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RESUMO

O presente estudo investiga a atividade antibacteriana e antifingica do 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia cultivada em Realeza-PR. A introdu¢do destaca a crescente resisténcia
a antibidticos e a necessidade urgente de novas abordagens terapé€uticas, com énfase no
potencial dos 6leos essenciais devido a sua baixa toxicidade e eficacia. O objetivo principal
foi analisar a composicao quimica do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e avaliar suas
propriedades antimicrobianas contra uma variedade de microrganismos. Os métodos
incluiram o cultivo das plantas, extragdo do oOleo por destilagio a vapor, analise
cromatografica para caracterizagdo quimica e testes de susceptibilidade antimicrobiana
utilizando o método de disco-difusdo. Os resultados mostraram que o 6leo essencial possui
uma composi¢ao rica em monoterpenos e sesquiterpenos, com destaque para o terpinen-4-ol,
y-terpineno e a-terpineno. Em testes de susceptibilidade, todas as cepas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, bem como fungos leveduriformes, mostraram-se sensiveis ao
oleo essencial, com variagdes na forca de agdao entre moderada e muito forte. Conclui-se que o
6leo essencial de Melaleuca alternifolia ¢ eficaz na inibicdo do crescimento de uma ampla
gama de microrganismos, sugerindo seu potencial como uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Estudos futuros sao recomendados para a
caracterizagdo detalhada dos componentes quimicos responsaveis pelas atividades observadas
e para a avaliacdo de sua eficadcia em modelos in vivo.

1 INTRODUCAO

Mesmo apds a descoberta dos antibioticos (ATBs), as infecgdes sdo um grande
problema de saude global. O seu uso incontrolado na pratica médica humana, veterinaria,
industrial e agropecuaria tém favorecido uma pressao seletiva e disseminagao de microrganismos
resistentes a medicamentos, representando um grande desafio terapéutico (Uddin et al., 2021).
As infecgoes resistentes e multirresistentes a ATBs, tem crescido muito nas ultimas décadas,
sendo associadas a grandes taxas de morbi-mortalidade e consequentemente um aumento nos
custos de saude, a OMS considerando um dos maiores problemas da satide mundial (Turner et
al., 2019). A taxa de evolucdo de microrganismos resistentes a antibidticos ¢ muito rapida,
somado a dificuldade no desenvolvimento de novos compostos, faz que consideremos uma
mudanca de paradigma para os antibidticos atualmente disponiveis e busca de novos compostos
visando inibir, diminuir ou reverter a resisténcia (Roope et al., 2019). Essas limitacdes no
tratamento de microrganismos resistentes levam a uma urgéncia na investigacdo de novas
abordagens para aumentar a eficacia terapéutica (Theuretzbacher et al., 2020).

A fitofarmacologia tém sido amplamente utilizadas empiricamente a muitos séculos,
sendo reconhecida como importante fonte de agentes medicinais. Atualmente, o interesse por
produtos naturais tem crescido devido sua disponibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e efeitos colaterais. Alem de essas terapias poderem ser mais efetivas, com
menores custos e gerando uma menor pressdo seletiva nos microrganismos (Kalemba &
Kunicka, 2003). Dentre os fitoterapicos, os 0leos essenciais (OEs) tem obtido grande destaque
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pelas suas propriedades biologicas que a ciéncia tem explorado e comprovado nos ultimos
anos. Os OEs sao liquidos aromaticos e volateis produzidos pelo metabolismo secundario das
plantas. Podem ser extraidos de diferentes partes da planta como sementes, galhos, raizes,
cascas, frutos, flores e folhas pelos processos de destilagao a vapor ou hidrodesticao (Kalemba
& Kunicka, 2003). Sao uma mistura complexa de compostos quimicos com 2 ou 3 compostos
majoritario representando 70-80%, com o restante presente em quantidades menores ou
quantidades tragos. A concentracdo dos compostos pode variar resultando em diferentes
quimiotipos, dependendo da estacdo do ano, origem geografica, variedade botanica, método
de extracdo, genética vegetal e etc. Seus constituintes principais podem ser divididos em dois
grupos devido a sua origem biossintética: os compostos aromaticos e alifaticos e os
hidrocarbonetos terpenoides (terpenos e terpenodides). Dentre os terpenos, os monoterpenos e
seisquiterpenos sao responsaveis pela maioria das atividades biologicas. Essa diversidade de
biomoléculas age na resisténcia e defesa das plantas, dessa forma, diversos OEs ja
demonstraram atividades biologicas como antioxidantes e antinflamatoérias. Alem das
atividades biocidas contra plantas, insetos, protozodrios, virus, fungos e bactérias (Kalemba &
Kunicka, 2003). A atividade dos OEs, essa se deve principalmente a concentragdo e
composi¢do quimica, geralmente causado pela presenca de componentes fendlicos e
monoterpénos (Rammal et al., 2024). O efeito antimicrobiano se d4 por varios mecanismos
combinados como a ruptura e permeabilizagdo da membrana celular, inibicdo de atividade
enzimatica e envelhecimento de ATP e ions potéssio. A utilizagdo de diferentes mecanismos
de acdo e o fato de muitos componentes dos OEs, serem lipofilicos e afetarem a integridade,
fungdo e estrutura da membrana dificultam a aquisi¢ao de resisténcia (Hammer et al., 2012).

A Melaleuca alternifolia ¢ uma espécie arbdrea pertencente a familia Myrtaceae,
sendo conhecida, popularmente, como arvore do cha. Através da destilacao a vapor das folhas
produz o 6leo essencial de melaleuca (OEM), também conhecido como TTO (Tea Tree Oil).
Consiste em 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 (DO BRASIL, 2024). O OEM ¢ conhecido pela presenca de elementos
medicinais, com atividade antinflamatdria e antimicrobiana frente a diversas espécies de fungos
e bactérias, sendo usado como antiséptico topico em infec¢des superficiais(Carson et al.,
2006). Considerando o exposto, o presente estudo tem como objetivo analisar a composi¢ao
quimica do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, avaliar suas propriedades antibacterianas
e antifungicas frente a um extenso rol de microrganismos e relacionando sua atividade
biologica a composi¢ao quimica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1- Cultivo, Extrag¢do do odleo essencial, Densidade Relativa e Andlise Cromatografica

O cultivo das mudas de Melaleuca (Melaleuca alternifolia) foi realizado nas Areas
Experimentais da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza-PR/ Brasil.
A extragdo do OE foi realizada por destilacdo por arraste a vapor. A densidade relativa dos
OEs foi realizada conforme a metodologia ISO 279:1998. A caracterizagdo quimica das
amostras foi realizada por cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

2.2- Culturas e microrganismos e padroniza¢do do inoculo

Nesse trabalho foram utilizadas cepas padrao derivadas de culturas puras e isolados
clinicos (IC) pertencentes Laboratério de Pesquisas NB2 da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza, PR. As cepas de bactérias gram-positivas de
Staphylococcus aureus (NP0038, NP0023, LB25923, B24, Staphylococcus epidermidis 0128,
Streptococcus pyogenes NP0015, Streptococcus agalactiae (IC), Streptococcus uberis (IC),
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Bacillus cereus (IC), Enterococcus faecalis (IC) e Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Shigella flexneri NP00122, Klebsiella pneumoniac BAA1705, Escherichia coli
(NP0022, LB25922, ATCC 25922, Isolado Clinico), Proteus mirabilis (1C), Serratia sp.(1C),
e Morganella sp.(IC). Alem dos fungos leveduriformes Criptococcus gattii 178, Criptococcus
gattii 179, Candida tropicalis (1C), Candida glabrata (1C) e Candida parapsilosis (1C). Os
microrganismos precisam atingir fase de crescimento apropriado e um numero especificado
de células precisa ser usado (Kalemba & Kunicka, 2003). Para padronizacao, as culturas em
caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) glicerinado a temperatura de -85°C, foram reativadas
e enriquecidas em caldo BHI e padronizadas para turbidez equivalente 0,5 da escala de

McFarland, correspondendo a 1,5 x 108 UFC/mL.

2.3- Determinagado da susceptibilidade aos antimicrobianos

Também conhecido como antibiograma, foi realizado seguindo a metodologia
desenvolvida por Kirby-Bauer e padronizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI). Esse ensaio tem como conceito a difusdo do composto teste em um disco. Trata-se de
um método fisico onde um microrganismo desafiado frente a uma substancia biologicamente
ativa em agar s6lido. Quando o composto consegue conter o avango do microrganismo, ocorre
a formagdo de um halo de inibi¢do em torno do disco, caracterizando a substancia como
antimicrobiana (Collins, 1976). O objetivo ¢ fornecer resultados qualitativos e/ou semi-
quantitativos caracterizando as cepas em suscetiveis, intermediarias ou resistentes (ANVISA,
2013). Resumindo, o indculo padronizado com o microrganismo a ser desafiado foi semeado
em toda extensdo da placa contendo Agar Mueller-Hinton (AMH) para bactérias e Agar
Saboraud Dextrose (ASD) para os fungos/leveduras. Discos brancos estéreis com 6 mm de
diametro contendo SuL do OEM ou OEC, assim como os discos de controle positivo e
negativo, foram alocados no meio de cultura, respeitando distancia adequada. Para fins de
controle positivo e comparacdo de atividade, foram utilizados discos de antibiograma
comerciais de Amoxacilina + Ac. Clavulanico 30 mcg (AMC30) e Clotrimazol 50 g
(CTRS50) para os fungos; o controle negativo foi realizado com discos brancos estéreis
contendo 10puL de dgua destilada estéril. A incubacao foi realizada a 36°C/24h para bactérias
e 25°C/48h para fungos. A leitura foi realizada por um paquimetro digital € comparada com
valores padronizados nos manuais para indicagdo de forma qualitativa das cepas bacterianas
interpretadas como: sensiveis (S) a dose padrdao, um microrganismo ¢ categorizado como
sensivel quando existe alta probabilidade de sucesso terapéutico na dosagem testada (halo de
inibicdo > 8§ mm); intermedidrias (I), também considerado como sensivel aumentando a
exposicao, quando hd uma alta taxa de sucesso terapéutico com o aumento da dosagem (> 6 <
8 mm); ou resistentes (R) quando héa grande possibilidade de falha no tratamento mesmo com
aumento da dosagem (< 6 mm) (BrCast, 2024). Da mesma forma, os a atividade foi
caracterizada de forma semi-quantitativa pela for¢a de sua a¢do, como: Muito Forte (MF) ( >
15 mm) , Moderada (M) (10 - 15 mm), Fraca (F) (< 10 mm) ou Sem Acdo (SA) de acordo
com seus halos de inibicdo (Kacaniova et al., 2021). Os experimentos foram realizados em
triplicata na forma de experimentos independentes (n=3). Os valores foram calculados na
forma de média aritmética + desvio-padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do e concentracdo dos componentes dos OEs de plantas, mesmo quando
do mesmo género ou espécie, embora regulado por genes, podem variar devido a varios
fatores ecologicos como solo e clima. Também podem ocorrer variagdes na composicao do
OE devido método de extragdo ou pela mudanca do material vegetal (Verma et al., 2016)
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Tabela 01 - Perfil Cromatografico do OEM cultivado em Realeza/PR- Brasil e ISO

4730:2017.
Constituintes OE de Melaleuca (Melaleuca) [SO 4730:2017 Densidade
Quimicos alternifolia) Densidade Relativa: 0,890 | [Relativa: 0,885 - 0,906
Concentracao (%) Concentracao (%)

o-Pineno 3,17 1,00-4,00
o-Terpineno 24,71 1 6,0-12,0

-Cimeno 3,16 0,5-8.,0
Limoneno 2,24 1 0,5-1,5
Eucaliptol (1-8 Cineol) 2,19 0-10
y-Terpineno 21,81 14,0-28,0
Terpinen-4-ol 26,91 | 35,0-48,0
a-Terpineol 2,07 2,0-5,0
IAromandendreno 1,31 0,2-3,0
\Viridifloreno 1,02 0,1-3,0
0-Cadineno 1,30 0,2-3,0

Compostos encontrados em cromatografia do o6leo essencial de Melaleuca (Melaleuca
alternifolia), suas respectivas concentragdes € comparacdo com as faixas de concentracdo
indicados pela ISO 4730:2017, indicando quando a concentragdo de um composto esta acima
(1) ou abaixo (|) das concentracdes preconizadas pela respetiva norma (compostos com
concentragdes nao especificadas pela ISO ou dentro da norma, nao possuem indicagoes).

Segundo a ISO 4730:2017 a densidade relativa do OEM deve figurar na faixa 0,885-
0,906 e sua composicdo deve conter majoritariamente Terpinen-4-ol (35,0-48,0%), vy-
Terpineno (14,0-28,0%) e o-Terpineno (6,0-12,0%) como compostos predominantes
totalizando entre 70-80%. A densidade relativa encontrada foi 0,89 corroborando com a ISO e
valores ja descritos na literatura (Griffin et al., 1999), os compostos majoritarios encontrados
no presente trabalho foram o Terpinen-4-ol (26,91%), a-Terpineno (24,71%) e y-Terpineno
(21,81%) correspondendo a 73,43% da concentracdo total do 6leo. Em trabalho realizado por
Zhang et al. (2018), encontrou valores de Terpinen-4-ol (31,1%) inferiores a ISO 4730:2017,
alem y-Terpineno (25,3%) e o-Terpinene (12,7%) totalizando aproximadamente 70% da
concentragdo. O teste de disco-difusdo, usado para determinar o grau de sensibilidade e
estimar o poder de agao de um composto sobre um microrganismo em uma determinada dose,
alem de ser utilizado na pesquisa biotecnoldgica/farmacéutica, também ¢é muito ttil para
orientar a terapia antimicrobiana adequada na clinica, demonstrando o perfil de sensibilidade
ou resisténcia do antimicrobiano testado (Katzung et al., 2022). Todas as cepas Gram-
positivas foram consideradas sensiveis ao OEM, com sua a¢ao entre moderada e muito forte,
os maiores halos foram em S. aureus NP0038 (20,23 mm) e S. aureus LB25923 (16,00mm).
As cepas de bactérias Gram-negativas testadas, também se provaram sensiveis ao OEM,
somente a E. coli LB25922 mostrou um perfil de sensibilidade Intermediario (I). As cepas
com acdo considerada muito forte (MF) foram S. flexneri NP 00122 (27,3mm) ¢ o isolado
clinico de Morganella sp. (30,73mm). As leveduras testadas também se demonstraram
sensiveis (S) ao OEM, apresentando atividade Muito Forte (MF) ou moderada (M), com
destaque para C. gattii 179 (19,97mm) e a Candida tropicalis (20,03mm). Todos os
microrganismos e resultados estdo descritos na Tabela 02.

Tabela 02 - Resultado teste de disco-difusdo do OEM, perfil de sensibilidade e grau de
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S. flexmers MNP (0122
Pomirphilis (1C)
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Marganella sp. (IC)

E. coli WPO023
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E. coli (IC)
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02, 10023
I 5,704 30
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1287264
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Sensivel (5)
Sensivel (5)
Sensivel (%)
Rensivel (8)
Sensivel (5
Sensivel (5)
Sensivel (3)
Sensivel (%)
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Moderada (M)
Muto Forte (8F)
Moderada (Bd)
Fraca (F)

Mefuitos Forte {MF
Mt Forte (MF)
Fraca (F)
Moderada (MW
Fraca (F)
Moderada (M)

Fungos levedunformes

Candida mopicalis (1C)
Candiada glabraia (10
Conclicla porapsifosis (IC)
Cogattn 178
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20T MY
I 5,500,049
1007281
I3 400 m=0
19972 12

sensivel (30
Sensivel (%)
Rensivel (8)
sensivel (89
sensivel ()

Mdunto Forte {ME]
Miuite Forte (MF)
Maoderada (M)
Moderads ()
Mdunto Forte {MED

Zona de inibicdo (em mm) incluindo o diametro do disco, de 6 mm. Os dados referem-se a
média da triplicata + desvio padrdo. Perfil de Sensibilidade: Sensivel(S) > 8 mm;
Intermedidrio (I) > 6 < 8 mm; Resistente (R) < 6 mm (BrCast, 2024). Graus de inibi¢do: Sem
A¢a0 (SA)< 6 mm; Fraca (F) < 10mm; Moderada (M) 10 - 15mm; Muito Forte (MF) > 15mm
(Kacaniové et al., 2021).

Em ensaios de sensibilidade e forca de a¢do, no presente trabalho, o OEM mostrou-se
eficaz frente 100% das cepas bacterianas testadas, demonstrando seu amplo espectro de agao,
caracteristica da maioria dos OEs. Quanto a agdo, 30% obteve uma agao muito forte (MF),
55% moderada (M) e 15% fraca (F). Quanto ao poder de agdo, em Gram-positivas, o OEM
(10,63 mm) apresentou atividade similar ao AMC30 (13,63 mm) frente ao S. aureus B24 e o
B. cereus quando o halo de inibicdo do OEM foi de 15,03 mm e do AMC30 17,4 mm. Nas
cepas Gram-negativas, houve potencial de agdo similar entre OEM (27,3 mm) e AMC30 (27,7
mm) em S. flexnerii NP0122, entre o OEM (15,7 mm) e AMC30 (17,9 mm) em Serratia sp. e
frente a cepa do género Morganella sp. o OEM apresentou um halo de inibi¢do de 30,73 mm
enquanto o AMC30 apresentou 31,13 mm. Avaliando a atividade antifingica do OEM,
observamos eficadcia em 100% dos casos e apresentando uma atividade muito forte (MF) em
60% dos casos e moderada (M) nos outros 40%. Ao se comparar ao antifingico, alem de
possuir atividade nas 3 cepas em que o CTR50 ndo obteve atividade antifingica. O OEM
(20,03 mm) obteve acdo superior frente a0 CTR50 (12,9 mm) em C. tropicalis e 0 mesmo
acoteceu em C. gattii 179 em que o OEM apresentou um halo de 19,97 mm frente aos 12,9
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mm do CTR50. Em ensaios de triagem antimicrobiana, o OEM (Terpineno-4-ol 31,11%, y —
Terpineno 25,3% e a—Terpineno 12,7%) inibiu fortemente o crescimento de S. aureus e E.
coli (Zhang et al., 2018) mesmo aconteceu em cepas de S. aureus com o OEM possuindo
Terpineno-4-ol 38,6%, y—Terpineno 21,7% e o—Terpineno 9,1% como compostos majoritarios
( Nikolic et al., 2017). Em estudo de Iseppi et al., (2023) o OEM (43,29% terpinen-4-ol e
20,16% vy-terpineno) apresentou forte atividade antibacterdiana frente a trés cepas de S.
aureus MRSA e resistentes a oxacilina. Um efeito inibitorio significativo do OEM também
foi observado em S. aureus, E. coli e Salmonella (McMahon et al., 2007). Carson et al.,
(2006) mostraram efeito antifungico espécie dependente contra dermatofitos, leveduras e
fungos filamentosos. A eficicia do OEM frente a C. albicans oral em pacientes
imunossuprimidos também foi testada e comprovada (De Medeiros et al., 2024). Outro estudo
com candidiase oral foi realizado, dessa vez in vivo, em camundongos imunocomprometidos e
mostrou eficacia do OEM para C. albicans (De Campos et al., 2014). A C. albicans também
foi objeto de estudo de atividade antifingica e antibiofilme, onde o OEM foi efetivo ao inibir
o crescimento do fungo e a formacao de biofilme (Tuan et al., 2024). Grande variedade de
fungos e bactérias em todo espectro de acao ja foram testadas quanto a sua susceptibilidade ao
OEM, o qual possui efeito antimicrobiano, mesmo em pequenas concentragdes em grande
maioria, corroborando com os resultados encontrados no presente ensaio (Carson et al.,
2006). Cox et al. (2001) avaliou os mecanismos de atividade antimicrobiana do OEM,
constituido  em grande parte por monoterpenos ciclicos, frente S. aureus, E. coli e C.
albicans. Os autores concluiram que os efeitos inibitérios do OEM sdo consistentes com a
particdo dos constituintes monoterpénicos na membrana celular ¢ o dano causado na
membrana ¢ diferente em cada tipo de microrganismo. Essa diferenga na sensibilidade as
substancias ativas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sao devido as diferengas na
estrutura da célula associada a parede celular ou camadas de contorno celular (Miceli et al.,
2011). O Terpenen- 4-ol ¢ o a-terpineol sdo os componentes antimicrobianos ativos mais
estudados do OEM (Carson et al., 1996). O Terpenen-4-ol, ¢ o componente majoritario do
oleo e a principal fonte de atividade antimicrobiana, onde demonstrou afetar a parede celular
bacteriana, perda de material nuclear e inibi¢cao da respiracdo dependente de glicose (Carson
et al., 2002). Apesar de pacificado que o Terpenen-4-ol ¢ uma das fontes principais de
atividade antimicrobiana, ¢ dificil atribuir uma atividade biolégica a um ou dois Unicos
compostos dentro de uma mistura tdo complexa. A efetividade antimicrobiana do OEM se da
pela interacdo sinérgica de diversos compostos, mesmo em concentracdes vestigiais, assim
como em outros OEs (Brun et al., 2019). Os mecanismos antimicrobianos de diferentes
agentes podem ser diferentes. Geralmente, um OE ndo possui apenas um mecanismo de acao,
mas varios alvos coexistindo de forma paralela ou complementar. A funcao de barreira da
parede celular microbiana reduz a sensibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos.
Compostos ativos dos OEs inibem a sintese completa da parede celular ou destroem a
estrutura de peptidoglicanos da mesma a danificando ou deformando, matando a bactéria
(Meychik et al., 2011). As membranas celulares também desempenham um importante papel
na manutencdo das atividades normais dos microrganismos. Os OEs alteram a estrutura dessas
membranas de diversas formas como com a interagdo com os fosfolipideos de membrana
modificando a estrutura dos acidos graxos ou inibindo a sintese do ergosterol pelos
microrganismos, alterando a integralidade e/ou a permeabilidade da membrana celular pelos
componentes lipofilicos e de natureza hidrofébica dos OEs (Ju et al., 2022). Essa interacao
facilita a sua penetracdo na célula bacteriana, alterando a orientacdo dos lipideos da
membrana, afetando o equilibrio de ions inorganicos e o pH celular. Nos fungos a atividade
citotoxica, também ¢ atribuida a natureza lipofilica dos OEs, que permite penetrar na
membrana celular causando danos aos componentes celulares, levando a interacdo com os
ions celulares, esgotamento de ATP, vazamento de ions calcio, potdssio € magnésio,

DOI: 10.51161/v-conamic/51605



Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V.6,N21, 2025

danificando as células e causando a lise celular (Mezher et al, 2022). O risco de
desenvolvimento de resisténcia pelo uso de OEs ¢ baixo, visto que sao mistura de diversos
compostos antimicrobianos atuando por diversos mecanismos (Rahman et al., 2009).

4-CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo deixam evidente que o OEM ¢ capaz de
inibir in vitro o crescimento do amplo rol de microrganismos testados compreendidos entre
bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas e fungos leveduriformes, sendo uma fonte para
futuras investigacdes na descoberta de novas substancias ativas com atividade antimicrobiana.
Com os resultados obtidos, podemos sugerir estudos posteriores de caracterizagao quimica dos
6leos essenciais estudados, identificagdo dos componentes e grupamentos quimicos
responsaveis pelas respectivas atividades antimicrobianas.
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