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RESUMO

O melanoma cutaneo constitui um dos tipos mais agressivos de cancer de pele e apresenta
aumento de incidéncia em diferentes regides do mundo. A elevada mortalidade e as limitagOes
das terapias disponiveis justificam a busca por novas estratégias terapéuticas. Compostos
naturais, como 0leos essenciais, possuem atividades antioxidantes, fotoprotetoras e citotoxicas
relatadas em literatura, mas sua aplicacdo direta sofre restricdes devido a baixa solubilidade
em &gua, volatilidade e instabilidade. A nanotecnologia oferece alternativas para superar tais
limitagOes. Este trabalho tem como objetivo desenvolver e avaliar in vitro a atividade
antimelanoma de uma nanoemulsdo contendo 6leo de Euterpe oleracea (acai) e 6leo essencial
de Melaleuca leucadendron. O 6leo essencial obtido por hidrodestilacdo é caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As nanoemulsdes produzidas pelo
método de emulsificacdo por inversdo de fases sdo caracterizadas quanto ao tamanho de
particula, indice de polidispersidade, potencial zeta, estabilidade, comportamento reoldgico e
morfologia. A atividade citotoxica é avaliada em fibroblastos L-929 e em linhagens de
melanoma murino B16-F10 pelo ensaio de sulforodamina B. O rendimento do 6leo essencial
corresponde a 0,59% em relagdo a massa fresca, com predominancia de hinesol (28,74%) e B-
terpineol (17,09%). As nanoemulsfes apresentam tamanho médio de aproximadamente 200
nm, distribuicdo homogénea, estabilidade a centrifugacdo e comportamento pseudopléastico
com tixotropia. Nos ensaios de viabilidade celular, a nanoemulsdo contendo 6leo essencial
demonstra maior citotoxicidade seletiva contra células de melanoma em comparacgdo ao 6leo
essencial isolado. Os resultados evidenciam que a nanoemulsdo contendo 6leo essencial de
Melaleuca leucadendron associada ao 6leo de acai exerce efeito antimelanoma in vitro, com

manutencdo parcial da viabilidade de células ndo tumorais.



ABSTRACT

Cutaneous melanoma is one of the most aggressive types of skin cancer and shows an increasing
incidence in different regions of the world. The high mortality rate and the limitations of
available therapies justify the search for new therapeutic strategies. Natural compounds, such
as essential oils, have antioxidant, photoprotective, and cytotoxic activities reported in the
literature, but their direct application is restricted due to low water solubility, volatility, and
instability. Nanotechnology offers alternatives to overcome these limitations. This work aims
to develop and evaluate in vitro the anti-melanoma activity of a nanoemulsion containing
Euterpe oleracea (acai) oil and Melaleuca leucadendron essential oil. The essential oil obtained
by hydrodistillation is characterized by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The
nanoemulsions produced by the phase inversion emulsification method are characterized in
terms of particle size, polydispersity index, zeta potential, stability, rheological behavior, and
morphology. The cytotoxic activity is evaluated in L-929 fibroblasts and in B16-F10 murine
melanoma cell lines using the sulforhodamine B assay. The yield of the essential oil
corresponds to 0.59% in relation to the fresh mass, with a predominance of hinesol (28.74%)
and B-terpineol (17.09%). The nanoemulsions show an average size of approximately 200 nm,
homogeneous distribution, stability under centrifugation, and pseudoplastic behavior with
thixotropy. In cell viability assays, the nanoemulsion containing essential oil demonstrates
higher selective cytotoxicity against melanoma cells compared to the isolated essential oil. The
results show that the nanoemulsion containing Melaleuca leucadendron essential oil associated
with acai oil exerts an in vitro anti-melanoma effect, with partial maintenance of non-tumor cell

viability.
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INTRODUCAO

1.1 Pele humana e o desenvolvimento de um melanoma

A pesquisa cientifica dedicada a pele por décadas revela sua extrema complexidade em
niveis microscopicos e moleculares, desvelando um ecossistema dindmico que transcende sua
funcdo priméaria como apenas sendo uma barreira fisica. Enquanto o maior 6rgéo do corpo
humano devido a sua area superficial folicular e interfolicular (Williams; Nakatsuji; Sanford;
Vrbanac; Gallo, 2017), a pele desempenha um papel essencial como interface essencial entre
0 ambiente interno e externo, protegendo continuamente o organismo contra estimulos nocivos,
como microorganismos, radiacdo ultravioleta, linfocitos T gama delta e células de Langerhans
(Williams; Nakatsuji; Sanford; Vrbanac; Gallo, 2017; Grice; Segre, 2011). Ela apresenta em
sua composicdo celulas como os fibroblastos, localizadas na hipoderme, que conferem a
funcionalidade de adaptacdo a diferentes condi¢cGes em que 0 organismo pode estar exposto,
junto aos adipdcitos, células de gordura. A hipoderme consiste principalmente em tecido
conjuntivo frouxo, sendo rica em proteoglicanos e glicosaminoglicanos, conferindo-lhe
propriedades semelhantes as mucosas (Nguyen; Qiu; Cui; Goh; Mwangi; David; Mukundan;
Brombacher; Locksley; Chawla, 2011). J& na camada basal, os queratinécitos desempenham
um papel central na manutencgéo da integridade da pele, proliferando para formar as camadas
espinhosa e granulosa. Na camada granulosa, essas células terminam sua diferenciacdo como
cornedcitos, compreendendo a camada cornea ou estrato cérneo (SC), uma barreira essencial
de permeabilidade e antimicrobiana. (Wong et al., 2016). Em relacdo a pigmentacdo, 0s
melandcitos sdo responsaveis por sua producdo, sendo derivadas de um grupo de células
embrionarias altamente migratérias chamadas crista neural (Erickson; Reedy, 1998). Elas
passam por diversas etapas de desenvolvimento, podendo ainda passar a adquirir um fendtipo
maligno, resultado da acumulacdo de caracteristicas especificas ao longo do processo. Cada
fase apresenta particularidades histologicas que refletem alteracdes genéticas, epigenéticas e
fenotipicas (MUTHUSAMY et al., 2006). Mutacbes em genes reguladores do crescimento, a
producdo de fatores de crescimento de forma autocrina e a perda de receptores de adeséo
comprometem a sinalizacdo intracelular, tornando os melandcitos menos responsivos ao
controle exercido pelos queratindcitos. Com isso, passam a proliferar e se disseminar,
culminando na formac&o de nevos, que sao as pintas ou sinais aparentes na pele.

Quando originados de um nevo benigno, esses melandcitos podem passar a apresentar

crescimento anormal, seguido pelo surgimento de bordas irregulares, alteragdes de coloragdo
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e, frequentemente, uma resposta inflamatdria local. Nessa fase, a leséo é classificada como
displasica (Gray-schopfer et al., 2007), com possibilidade de ser um melanoma, um tipo de

cancer agressivo e fatal de pele.

1.2 Estresse oxidativo e radiacdo UV no desenvolvimento do melanoma

Dentro dessa complexidade cuténea, deve-se compreender o fendbmeno do estresse
oxidativo, desempenhando um papel significativo na fisiologia e patologia da pele.
Caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
como anion superoxido, peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila, e os sistemas de defesa
antioxidante, o estresse oxidativo é central para a manutencao do equilibrio redox ideal das
células. DisfuncBes nesse equilibrio podem resultar em elevacdo dos niveis de ROS,
desencadeando estresse oxidativo e sinalizacdo celular anémala, ou na reducdo dos niveis de
ROS, perturbando a homeostase cellular (Rinnerthaler et al., 2015). O estresse oxidativo é uma
caracteristica proeminente em diversas condi¢Ges patoldgicas, incluindo o cancer,
evidenciando o papel ambivalente das ROS na iniciacdo, progressao e disseminacdo dessa
doenca (Chaudhary et al., 2023). Além disso, o envelhecimento da pele, tanto cronolédgico
quanto influenciado pelo ambiente, esta associado ao estresse oxidativo, especialmente no
fotoenvelhecimento induzido por exposi¢do cronica a radiacdo UV, que acarreta na elevagdo
dos niveis de ROS na pele. Vale ressaltar que o UV é um fator de risco estabelecido para o
desenvolvimento de cancer de pele, uma vez que essa radiacdo pode causar danos diretos ao
DNA celular, levando a mutacdes genéticas e, consequentemente, ao surgimento de células
cancerigenas. A producdo aumentada de ROS, principalmente devido a exposicédo solar, pode
desencadear ainda mais esse processo, potencialmente contribuindo para o desenvolvimento
do cancer (D'orazi; Jarret; Amaro-ortiz; Scott, 2013).

A partir desse conhecimento, a atencdo com o melanoma aumenta, sendo este o tipo
mais fatal de cancer de pele, cuja incidéncia tem apresentado um aumento preocupante
(Kaminski; Kazimierczak; Kolenda, 2022). Concomitantemente ao papel essencial do estresse
oxidativo em condi¢Bes patologicas, € importante explorar a intersegdo entre o estresse
oxidativo e a carcinogénese cutanea, especialmente no contexto do melanoma, enfatizando a
necessidade de uma abordagem realista em relagdo ao momento e a forma como o estresse
oxidativo contribui para as doencas cutaneas. A melanina, principal pigmento da pele,
desempenha um papel dual na protecdo contra danos induzidos pela radiacdo UV e na

modulacdo do comportamento do melanoma. A sintese de melanina estd intimamente ligada a
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geracdo de ROS, estabelecendo uma correlagdo complexa entre os processos de melanogénese

e estresse oxidativo.

1.3  Epidemiologia do melanoma cutaneo

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta que a incidéncia de cancer tem
crescido de forma acelerada, registrando aproximadamente 18,1 milhdes de novos diagnosticos
e cerca de 9,6 milhdes de Obitos. Entre as neoplasias de maior ocorréncia destacam-se 0s
canceres de pele, englobando tanto o melanoma quanto os ndo melanomas, estes ultimos
representados principalmente pelo carcinoma basocelular (CBC) e pelo carcinoma
espinocelular (CEC) (Krishnaiah; Sarbatly, 2011). O melanoma revela disparidades
significativas nas taxas de incidéncia e mortalidade em diferentes regides do mundo, com
Australia, Nova Zeléndia, Noruega, Suécia e Holanda figurando entre as nacGes com as taxas
mais elevadas, visto que esses paises diferem quanto aos fatores ambientais que podem
contribuir com a manifestacdo da doenca (Bolick; Geller, 2021). Essa realidade € agravada pelo
aumento continuo da incidéncia, especialmente em homens, ressaltando a necessidade de
recursos adicionais para enfrentar o crescente desafio representado pelo melanoma. Dados do
estudo revelam que, de 2001 a 2017, as taxas de incidéncia de melanoma em homens
aumentaram acentuadamente em comparacdo com mulheres, destacando a necessidade
premente de abordagens especificas de género na pesquisa e intervencdo. Além disso, a analise
por faixa etaria evidencia aumentos estatisticamente significantes nas taxas de melanoma para
grupos com 35 anos ou mais, enquanto houve uma diminuicéo para individuos de 20 a 29 anos.
Essas variacGes sugerem a importancia de estratégias de prevencdo adaptadas a diferentes
faixas etarias. A distribuicdo geogréfica das taxas de incidéncia nos Estados Unidos, com
diferencas marcantes entre os estados, ressalta a necessidade de pesquisas adicionais e
campanhas de salde publica especificas em areas com taxas crescentes (Gudenkauf; Thrift,
2020). No que diz respeito a mortalidade, observa-se uma diminuigdo nas taxas ajustadas por
idade de 2008 a 2017, embora permaneca uma disparidade significativa entre 0s sexos, com 0s
homens apresentando taxas de mortalidade mais elevadas. Além disso, 0s custos associados ao
tratamento do melanoma sdo exorbitantes, estimados em cerca de $3.3 bilhdes anualmente nos
Estados Unidos, sublinhando a urgéncia de intervencdes eficazes para prevenir o impacto

econdmico crescente dessa doenga (Us Department Of Health And Human Services, 2016).
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14 Prevencéao e tratamentos

Como forma de prevencdo, a utilizacdo de filtros solares com fator de protecdo solar
(FPS) igual ou superior a 30 é reconhecida como estratégia para reduzir a incidéncia de
melanoma ao longo do tempo. Esses produtos atuam na protecdo contra os efeitos nocivos da
radiacdo ultravioleta, prevenindo mutacbes e danos oxidativos que podem levar a
transformacdo neoplésica das células cutaneas (Bolick; Geller, 2021). Apesar de sua
importancia, cresce a preocupacao em relacdo a certos filtros solares convencionais, como a
oxibenzona e o0 octinoxato, que apresentam potencial de absorcdo cutanea e possivel
interferéncia no sistema endocrino, afetando o equilibrio hormonal. Além disso, estudos
destacam impactos ambientais relacionados ao uso desses compostos, incluindo toxicidade
para organismos marinhos e danos a recifes de corais, 0 que reforca a necessidade de
alternativas seguras e sustentaveis (Downs et al., 2016).

Ja a resseccao cirargica permanece como o principal pilar no tratamento do melanoma
localizado, visando remover tanto o tumor quanto os tecidos circundantes saudaveis.
Estratégias como a bidpsia do linfonodo sentinela complementam essa abordagem, oferecendo
informacdes sobre a presenca de células malignas. Entretanto, em casos de melanoma
metastatico, a cirurgia, embora possa ser aplicada para a remocdo de tumores secundarios, ndo
é curativa, exigindo intervencdes terapéuticas adicionais. Historicamente, a quimioterapia
emergiu como a principal opcdo para pacientes com melanoma metastatico. Contudo, as
primeiras tentativas, datadas do século XX, revelaram-se limitadas em eficicia e
frequentemente associadas a efeitos colaterais severos. A descoberta de agentes
quimioterapicos mais eficazes, como a dacarbazina em 1975, trouxe avangos, mas respostas
parciais e toxicidade significativa ainda persistiram (Davis; Shalin; Tackett, 2019).

Recentes progressos na compreensdo das bases moleculares do melanoma
possibilitaram o desenvolvimento de terapias-alvo, destacando os inibidores de BRAF, como
vemurafenibe e dabrafenibe, aprovados para melanomas com mutacGes BRAF. Apesar de sua
eficicia inicial, a resisténcia secundaria frequentemente compromete sua durabilidade,
incentivando a pesquisa para novas combinagdes terapéuticas. A imunoterapia surge como um
marco revolucionario no tratamento do melanoma metastatico, integrando-se de maneira coesa
com as estratégias cirargicas tradicionais. A complexidade da resposta imune, particularmente
na distincdo entre células ndo tumorais e cancerosas, € explorada por terapias que visam 0S
checkpoints imunolégicos. Anticorpos anti-PD-1, anti-PD-L1/2 e anti-CTLA-4, como

nivolumabe, pembrolizumabe e ipilimumabe, mostraram eficacia notavel, proporcionando
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respostas duradouras em uma parcela significativa de pacientes. Novas estratégias de
tratamento também abordam desafios especificos, como a dissecacdo completa do linfonodo
regional (CLND). Estudos recentes, como DeCOGSLT (2016) e MSLT-1I (2017),
questionaram a utilidade rotineira da CLND, evidenciando que, em pacientes com SLNB
positiva, a CLND imediata ndo aumenta a sobrevida especifica para melanoma. Essas
descobertas impactam diretamente a pratica clinica, redirecionando o foco para abordagens
menos invasivas e preservadoras. Adicionalmente, esses estudos concentram-se em terapias
combinadas, como a combinacdo de anti-CTLA4 com inibidores de PD-1, demonstrando
prolongamento da sobrevida em melanoma avancado. Abordagens inovadoras, incluindo
terapia direcionada, virus oncoliticos e transplante fecal, expandem as opcdes terapéuticas,

prometendo resultados promissores no horizonte do tratamento do melanoma.

1.5  Oleos essenciais como tratamento alternativo

Nesse cendrio, abordagens complementares, como compostos fitoquimicos
provenientes de plantas, ganham espaco, especialmente aquelas derivadas de produtos naturais
(Park; Pezzuto, 2002). Estudos apontam que os 6leos essenciais (OES) sdo capazes de aumentar
0 FPS de protetores solares ja existentes devido ao seu sistema conjugado de ligacdes quimicas
insaturadas (Zhou et al., 2023), tornando-os ndo apenas complementos cosméticos, mas
também agentes funcionais no contexto da fotoprotecdo e do combate ao estresse oxidativo.
Além disso, a diversidade de compostos presentes nos OEs favorece multiplos mecanismos de
acdo contra células tumorais, incluindo inducéo de apoptose, modulacéo de vias de sinalizacao
e inibicéo da proliferacdo celular. Entre os componentes mais investigados estdo carvacrol, D-
limoneno, geraniol e a-humuleno, que exibiram citotoxicidade seletiva em varias linhagens de
cancer, incluindo modelos de melanoma (Gautam; Mantha; Mittal; 2014). Diversos OEs de
plantas foram avaliados quanto a atividade inibitoria de crescimento em linhagens de
melanoma murino e humano, destacando-se a capacidade citotoxica de OEs de plantas como
Platycladus orientalis, Prangos asperula, Cupressus sempervirens ssp. pyramidalis, Salvia
bracteata Bank & Sol, e Salvia rubifolia Boiss em diferentes linhagens de melanoma. Estudos
especificos revelaram que o OE de Tridax procumbens L exerce efeitos inibitdrios
significativos na formagdo de nddulos tumorais e vasos sanguineos em modelos murinos de
melanoma, aumentando expressdes de p53 e caspase-3. Da mesma forma, o OE de
Plectranthus amboinicus (Lour) aumentou as expressdes de p53 e caspase-3, inibindo a

formacéo de nddulos tumorais e vasos sanguineos em modelos de melanoma (Pavithra; Mehta;
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Verma, 2019). Outras pesquisas avaliaram os efeitos antitumorais de OEs em modelos de
melanoma, como Pituranthos tortuosus (Coss.) Maire, Zornia brasiliensis Vogel. e Annona
vepretorum Mart. Resultados consistentes apontaram para a inibigéo do crescimento tumoral,
inducdo de apoptose e supressdo de processos invasivos. Importante notar que, apesar dos
resultados promissores de estudos pré-clinicos que exploram o potencial dos 6leos essenciais

no tratamento do melanoma.

1.6 Oleo essencial de Melaleuca leucadendron

Figura 1. Fotografia da planta Melaleuca leucadendron cultivada na Universidade Federal de Ouro Preto, Brasil

Com tantas investigacfes de mais agentes terapéuticos derivados de fontes naturais
como uma alternativa promissora, destaca-se a planta Melaleuca leucadendron L., conhecida
pelos seus Oleos essenciais ricos em compostos fendlicos, emergindo como um foco de
interesse no tratamento do melanoma. Estudos prévios evidenciaram que 0S compostos
fendlicos tém atividades antioxidantes notaveis, sendo amplamente distribuidos em plantas
medicinais, frutas e vegetais. A Melaleuca leucadendron L. ndo é excecdo, conforme indicado
pelos resultados do estudo que revelou altos teores de compostos fenolicos, especialmente no
extrato butanolico (BuOH). Esses compostos tém demonstrado atividades bioldgicas diversas,
incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e anticarcinogénicas seguras (Surh;

Yun, 2012). No entanto, a pesquisa especifica sobre o potencial antitumoral dos Oleos
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essenciais de Melaleuca leucadendron L. no contexto do melanoma ainda esta em
desenvolvimento. Dentre os constituintes desses 6leos, o eucaliptol (1,8-cineol) ¢ identificado
como um componente principal, demonstrando propriedades biologicas notaveis. Em estudos
anteriores (Brophy, 1999; An; Huong; Satyal, 2020), o eucaliptol apresentou atividade
antiproliferativa contra linhagens celulares malignas, incluindo carcinoma de prostata humano
(22Rv1) e cancer de mama humano (MCF-7). Além disso, o eucaliptol € reconhecido por suas

propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas.

1.7 Oleo de Euterpe oleracea Mart.

Além do dleo de Melaleuca leucadendron, outro 6leo que tem destaque pela sua
acessibilidade e composicao é o 6leo de Euterpe oleracea Mart., conhecido como 6leo de acai.
Ele é obtido a partir da polpa ou da semente do fruto e apresenta composicdo rica em acidos
graxos insaturados, destacando-se o acido oleico (mega-9) e o 4cido linoleico (bmega-6), além
de fitoesterdis e compostos fendlicos como antocianinas e flavonoides. Essa composicao
confere ao Oleo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, fotoprotetoras e potencial
cicatrizante, que o tornam um ingrediente de interesse para formulacdes voltadas a saude e
estética da pele. Outra caracteristica de interesse é o fato do Oleo apresentar altos niveis de
antioxidantes, podendo reduzir o risco de doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer
(Wiseman e Halliwell, 1996). O efeito fotoprotetor estd relacionado a capacidade das
antocianinas e polifendis de absorver radiacdo ultravioleta, atenuando os danos oxidativos as
estruturas cutaneas. Ja os acidos graxos essenciais contribuem para a manutencdo da barreira
lipidica e para o reparo tecidual, auxiliando na integridade e hidratagdo da pele (Monge-fuentes,
2014). Apesar do seu potencial terapéutico, o uso direto do 6leo de acai apresenta limitacGes,
como baixa solubilidade em meio aquoso, suscetibilidade a oxidacdo e volatilizacdo de

compostos ativos.

1.8 Nanotecnologia como alternativa de aplicacéo

Apesar do potencial terapéutico dos 6leos essenciais, 0 uso direto destes apresenta
limitacdes, como baixa solubilidade em meio aquoso, suscetibilidade a oxidacao e volatilizacao
de compostos ativos. Para superar essas limitagdes das terapias disponiveis do cancer
melanoma, a nanotecnologia surge como uma nova estratégia de tratamento direcionada por

meio de novos nanocarreadores, tais como NPs poliméricas, lipossomas, NPs inorganicas, NPs
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lipidicas solidas (NLSs), TLNs, nanoemuls6es (NEs) e entre outros (Waghule et al., 2020). As
nanoemulsdes, classificadas como sistemas nanostruturados, configuram-se como alternativas
promissoras para a veiculagao de 6leos essenciais em formulagfes farmacéuticas (Antunes et
al., 2021; Forgiarini; Esquen; Gonzalez; Solans, 2001). Apresentam propriedades como
elevada estabilidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de possibilitarem
administracao por diferentes vias, incluindo a dérmica, o que favorece a reducdo de efeitos
adversos e a extensdo da acdo farmacolOgica. Por essas caracteristicas, constituem uma
estratégia potencialmente vantajosa para aplicagdo topica de éleos essenciais (Donsi; Ferrari,
2016; Monge-fuentes et. al., 2017). Esses compostos naturais, por sua vez, sao formados por
complexas combinagdes de substancias dotadas de diversas atividades bioldgicas, o que Ihes
confere acdo sobre multiplos alvos, passivel de ser otimizada por meio de nanotecnologia.

Dada a complexidade do sistema cutaneo e a crescente incidéncia global do melanoma,
devido a pele desempenhar sua funcdo como interface entre 0 ambiente interno e externo,
protegendo contra varios estimulos nocivos, incluindo radiagdo UV associada ao
desenvolvimento da doenca, ha a necessidade de explorar intervencgdes subjacentes e eficazes
dentro de seu tratamento, diminuindo o impacto econdémico e os custos associados. A escolha
de compostos naturais, como 0s Oleos essenciais é justificada pelas propriedades anti-
melanoma comprovadas em estudos pré-clinicos, destacando-se a Melaleuca leucadendron L.,
cujos 6leos essenciais, ricos em compostos fendlicos, tém potencial atividade antitumoral. O
eucaliptol, um dos componentes principais, demonstrou atividade antiproliferativa em outras
linhagens celulares malignas. Além disso, o 6leo de acai, fonte de acidos graxos, tocoferois e
compostos fendlicos, possui reconhecida acdo antioxidante e fotoprotetora, podendo atuar de
forma sinérgica com o 6leo essencial no combate aos danos oxidativos e na modulagdo de vias
envolvidas na carcinogénese cutanea. Devido a limitacdo da aplicacdo direta desses 6leos
essesciais por via topica por fatores como baixa solubilidade em meio aquoso, instabilidade e
volatilidade de componentes ativos, justifica-se utilizar a nanotecnologia por meio do
desenvolvimento de nanoemulsées como uma abordagem para superar tais barreiras,
melhorando a estabilidade, a biodisponibilidade e a penetracdo cutdnea dos compostos
bioativos, além de permitir liberacdo controlada e reducdo de efeitos adversos.

Dessa forma, ao desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro a atividade antimelanoma
de uma nanoemulsdo contendo 6leo de acai e dleo essencial de Melaleuca leucadendron,
espera-se gerar evidéncias que possam subsidiar o avango de formulacGes topicas inovadoras

e potencialmente eficazes na prevengéo e no tratamento do melanoma, contribuindo para a
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ampliacdo das opgdes terapéuticas disponiveis e para a valorizacdo de recursos naturais de

origem vegetal.

2 OBJETIVO

2.1  Objetivo geral

Desenvolver e avaliar in vitro a atividade anti-melanoma de uma nanoemulséo
contendo Oleo de acai e 6leo essencial de folhas de Melaleuca leucadendron para aplicacdo

topica.

2.2 Objetivos especificos

Extrair e caracterizar o 6leo essencial de folhas de Melaleuca leucadendron;

e Formular uma nanoemulsdo contendo 6leo de acai e 6leo essencial de Melaleuca
leucadendron;

e Caracterizar fisico-quimicamente a nanoemulsédo desenvolvida por meio de analises
que determinam tamanho de particula, indice de polidispersidade, centrifugacdo e
comportamento reoldgico;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro utilizando fibroblastos L-929 e melanoma B16-F10.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As folhas de Melaleuca leucadendron foram coletadas em Ouro Preto, MG, Brasil
(20°23'48.8" S, 43°30'32.5” O), no campus da Universidade Federal de Ouro Preto, MG,
Brasil, onde um espécime voucher (OUPR 41732) foi depositada no Herbario Prof. José Badini.
Para acesso, é possivel através do registro (aprovacdo: A2CC35F) no Sistema Nacional de

Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).
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3.2  Obtencéao do 6leo essencial - hidrodestilacao

A extracdo do 0leo essencial a partir das folhas frescas de Melaleuca leucadendron foi
realizada por meio do método de hidrodestilagdo, utilizando o destilador Linax® especialmente
projetado para a extracdo de compostos volateis (Seibert; Rodrigues; Carneiro et al., 2018).
Inicialmente, folhas frescas foram cuidadosamente pesadas e acondicionadas no baldo de
destilacdo do aparelho. O procedimento teve duracdo aproximada de 3 a 6 horas. Durante o
aquecimento, o vapor d’agua atravessou o material vegetal, arrastando as moléculas
aromaticas, que posteriormente se condensaram ao passar por um sistema de refrigeracdo. O
condensado, formado por uma mistura bifésica de agua e 6leo essencial, foi entdo coletado no
recipiente de separagéo.

Concluida a destilacdo, a fase oleosa foi separada da fase aquosa utilizando
micropipetas, garantindo a precisdo na transferéncia e evitando contaminacéo cruzada. O 6leo
obtido foi transferido para um tubo adequado e submetido a centrifugacédo a 4000 rpm por 10
minutos, visando a remocdo de eventuais residuos de &gua presentes na amostra. Apos a
centrifugacdo, realizou-se uma segunda etapa de coleta, transferindo o 6leo ja purificado para
um recipiente esterilizado, a fim de minimizar riscos de contaminagdo microbiana ou quimica.
A quantificacdo da massa do Oleo essencial foi determinada pela diferenca entre o peso do
recipiente contendo o 6leo e o peso inicial do mesmo recipiente vazio. O rendimento foi
calculado considerando-se a relacdo percentual entre a massa do 6leo obtido e a massa total

inicial do material vegetal utilizado.

3.3  Caracterizacéo por cromatografia gasosa acoplada espectrometria de massas

A caracterizacdo quimica do 6leo essencial foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) em equipamento GCMS-QP2020 NX
(Shimadzu, Kyoto, Japéo), utilizando coluna capilar de silica fundida ZB-5MSi (30 m x 0,25
mm X 0,25 um, EUA). Para preparo das amostras, 500 uL. do 6leo essencial foram diluidos em
igual volume de diclorometano e injetados no modo split (1:10). As condi¢Oes operacionais
foram: gés de arraste hélio (99,999%) a 1,1 mL/min; volume de inje¢do de 1 pL; temperatura
do injetor a 250 °C; ionizagdo por impacto eletrénico (70 eV); temperaturas da fonte de ions e
da linha de transferéncia ajustadas a 280 °C. O programa de temperatura do forno iniciou em
60 °C, elevando-se até 200 °C em 10 min e depois até 280 °C em 3 min. Para determinacao

dos indices de retencéo, foi injetada mistura padrdo de hidrocarbonetos lineares (C9-C25). A
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identificacdo dos constituintes foi feita por comparacéo dos espectros de massas obtidos com
0 banco de dados Wiley, sendo considerados apenas compostos com teor acima de 1% na

composicao relativa.

3.4 Desenvolvimento das nanoemulsées

Foram preparadas duas nanoemulsdes, uma com a adicdo do Oleo essencial de
Melaleuca leucadendron (NE-EQ) e uma sem o Gleo essencial, sendo a nanoemulséo controle
(NE-B). Foi utilizado o metodo de emulsificacao por inversao de fases paro o preparo de ambas
as formulagc6es (Noosidum; Chareonviriyaphap; Chandrapatya, 2014). A composicdo da NE-
EO consistiu em 6leo essencial (2% v/v), 6leo de Euterpe oleracea (Gran Oils Brazil, Santo
André, SP, Brasil) (5% v/v) como fase oleosa, agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Merck
Millipore, Sdo Paulo, Brasil) (88% v/v) como fase aquosa e tensoativos ndo iénicos BRIJ S2
(éter graxo polioxietileno, Croda, Brasil) (2% m/m) e RH 400 (6leo de ricino hidrogenado
PEG-40, OXITENO, Séo Paulo, Brasil) (3% m/m). A composi¢do NE-B consistiu em 6leo de
E. oleracea (Gran Qils) (5% v/v) como fase oleosa, agua ultrapura (90% v/v) como fase aquosa
e 0s mesmos tensoativos nao iénicos BRIJ S2 (2% m/m) e RH 400 (3% m/m). A fase oleosa e
0s tensoativos foram aquecidos a 75 + 2 °C. A fase aquosa também foi aquecida a mesma
temperatura. Apds ambas as fases atingirem a temperatura mencionada, o 6leo essencial foi
adicionado, e a agua foi adicionada gradualmente a fase oleosa sob agitacdo mecanica a 600
rpm por 1 minuto (Fisaton, modelo 713D, Sdo Paulo, Brasil). Apos esse tempo, as emulsbes
foram transferidas para um agitador magnético com aquecimento (Fisaton, Sao Paulo, Brasil)
até o completo resfriamento. Apds 24 horas do preparo das nanoemulsdes, foram realizadas
analises macroscopicas e microscopicas para avaliacdo dos atributos organolépticos e da
homogeneidade. A nanoemulsdo controle ou branca (NE-B) foi preparada da mesma maneira,

porém sem a adicdo de Oleo essencial conforme mencionado anteriormente.

3.5  Teste de Centrifugacéo

A estabilidade fisica das nanoemulsdes foi avaliada por meio do teste de centrifugacéo.
Para isso, o teste foi realizado com base nos seguintes parametros padronizados: temperatura,
tempo e velocidade (GUIA DE ESTABILIDADE DE PRODUTOS COSMETICOS, 2020), no
entanto, foi necessario modificacdes para adaptar o teste as caracteristicas das amostras. Assim,

foi utilizado 2000 pL das nanoemulsdes previamente preparadas com 1 dia de maturacdo apds
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a producédo que foram cuidadosamente transferidos para tubos de centrifugacao, assegurando
que ndo houvesse bolhas de ar ou residuos que pudessem interferir na leitura visual posterior.
As amostras foram submetidas a centrifugacdo a 5000 rpm por 5 minutos, condicdo que
aumenta significativamente a forca centrifuga em relagéo a gravidade, acelerando potenciais
processos de instabilidade que normalmente ocorreriam de forma mais lenta durante o
armazenamento em repouso. O experimento foi conduzido em triplicata. Ap6s o término da
centrifugacdo, cada tubo foi inspecionado visualmente sob iluminag&o adequada, observando-
se presenca ou auséncia de separacao de fases, formacéo de creme (fase oleosa concentrada na

parte superior) ou sedimentacéo (fase concentrada na parte inferior).

3.6  Teste de Polidispersidade

O indice de polidispersidade (IDP) foi determinado por espectroscopia de correlacao de
fétons no equipamento Zetasizer® Nano Series (Malvern, UK). Para a analise, 20 pL da
nanoemulsdo foram diluidos em 1980 pL de &gua ultrapura a temperatura ambiente, com
incidéncia do laser em angulo de 90°. As medicdes foram realizadas em triplicata nos dias 1,

7,14, 21 e 28 ap0s o preparo das nanoemulsdes.

3.7 Microscopia Eletronica de Transmisséo

As telas de carbono Lacey, com malha de cobre de 300 (SEM®), foram submetidas ao
processo de descarga luminosa (glow discharge) em atmosfera de argdnio por um minuto, com
corrente de 10 kV, utilizando o metalizador Bal-Tec MED20 (BalTec, Pfaffikon, Suica). Apos
a descarga luminosa, 3 pL da amostra foram depositados sobre a tela, e, um minuto depois, o
excesso foi removido com papel de filtro. Posteriormente, 3 pL de agente de contraste (acetato
de uranilaa 2%) foram depositados sobre a grade. Ap6s um intervalo de 30 segundos, 0 excesso
foi novamente removido com papel de filtro, e a grade foi armazenada em uma caixa apropriada
até a andlise (geralmente realizada em até 24 horas). A analise foi conduzida utilizando um
microscopio eletronico de transmissdo (TEM) — Tecnai G2-12 Spirit Biotwin, 120 kV
(Thermo Fisher/FEI, Waltham, MA, EUA) — operando a uma voltagem de 60 kV. As imagens
foram registradas com uma camera de dispositivo acoplado por carga (CCD) em uma
ampliacéo de 43.000x.
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3.8  Teste Reoldgico

O comportamento reoldgico das nanoemulsbes foi avaliado por meio de medicGes
controladas utilizando um redmetro Brookfield, modelo DV-III, acoplado a um sistema de
cone-e-placa e operado com o software RHEOCALC 3.0 (AMETEK Brookfield,
Middleborough, MA, EUA). As analises foram conduzidas a temperatura controlada de 25 °C.
Para cada ensaio, utilizou-se o fuso CP 40, compativel com o volume de 500 pL de amostra. O
estudo reoldgico foi realizado em diferentes momentos do armazenamento — dias 1, 7, 14, 21
e 28 ap0s o preparo — permitindo avaliar possiveis alteracdes estruturais ou de viscosidade ao
longo do tempo. A obtencdo da curva ascendente foi realizada aplicando-se velocidades de
rotacdo progressivamente crescentes: 10, 46, 82, 118, 164 e 190 rpm. Em seguida, a curva
descendente foi obtida reduzindo as velocidades de rotagdo nos mesmos intervalos,
procedimento fundamental para identificar histerese reoldgica e avaliar fenbmenos como
tixotropia ou reestruturacdo interna do sistema apds a aplicacdo de forcas cisalhantes
(Noosidum; Chareonviriyaphap; Chandrapatya, 2014). A interpretacdo dos resultados foi
baseada no modelo da lei da poténcia (Power Law), expresso pela equagéo:

t=k-qn

Nessa equacdo, T representa a tensao de cisalhamento (Pa), k € o indice de consisténcia
(Pa-sm), que fornece uma medida da viscosidade aparente do sistema; y corresponde a taxa de
cisalhamento (s™), associada a velocidade relativa de movimento entre as camadas do fluido;
e n é o indice de fluxo, parametro que caracteriza o tipo de comportamento reolégico: n = 1
indica fluido newtoniano (viscosidade constante, independente da taxa de cisalhamento); n <1
caracteriza fluidos pseudoplasticos ou de afinamento por cisalhamento (viscosidade diminui
com o aumento da taxa de cisalhamento); n > 1 indica comportamento dilatante (viscosidade

aumenta com o aumento da taxa de cisalhamento).
3.9  Teste de Citotoxicidade
3.9.1 Cultura Celular
As culturas celulares empregadas nos experimentos compreenderam diferentes
linhagens, incluindo células da linhagem de fibroblastos de tecido conjuntivo subcutaneo de

camundongo (NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivada da linhagem L], ATCC CCL-1) e
células da linhagem de melanoma metastatico murino (B16-F10, ATCC CRL-6475). Ambas
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foram cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), ao qual se adicionou
10% de soro fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum, Gibco®, Waltham, MA, EUA), visando
fornecer fatores de crescimento e proteinas essenciais para a proliferagdo celular. Além disso,
0 meio foi suplementado com gentamicina (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EUA)
como agente antimicrobiano, prevenindo a contaminacdo bacteriana. As culturas foram
mantidas em estufa de atmosfera controlada, ajustada para 37 °C, com umidade saturada e uma
composi¢ao gasosa contendo 5% de CO:, condicdo que assegura o tamponamento adequado

do meio e o crescimento estavel das células.

3.9.2 Método Sulforodamina B

A viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio com sulforodamina B (SRB)
(Skehan; Storeng; Scudiero; Monks; Mcmahon; Vistica Warren; Bokesch; Kenney; Boyd,
1990). As células foram expostas as amostras em diferentes concentracfes, sendo o 6leo
essencial (OE) dissolvido em RPMI contendo 2% de DMSO e as nanoemulsdes (NE-OE e NE-
B) dissolvidas em RPMI puro. Para as linhagens L-929 e B16-F10, foram testadas seis
concentracgdes, resultando em valores finais de 7,81; 15,63; 31,25; 62,50; 125,00 e 250,00
pg/mL para o OE, e de 390,63; 781,25; 1562,50; 3125,00; 6250,00 e 12.500,00 pg/mL para a
NE-OE e a NE-B.Células mantidas na auséncia das amostras-teste e na presenca de 2% de
DMSO foram utilizadas como controle negativo. Apos periodos de incubacao de 24 e 48 horas,
0 meio de cultura foi removido e as células foram fixadas com acido tricloroacético (20%, frio)
por 1 hora a 4 °C. Em seguida, as placas foram lavadas com agua destilada e deixadas para
secar. As células fixadas foram entdo coradas com SRB a 0,1%, dissolvida em &cido acético a
1%, por 30 minutos. Apos a coloragdo, as placas foram novamente lavadas com &cido acético
a 1% e deixadas secar completamente. Posteriormente, adicionou-se 200 puL de tampdo TRIS
10 mmol/L (pH 10,5) para solubilizacdo do corante, mantida a temperatura ambiente por cerca
de 30 minuto. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm. O valor
de CCsp (concentracéo citotdxica capaz de reduzir a viabilidade celular em 50%) foi calculado
por regressao nao linear dos dados normalizados, utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1
(Skehan; Storeng; Scudiero; Monks; Mcmahon; Vistica Warren; Bokesch; Kenney; Boyd,
1990). Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo de experimentos

conduzidos em triplicata.



22
3.9.3 Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) foi determinado como a razdo entre a concentracao
citotoxica 50% (CCso) da linhagem de fibroblastos L-929 e a CCsg da linhagem de melanoma
B16-F10.

3.10 Andélise Estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro—Wilk. Para
comparacdo das variaveis, incluindo indice de polidispersidade e parametros reoldgicos, entre
as nanoemulsdes contendo 6leo essencial (NE-OE) e as nanoemulsées base (NE-B), bem como
entre os diferentes dias de andlise (1, 7, 14, 21 e 28 ap6s o desenvolvimento de cada
formulacdo), foi utilizado o teste t. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versédo
8.0.1.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento da extracdo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial a partir de material vegetal € um procedimento
amplamente empregado na fitoquimica, visando a obtencdo de compostos volateis com
potencial aplicacdo farmacol6gica, cosmética e alimenticia. Neste trabalho a determinacao do
rendimento foi conduzida considerando-se a massa total de folhas de Melaleuca leucadendron
utilizada e a quantidade de 6leo essencial obtida apds o processo de extracdo. Por meio do
calculo de rendimento, obteve-se um total de 12,53 g de 6leo essencial, correspondendo a um
volume de 13,5 mL, a partir de 2,14 kg de folhas frescas de M. leucadendron (FIG. 1). Esse
resultado representa 0,59% de rendimento em relacdo a massa fresca do material vegetal
processado. O valor obtido reflete caracteristicas inerentes a propria espécie, como o genétipo,
a composicdo quimica natural, a densidade e distribuicdo de tricomas glandulares, além do
estadgio de desenvolvimento e do periodo fenoldgico da planta. Esses fatores se somam as
condicdes de cultivo, as partes que foram selecionas para serem coletadas usadas na extragéo,

ao armazenamento das folhas e as especificidades do método de extracdo empregado.
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Na literatura, os rendimentos da extracdo do 6leo essencial de M. leucadendron variam
amplamente, evidenciando que o percentual extraido ndo € um parametro fixo e que esta sujeito
a flutuacGes decorrentes de fatores ambientais e metodoldgicos. No estudo de Rizki Arisandi
et al. (2023), por exemplo, observa-se uma variacdo de rendimento entre 0,17% a 0,67%
justificada por fatores ambientais. Foi observado maior rendimento em marco e menor em
agosto, embora ambos 0s meses pertencam a mesma categoria pluviométrica segundo a
classificacdo da Agéncia de Meteorologia, Climatologia e Geofisica (BMKG, 2023). Essa
diferenca est4 associada ao numero de dias de chuva e ao volume total de precipitagdo,
demonstrando que pequenas variacBes climaticas podem impactar significativamente a
biossintese de metabdlitos secundarios. Nota-se que nos periodos em que o rendimento estava
mais elevado, assemelhando-se aos resultados obtidos nesta pesquisa, a coleta foi executada
sob condigbes semelhantes de cultivo e extracdo do estudo de Rizki Arisandi et al.. Em
contraste, Song et al. (2016) documentaram um rendimento substancialmente superior, de
1,75%, o que representa quase trés vezes o valor obtido nessa analise. A variacao observada no
rendimento de 6leo essencial de M. leucadendron pode estar também associada ndo apenas as
condi¢des climaticas, mas também ao estagio fenoldgico das arvores. Estudos indicam que a
fase de floracdo exerce influéncia significativa na producéo de 6leos essenciais. Corryanti e
Sugito (2015) relataram que a floracdo de M. leucadendron ocorre de janeiro a abril, periodo
em que a planta pode apresentar alteracdes metabdlicas voltadas a reproducédo, impactando na
sintese e no acimulo de metabdlitos secundarios. Assim, essas diferengas podem ocorrer
devido a multiplos aspectos, como ja exemplificado nas pesquisas citadas, além da metodologia
de extracdo que pode envolver diferentes tipos de equipamento, tempo de destilacdo, volume
de &gua utilizado ou pressdo interna do sistema. Tais variagdes reforcam a necessidade de se
estabelecer protocolos de cultivo e extracdo mais padronizados, especialmente quando se
objetiva a producdo em escala comercial ou na obtencao de lotes para pesquisa farmacoldgica,
diminuindo o impacto ambiental ao se ter resultados maiores com uma colheita
estrategicamente e previamente estudada.
Nesse sentido, uma avaliacdo comparativa de diferentes métodos de extragdo, como
hidrodestilagéo, destilagdo por arraste de vapor, entre outras, adicionalmente aos estudos de
sazonalidade pode possibilitar resultados ainda mais benéficos ao elevar o rendimento

preservando a integridade quimica dos constituintes volateis.
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4.2 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

A caracterizagdo quimica do 0Oleo essencial obtido a partir das folhas de Melaleuca
leucadendron foi conduzida por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) possibilitou a separacao e quantificagdo dos constituintes majoritarios e minoritarios
do dleo essencial, enquanto a espectrometria de massas forneceu informagdes estruturais que
permitiram a identificacdo de monoterpenos e sesquiterpenos. A Tabela 1 e a Figura 2 ilustram
0s componentes detectados, seus teores relativos e a distribuicdo percentual entre as diferentes
classes de terpenos. A presenca concomitante de monoterpenos e sesquiterpenos indica nao
apenas a complexidade quimica do 6leo essencial, mas também sugere que suas atividades
biol6gicas observadas podem resultar de interacdes sinérgicas entre os diversos constituintes,
ou ainda da acdo especifica de cada componente isolado, reforcando a importancia de estudos
que considerem tanto o efeito global do éleo quanto os mecanismos individuais de acdo de
cada terpeno. O perfil quantitativo obtido revelou que os monoterpenos representam 43,76%
da composigdo total do 6leo essencial, com destaque para o a-pineno (8,19%), B-terpineol
(17,09%) e a-terpineol (6,65%) como os principais componentes. Esses compostos sdo
caracterizados por elevada volatilidade e estrutura relativamente simples, frequentemente
associados a propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatdrias, como é visto em
estudo de Karthikeyan et al. (2018), entre outros que abordam suas diversas acOes
farmacoldgicas (Limeira; Junior, 2024). Ja os sesquiterpenos, estruturas mais complexas e com
maior peso molecular, responsaveis por atividades farmacoldgicas prolongadas e por
contribuirem para a estabilidade e persisténcia olfativa dos 6leos essenciais, corresponderam
a 45,78% da composicdo total, com o hinesol se destacando como o componente mais
abundante (28,74%). Estudos em espécies medicinais, como Atractylodes lancea,
demonstraram que o hinesol, juntamente com outros sesquiterpenos (B-eudesmol e
atractilodina), exerce efeitos antiproliferativos, apoptdticos, antimetastaticos e
antiangiogénicos por multiplos mecanismos. Entre eles, destacam-se: a promogéo da parada do
ciclo celular por meio da modulacdo de proteinas reguladoras como p16, CDK1, CDK4 e p21
e a inducéo da apoptose, com aumento da razdo Bax/Bcl-2, liberag¢do de citocromo C e ativagao
de caspases (Sonsomnuek; Tarasuk; Plengsuriyakarn; Boonprasert; Na-Bangchang, 2022;
Kotawong; Chajaroenkul; Roytrakul; Phaonakrop; Na-Bangchang, 2021). Essa distribuicéo
equilibrada entre monoterpenos e sesquiterpenos evidencia que o 6leo essencial analisado

possui um perfil quimico diversificado, potencialmente capaz de exercer multiplos efeitos
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bioldgicos de maneira complementar ou sinérgica. E assim como o rendimento obtido 6leo, a
composicao quimica pode variar significativamente em funcéo de diversos fatores extrinsecos
e intrinsecos a planta. Fatores ambientais, como condigdes climéticas, intensidade luminosa,
umidade relativa e tipo de solo, podem influenciar a biossintese de terpenos e modificar a
proporcao entre os diferentes componentes. Da mesma forma, variaveis fenolégicas, incluindo
0 estagio de desenvolvimento da planta, o periodo e horéario de coleta das folhas, e até mesmo
0 método de secagem utilizado, podem afetar a volatilizacdo e preservacdo de compostos
sensiveis. Esses aspectos sdo corroborados pelo estudo de Bautista-Silva et al. (2020), que
relataram uma composicdo majoritariamente formada por monoterpenoides (77,43%) nas
folhas de M. leucadendron, com a-pineno (9,06%), limoneno (32,00%), 1,8-cineol (17,32%) e
viridiforol (14,89%) como os principais constituintes. Apesar de diferengas nos percentuais e
na predominancia de certos compostos em relacdo a amostra estudada no presente trabalho,
tais variacfes sdo esperadas. Assim, o perfil quimico do 6leo essencial permite analisar e
associar com maior propriedade a correlacdo entre atividades bioldgicas especificas, como
propriedades antioxidantes, fotoprotetoras, antimelanoma e anti-inflamatérias, a quantidade de
compostos identificados, sendo que nesta pesquisa a presenca de monoterpenos e
sesquiterpenos em proporcdes significativas sugere que a amostra com o 6leo essencial tende
a atuar em conjunto, modulando respostas celulares por mecanismos diversos, como inducao
de estresse oxidativo em células tumorais, modulagdo de vias inflamatérias ou protecéo frente

a danos oxidativos em células normais.



Tabela 1. Principais constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Melaleuca leucadendron.
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No. TR (min) Compostos Classe Area (%) Similaridade
1 5,78 a-pineno Monoterpeno 8,19 95
2 6,84 B-pineno Monoterpeno 2,96 95
3 8,02 (+)-2-Careno Monoterpeno 0,51 93
4 8,60 B-terpineol Monoterpeno 17,09 89
5 8,66 Eucaliptol Monoterpeno 2,88 89
6 9,34 y-terpineno Monoterpeno 1,43 95
7 10,29 Ciclohexeno, 4-metil-3-(1-metiletilideno)-  Monoterpeno 0,60 93
8 10,68 Linalol Monoterpeno 1,03 95
9 12,27 Isopulegol Monoterpeno 0,54 96
10 13,42 Terpinen-4-ol Monoterpeno 1,88 94
11 14,02 a-terpineol Monoterpeno 6,65 94
12 21,80 Cariofileno Sesquiterpeno 2,22 94
13 22,90 a-cariofileno Sesquiterpeno 0,62 95
14 23,14 Aromadendreno Sesquiterpeno 0,74 94
15 23,97 B-selinene Sesquiterpeno 0,83 94
16 24,26 Ledeno Sesquiterpeno 1,33 91
17 25,10 d-cadineno Sesquiterpeno 0,60 90
18 26,55 Palustrol Sesquiterpeno 1,05 94
19 27,04 Epdxido de cariofileno Sesquiterpeno 2,23 93
20 27,83 Hinesol Sesquiterpeno 28,74 88
21 27,97 Viridiflorol Sesquiterpeno 4,43 92
22 28,81 a-cadinol Sesquiterpeno 1,00 90
23 29,12 B-selinenol Sesquiterpeno 0,76 92
24 29,21 Selinenol Sesquiterpeno 1,23 85

TR: Tempo de Retencédo
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Figura 2. Principais constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Melaleuca leucadendron. (1)
a-pineno; (2) B-pineno; (3) (+)-2-careno; (4) B-terpineol; (5) eucaliptol; (6) y-terpineno; (7) ciclohexeno, 4-metil-
3-(1-metiletilideno)-; (8) linalol; (9) isopulegol; (10) terpinen-4-ol; (11) o-terpineol; (12) cariofileno; (13) a-
cariofileno; (14) aromadendreno; (15) B-selineno; (16) ledeno; (17) 8-cadineno; (18) palustrol; (19) epdxido de
cariofileno; (20) hinesol; (21) viridiflorol; (22) a-cadinol; (23) B-selinenol; (24) selinenol.
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4.3 Nanoemulséo

4.3.1 Microscopia Eletronica de Transmissdo, Teste de Centrifugacdo e indice de

Polidispersidade

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) é amplamente reconhecida como uma
das técnicas mais robustas e precisas para a caracterizacdo de sistemas nanoestruturados,
permitindo a obtencdo de informacdes detalhadas sobre a morfologia, a organizacao estrutural
e o tamanho das particulas. Seu principio baseia-se na interacdo de um feixe de elétrons de alta
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energia com a amostra, produzindo imagens de alta resolucéo capazes de revelar ndo apenas a
forma externa das particulas, mas também aspectos de sua organizacéo interna e eventuais
agregacoes (Coelho et al., 2014; Marques Borges et al., 2020). Essa capacidade de resolucdo
na escala nanométrica deve ser aplicada no estudo de nanoemulsdes devido o desempenho
fisico-quimico e bioldgico desses sistemas estar relacionado a sua morfologia e dimensdes.
Com a aplicacdo da MET foi possivel visualizar com clareza as particulas constituintes das
nanoemulsdes desenvolvidas. Observou-se que a formulagéo contendo 6leo essencial (NE-OE)
apresentou morfologia predominantemente ovalada ou esférica, com contornos bem definidos
e distribuicdo relativamente homogénea no campo de analise. Ja a formulacdo controle (NE-
B) exibiu morfologia majoritariamente esférica, com particulas uniformes e auséncia de
aglomeracéo significativa, indicando boa estabilidade coloidal. Em ambas as formulagdes, o
tamanho médio observado foi de aproximadamente 200 nm, valor consistente com a faixa
nanomeétrica desejada para aplicacdes farmacotécnicas e cosméticas.

A consisténcia dos dados obtidos por MET com as medicdes de diametro hidrodinamico
realizadas por espalhamento dindmico de luz (TAB. 2 e FIG. 3) reforca a confiabilidade dos
resultados e evidencia que o método de preparo empregado foi eficiente na obtencdo de
particulas com dimensdes controladas e com baixo indice de polidispersidade. Essa
concordancia entre técnicas distintas sugere que as particulas mantém sua integridade estrutural
mesmo em meio liquido, e que o tamanho medido em suspensdo ndo sofre variacOes
significativas quando visualizado em condic@es de vacuo no MET. Esses resultados estdo em
conformidade com os resultados do teste de centrifugacdo realizado, na onde ndo foram
observadas evidéncias de separacdo de fases ou outros indicadores de instabilidade da

nanoemulsao.
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Table 2. Valores de tamanho de particula e indice de polidispersidade das nanoemulsdes conforme o periodo

analisado. Resultados expressos como média + desvio padrao

Tamanho (nm) IPD
Periodo (dias)
NE-OE NE-B NE-OE NE-B
1 179,5+1,8522  138,2+0,833% 0,23+0,010** 0,15+0,011%®
7 184,0+2,676%  137,6+0,954% 0,23 +0,031* 0,17 + 0,004 24
14 181,1+0,950®  135,6+0,458% 0,25+0,029* 0,17 +0,011 %
21 188,6 + 14,330 136,140,208 0,27 +0,048* 0,18 + 0,005 A
28 180,2+1,305%  137,3+1,185% 0,25+0,014% 0,18 + 0,004 "B

Letras minGsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa para a mesma amostra em diferentes
periodos (p < 0,05); letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre NE-OE e NE-B

no mesmo periodo (p < 0,05). IPD: indice de Polidispersao.

Figura 3. Morfologia das nanoemulsdes (NE-OE e NE-B) obtida por microscopia eletrénica de transmisséo com

ampliacdo de 43.000x. As setas pretas indicam as gotas da nanoemulsdo. As barras de escala brancas

correspondem a 200 nm.

NE-OE ‘l

4 200 Nnm
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4.3.2 Comportamento Reologico

Ao analisar o comportamento reoldgico, obtém-se pardmetros que influenciam
diretamente na homogeneizacgéo, na estabilidade e na performance final do produto ao longo
do tempo. A reologia permite avaliar como o material se deforma e flui sob diferentes
condicdes de estresse ou cisalhamento, fornecendo informacges sobre a estrutura interna do
sistema, a interacdo entre suas particulas e a resisténcia ao movimento. Esses dados garantem
a uniformidade e consisténcia do produto durante o armazenamento e transporte, além de
também permitir a compreensdo da resposta da formulacao frente a aplicacdo préatica (Rao,
2013; Mehrnia et. al. 2017). Adicionalmente a isso, caracteristicas sensoriais para a aceitacao
do produto pelo usuario, tais como espalhabilidade, consisténcia, fluidez e facilidade de
aplicacdo, estdo diretamente relacionadas as propriedades reoldgicas do sistema. A avaliacdo
dessas propriedades permite correlacionar os parametros fisicos medidos com a percepcao
sensorial durante a aplicacdo topica, fornecendo informacbes necessarias para o0 ajuste da
formulacdo, como viscosidade ideal, densidade aparente e capacidade de espalhamento (TAB.
3) (Zhang; Mcclements, 2018).

Tabela 3. Pardmetros de comportamento reolégico da NE-OE e NE-B de acordo com o periodo analisado.

Resultados expressos como média + desvio padréo.

indice de Consisténcia Confiabilidade
_ (cP) Taxa de Fluxo (n) (%)
Periodo (dias)

NE-OE NE-B NE-OE NE-B NE-OE NE-B
1 240,70 + 13,3084 12,63+ 1,115%8 0,60 + 0,006** 0,86 + 0,015%8 92,6 + 0,808 97,1 + 1,015
7 259,66 + 28,854*A 18,90 + 0,916"® 0,60 + 0,012*A 0,87 + 0,030°® 96,7 + 0,404 97,7 + 0,305
14 322,40 + 12,322PA 2533 + 1,436 0,61 + 0,006%A 0,87 + 0,010°® 92,4 + 0,404 97,1 + 0,289
21 343,33 +39,172"A 42,23 +1,616% 0,61 + 0,026 0,83 + 0,006 90,5 + 1,137 98,0 + 0,737
28 268,20 + 5,415%A 85,00 + 32,5688 0,64 + 0,020*A 0,75 + 0,052 89,6 + 0,472 97,3 + 0,557

Diferentes letras mindsculas indicam diferenca estatisticamente significativa entre a mesma amostra em periodos
diferentes (p < 0,05); diferentes letras mailsculas indicam diferenca estatisticamente significativa entre NE-OE e

NE-B no mesmo periodo (p < 0,05).

Dessa forma, a reologia ndo apenas assegura a qualidade fisico-quimica do produto,

mas também contribui para a experiéncia de uso, sendo um fator determinante para a eficacia
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e aceitabilidade de formulacdes cosméticas e farmacéuticas. O indice de fluxo (n), parametro
derivado do modelo da lei de poténcia, apresenta valores unitarios apenas em taxas de
deformagéo extremamente baixas ou elevadas, indicando uma aproximagao do comportamento
newtoniano apenas em condicdes limite (Costa, 2017). Entretanto, os resultados obtidos para a
nanoemulsdo contendo 6leo essencial (NE-OE) demonstraram valores de n inferiores a 1,
caracterizando um comportamento pseudoplastico. Nesse regime, a viscosidade aparente
diminui progressivamente com o aumento da taxa de cisalhamento, fendmeno associado a
reorganizacdo temporaria das particulas ou estruturas internas do sistema (FIG. 4A). A
presenca de tixotropia foi evidenciada pelo descompasso entre as curvas de avango e retorno,
formando um lago de histerese caracteristico, que indica que a estrutura interna necessita de
tempo para se recompor apds a aplicacdo de cisalhamento (FIG. 4C) (Hao; Chen; Chang;
Meng; Liu.; Feng, 2018). O ajuste dos dados experimentais ao modelo da lei de poténcia
confirmou que a agitacdo ou cisalhamento induz uma quebra parcial das ligacGes
intermoleculares e interacdes estruturais dentro da formulacéo, facilitando o fluxo do material.
Quando o estresse cessou, as interacdes internas se restabelecem gradualmente, recuperando a
viscosidade inicial (Freire, 2024). Este comportamento € esperado em formulagdes topicas,
pois a reducdo temporaria da viscosidade sob estresse permite que o produto se torne mais
fluido durante a aplicacéo, facilitando a espalhabilidade e promovendo uma cobertura uniforme
sobre a superficie cutanea (Moravkova; Filip, 2013). Ao mesmo tempo, a pseudoplasticidade
assegura que, em repouso, a formulacdo retorne a uma viscosidade suficientemente elevada
para manter uma camada estavel sobre a pele, prevenindo escorrimento excessivo e
promovendo boa adesdo (Danila et. al., 2019). Essa combina¢do de propriedades confere a
formulagdo um desempenho sensorial otimizado: é possivel aplicar uma camada fina e
homogénea, com textura agradavel, evitando sensacdo aspera ou inconsisténcias comuns em

produtos farmacéuticos ou cosméticos menos bem formulados.
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Figura 4. Curva de fluxo de cisalhamento estavel representativa da NE-OE (A) e da NE-B (B); reograma
representativo da NE-OE(C) e da NE-B (D).
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4.3.3 Teste de Citotoxicidade
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No presente estudo, o foco foi caracterizar o impacto das nanoemulsdes desenvolvidas

tanto em células ndo tumorais (fibroblastos L-929) quanto em células tumorais (melanoma

murino B16-F10) ao avaliar a citotoxicidade. Esta analise define o potencial de um material

em induzir efeitos toxicos in vitro, seja por meio do comprometimento da integridade celular

ou pela interferéncia na taxa de proliferacdo. A partir desses resultados, é possivel selecionar

formulagGes com menor ou maior toxicidade para investigacdes subsequentes in vivo, tanto em

modelos animais quanto em humanos, a depender do objetivo do estudo. Entre os parametros

mais utilizados nesses testes, destaca-se a viabilidade celular, que reflete diretamente os
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processos metabolicos e estruturais para a sobrevivéncia das células (Kroll et al., 2009). Devido
0s 6leos essenciais demonstraram ter essa caracteristica, tornaram-se alternativas terapéuticas
para o cancer, dado o seu potencial de interferir na tumorigénese e na progressao de diferentes
tipos de tumores, incluindo melanomas (Di Martile, 2021). Os resultados obtidos nas
avaliacOes de viabilidade celular (TAB. 4) indicam que tanto o OE quanto a NE-OE exercem
efeitos citotoxicos mais pronunciados sobre as células tumorais em comparacdo as células ndo

tumorais.

Tabela 4. Citotoxicidade do OE, NE-OE e NE-B contra as células L-929, B16-F10, NGM apds 24 e 48 h de
tratamento. CCso: concentracdo citotoxica para 50% das células; Sl: indice de seletividade; CCsoL-929 / CC5,B16-
F10;

Amostra
Linhagem celular de pele

OE NE-OE NE-B
1.-929 24h  81,10+4,42 2124,33 (42,49 <) + 433,21 3311,00 + 429,85
CCu(pg/mL) 48h  63,40+1,85 846,33 (16,93 <) + 112,29 2030,10 + 177,66
B16-F10 24h  60,61+2,16 945,30 (18,91 ) + 82,14 3008,67 + 40,08
CCu(pg/mL) 48h  44,64+2,00 566,87 (11,34 <) + 31,03 2003,67 + 111,38

24h 1,34 2,25 1,10

© 48 h 1,42 1,49 1,01

Observou-se que a nanoemulsdo contendo 6leo essencial (NE-OE) amplificou a
citotoxicidade do OE individual contra fibroblastos L-929 e células de melanoma B16-F10
tanto 24 quanto 48 horas ap0s a exposicdo. Esse aumento na seletividade antitumoral foi
evidenciado pelo incremento do indice de seletividade (IS), indicando que a formulacédo
nanoemulsionada aprimora a capacidade do OE de eliminar células tumorais murinas de
maneira mais eficiente, enquanto preserva parcialmente a viabilidade de células saudaveis. O
efeito superior da NE-OE em relacdo ao OE isolado pode ser atribuido a multiplos fatores
relacionados as propriedades fisico-quimicas da nanoemulsdo. A presenca de particulas
nanomeétricas, carga superficial controlada e maior solubilidade dos constituintes ativos
contribui para uma permeabilidade de membrana mais eficiente, permitindo que os bioativos
do 6leo essencial penetrem rapidamente nas células tumorais, induzindo morte celular em
estagios iniciais ap6s a exposicdo. Considerando que as células tumorais apresentam
frequentemente mecanismos de defesa antioxidante e barreiras a penetracdo de compostos

hidrofobicos, esses resultados foram promissores. Embora ndo existam relatos especificos
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sobre o efeito anti-melanoma do OE de Melaleuca leucadendron, evidéncias da literatura
apontam para o0 potencial de Oleos essenciais relacionados. Por exemplo, estudos com
Melaleuca alternifolia demonstraram que, quando combinados com inibidores de BRAF e
MEK, como dabrafenibe e trametinibe, certos terpenos presentes nesse dleo essencial, como o
a-terpineol, terpinoleno e terpinen-4-ol, reduziram de forma sinérgica a viabilidade de células
de melanoma por meio da indugdo de apoptose (Di Martile et al., 2021). Nanoemulsbes
carregadas com compostos antioxidantes como astaxantina, ou formadas via método de
inversdo de fase, demonstraram auséncia de citotoxicidade em fibroblastos L-929 mesmo em
concentragdes elevadas e tempos de exposicdo de até 48 horas. Tais evidéncias corroboram a
seguranca da matriz nanoemulsionada desenvolvida neste estudo para aplicacdes topicas,
reforcando o seu potencial para entrega de bioativos de forma controlada e seletiva, assim como
também foi notado no estudo de Subongkot e Ngawhirunpat (2017), no qual utilizou-se
sistemas microemulsionados pode aumentar a eficiéncia de liberacdo e permeacéo de farmacos
sem intensificar a citotoxicidade. As formulacdes com &cido all-trans-retinoico (ATRA) nédo
apresentaram diferencas significativas de toxicidade em relacdo ao ATRA livre, evidenciando
que os carreadores sdo seguros e viabilizam a utilizagdo de compostos com potencial citotoxico
em formulac6es farmacéuticas. Em relacéo a citotoxicidade contra melanoma, os achados sdo
compativeis com estudos prévios que relataram eficacia de nanoemulsdes em modelos de
melanoma. Por exemplo, nanoemulsdes contendo 6leo de Euterpe oleracea mostraram potente
fotossensibilizacdo em terapia fotodindmica, promovendo até 85% de morte celular em B16-
F10 sem comprometer células ndo tumorais (Monge-fuentes et al., 2017). Esses paralelos
sugerem que o efeito observado no presente estudo pode se relacionar ndo apenas ao OE de M.
leucadendron, mas também a interagBes potenciais com componentes de outros 6leos
utilizados, como foi o caso com o 6leo de Euterpe oleracea. Adicionalmente, estudos
envolvendo reformulacdo de dacarbazina para aplicacdo topica demonstraram que a utilizacao
de sistemas nanoestruturados promoveu reducdes no tamanho tumoral em modelos de
xenotransplante em camundongos até dez vezes superiores as obtidas com formulacdes

convencionais em suspensdo (Tagne; Srikanth K; Robert, 2008).

5 CONCLUSAO

A formulagdo de nanoemulsdo contendo Oleo de Euterpe oleracea Mart. e oleo
essencial de Melaleuca leucadendron desenvolvida neste estudo apresentou propriedades

fisico-quimicas adequadas para aplicagdo tdpica, incluindo tamanho médio de particula na
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faixa nanométrica (~200 nm), indice de polidispersidade reduzido e estabilidade inicial
comprovada por ensaios de centrifugacao e analise microscopica. A caracteriza¢ao quimica do
6leo essencial evidenciou a presenga de compostos bioativos relevantes, como a-pineno, -
terpineol, a-terpineol e hinesol, com reconhecida agdo antioxidante, anti-inflamatoria e
potencial citotoxico seletivo. A avaliagdo citotoxica revelou inibicdo de proliferacdo em
linhagens de melanoma murino (B16-F10) com indices de seletividade favoraveis em relacéo
a fibroblastos e melandcitos humanos ndo tumorais, sugerindo efeito direcionado sobre células
tumorais. A utilizacdo da nanotecnologia demonstrou eficAcia em superar limitagGes
associadas ao uso direto dos 6leos, como baixa solubilidade em meio aquoso e volatilidade,
resultando em sistema estavel e com possivel liberacdo controlada dos compostos ativos. Os
dados obtidos sustentam a viabilidade técnica da formulacdo como candidata a produto tépico
de interesse farmacéutico para uso complementar na prevencao e tratamento do melanoma.
Entretanto, a extrapolacdo para aplicacdo clinica requer estudos adicionais, incluindo avaliacéo
de estabilidade a longo prazo, testes de permeacdo cutanea, analise da farmacodinamica em
modelos animais e investigacdo de possiveis efeitos adversos sistémicos. A execucao dessas
etapas permitira confirmar a eficacia, seguranca e aplicabilidade do sistema em condicdes reais
de uso, possibilitando sua futura incorporacdo em protocolos terapéuticos ou cosmeticos

voltados a oncologia cutanea.
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