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RESUMO

Introdugdo: O envelhecimento cutdneo é um processo multifatorial que tem grande
importancia social. Ao longo dos anos, o poder de renovagao e de combate aos radicais livres da
pele diminui, acarretando numa barreira cutanea menos efetiva e com maiores danos a derme.
A industria cosmética tem desenvolvido diversos produtos para desacelerar o processo desse
envelhecimento cutineo, de forma mais efetiva e menos agressiva ao ser humano e ao meio
ambiente, por meio do uso de ativos de origem vegetal. Dentre esses ativos, os 6leos essenciais
tém se destacado pela sua diversidade de bioativos. Objetivos: Neste trabalho, o objetivo foi
avaliar a influéncia dos 6leos essenciais de lavanda, alecrim e melaleuca sobre a proliferagio,
expressao de metaloproteinases e a sintese de colageno e de acido hialurdnico, além da atividade
de colagenase em fibroblastos dérmicos humanos. Resultados: Os 6leos essenciais de lavanda
e de alecrim mostraram potencial efeito no combate as alteragdes cutaneas causadas no processo
de envelhecimento, como promover o aumento significativo da sintese de 4cido hialurdnico
(p<0,05) e, no caso do 6leo essencial de lavanda, promover o aumento significativo de coldgeno
total (p<0,05). Além disso, os 6leos essenciais de lavanda e alecrim, reduziram significativamente
(p<0,05) a atividade da enzima colagenase. Por fim, os resultados demonstraram que os 6leos
essenciais de lavanda, alecrim reduziram significativamente (p<0,05) a secre¢ao de MMP-
1, MMP-2 e MMP-9. Conclusao: Os resultados obtidos mostraram redugdo na expressao de
MMPs, aumento na proliferacdo de fibroblastos e estimulo na sintese de coldgeno e de 4cido
hialurénico. Sugerimos que os dleos essenciais de alecrim e lavanda possam ser em formulagdes
cosméticas destinadas a prevencdo do envelhecimento cutineo.
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ABSTRACT

Introduction: Skin aging is a multifactorial process that has great social importance. Over
the years, the power to renew and fight free radicals in the local skin, resulting in a less effective
skin barrier and greater damage to the dermis. The cosmetic industry has developed several
products to slow down the process of this skin, in a more effective and less aggressive way to
human beings and the environment, with plant-based actives. Among these actives, essential
oils stand out due to the diversity of bioactives. Objectives: This study aimed to evaluate
the influence of lavender, rosemary and tea tree essential oils on proliferation, expression of
metalloproteinases and the synthesis of collagen and hyaluronic acid, in addition to the activity
of collagenase in human dermal fibroblasts. Results: Lavender and rosemary essential oils have
a potential effect in combating skin damage caused by the aging process, such as promoting
significant increase in hyaluronic acid synthesis (p <0.05) and, in the case of lavender essential
oil, promote a significant increase in total collagen (p <0.05). In addition, the essential oils of
lavender and rosemary, reduced studying (p <0.05) the activity of the enzyme collagenase.
Finally, the results demonstrated that the essentials of lavender, rosemary reduced studying (p
<0.05) the secretion of MMP-1, MMP-2 and MMP-9. Conclusion: The results showed decrease
on the MMPs expression, increased in the fibroblasts proliferation and stimulated the synthesis
of collagen and hyaluronic acid. We suggest that the essential oils of rosemary and lavender can

be in cosmetics formulations to prevent aging.

Keywords: fibroblasts; collagen; essential oils.

INTRODUCAO

O envelhecimento cutdneo é um processo bioldgico
complexo influenciado por uma combinag¢do de fatores
intrinsecos e extrinsecos [1], definido como o acumulo de
dano molecular produzido por espécies reativas de oxigénio
[2]. Ao contrario dos drgdos internos que nao visivelmente
perceptiveis a idade, o envelhecimento cutaneo tem grande
importéncia social [2].

Dentre os fatores externos que aceleram o processo
do envelhecimento estdo os fatores ambientais, também
chamados de expossomas, principalmente: radiagdes
solares (ultravioleta, luz visivel e infravermelho), polui¢do
do ar, tabagismo, ma nutricio e uso inadequado de
produtos cosméticos [3]. Esses expossomas produzem
espécies reativas de oxigénio, que danificam os teldmeros,
enzimas e membranas celulares do DNA [2].

A epiderme é um tecido que se autorrenova ao longo de
toda a vida. As células sdo capazes de dividirem-se apenas
por um niimero restrito de vezes, antes de sofrerem a parada
permanente da divisdo celular que durara até a morte [4].
A desaceleragio da renovagio epidérmica e do ciclo celular
resulta numa barreira cutinea menos efetiva [1].

Os fibroblastos dérmicos sdo altamente proliferativos
durante o desenvolvimento embrionario, pelo contrério, na

pele adulta sio normalmente células quiescentes [4].

Na derme, alteragdes na estrutura da fibrilina, bem
como a a¢do de metaloproteinases (MMP's) e outras
proteases, geram uma diminuicdo do conteudo de
coldgeno, contribuindo para a formagdo de rugas. Soma-
se o fato de que na matriz extracelular da pele envelhecida
as glicosaminoglicanas podem estar associados a material
elastdtico anormal, funcionando de forma ineficaz, além da
diminui¢do acentuada do acido hialuronico [1].

Com base nos usos tradicionais e no conhecimento
etnobotinico, os seres humanos tém wusado recursos
naturais empiricamente para cuidar da pele e modificar
sua aparéncia fisica. Contudo, nos tltimos anos, o interesse
tornou-se mais amplo, e agora existe grande demanda por
moléculas vegetais eficazes [2].

Os Oleos essenciais sdo uma mistura de compostos
volateis altamente complexos sintetizados pelas plantas
como metabdlitos secundarios. O 6leo essencial de lavanda
(Lavandula angustifolia) apresenta elevado potencial
antioxidante, aumentando o nivel de enzimas antioxidantes
do sistema imunoldgico, incluindo superédxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase, além de diminuir a
peroxidagdo de lipidios. Sendo assim, um excelente
sequestrador de radicais livres [5].

Rosmarinus officinalis, conhecido como alecrim, é rico
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em flavonodides, polifendis, carnosol e diterpendides, entre
outros. Ativos com capacidade de diminuir a inflamagcao,
aumentar a hidratacéo e a elasticidade da pele, além de uma
forte atividade antioxidante e protetora contra a radiacdo
ultravioleta [6]. Ja a melaleuca (Melaleuca alternifolia)
¢ um oleo essencial conhecido pelas suas propriedades
antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes,
inflamatdrias, imunomoduladoras e pro-cicatrizagdo de
feridas [7].

Assim, objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
dos dleos essenciais de lavanda (Lavandula angustifolia),
alecrim (Rosmarinus officinalis) e melaleuca (Melaleuca
alternifolia) sobre a proliferacdo celular, a expressio de
MMP’s e sintese de coldgeno total e dacido hialurdnico,
além da atividade de colagenase em fibroblastos dérmicos
humanos.

anti-

MATERIAL E METODO

Reagentes

Meio Iscove’s Modified Dulbecco’s (IMDM), soro fetal
bovino (SFB), antibidticos (penicilina-estreptomicina) e
tampaofosfato (PBS) foramadquiridosdaGibcoBRL (Grand
Island, CA, USA). O reagente 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) foi adquirido
da Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo., USA).

Oleos essenciais de Lavanda (Lavandula angustifolia),

Alecrim (Rosmarinus officinalis) e Melaleuca (Melaleuca
alternifolia)
Os Oleos essenciais de Lavandula angustifolia,
Rosmarinus officinalis e Melaleuca alternifolia, foram
gentilmente cedidos pela Tisserand Aromatherapy (UK). A
pureza e qualidade dos 6leos essenciais foram monitorados
pelo departamento de controle de qualidade da Tisserand
Aromatherapy.

Linhagem celular e tratamento

Os fibroblastos da linhagem CCD-1072Sk foram
cultivados em meio ISCOVE’S com 10% de soro fetal
bovino, 0,292 g/L de L-glutamina, 1,0 g/L de D-glicose,
2,2 g/L. de NaHCO,, 10.000UI de Penicilina e 0,060 g/L
de Estreptomicina. Os fibroblastos foram mantidos em
frascos de 25 cm? (1x10° cells/mL) em estufa imida com
atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Em todos os experimentos
as culturas de fibroblastos foram submetidas ao teste
de viabilidade celular (incorporagio do corante azul de

tripano), sendo que todos os experimentos descritos foram
realizados quando a viabilidade celular apresentava-se
igual ou superior a 95%. Os fibroblastos foram avaliados
frente a diferentes concentragdes dos dleos essenciais de
lavanda, alecrim e melaleuca, a saber: 0,01, 0,5; 1,0; 2,0;
5,0 e 10,0ug/mL por um periodo de 24 horas. Grupos
controles, formados por fibroblastos sem tratamento com
os Oleos essenciais, foram utilizados como comparativos
para determinacdo do efeito proliferativo. Grupos controle
positivo, formados por fibroblastos tratados com acido
ascorbico (vitamina C), foram utilizados para valida¢do
da metodologia e comparacdo com os O6leos essenciais.
Antes do inicio dos testes de proliferagdo, as células foram
privadas de soro bovino fetal por 6h.

Avaliagao da viabilidade/citotoxicidade

Apds 24 horas de incubagdo pos tratamento, o volume
do meio foi reduzido para 900 pL e adicionaram-se
100 pL de 0,5 mg/mL de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) para cada pogo.
Os fibroblastos foram incubados com o substrato por 2
h a 37 °C em uma incubadora de CO,. O meio contendo
substrato foi removido no final da incuba¢io e 1 mL de
DMSO foi adicionado por pogo para dissolver os cristais de
formazan. As placas foram agitadas em um agitador orbital
por 30 min a temperatura ambiente. As absorvancias foram
medidas no FlexStation® 3 multimode Benchtop Reader
(Molecular Devices, CA, USA) em 540 nm. Ao final da
avaliagdo, foram determinados os valores de IC,, como os
volumes que foram considerados para os testes seguintes.

Sirius Red - Quantifica¢ao de Colageno Total

Os fibroblastos foram cultivados e tratados conforme
valores de IC, e IC,, previamente determinados. Apds
isso, 0 meio foi retirado e os pogos foram lavados trés vezes
com PBS 0,1M. Foi adicionado 100 yL de Fluido de Bouin
(acido picrico, formaldeido e acido acético glacial) para
fixagdo durante 1h. As amostras foram lavadas com PBS,
em seguida, adicionado o corante Sirius Red. Apds o tempo
de 1h, foi removido o maximo do corante, e procedeu-
se lavagem com 150 pL de solugdo de HCI 0,01M por 30
segundos para remogdo do corante que ndo se ligou ao
coldgeno. Em seguida, o corante foi retirado das camadas
celulares com adi¢do de solugdo de NaOH 0,1M durante
30 minutos. Aliquotas de 100 uL das solugdes contidas
nos pogos foram transferidas para uma nova placa. A
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas Elx-
800-UV (Bio-Tek Instruments, EUA) a 570 nm.
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Avaliacio da sintese de acido hialurénico (AH)

O efeito dos dleos essenciais na sintese de AH foi
determinado usando um kit ELISA conforme orientagdo
do fabricante. Os fibroblastos (5,0 x 10* células/po¢o)
foram cultivados em placas de 24 pogos por 24 h a 37°C,
5% de CO, e tratados com os volumes representativos dos
IC,, e IC,,,
sobrenadante da cultura foi coletado e a sintese de AH foi
medida por ELISA. A absorbéncia foi medida a 450 e 570
nm usando um leitor de microplacas. A concentracio de
AH no sobrenadante cultivado foi adquirido a partir das
células de fibroblastos tratadas, calculadas e comparadas
com a curva padrdo de AH.

previamente estabelecidos, por 48h. Por fim, o

Atividade de Colagenase

A atividade de colagenase foi avaliada por método de
ELISA (ABCAM, USA), seguindo instrugdes do fabricante.
Resumidamente, os fibroblastos (5,0x10* células/po¢o)
foram tratados com os volumes representativos dos IC_ e
IC,, incubadas em placas de 96 pogos, por 24h a 37°C, com
5% de CO,, em meio livre de soro fetal bovino. Os valores
das absorbéncias foram obtidos com o auxilio de um leitor
de microplacas.

Dosagem de metaloproteinases (MMP-1, MMP2 e
MMP9)

O sobrenadante das culturas de fibroblastos tratados
com os volumes representativos dos IC e IC,, foi
centrifugado a 12.000 g, por 15 min e a 4°C. Os kits MMP2
ELISA (RAB0365; Sigma, EUA) e os kits MMP9 ELISA
(RAB0372; Sigma, Nanjing, China) foram utilizados para
quantificar os niveis de secre¢do das enzimas MMP2 e
MMP9. O ensaio foi realizado de acordo com as instrugoes
do fabricante. Para detectar os niveis de MMP-1 nos
sobrenadantes, o ensaio de ELISA foi realizado com um
kit disponivel no mercado (Abcam). As concentragdes de
MMP-1 foram detectadas de acordo com as instrugoes do
fabricante.

Andlises estatisticas

Todos os resultados foram representados como as
médias + DP dos resultados de todas as repeticdes e a
significancia estatistica foi determinado pela anélise de
varidncia unidirecional (ANOVA) seguido de teste a
posteriori de Tukey. Valores de probabilidade de p <0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Todas

as andlises foram realizadas usando o Software GraphPad
Prism (versao 5.1).

RESULTADOS

Viabilidade celular e determinagdo do IC,

A viabilidade dos fibroblastos foi determinada pela
incorporagdo do corante vital azul de tripano. Os volumes
de dleos essenciais e os percentuais de viabilidade estdo
representados na figura 1. Apds realizagdo do teste, a
concentra¢do escolhida para continua¢do do trabalho foi
de 1ug/mL.

O teste de viabilidade celular que utiliza a incorporagio
do corante vital azul de tripano, indicou que os 6leos
essenciais de alecrim, lavanda e melaleuca ndo reduziram a
viabilidade celular dos fibroblastos CCD10728k, indicando,
ao contrario, um efeito proliferativo, quando comparado as
células sem tratamento (controle). Contudo, a proliferacdo
induzida pelos 6leos essenciais observada pelo teste de
incorporag¢do do azul de tripano ndo foi superior a taxa
de proliferacdo observada no controle positivo, o acido
ascOrbico (vitamina C).

Azul de tripano
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Figura 1. Viabilidade da linhagem celular CCD1072Sk
(fibroblastos humanos), frente a diferentes volumes dos
6leos essenciais de lavanda, alecrim e melaleuca. Resultados
obtidos pelo ensaio de incorpora¢io do corante azul de
tripano, apds exposi¢do por 24 horas. Antes do inicio
do teste, as células foram privadas de soro bovino fetal.
Vitamina C foi utilizada como controle positivo. Testes
realizados em triplicata. GraphPad Prism v5.0

Sintese de coldgeno e dcido hialurdnico

Em seguida, foi avaliada a influéncia de cada dleo
essencial nas sinteses de colageno total e acido hialurénico
pelos fibroblastos utilizados neste trabalho. Assim, a figura
2 mostra os resultados obtidos para os éleos essenciais de
lavanda (1pg/mL), alecrim (lug/mL) e melaleuca (1ug/

Pagina: 4

DOI: https://doi.org/10.48051/rcec.v1i1.15

rcec.healthsciences.com.br


https://rcec.healthsciences.com.br

MACHADO, A. C. H. R. e COLABORADORES - REVISTA CIENTIFICA DE ESTETICA E COSMETOLOGIA - V1 — N1

mL). Apenas o dleo essencial de lavanda foi capaz de  6leo essencial de lavanda, como o 6leo essencial de alecrim,
aumentar significativamente (p<0,05) o teor de colageno  aumentou significativamente (p<0,05) o teor de acido
total, ao passo que, na sintese de dcido hialurdnico, tanto o hialurénico.
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Figura 2. Efeitos dos 6leos essenciais de lavanda, alecrim e melaleuca na sintese de coldgeno total e acido hialurénico.
(A) A sintese de colageno total, determinado pelo ensaio de corante acido Sirius red. As células foram pré-incubadas
em meio isento de soro por 24 horas e foram posteriormente tratadas com os éleos essenciais (1ug/mL) por 24 horas.
As células foram coradas com o corante Sirius Red e a absorbancia foi determinada usando um leitor de microplacas a
570 nm. (B) A sintese de acido hialurdnico foi determinada por meio de kit de ELISA. As células foram pré-incubadas
em meio isento de soro por 24 horas e foram posteriormente tratadas com os 6leos essenciais (1ug/mL) por 48 horas. O
sobrenadante das culturas foi coletado pra o teste de ELISA e a absorbancia foi medida em 450 e 570 nm usando um leitor
de microplacas. Ensaios realizados em triplicata e as médias + desvios padrdo sdo mostradas como * p <0,05 em relagio as
células ndo tratadas. GraphPad Prism v5.0

A capacidade dos 6leos essenciais de lavanda, alecrim e a absorbancia foi medida a 345 nm usando um leitor de
e melaleuca em reduzir a atividade da enzima colagenase = microplacas. Ensaios realizados em triplicata e as médias
(MMP-1), foi investigada. A figura 3 mostra a redu¢do + desvios padrdo sdo mostradas como * p <0,05 versus
significativa (p<0,05) obtida com os oOleos essenciais  controle (células ndo tratadas). GraphPad Prism v5.0
de lavanda e alecrim, ao passo que o 6leo essencial de
melaleuca, apenas indicou tendéncia de redu¢do, mas sem Ao final, avaliamos a influéncia dos 6leos essenciais
significado estatistico. de lavanda, alecrim e melaleuca na secre¢do das enzimas
metaloproteinases MMP-1 (colagenase intersticial), MMP-

2 e MMP-9 nos sobrenadantes das culturas de fibroblastos.

150- Os resultados mostraram que os 6leos essenciais de lavanda

g g;"t:ln . e alecrim reduziram significativamente Ep<0,95) a secrega”to

g 100 @ OE Alecrim de MMP-1, MMP-2 e MMP-9. Em rela¢io ao dleo essencial

§ = * FIl RE Negss de melaleuca, embora seja observada uma tendéncia de

E - ! i T reducdo da secre¢ao das MMP-1 e MMP-2, apenas a MMP-

3 9 teve seus niveis reduzidos com significado estatistico
§ 0 i - “ (p<0,05).

DISCUSSAO / CONCLUSAO

Figure 3. Atividade da enzima colagenase. A atividade
da enzima colagenase foi determinada por ensaio O processo de envelhecimento cutineo é desencadeado
colorimétrico. As células foram pré-incubadas em meio  POT fatores intrinsecos e extrinsecos, sendo o primeiro
isento de soro por 24 horas e foram posteriormente causado por altera¢des na elasticidade da pele ao longo
tratadas com tratadas com os dleos essenciais (1pg/mL)  do tempo, ao passo que, o segundo, ¢ predominantemente
por 24 horas. O sobrenadante das culturas forma coletados ~ resultado da exposicdo a radiagdo solar. Assim, a exposi¢ao
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Figura 4. Secre¢io de MMP-1, MMP-2 e MMP-9 na linhagem de fibroblastos CCD1072Sk. As células foram tratadas
com lug/mL de cada um dos 6leos essenciais por 24 horas. O ensaio de ELISA foi realizado para determinar os niveis de
MMP-1 (A), MMP-2 (B) e MMP-9 (C) no sobrenadante das culturas celulares. Ensaios realizados em triplicata e as médias
+ desvios padrdo sdo mostradas como * p <0,05 versus as células ndo tratadas. GraphPad Prism v5.0.

aos raios ultravioleta provoca alteragdes fisicas na pele
devido a alteragdes que ocorrem no tecido conjuntivo por
meio da formacao de peréxidos lipidicos, contetido celular
e enzimas [8].

Os6leos essenciais podem ser encontrados em diferentes
partes dos vegetais (flores, folhas, cascas, madeiras,
raizes, rizomas, frutas e sementes) e apresentam em sua
composicdo, fenilpropandides e, em especial, terpenos,
moléculas portadoras de atividades antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatdrias [9,10]

A espécie Rosmarinus officinalis L. possui agdes
antioxidante e anti-inflamatoria, devido, principalmente,
a presenca de terpendides, flavondides e polifendis,
incluindo 4cido carnésico, carnosol, dcido rosmarinico e
acido ursolico [6,11].

A Lavandula angustifolia produz um dleo essencial rico
em compostos como o linalol e acetato de linalila, sendo
responsaveis, pelo menos em parte, por efeitos analgésicos,
anti-inflamatérios, antioxidantes, antibacterianos e
antifungicos [5,12].

Melaleuca alternifolia, conhecida como melaleuca,
apresenta alta capacidade antifiingica, bacteriostatica
e atividade germicida devido aos componentes como
terpinen-4-ol, a-terpineol, linalol, a-pineno, P-pineno,

Pmirceno e 1,8-cineol, além de alta atividade antioxidante
relacionada com os seus compostos bioativos a-terpineno,
aterpinoleno e y-terpineno [7,13,14].

A modulagio positiva na sintese de acido sintese
de acido hialurénico, obtida em nosso trabalho, apds o
tratamentos das células com os diferentes 6leos essenciais,
bem como a mudanga nos padrdes de expressdo e secre¢ao
de metaloproteinases (MMP-1, MMP-2 e MMP-9),
sugerem possivel mecanismo inibitério da inflamacéo e
do remodelamento tecidual, indicando propriedades anti-
inflamatérias e anti-idade, além de proliferacdo celular
envolvidas na cura de feridas [15,16].

Além disso, nossos resultados corroboram os achados
da literatura, como aqueles obtidos por Chae et al., onde
ficou demonstrado que o alecrim promoveu redugdo na
producdo de MMP-9 em células de musculo liso vascular,
entretanto os autores ndo acharam inibicio de MMP-2 [11].

Assim, embora estudos adicionais sejam necessarios
para entendermos os mecanismos envolvidos nas diferentes
acOes observadas neste estudo por parte dos diferentes
6leos essenciais aqui estudados, os resultados confirmam
o seu potencial cosmético/dermatolégico, sugerindo que,
num futuro préximo, possam figurar em formulagoes
dermocosméticas.
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Nossos resultados mostraram redugdo nos niveis de
RNA mensageiros das MMPs avaliadas no trabalho, além
de aumentar a proliferacdo de fibroblastos e estimular a
sintese de coldgeno e de acido hialurénico. Desta forma,
ainda que mais estudos sejam necessarios, sugerimos que os
6leos essenciais de alecrim e lavanda possam ser utilizados
em formulagdes cosméticas destinadas a prevengdo do
envelhecimento cutaneo.
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