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Resumo

Nos ultimos anos, de uma maneira geral, as pessoas estdo focadas tanto na saiide como na aparéncia e
veem buscando alternativas naturais de tratamento para diversas doengas e problemas. Uma alternativa
que comegou a ser explorada ¢ o uso do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, uma planta nativa da
Australia com baixa citotoxicidade e diversas fun¢oes, dentre elas uma agao antifingica, antiviral e an-
tibacteriana contra muitas bactérias, como a Propionibacterium acnes, uma bactéria causadora de umas
das principais doengas que acometem jovens e adultos que é a acne e a qual ndo se tem muitos estudos
que comprovem essa agao. O objetivo deste trabalho foi avaliar a agao antimicrobiana do 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia em Propionibacterium acnes através do método de Mueller Hinton e Pour Plate
e sua atividade citotdxica em fibroblastos através do método de determinagio do IC, (método de exclu-
sdo por azul de tripan) e Ensaios de reducao MTT a formazan e com isso conclui-se que o 6leo essencial
de Melaleuca Alternifolia tem baixa atividade citotdxica e alta atividade antimicrobiana contra a bactéria
estudada.

Palavras-chaves: Pele. Oleo essencial de Melaleuca Alternifolia. Propionibacterium acnes. Cito-

toxicidade.

Introducao

O crescente desenvolvimento comercial e in-
dustrial na drea dos o6leos essenciais acompanha
alteragoes globais, ocorrendo atualmente a maior
produgdo em paises exteriores a Europa tais como
o Brasil (29%), a India (26%), os Estados Unidos
(17%) e a China (9%). No entanto, o consumo e a
preocupagdo com o controle de qualidade e com
os aspectos relacionados com a satide humana sao
particularmente significativos na Europa (MAR-
TINS, et al, 2011). Devido a despreocupagio de al-
guns paises, a adulteragao de 6leos essenciais tem

sido uma pratica constante e a determinag¢do dos
indices fisico-quimicos de densidade, rotagao oti-
ca e indice de refragdo sdo de extrema importancia
para detectar adulteragdes, muito comuns na co-
mercializacdo dos dleos essenciais (SANTOS, et al,
2009). Por isso a normaliza¢do dos 6leos essenciais
tem posto em evidéncia os seus beneficios, mesmo
em mercados onde juntamente com a intensifica-
¢do da procura, a adulteragdo e a deficiéncia de
controle sdo por vezes fatores criticos (MARTINS,
etal, 2011).

A Melaleuca alternifolia Cheel, conhecida co-
mumente como Tea Tree, é uma planta da fami-
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lia Myrtaceae nativa da costa subtropical nordeste
australiano (SILVA, 2001). Seu éleo é obtido das
folhas (SIMOES et al, 2002) e sua cor vai de incolor
a amarelo palido (WHO, 1999). O éleo é compos-
to principalmente por Hidrocarbonetos (Mono-
terpernos e Sesquiterpenos), Alcoois (Monoter-
pendides e Sesquiterpendides) e Oxidos. (SILVA,
2004).

Recentemente ganhou uma reputagdo como
antisséptico seguro, eficaz e natural sendo atual-
mente incorporado como antimicrobiano prin-
cipal ou como conservante natural em produtos
farmacéuticos e cosméticos de uso externo (COX,
et al., 2000).

Apesar de sua popularidade como agente an-
timicrobiano, ha poucos estudos que comprovam
sua eficacia na diminuicdo de Propionibacterium
acnes, que faz parte da biota natural da pele sendo
o principal microrganismo envolvido na etiopato-
genia da acne vulgar, uma doenga dermatolégica
que acomete a saude em seu completo estado de
bem-estar fisico, mental e social e comumente afe-
ta jovens e adultos em todo mundo. Para garantir
seu uso topico é necessario ter conhecimento so-
bre a pele, o maior 6rgao do corpo humano, que
tem como suas principais camadas, a derme e a
epiderme, que se assentam em uma terceira ca-
mada, chamada hipoderme, além disso, deve ser

estudado se ha atividade citotdxica do 6leo contra
as células desse orgao.
Aspectos botanicos

A Melaleuca alternifolia Cheel, conhecida co-
mumente como tea tree, é uma planta da familia
Myrtaceae nativa da costa subtropical nordeste
australiana (SILVA, 2001). O termo - tea tree, apa-
rentemente, foi dado pelo Capitdo James Cook em
sua viagem exploratéria pela Australia em 1770,
quando encontrou um arbusto de Myrtaceae, pos-
sivelmente uma espécie de Leptospermum sp.,
cujas folhas eram usadas pelos marinheiros em
substituicdo ao chd de Camellia sinensis. (MAI-
DEN e BETCHE, 2013).

Essa arvore pode atingir até sete metros de al-
tura, tém uma casca fina e folhas longas e pontia-
gudas que, quando partidas, emitem um aroma
forte (SIMOES, 2002). A cor do 6leo dessa planta
vai de incolor a amarelo palido (WHO, 1999). A
descrigao olfativa de seu aroma pode ser: fresco,
amadeirado, herbal, balsamico e pungente (SILVA,
2001) e suas flores sdo amarelas ou pirpuras e na-
turalmente crescem em dreas pantanosas, porém
ja foram adaptadas a outros ambientes pelo ho-
mem (WALTERS, 2000). Na figura 1, estdo repre-
sentados arbustos de Melaleuca alternifolia, folhas
e flores.

Figura 1: Fotografias de Melaleuca alternifolia. A) Planta inteira. B) Destaque para as flores Fonte: A)
Melaleuca alternifolia (Cheel.), 2008a e B) Melaleuca alternifolia (Cheel.), 2008b.

Constituintes

O ¢leo, que é obtido das folhas (SIMOES et
al, 2002), é composto principalmente por Hidro-

carbonetos (Monoterpernos e Sesquiterpenos);
Alcoois (Monoterpendides e Sesquiterpendides)
e Oxidos. (SILVA, 2004). Dentre esses compos-
tos, pode conter quantidades variadas de terpe-
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nos (pineno, terpineno e cimeno), terpinenol
(terpinen-4-ol), sesquiterpenos e cineol, que sdo
os constituintes mais importantes relacionados a
atividade antimicrobiana (SIMOES et al, 2002).
Além destes componentes, a melaleuca apresen-
ta pelo menos 48 componentes organicos, alguns
dos quais raramente foram encontrados em ou-
tras plantas (CORAZZA, 2002). A concentragdo

de cineol depende da época em que a melaleuca
¢é colhida; no inverno hda um aumento da concen-
tracdo deste composto, época ideal para colheita,
pois poderia aumentar a propriedade antimicro-
biana, em oposi¢do ao verdo, onde a concentra-
¢do estd diminuida (VADEMECUM, 2003). O
Quadro 1 demonstra componentes da Melaleuca
alternifolia.

Classe Constituintes Principais Composicao %
Alfa - pineno 0,8-3,6
Beta — pineno 0,1-1,6
Terpinoleno 3
Alfa - tuieno 0,1-2,1
Limoneno 0,4-2,77
Monoterpernos Para - cimeno 0,4-12,4
Alfa - felandreno, sabineno Tracos - 3,2
Alfa - terpineno 4,6-12,8
Gama - terpineno 9,5-28,3
Mirceno 0,1-1,8
Hidrocarbonetos
Alfa e beta — felandrano Tracos - 1,9
Beta — cariofileno 1
Aromadendreno 0,1-6,6
Delta - cadineno 0,1-7,5
Allo - aromadendreno 0,3
Sesquiterpenos Alfa - muuroleno 0,1
Viridifloreno 0,3-6,1
Biciclogermacreno 0,1
Alfa - gurjuneno 0,2
Calameno 0,1
Terpinenol-4 29,4-44,9
Alfa - terpineol 3,5-5
Monoterpenoides Beta - terpineol Tragos
.. p-cimenol-8 1
Alcodis - - -
Cis —tuianol-e e trans-tuianol-4 Tragos
Globulol 0,1-3
Sesquiterpendides Viridiflorol 0,1-1,4
Cubenol 0,1
1,8-cineol 0,5-18
Oxidos Epdxicariofileno Tragos
1,4-cineol Tragos

Quadro 1: Composicao do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia. Fonte: SILVA, 2004.
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O padrio exigido para a comercializagdo inter-
nacional do dleo essencial de melaleuca ¢ defini-
do por duas institui¢gdes: Standards Association of
Australian (AS 2782-85) e a International Standard
Organization (ISO - 4730, 1996). Ambas as nor-
mativas estabelecem a qualidade comercial pelas
concentracoes dos seus compostos majoritérios,
o terpinen-4-ol e 1,8-cineol, o primeiro respon-
savel pela atividade antimicrobiana sendo que sua
concentrac¢do no 6leo essencial deve ser no mini-
mo 30% e o segundo componente, 1,8 cineol, que
possui propriedades irritantes a pele, deve ter uma
concentra¢do maxima de 15% (CASTELO, 2013).

O ¢leo essencial das folhas da Melaleuca alter-
nifolia, tem uma longa histéria como antisséptico
de uso tdpico. Recentemente ganhou uma repu-
tagdo como antisséptico seguro, eficaz e natural.
Isso gerou um ressurgimento de sua popularidade
e atualmente é incorporado como antimicrobiano
principal ou como conservante natural em pro-
dutos farmacéuticos e cosméticos de uso externo
(COX, et al., 2000). Além disso, o 6leo reduz a taxa
de reproducéao de patégenos (bactérias, fungos, vi-
rus), e intensifica a resisténcia contra esses agentes
agressores, por esse motivo ¢ util nas afec¢des do
couro cabeludo, como a caspa, e de pele, como a
acne grau I e grau II (TESKE; TRENTINI, 2001).
Com outras agdes, o dleo essencial de melaleuca
também reduziria a inflamagdo local talvez por
diminuir a liberacdo de histaminas (KOH et al,
2002). As propriedades anti-inflamatdrias con-
tribuem com a cura de feridas crdnicas e sdo ba-
seadas na supressao da produ¢iao de mediadores
inflamatorios pela ativacao dos mondcitos (FIN-
LAY-JONES et al., 2001; HART et al., 2000).

E amplamente indicado em casos de acne,
onicomicoses, candidiase, herpes labial entre
outros (HAMMER et al, 2003) e tem incrivel capa-
cidade bactericida tanto nas espécies gram-positi-
vas quanto nas gram-negativas, além de sua ativi-
dade antiftingica potente (SILVA, 2001). O uso de
um gel para acne com 6leo essencial de melaleuca
a 5% demonstrou menos efeitos colaterais quando
comparada ao uso de lo¢ao com perdxido de ben-
zoila a 5%, embora o inicio da agdo de produto seja
mais lento (BASSETT et al, 1990). O efeito do pe-

roxido de benzoila ndo é tio intenso e duradouro
como o da melaleuca e causa maior intolerincia
ao produto (ALONSO, 1998). A concentra¢ao
ideal para uso da melaleuca em cosméticos é de
2 a5 % para que este seja usado com seguranga
(CARVALHO e ALMANCA, 2003).

Ac¢ao antibacteriana

A quantifica¢do da atividade antimicrobiana
dos oleos essenciais é indispensavel na explora-
¢do de sua aplicacdo. Eles, tal como outros agentes
antimicrobianos podem exercer os mais variados
efeitos sobre a célula microbiana, quer na sua es-
trutura, quer no seu funcionamento. (BURT 2004,
LAHLOU 2004).

Em muitos casos, a propriedade antimicrobia-
na se da pela agdo de constituintes monoterpenos
que causam danos a membrana celular do micror-
ganismo (COX et al, 2000). O mecanismo de agdo
bactericida consiste no comprometimento da inte-
gridade da membrana celular, consequente perda
de material intracelular, incapacidade de manter a
homeostase e inibigdo da respiracio (CARSON et
al., 2006).

Segundo COX et al (2000), a a¢ao antimicro-
biano do dleo essencial de melaleuca pode resul-
tar da habilidade de destruir a barreira permeavel
das estruturas da membrana celular de bactérias,
este ¢ um modo de a¢éo similar aos conservantes
como derivados de fenol, clorexidina e derivados
do acido parabenzdico e de desinfetantes ativos
contra a membrana celular. Contudo, por possuir
cerca de 100 componentes, existe a possibilidade
de ndo ter sido pesquisado todo o potencial de atu-
acdo. Sendo assim é possivel que outros elementos,
ainda nao avaliados, contribuam para a atividade
antimicrobiana com mecanismo de a¢ao diferente
daquele ja encontrado (HAMMER et al., 2003).

Dentre os componentes do 6leo o componente
Terpinen-4-ol esta presente em 30-40% da compo-
sicao (CARSON et al., 2006), sendo o que detém
a principal atividade antimicrobiana. O 1,8-cie-
nole, considerado irritante da pele, pode aumen-
tar a permeabilidade da membrana facilitando a
entrada de outros agentes antimicrobianos e por
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isso alguns autores o consideram como detentor
de efeito antimicrobiano marginal. (OLIVEIRA, et
al., 2011).

N

OH

terpinen-4-ol 1.8-cineol

Figura 2: Principais componentes com agao
antimicrobiana.
Fonte: OLIVEIRA, et al., 2011.

Dados recentes mostram que o d6leo de me-
laleuca possui amplo espectro de a¢ao antimicro-
biano, possuindo efeito bactericida in natura e
bacteriostatico em baixas concentra¢des (Wilkin-
son & Cavanagh, 2005; Kwiecinski et al., 2008;
Vuuren et al., 2009).

Material e Método

Oleo essencial: O Ativo utilizado foi o dleo
essencial puro de Melaleuca alternifolia, lote:
0043/13, fabricado em: 01/13 e vencimento em:
01/16, produzido pela empresa WNF (World’s Na-
tural Fragance).

Método

O presente Trabalho de Conclusiao de Curso
foi desenvolvido no laboratério de Biologia Mole-
cular e Cultura de Células da Escola de Ciéncias
da Saude da Universidade Anhembi. A linhagem
de fibroblastos 1929 foi submetida ao tratamento
com diferentes concentragdes do 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia. Apds os tratamentos foi
realizada uma avalia¢do da viabilidade celular do
composto testado frente a linhagem 1.929.

Cultura celular

As células da linhagem L-929 foram cultiva-

das em meio RPMI com 10% de soro fetal bovi-
no, 2 mM de L-glutamina, 100 IU/mL penicilina
e 100 pug/mL de estreptomicina. As células foram
mantidas em frascos de 25 cm? (1 x 10° cells/mL)
em estufa umida com atmosfera de 5% de CO, a
37 °C. Em todos os experimentos as culturas de
fibroblastos foram submetidas ao teste de viabili-
dade celular utilizando o corante azul de tripano
e realizado a leitura em camara hemocitométrica
por microscopia Optica. Todos os experimentos
descritos foram realizados quando a viabilidade
celular for igual ou superior a 95%.

Avaliagdo da citotoxicidade (determinagio
doIC,)

Avaliacao da citotoxicidade do dleo essencial
de Melaleuca Alternifolia foi realizada pelo método
de incorpora¢iao do corante azul de tripano, onde
apos 48 horas de incubagdo o contetido de cada
poco das culturas de fibroblastos foi recolhido em
tubos de 15 mL, e centrifugados a 1500 rpm por 8
minutos. Os pellets foram ressuspendidos em 1mL
de meio RPMI. Apés isso, as solugdes de células
foram diluidas (1:2) em corante de azul de tripano
e a contagem das células viaveis e invidveis foi rea-
lizada em cdmara hemocitométrica por microsco-
pia optica. A soma da contagem de células totais
(viaveis e inviaveis de cada poco) foi considerada
como 100% de células, sendo realizados os calcu-
los para verificar as porcentagens correspondentes
as células viaveis e as inviaveis analisadas no expe-
rimento.

Ensaios de redu¢io MTT a formazan.

O teste de redugao MTT ([3-(4,5-Dimetiltia-
z0l-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolio]) é usa-
do com grande sucesso para estimar o nimero de
células vidveis em um screening inicial de farma-
cos. Sua interpretacdo serve de indicativo da ati-
vidade metabdlica celular, e o local de ocorréncia
das reagoes redox inclui tanto mitocondrias como
o citosol. A reducéo do sal de MTT a formazan
é realizada principalmente pela enzima succinato-
desidrogenase, e resulta em cristais de formazan
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insoluveis na cor violeta. A intensidade da colo-
ragdo é utilizada para medir a atividade mitocon-
drial e consequentemente a viabilidade celular
(MOSMANN et al., 1983). Assim, as células foram
tratadas com diferentes concentrag¢des do 6leo es-
sencial de Melaleuca alternifolia e na concentragao
5x10* células por pogo, foram adicionados 10ul
da solugdo de MTT 5mg/ml (Sigma-Aldrich) em
cada pogo. Apds 4 horas, a placa foi centrifugada,

o sobrenadante de cada pogo descartado e o
pellet com os cristais formado no fundo da placa,
dissolvido com 100puL de etanol puro e em seguida
homogeneizado em agitador de placas por 15
minutos. A densidade optica foi medida pelo
leitor de microplacas (FlexStation® 3 multimode
benchtop reader) em 540 nm. A percentagem de
sobrevivéncia celular na presenca dos compostos
em estudo foi calculada da seguinte maneira:

% Células viaveis = Absorbancia por poco (com droga) x 100

Absorbancia do controle (sem droga)

Teste de determinacgao de apoptose através da
avaliacdo da integridade das moléculas de DNA

Para a andlise qualitativa de fragmentos de
DNA resultante de clivagem internucleossomal,
5x10° de células/mL da linhagem L1929, tratada
com diferentes concentracdes de Melaleuca alter-
nifolia, foram submetidas a extragdo de dcidos nu-
cleicos segundo Sambrook & Russel, 2001. Apos
a extragdo do DNA gendmico, as amostras e o0s
padroes de bandas de DNA foram analisados por
eletroforese em gel de agarose em concentragao de
0,8% e 1,5%, corados com brometo de etidio. Os
géis foram visualizados e fotografados sobre luz
ultravioleta usando um fotodocumentador com
sistema de captura digital de imagem.

Avaliagao da agiao antimicrobiana
Meio de Cultura Mueller - Hinton

Cepa teste

Foi utilizada uma cepa teste de Propionibacte-
rium acnes ATCC 11827, gentilmente cedida pela
empresa PROBAC do Brasil, conservada em meio
Tioglicolato e repicada em meio BHI para enri-
quecimento. A suspensdo da cepa foi realizada
em solugdo salina (NaCl a 0,85% p/v), a qual foi
padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala
McFarland correspondendo a concentracdo de
aproximadamente 108 UFC/mL (técnica adaptada
de BAUER et al., 1966).

Avaliagao da Atividade

Foi utilizado um disco contendo o antibiotico
Clindamicina (controle), que é considerado o mais
potente para acne devido a supressdo da prolifera-
¢do da bactéria Propionibacterium acnes nos foli-
culos pilosos afetados, com reduc¢ao da inflamagao
local. Seu uso é topico e a concentra¢ao utilizada
esta entre 1 a 2% (COSTA e BAGATIN, 2013).
Utilizaram-se discos embebidos com 25uL, 50uL
e 75uL do ¢leo essencial de Melaleuca alternifolia
brutos e em seguida, colocados em placas de Petri
estéreis contendo agar Muller-Hinton inoculado
com a suspensio bacteriana descrita anteriormen-
te, com o auxilio de “swabs” estéreis, o teste foi
feito em triplicata. Apds isso houve incubagido das
placas a 37°C por 24 horas e foram observados os
halos de inibi¢do sobre a cepa bacteriana ensaiada.
Os resultados foram expressos em milimetros dos
diametros dos halos formados ao redor dos discos
(Adaptado de OLIVEIRA et. al., 2006).

Pour-plate

O objetivo da técnica de semeadura em profun-
didade é obter colonias isoladas. Nesta técnica 1,0
mL de suspensdo de microrganismo e diferentes
concentragdes do ativo (25ul, 50ul e 75ul) foram
adicionados em placas estéreis e em seguida 15 a
20 mL de agar TSA fundido foi adicionado por
cima. Essa técnica foi feita em triplicata. As placas
foram suavemente submetidas a movimentos ro-
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tatorios, visando uma perfeita mistura da cultura
com o agar. Nesta técnica tomou-se cuidado para
ndo adicionar o meio em temperatura elevada so-
bre o indculo, pois isto podera matar os microrga-
nismos.

Detalhamento da Técnica

Isolamento de micro-organismos: homogenei-
zagdo e dilui¢ao seriada; junto a chama do bico de
Bunsen, transferiu-se 1, 0 g da amostra complexa
coletada para um frasco contendo 9,0 ml de so-
lugdo salina esterilizada; agitou-se vigorosamente
a suspensio preparada no passo anterior e deixou
por 10 minutos sob agitacao de 150 rpm, de modo
a obter uma suspensdo homogénea da amostra, fa-
cilitando a suspensdo da maior parte das células
dos micro-organismos adsorvidas nas particulas
da amostra;

junto a chama do bico de Bunsen, transferiu-
se 1,0 mL da suspensdo original (preparada aci-
ma - dilui¢do 10") para tubos de ensaio contendo
9,0 ml de solucdo salina estéril, de modo a obter a
dilui¢do 10 foi feito diluigdes sucessivas até 10
(1:10000). Foi homogeneizada a amostra em sus-
pengdo (utilizando vortex) em cada nova diluigao
realizada; foram realizadas placas controle em tri-
plicata, contendo 1,0 ml de cada dilui¢do e o meio
TSA. Nas placas teste, foram plaqueados 1,0 mL
de cada diluicdo, adicionado as concentragdes de
ativo em triplicata e adicionou-se o meio TSA;As
placas foram incubadas a 35°C de 2 a 3 dias. Foi
realizada a contagem.

Analise estatistica

Os dados foram analisados através do teste es-
tatistico “Analise de Variancia (ANOVA)” e pos-
teriormente o teste de comparacdo multipla de
Tukey, com significincia de p<0.05, para a com-
paragdo entre os grupos. Foi utilizado o Software
GraphPad-Prism V3.02.

Resultados

Os resultados obtidos nos ensaios realizados

laboratério de Biologia Molecular e Cultura de
Células da Escola de Ciéncias da Saude da Univer-
sidade Anhembi, estao descritos abaixo.

Teste da avaliacdo de citotoxicidade

120 -
mMTT OAzul de tripan

100 A —
s -
5 80 -
E
°
o 60 4
Q
=]
1]
2 40 A
H
S
> 204

0 T T T
CONTROLE 25 50 75
Volume (pL)

Figura 3: Viabilidade de fibroblastos L-929
obtida apds tratamento com dleo essencial de me-
laleuca depois de 72 h de exposicdo. Testes reali-
zados: teste de redugdo do MTT e viabilidade por
azul de tripan. Todos os experimentos foram re-
alizados em triplicata e estdo representados pela
média e desvio padrao. Os dados foram analisados
através do teste estatistico “Andlise de Variancia
(ANOVA)” e posteriormente o teste de compara-
¢do multipla de Tukey.

Teste de determinagao de apoptose

CTL1 CTL2 CTL3 25ul 25ul  25pl

50ul  50ul 50pl

75ul  75ul  75ul

Figura 4: Corrida de eletroforese em gel de
agarose para determinagdo da integridade das mo-
léculas de DNA.
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Teste antimicrobiano pela técnica de Mueller-Hinton

P.acnes Controle 25puL 50uL 75uL

1 15 mm 14mm 17mm 19mm

2 17mm 11lmm 15mm 22mm

3 13mm 12mm I11lmm 18mm

Média + 15,0 mm + 2,0 12,3 mm + 1,5 14,3 mm + 3,0 19,6 mm + 2,1

Tabela 1: Susceptibilidade de cepa de P. acnes frente a agao do 6leo essencial de melalueca (resultados
expressos em didmetro dos halos de inibi¢do do crescimento microbiano em mm).

Figura 5: Foto ilustrativa mostrando o resulta-
do do teste de sensibilidade utilizando o meio de

cultura Mueller — Hinton.

Teste antimicrobiano pela técnica de pour-plate

Cepa UFC - Controle 25ul 50ul 75ul,
Propionibacterium 93 94 86 78
’ acnes 102 90 89 75
Média e DP (+) 98 +4,5 91,0 + 2,6 86,3 + 2,5 478 1 3.0

Tabela 2: Susceptibilidade de cepa de P. acnes frente a acdo do dleo essencial de melalueca (resultados
expressos pela média e desvio padrao de unidades formadoras de coldnia - UFC).

Figura 6: Susceptibilidade de cepa de P. acnes
frente a acdo do 6leo essencial de melaleuca (re-
sultados expressos pela média e desvio padrao de
unidades formadoras de colonia - UFC). Os dados
foram analisados através do teste estatistico “And-
lise de Variancia (ANOVA)” e posteriormente o
teste de comparagao multipla de Tukey.
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Discussao

De acordo com os resultados obtidos podemos
sugerir que o dleo essencial de melaleuca apresen-
ta potencial antimicrobiano e praticamente nao se
mostrou citotdxico. Neste sentido, o teste de sen-
sibilidade ao 6leo essencial de melaleuca realizado
através do meio Mueller Hinton, mostrou que o
6leo essencial de melaleuca foi efetivo contra a cepa
Propionibacterium acnes, mesmo nao apresentan-
do diferengas significativas em relagdo ao contro-
le (clindamicina), que como dito anteriormente é
um potente antibidtico com agdo na Propionibac-
terium acnes (Tabelal). Esses resultados corro-
boram os estudos realizados por Raman, Weir e
Bloomfield em 1995, que mostraram atividade an-
timicrobiana contra Propionibacterium acnes, Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis; e
Simdes et.al., em 2002, que mostraram resultados
que indicam ampla agdo contra uma gama de bac-
térias Gram positivo/negativas e contra diferentes
fungos, entre eles, C. albicans, Trichophyton ru-
brum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Aspergillus
niger, Penicillium sp, Epidermophyton floccosum e
Microsporum gypsum. Por fim, podemos citar o
trabalho de Carson et al. em 1995, onde foi testada
a atividade in vitro do dleo essencial de melaleuca
contra 66 cepas de S. aureus, sendo 64 delas resis-
tentes a meticilina e observaram que todas as ce-
pas foram sensiveis e apresentaram Concentragao
Inibitéria Minima de 0,312% e Concentragdo Bac-
tericida Minima de 0,625%.

Com o objetivo de verificarmos, através de ou-
tra técnica, o potencial antimicrobiano do 6leo es-
sencial de melaleuca, também foi realizado a me-
todologia Pour-Plate, e os resultados apresentados,
ao contrario do teste de sensibilidade, mostraram
redugdo significativa no nimero de UFC apds re-
alizarmos o tratamento com o dleo essencial de
melaleuca. Vale ressaltar que o primordial no 6leo
essencial de Melaleuca é o teor de 1,8 cineol mais
baixo possivel e o de terpineol-4 mais alto possivel.
Pela ISO com 3% de cineol e 36% de terpineol-4 ja
esta o6timo, sendo que o 6leo estudado se enqua-
drado na qualidade KBA que é a maxima qualida-
de de Tea Tree.
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Em relagéo a citotoxicidade, os testes realizados
indicaram que as concentragdes do 6leo essencial
de melaleuca utilizadas no trabalho nao foram ci-
totoxicas, uma vez que nem a técnica de azul de
tripan e nem o MTT mostraram reduc¢ao signifi-
cativa na viabilidade de células L-929 (figura 3).
Além disso, podemos observar na figura 4, que a
extragdo de DNA mostrou integridade, indican-
do que nao houve ativagio de morte celular pela
auséncia de fragmentacdo do material genético.
Neste sentido, alguns trabalhos mostram que a
melaleuca apresenta toxicidade dose dependente,
como demonstrou Soderberg e colaboradores em
1996 e Loughlin et al, em 2008. Deste modo, nao
podemos desconsiderar variaveis que podem jus-
tificar nossos resultados de citotoxicidade, como
por exemplo, o tempo de exposi¢do, que em alguns
autores citados acima foi de 24h, mas com doses
bem maiores do que as testadas neste trabalho.
Além disso, a propria toxicidade dose-dependente
deve ser levada em conta.

Conclusao

Com base nos resultados obtidos, podemos
concluir que o 6leo essencial de Melaleuca alterni-
folia apresentou uma a¢ao antimicrobiana satisfa-
toria sobre o Propionibacterium acnes, a0 mesmo
tempo em que ndo se mostrou citotdxico nas célu-
las L-929, nas concentragdes testadas.
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