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1. RESUMO DO PROJETO

A pele ndo é apenas uma barreira fisica entre 0 meio externo e os ambientes internos,
mas tem a funcdo de protecdo ativa contra o stress causado por lesbes, por infeccbes
microbianas, radiacdo ultravioleta (UV) e toxinas presentes no meio ambiente. Por muito
tempo, a pele foi reconhecida apenas como uma cobertura para os tecidos e 6rgdos internos, no
entanto ha uma complexa imunidade e tecidos linféides associados a pele, sendo capazes de
responder a diferentes agressdes (MATEJUK, 2018; TSEPKOLENKO et. al., 2019).

O cancer é uma doenca causada por mutacdes geneticas que conferem as diferentes
células do organismo algumas carateristicas que as diferem do tecido sadio. Estas células
apresentam capacidade ilimitada de proliferacdo, deixam de responder a fatores que inibem o
crescimento, nao sofrem morte celular programada (apoptose), tém capacidade de invadir
outros tecidos (metastases) e produzem novos vasos sanguineos (angiogénese) (HANAHAN &
WEINBERG, 2011; LO & FISHER, 2014).

O melanoma cutdneo é uma neoplasia de pele oriunda de mutacBes genéticas que
ocorrem nos melandcitos, se originam embriologicamente da crista neural, sendo normalmente
presentes entre as células da camada basal da epiderme, porém, pode ser encontrado em outros
locais do corpo. Todavia, como esta neoplasia esta suscetivel a sucessivas alteragdes no material
genético durante seu desenvolvimento, como consequéncia tem como caracteristica principal o
alto potencial metastatico, tornando assim, um cancer extremamente agressivo (SONDA, 2011,
WAINSTEIN; BERLFORT, 2004).

Diante disso, as condutas terapéuticas utilizadas para tratar este tipo especifico de cancer
tém por finalidade eliminar ou conter a disseminacdo da massa tumoral através de diferentes
técnicas como a cirurgia, que consiste na retirada do tumor com o objetivo de impedir a
progressdo tumoral; quimioterapia, que atraves da infusdo de drogas quimioterapicas tem por
finalidade destruir células tumorais em crescimento ou diminuir o seu potencial de
diferenciacéo; radioterapia, que tem como base radiacdo ionizante aplicada diretamente sobre
a massa tumoral, essa energia impede o crescimento do tumor pela destruicdo de células no
local; a imunoterapia, que aborda a manipulacéo do sistema imunolégico permitindo com que
potencialize seus mecanismos efetores antitumorais; e as terapia direcionadas, que através de
farmacos bloqueiam o crescimento ou disseminacéo da neoplasia (ALMEIDA; LOPES, 2016;
TOLEDO, 2012; WAINSTEIN; BERLFORT, 2004; LOPES, 2018). No entanto, por mais que

estes tratamentos tenham o intuito de atenuar ou eliminar o melanoma, o paciente acaba



sofrendo muito e, além disso, estas terapias ndo demonstram, em muitos casos, resultados t&o
promissores em longo prazo.

Assim, novas abordagens terapéuticas estdo sendo estudas com o intuito de fornecer
novos possiveis tratamentos contra este tipo de cancer. Uma dessas abordagens se direciona ao
uso de 6leos essenciais (OEs), os quais sao compreendidos como compostos quimicos volateis
provenientes dos metabdlitos secundarios das plantas, sendo encontrados em diversas partes
das mesmas. OEs apresentam diversas propriedades biolégicas como acdo larvicida, acédo
analgesica e anti-inflamatoria, fungicida e atividade antitumoral. Devido a sua estrutura
quimica, estas substancias sdo caracteristicamente volateis, o que dificulta observar os seus
efeitos de forma mais prolongada.

O grupo de Imunologia de Tumores da Faculdade de Tecnologia de Sorocaba tem-se
dedicado nos ultimos anos a conhecer e estudar novas alternativas de tratamento de tumores,
um deles € o uso de 6leos essenciais no tratamento do melanoma. Ja foram realizados estudos
em que se obtiveram no final, dois trabalhos de graduacéo, nos quais foram possiveis de se
demonstrar que os Oleos essenciais Lavandula angustifélia, Citrus limon e Melaleuca
apresentaram seu efeito antitumoral sobre a viabilidade de linhagens tumorais in vitro.

Diante do exposto, a finalidade deste trabalho foi avaliar a possibilidade de utiliza¢&o
da placa hidrocol6ide, a qual é um curativo que auxilia no processo de cicatrizacdo tanto de
escaras quanto de feridas, como sendo um possivel veiculo de liberagdo controlada dos
compostos volateis dos OEs de maneira gradativa e prolongada. O intuito deste curativo sera a
aplicacdo pré-cirurgica sobre a massa tumoral, permitindo a reducdo do tumor e a promocéo de
uma melhor remocdo cirlrgica; quanto ao pés-cirdrgico, este mesmo curativo tem como
objetivo eliminar células tumorais residuais contidas no ferimento, para que ndo ocorra assim

uma provavel recivida no local da excisdo cirurgica.



2. OBJETIVO GERAL DO PROJETO
Avaliar o efeito volatil dos OEs de erva cidreira, lavanda, limdo e Melaleuca
adsorvidos a placa hidrocoléide sobre a linhagem celular de melanoma murino B16F10 in

vitro.

2.1 Obijetivos Especificos do Projeto
* Avaliar a sor¢do e liberacdo dos OEs em placas hidrocol6ide de diferentes espessuras;
* Avaliar as propriedades mecanicas da placa hidrocoldide contendo os OEs através de
ensaios de caracterizacao do material;
Efeitos in vitro
* Avaliar o efeito volatil dos OEs adsorvidos a placa hidrocoloide sobre a linhagem celular
de melanoma murino B16F10 e a linhagem de fibroblasto L929 (células ndo tumorais) in
Vitro;
* Avaliar a viabilidade celular pelo ensaio de MTT e alteracdes morfoldgicas nas células por
microscopia;
* Avaliar o tipo de morte celular (necrose ou apoptose);
* Avaliar a capacidade de migracdo celular;
+ Avaliar quantitativamente a expressdo de moléculas de superficie por citometria de fluxo
(MHC-1 e PDL-1);
* Analisar as proteinas de sinalizagdo intracelular total e fosforiladas (AKT, ERK1/2 e
mMTOR) pelo método de Western Blot;
* Avaliar pelo método de soft-4gar se ocorrera o crescimento independente de ancoragem da

linhagem celular melanoma murino B16F10 in vitro.



3. 0 QUE FOI REALIZADO NO PERIODO

Durante o periodo de isolamento a Faculdade de Tecnologia de Sorocaba permaneceu
fechada e ndo tivemos qualquer acesso ao laboratério de pesquisa até o final do més de outubro.
A revisdo de literatura foi feita, porém ndo tinhamos resultados para o ultimo relatdrio.
Obtivemos autorizacao para retornar ao laboratério com o objetivo de cumprirmos o que fosse
possivel para o relatério final. Iniciamos com a limpeza e esterilizagdo dos materiais e
equipamentos, a permanéncia no laboratorio era de um ou dois alunos respeitando o
distanciamento social. Fizemos um plano para dar continuidade a alguns ensaios, porém as
instituicOes onde seriam realizados, 0 uso dos equipamentos estava restrito ao enfrentamento
do COVID-109.

Sendo assim, 0s avanc¢os obtidos na parte préatica e apresentada neste relatério ocorreram
parte em novembro e em dezembro. Listamos abaixo o que foi possivel realizar no periodo
devido ao distanciamento social:

e Revisdo de literatura sobre os assuntos que envolvem o projeto;

e Reapresentacdo de resultados anteriores juntamente com 0S novos, para
contextualizacdo e discussdo;

e Auvaliar através do ensaio in vitro de viabilidade celular pela técnica colorimétrica MTT
da propriedade antitumoral e do efeito volatil dos dleos essenciais (erva cidreira,
lavanda, limao e Melaleuca) sorvidos na placa hidrocoléide sobre as linhagens celulares
de melanoma murino (B16F10) e de fibroblasto murino (L929);

¢ Avaliacdo da sorcdo dos 6leos essenciais (erva cidreira, lavanda, liméo e Melaleuca) em
placas hidrocoloides de duas espessuras diferentes, sendo uma nomeada como fina (1,06
mm) e a outra denominada como grossa (1,92 mm);

e Efeito da volatilidade dos OEs (erva cidreira, lavanda, limdo e Melaleuca) sorvidos na
placa hidrocoloide in vitro: viabilidade celular pela técnica colorimétrica MTT das
linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) e de fibroblasto murino (L929);

e Avaliar através de ensaios de caracterizacdo de material (ensaios de FTIR, tracdo e
avaliacdo de superficie) as propriedades mecanicas da placa hidrocol6ide sorvida com
0s 0Oleos essenciais de erva cidreira, lavanda, limdo e Melaleuca;

e Avaliacdo da liberagdo controlada dos 6leos essenciais (erva cidreira, lavanda, liméo e
Melaleuca) isolados e posteriormente sorvidos na placa hidrocoléide;

e Participacdo e apresentacédo de trabalho no Simpdsio de Iniciacdo Cientifica da Fatec
Sdo Paulo (SICT 2020) em novembro de 2020;



Realizacgéo de curso extracurricular de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);
Elaboracdo do trabalho monografico como requisito para a formagdo do Curso de
Tecnologia em Sistemas Biomédicos, o trabalho apresentado recebeu nota 9,7 (média

de dois avaliadores).



4. REVISAO DE LITERATURA
4.1 Pele

O corpo humano € formado por um conjunto de sistemas que trabalham de maneira a
garantir o funcionamento adequado do organismo, permitindo certificar a constante
manutencdo do equilibrio interno. Esses sistemas, por sua vez, sdo constituidos por uma
diversidade de 6rgdos, os quais sdo formados pelo agrupamento de diferentes tecidos e células
(DANTAS et. al., 2009; MONTANARI, 2016).

A pele, ou cutis, € um 6érgdo que recobre a superficie do corpo, dispondo de uma
composi¢do complexa e estrutura propria, a qual se caracteriza por apresentar diversos tipos de
tecidos, tipos celulares e estruturas especializadas, distribuidos em camadas interdependentes
(CESTARI, 2012). Ela ¢é considerada o maior 6rgdo humano e o maior sistema de 6rgaos
expostos ao meio ambiente, em virtude de que sua extensdo corresponde a uma area de dois
metros quadrados e representa aproximadamente 15% do peso corporal (CESTARI, 2012;
MEDONCA; RODRIGUES, 2011).

A pele apresenta diversas funcGes essenciais para a vida e, dentre elas, pode-se destacar
a contribuicdo com a manutencdo da homeotermia, como barreira imunoldgica, responsavel
pela percepcéo sensorial pela disposicéo de fibras nervosas sensitivas em toda a sua extenséo,
a protecdo contra agressfes exdgenas (como quimicas, fisicas ou bioldgicas) e contra a perda
de agua e de proteinas para 0 meio externo, entre outras fungdes. Este 6rgao é formado por
tecidos de origem embrioldgica ectodérmica e mesodérmica, composto histologicamente por
trés camadas, sendo elas: epiderme, derme e hipoderme (CESTARI, 2012; MENDONCA;
RODRIGUES, 2011; Ministério da Saude, 2002).

A figura 1 ilustra a estrutura do maior 6rgdo do corpo humano.



Figura 1 — Estrutura da pele.
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Fonte: RIVITTI, 2014,

A epiderme, representa a camada superficial de origem ectodérmica, composta por um
tecido epitelial avascular estratificado e queratinizado, o qual possui na superficie células
justapostas umas as outras cobertas por queratina. Essa camada superficial é subdividida em
cinco camadas, as quais sdo: camada basal (ou estrato germinativo), camada espinhosa (ou
estrato de Malpighi), camada granulosa, camada Ilcida e camada cornea (CESTARI, 2012;
MENDONCA; RODRIGUES, 2011; BERNARDO et. al., 2019).

= Camada cornea — ¢ a porcdo superficial da pele, constituida por células queratinizadas
mortas empilhadas. Esta camada € a principal barreira contra agentes externos, além de

estar envolvida na regulacdo da perda de agua para 0 meio externo (CESTARI, 2012;

BARBOSA, 2011; BERNARDO et. al., 2019).

= Camada lucida — é a zona em que se localiza as células achatadas, sem nicleo, com
aspecto homogéneo e translicido. Esta presente em sua constituicdo a eleidina, que
consiste em uma substancia gelatinosa que impede a entrada e saida de agua e que,
posteriormente, origina a queratina. Como essa camada € muita fina, normalmente, se
encontra na pele com foliculos pilosos ausentes, como as palmas e plantas (CESTARI,

2012; BARBOSA, 2011; BERNARDO et. al., 2019).

» Camada granulosa — é a por¢do composta por células que produzem e armazenam em
seu interior granulos de lipidios e proteinas, os quais ocupam e liberam estes granulos

nos espacos intercelulares, além de terem outros componentes importantes para a morte



programada das células (CESTARI, 2012; BARBOSA, 2011; BERNARDO et. al.,
2019).

= Camada espinhosa — € composta por celulas poliédricas que se tornam achatadas a
medida que se aproximam da superficie, estas células estdo justapostas por juncdes
intercelulares (CESTARI, 2012; BARBOSA, 2011; BERNARDO et. al., 2019).

» Camada basal — é a Gltima camada, sendo a mais profunda e possui células que se
dividem constantemente por mitose. As células que comp8em esta Ultima camada da
epiderme sdo os queratindcitos, que desencadeiam reacdes imunoldgicas na pele a partir
da producéo de citocinas; melandcitos, células que contém pigmentos de melanina com
a finalidade protetora contra a radiacdo ultravioleta; células de Langerhans, que sdo
responsaveis pela ativacdo do sistema imunoldgico atuando como macréfagos contra
particulas estranhas e microrganismos; células de Merkel, que atuam na proliferacéo de
queratindcitos, bem como atuam na percepcdo de tato e pressdo (CESTARI, 2012;
BARBOSA, 2011; BERNARDO et. al., 2019).

A figura 2 apresenta uma ilustracdo esquematica da subdivisdo da camada epiderme.

Figura 2 — Camadas da epiderme. (a) os quatros principais tipos de célula na epiderme; (b)
microfotografia de uma parte da pele.
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Fonte: TORTORA; NIELSEN, 2013.

Entre a epiderme e a derme situa-se a zona da membrana basal, a qual adere a epiderme
por meio da juncdo dermo-epidérmica. Deste modo, a derme é a camada intermediaria com

origem mesodérmica, formada pelo tecido conjuntivo denso frouxo composto de proteinas
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fibrosas como coldgeno e elastina, e pelos tecidos nervoso e sanguineo, além dos anexos
cuténeos como glandulas sudoriparas, sebéceas e foliculos pilosos, os quais se acomodam pela
substancia amorfa, sendo que esta substancia permite a adesdo de diversos componentes do
meio extracelular (CESTARI, 2012; BARBOSA, 2011; BERNARDO et. al., 2019).

Por fim a Gltima camada e mais profunda da pele é a hipoderme, considerada como um
6rgdo endocrino, é concebida pelas células adiposas, pelo colageno e pelas estruturas nervosas,
vasculares e linfaticas. Tem como funcdes principais o isolamento térmico, a protecédo
mecanica, atua como reserva energética, bem como modela o corpo do individuo (CESTARI,
2012; BARBOSA, 2011; Ministério da Saude, 2002; BERNARDO et. al., 2019).

Perante a essas informacdes acerca desse 6rgdo dindmico, 0 mesmo apresenta uma
composicdo complexa de estruturas, como o0s tecidos e os tipos celulares especializados, que
permitem com que esse 6rgao atue em funcdes extremamente essenciais para a vida.

No que diz respeito as células eucariontes presentes na composicao da cutis, estas sdo
organizadas por trés estruturas, sendo elas a membrana plasmatica, o citoplasma e a carioteca.
A membrana plasmatica é um envoltorio que separa 0s meios interno e externo da célula e tem
como fungdes o revestimento celular, a protecdo e a permeabilidade seletiva. O citoplasma é
uma regido de intensa atividade metabolica preenchida por uma substancia gelatinosa que
contém as organelas citoplasmaticas, cada qual tem uma funcao especifica. Por fim, a carioteca
€ uma membrana que envolve em seu interior o material genético, sendo este de extrema
importancia para a vida celular, pois transmite informacdes necessarias para inicializar a sintese
de proteinas, 0 que consequentemente, promove a sua replicacdo. Contudo, algumas células
acabam sofrendo algumas alteracGes genéticas, resultando em uma transmissdo de informacGes
incoerentes para as células descendentes, de modo que comecam a crescer de maneira
descontrolada, formando uma massa de células cancerigenas, que propicia a ocorréncia de uma
neoplasia (DANTAS et. al., 2009; MONTANARI, 2016).

No que tange a neoplasia de pele, esta afeta diretamente as células sadias situadas na
catis, como por exemplo, os melandcitos, 0s quais sdo responsaveis por garantir a protecdo do

material genético, armazenado no interior do nucleo, contra as radiacfes solares.

4.1.1 Melandcitos
Referente as ceélulas melanociticas, estas sdo embriologicamente derivadas de uma
populacdo germinativa de melanoblastos oriundos de células da crista neural, pouco tempo apos

o fechamento do tubo neural, como esta sendo ilustrado na figura 3. Estes melanoblastos sdo
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células despigmentadas, mas que contém um potencial para produzir a melanina, e migram do
tronco da crista neural até seu destino na camada basal da epiderme ou foliculo piloso
(OLIVEIRA; JUNIOR, 2003; BRANQUINHO, 2019; SILVA, 2016).

Figura 3 — Formagéo do tubo neural.
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Fonte: FRANCO, c2020.

Citologicamente, 0s melandcitos possuem um corpo celular cdbico com
prolongamentos ramificados em formato dendritico por entre varios queratindcitos, facilitando
a transferéncia de granulos de melanina. I1sso pode ser observado na figura 4, a qual ilustra um
desenho esquematico do melandcito (SILVA, 2016).

Figura 4 — Desenho esquematico do melandcito.
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A melanogénese é um processo de sintese da proteina melanina que fornece a
pigmentacéo da pele, o qual ocorre no interior de organelas denominadas de melanossomos das
células melanociticas. Esse processo envolve uma via metaboOlica complexa onde ocorre
diversas reagdes quimicas em que depende da sintese da melanina pelos melandcitos da
epiderme, da transferéncia deste pigmento para 0s queratinocitos presentes na epiderme e da
secrecdo de fatores pro-melanogénicos por fibroblastos que estdo na derme (OLIVEIRA,;
JUNIOR, 2003; BRANQUINHO, 2019; SILVA, 2016).
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A melanina citada no paragrafo anterior, consiste em uma proteina sintetizada a partir
da oxidagdo do aminoacido essencial, tirosina, pelas células denominadas de melandcitos. Esse
pigmento tem como finalidade garantir a protecdo do material genético contra as radiagdes
solares. Existem uma subdivisdo desse pigmento produzido no interior dos melanossomos, 0s
quais sdo: a eumelanina e a feomelanina. A eumelanina € uma proteina que apresenta uma
variacdo colorimétrica de marrom a negro, enquanto a feomelanina contém uma pigmentagao
vermelho-amarelo. A mistura de ambos determina a coloragédo tanto da pele quanto do cabelo
(BRANQUINHO, 2019; SILVA, 2016).

O namero respectivo de melandcitos em um individuo é sempre similar ao de qualquer
outro, contudo, a coloracgdo da pele é determinada pela quantidade, tamanho e distribuicdo dos

granulos de melanina, os quais sdo fatores geneticamente determinados (SILVA, 2016).

4.2 Neoplasia

As células sadias que compdem os tecidos do corpo humano tém a capacidade de se
multiplicar por meio de um processo continuo que € natural. Um grupo preponderante de células
normais cresce, multiplica-se e morre de maneira ordenada, no entanto, nem todas sofrem esse
processo, como é o caso dos neurdnios que nao se dividem de forma rapida e continua em
comparacao com as células do tecido epitelial (INCA, 2018).

Todavia, algumas células acabam perdendo o controle de sua divisao celular resultando
na formacédo de células anormais. Essa transformacdo de células sadias em células malignas
pode ser decorrente de modo espontdneo ou induzido por agentes carcin0genos (quimicos,
fisicos ou virais). Essas células comecam se dividir de maneira rapida, agressiva e incontrolavel,
podendo expandir para outras localidades do corpo, acarretando transtornos funcionais. Essa
acao desorganizada é acometida por células neopléasicas (INCA, 2018).

A neoplasia comumente conhecida pela palavra cancer, representa um problema de
salde publica mundial, visto que se enquadra na segunda principal causa de morte, sendo
apenas ultrapassada pelas enfermidades acometidas no sistema cardiovascular. Todavia, espera-
se que o numero de mortes relacionadas as neoplasias supere as doencas cardiovasculares nos
préximos anos (AIRES; GUEDES, 2018).

O céancer é um termo genérico que abrange um conjunto de doencas, sendo consequente
de falhas no mecanismo que normalmente controlam o crescimento e proliferacéo das células,
desencadeando em células que podem invadir e se expandir para outros 6rgdos do corpo de ndo

origem, processo denominado como metastase, que afeta qualquer parte do corpo, resultando
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portanto, em um desequilibrio na homeostase corporal (LOPES; CHAMMAS; IYEYASE,
2013; SALEH, 2017).

Apesar das células cancerigenas se originarem de celulas sadias, elas se diferenciam
desta por apresentarem mecanismos ineficientes de controle de proliferacdo celular,
instabilidade génica e cromossémica, desregulagdo nos mecanismos de apoptose, além de
adquirir a capacidade de invaséo e crescimento em locais distantes de sua origem (SANTOS,
2010).

A figura 5 ilustra esquematicamente o processo de oncogénese, isto é, a formacéo de

células tumorais.

Figura 5 — Processo da oncogénese.
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Fonte: MELO, 2014.

Preponderantemente, 0s tumores sdo originados por danos nos genes de uma Unica
célula ou por uma alteragdo na expressdo proteica de uma célula com material genético normal.
Normalmente, a célula possui mecanismos de controle do ciclo celular que permitem que
durante o processo de processo de replicagdo evitam com que o material genético alterado seja
transmitido para as células filhas assegurando que estas possam ter um material genético
idéntico da célula mée. Contudo, quando uma célula defeituosa escapa desse mecanismo check
up, ela pode avancar em seu desenvolvimento através de uma proliferagcdo descontrolada, o que
consequentemente, resulta em um clone de células tumorais (LIMA, 2010).

Estes tumores por sua vez sdo constituidos por dois componentes: um tumoral e um

estromal. O componente tumoral tem como caracteristica a presenga de células tumorais,
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enquanto o componente estromal compreende de células ndo tumorais do préprio tecido, como
celulas do sistema imune, fibroblastos e células endoteliais; da matriz extracelular, a qual é
composta por colageno, elastina, proteoglicanos, fibronectina e entre outros; e de vasos
sanguineos e linfaticos, e nervos (SALEH, 2017).

Estes componentes, em conjunto, formam o microambiente tumoral, o qual envolve
interacOes entre células tumorais e os diferentes componentes do estroma, promovendo a
realizacdo de sinalizacGes necessarias para a ativacdo de fatores de transcricdo, com o intuito
de induzir a expressdo de genes que promovem a proliferacdo e migracdo celular para um novo
ambiente tumoral (SALEH, 2017).

Em virtude da massa tumoral, esta possui uma organizagao extremamente complexa e
heterogénea, o que permite ser utilizada como base para o diagndstico patolégico neopléasico.
A classificacdo é baseada de acordo com a localizacdo do tecido primario acometido por esse
crescimento e proliferagéo descontrolados, para que, posteriormente, ocorra a especificacdo do
tumor, benigno ou maligno, e a morfologia do mesmo, como exemplo, 0 melanoma cutaneo
(LOPES; CHAMMAS; IYEYASE, 2013; SALEH, 2017).

4.2.1 Imunologia tumoral

O corpo humano esta exposto diariamente a diversos agentes que entram em contato
com as diferentes barreiras e estruturas do organismo. Cabe ao sistema imunoldgico,
responsavel pela deteccdo dos tais agentes, produzir uma resposta imunoldgica para 0 combate
e eliminacdo dessas substancias estranhas, tornando-se um importante mecanismo de protecédo
ao surgimento e progresséao de diversas doencas, entre elas a neoplasia (SANTOS, 2015).

Foi observado ha mais de cem anos pelos patologistas a presenca de células
inflamatdrias no microambiente tumoral (NECKEL et. al., 2008). Estudos vém demonstrando
uma importancia da crescente atuacdo de células imunoldgicas e de seus produtos no tecido
neoplésico. A infiltracdo de substancias e celulas inflamatdrias no interior do tumor interfere
no desenvolvimento e na progressdo do mesmo, e isso retrata que ndo somente o cancer
constitui um microambiente, mas que ainda estaria inserido em um macroambiente, nesse caso,
0 organismo, no qual é composto por diferentes células, entre elas, as célula imunoldgicas que
irdo migrar para o tumor e passar a compor seu estroma, influenciando dessa maneira na
sobrevivéncia e proliferacdo celular, na angiogénese, no remodelamento tecidual, no
metabolismo e na integridade genémica do tumor (NECKEL et. al., 2008; ONUCHIC;
CHAMMAS, 2010).
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A atuacdo do sistema imunoldgico sobre as células tumorais pode ser concebida em duas
circunstancias: previamente a existéncia da célula tumoral e, posteriormente, durante a
instalacdo e progressdao tumoral, incorporado ao microambiente tumoral. No que diz respeito
ao surgimento de células tumorais em locais caracterizados pela intensa presenca de células
imunes, as principais explicagdes para a ocorréncia disso sdo que (NECKEL et. al., 2008;
ONUCHIC; CHAMMAS, 2010):

» Regeneracdo tecidual continua situada na resposta inflamatoria, leva a uma maior
chance de ocorréncia de mutacdo, o0 que consequentemente, induz a uma proliferacdo
dessas células mutadas (NECKEL et. al., 2008; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010);

» Criacdo de uma microrregido mutagénica a partir da sintese de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio pelas células imunes recrutadas (NECKEL et. al., 2008;
ONUCHIC; CHAMMAS, 2010);

= E a promocdo de angiogénese, presente em processos inflamatorios, é descrita como
uma alteragdo fundamental para o desenvolvimento de tumores (NECKEL et. al., 2008;
ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Estes mecanismos, relacionados diretamente com a inflamacdo, contribuem para o
surgimento de malignidade nas células mais préximas (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

4.3 Melanoma Cutaneo

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano sdo diagnosticados
132.000 novos casos de melanoma cutdneo no mundo. No ano de 2018, cerca de um total de
6.260 novos casos de melanoma maligno foram estimados no Brasil com, aproximadamente,
78% dos casos nas regides Sul e Sudeste. Conquanto que 0 melanoma néo esteja inserido entre
o0s tumores malignos com maior incidéncia, é considerado o tipo mais agressivo de cancer de
pele devido apresentar um elevado potencial de metastatico e consequente elevada letalidade
(Ministério da Saude, 2019; NIEZGODA et. al., 2015).

O melanoma cutaneo € uma neoplasia de pele oriunda de mutagcbes genéticas que
ocorrem nos melandcitos, que por sua vez, se originam embriologicamente da crista neural,
sendo normalmente presentes entre as células da camada basal da epiderme. Pode também ser
encontradas em outros locais do corpo devido a migragédo que ocorre das células da crista neural,
tais como pele ou mucosas, nas formas de manchas, pintas ou sinais. Em individuos de pele
negra, ele é mais comum nas areas claras, como palmas das maos e plantas dos pés. Contudo,

devido ao fato de neoplasia ser suscetivel a sucessivas alteragdes genéticas durante seu
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desenvolvimento, sua caracteristica principal € o alto potencial metastatico, tornando assim, um
cancer extremamente agressivo (SONDA, 2011; WAINSTEIN; BERLFORT, 2004).

A figura 6 ilustra 0 melanoma cutaneo extensivo.

Figura 6 — Melanoma cutéaneo.

Fonte: Grupo Brasileiro de Melanoma, c2020.

Os fatores de risco que contribuem para auxiliar no processo de desenvolvimento desta
neoplasia podem ser tanto genéticos quanto ambientais. Dentre eles a exposi¢do solar consiste
em um dos principais fatores de risco, uma vez que a radiagdo ultravioleta esta diretamente
associada ao aumento da incidéncia deste tipo de céncer. Esse assunto vem sendo
extensivamente discutido bastante devido a preocupacdo mundial com o aquecimento global,
uma vez que a camada de ozonio vem sendo destruida pelas substancias quimicas produzidas
pelo homem, fato responsdvel pelo aumento da incidéncia dos raios ultravioleta, e,
consequentemente, pelo aumento de novos casos no decorrer dos anos. Além disso, outros
fatores como o histérico familiar de melanoma, individuos com nevo congénito, xeroderma
pigmentoso ou nevo displasico apresentam uma predisposicdo genética ao melanoma, assim
como individuos imunossuprimidos (MANICA; LANG, 2017; RIBEIRO, 2008; VICENTE,
2016; SANTOS, 2017).

A classificacdo do melanoma é baseada na progressdao tumoral, relacionada ao
crescimento tumoral, que pode ser de duas formas: radial e vertical. Na fase inicial do cancer,
em gue ocorre o crescimento radial, ndo se tem incidéncias de invasdes na derme e nos vasos
sanguineos, diferentemente da fase seguinte, em que ocorre 0 crescimento vertical, no qual se
caracteriza por esta invasao, podendo propiciar a incidéncia de metastases. Com base neste

conceito, os tipos histoldgicos de melanoma podem ser subdivididos em: melanoma extensivo
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superficial, em que € caracterizado por uma fase de crescimento radial; melanoma lentigo
maligno, em que apresenta um crescimento radial por longo periodo antes de invadir
propriamente o tecido; melanoma nodular, que tem como caracteristica um crescimento vertical
de forma rapida, provocando assim as metastases; e melanoma lentiginoso acral, que tem como
caracteristica ser localizado nas palmas das méos, plantas dos pés e sob as unhas (VICENTE,
2016; RIBEIRO, 2008; MANICA; LANG, 2017; SANTOS, 2017).

A figura 7 ilustra os tipos histologicos de melanoma.

Figura 7 — Desenhos esquematicos ilustrando os tipos histologicos de melanoma cuténeo. (a)
e (b) apresentam os quatro tipos histolégicos de melanoma.
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Fonte: Adaptado de Revista Abrale, 2019; LOTERIO, ¢2005.

Apesar de representar apenas 4 % dos casos de cancer de pele, o melanoma é
considerado a forma mais grave devido seu alto potencial de produzir metastases, em que se 0
individuo ndo for diagnosticado nos estagios iniciais, a taxa de sobrevivéncia acaba sendo
diminuida drasticamente. O ¢rgdo mais frequentemente acometido pela disseminacdo
metastatica do melanoma é o pulm&o. Embora a incidéncia mundial de melanoma seja baixa, a
mesma vem crescendo repentinamente nos Ultimos anos, o que permitiu a realizacdo de estudos
tanto in vitro quanto in vivo com o objetivo de entender melhor o comportamento bioldgico
dessa neoplasia. No caso dos estudos in vitro geralmente se utilizam a linhagem de melanoma
murino B16F10, pois ¢ uma linhagem celular bem agressiva e que possui uma grande
capacidade de gerar metastase pulmonar (SILVA et. al., 2013; POTEZ et. al., 2018).
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4.4 Prognostico e Condutas Terapéuticas Contra o Melanoma Cuténeo

A avaliacdo prognostica do melanoma se baseia na analise de pardmetros clinicos, como

a idade, sexo, didmetro da lesdo, local de acometimento e ulceracdo, e parametros histologicos,

como os subtipos, niveis de invasdo de Clark, indice de Breslow, situacdo das margens de

seguranga, indice de mitoses, fase de progressao tumoral, presenca de infiltrado linfocitario,

invasdo neural, angiolinfatica e regressdo tumoral (COSTA, 2008).

Dentre estes inimeros parametros citados no paragrafo anterior, o indice de Breslow e

niveis de invasdo de Clark, sd@o os mais utilizados, hodiernamente, para se prever o risco de

desenvolvimento de metastases em melanoma cutaneo (COSTA, 2008).

indice de Breslow (estadiamento vertical) — esse indice determina a espessura tumoral
do melanoma cutdneo. Pacientes com lesdes de espessura < 0,75 mm possuem
prognostico excelente, ao contrario daqueles com lesGes de espessura > 3 mm. Esse
indice classifica da seguinte maneira: Tis (in situ), TI (até 0,75 mm), TII (de 0,75 mm
até 1,5 mm), T (de 1,5 mm até 3 mm), TIV (de 3 mm até 4 mm) e TV (acima de 4
mm) (PINHEIRO et. al., 2003). A figura 8 mostra um desenho esquematico do sistema

de classificacdo do indice de Breslow.

Figura 8 — Classificacdo da progressdo vertical do melanoma cutaneo pelo indice de Breslow.
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Fonte: Adaptado de ANGELOTT]I, c2020.

Niveis de invasdo de Clark (nivel de invasdo) — esse nivel é dividido em: estagio I,
lesBes intra-epidérmicas e epitélio anexial; estagio Il, invasdo até a derme papilar;
estagio Il1, preenche toda a derme reticular, sem a invadir; estagio 1V, invasdo da derme
reticular; estagio V, invasao da hipoderme (PINHEIRO et. al., 2003). A figura 9 ilustra

um desenho esquematico de como é realizado o parametro de Clark.
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Figura 9 — Classificagdo o nivel de invaséo de Clark.
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Fonte: Adaptado de PLANA et. al., 2017.

Ademais, como o melanoma se origina a partir da pele, ha o aparecimento de uma pinta
relativamente escura com bordas irregulares ou se tem o aparecimento de uma lesdo pigmentada
que sofre algumas alteracbes em suas caracteristicas. Diante disso, foi criado o sistema
"ABCDE" para a deteccdo precoce dos melanomas, em que a letra “A” relaciona a assimetria,
a letra “B” se refere a bordas, a letra “C” alude a coloracdo, a letra “D”” menciona o didmetro, e
a letra “E” indica evolugao (SANTOS, 2017).

A figura 10 ilustra o sistema de reconhecimento do melanoma através das siglas
ABCDE.

Figura 10 — Sistema ABCDE do melanoma.
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Fonte: Laboratério Biomarker, c2020.
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Em relacdo a conduta terapéutica utilizada para 0 melanoma, esta dependera do estagio
da neoplasia e sua localizagdo. Diferentes técnicas sdo utilizadas para tentar eliminar ou conter
a disseminacdo do melanoma: a cirurgia, para a retirada do tumor e avaliacdo dos linfonodos
préximos; a quimioterapia, que tem como base a infusdo de drogas citotoxicas; a radioterapia,
que tem como base a radiacdo ionizante; a imunoterapia, que aborda a manipulagéo do sistema
imune permitindo que seus mecanismos efetores antitumorais sejam potencializados; e as
terapias direcionadas, também conhecidas como terapias alvo, em que farmacos bloqueiam o
crescimento ou disseminacdo da neoplasia, interferindo em moléculas especificas que estdo
envolvidas no crescimento, progressao e disseminacdo do cancer (ALMEIDA; LOPES, 2016;
TOLEDO, 2012; WAINSTEIN; BERLFORT, 2004; LOPES, 2018).

A figura 11 ilustra as possiveis opc¢des terapéuticas utilizadas para combater o

melanoma cutaneo.

Figura 11 — Condutas terapéuticas utilizadas para o tratamento contra 0 melanoma cutaneo.

OPGOES DE TRATAMENTO

Fonte: Cancro online, c2020.

No entanto, por mais que esses tratamentos e 0 pos-tratamentos tenham o intuito de
atenuar e eliminar o melanoma, existem circunstancias em que o paciente corre um grande risco
de desenvolver recidiva local. Se ele ndo for devidamente avaliado a taxa de sobrevida acaba
sendo diminuida significativamente (ALMEIDA; LOPES, 2016; TOLEDO, 2012;
WAINSTEIN; BERLFORT, 2004; LOPES, 2018).

A primeira providéncia ap6s o melanoma cutaneo ser diagnosticado por meio de uma
bidpsia e avaliacdo histopatoldgica, € a remogéo cirurgica do tumor (FLORES et. al., 2019). E
comum o médico aumentar a margem de tecido a ser retirado envolta do melanoma, para
garantir que células tumorais ndo permanecam no local. Porém, dependendo do tamanho do
tumor, esta margem se torna grande demais, podendo comprometer a integridade dos tecidos
proximos, pois o tecido tumoral ndo retirado, mesmo que em pequena quantidade, pode gerar

um novo tumor no mesmo local. As implicacGes deste novo processo podem ser letais, devido
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ao processo inflamatorio local que propiciara um rapido crescimento, formagéo de novos vasos
sanguineos e metastase, mesmo sendo descoberto precocemente (THAM et. al., 2015).

Entdo, novas alternativas de tratamento estdo sendo estudadas visando fornecer
possiveis terapias contra este tipo de neoplasia antes e ap0s a resseccao cirurgica (SANTOS,
2017). O uso de plantas medicinais tem sido estudado com finalidade de analisar as
propriedades que elas possam oferecer para a intervencgéo de diferentes tipos de neoplasias.

4.5 Plantas Medicinais

O uso de plantas com finalidade médica para tratamento e prevencao de enfermidades,
é uma das préaticas medicinais mais antigas da humanidade, as quais fazem parte da pratica da
medicina popular.

O estudo das plantas medicinais é exercido pela ciéncia denominada Fitoterapia, que
através da origem no conhecimento e no uso popular, utiliza produtos de procedéncia vegetal,
com finalidade terapéutica, para prevenir, atenuar algum estado patolégico (GARLET, 2019).
A utilizacdo das plantas medicinais para fins terapéuticos estd associada ao conhecimento
popular empirico, em que vem sendo reconhecido e incorporado ao conhecimento cientifico,
gradativamente (CARVALHO; CONCEICAO, 2015).

Hodiernamente, muitos fatores tém contribuido para que ocorra 0 aumento da utilizacéo
deste recurso, dentre eles, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica, os efeitos
colaterais consequente do uso crénico de farmacos industrializados, o elevado consumo por
produtos naturais, além da tendéncia ao uso da medicina integrativa e abordagens no que se
refere aos conceitos de salde e bem-estar (Conselho Regional de Farméacia do Estado de S&o
Paulo, 2019).

As plantas, em sua generalidade, para garantirem a sua sobrevivéncia produzem
compostos quimicos provenientes de seu metabolismo, os quais sdo imprescindiveis para 0 seu
desenvolvimento, sendo estes distinguidos em: metabdlitos primario e secundario. O metabolito
primario esta associado a processos fotossintéticos que originam compostos envolvidos nos
processos vitais do vegetal, como lipidios, hidratos de carbono e proteinas. Por sua vez, o
metabolito secundario é originado a partir do metabdlito primario, sendo proprio para cada
espeécie de planta, e fornece varias fungdes como a protecéo das plantas contra potenciais pragas
ou infecdes atraves da sua agéo inseticida, antibacteriana e antifingica; por meio de seus odores

e sabores fortes conseguem afastar animais herbivoros; e permite atrair determinados insetos
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para que estes possam retirar da planta o seu pélen e assim facilitar o processo de polinizacéo
(MORETTO; BUENO; MORAIS, 2015; FERREIRA, 2014).

4.5.1 Oleos Essenciais

Os compostos oriundos dos metabolitos secundarios sdo denominados de Oleos
essenciais, representados na figura 12, os quais sdo encontrados em diversas partes da planta,
como nas folhas, nas flores, no caule, nas raizes, nas sementes, entre outras estruturas
(MORETTO; BUENO; MORAIS, 2015).

Fonte: Amvi Cosméticos Naturais, 2017.

Os Oleos essenciais podem ser extraidos através de processos como a destilacdo
fracionada a vapor e a destilacdo a vapor com vacuo; prensagem a frio; hidrodestilacdo;
enfloracéo; extragdes por solventes e por fluidos supercriticos. Além disso, possuem diversas
funcbes, podendo agir como hormonios, reguladores e catalisadores (MORETTO; BUENO;

MORAIS, 2015). A figura 13 ilustra os principais processos de extracdo de 0leos essenciais.
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Figura 13 — Processos de extracdo dos 6leos essenciais. (a) destilacdo a vapor; (b) prensagem
a frio; (c) extracdo por solventes organicos; e (d) extracdo por enfloracéo.

Vay
Vaso de . Pore,
* @5y,
Niaig

destilagio } ( .

Cimera de
condensagio

(C} A\  Entradade
taters

aguafra

essenciais

f

|
= } RESFRIAMENTO
Folhay
= “
v
FOLHAS ™~
."‘ ¥
|
=

&
3

) 14
Fonte: Adaptado de BetaEQ, 2019; FELIZARDO, 2017; Vital Batman, 2020.

A composicdo quimica dos OEs € extremamente complexa, sendo constituida de
elementos quimicos simples, como hidrocarbonetos e oxigénio, aléem das ligagdes quimicas
com moléculas organicas como alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis, éteres, terpenos,
oxidos, acidos organicos e compostos organicos nitrogenados e sulfurados. Contudo, devido os
OEs serem quimicamente complexos, isso permite que tenham diferentes caracteristicas como
aromas naturais, devido ao aroma da planta que o produz; pureza, pois ndo contém nenhum
solvente ou qualquer substancia quimica; consisténcia oleosa, sendo insolliveis em agua;
volateis, por possuirem compostos organicos volateis na sua estrutura, o que permite que
evapore a temperatura ambiente (MORETTO; BUENO; MORAIS, 2015).

Os OEs possuem propriedades farmacolégicas que apresentam vantagens de maneira
analoga a outros medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade, que permite o uso ideal
em nebulizages, banhos de imersdo ou em inalagdes. Além disso, apresentam diferentes
propriedades biolégicas como acdo larvicida, atividade antioxidante, acdo analgésica e anti-
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inflamatoria, fungicida e atividade antitumoral (MORETTO; BUENO; MORAIS, 2015). No
entanto, a maior parte das plantas arométicas apresentam toxicidade, sendo assim, os OEs
carregam essa caracteristica. Sendo assim, para que a aplicacdo terapéutica dos OEs seja
adequada, é necessario que os 6leos puros sejam diluidos, para que assim minimize efeitos
como a irritacdo local no individuo (ANDREI; COMUNE, 2005).

Diferentes OEs estéo sendo estudados como uma possibilidade de serem utilizados para
0 tratamento neoplasico, como sao os casos dos 0leos essenciais de erva cidreira, lavanda, liméo

e Melaleuca, os quais serdo descritos posteriormente.

4.5.2 Oleo Essencial de Erva Cidreira (Lippia alba)

A erva cidreira é uma planta medicinal nativa da América do Sul pertencente a familia
Verbenaceae, conhecida por diversos nomes populares, como erva cidreira de arbusto, erva
cidreira do campo, alecrim do campo, alecrim selvagem, cidreira brava, cidro, erva cidreira
brasileira, e entre outros (CAMILLO, 2016; BIASI; COSTA, 2003).

Essa planta é proveniente de um arbusto aromatico, sendo muito utilizada na medicina
popular brasileira. Suas folhas sao utilizadas na forma de chas, maceradas, extratos, xaropes e
tinturas para tratar problemas gastrointestinais, diarreia e disenteria (CAMILLO, 2016; BIASI;
COSTA, 2003). O seu aroma esta relacionado aos constituintes predominantes nos 6leos
essenciais, que incluem o limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, cénfora, linalol e a-pineno
(TAVARES et. al., 2005; AGUIAR, 2008; GOMES et. al., 2011).

A figura 14 ilustra essa planta.
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Segundo a autora ALMEIDA (2016) a avaliagdo da atividade citotdxica do OE de Lippia
ssp na linhagem de carcinoma de pulmao, teve como resultado a indugdo de morte programada
(apoptose) sobre estas células, o que permitiu concluir que este 6leo representa uma fonte

promissora de compostos para o desenvolvimento de novas terapias antitumorais.

4.5.3 Oleos Essencial de Lavanda (Lavandula angustifolia)

A lavanda é uma planta pertence a familia Lamiaceae, sendo procedente de paises
mediterraneos da Europa. No entanto, seu cultivo se disseminou internacionalmente. Essa
planta é encontrada como arbustos de aproximadamente 60 cm de altura, suas folhas séo
estreitas e apresenta pequenas flores (ALVES, 2018). As figuras 15 e 16 ilustram essa planta.

Figura 15 — Arbustos de lavanda.
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Fonte: ALVES, 2018.
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Figura 16 — Flor de lavanda de arbustos.

Fonte: ALVES, 2018.

O oleo essencial da L. angustifolia é extraido a partir das folhas e flores das plantas,
apresentando uma diversidade de propriedades biologicas como sedativa, carminativas,
antidepressivas, anti-inflamatérias e antimicrobianas (GEZICI, 2018; ARAUJO, 2012). Esse
Oleo é popularmente utilizado na medicina complementar e como aditivo em produtos
cosméticos. A composicdao quimica do OE de lavanda apresenta diversas variedades em
diferentes concentracGes de acordo com cada espécie. No entanto, hd um predominio de
monoterpenos encontrados com maior frequéncia em cada espécie, como linalol, acetato de
linalol, borneol, canfora e 1,8-cineol (MAMBRI, 2016; SILVEIRA et. al., 2012).

Segundo os autores ZHAO et. al. (2016), foi avaliada e comprovada através de ensaios
in vitro a propriedade antitumoral do OE de lavanda (Lavandula angustifélia) in vitro em
linhagem de células tumorais prostaticas.

4.5.4 Oleo Essencial de Lim&o Siciliano (Citrus limon)

O oleo essencial de liméo, conhecido popularmente como limoeiro, pertence a familia
Rutaceae, sendo localizada em vérias regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo,
sendo mais abundante na América tropical, Sul da Africa e Australia. Suas folhas e frutos s&o
aproveitados pela medicina popular para finalidades terapéuticas, devido apresentar varias
acOes terapéuticas como adstringente, antianémico, antibidtico, antisséptico, antiemético,
antidepressivo,  anti-inflamatorio, antiespasmadico, bactericida, antireumautico e
antidisentérico (CAMPELDO et. al., 2013).
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A figura 17 ilustra essa planta.

Figura 17 — Limao siciliano.

Fonte: AUGUSTYL, c2020.

Para obter a extracdo desse 6leo, geralmente, se utiliza a casca da planta (JOMAA et.
al., 2012). Os compostos volateis presentes no éleo de limédo sdo o limoneno, acetato de
geraniol, neral, geraniol, nerol, dentre outros (MARTINS et. al., 2017; CAMPELO et.al.,
2013).

Os autores Jomaa et. al. (2012), avaliaram e demostraram através de experimentos in

vitro o efeito citotdéxico do OE de limé&o sobre a linhagem de carcinoma colorretal humano.

4.5.5 Oleo Essencial de Melaleuca alternifolia

O género Melaleuca pertence a familia Myrtaceae, e inclui aproximadamente 100
espécies nativas da Austrélia e 1lhas do Oceano indico. A Melaleuca alternifolia é conhecida
na Australia como “arvore de cha”, devido florescer em areas de pantano, proximas de rios

(CORREA et. al., 2020). A figura 18 ilustra uma planta de Melaleuca alternifolia.
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Figura 18 — Melaleuca alternifolia.
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Fonte: Filha da Terra, c2020.

A extracdo do 6leo essencial dessa planta se da a partir das folhas utilizando técnicas de
hidrodestilacdo ou destilacdo por arraste a vapor (VIEIRA et. al., 2004; RUSSO et. al., 2015;
OLIVEIRA et. al., 2011). A composicdo quimica do OE de Melaleuca é constituida pelos
terpinen-4-ol, o-terpineno, y-terpineno, 1,8-cineol, dentre outros, em que estes sdo 0s
principais responsaveis por fornecer as propriedades medicinais (OLIVEIRA et. al., 2015).

De acordo com alguns autores como ASSMANN et. al. (2018) e BYAHATTI et. al.
(2018), foram observadas as propriedades antitumorais do 6leo de Melaleuca sobre algumas
linhagens celulares tumorais.

A volatilizacdo dos OEs acontece de maneira rapida, devido a presenca de compostos
organicos volateis em sua composi¢do quimica. Estudos realizados pelo grupo de Imunologia
de Tumores da Faculdade de Tecnologia de Sorocaba (FATEC-SO), demostraram o efeito
citotoxico destes 0leos essenciais sobre linhagens tumorais in vitro, mesmo quando colocados
distantes das células. Porém, esta rapida volatilizacdo ndo permite que observemos estes efeitos
de forma mais prolongada. Sendo assim, teve-se o intuito de encontrar um veiculo carreador
que possa realizar a liberacdo desses 6leos essenciais de maneira gradativa. Para tanto, um

possivel veiculo considerado para viabilizagdo deste estudo foi a placa hidrocol6ide.

4.6 Placa Hidrocoléide
A placa hidrocoldéide (PH) é um curativo comercial que auxilia no processo de

cicatrizagdo de escaras e feridas. O curativo é composto por uma camada externa de filme de
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poliuretano; e uma camada interna constituida de gelatina, pectina e carboximetilcelulose. A
camada externa permite que ocorra troca gasosa, promovendo um isolamento térmico e meio
hipdxico, que funciona como uma espécie de barreira que impede a passagem de liquidos e de
microrganismos, além de permitir a producdo de novos vasos sanguineos conhecido pelo
processo nomeado de angiogénese. A inibicdo do crescimento bacteriano se deve ao
microambiente &cido promovido pela oclusdo com o polimero do curativo, a0 mesmo tempo
que funciona como uma barreira mecanica para a ferida, enquanto que a camada interna
promove um meio umido, que proporciona alivio da dor, por manter imida as terminacoes
nervosas, promovendo assim um processo de cicatrizagdo adequado (POTT et. al., 2014,
Secretaria Municipal de Saude, 2008).

A figura 19 ilustra esquematicamente 0 mecanismo de acdo desse curativo.

Figura 19 — Mecanismo de acao da placa hidrocol6ide.
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Fonte: Curatec, c2020.

Em relacdo ao tratamento de feridas, a placa promove a angiogénese, o aumento do
namero de fibroblastos da derme, estimula a producdo de tecido e granulagcdo e aumenta a
quantidade da producdo de colageno, em que isto sdo essenciais ao processo de cicatrizacdo
(POTT et. al., 2014).
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Local de Pesquisa

A realizacdo das pesquisas e experimentos foram elaboradas no Laboratério de
Imunologia de Tumores (ImunoCell) da Fatec Sorocaba. Devido a auséncia de alguns
equipamentos especificos, uma parte dos experimentos foi efetuado no Departamento de
Caracterizacdo de Materiais da Fatec Sorocaba, no Laboratério de Plasmas Tecnol6gicos
(LaPTeC) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Sorocaba, no Laboratorio de
Biomateriais da Pontificia Universidade Catolica de Sdo Paulo (PUC-SP) localizada no Campus
de Sorocaba, e no Laboratério de Biomateriais e Nanotecnologia da Universidade de Sorocaba
(LabNUS) localizada no Parque Tecnoldgico de Sorocaba.

5.2 Materiais
5.2.1 Linhagens Celulares

Para este trabalho foram utilizadas a linhagem tumoral de melanoma murino (B16F10)
e a linhagem celular de fibroblasto murino (L929), sendo esta Ultima usada como controle.

A célula tumoral B16F10 é uma sublinhagem do melanoma murino que cresce
espontaneamente em camundongos C57BL/6. Estas células funcionam como um bom modelo
para a analise da progressdo tumoral e estudo deste tipo de cancer em humanos, em virtude da
alta capacidade de invadir a circulacdo sanguinea e produzir metastases (SILVA et. al., 2013).
A L.929 é uma linhagem celular do tipo fibroblasto subclonada da linhagem parental L, sendo
esta derivada do tecido aréola subcutaneo e do tecido conjuntivo adiposo de um camundongo
macho C3H/An. Estas células sdo importantes nos mecanismos de reparacao tecidual e na fase
de remodelamento dos tecidos, sendo encontradas em tecidos conjuntivos perdidos ou
danificados, acerca disto, esta linhagem foi utilizada como controle (PERTILE, 2007).

As figuras 20 e 21 ilustram microscopicamente as células de melanoma murino e de

fibroblasto normal.

Fonte: Imanis Life Sciences, c2020.
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Figura 21 — Linhagem celular de fibroblasto normal (L929).

Fonte: BUCUR et. al., 2019.

5.2.1.1 Condigdes de Cultivo Celular

As células B16F10 e L929 foram mantidas em meio de cultura denominado completo
gue consiste em RPMI 1640 (Gibco Life Tecnologies Corporation-USA) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Vitrocell-Brasil), 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina (Gibco
Life Tecnologies Corporation-USA) e 1% de glutamina (Gibco Life Tecnologies Corporation-
USA). Ap0s o preparo, as células foram cultivadas em garrafas de cultura contendo este meio
nutritivo, sendo mantidas em incubadora a uma tenséo de 5% de CO2 e 90% de umidade relativa
a 37 °C. Ao atingirem a confluéncia, foi feito o processo de replicacdo ou congelamento
celulares.

Na figura 22 esta sendo representado o local de armazenamento (estufa) para as garrafas

de cultura contendo as linhagens celulares com meio nutritivo.

Figura 22 — Cultivo celular.

Fonte: SPLABOR, 2018.
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5.2.2 Oleos Essenciais

Os 06leos essenciais (OEs) utilizados neste trabalho (Figura 23) foram de erva cidreira
(Lippia alba), da marca Bem te Faz, de lavanda francesa (Lavandula augustifolia), da marca
Terra Flor, de limao siciliano (Citrus limon), da marca LASZLO e o de Melaleuca (Tea Tree),
da marca LASZLO.

Figura 23 — Oleos essenciais utilizados para a realizacéo deste trabalho. (a) 6leo essencial de

erva cidreira; (b) 6leo essencial de liméo siciliano; (c) éleo essencial lavanda francesa; e (d)

0leo essencial de Melaleuca.

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.2.2.1 Diluigdo dos Oleos Essenciais

Nesse procedimento realizou-se a diluicdo dos 6leos essenciais, uma vez que utilizados
de maneira pura apresenta uma acentuada toxicidade. Foi escolhido a diluicdo no percentual de
75% (composto de 750 pL do 6leo essencial + 250 uL. de DMSO puro) para serem utilizados
como parametro para 0S posteriores experimentos, uma vez que tivemos como resultados
satisfatérios de outros estudos realizados com os 6leos essenciais em nosso laboratério de
Imunologia de Tumores da Fatec Sorocaba.

O solvente usado para estas dilui¢cbes foi 0 DMSO (Dimetilsulfoxido, Synth-Brasil).
Apos a realizagdo deste procedimento, os OEs diluidos foram mantidos em frascos de vidro
ambar em uma temperatura ambiente para posterior utilizagdo. A figura 24 ilustra 0 modo de
preparo destas dilui¢des.
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Figura 24 — Diluigao dos 6leos essenciais de erva cidreira, lavanda francesa, liméo siciliano e

Melaleuca.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.2.3 Placa Hidrocoloide

Através de um levantamento de tipos de placas hidrocoléides (PHs) encontradas no
mercado, foram utilizadas neste estudo dois tipos principais, cada qual apresentando espessuras
diferentes, por isto foram denominadas de PH fina (PH-F) da marca Curatec com um
comprimento e uma largura de 20 x 20 cm, e PH grossa (PH G) da marca Convatec, sendo esta
ultima mais espessa que a anterior, contendo um comprimento e uma largura de 20 x 30 cm.

Com o auxilio de um paquimetro digital (Stretto-USA) foram feitas as mensuracGes das
espessuras das placas, em que a fina teve com medida 1,06 mm e a grossa teve como medida
1,92 mm.

Nas figuras 25 e 26 estdo sendo apresentadas as duas placas hidrocol6ide utilizadas para

a realizacéo deste trabalho.

Figura 25 — Placa hidrocoloide de espessura fina da marca Curatec.

Fonte: Ballke, c2020.
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Figura 26 — Placa hidrocoloide de espessura grossa da marca Convatec.
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Fonte: Regional Rehab & Mobility, c2020.

5.2.3.1 Preparagdo dos Discos da Placa Hidrocoloide

Para a realizacao desse procedimento, as placas hidrocoléide foram cortadas em formato
de discos com o auxilio de um perfurador de papel. Para que as dimensdes dos discos fossem
padronizadas foi usado o paquimetro digital (Starrett-USA) para realizar a mensuracdo do
diametro. A figura 27 mostra esquematicamente como foi realizado este procedimento.

Figura 27 — Desenho esquematico da preparacdo de discos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Essa metodologia foi aplicada para realizar os ensaios de sor¢éo e de caracterizagéo do
material (ensaio pela técnica FTIR e avaliacdo de superficie), no intuito de que o formato do

disco facilita a execucao final desses ensaios.
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5.3 Ensaio in vitro

Para o preparo desse ensaio, as linhagens B16F10 e L929 foram mantidas em garrafas
de cultura até atingirem total confluéncia como foi citado anteriormente.

O meio de cultura foi retirado de cada garrafa e as células foram lavadas com a Solucao
Tampédo Fosfato Salino conhecido pela sigla inglesa PBS (Phosphate Buffered Saline).
Posteriormente para descolamento das células aderentes, cada garrafa foi tripsinizada com 2
mL de Tripsina/EDTA (Vitrocell-Brasil) por 5 minutos. As células foram distribuidas em
duplicata nas placas de 96 pogos com a contagem de 1x10° células/mL, sendo utilizadas a
primeira e a segunda fileira na parte superior da placa, e a penultima e Gltima fileira na parte
inferior da placa. Apds a distribuicdo das células nas placas, elas foram incubadas a uma tensdo
de 5% de CO2 e 90% de umidade relativa a 37 °C até a adesdo (12h a 14h), para que ndo
houvesse interferéncia entre os tratamentos (efeito volatil) foram utilizadas uma placa para cada

substancia testada.

5.3.1 Avaliacéo do Efeito Volatil dos Oleos Essenciais de Maneira Indireta sobre as Linhagens
Celulares
Apos a realizacdo do procedimento descrito no ensaio in vitro, foi inserido no espacgo
que ha entre 0s pocos da placa de cultura de 96 pocos (Figuras 28 e 29) os 6leos essenciais na
diluicdo de 75% e DMSO (controle) na quantidade de 10 pL (localizado na regido superior
entre 0s pocos da placa) e de 5 uL (localizado na regido inferior entre os pogos da placa). No
total foram utilizadas dez placas de cultura de 96 pocos. Destas, cinco continham a linhagem
tumoral B16F10 e as outras cinco continham a linhagem celular L929. Cada placa foi
identificada com as siglas dos respectivos 6leos essenciais e controle.
= LA - Lippiaalba;
» LV - Lavanda francesa;
= LI- Lim&o siciliano;
= ME — Melaleuca;
= DMSO - Dimetilsulfoxido.
A exposicdo aos OEs ocorreu por um periodo de 24 horas, e finalizado este periodo foi
realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método MTT.
As figuras 28 e 29, ilustram esquematicamente a disposi¢édo das linhagens celulares e

dos Gleos essenciais na placa de cultura de 96 pogos.
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Figura 28 — Disposicao da linhagem tumoral na placa de cultura de 96 pocos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Figura 29 — Disposicao da linhagem celular ndo tumoral na placa de cultura de 96 pocos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.3.2 Avaliacdo da Liberacio Gradativa do Efeito Volatil dos Oleos Essenciais Sorvidos na

Placa Hidrocolédide sobre as Linhagens Celulares

Apos a realizagéo do procedimento descrito no ensaio in vitro, em que se teve o cuidado

sobre as linhagens celulares, na placa de cultura de 96 pocos foram dispostas as linhagens

celulares, sendo que a linhagem tumoral (B16F10) foi inserida nas fileiras A e B, enquanto que

a linhagem de controle (L929) foi colocada nas fileiras G e H (Figura 30). Os discos sorvidos

em OEs diluidos percentualmente em 75% e em DMSO foram dispostos entre 0S pocos
contendo as linhagens celulares como ilustra a figura 30.
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No total, também foram utilizadas dez placas de cultura de 96 pogos, cada qual foi
identificada com as siglas dos respectivos 6leos essenciais e controle (DMSO).
= LA 75%;

= LV 75%;
= ME 75%;
= DMSO.

A exposicao dada foi por um periodo de 24 horas, e finalizado este periodo foi realizado

0 ensaio de viabilidade celular pelo método MTT.

Figura 30 — Disposigéo das linhagens celulares B16F10 e L929 na placa de cultura de 96
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.3.3 Ensaio de viabilidade celular pela técnica colorimétrica MTT

O ensaio de viabilidade celular utilizado pelo método MTT, consiste em um ensaio
colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular, a proliferacdo e a sobrevivéncia celular.
O MTT conhecido também como (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio brometo), é
um sal hidrossoluvel, que em solugdo apresenta uma coloracdo amarelada. Células
metabolicamente viaveis possuem na membrana interna da mitocondria as enzimas
desidrogenases mitocondriais, quando o sal de MTT é incorporado estas enzimas convertem
este sal em formazan, que sdo cristais de cor azul escura insolveis em solugdes aquosas. O
formazan é impermeavel para as membranas celulares, deste modo, se acumula no citoplasma
de células viaveis. A introducdo do DMSO causa lise celular e a diluicdo dos cristais de
formazan podem ser quantificados por espectrofotometria (GRACIOLI et. al., 2013).
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Neste ensaio, as celulas cultivadas e tratadas como descrito para o ensaio in vitro tiveram
o sobrenadante de cada poco removido. Posteriormente foi adicionado 170 puL/poco do sal de
MTT diluido em PBS esteéril na concentracdo de 5 mg/mL. Apds 2 horas de incubacdo, todo o
meio de cultura com MTT foi cuidadosamente retirado e 100 uL de DMSO foi adicionado.
Apos alguns minutos a absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (Multiskan-USA) no
comprimento de onda de 540 nm.

Este ensaio foi realizado nas metodologias enumeradas 4.3.1 e 4.3.2.

A figura 31 ilustra esquematicamente o procedimento para a realizacdo dessa técnica.

Figura 31 — Desenho esquematico do procedimento para a realizacdo da técnica colorimétrica
MTT.
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5.4 Sorcéo dos Oleos Essenciais na Placa Hidrocol6ide
5.4.1 Método Passiva

Para proceder essa metodologia de sorcdo, a preparacdo da amostra foi descrita na secao
preparacdo dos discos da placa hidrocoldide (4.2.3.1). Apo6s a elaboracdo dos discos, cada um

foi disposto em laminas identificadas, como demonstrado na figura 32.

Figura 32 — Disposicao dos discos sobre as laminas identificadas.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Apos o procedimento anterior, foram aplicados diretamente no centro da camada interna
de cada disco realizado nas placas fina e grossa um volume de 10 pL dos 6leos essenciais (LA,
LV, LI e ME), do controle (DMSO) e do PBS. Feito este processo, os discos foram armazenados
em potes com tampas identificados e mantidos em temperatura ambiente, variando em torno de
15°C a 30°C, durante 24 horas.

Decorridas 24 horas, foi feito a pesagem dos discos tanto antes quanto ap6s a aplicacao
das substancias, com o auxilio de uma balanca digital de alta precisdo. Posteriormente ao
término da pesagem, foi acrescentado mais 10 pL no centro da camada interna de cada disco
que foram armazenados novamente por 24 horas. No final deste processo, os discos foram
pesados novamente e os valores medidos anotados. Cada ensaio foi feito em triplicata (3
discos). Os dados obtidos das medidas foram inseridos no software GraphPad Prism da versdo
5.0 para andlise estatistica (média e desvio padrao).

A figura 33 ilustra esquematicamente o desenho dessa metodologia.



40

Figura 33 — Método de sorcédo passiva.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.4.2 Método de Centrifugacao

Para realizar essa metodologia de sorcao, a preparacdo da amostra foi descrita na se¢éo
preparacgdo dos discos da placa hidrocoldide (4.2.3.1). Apoés a elaboragéo dos discos, cada um
foi disposto em laminas identificadas.

Apbs o procedimento anterior, foram utilizados tubos de ensaios identificados pela sigla
dos 6leos essenciais (LA, LV, LI e ME), do controle (DMSO) e do branco (agua, H20), sendo
este Gltimo utilizado para se ter um balanceamento dos tubos que foram inseridos,
posteriormente, no equipamento centrifuga.

Feita a identificacdo dos tubos de ensaio, foram aplicados em cada um, a quantidade de
50 pL dos OEs e DMSO, e em seguida foi introduzido um disco para cada tubo respectivo.
Finalizado essa etapa, esses tubos foram inseridos no interior do equipamento centrifuga
(Hettich-Alemanha), em que foi aplicado uma velocidade de 4500 rpm (rotagdo por minuto)
durante 20 minutos. Terminado esse periodo de atuacdo da forca centripeta sobre os tubos de
ensaio, os tubos foram retirados do equipamento, e posteriormente, 0s discos presentes nos
tubos foram removidos, os quais foram depois inseridos sobre uma gaze durante 24 horas, para
que fosse absorvido o excesso dos OEs e DMSO. Decorridas 24 horas foram realizados os
ensaios de avaliagdo desse método (técnica de FTIR e avaliagdo de superficie).

O mesmo procedimento descrito no paragrafo anterior foi repetido, contudo, foram
aplicados em cada tubo de ensaio uma quantidade de 30 pL dos OEs e DMSO, e foi utilizado
uma velocidade de 4500 rpm durante 15 minutos. Apos a finalizagdo do tempo de 15 minutos,

os discos foram removidos dos tubos e inseridos sobre uma gaze durante 24 horas, para que
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fosse absorvido o excesso dos OEs e DMSO. Decorridas 24 horas foram realizados os ensaios
de avaliacdo desse método (técnica de FTIR e avaliacdo de superficie).

A figura 34 ilustra esquematicamente o desenho dessa metodologia.

Figura 34 — Método de sor¢do por centrifugacéo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.5 Ensaio de Caracterizacdo da Placa Hidrocol6ide
5.5.1 Ensaio de Tracdo
Para realizar este ensaio, foi necessario confeccionar os corpos de prova (CP)

padronizados de acordo com a norma ASTM D882, tendo como medidas padrbes de
comprimento inicial de 100 mm e de largura inicial de 10 mm. Assim, foram realizadas
marcagdes dimensionais na placa de espessura grossa, para em seguida efetuar os cortes dos
CP com o auxilio de um bisturi, tendo um total de 12 corpos de prova da placa hidrocolo6ide
de espessura grossa (PH-G), que foi identificada como:

* PH-G;

= DMSO;

= LA;

= LV,

= LI

= ME.

Para obter um resultado mais preciso, estatisticamente, foram utilizados dois CP para
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cada ensaio. As amostras foram armazenadas em uma bandeja envolvida por um plastico de
protecdo e climatizadas com uma temperatura de 21 a 25 °C por 48 horas.

A figura 35 apresenta uma ilustracdo de um corpo de prova.

Figura 35 — llustragéo do corpo de prova utilizado para a realiza¢do do ensaio de tragéo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Ao término das 48 horas, foi inserido na area dos corpos de prova identificados 0s
respectivos OEs e o controle (DMSO) correspondentes, na quantidade de 740 pL, deixando
agir durante 24 horas. Para ter sido obtido essa quantidade (740 pL) de tratamento, foram
realizados alguns célculos.

De principio foram realizados a mensuracéo de seis discos da PH de espessura mais
grossa com o auxilio do paquimetro digital (Starrett-USA), tendo como unidade de medida o
milimetro. Essa mensuracdo teve a finalidade para efetuar o calculo da média do diametro dos
discos.

A tabela a seguir apresenta os valores medidos do didmetro dos seis discos da PH-G.

Tabela 1 — Valores medidos do didmetro da placa de hidrocoldide de espessura grossa.
Diametro (PH-G)
5,61 mm
5,75 mm
5,73 mm
5,75 mm
5,76 mm
5,71 mm

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Ap0s a aquisigédo dos dados dos diametros dos discos foi efetuado o calculo da média,

atraves da equacdo:
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%= 22 (1)

Os resultados obtidos oriundos desta equacéo apresentarem um valor de 34,31 mm do
diametro da placa grossa. Posteriormente, foi realizado a conversdo do diametro em raio, em
que o raio é a metade do diametro, para que assim se consiga obter o calculo da &rea dos discos
fino e padréo através da equacéo:

A=4171?(2)

Logo ap6s o célculo, os resultados apresentaram um valor de 36,98 cm? da placa
grossa. Com este valor foi feito a multiplicacdo pela quantidade de adicionamento dos
tratamentos nos discos, sendo 20 pL no disco mais espesso. Assim, obteve-se a quantidade de
740 uL para inserir nos CPs da PH-G.

Apos as 24 horas, foi realizado o ensaio de tragdo no Laboratério de Tratamento
Térmico sob auxilio do com o uso da maquina universal de ensaio da marca TIME GROUP
ICN do modelo WDW20-E com controle pneumatico de tracdo e com capacidade para células
de carga de até 300 kKN. O equipamento foi ajustado com espaco entre as garras de 72 mm e
as amostras foram tracionados com velocidade de 200 mm/min.

A figura 36 ilustra esquematicamente o procedimento para a realizacéo desse ensaio.

Figura 36 — Desenho esquematico do procedimento para a realizacdo do ensaio de tracéo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Nesse presente estudo, essa metodologia foi aplicada para avaliar se 0s 6leos essenciais
alteram de alguma maneira as propriedades mecéanicas do polimero (placa hidrocoldide). Para

tanto, foi analisado trés propriedades mecanicas, descritas adiante:
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= Alongamento percentual — corresponde ao quanto que se teve de acréscimo percentual
referente ao comprimento final do corpo de prova ap6s o ensaio em relagcdo ao seu
comprimento inicial. Esse parametro pode ser calculado atraves da seguinte equacéo,
tendo como unidade a porcentagem (JUNIOR, 2004).

%AL = = - 100 (3)

Onde “%AL” corresponde ao alongamento percentual, “L” o comprimento final do
corpo de prova, e o “Lo” compreende o comprimento inicial do corpo de prova.

* Resisténcia a tracdo — abrange o ponto méaximo da curva plotada no grafico tensdo-
deformacéo que condiz a quantidade de forca necessaria para romper o corpo de prova
por estiramento. Essa propriedade pode ser calculada pela equacdo 4 apresentada
adiante, tendo como unidade de medida expressa em Mega Pascal (MPa) (JUNIOR,
2004).

F
o= 5(4)

Onde “o” representa a tensdo de tragdo, “F” indica a forca ou carga aplicada sobre o
corpo de prova, e “Ao” ¢ compreendido como a area inicial da secdo transversal do corpo de
prova.

» Modulo de elasticidade ou médulo de Young — € uma grandeza proporcional que mede
a rigidez de um material a deformacéo elastica, ou seja, é a capacidade que o material

possui de resistir ao retorno do seu estado original apds a aplicacdo de uma forca de

tracdo. Esse mddulo pode ser calculado através da equacdo seguinte (JUNIOR, 2004):
o
E=-0

Onde “E” representa o modulo de elasticidade dada em Giga Pascal (GPa), “o” indica
a tensdo aplicada sobre o corpo de prova, e “&” corresponde a deformacéo elastica longitudinal
do corpo de prova.

Ademais, 0 médulo de elasticidade pode também ser proveniente da regressao linear da

curva, isto é, procedente da equacéo da reta, como ilustrado na figura 37.
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Figura 37 — Gréfico tensdo-deformacéo.
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Fonte: Afinko SolucGes em Polimeros, 2019.

O gréfico obtido do ensaio de tracdo em materiais poliméricos apresenta curvas tipicas,
como demonstrado na figura a seguir. Na presente figura (Figura 38), pode-se observar as etapas
de alongamento da peca até a fase final que corresponde a ruptura do corpo de prova. Ainda
analisando o grafico, pode-se identificar duas regides de deformacbes, uma elastica, que
constitui uma regido que ndo sofre alteragdes significativas na estrutura do material,
diferentemente no que ocorre na deformacdo pléastica, a qual provoca tensdes que ultrapassam
o limite de elasticidade, ocorrendo assim um deslocamento permanente entre os atomos e

moléculas daquele material avaliado.

Figura 38 — Fisionomia do corpo de prova polimérico em varios estagios da deformacao.
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Fonte: Afinko Solucbes em Polimeros, 2019.
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Perante a isso, apos a realizacdo desse ensaio, obteve-se dados referente as propriedades,
as quais foram tratadas pelo software Excel, resultando no final em uma tabela que mostra os

valores para cada um desses parametros.

5.5.2 Avaliagdo de Superficie

Esta avaliacdo, realizada no Departamento de Caracterizacdo de Materiais da Fatec
Sorocaba, teve como intuito analisar as possiveis alteracbes na superficie das placas
hidrocoloide de espessuras fina e grossa apés a aplicacdo dos 6leos essenciais (erva cidreira,
lavanda, limé&o e Melaleuca) e do controle (DMSO).

Para se obtiver uma praticidade foram utilizadas as placas no formato de disco, em que
estes foram preparados como descrito nas metodologias de sorcéao localizadas pela enumeracgéo
4.4.1 e 4.4.2. O registro fotografico da superficie dos discos foi obtido pelo microscopio
invertido do modelo DMIi8 C da marca Leica Microsystems, utilizando o software Application
Suite versdo 4.9 para a analise das imagens.

A figura 39 apresenta esquematicamente como foi efetuado essa avaliacao.

Figura 39 — Esquema ilustrativo da metodologia de avaliacdo de superficie.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.5.3 Ensaio de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Este ensaio realizado no Laboratério de Plasmas Tecnolégicos (LaPTeC) da Unesp de
Sorocaba, teve como intuito analisar as amostras preparadas descritas nas metodologias de

sor¢do localizadas pela enumeracédo 4.4.1 e 4.4.2, sendo que também foi analisado uma amostra
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sem nenhum tratamento inserido (placa hidrocoldide) utilizada como parametro de referéncia.
O ensaio pela técnica FTIR foi realizado pelo modo de reflectancia total atenuada (ATR), 0
qual se usa um cristal com indice de refracdo muito elevado e de baixa absor¢éo no infravermelho

na faixa de 4000 cm™ a400 cm™ e resolucéo de 4 cml

. A realizacdo da confeccgdo e da leitura
dos gréficos foi recorrente ao software Origin na verséo 8.0.

A figura 40 ilustra esquematicamente como efetuado essa metodologia.

Figura 40 — Esquema ilustrativo da metodologia de espectroscopia no infravermelho por

Transformada de Fourier.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.6 Ensaio de Liberacdo Controlada dos Oleos Essenciais

Para o0 estudo da liberacdo controlada dos 6leos essenciais, seis amostras em formato
retangular [20 mm (c) x 10 mm (I)] foram utilizadas, sendo que a duas amostras desse total
foram sorvidas com 200 pL de cada OE (Lippia alba, lavanda e Melaleuca), como ilustra a

figura 41.
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Figura 41 — Preparo e sor¢do pelo método de centrifugacdo das amostras.

z L 4
30 em — 3 WV
| V/3
20 em ’
Placa Hidrocoliiide do Marcagles dinensionais (20 mn x 70 mn) Seis amastras em formats
eSPeSSUra ProSsa com 0 awitlo de ama regua e 0 corte das m&‘ay«/af
amostras com an bistard cirdrgico
]" #A PR E\ﬁ' ]_ WA
e
]" ME ]_ MF
Sedis amostras en formato lncorporagio dos Ofs 7 i oo Anostras adsormidos con
mtaxy«/a/‘ / A L e /”f] o Hfa}aﬂ” 08 respectivos OFe

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Ap0s a sorcdo, estas amostras foram pesadas com o auxilio de uma balanca digital de
alta precisdo (tabela 2), para em seguida serem imersas separadamente em 5 mL de PBS e
incubadas no banho-maria (Quimis-Brasil) a 37 °C. Durante o procedimento da incubacéo,
foram realizados um total de 20 aliquotas para as duas amostras de cada OE, isso foi possivel
através da interrupcdo da acdo da temperatura de 37 °C em alguns intervalos para se conseguir
avaliar, posteriormente, a liberagdo dos OEs, como pode-se observar na tabela 3.

A figura 42 ilustra esquematicamente como foi realizagdo os procedimentos de imersao,

incubacéo e o preparo das aliquotas das amostras.

Tabela 2 — Pesagem das amostras sorvidas pelos OEs.

Lippia alba (LA) Lavanda (LV) Melaleuca (ME)
Amostra 1 0,3790 ¢ 0,3855¢ 0,3593 ¢
Amostra 2 0,3740 g 0,3124 g 0,3766 g

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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Figura 42 — Procedimento de imerséo, incubacéo e aliquotas das amostras.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Tabela 3 — Contagem do tempo de liberacéo dos OEs.

Tempo (minutos)
5
15
30
45
60

120

180
240
1140
1560

Amostra 1
Amostra 1.1
Amostra 1.2
Amostra 1.3
Amostra 1.4
Amostra 1.5
Amostra 1.6
Amostra 1.7
Amostra 1.8
Amostra 1.9

Amostra 1.10

Amostra 2
Amostra 2.1
Amostra 2.2
Amostra 2.3
Amostra 2.4
Amostra 2.5
Amostra 2.6
Amostra 2.7
Amostra 2.8
Amostra 2.9
Amostra 2.10

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Apos a obtencdo das aliquotas, estas foram armazenadas na geladeira durante uma

semana, e finalizado esse periodo foi realizado a analise delas. De principio foi preparado
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solugdes para os OEs (Lippia alba, lavanda, Melaleuca) como demonstrado na figura 43, para
em seguida realizar a curva de calibragdo por regressao linear para cada OE, respectivamente,
para que assim possa ser realizado as analises das aliquotas. Completado essa etapa, foram
removidos das aliquotas 2,5 mL do sobrenadante e estes foram medidos em espectrofotémetro
de UV-Vis (Femto 800 XI) nos comprimentos de onda de 328 nm (Lippia alba), de 236 nm
(lavanda) e de 204 nm (Melaleuca), e essa aliquota foi descartada logo apds a medicdo, como
ilustrado na figura 43. Este processo foi repetido apds concluir as 20 aliquotas de cada amostra
de cada OE.

Figura 43 — Analise das aliquotas utilizando o espectrofotdmetro de UV-Vis. (a) preparacdo

da solucdo para curva de calibracdo; (b) procedimento para realizar a curva das aliquotas.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
A quantidade de cada OE liberado foi calculada a partir de uma curva padréo contendo

quantidades conhecidas de OE, para tanto, foi utilizado o software Origin para confeccionar 0s
gréaficos.
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6.1 Avaliagéo do Efeito Volatil dos Oleos Essenciais sobre as Linhagens Celulares

Figura 44 — Viabilidade celular das linhagens celulares B16F10 (tumoral) e L929 (controle)

expostas as quantidades de 5 puL e 10 pL do tratamento com OEs e o controle (DMSO)

durante 24 horas, verificada através do ensaio MTT.
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Pode-se verificar que na figura 44, os OEs de LA (Lippia alba) e LV (lavanda) nas
quantidades de 5 pL e 10 puL mostraram-se capazes de reduzir a viabilidade da linhagem
B16F10, enquanto que o OE de ME (Melaleuca) na quantidade de 5 uL demonstrou um efeito
volatil mais intenso do que na quantidade de 10 pL, e o OE LI (lim&o) demonstrou ndo ter um
efeito tdo eficiente para reduzir a viabilidade da linhagem B16F10 comparado com 0s outros
OEs.

Na mesma figura, os OEs de LA (Lippia alba), LV (lavanda) e ME (Melaleuca) nas
quantidades de 5 pL e 10 L mostraram-se capazes de reduzir a viabilidade da linhagem L9209,

diferentemente do LI que apresentou um efeito volatil ndo tdo eficaz na linhagem controle.

6.2 Avaliagio da Sorcdo dos Oleos Essenciais na Placa Hidrocol6ide

A sorcdo dos OEs nas placas hidrocoloide fina e grossa (PH-F e PH-G) teve como
finalidade verificar a saturacdo dos OEs, do veiculo de diluicdo (DMSO) e do PBS, sendo este
ultimo para comparar 0 quanto de massa o curativo consegue suportar com o exsudato liberado

de uma ferida.
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Os resultados obtidos pelo método de sorcdo passiva durante 24 horas foram

apresentados pelas figuras 45 e 46. Referente aos resultados pelo método de centrifugacdo foi

analisado atraves das técnicas de FTIR e avaliacdo de superficie.

Figura 45 — Gréfico de sor¢do dos OEs em discos de PH F que relaciona massa com o
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Na figura 45, pode-se verificar que os discos contendo DMSO e os quatro OEs no

volume de 10 pL demonstraram maior sor¢do quando comparado ao volume de 20 UL, enquanto

que o disco contendo PBS nas quantidades de 10 pL e 20 pL aparentemente ndo obteve

alteracdo da massa dos discos.
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Figura 46 — Gréfico de sor¢do dos OEs em discos de PH G que relaciona massa com o

tratamento.
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A figura 46 confere que os discos contendo a quantidade de 20 pL dos quatro OEs e
DMSO demostraram uma sor¢cdo melhor do que comparada com os discos da PH F, alem de
que os discos contendo PBS néo apresentaram uma alteracdo elevada em sua massa. Com estas
analises, foi padronizado a quantidade ideal para inserir nos discos, sendo o disco da PH F na

guantidade de 10 pL e o disco da PH G na quantidade de 20 pL.
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6.3 Avaliacdo dos Ensaios de Caracteriza¢do da Placa Hidrocoloide
6.3.1 Ensaio de Tracdo

Tabela 4 — Valores resultantes dos trés parametros analisados pelo ensaio de tracao.

Alongamento Resisténcia a tracdo Mddulo de
percentual (%) (MPa) Young (GPa)
PHG 427,50 0,35-10? 300
DMSO 603,75 0,30 - 102 300
LA 74 0,30- 1072 400
LI 108,90 0,30 - 10 320
LV 66,75 0,25- 1072 85
ME 139,5 0,35-1072 2 -10°

A camada interna do curativo hidrocol6ide onde foi incorporado os 6leos essenciais, é
constituida pelos polimeros poliuretano, carboximetilcelulose e gelatina. Estes polimeros
apresentam uma elevada resisténcia a tragdo segundos os autores AQUINO et. al. (2010),
GUGLIELMI et. al. (2008) e LEITE et. al. (2017), além de que isto foi evidenciado também
durante a ocorréncia do ensaio de tracdo na PH-G.

Os dados obtidos apresentados na tabela 4, demonstram que os OEs de LA e LI
apresentaram valores relativamente elevados para 0 modulo de elasticidade, diferentemente dos
OEs de LV e ME. Isso significa que quanto maior o0 modulo elastico, maior a rigidez do
material, e, portanto, se torna mais propenso a se deformar elasticamente.

A respeito do alongamento percentual, este teve uma varia¢do caracteristica
comparando os valores entre si. O OE de Lippia alba pelo ensaio de liberacdo controlada
apresentou uma liberacdo em menor quantidade, indicando uma interacao intensa entre a PH G
e as moléculas presentes do OE, isso pode indicar, provavelmente, a diminuicdo do
alongamento percentual do CP sorvido pelo LA comparando-se com a PH G.

Referente a resisténcia a tracdo, o resultado obtido ndo demonstrou variagcdo
comparando as amostras sorvidas nos OEs e no controle (DMSO) com a PH G.

Assim, os resultados mecanicos presentes neste ensaio evidenciaram que os OEs ndo

prejudicaram o comportamento caracteristico da PH.
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6.3.2 Avaliago de Superficie da Placa Hidrocoléide com os Oleos Essenciais e o Controle
Este procedimento teve o intuito de comparar a alteracdo de superficie dos discos das
PH F e PH G com o auxilio do microscépio dptico invertido utilizando a ampliacédo de 500 pum.
As amostras da PH-F e PH-G foram sorvidas pelos OEs e controle (DMSO) através das duas
técnicas de sorgdo descritas pelas metodologias enumeradas 4.4.1 e 4.4.2.
Figura 47 — Registro fotografado pelo microscopio invertido (Leica Microsystems) das

alteracdes superficiais dos discos da PH-F pelo método de sorcdo passiva por 24 horas.
PH-F oS0 A

Na figura 47, os quatro OEs e o controle (DMSO) foram inseridos na regido central dos
discos pelo método de sorcdo passiva por 24 horas com uma quantidade de 10 uL. Através das
fotografias dos OEs foi observado que LI e ME apresentaram degradacdo em varios locais da
superficie do material, indicada pelas setas, diferentemente dos OEs de LA e LV, e do DMSO,

em que estes nao apresentaram danificacfes na area dos discos.
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Figura 48 — Registro fotografado pelo microscopio invertido (Leica Microsystems) das

alteraces superficiais dos discos da PH-G pelo método de sorcdo por 24 horas.
G OMSO A

Na figura 48, os quatro OEs e o controle foram inseridos na regido central dos discos
pelo método de sorcdo por 24 horas com uma quantidade de 20 pL. As fotografias dos discos
contendo os OEs de LI e LV demostraram presenca do 6leo sobre a superficie do polimero. A
fotografia do OE de ME permitiu observar a degradagdo que efetuou sobre o polimero, como
evidencia as setas. E a imagem registra pelo microscépio do OE de LA indica que o 6leo foi
sorvido parcialmente pela placa hidrocol6ide. Um detalhe adicional, referente as regides de
coloragdes escuras, estas indicam a adesdo do disco na lamina, a qual foi colocada no suporte
de apoio.

Em virtude do resultado observado da figura 47, foi constatado que a PH-F ndo foi
eficiente para utilizar como um possivel veiculo de liberagdo controlada de OEs, portanto, ndo

foi realizado a avaliacdo de superficie do método de centrifugacdo para a PH-F.
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Figura 49 — Registro fotografado pelo microscopio invertido (Leica Microsystems) das
alteraces superficiais dos discos da PH-G pelo método de centrifugacdo, o qual a amostra

ficou em contato com as substancias por 24 horas.

PG OHSD H

Na figura 49, os quatro OEs e o controle (DMSO) foram inseridos nos discos pelo
método da centrifugacdo com uma quantidade de 50 pL durante 24 horas. As fotografias dos
discos contendo os OEs e DMSO demonstraram a sor¢do em varias localidades evidenciadas

pelas disposi¢Ges dos 6leos em pequenas regides no disco, sendo indicado pelas setas.



Figura 50 — Registro fotografado pelo microscopio invertido (Leica Microsystems) das
alteraces superficiais dos discos da PH-G pelo método de centrifugacdo, o qual a amostra

ficou em contato no dia da realizacao desta avaliacao.
G oSO A

Na figura 50, os quatro OEs e o controle (DMSO) foram inseridos nos discos pelo
método da centrifugacdo com uma quantidade de 30 pL, em que apds esse método foi realizado
o registro fotografico das amostras. As fotografias dos discos contendo os OEs de LA, LV e

ME demonstraram a presenca do 6leo sobre a superficie do material, como evidencia as setas.

6.3.3 Ensaio de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Neste ensaio foi utilizado as placas hidrocoléide de espessura fina e grossa (PH-F e PH-
G), que contém estruturas como carboximetilcelulose, gelatina e pectina na sua camada interna,
em que essa camada teve o contato direto com os OEs e controle (DMSO).

As amostras da PH-F foram sorvidas pelas substancias citadas no paragrafo anterior
pelo método de sorcdo durante 24 horas, enquanto que as amostras da PH G foram sorvidas
pelas substancias pelo método de centrifugagdo, em virtude que nos resultados da avaliacéo
superficial da PH foi observado e constatado que a espessura PH F ndo foi eficiente como
veiculo de liberacdo controla dos OEs, diferente da placa com espessura grossa (PH-G).

Nas tabelas 5, 6, 7, 8 e 9 sdo apresentados 0s principais grupos funcionais das estruturas
quimicas da PH, dos OEs (LA, LI, LV e ME) e do controle (DMSO), bem como a localizacéo
no eixo horizontal (nimero de onda na unidade cm™) dos mesmos (PAVIA; LAMPAN; KRIZ,
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2001; LEITE, 2014; MAMBRI, 2016; SILVEIRA et. al., 2012; MARTINS et. al., 2017,
CAMPELDO et. al., 2013; OLIVEIRA et. al., 2015; TAVARES et. al., 2005; AGUIAR, 2008;
GOMES et. al., 2011).

Tabela 5 — Principais grupos funcionais da PH com sua banda respectiva.

Grupo Funcional (PH) NUmero de onda (cm™?)
Deformacéo axial do grupo acido carboxilico (C-O) 1300-1000
Alceno de estiramento (C=C) 1680-1600
Grupo éter (C-O) 1300-1050
Alcano de dobramento (CHs) 1450 e 1375

Tabela 6 — Principais grupos funcionais da DMSO com sua banda respectiva.

Grupo Funcional (DMSO) NUmero de onda (cm™)
Grupo sulféxido (S=0) 1060-1040
Alcano de dobramento (CHz) 1450 e 1375

Tabela 7 — Principais grupos funcionais da LA com sua banda respectiva.

Grupo Funcional (LA) NUmero de onda (cm™)
Alceno de estiramento (C=C) 1680-1600
Alcano de dobramento (CHs) 1450 e 1375

Grupo éter (C-0) 1300-1050

Tabela 8 — Principais grupos funcionais da LI e LV com sua banda respectiva.

Grupo Funcional (LI e LV) NUmero de onda (cm™)

Alceno de estiramento (C=C) 1680-1600

Alcano de dobramento (CHa) 1450 e 1375
Grupo éster (C=0) 1750-1740
Grupo éster (C-0) 1300-1050

Tabela 9 — Principais grupos funcionais da ME com sua banda respectiva.
Grupo Funcional (ME) NUmero de onda (cm™)
Alceno de estiramento (C=C) 1680-1600
Alcano de dobramento (CHa) 1450 e 1375
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Grupo cetona (C=0) 1720-1700

Figura 51 — Espectros de infravermelho da PH F, do tratamento (LA, LI, LV e ME) e do
controle (DMSO).
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A figura 51 apresenta os espectros da PH F, da sorcdo da PH com os OEs e com o
DMSO. Referente ao espectro FTIR da PH F pode-se observar bandas de deformacéo axial de
C-O de 4cidos carboxilicos na regido 1662 cm™, bem como a deformacio angular de CHs nas
faixas 1375 cm™ e 1450 cm™. No espectro do DMSO apresentou bandas de éteres alifaticos e
deformacdo axial de C-O de acidos carboxilicos na regido 1014 cm™ . O espectro da LA foi
identificado grupos éteres alifaticos e deformacdo axial C-O de acidos carboxilicos nas regides
de 1016 cm™ e 1221 cm™, bem como o alceno de estiramento (C=C) na faixa regido 1680 cm"
1.

No espectro do LI, foram observadas bandas de deformagéo axial de C-O de acidos
carboxilicos na faixa 1662 cm™ e do grupo éster C=0 na faixa de 1733 cm™. Enquanto que o
espectro da LV, foi identificado as bandas de deformac&o axial de C-O de &cidos carboxilicos

nas regides 1016 cm™ e 1240 cm, além do grupo éster C-O situado na regido 1165 cm™ e do
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grupo éster C=0 na faixa 1733 cm™. Por fim, o espectro da ME apresentou bandas de
deformacdo axial de C-O de acidos carboxilicos nas regides 1024 cm™ e 1071 cm™, como
também o grupo éster C-O nas faixas 1071 cm™ e 1161 cm™, e o grupo cetona C=0 na regi&o
1719 cm-1.

Figura 52 — Espectros de infravermelho da PH G e das sor¢des dos OEs e DMSO sobre ela na

quantidade de 30 pL.
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A figura 52 apresenta os espectros da PH G, da sorcdo pelo método da centrifugacao

com uma quantidade de 30 pL dos OEs e do DMSO, ambos sorvidos na PH G. Referente ao
espectro FTIR da PH G pode-se observar bandas de deformacdo axial de C-O de éacidos
carboxilicos e deformacgdo angular de CHs na regido 1181 cm™. No espectro do DMSO
apresentou banda do grupo funcional alcano de dobramento (CHs) na regido 1426 cm™. O
espectro da LA foi identificado o grupo alcano de dobramento (CH3) na regifo 1453 cm™,

No espectro do LI, foram analisadas bandas do grupo funcional alcano de dobramento
(CHs) naregido 1458 cm™ e do grupo éster C=0 na faixa de 1730 cm™. Enquanto que o espectro
da LV, foi identificado o grupo funcional éster C=0 na faixa de 1744 cm*. Por fim, o espectro
da ME apresentou banda no grupo funcional alceno de estiramento (C=C) situada na regido de
1698 cm™.
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Figura 53 — Espectros de infravermelho das sor¢des dos OEs e DMSO sobre a mesma na
quantidade de 50 pL.
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A figura 53 apresenta os espectros das sor¢des pelo método da centrifugacdo com uma
quantidade de 50 pL dos OEs e do DMSO incorporados sobre a PH G. Sobre o espectro FTIR
do DMSO, este apresentou banda do grupo funcional alcano de dobramento (CHs) na regido
1404 cm™. O espectro da LA foi identificado o grupo alceno de estiramento (C=C) na regido
1634 cm™.

No espectro do LI, foram analisadas bandas do grupo funcional alcano de dobramento
(CHs3) naregiio 1445 cm™ e do grupo éster C=0 na faixa de 1723 cm™*. Enquanto que o espectro
da LV, foram identificadas bandas do grupo funcional alcano de dobramento (CHs) na faixa de
1449 cm™, do grupo éster C=0 na faixa de 1726 cm™ e do grupo éster (C-O) localizada na
regido 1223 cm™. Por fim, o espectro da ME apresentou bandas nos grupos funcionais alcano
de dobramento (CHs) na regido 1449 cm™, e do grupo cetona (C=0) na faixa espectral de 1723
cm™,

Perante a esses resultados, pode-se observar que nem todos os grupos funcionais dos
dois métodos foram possiveis de serem identificados, em virtude da ndo ocorréncia da vibragdo
molecular através da emissdo da radiacdo infravermelho vibracional, em que o detector do
equipamento ndo conseguiu ler essa vibracdo. Esse resultado pode ser devido a perda desses

grupos funcionais através da liberacdo gradativa dos OEs no periodo de 24 horas, e de que pelo
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método de centrifugacdo, pode ter propiciado para que a placa hidrocol6ide de alguma maneira
tenha aprisionado os compostos volateis em sua estrutura interna, permitindo com que sua

liberacdo se torne ainda mais prolongada.

6.4 Avaliagdo do Ensaio de Liberagio Controlada dos Oleos Essenciais

O ensaio de liberagdo controlada foi utilizado com o intuito de analisar a capacidade de
liberacdo dos 6leos essenciais pelo polimero (placa hidrocoloide), e tal analise foi importante,
pois 0 objetivo geral desse estudo é a avaliacdo se o polimero poderia servir como um veiculo
de liberagcdo controlada e prolongada sobre as linhagens celulares tumoral (B16F10) e néo
tumoral (L929).

A figura 54 apresenta os graficos da curva de calibracdo dos respectivos 6leos essenciais
utilizados nesse estudo, exceto o de liméo, pois este demonstrou ndo ter um efeito antitumoral
eficiente na linhagem tumoral observado pelo resultado 5.1 (avaliacdo do efeito volatil dos

6leos essenciais sobre as linhagens celulares).

Figura 54 — Curva de Calibracdo dos OEs. (a) erva cidreira; (b) lavanda; e (c) Melaleuca.
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A curva de calibragdo representa a relacdo gréfica entre os valores de absorbancia e os
de concentracdo de uma determinada substéncia, e tem a finalidade de se determinar a
linearidade do método e permitir a analise quantitativa do produto (PASCHOAL et. al., 2003).
A partir dos graficos confeccionados pela figura 54 foi possivel realizar o calculo de conversédo
dos valores de absorbancia em concentragdo para os posteriores graficos que serdo apresentados
adiante.

O célculo ¢ obtido pela seguinte expressao matematica:

y =ax + b (6)

Onde “y” representa a resposta medida (absorbancia) “ X corresponde a concentragéo,
0 “@” compreende a inclinacdo da curva analitica (sensibilidade), e por fim o “b” representa a
intersecdo com o eixo y (quando x = 0).

A figura 55 ilustra graficamente essa curva de cada OE utilizado nesse estudo, com

excecdo do Oleo essencial de limao, e um comparativo entre os eles.

Figura 55 — Curva de concentragdo dos OEs no decorrer do tempo. (a) erva cidreira; (b)

lavanda; (c) Melaleuca; e (d) comparagdo entre os trés 6leos essenciais.
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A figura 55 A apresenta uma curva de liberagdo com baixos valores de desvio padréo,
isso assegura que a placa de hidrocol6ide em contato com o dleo essencial de erva cidreira
apresenta uma estrutura homogénea. Assim como ocorreu no grafico da figura 55 A, a curva de
liberacdo da figura 55 B mostrou, no inicio do teste de liberagdo, que as primeiras amostras
apresentaram uma barra de desvio padrdo relativamente pequena, contudo, ao percorrer do
tempo de liberacdo obteve-se uma diferenca desse desvio. Isso pode ser um indicativo de que o
método de incorporacdo (centrifugacdo) do OE no polimero néo foi tdo efetivo, uma vez que as
duas amostras foram inseridas no mesmo tubo de ensaio contendo o OE, e isso pode ter
propiciado a sobreposicdo das amostras, dificultando a incorporagdo do OE para dentro das
amostras. Portanto, essa diferenca foi proveniente da sobreposi¢do que contribuiu para que a
guantidade de OE sorvida em cada amostra fosse diferente. Sendo assim, o contato da amostra,
sorvida com OE, em PBS resultou em uma liberacdo de maneira diferente. Todavia, por mais
que resultou em uma diferenca, teve-se uma liberagdo controlada depois de 2,5 horas. O grafico
ilustrado na figura 55 C demonstrou um comportamento semelhante comparando-se com o
gréfico do OE de lavanda (figura 55 B).

Por fim, a figura 55 D apresenta uma comparacao da liberacédo de concentracao dos OEs
sorvidos na placa hidrocoldide, pode-se observar que o OE de Melaleuca propiciou uma
liberacdo em maior quantidade pelo tempo analisado, em virtude de uma menor afinidade entre
a PH com as moléculas presente do OE, indicando, portanto, uma menor interacdo entre ambos.
Diferentemente do que foi observado no OE de erva cidreira, em que se teve uma liberacdo em
menor quantidade comparando-se com o0s outros dois OEs, isso pode ser decorrente de uma
interacdo intensa entre o polimero e a amostra, permitindo com que a liberacdo no meio aquoso
(PBS) fosse de uma maneira mais prolongada. Por sua vez, o OE de lavanda apresentou um
comportamento intermediario comparando com os OEs de erva cidreira e Melaleuca.

Ademais, foi observado no ensaio de liberacdo controlada que durante o preparo das
aliquotas, o polimero comercial foi se degradando parcialmente durante cada coleta, isso
tambem permitiu que a liberagcdo ocorresse de maneira diferente. Portanto, esse efeito de
degradacdo da PH, devido as caracteristicas distintas dos OEs, ocasionou a diferenca observada

no desvio padréo.
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6.5 Avaliacdo da Liberacdo Gradativa do Efeito Volatil dos Oleos Essenciais Sorvidos na Placa
Hidrocol6ide sobre as Linhagens Celulares

Para avaliar a liberacao controlada dos OEs propiciada pelo veiculo placa hidrocoléide
nas linhagens celulares comparando-se com o controle (DMSQ) foram realizados o ensaio de
viabilidade celular mensurada através do método colorimétrico MTT. Os dados obtidos apos a
realizacdo da leitura pelo equipamento ELISA foram tratados no software Prism (GraphPad
Software Inc., EUA), em que para normalizar os resultados foi considerado a placa controle
(DMSO) como 100% de células viaveis e o calculo realizado foi obtido a partir de uma regra

de trés para determinar a viabilidade celular das amostras.

Figura 56 — Viabilidade celular verificada atraves do ensaio MTT. (A) linhagem tumoral
(B16F10) exposta ao método de sor¢édo por centrifugacdo dos OEs diluidos percentualmente a
75% e do controle (DMSO); (B) linhagem nédo tumoral (L929) exposta pelos OEs diluidos.
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Na figura 56, pode-se verificar de maneira comparativa a média de células viaveis das
linhagens celulares (B16F10 e L929) apos exposi¢cdo ao PH G+DMSO (controle) e o PH G+LA,
PH G+LV, PH G+ME. A figura 56 A demonstra que os trés 6leos apresentaram atividade de

compostos volateis sobre a linhagem tumoral, quando comparado ao grupo controle (DMSO).
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No entanto, a figura 56 B demonstra que 0s mesmos resultados foram observados com a célula
n&o tumoral (L929).

Entdo, pode-se verificar na figura 56, de maneira geral, que os OEs de LA (Lippia alba)
e de ME (Melaleuca) apresentaram uma maior eficacia da sua propriedade antitumoral sobre a
viabilidade celular das linhagens celulares, diferentemente do que foi demonstrado com o OE
de LV (lavanda). Nesse estudo néo foi utilizado o OE de LI (lim&o), em virtude de n&o ter tido
um efeito volatil eficiente sobre a linhagem tumoral.

Diante desses dados preliminares, estes sugerem que a PH G foi capaz de liberar os
compostos volateis sobre a linhagem tumoral, no entanto, essa liberacdo afetou a linhagem néo
tumoral. Através do ensaio de liberagdo controlada possibilitou o entendimento do
comportamento dos OEs de erva cidreira, lavanda e Melaleuca, em que o OE de Melaleuca
demonstrou uma liberacdo em maior quantidade, porém de maneira controlada ap6s 2,5 horas,
porém seu efeito sobre as linhagens ocorreu com uma conduta menos efetiva sobre a linhagem
tumoral, diferentemente do que ocorreu com o OE de erva cidreira, o qual teve uma liberagéo
em menor quantidade, controlada apds 2,5 horas, no entanto, apresentou um efeito mais
eficiente do que o OE de ME.

Estes comportamentos sobre as linhagens celulares podem ser provenientes da maneira
como foi disposto os discos incorporados pelos OEs entre os pocos da placa de cultura, em que
por mais que a ilustracdo apresentada na metodologia 4.3.2 indica a maneira como teria que ser
executada, todavia, no momento em que foi realizado esse ensaio in vitro, alguns discos ndo
ficaram totalmente no centro como indicado pela ilustracdo, isso pode ter afetado parcialmente
a avaliacdo desse ensaio.

Assim, na sequéncia desse estudo, sera trabalhado e voltado ao estudo das dilui¢cdes dos
oOleos essenciais na finalidade de atenuar esse efeito volatil sobre as linhagens ndo tumorais.

Diferentes estudos tém demonstrado o interesse de muitos pesquisadores em estudar os
efeitos volateis dos OEs sobre diferentes tipos de cancer, sendo que a forma de aplicacdo, a
concentracdo e o desenvolvimento de reacOes alérgicas sdo preocupacgdes elencadas por
diversos pesquisadores (SUHAIL et al., 2011; REIS e JONES, 2017; AZIZ ZAA et al., 2018;
ISHFAQ et al., 2018). Porém se estes problemas forem resolvidos, é possivel que estes 6leos

se tornem uma terapia adjuvantes para alguns tipos de cancer, entre estes 0 melanoma cutaneo.
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7. CONCLUSAO

e O efeito volatil dos OEs diluidos (75%) de Melaleuca, lavanda e erva cidreira se
mostraram mais eficazes para diminuir a viabilidade das células B16F10 in vitro, do que
0 OE de liméo;

e Avolatilidade dos OEs diluidos também apresentou efeito intenso sobre a linhagem nédo
tumoral L929 in vitro;

e Comparativamente a sor¢do da PH G foi mais eficiente do que a PH F, devido sua
espessura ser mais resistente a degradacéo exercida dos OEs;

o Comparativamente o método de sorcdo por centrifugacédo foi mais eficaz do que a sorcéo
passiva (por 24h).;

e O método de sorcdo por centrifugacdo se mostrou melhor em preservar a estrutura e a
integridade da PH G;

e Através do ensaio de liberagdo controlada dos OEs sorvidos na PH G foi possivel
observar que o OE de ME teve uma liberacdo em maior quantidade, diferentemente do
que foi demonstrado pelo OE de LA, o qual teve uma liberacdo em menor quantidade,
demonstrando que precisa aumentar a sua quantidade de sorcédo sobre a PH;

e A liberagdo controlada dos OEs sorvidos na PH G sobre a linhagem tumoral
demonstrada pela técnica colorimétrica MTT resultou na reducdo da viabilidade celular.
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