e rifampicina com metodologia em caldo de soja tripticase (TSB) apresentou



pouca ou nenhuma alteracdo, tendo poucas evidencias que possa influenciar no aumento
da resisténcia antimicrobiana por o uso do 6leo em area domestica ou hospitalar.

Em um estudo realizado por Cirino (2014) demostra que os 6leos essenciais e
terpendides podem ser excelentes fontes adjuvantes de antibidticos, auxiliando na
modulagdo e até mesmo auxiliar na reversdo de resisténcia de microrganismos a
determinados farmacos.

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia possui sua maior concentragdo em
terpinoides como visto na Tabela 1, o que pode ter configurado acao coadjuvante quando
associados aos antibioticos frente as bactérias patogénicas testadas. Os componentes
lipofilicos dos oleos essenciais como terpenoides, tém afinidade por fosfolipidios
presentes nas membranas, causando desorganizagdo estrutural e extravasamento de
constituintes celulares essenciais, resultando em uma perda de integridade da membrana,
ocasionando a morte celular (Lew, 2011).

Segundo Fernandes (2014) a bactéria S. aureus demostra perda de ions de potéssio
apos exposi¢cdo a Melaleuca alternifolia e o composto terpinen-4-ol suprime a producgdo
de mediadores inflamatorios por mondcitos ativados in vitro, o que explica as
propriedades anti-inflamatdrias da planta. Além disso o composto atua sobre a acdo de
biofilmes (Bordini et al., 2018).

As agodes anti-inflamatdrias, imunomoduladoras e antimicrobianas das plantas
medicinais ¢ uma ferramenta extremamente util também no tratamento da doenga
periodontal (Juiz; Alves; Barros, 2010).

A associagdo de antibidticos e produtos de origem vegetal vem ganhando espaco
com finalidade de combater e auxiliar no controle de bactérias patogénicas com
resisténcia aos aminoglicosideos (Coutinho ef al., 2008). O 6leo essencial ¢ uma mistura
complexa em que torna dificil a adaptagdo dos microrganismos e assim quando utilizado
com agdo antimicrobiana acarreta uma menor resisténcia desses patdégenos (Daferera et

al., 2003).

4 CONCLUSAO

A partir dos dados atribuidos nesse estudo, o 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia demostrou um potencial promissor na modificagdo da atividade antibidtica,
fornecida pela reducdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e pela agdo de

sinergismo evidenciado em relagdo as cepas patogénicas de Staphylococus aureus e

Escherichia Coli.



Com isso o0 conhecimento em contente expansdo sobre os mecanismos de acao do
6leo essencial de Melaleuca abrem caminhos para pesquisas futuras. Uma compreensdo
mais profunda e abrangente desses mecanismos poderia impulsionar a criagdo de terapias
e novos produtos que pudessem ajudar no controle de desafios emergentes frente a
resisténcia bacteriana.
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