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RESUMO

As plantas possuem metabdlitos secundarios atuando como um sistema de defesa e podem ser
extraidos na forma de Oleos essenciais, apresentando frequentemente capacidades
antimicrobianas. Simultaneamente a descoberta de novos compostos antimicrobianos, existe
uma busca de novas estratégias para tratamento de infecg¢des, principalmente de cepas
resistentes a antimicrobianos de referéncia. O uso combinado de antimicrobianos utilizados na
clinica com fitoterapicos buscando efeitos sinérgicos tem se mostrado uma estratégia
promissora frente ao desenvolvimento de resisténcia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antibacteriana do o6leo essencial de Melaleuca alternifolia e investigar o seu
potencial efeito sinérgico com o ciprofloxacino contra cepas bacterianas padrao de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A avaliagdo do potencial antibiotico demonstrou
que as cepas testadas sdo sensiveis ao Oleo essencial de Melaleuca e o ciprofloxacino,
demonstrando um amplo espectro de agdo antibacteriano do o6leo essencial frente a cepas
gram-positivas € gram-negativas. A concentragdo inibitdria minima necessaria para inibir o
crescimento das cepas testadas variou entre 0,21-0,50% (1872-4495 pg/mL), 0,35% em média
para o Oleo essencial de Melaleuca e 0,001-0,012% (10-120 pg/mL), 0,0044% em média para
o ciprofloxacino. O ensaio de checkerboard demonstrou um efeito sinérgico entre todas as
associacoes avaliadas, com concentragdes inibitérias efetivas de 0,03-0,125% (5,8 a 8,3 vezes
inferiores) para o 6leo essencial de Melaleuca e 0,00015-0,0003% (8 a 20 vezes inferiores)
para o ciprofloxacino. Os resultados indicam que, alem do potencial antimicrobiano do 6leo
essencial de melaleuca, o mesmo pode ser utilizado como adjuvante no tratamento de
infeccdes bacterianas possibilitando uma diminuigdo efetiva da dose do antimicrobiano de uso
clinico, aumentando o ntimero de alvos terapéuticos e consequentemente uma diminui¢ao nas
chances de obten¢do de resisténcia pelo microrganismo.
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1 INTRODUCAO

As plantas produzem uma variedade de compostos que apresentam atividade biologica
e sdo empregadas para o desenvolvimento de medicamentos, representando uma importante
fonte para pesquisa de antimicrobianos. Esses compostos, geralmente, sdo oriundos do
metabolismo secundério das plantas e incluem alcaldides, flavondides, ligninas compostas
fendlicas e terpendides (Saleem et al., 2010).

O advento dos antimicrobianos foi uma revolu¢do na medicina, a sua capacidade de
inibir o crescimento ou eliminar microrganismos causadores de doencas infecciosas, que eram
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grandes causa de morbidade e mortalidade em todo mundo (Furtado et al., 2019). Mas o uso
indiscriminado dos mesmos, tem contribuido para a emergéncia e disseminagdao de
microrganismos resistentes (RAM) e multirresistentes (MMR) a antimicrobianos e tem se
tornado uma das maiores ameacas a saude global com imenso impacto clinico e econdmico
devido ao fato das restritas opgdes terapéuticas (Shriram et al., 2018; Yu et al.,2020). Para
tratar dessa grande demanda, tem se buscado estratégias ¢ a combinagao de antimicrobianos
tem se tornado uma alternativa para o tratamento de doengas infecciosas causadas por
bactérias multirresistentes. Os o6leos essenciais (OEs), muitas vezes contem metabolitos
secundarios com capacidade antibacteriana, sendo capazes de inibir ou eliminar esses
microrganismos. A grande diversidade dessas biomoléculas pode proporcionar interagdes
entre os antimicrobianos de uso convencional e os 6leos essenciais resultando em interagoes,
por vezes, sinérgicas na a¢dao do farmaco (Aiyegoro et al., 2011). Essa interacao
medicamentos tem se mostrado uma estratégia promissora e quando benéfica pode auxiliar no
tratamento, reduzir os efeitos adversos no paciente, prolongar o efeito do antimicrobiano
convencional, diminui¢cdo da dose, impedir ou diminuir a aquisi¢ao de resisténcia bacteriana,
aumentar ou restaurar a eficacia de cepas resistentes (Cordeiro et al., 2005; Chouhan et al.,
2017).

A Melaleuca alternifolia ¢ uma espécie pertencente a familia Myrtaceae, conhecida,
popularmente, como arvore do chid. O o6leo essencial de melaleuca (OEM) contém
aproximadamente 97 compostos, que constituem uma diversidade de substancias volateis
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus alcoois correspondentes, como terpinen-
4-ol, y- and a-terpineno, o-terpinenol e 1-8 cineol (Flora do Brasil, 2020). O composto
antibacteriano principal é o terpinen-4-ol, responsavel por causar a lise da parede celular
bacteriana,o perda de material nuclear e inibi¢do da respiracao dependente de glicose (Cox et
al., 1998; Carson et al., 2002; Iseppi et al., 2023).

O objetivo desse estudo foi fornecer informacdes relacionadas tanto ao potencial
antibacteriano do OEM, quanto ao efeito sinérgico do mesmo em combinagdo com o antibidtico
ciprofloxacino contra cepas de S. aureus e E. coli.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleo Essencial de Melaleuca alternifolia (OEM)

Foi utilizado OEM comercial (Laszlo, Brasil) composto por Terpinen-4-ol (41,07%),
v- Terpineno (26,61%) e a-Terpinene (11,72%) e com densidade relativa de 0,8989,
atendendo aos critérios estabelecidos pela ISO 4730 para a comercializagdo do OEM.

2.2 Ensaios Antimicrobianos

2.2.1 Culturas e microrganismo

Foram utilizadas cepas padroes de Staphylococcus aureus NP0023, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus B24 e Staphylococcus aureus NP 0038) e
Escherichia coli NP 0022, Escherichia coli ATCC 25922 e Escherichia coli LB 25922),
provenientes do Laboratdrio de Pesquisa NB2 da Universidade Federal da Fronteira Sul.

2.2.2 Padronizacdo do inoculo

Os microrganismos precisam atingir fase de crescimento apropriado € um namero
padronizado de células precisa ser utilizado para garantir a homogeneidade do processo
(Kalemba e Kunicka, 2003). As culturas estocadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth)
glicerinado foram reativadas e enriquecidas em BHI, sendo padronizadas para turbidez

equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, o que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL.
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2.3 Determinacio da Concentracio Inibitoria (CIM) e Bactericida Minima (CBM)

A determinacao da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em placa de 96
pogos preconizado pelo CLSI (2020). Em suma, foram adicionados 100uL. de BHI estéril em
todos 0s 96 pocos. Apos, diluicdes seriadas foram realizadas a partir da segunda coluna, onde
foi adicionado e 100uL da solugdo estoque do OEM (1%) ou CIP (0,25%), da primeira linha
(A) até a ultima linha (H). A partir da segunda coluna foi realizada a dilui¢ao seriada de forma
que cada pogo subsequente a direita em cada linha contenha metade da concentragdo do
composto a ser testado que o poco anterior. Apds diluicdo seriada, 10 pL do indculo
padronizado foi dispensado em cada pogo nas colunas de 1 até 11. A primeira coluna da
placa (1), foi considerada o controle positivo, possuindo apenas o BHI e o inoculo. A ultima
coluna (12) ¢ os controles negativo possuindo apenas o BHI. Foi avaliada a densidade optica
(D.O.) em espectrofotometro a 625nm para obtencao da absorbancia inicial. Apos seladas, as
placas foram para a estufa 36°C/24h com posterior também a D.O 625nm.

A CIM foi representada pela concentragdo de OEM/CIP utilizada que inibiu o
crescimento da bactéria, a diferenga deabsorbancia da segunda para a primeira leitura indica o
crescimento. Para uma comprovacao da CIM foi utilizado 20uL da substancia reveladora
resazurina, um marcador de metabolismo bacteriano, em todos os pogos e incubado
por 2 horas a temperatura ambiente. Quando a resazurina (roxo) nao foi reduzida a resorufina
(rosa) ficou constatado o efeito inibitério e quando o corante sofreu modificagdo para a cor
rosa, indicou uma reagdo da oxido-reducao evidenciando a viabilidade celular (Salvat et al.,
2001; Salles, 2014).

A CBM ¢ definida como a menor concentragdo do composto capaz de inviabilizar
99,99% da populagcdo microbiana inicial, sendo determinada a partir dos pogos onde nao
foram observados crescimento. Aliquotas com 10uL foram semeadas em placas agar Mueller-
Hinton (AMH) seguido de incubacdo a 36°C/24h. Posteriormente, foram enumeradas as
unidades formadoras de colonias (UFC). O ndo crescimento indica atividade bactericida e o
crescimento atividade bacteriostatica na concentragao testada.

2.4 Ensaio da associacio do OEM com CIP (Método Checkerboard) e indice de
Concentracao Inibitoria Fracionada (ICIF)

A expressdo Checkerboard, refere-se a testar multiplas diluigdes com dois compostos
em diversas concentragdes abaixo ou acima da CIM para os microrganismos testados. O
Checkerboard consiste de colunas contendo uma dosagem da droga A diluidas seriadamente
ao longo do eixo-x, e linhas contendo a droga B diluidas seriadamente ao longo do eixo-y
(Lorian, 2005). Com base nos valores obtidos da CIM, foram preparadas solu¢des dos agentes
antimicrobianos em concentragdes subinibitorias as quais variaram de 1/2 a 1/256 da CIM do
OEMe de 1/2 a 1/4096 da CIM para o CIP. Foram depositados 90uL. de caldo BHI em cada
poco da microplaca estéril de 96 pocos. Posteriormente, cada uma das diluigdes desses
agentes antimicrobianos foi depositada 100uL na microplaca na forma de dilui¢do seriada: o
OEM na orientacao vertical (1 a 12) e o CIP na orientagao horizontal (A a H). Em seguida,
10uL da suspensdo bacteriana padronizada em todos os pocos da microplaca. Assim como no
CIM, a absorbancia foi medida a D.O. de 625nm antes e depois de ir a estufa a 36°C/24h e a
resazurina foi utilizada como teste adicional. Os critérios de interpretacdo para a associacao
entre os antimicrobianos de uso convencional e os 6leos essenciais foram obtidos a partir do
calculo do Indice da Concentragio Inibitoria Fracionada (ICIF) que pode ser alcancado de
acordo com as equacdes (Eql):

(UM - CIM & CID | (213 = DEM &SI
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ICIF= Indice de Concentracio Inibitéria Fracionada

CIP= Ciprofloxacino

OEM-= Oleo Essencial de Melaleuca

OEM & CIP= Oleo Essencial de Melaleuca em associac¢o ao Ciprofloxacino

A partir dos valores obtidos no ICIF, foi avaliada a classificacdo conforme proposto
por Kumar et al. (2012) no Quadro 01.

Quadro 01- Indice de Concentragio Inibitéria Fracionada

Interacao ICIF
Sinergismo <0.5

Aditivo 0.5<ICIF<I1
Indiferente 1 <ICIF <2
IAntagonismo > 2

2.5 Analise Estatistica
Os experimentos foram realizados em triplicata de forma independente (N=3). Os
valores médios foram calculados e apresentados =+ erro-padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de MIC e MBC de OEM e CIP para as cepas bacterianas testadas sdo
apresentados na Tabela 01, e pode-se observar que eles variaram entre 0,21-0,50% para S.
aureus ¢ 0,25-0,50% para E. coli; ndo houve crescimento nos controles negativos, € 0s
controles positivos apresentaram crescimento, demonstrando a viabilidade dos inoculos. O
MIC de CIP encontrado para as cepas de S. aureus e E. coli variou de 0,001-0,012%. O MBC
do OEM nao pdde ser quantificado na concentragdo inicial testada (1%), significando que ndo
houve efeito bactericida em concentragdes iguais ou inferiores a 1%. Os valores de MBC
apresentados foram iguais aos valores de MIC para CIP em todas as espécies e cepas

mostrando uma atividade bactericida, conforme também apresentado na Tabela 01.
Tabela 1 -CIM e CBM do OEM e do CIP.
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Média aritmética da triplicata, expresso em percentagem (%) e concentracao (ug/mL).
Concentracao inicial de 1%, valores maiores que essa concentragdo ¢ expressos como >1 (%)
ou > 8989 (ug/mL).

Diversos trabalhos ja testaram a susceptibilidade do OEM frente a grande variedade de
bactérias em todo espectro de acdo, sendo que em grande maioria a mesma se mostrou eficaz
em concentragdes iguais ou inferiores a 1%, corroborando com o presente estudo (Hammer ef
al., 1996; Elsom et al., 1999; Nimbarte & Kulkarni, 2013). Em ensaios de triagem
antimicrobiana, 0 OEM (Terpineno-4-ol 31,11%, y —Terpineno 25,3% e o —Terpineno 12,7%)
também inibiu fortemente o crescimento de S. aureus e E. coli (Zhang et al., 2018).

Segundo Carson ef al. (2006), apesar de 0 OEM atuar de forma bacteriostatica mesmo
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em concentragdes pequenas, ¢ considerado bactericida dose dependente por necessitar de
dosagens mais altas para obter esse efeito, isso explicaria por que nao se obteve esse efeito em
dosagens iguais ou menores que 1%. Experimentos in vitro relatam que a concentragdo
bactericida minima do OEM em microrganismos de relevancia clinica estd situada entre 1-
1,5% (v/v) (Banes-Marshall et al., 2001). Em trabalho visando avaliar dez diferentes lotes de
OEM comerciais frente cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) encontraram
CIMs variando entre 0,25% e 2,5% (Brun et al., 2019). Em trabalho de McMahon et al.
(2007) encontrou um CIM médio de 0,5% para as cepas testadas de S. aureus e E. coli.

Table 2 - Checkerboard e Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada.

Microorganismo CIn OEM +CIP  CIN OEM +CIP ICIF  RESULTADO
(%) (e mll) (EFEIT )
CYEM CIF TTO CIP
5. aurens NPOO3S 003 0,0003 2065 3 037  Sikérgico
& ey LE2JY23 123 0003 1123 3 035  Simérgico
N anrens 824 003 00002 2065 2 0,14 Siroco
& anirens NP2 3 0.0 00004 530 4 0,31 Siukroco
Foocali NPOR22 0.0 0,0001 530 .5 0,17 Siroco
Eoooli ATCC253922 0,03 00003 20650 3 042  Sukrzco
F.oeoli LB25922 LXLE (000 204 3 027  Simérgico

Concentracdo inibitéria minima dos compostos associados (Checkerboard), expressos em
percentagem (%) e concentragdo (ug/mL). Teste de sinergia, valores de ICIF < 0.5 indicam
sinergia entre os compostos, valores entre > 0.5 < lindicam efeito aditivo, >1 < 2 indicam
indiferenca e > 2 antagonismo (Kumar et al., 2012).

Quando individualmente testado o OEM necessitou de concentracdes entre 0,21-0,5%
para inibir o crescimento de S. aureus, um CIM médio de 0,35%. O CIP entre 0,01-0,12%, um
CIM médio de 0,06%. Quando associados, o OEM necessitou de 0,03-0,125%, 0,06% em
média e o CIP entre 0,0002-0,0004%, média de 0,0003%. Isso significa que para a associacao
conseguir o mesmo efeito inibitdrio para as cepas de S. aureus foram necessarias (em média)
concentragoes 5,8 vezes menores de OEM e 20 vezes menores de CIP. As cepas de E. coli,
individualmente, necessitaram de concentragdes de OEM entre 0,25-0,5%, em média 0,33%.
O CIP entre 0,001-0,003%, média de 0,002%. Quando associados, o OEM precisou de
concentragdes variando entre 0,03-0,06% (média de 0,04%) ¢ o CIP entre 0,00015-0,0003%
(média de 0,00025%). Os resultados mostram que ambos os compostos quando associados,
em média necessitam de uma concentracdo 8 vezes menor para obter o mesmo efeito
inibitorio de que quando usados individualmente.

Quando aplicamos o ICIF (Kumar et al., 2012; Lee et al.; 2017), constatamos que houve
um efeito sinérgico, isso mostra que quando associados, os compostos precisam de no maximo
50% (ICIF < 0,5) da dosagem combinada que em suas formulagdes isoladas e isso se repetiu
em todas as cepas de S. aureus e E. coli testadas como demonstrado na Tabela 02. O OEM
foi avaliado contra véarios patdégenos, obtendo um MIC de 0,25% para E. coli e 0,5% e 1%
contra MRSA e MSSA respetivamente, também demonstrou um alto nivel de sinergia em
concentragdes sub-inibitérias quando combinado com antimicrobianos de referéncia (Oliva et
al., 2018). Em um prisma farmacolégico, isso se deve ao fato de que as substancias isoladas
com acdo em apenas um alvo molecular, geralmente, possuem uma a¢do menos eficiente no
tratamento de uma infec¢do quando em comparagao a terapia combinada atuando em mais de
um alvo simultaneamente, potencializando seu efeito terapéutico (Biavatti, 2009).

4 CONCLUSAO
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O estudo demonstrou que o OEM possui atividade antibacteriana significativa contra
cepas de S. aureus e E. coli, demonstrando um amplo espectro de a¢ao bacteriano. Além
disso, a combinagdo do OEM com o CIP revelou um efeito sinérgico, reduzindo as
concentragdes necessarias para inibir o crescimento bacteriano. Esses resultados indicam que
a associagdo de fitoterapicos com antimicrobianos convencionais pode ser uma estratégia
promissora para combater cepas bacterianas resistentes. Entretanto, o estudo apresenta
algumas limita¢des, primeiramente os testes foram realizados in vitro, ndo significando a
mesma eficacia in vivo. Além disso, a variabilidade na composi¢ao dos OEs pode influenciar
os resultados, sendo necessario padronizar os componentes ativos para garantir a
reprodutibilidade dos efeitos. Para futuras pesquisas, sao necessarios estudos in vivo de
eficacia e seguranca do OEM e a combinagdo. Visto isso, a investigacdo com outros OEs e
outras classes de antibioticos pode ampliar as possibilidades de tratamentos sinérgicos.
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