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RESUMO

Visando a utilizacdo de produtos que permitam uma sustentabilidade econdmica,
ambiental e com baixa agressdo para aplicacdo em humanos, utilizamos a
nanotecnologia com carbon dots associada aos Oleos essenciais, 0s quais possuem
diversas aplicacGes biologicas e propriedades microbioldgicas e antioxidantes. Assim, o
objetivo principal deste trabalho foi funcionalizar nanoparticulas de carbon dots
(DOTS) com dleos essenciais de: citronela (Cymbopogon winterianus)-(DCIT), cravo
da india (Eugenia caryophyllus)-(DCRA), e laranja (Citrus sinensis)-(DLAR) para
aplicacdo em produtos nanoestruturados de baixo custo, que promovam uma maior
solubilidade, melhor estabilidade molecular e menor toxicidade, em relacdo aos
produtos ja existentes no mercado. Antes da funcionalizacdo dos DOTS, foi
determinado o grau de pureza de cada 6leo utilizado no trabalho por analise de
Cromatografia gasosa acoplada por espectrometria de massas (CG-EM). Apos a
obtencédo das nanoparticulas funcionalizadas, todas as formulagdes foram submetidas a
técnicas de caracterizacOes fisico-quimicas com os ensaios de termogravimetria (TG),
espectroscopia por UV-Vis, infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e por
RAMAN, assim como a microscopia de transmissdo (MET) para a avaliacdo do
tamanho, teste de estabilidade pela avaliagcdo da variagcdo do pH, bem como a presenca
de antioxidantes por técnica de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR). Como
modelo para os testes in vivo foi utilizado larvas de Zophobas morio (Tenebrio Gigante)
e avaliado a toxicidade em 24 e 48h apds administracdo, e alguns parametros de
marcadores antioxidantes como Nitrito, Mieloperoxidase (MPO) e Glutationa Reduzida
(GSH) e Melanizacdo como parametro indicativo de toxicidade. Os éleos apresentaram
um grau de pureza superior a 85%. Para os compostos majoritarios dos 6leos de cravo
da india as moléculas de eugenol com 85% de pureza ¢ B-cariofileno 11%. O oleo de
laranja representado pelo limoneno apresentou 97% de grau de pureza. Para o dleo de
citronela as trés moléculas mais representativas com seu grau de pureza respectivamente
sdo o citronelal 41%, geraniol 23% e citronelol 8,6%. Dados das analises de RAMAN
mostraram que os DOTS em temperatura ambiente apresentaram um aumento no teor de
defeitos estruturais com o decorrer do tempo, provavelmente devido a processos
oxidativos induzidos pelo oxigénio do meio; por outro lado a presenca do 6leo na
superficie dos DOTS promoveu uma estabilidade nas ligagdes com os 6leos em
temperatura ambiente, para DCRA foi sugestivo de uma estabilidade de seis meses e as
demais formulagcbes DLAR e DCIT de aproximadamente doze meses. Nos ensaios de
FTIR os espectros de absorcdo exibiram uma forte banda em ~1450 cm™, associada com
modos de estiramento simétrico da carboxila. Modos vibracionais v,5(CO0 ™) e v(C=0)
podem ser encontrados em 1670 e 1715 cm™, respectivamente, deslocamento para
maiores energias assim como o aumento das intensidades dos modos associados aos
grupos oxigenados indicando mais uma vez a oxidacdo da superficie dos DOTS,
corroborando com os resultados do RAMAN. No UV-Vis, 0s espectros de absor¢édo dos
DOTS, DLAR e DCIT, apresentaram uma banda de absorcdo tipica em 337 nm,
atribuida a transicdo n—n* (ligagdes C=0) e um ombro em torno de 240 nm, atribuido a
transi¢ao m-n* (C=C liga¢des com hibridizagao sp2), diferentemente no DCRA ndo foi
observado o ombro em torno de 238 nm, atribuido as transi¢des m-*, € Sim apresentou
um pico atipico, em 279 nm . Para a determinagdo das capacidades antioxidantes por
meio do EPR foi encontrado que apenas a formulacdo DCRA apresentou uma potencial
capacidade antioxidante, enquanto os DOTS, DLAR e DCIT, com o comportamento
semelhante, apresentaram em media um decaimento de 100 para 60% no consumo de
DPPH, mostrando um grau de eficacia inferior. Nao foi observado morte in vivo ap6s



48h de administragcdo das formulacdes, e a producdo de radicais livres e antioxidantes
associados a Nitrito, GDH e MPO foram dependentes das concentracbes das
formulacGes. Para a deteccdo do Nitrito apenas duas formulagOes apresentaram
alteracdes; o DCRA nas concentracdes de 25 e 100 mg/g de animal e o DCIT em 25 e
50 mg/g. Alteracdes nos valores de GSH foi observado nas formulagbes DCRA em 25
mg/g, DOTS em 50 e 100mg/g e DLAR em 50mg/g. Os niveis da MPO se mostraram
alterados em todas as concentracGes de DOTS e DCIT testada, e para formulagéo do
DCRA apenas em 50mg/g de animal. A melanizacdo apresentou alteracdes apenas a
formulacdo DCRA nas concentracGes de 50 e 25 mg/g de animal. Assim, podemos
concluir que a funcionalizacdo dos DOTS com os 06leos essenciais usados neste estudo
se mostrou eficaz, podendo reduzir a toxicidade e aumentar a capacidade antioxidante
dos mesmos para potenciais aplicacbes em produtos biocompativeis.

Palavras - chaves: Toxicidade, 6leos essenciais, larvas de Zophobas morio Tenebrio
Gigante, Funcionalizagdo, DOTS, antioxidantes, melanizacao.



ABSTRACT

Seeking at the use of raw material or products that allow an economic, environmental
sustainability and low toxicity for human’s application, we use nanotechnology based in
carbon dots, associated with essential oils which have several biological applications
with microbiological and antioxidant properties. Thus, the main objective of this work
was to functionalize carbon dot nanoparticles-(DOTS) with three essential oils:
citronella (Cymbopogon winterianus) — (DCIT); clove (Eugenia caryophyllus) -
(DCRA), and orange (Citrus sinensis) - (DLAR) that could promote a greater solubility,
better molecular stability and lower toxicity for the oils and DOTS. The degree of purity
of each oil used in the work was determined by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS) analysis. After nanoparticles functionalization’s, all
formulations were analyzed by thermogravimetry (TG), UV-Vis spectroscopy, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and RAMAN to determine their
physicochemical parameters, as well as transmission microscopy (MET) for size
evaluation, pH variation, and presence of antioxidants by magnetic resonance technique
(EPR). The Zophobas morio larvae (superworms) was the in vivo model used to
evaluate toxicity and antioxidant markers such as Nitrite, Myeloperoxidase (MPO) and
Reduced Glutathione (GSH) and Melanization. The oils purity was more than 85%. For
the major compounds of clove oils, eugenol purity was 85% and - Caryophyllene 11%.
The orange oil represented by limonene presented 97% purity. For citronella oil the
three most representative molecules with their purity degree respectively are citronellal
41%, geraniol 23% and citronellol 8.6%. Data from RAMAN analyses showed that
DOTS at room temperature showed an increase in the content of structural defects over
time, due to oxidative processes induced by oxygen in the medium; on the other hand,
the presence of oil on the surface of DOTS promoted a stability in the bonds with the
oils, for DCRA it was six months and the DLAR and DCIT formulations were of twelve
months. FTIR data show additional spectra bands in ~1450 °™ associated with
symmetrical carboxyl stretch modes. Vibrational modes v,4(C0O0 ™) and v(C=0) can be
found in 1670 °™ and 1715°™*, respectively, displacement to higher energies as well as
the increase in the intensities of the modes associated with the oxygenated groups,
indicating once again the oxidation of the DOTS surface. In the UV-Vis analyzes, the
absorption spectra of DOTS, DLAR and DCIT, presented a typical absorption band at
337 nm as a n—x* transition (C=0 bonds) and a shoulder around 240 nm, attributed to
the n-n* transition (C=C bonds with sp2 hybridization); in the DCRA, the shoulder
around 238 nm was not observed, for transitions n-n*, but it was presented an atypical
peak, at 279 nm. It was found that only the DCRA formulation presented a potential
antioxidant, while DOTS, DLAR and DCIT, with similar behavior, the decay average
was from 100 to 60% in the consumption of DPPH showing a lower degree of
antioxidant effect. No death was observed in vivo studies after 48h of formulation
administration, and the production of free radicals and antioxidants associated with
Nitrite, GDH and MPO were dependent on the concentrations of each formulations. For
the detection of Nitrite, only two formulations presented alterations; DCRA at
concentrations of 25 and 100 mg/g of animal and DCIT at 25 and 50 mg/g. Changes in
GSH values were observed in the DCRA at 25 mg/g, DOTS at 50 and 100mg/g and
DLAR in 50mg/g. MPO levels were altered in all concentrations of DOTS and DCIT
tested, and for DCRA only in 50mg/g of animal. Melanization presented alterations only
to the Formulation DCRA at concentrations of 50 and 25 mg/g of animal. The results
presented, demonstrated that the carbon-dots functionalized with essential oils used in



this study can produce DOTS with reduced toxicity and a better antioxidant property for
potential applications in biocompatible products.

Keywords: Toxicity, essential oils, Zophobas morio larvae (superworms),
Functionalization, DOTS, antioxidants, myelinization.
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1.Introducéo

Grupos de pesquisas vém disponibilizando dados que podem contribuir para a
avaliacdo e uso de moléculas que possuem principios ativos oriundos da biodiversidade.
Com isso, para que a extracdo e isolamento destes para uma producdo em diversos
setores possa ser realizada, sdo necessarias informagdes seguras para aplicacdo
desejada, seja no meio ambiente ou mesmo para consumo humano como um cosmético
ou farmaco (SANTQOS, 2016 ; GANESAN; CHOI, 2016).

E constatado por dados cientificos que as plantas apresentam um mecanismo
de defesa contra o ambiente no qual € inserida, e também possui seu proprio
metabolismo Ao investigarmos 0os compostos originados do metabolismo das plantas,
podemos observar propriedades como antimicrobiana, antioxidantes e outros. Estes
compostos originados do metabolismo da planta podem ser uma alternativa ao uso de
matéria prima sintética por serem naturais e possuirem ndo apenas um potencial
ecoldgico, mas também propriedades que fornecem a demanda de qualidade e para
obtencdo do produto final em diversos ramos desde a agricultura a biomedicina,
(ALMEIDA, 2017, BATISTA et al, 2021).

Sdo observados dois tipos de metabolismo nas plantas: o primério, e o
secundario. O primario considerado o responsavel direto a producdo dos compostos
comuns em todos as plantas como hidratos de carbono e clorofilas (VAN GROENIGEN
et al, 2015) essenciais a sobrevivéncia da planta, ou seja, que esta ligado diretamente a
fotossintese, e responsaveis pela sintese de carboidratos, proteinas, lipidios e acidos
nucleicos. (ALMEIDA, 2017; REZENDE et al., 2016).

O metabolismo secundéario possui um importante papel no ciclo que envolve a
relacdo entre a planta e o ambiente onde ela se encontra. Esse meio vegetal produz
substancias que sdo utilizadas pelo vegetal como defesa, com producdo de compostos
antioxidantes, antimicrobianos, repelentes, entre outras. Quando estas substancias sdo
isoladas e aplicadas em seres humanos suas caracteristicas podem atuar de forma
medicinal, sendo necessario antes serem avaliadas por meio de ensaios como
composicdo, via de administracdo, dose, efeito e toxicidade, para que possam ser
consideradas como uma opcao terapéutica ou mesmo para outros fins de aplicagédo
(REZENDE et al., 2016). Dentre os compostos relacionados ao metabolismo secundéario
das plantas estdo os 6leos essenciais, com propriedades fungicidas, antioxidantes, entre
outras ja relatadas na literatura (FERREIRA et al, 2020).

Os Oleos essenciais, produzidos por plantas conhecidas, em concentracdes
baixas ou elevadas na sua composicio (MENDES et al., 2017; BERMUDEZ,
2019)tendem a ser utilizadosprincipalmente pelas industrias farmacéutica e cosmética
que sdo as mais envolvidas na fabricacdo de produtos que englobam uma cadeia de
produtos organicos que concentra desde o produtor no campo até o consumidor final
(ALMEIDA, 2017).

Associar produtos naturais com a nanotecnologia pode promover beneficios em
diversas areas como agricultura, medicina e outros, como por exemplo, utilizar
principios ativos em menor concentragcdo, mas, promovendo o mesmo efeito (SILVA,
2015).

Carbon dots, ou pontos de carbono (DOTS), possuem algumas caracteristicas
que as tornam vantajosos do ponto de vista da aplicacdo, tais como: estabilidade
quimica, baixa toxicidade, baixo risco ambiental, biocompatibilidade, facil preparacéo,
solubilidade aquosa e facil modificacdo, proporcionando assim seu uso em bioimagem,
sensores opticos, dispositivos fotoelétricos e outros (EWEN, 2018).
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O emprego de moléculas antioxidantes, como suporte em terapia, na clinica,
tem sido muito utilizado na atualidade. Os “antioxidantes”, sdo substancias como,
vitaminas, minerais, pigmentos naturais, cCompostos vegetais, enzimas, e outros, que
sdo responsaveis pela protecdo de danos provocados por radicais livres (RL),
(BUCIOLI et al, 2019). Vale ressaltar que o0 excesso de RL neutraliza as defesas
naturais do organismo que sdo compostas de enzimas: Glutation-Peroxidase (que
necessita do Selénio), Catalase, Metionina-Redutase e Superdxido Dismutase (hé varios
tipos, e 0s 2 principais necessitam de Zinco, Cobre e Manganés), os quais combatem, no
organismo, 0s seguintes Radicais Livres: Peroxido de Hidrogénio, Superoxido,
Oxigénio Single, fon Hidroxila, Oxido Nitrico e Oxido Nitroso respectivamente
(BARBOSA et al, 2010).

O objetivo desta tese € avaliar o potencial da nanotecnologia para que, por
meio de processo técnico cientifico, seja possivel funcionalizar particula de carbon dots
com oOleos essenciais (Eugenia caryophyllus cravo da india, Citrus sinensis laranja e
Cymbopogon winterianus de citronela) para obter as mesmas propriedades requeridas
como antiflngicas, bactericidas, antioxidantes, estabilidade das formulacGes por
caracterizacdo Opticas e outros, para utilizagdo como produto de mercado com menor
concentracdo, elevada eficacia e futuras aplicacGes, sem danos ambientais, podendo
obter um produto atoxico ou com toxicidade aceitavel bem como uma estabilidade por
um periodo méaximo desejado em temperatura ambiente. Avaliar o potencial
antioxidante das formulagGes desenvolvidas, em Larvas de Zophobas morio, Tenebrio
Gigante utilizando ensaio in vivo, um modelo alternativo.
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2.Justificativa

Diante da escassez de matéria prima para aplicacdo em diversos setores, como
a industria téxtil, farmacéutica, agro, construcdo civil e biomedicina, 0 uso de
tecnologias que venham a contribuir com a expansdo destes setores, atraves da
aplicacdo de produtos que minimizem os impactos ambientais para sua obtencéo, € de
extrema importancia. Uma nova formulacdo, que possua todas as propriedades dos
produtos ja existentes no mercado, aliada ao estudo com produtos de origem natural,
pode contribuir para a descoberta de novos compostos para suprir a demanda ja relatada
no texto, visando com isso a sustentabilidade econdémica, ambiental e menos efeitos
adversos ou colaterais para o organismo humano por meio do uso de sistemas
nanoestrutado (DAUDT et al, 2013).

Com o avango da nanotecnologia voltado para nanomedicina, a ideia de
desenvolver uma nanoparticula utilizando um carreador atdxico, como os carbon-dots
funcionalizados com 6leos essenciais, podem proporcionar beneficios como avancos em
tratamentos médicos, elaboracdo de possiveis novos farmacos ou, até mesmo, outras
aplicacdes, em diversos setores como agricultura, cosméticos e outros que possam
surgir tendo como base os resultados obtidos no estudo.

A obtencdo de uma nanoparticula de carbon dots funcionalizada com dleos
essénciais de cravo, citronela e laranja para obter estabilidade quimica,
biocompatibilidade, solubilidade aquosa, atoxicidade e elevada atividade antioxidante,
sdo as evidéncias geradas neste estudo. E para avaliar as formulacdes desenvolvidas,
que demonstrem se os parametros, citados anteriormente, validam o produto, realizou-se
a caracterizacdo com 0s ensaios que permitam investigar todos esses possiveis
parametros de estabilidade, composicdo, morfologia e outros, como também a
realizacdo de avaliacdo bioldgica por meio de ensaio in vivo, utilizando um modelo
alternativo, promovendo uma triagem para novos ensaios de futuras aplicacoes.
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3. Referencial tedrico
3.1 Produtos naturais

Aprofundando um pouco na histéria é possivel identificar que, o homem,
sempre buscou detectar principios ativos em vegetais, e extracdo de plantas como
remédios para a cura de doencas (FRANCA et al., 2008, LARA, 2019).

Partindo destas descobertas, a ciéncia demonstrou um olhar investigativo para
0s recursos da biodiversidade voltados aos tratamentos de doencas com base no
conhecimento do senso comum e cultural da humanidade (MENDES et al, 2018).

Para compreender as propriedades, e mecanismo de acgdo, das substancias
presentes nos produtos naturais, pesquisas foram aplicadas para que fosse possivel
isolar estes compostos ainda no século XIX, considerados o marco inicial dos trabalhos
voltados para extracdo e caracterizacdo dos compostos de origem natural (ALMEIDA,
2017).

Sabe-se que as plantas produzem substancias que exercem fungdes de protecédo
contra predadores e patégenos. Neste contexto, a ciéncia vem ampliando os estudos com
0 intuito de explorar suas propriedades para aplicacBes principalmente nas areas de
farmécia, cosmética, alimenticia e agricultura (DRAWANZ et al, 2020).

Os metabdlitos produzidos pelas plantas sdo divididos em dois grupos, o
metabdlito priméario e secundario, onde o primeiro é responsavel pelo processo de
fotossintese, desenvolvimento da adenosina trifosfato (ATP), sacarose, amido, formacéo
de &cidos carboxilicos do ciclo de Krebs, a- aminoacidos, acido graxo, proteinas e
acidos nucléicos, e neste metabolismo a funcdo estrutural é de armazenamento de
energia e respiracdo (ALMEIDA, 2017). A Figura 1 representa 0 metabdlito primario
das plantas.

Figura 1: Processos envolvidos no metabdlito primario produzido pelas plantas.
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O metabdlito secundério é responsavel pela sobrevivéncia e competicdo de
existéncia no ambiente onde a planta se encontra, onde ocorre a elaboracdo de
substancias utilizadas no contra-ataque a patégenos, e estas possuem relacdo com o
crescimento e desenvolvimento da planta (ALMEIDA, 2017).

Estudos mostram que as plantas medicinais produzem este metabdlito em
situacdo estrema de estresse, e outras condi¢bes também associadas, tais como:
infeccdes, ferimentos, radiacbes UV, quando sdo detectados os principais compostos
antipatogénicos (CALIXTO, 2022).

As substancias que sdo obtidas no metabolito secundario encontram-se
divididas em trés classes: terpenoides, alcaloides e compostos fenolicos, e suas
atividades farmacoldgicas sdo bastante exploradas na inddstria como potencial agente
terapéutico (Pal et al., 2014). Na Figura 2 é possivel observar a reacdo de formacao das
classes citadas.

Figura 2: Formacdo das classes de metabolitos secundérios (alcaldides, terpenos e
fenilpropanoides) originérios do metabolito primério das plantas.
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3.2 Oleos essenciais

Tendo em sua composic¢do quimica diversos componentes, 0s 6leos essenciais
possuem derivados de fenilpropanoides e de terpenoides, sendo os ultimos os que se
encontram em maior predominancia (SIMOES e SPITZER, 2007). Estes elementos sdo
compostos de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, terpenos, aldeidos, cetonas,
fendis, esteres, oOxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e
compostos contendo enxofre, em diferentes concentracdes (MAFRA, 2014). No geral 2
ou 3 componentes principais, sdo classificados como majoritéarios, e sdo 0s responsaveis
pela determinacdo de suas propriedades bioldgicas (MAFRA, 2014).

As evidéncias reportadas na literatura em relacéo aos 6leos essenciais mostram
que eles possuem caracteristicas de substancias liquidas volateis, aromas intensos e
agradaveis, estdo presentes em espécies vegetais, e sua obtencdo se da principalmente
utilizando protocolo de arraste com vapor dagua, bem como o de hidrodestilagdo
(ROTHE, 1947; GUENTHER, 1948; SHREVE e BRINK Jr., 1980; POVH et al., 2001).

Sendo a natureza sua fonte de aquisicdo, 0s 6leos essenciais exercem um papel
extraordinario na protecdo das plantas atuando como agentes antibacterianos, antivirais,
antifangicos, inseticidas e até mesmo contra os herbivoros, que se alimentam de tais
plantas. Também possui poder de atrair alguns insetos para favorecer a dispersdo do
polen e das sementes, ou repelir outros tantos insetos indesejaveis (BAKKALI et al
2008).

Uma classificacdo para os 0leos, que podem ser chamados de 6leos volateis,
sd0 os 0Oleos etéreos ou essenciais. Esta nomenclatura possui como caracteristicas fisico-
quimicas, a aparéncia liquida em temperatura ambiente, e a volatilidade, consideradas
suas principais caracteristicas. Sdo diferentes dos 0leos fixos, que sdo considerados
misturas de substancias lipidicas, e sdo obtidos, comumente, de sementes (MAFRA,
2014).

Estudos relatam que a comosicao quimica dos 6leos essenciais pode apresentar
alteracdo, dependendo do método de extracdo, associada as condi¢cdes de operacao, tais
como, aumento de temperatura e pressao, que podem ocasionar a quebra, e a oxidacao,
de moléculas do principio ativo de algum componente do 6leo, intervindo na qualidade
final e podendo comprometer suas propriedades quimicas e fisicas, afetando assim os
efeitos da aplicacdo biolégica (POVH et al.,2001; SIMOES e SPITZER,2003).

3.2.1 Oleo de Eugenia caryophyllus cravo da India

O cravo da india (Eugenia caryophyllus) componente da familia das mirtaceas
(Myrtaceae) € uma planta de porte arboreo que pode atingir, aproximadamente, cerca de
10 metros de altura. Esta planta vem despertando interesse em grupos de pesquisas por
apresentar propriedades terapéuticas como analgésica, higiene bucal, nematicida,
antiviral e fungicida (MARTINS, CORTEZ, FELIPE, 2008), na cultura popular, para
tratamento de doencas na medicina humana (MOTTIN 2019).

Os oOleos essenciais sdo constituidos por uma combinagdo de componentes, e
no 6leo de cravo-da-india, o que majoritario € o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), com
concentragdo de 76,8 a 95%, sendo os demais elementos fenolicos presentes numa
quantidade minima a exemplo do o B-cariofileno (17,4%), o a-humuleno (2,1%) e o
acetato de eugenila (1,2%) (CHAIEB et al, 2007), e as estruturas quimicas destes estdo
representadas na Figura 3.
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Figura 3: Representacao da estrutura quimica dos principais componentes presentes no
Oleo Essencial de Cravo-da-India.
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Fonte: SANTOLIN, (2019).

O ¢leo de cravo esta presente nos botBes florais secos, nas folhas, nos frutos e
em outras partes, mas o0 6leo essencial obtido das folhas contém 95% de eugenol, (75%
- 87%) (TEXEIRA, 2017).

A literatura reporta que o 6leo de cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
possui substancias aromatizantes naturais usados nos alimentos e produtos cosméticos,
como também propriedades de atividades antimicrobianas, bactericidas, antifungicas,
antinematoides, atividades pro-oxidante e antioxidante devido a presenca de compostos
bioativos, como sesquiterpenos e triterpenos (MULLA et al., 2017). Os sesquiterpenos
sdo classificados como uma classe de substancias que possui, em sua estrutura, trés
unidades de isopreno, que sao compostos coonstituidos por uma estrutura molecular
contendo cinco atomos de carbonos em seu esqueleto (Souza et al, 2021).

O composto triterpeno é oriundo de metabdlitos secundarios e faz parte da
classe quimica denominada de terpenos, e essa substancia pode ser produzida por
reacGes com acido mevalonico (presente no citoplasma), como também com piruvato e
3-fosfoglicerato (presente nos plastidios, que séo organelas celulares de células vegetais
responsaveis pela fotossintese, sintese de aminoacidos e acidos graxos), e a grande
maioria deste composto esta presente em vegetais, e também é detectado em organismos
como fungos e bactérias, sendo a caracteristica quimica do triterpeno a presencga de
cadeia com seis unidades de isopreno, totalizando 30 4&tomos de carbono (SILVA et
al.,2020). Analises apresentaram atividades bioldgicas satisfatérias como anti-
inflamatdria, antioxidante, antialérgico e antimicrobiana, como também uma
representativa porcentagem de seletividade anticancerigena (QING et al., 2017).
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3.2.1.1 Eugenol

Dentre os componentes majoritarios presentes na composi¢do do dleo de cravo,
0 que se destaca é o eugenol, com potencial antibactericida oral, como relatado na
literatura (MILADI et al., 2017). O registro da primeira vez que esta molécula foi
isolada é datado de 1929, quando foi considerado como composto de volatilidade
elevada, sendo sua producdo industrial iniciada em 1940 nos Estados Unidos para
diversas aplicacdes no setor industrial farmacéutico, alimenticio, agricola e cosmético
(MARCHESE et al, 2017; KAUFMAN, 2015). A Figura 4 apresenta a estrutura
quimica do eugenol.

Figura 4: Estrutura quimica do Eugenol.
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Fonte: ULANOWSKA, (2021).

Estudos demonstraram que o eugenol possui baixa estabilidade quimica e é
considerado sensivel a processo de oxidacao, porém quando administrado por via oral
sua absorcdo é rapida e o seu metabolismo ocorre no figado. Com isso 0 uso de
carreadores sdo sugeridos para uma melhora no processo de absorcéo, solubilidade e
elevada atividade deste 6leo (MARCHESE et al, 2017).

Em relagdo a atividade citada no paragrafo anterior, estudos demonstraram que
esta molécula tem eficacia como antioxidante, analgésico, antimutagénico,
antiplaquetario, bem como algumas caracteristicas antialérgicas, anti-edema e anti-
inflamatorias, sendo bastante utilizada, com resultados satisfatérios, como efeito
antimicrobianos no combate de patdégenos humanos dos grupos de bactérias Gram-
positivas e bactérias Gram-negativas e fungos e ainda varios parasitas, incluindo
Giardia lamblia, Fasciola gigantica e Haemonchus contortus, protegendo também
contra hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCly) (BATIHA et al,
2020). Atualmente esta sendo aplicado no setor agricola no controle de pragas sem
degradar as propriedades do solo, sem causar citotoxicidade, genotoxicidade e
ecotoxicidade no ciclo agricola, beneficiando o produto destinado a consumo sem risco
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a salde humana (DA SILVA et al, 2019). E também utilizado na pecuéria como
carrapaticida (FERREIRA, 2018).

A aplicacdo como antiviral se deu por ensaio com o virus herpes, tanto do
isolado, quanto no efeito sinérgico, envolvendo outras substancias, e com isso outras
cepas como citomegalovirus humano, citomegalovirus humano murino, hepatite virus C
e influenza-A também apresentaram uma inibi¢do, onde o destaque foi observado no
virus influenza-A cuja inibicdo ocorreu por meio de ativacdo de vias de sinalizacédo
ERK, p38MAPK e IKK/ NF-kB e antagonizagdo dos efeitos ativadores dessas vias
(MAK et al., 2019; SANTANA DE et al., 2021 ).

Os estudos que avaliam o potencial do eugenol no tratamento de células de
cancer partem do principio de que, por esta molécula apresentar propriedades
antioxidantes, ocorre um ataque na célula de cancer, antecipando uma mutacdo como
pré-oxidante, influenciando vias de sinalizacdo para que ocorra a morte da célula de
cancer onde o mecanismo inibe a ativacdo de NF-kB, regulacdo negativa da sintese de
prostaglandinas, reduzindo assim ativacdo da ciclooxigenase-2 e induzindo a célula a
realizar uma parada na fase S do ciclo, ocorrendo apoptose e diminuindo assim a
inflamacéo e os niveis de citocinas (FATHY et al, 2019).

3.2.2 Oleo de Cymbopogon winterianus citronela

A citronela pertence ao género Cymbopogon, da familia Poaceae, podendo ser
encontrada nas regides tropicais e temperada, com origem na India. Existem duas
espécies em destaque, que sdo, a Cymbopogon nardus var. lenabatu (L.) Rendle e
Cymbopogon winterianus Jowitt sendo o diferencial o teor do elemento denominado
citronelal (ANDRADE, 2018).

O oleo de citronela é constituido por varias moléculas, as principais sao
geraniol (28,62%), citronelal (23,62%) e citronelol (17,10%). A extracdo, a partir das
folhas, fornece uma alta diversidade de moléculas (aldeido citronelal, geraniol,
citronelol e ésteres), onde o destaque é o citronelol, por ser aromatizante de ambientes e
repelente de insetos, além de apresentar acdo antimicrobiana local e acaricida.
Justamente o citronelal e o geraniol produzem um aroma rosa floral citrico, que também
sdo usados em preparacOes sanitarias (SCHERER et al., 2009; BARUAH et al., 2017).
A Figura 5 abaixo apresenta a estrutura molecular dos componentes do 6leo de
citronela.

Figura 5: Estrutura molecular dos compostos majoritarios presentes no 6leo de
citronela.
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Estudos da aplicacdo deste 6leo como inseticida mostram eficicia contra
Frankliniella Schultzei, um inseto polifago presente em culturas como: amendoinzeiro,
girassol, melancia, soja e plantas daninhas como a denominada de falsa serralha (LIMA
, 2000). O oleo de citronela também foi efetivo contra Myzus pérsica, um outro tipo de
inseto polifago, cosmopolita, que vive em regides temperadas que apresenta mais de
400 espécies, habitando mais de 40 familias de plantas diferentes, considerado como
uma praga, de grande impacto econémico, atacando pomares, plantas ornamentais, ou
daninhas e tendo destaque nas plantacdes de tomate, maméao, algodao, batata, pimenta e
outros. Isso produz danos ndo apenas diretos, como indiretos, pois este inseto pode atuar
como um vetor potente para mais de 120 fitopatdgenos (PEREIRA, 2021), PINHEIRO
etal., 2013)

O oléo de citronela também foi aplicado como controle de ectoparasitas de
bovinos numa solucdo de 4% de 6leo, e no controle de pragas em plantacdo de cafe,
como a ferrugem e a cercosporiose, com eficacias de 47.2% e 29,7%, respectivamente
(PEREIRA et al., 2012).

Uma série de outras aplicagdes vem sendo estudadas com o 6leo de citronela
como antibidtico natural, regenerador da pele em feridas, no caso de queimaduras,
enxaqueca, dores localizadas, anti-inflamatdrio, antioxidante e como sedativo do
sistema nervoso, em casos de insOnia, hiperatividade, depressdo e ansiedade. (FREIRE,
2017).

3.2.2.1 Citronelal

O composto quimico Citronelal ¢ um monoterpeno oriundo do metabolismo
secundario das plantas, que é obtido de forma isolada da mistura denominada racémica
ou também de forma sintetizada sob a forma dos enantibmeros R e S (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2008).

O citronelal tem atividade antimicrobiana, e acdo alelopéatica. Originada do
metabolismo secundario vegetal, as substancias resultantes em destaque, sdo as
fenolicas, terpenos e alcaloides, (SILVA; PINTO, 2017). Também é considerada
antioxidante, herbicida e com atividade inseticida e repelente. Na agricultura atua como
antimicrobiana na protecdo de alimentos contra trés importantes bactérias patogénicas,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium. Os estudos
apontam ser um potencial farmaco para patégenos humanos (PONTES et al., 2018).

3.2.2.2 Citronelol

Um dos componentes majoritarios do 6leo de citronela, o Citronelol possui
caracteristicas similares aos outros como antibacteriano, antidepressivo, antisséptico,
antiespasmadico, anti-inflamatério, desodorante, diaforético, diurético, febrifugo,
fungicida, repelente de insetos, efeito estomacal e estimulante, tdnico e vermifugo
(QNEIBI, 2019). Este composto é adquirido da citronela como também de diversas
especies de capim-limdo (Cymbopogon), rico em citronelol, catalogada em
aproximadamente 70 plantas, até 0 momento (LOWRING, 2019).
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3.2.2.3 Geraniol

O geraniol sdo ésteres presentes, em grande numero, em Gleos essenciais
extraidos das plantas arométicas (MURCIA et al., 2018) .

Este componente quimico tem grande atividade biologica, suas propriedades
sdo:  bactericida, inseticida, anti-inflamatorio,  espasmolitico,  antifingico,
hipoglicémicos, com habilidade de sanar sangramentos, curar feridas, Glceras e doencas
de pele, além de tratar diarréia, disenteria, doengas de pele, depressao, diabetes, colicas,
Ulceras gastricas, esterilidade e calculos urinarios (SARAIVA 2018).

N&o apenas como atividades farmacoldgicas, a molécula de geraniol também
possui valor industrial, por suas propriedades aromatizantes, muito utilizadas em
fragréncias, imunoestimulantes, ndo irritante e sensibilizante. Nos estudos, até o
presente momento, ndo foram registrados efeitos adversos (ADENUBI et al., 2018).

3.2.3 Oleo de Citrus sinensis laranja

Os oléos essenciais retirados de frutas citricas, como laranja, limdo e outros,
tem em sua composi¢do uma variedade de substancias em que 85-99% s&o compostos
volateis, sendo uma mistura de monoterpenos, sesquiterpenos e sesquiterpendides como
aldeidos, cetonas, acidos, alcoois e ésteres (RUIZ; FLOTATS, 2014; FAN et al., 2015;
BUSTAMANTE et al.,, 2016). Esses produtos sdo bastante utilizados no ramo da
perfumaria, cosmeticos e farmacéutica, e vem sendo destacado na area de saneantes,
limpeza e alimentos (BIZZO et al, 2009).

Podemos evidenciar que o 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis (L.) é
composto de 98% da substancia R-limoneno e por ser insaturado este Oleo €
quimicamente instavel, e de fécil processo oxidativo quando exposto a algumas
condices de luz, ar ou umidade (GALVAO et al., 2015).

Estudos sugerem que o 6leo essencial de laranja tem a¢do como antianémico,
antibidtico, antisséptico, antidepressivo, anti-inflamatorio, bactericida, antireumatico e
antidisentérico (VENDRUSCOLO et al, 2005). O poder de inibicdo de bactérias
patogénicas foi apenas um dos marcos para evidenciar o efeito terapéutico deste 6leo,
pois seus constituintes também apresentaram possiveis resultados anticancerigenos e
quimiopreventivos, relacionados ao limoneno, com potencial para inibicdo da
proliferacdo de células de cancer de pulméo e préstata (YANG et al. 2017; KRINGREL,
2019), provavelmente por meio da supressao da COX-2 e IL-6, levando a apoptose das
celulas (JAYAPRAKASHA et al, 2013).

O alcool perilico, que é um monoterpeno oxigenado e estd presente em 6leos
essenciais citricos, produz efeito clinico satisfatorio em pacientes detectados com
tumores cerebrais em estagios avancados (CHEN, 2015). Outros relatos de pesquisa
com oOleo de laranja mostram caracteristicas de inibir processos de angiogénese,
metastase e morte celular em células de cancer de célon humano (MURTHY, 2012).
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3.2.3.1 Limoneno

O limoneno que é o principal constituinte dos 6leos essenciais citrus, esta
presente na casca da laranja péra, e tem elevado valor na inddstria de cosméticos, na
industria farmacéutica e alimenticia, sendo também geralmente, o0 componente de acao
terapéutica das plantas medicinais (SILVA et al., 2014). Sua férmula quimica € CioHig €
a estrutura molecular esta apresentada na Figura 6 abaixo.

Figura 6: Estrutura molecular do Limoneno.
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Fonte: GOULART, (2018).

Em ensaios farmacol6gicos, o Limoneno tem apresentado propriedades
bactericidas, pois estudos mostraram acdo inibitéria em cepas de Escherichia Coli e
Staphylococcus aureus, cujo efeito inibitério estd relacionado, principalmente, a
alteracdo da permeabilidade, e integridade, da membrana celular bacteriana (TRAJANO
etal., 2009).

O limoneno tem sido reconhecido, em destaque, por seu poder terapéutico no
tratamento do céncer, com seu potencial quimioterapico, descritos na literatura (YANG
et al, 2017).

Por serem constituintes dos grupos de monoterpenos, esses Compostos possuem
como base duas unidades de isopreno ligados, tendo, cada um ligaces de carbono
(GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-JUNIOR, 2013), e toda esta estrutura se faz
presente em 90% dos 0leos essenciais com propriedades farmacologicas relevantes, tais
como antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, antipruriginosa, hipotensora além
de atividades analgesicas (BARRETO et al., 2014).

Dentre 0s monoterpenos, que podemos destacar, e que apresentaram resultados
promissores no processo contra inflamacéo e na aceleracdo da cicatrizacdo de feridas,
estd o limoneno e o D-limoneno. (D’ALESSIO et al., 2014).

O D-limoneno foi detectado por ensaios laboratoriais como sendo uma fracéo
oleosa, ultrapura, de fontes de terpeno monociclico (CORAZZA; RODRIGUES;
NOZAKI, 2001). A literatura demonstra ser um isémero mais frequente, e o principal
constituinte de Oleos essenciais citricos, com aproximadamente 70 e 96% destes
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(MENENDEZ et al., 2002). Outras propriedades sdo o sabor e a fragrancia, muito
utilizados no setor industrial alimenticio, cosmético, de limpeza, pesticidas ecologicos e
conservantes alimenticios (VIEIRA et al., 2018). A Figura 7 apresenta a estrutura
molecular do D-limoneno.

Figura 7: Estrutura molecular do D-Limoneno.
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O limoneno apresenta propriedades anti-inflamatorias, antidiabética,
antioxidante, anticancerigena, antialérgica, antinociceptiva, e atividades anti-estresse,
além de efeitos positivos no tratamento de Ulcera géstrica, colite, asma e inflamacéo das
vias aéreas, entre outras atividades (VIEIRA et al., 2018). O D-limoneno, além de
cicatrizacdo de feridas, tem resultado mediado pelo seu principal metabolito POH
(perilil alcool) que possui a capacidade, especifica do POH, de diminuir a inflamac&o e
a neoangiogénese, envolvendo um resultado direto nas células epiteliais e assim o D-
limoneno torna-se um produto esperanc¢oso no tratamento de feridas (MOTA, 2019).

3.3 Carbon-Dots (DOTYS)

O elemento carbono possui presenca abundante na natureza, pois além de
estarem presentes em todas as moléculas organicas das mais diversas formas, como
grafite, diamante e o carbono amorfo, como também 0s nanomaterias compostos de
carbono, que sdo os fulerenos, os nanotubos de carbono e o grafeno (SHARMA et al,
2018).

Como ressaltado anteriormente, a familia dos nanocarbonos é constituida pelos
fulerenos, nanotubos de carbono, nanofibras de carbono, nanodiamantes, grafeno e,
mais recentemente, pelas Nanoparticulas de carbono CNPs (MIRANDA, 2014, BRITO
NETA, 2018). Estas Nanoparticulas de carbono (CNPs) sdo as mais recentes classes de
nanoparticulas (NPs) fluorescentes, as quais geraram um grande interesse devido a
afinidade de suas propriedades dpticas com a dos Quantum Dots (QDs), possuindo a
vantagem de anular a toxicidade dos metais pesados (MIRANDA, 2014 ; BRITO
NETA, 2018).

Grupos de pesquisa relatam que os carbon dots (DOTS) classificados como
tipicos, podem ser avaliados em uma classe de nanomaterial denominada de carbono
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0D, que apresenta um tamanho inferior a 20 nm , e consistem em esqueleto de
nomenclatura de carbono sp2/sp3 e abundantes grupos funcionais / cadeias poliméricas.
(ZHU et al., 2015, TAO, 2017; XU, 2014). Na superficie de grupos /cadeias
poliméricas, estdo presentes as carboxilas, hidroxilas, aminas e outras, que sdo
responsaveis por originar propriedades de extraordinaria solubilidade em &gua e
conformidade, na composicdo, com demais materiais para que ndo ocorra a separacdo
de fases (ZHU et al., 2013, JIANG et al., 2016; LI et al., 2019; ZHU et al., 2012) .

Baseado em todos os dados da literatura pode-se destacar que os diversos
grupos funcionais sdo responsaveis por os DOTS serem mais espontaneamente
modificaveis, com diversas moléculas organicas, ou poliméricas (KONG, 2012; LEI et
al., 2015), bem como prdsperas como os diversos sensores.

O carbono € composto em sua estrutura de um nudcleo centrado, incidindo de
atomos de carbono sp2/sp3, podendo formar trelica de grafite, ou carbono amorfo (XIA
et al., 2019), ao que pode ser conferido diferentes graus de carbonizacdo dos DOTS.
Esta estrutura, do denominado esqueleto de carbono covalente, também pode aumentar
a estabilidade dos DOTS, o que é considerado criticamente importante para suas
diversas aplicacfes praticas, que vao desde a resisténcia a decomposi¢do da luz,
fotodegradacdo e além de alto rendimento quéntico de fotoluminescéncia. Sua maior, e
melhor, propriedade de destaque, é possuir um menor indice de toxicidade para suas
aplicacdes, dentre elas como carreador de farmaco, ou drug delivery, como também a
obtencdo, em larga escala, com um menor custo, de aquisicdo da sintese com seus
produtos e sua excelente biocompatibilidade(XIA et al., 2019).

Sendo considerado um grupo de recém-emergidos nanomateriais fluorescentes
os DOTS vem mostrando grande potencial como nanomateriais versateis, utilizados em
uma série de aplicacGes, desde deteccdo quimica, biosensoriamento, bioimagiamento,
entrega de farmacos, terapia fotodindmica (TFD), fotocatalise e eletrocatalise. Os
atributos de DOTS sdo a composi¢do quimica versatil, que permite a solubilidade e a
aplicacdo em meios fisiologicos (MIRANDA, 2014), a fluorescéncia sintonizavel de
emissdes, a funcionalizacdo facil e interagcdo fisico-quimica excelente, bem como a
estabilidade fotoquimica (ou ndo fotobranqueamento), tornando assim mais viavel para
aplicacOes técnicas, além de ter baixo custo e facilidade de sintese (YE et al. 2013).

Estas caracteristicas fazem os DOTS muito desejaveis como alternativas aos
pontos quanticos semicondutores, em visualizacdo bioldgica de sistemas tanto in vitro
como in vivo (MEHTA et al.2014). Com efeito, estas NPs apresentam-se como
marcadores biocompativeis de elevada solubilidade em meio aquoso, possibilitando a
utilizacdo de métodos de sintese simples, e moléculas precursoras de baixo custo, na
producdo destas NPs, o que pode torna-las candidatas ideais para a marcacdo celular e
para aplicacdes biossensoriais (MIRANDA, 2014).

Os DOTS apresentam baixa toxicidade tanto para células como para animais,
como reportam dados na literatura, que demonstraram que DOTS produzidos a partir de
polietileno glicol ndo apresentaram citotoxicidade, mesmo em concentragdes de 400 pg
mL™? (FAN et al. 2014). DOTS, recobertos com o antibiético ciprofloxacino, néo
apresentaram citotoxicidade em concentragdes de até 80 mg mL™ (THAKUR et al.
2014). Outros grupos de cientistas mostraram que DOTS sollveis em agua ndo
apresentaram toxicidade para o peixe zebra (SHI et al. 2014). Contudo, dependendo de
sua cobertura, carbon dots podem apresentar maior, ou menor, toxicidade, e quando
Carbon dots foram recobertos com PEI apresentaram maior toxicidade do que carbon
dots recobertos com PPEI-ElI (WANG et al. 2011). Quando recobertos com PEG,
carbon dots apresentaram menor toxicidade do que PEG sozinho (YANG et al. 2009).
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3.4 Funcionalizacéo de particula

O termo funcionalizagdo de uma particula é um processo que engloba uma
associacdo de nanoparticulas, ou moléculas envolvidas por interacdes de ligacdes de
Van Der Waals e Dipolo magnético, com objetivo de originar uma estabilidade das
suspensdes coloidais, fazendo com que ndo ocorra uma aglomeracdo de particulas, ou
sedimentacgdo, sendo necessaria a introducdo de forgcas denominadas repulsivas, que séo
originadas por mecanismos distintos, sendo eles a estabilizacdo por repulsdo
eletrostatica, ou estérica, podendo mesmo ocorrer, em alguns casos, uma combinagdo
destas repulsdes, sendo denominda de eletroestérica (XI'YAN, 2021).

As interacBes Dipolares, e as forcas de Van Der Waals, que também sdo
avaliadas como atrativas, possui um papel fundamental em sistemas de materiais com
estruturas em 2D, a exemplo dos carbon dots, que s&o um tipo de estrutura denominada
de heteroestrutura, onde encontram camadas empilhadas, e as forcas de Van Der Waals
séo fundamentais para manter esta estrutura (LI,et al 2020).

Uma das formas de dispersdo funcionalizada de particula é através da
estabilidade do sistema, adquirida por forca repulsiva eletrostatica, onde as interagdes
eletrostaticas tem origem em carga superficial da particula, ou na sobreposi¢cdo de uma
dupla camada elétrica (ANAND, et al, 2016), como também quando a aglomeragdo se
apresenta expresiva a forca de repulsdo é mais significativa, podendo estar presente com
maior energia na superficie da particula (GONG, 2012).

Um fenbmeno resultante da interacdo de forcas de repulsfes, combinadas ,pode
vir a ocorrer em sistemas de funcionalizacdo, neste evento a estabilizacdo se destaca
sendo originada da repulsdo eletroestérica, que ¢ uma combinacdo entre as repulsdes
eletrostatica e estérica (MORAIS; LIMA, 2006).

A repulsdo estérica que também pode ser denominada como estabilizacdo
estérica, € um processo que ocorre na formacgdo de uma camada protetora composta de
macromoléculas, como os polimeros e oligbmeros, que se fixam na superficie da
nanoparticula, dificultando a formacdo do processo de agregacdao das nanoparticulas.
Ela pode ser utilizada tanto em fase aquosa quanto organica, e suas cadeias, com
estruturas longas, sdo promissoras na espessura da camada protetora e na estabilidade
do sistema (ZHIXIONG, et al, 2020). A Figura 8 ilustra a estabilizacdo estérica em um
sistema em que o exemplo pode ser de nanoparticulas que sdo compostas por moléculas
de polimeros ou surfactantes em sua superficie.

Figura 8: Representacdo da estabilizacdo estérica por forcas de repulsdo estérica.

Fonte: ROUCOUX, et al, 2002.
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Quando se trata de repulsdo eletroestérica ou estabilizacdo, esta é considerada
eficaz quando a funcionalizacdo da superficie ocorrecom a presenca de cargas elétricas.
Isso se d& por meio de parametros como pH, agrupamento de espécies de eletrdlitos
presentes, variaveis de propriedades quimicas de polimeros, desde sua densidade até
peso molecular, como também grupos funcionais presentes na particula (RUNKANA;
SOMASUNDARAN; KAPUR, 2006).

A combinacdo dos sistemas eletrostatica e estérica geradas por meio de
surfactantes ibnicos, para obter a estabilizacdo eletroestérica, geralmente advém de
nanoparticulas cuja composicdo tem presente moléculas de polieletrélitos adsorvidas,
ou pequenas moléculas de grupos multifuncionais como carboxilatos, tiois, fosfatos e
aminos, que tendem a promover a formacao de ligagdes quimicas com atomos metalicos
na superficie da nanoparticula (LAURENT, et al 2008). Na Figura 9 € possivel
identificar o processo de estabilizacdo, onde a regido polar considerada dos elementos
responsaveis por estabilizar o sistema, realiza uma dupla camada elétrica e a outra
regido classificada lipofilica realiza a repulsédo estérica.

Figura 9: Reproducdo do mecanismo de estabilizacdo eletroestérico.

Fonte: ROUCOUX, et al, 2002.

O processo de funcionalizacdo de particulas tende a formar bicamadas no
sistema, e a obtencgdo destas é realizada em duas etapas, onde um &cido graxo pode ser 0
marco inicial na camada primaria, e na secundaria pode se repetir o mesmo elemento ou
polimero, com isso estudos demonstram que a cobertura, quando envolve uma particula,
esta impede o descontrole da fase de crescimento e, consequentemente, a coalescéncia
da mesma (ZHOU; BURKE, 2017). A Figura 10 abaixo demonstra um esquema da
estabilizacdo dos trés tipos de mecanismos ja descritos: a) eletrostatica; b) estérica e c)
eletroestérica.
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Figura 10: Representacdo dos trés mecanismos de estabilizacdo em sistema de
funcionalizacdo de particulas.

Fonte: AIKEN, 1999.

3.5 Antioxidantes

Compostos antioxidantes possuem uma diversidade de aplicacdes nos mais
distintos setores da economia, como alimentacdo, medicina, construcdo e combustiveis,
podendo ser destaque em etapas de processos especificos de producdo que vao desde o
tratamento da matéria prima, a embalagem, o armazenamento e 0 transporte,
evidenciando assim uma reducdo, e prevencdo, da degradacdo pelo processo de
oxidagdo dos materiais. A auséncia de atividade antioxidante pode gera dificuldades na
qualidade e no tempo de armazenamento de produtos. (MAGALHAES, 2018).

Existe a busca pela substituicdo dos antioxidantes considerados fdsseis, pelos
naturais, ndo apenas pelo fato do impacto ambiental, mas pela possibilidade de utilizar
um componente natural, que seja considerado seguro e renovavel (CALEJA et al, 2017).

Antioxidantes sdo as moléculas responsaveis por bloquear o processo de
oxidacdo, ou impedir que radicais livres comprometam as células, proporcionando
assim uma recuperacao da estrutura quimica estavel (DE OLIVEIRA et al, 2021).

E fundamental a avaliacio precisa das propriedades antioxidantes de novos
compostos, utilizando protocolos validados, O método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) é empregado em estudos de compostos com esta aplicacdo, pois requer um
tempo relativamente minimo na realizacdo, quando comparado com outros protocolos,
que visam mensuracdo do consumo de radicais livres para avaliacdo do efeito da
atividade antioxidante de diferentes compostos (OLIVEIRA et al, 2019).

3.6 Sequestro do Radical Livre DPPH

A Figura 11 apresenta um esquema que ilustra o método de avaliacdo de
atividade antioxidante de novos compostos por meio da captura de DPPH. No inicio da
reacdo a solucdo, rica em DPPH, com coloracdo purpura, € utilizada para identificar
doadores de hidrogénio e compostos fendlicos presentes em determinados elementos
(ROGINSKY E LISSI, 2005) e, quando a reagéo acontece, 0 DPPH, reduzido obtido de
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coloracdo amarelada, comprova todo o consumo da molécula de DPPH (OLIVEIRA,
2021).

Figura 11: Reacdo de consumo de DPPH.
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Fonte: OLIVEIRA, (2021).

3.7 Modelo in vivo

Baseado na crescente demanda de pesquisas em todas as vertentes, seja na
biomedicina, na tecnologia, na agricultura ou outros, a procura por ensaios com
modelos animais vem aumentando nos ultimos anos. Um problema em suprir esta
necessidade gerou um ramo da pesquisa que desenvolve modelos alternativos, que
possam ser capazes de suprir 0S mesmos parametros, de forma mais barata no cultivo,
com escala de producdo maior e que atenda a um maior nimero de parametros possiveis
num mesmo modelo.

Para que ocorra a etapa classificada como ensaio clinico na pesquisa €
necessario um modelo animal ou modelo in vivo, termo este bastante usado no meio
cientifico como parte de um protocolo para avaliacbes toxicoldgicas e demais
parametros necessarios dentre eles, comportamento, dose e efeito de um composto, ou
molécula. Diante de toda esta expectativa para que as perguntas bioldgicas sejam
respondidas num mesmo modelo, ou pelo menos grande partes dela, pesquisas tém sido
intensificadas na aplicacdo de técnicas biomédicas, veterinarias e biologicas cujo foco
principal é o desenvolvimento de farmacos para que cada vez mais grupos de
pesquisadores se aprofundem nos estudos deste ramo (CLAVIJO-GIRALDO et al,
2016).

Visto que uma reducdo no emprego de modelos animais em areas biomédicas
esta diretamente relacionada ao desenvolvimento de técnicas que tendam a ser mais
proveitosas, a associagdo da area tecnologia e da ética tem se mostrado a favor da
substituicio do modelo animal em atividades académicas (FEIJO et al., 2010). Isso
mostra que a academia desperta, desde ja, questionamentos para resolucfes de grandes
problemas futuros, quando indicam pontos positivos para 0 uso de métodos alternativos.
A qualidade na educacéo teve énfase no recorte da pesquisa, assim como a possibilidade
de substituicdo do animal em pesquisas (FURLAN, 2020).

Sendo fato, a nivel internacional, a procura por métodos alternativos de
modelos experimentais, com intuito de pesquisa, atividades vém se destacando por
possuir uma maior maturidade do meio académico, e do setor industrial norte-americano



41

e europeu, com relacdo a aplicacdo do principio dos 3R no uso de animais como
modelos experimentais, com vias a favorecer a substituicdo (FURLAN, 2020). Esta
teoria dos “trés Rs”7 — replacement (substituicdo), reducement (reducdo) e refinement
(refinamento) enfatiza que o uso consciente dos animais, sempre deve ser levada em
conta, racionalizando e reduzindo o uso de animais, no intuito de preservar o bem-estar
do ser vivo (GODOI, 2018).

Dentre os modelos alternativos, algumas pesquisas ja vém apresentando
destaque para um inseto em especial, que sdo as Larvas de Zophobas morio, conhecido
como Tenebrio Gigante, um besouro. Essas larvas tém sido usadas para realizagdo de
pesquisas com uma particularidade em relagdo a outros animais como ratos,
camundongos e zebrafish, eles demandam instalagdes complexas e podem ser
cultivados em grandes quantidades, favorecendo assim um numero elevado de
individuos para avaliar varios parametros ao mesmo tempo, além da facilidade do
manejo alimentar (CLAVIJO-GIRALDO, 2016).

3.7.1 Larvas de Zophobas morio Tenebrio Gigante

O modelo experimental utilizado neste estudo foi as Larvas de um besouro,
Zophobas morio conhecido como Tenebrio Gigante. Baseado neste modelo, podemos
realizar um comparativo no que diz respeito a utilizacdo de larvas na pesquisa com
outros modelos j& bem utilizados por outros grupos.

As Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante, possuem algumas
caracteristicas como tamanho bem maior, quando comparadas com as larvas, também
conhecidas na literatura, de Tenebrio molitor, proporcionando extracdo de uma
quantidade mais significativa da hemolinfa, que ¢ a matéria prima primordial para
efetivacdo dos ensaios (CANTERI DE SOUZA et al, 2018; VIGNERON et al, 2019).

As larvas desta espécie de besouro, Zophobas morio, sdo de uma distribuicdo
geografica espacosa, pois sdo bastante adaptados a diferentes habitats, principalmente os
modificados por seres humanos. Este modelo é da ordem Coleoptera, sendo um inseto
holometéabolo e, portanto, sua metamorfose € composta por quatro fases: ovo, larva,
pupa e adulto. Ainda é popularmente nomeado como “bicho da farinha” (COSTA,
2018). A Figura 12 apresenta as fases do modelo de Larva de Zophobas morio .

Figura 12: Ciclo de vida da Larva de Zophobas morio.
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Fonte: CASTRO et al, (2021).
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O ciclo deste modelo de Larva de Zophobas morio vai do ovo até a fase adulta,
as larvas chegam a atingir, aproximadamente, 4,0 cm de comprimento, tem coloragéo
amarelada e manchas em forma de anéis, com coloragdo mais escura, por todo o corpo.
As pupas imaturas possuem coloracdo amarelada e, conforme vao se desenvolvendo, a
coloracdo vai adquirindo tons mais escuros, principalmente na regido cefélica. Quando
adultos, a coloracdo negra é bem caracteristica, e ja se encontram totalmente
desenvolvidos, com um tamanho de 2,5 cm, e todo este ciclo se completa em torno de
06 meses, em condicOes favoraveis. A Figura 13 mostra o ciclo de vida do Tenebrio
Molitor (HAINES, 1991), que é ciclo semelhante ao Zophobas morio.

Figura 13: Ciclo de vida completo do Tenébrio Molitor.

Ciclode vida do Tenébrio Molitor

20232 mm

s £ ;

-

"
AR
Periodo o
Larval

Ciclo
280-630 dias

Pupa
15 mm

o
<
o
w

Fonte: ARCANJO, (2020).

Este novo modelo experimental, com essas larvas, vem despertando interesse
na comunidade cientifica, pois, estudos apontam que se mostrou eficiente, em ensaios,
onde foi avaliado como hospedeiro alternativo para examinar infecgdes fungicas. Essas
infeccdes possuem mecanismo de defesa na producdo de antimicrobianos (JOHNSTON
et al., 2014), produzem tenecinas que atuam como antimicrobiano contra Candida
albicans, e contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (LEE et al., 1999; KIM et
al., 2001; CHAE et al., 2012; ROH et al., 2009).

Em outros estudos, este modelo foi utilizado para promover a decomposigéo
bioldgica do poliestireno expandido (EPS, do inglés expanded polystyrene). Este
material € um plastico, com elevada resisténcia, sendo resultado da reacdo de uma
polimerizacdo do estireno em agua tendo em sua estrutura, o pentano, hidrocarboneto
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que, por reacdo fotoquimica de raios solares, tem uma facil desintegracdo, tendo como
resultado uma expansdo do material (COSTA, 2018). Dentro do trato digestivo das
Larvas de Zophobas morio, ocorre a biodegradacdo, que transforma o EPS, gerando
também didxido de carbono e fragmentos (Yang et al., 2015).

Outros autores também certificaram que, este modelo experimental, em Larvas
de Zophobas morio, usado na biodegradacdo do EPS, com o isolamento de bactérias,
com avaliagdo de alguns parametros laboratoriais como turbidez, caracterizagdo das
bactérias, TSI agar etc., mostrou uma reducéo significativa do EPS (TANG et al, 2017).

O Zophobas morio evidenciou em estudos a presenca, de um sistema de defesa
antioxidante, com capacidade para neutralizar espécies reativas presentes em elevadas
concentragdes (DE SOUZA et al., 2015). E por este modelo apresentar um sistema
compostos com enzimas antioxidantes e desintoxicantes como superoxido dismutase,
peroxidases, catalases, tirosinase, acetilcolinesterase, carboxilesterase e glutationa S-
transferase (LI et al.,2016) o estudo destas subtancias, considerando ser um organismo
multicelular apresenta vantagens, pois avalia a toxicidade do agente antioxidante (ZHU
etal., 2014; NASCIMENTO DA SILVA et al.,2016).

Utilizar invertebrados para esta finalidade j& esta bem descrita como o
Caenorhabitis elegans, e com toda a facilidade e vantagens de uso de insetos como
manuseio, inoculagéo direta do antioxidante diretamente na larva (ZHANG et al., 2016;
WANG et al., 2016).

3.8 Grupos sulfidrila n&o proteicos reduzidos - Glutationa Reduzida (GSH)

Sendo a Glutationa Reduzida (GSH) componente do grupo sulfidrila, nao
proteico reduzido, esta proteina estd diretamente relacionada a um sistema de defesa
antioxidante, denominado ndo enzimatico, que também é composto pela glutationa
oxidada (GSSG). Dados da literatura comprovam que a proteina GSH é considerada o
grupo tiol com maior prevaléncia no organismo humano, sendo um tripeptideo
sintetizado no citosol por dois trifosfatos de adenosina, por meio de uma reagédo
enzimatica (OESTREICHER; MORGAN 2019). Ela possui caracteristicas tdo
particulares que é uma das poucas que participa do processo de equilibrio de espécies
reativas, através da doacdo de protons H+ derivados de Nicotinamida Adenina
dinucleotideo Fosfato no estado reduzido (NADPH), em reacdo catalisada pela
glutationa redutase, sendo responsavel por realizar, também, a detoxificacdo de
xenobioticos prejudiciais ao organismo, que sdo oriundos do produto lipoperoxidacao,
assim como atua como substrato da enzima Glutationa Peroxidase (GPx), para sua
conversédo em GSSG (CRUZAT, 2017; MARI et al., 2020).

Toda a estrutura molecular da GSH pode ser visualizada nas células quando ela
estd em estado livre, ou ligada a proteinas. Geralmente, em sua maioria, encontra-se na
forma reduzida, quando dispde de artificios para ser convertida a oxidada, ao longo do
processo de estresse oxidativo, sendo este estado denominado redox e depende da
qguantidade relativa das formas, reduzida e oxidada, da GSH/GSSH que séo
consideradas fator primordial para a célula (HERMES et al, 2013). A reacdo esta
esquematizada na Figura 14 .
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Figura 14: Formula estrutural da molécula de Glutationa reduzida, GSH, e glutationa
oxidada, GSSG.
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Fonte: DEPONTE, (2013).

A conversdo de GSSG se da em um processo em que a glutationa reduzida
promove a proliferagdo celular, seguida de uma resposta imune do cultivo de leucdcitos,
prostaglandinas e acionamento da GPx que oferece seu grupamento —SH, para a
formacdo da reacdo, e o resultado é a obtencdo da GSSG que auxilia no processo de
eliminacdo de H,0, (YOUNG et al., 2019).

O processo de REDOX celular é calculado pela razdo entre GSH/GSSG, onde
a GSSG pode ser revertida a GSH pela reacéo catalisada pela glutationa redudase (GR),
gerando assim um parametro de indicador de estresse oxidativo celular (CALABRESE;
MORGAN; RIEMER, 2017).

Sendo a GSH considerada um antioxidante mais concentrado, em um sistema
de combate aos radicais livres, também é responsavel por atuar na recuperacéo celular,
bem como na erradicacdo de toxinas. Sua sintese é realizada, excepcionalmente, no
citosol, podendo ser localizada em distintas organelas, tais como reticulo
endoplasmatico, nacleo e nas mitocéndrias (OESTREICHER; MORGAN 2019).

Quando toda a converséo de reacdo se realiza, a glutationa se faz presente nas
células, na forma reduzida, sendo biologicamente mais ativa, sua sintese ocorre no
cortisol por duas reagdes enzimaticas principais. Uma particularidade para os mamiferos
é que a glutationa esta presente em trés mecanismos responsaveis pelo sustento da
homeostase, denominados como sintese de novo, captacdo de fontes exdgenas, através
da membrana plasmatica, e reducdo de GSSG catalisada pela GR (ZHENG, 2007), que
pode ser visualizado na Figura 15 .
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Figura 15: Reacédo da reducgéo da glutationa oxidada reduzida pela enzima glutationa
redutase no mecanismo NADPH dependente.
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Fonte: LEHANE et al , (2012).

Pesquisas mostram que, quando sdo detectados elevados indices de GSH no
organismo, pode ser uma sinalizacdo de desenvolvimento de doencas como
cardiovasculares, envelhecimento, cancer e outros. Em concentragfes acentuadas, em
células cancerigenas, por exemplo, o valor até 1000 vezes maior do que em células
consideradas normais, confirma este parametro como um biomarcador (GONG, 2018).

Além das doencas citadas, um estudo avaliou 0 GSH, em outra patologia, pois
além do estresse oxidativo, uma reducdo acentuada de GSH no cérebro é considerada
responsavel pela neurodegeneracdo, com exclusividade na substancia nigra pars
compacta (SNpc). A reacdo neste processo € um desencadeamento da
neurodegeneracdo, que precede o estresse oxidativo e 0 mal de Parkinson. Com isso, se
houver um reparo nos niveis de GSH, pode ocorrer o impedimento do desenvolvimento
desta patologia (HARISH et al., 2010).

3.9 Determinacéo de Nitrito (NO;) pelo método de Griess

O elemento Nitrito (NO,) possui caracteristicas bem importantes, e necessarias,
para um bom funcionamento de vérios ciclos, desde o ambiental, pois & matéria prima
fundamental adquirida no ar e absorvida pelas plantas, até o ciclo de vida humano, onde
podemos citar 0 uso na conservacdo de alimentos, e sua participacdo no processo de
respiracéo celular.
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Estudos mostram que nitratos e nitritos sdo responsaveis pelo desenvolvimento
de civilizacdes onde foram implantadas tecnologias utilizando estas moléculas como
conservante de alimentos, mantendo a mesma conservada por mais tempo evitando a
proliferacdo de microrganismos, responsaveis por maleficios a saide humana, atuando
também na coloracdo, no sabor e na textura (OLIVEIRA et al., 2017).

Apesar de seu beneficio em conservacdo de alimentos, estudos apontam que o
excesso no processamento industrial tem preocupado a sociedade cientifica com dados
que apontaram ter efeito toxico em dieta com excesso desta substancia, devido a reacdes
que geram  compostos  n-nitrosos  tais como  nitrosodimetilamina e
monometilnitrosamina, que podem desencadear carcindgenos, teratogénicos e
mutagénicos (IAMARINO et al., 2015). Um dos tipos de cancer mais relatado é o
gastrico devido a eventos onde as aminas secundarias, localizadas nas proteinas, tem
uma predisposi¢cdo a interagir com o nitrito (NOZ2), resultando num composto
denominado de nitrosaminas, que estdo presentes com aquecimento e/ou pH acido
(OLIVO; RIBEIRO, 2018).

Com a vida moderna, mesmo que moderadamente, 0s conservantes estao
presentes na alimentacdo didria. Pesquisas identificaram antigenos no organismo,
apontando processo inflamatdrio e perda da homeostase (OLIVO; RIBEIRO, 2018).
Outros estudos apontaram que o nitrito (NO,), mesmo sendo uma molécula comumente
detectada no organismo, possui caracteristica de atuar neste processo de homeostase
vascular, quando ocorre uma diminui¢do de o6xido nitrico (NOe¢), pois este também
compartilha do processo de respiracdo celular, imunidade inata, sinalizacdo celular e
ativacdo de proteinas reguladoras (SHIVA, 2013). Uma reducdo da concentracdo do
NO, presente no sistema, € responsavel por gerar disturbios cardiovasculares como
hipertensao e aterosclerose (FORSTERMANN, 2006).

Para que seja possivel mensurar esta molécula, e avaliar seus danos e
beneficios, métodos tém sido desenvolvidos, e aplicados, com o intuito de que
compostos pudessem reagir e potencializar seus beneficios e erradicar ou controlar seus
danos, como os métodos cromatograficos (KODAMATANI et al, 2011), eletroquimicos
(MANEA et al, 2010), eletroforese capilar (ERDOGAN e ONAR, 2012),
espectrofotométricos (AYALA et al, 2012) além do uso da quimiluminescéncia
(YAQOORB et al, 2011) e fluorimetria (HUANG et al, 2006).

O protocolo, mais empregado, utiliza a técnica de espectrofotometria que se
baseia na determinacdo de ions nitritos e nitratos, onde a reacdo mais usada € a de
Griess. Nesta reacdo o ion nitrito reage com a sulfanilamida, em meio acido, formando
um sal de diazénio e este reage por acoplamento com cloridrato de N-(1-naftil) -
etilenodiamina (NED) formando um diazo composto, de coloragdo vermelha, cuja
absorcdo € em 540nm (RAMOS, 2006). Esta reacdo estd apresentada na Figura 16
abaixo.
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Figura 16: Esquema do mecanismo de rea¢do do método de Griess.
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Fonte: RAMOS (2006).

Diante do que foi explanado, podemos considerar, com base em dados
cientificos, que a depender do composto, e da dose, a que 0 organismo pode ser exposto,
incluindo também a variante tempo, quando o nitrito tem sua concentra¢do diminuida
induzida pela inativacdo do superéxido de oxigénio (Oy), o estresse oxidativo vascular é
gerado (WILCOX, 2005), levando a uma reducdo de biodisponibilidade de NO,
acarretando danos em sistemas renais e vasculares, e fazendo com que sobrecarregue 0
perfeito funcionamento da pressao arterial (WILCOX, 2008).

Mas, como toda molécula, o NO, também vem apresentando resultados
promissores na area da saude, quando associado a molécula de oxido nitrico, que é um
subproduto da reacdo de reducdo do nitrito, um gas do sistema cardiovascular (WELCH,
2019), que devido as pesquisas na area foi nomeada como “molécula milagrosa”, por ter
atuacOes fisiologicas consideradas indispensaveis no processo de homeostase (OLIVO;
RIBEIRO, 2018).

3.10 Mieloperoxidase (MPO)

Nos diferentes grupos de enzimas, presentes no organismo, podemos destacar
uma por suas particularidades que é a Mieloperoxidase (MPO), oriunda de leucocitos
gue sdo responsaveis por catalisar espécies reativas de oxidantes, como também € parte
da resposta imune inata que esta presente nos processos de inflamacgéo, durante a leséo
tecidual, como em patologias cardiovasculares, incluindo a fase aguda aterosclerdtica
(ROMAN, 2008). A origem do nome desta enzima foi devido a mesma ter sido
detectada em estudos primeiramente em células de origem da linhagem mieloide
(OKADA et al., 2016).
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Estudos prévios tém reportado que a MPO é integrante da superfamilia das
heme-peroxidases, que ocorre nos neutréfilos e mondcitos que tem a capacidade de
oxidar o anion cloreto (CI-) em &cido hipocloroso (HCIO), que exerce funcdo de agente
oxidante contra patogenos. (VLASOVA, 2018). O resultado da reacdo da MPO gera
produtos como a atividade antimicrobiana de neutréfilos, que é a forma de defesa a
patdgenos, sobretudo em processo de fagocitose (NDREPEPA, 2019) e, em
determinados momentos, MPO liga-se a albumina, lipoproteinas plasmaéticas, eritrocitos
ou entdo dentro dos neutréfilos, para circular no plasma. (VANHAMME et al., 2018).

Ainda sobre a importdncia da MPO, enquanto membro da familia das
peroxidases, ela pertence ao grupo de enzimas que tem a capacidade de oxidar um
elevado nimero de substratos, auxiliado pelo peroxido de hidrogénio, estdo presentes
nos mamiferos, nas bactérias, nos fungos e nas plantas. Sua atividade opera diretamente
no patogeno, formando armadilhas extracelulares de neutrofilos, em formato de teias,
cuja composicéo é de cromatina e proteinas de granulos citoplasmaticos, que agem em
defesa contra o microrganismo presente (KHAN et al., 2018).

Para obter a MPO no processo bioquimico, pode-se observar a diferenciacéo
mieloide na medula éssea, até a completa reacdo dentro dos granuldcitos, mesmo tendo
sua presenca marcante em neutrofilos e mondcitos, como também em alguns subtipos
de macrofagos teciduais. Possui uma taxa de 5% do contetdo proteico total da célula
em neutrofilos e 1% em mondcitos (ROMAN, 2008).

Ao associar a MPO com processos inflamatérios, pesquisas apontam que sua
cascata inflamatdria representa um potencial alvo prognostico terapéutico em patologias
como doenca aterosclerética cardiovascular. (ROMAN, 2008). Isso acontece porque ela
proporciona capacidade de intensificar o processo inflamatério nos tecidos, decorrente
das lesdes causadas no DNA celular. (KHAN et al., 2018). Uma outra evidencia esta
ligada a obesidade, pois a infiltracdo de neutréfilos na camada adiposa eleva a
concentragdo da MPO, estando sua atividade relacionada a doengas cardiovasculares,
como diabetes e aterosclerose. (KHAN et al., 2018; MAHAT et al., 2019). Dessa forma,
associado ao seu aumento em algumas patologias, a MPO demonstrou também ter uma
versatilidade como alvo terapéutico, (CHAMI et al., 2018), e biomarcador de eficiéncia
elevada para doengas cardiacas (OMRAN et al. 2018).

Numa outra linha de pesquisa com animais (ratos Wistar), onde foi detectada a
caréncia da MPO foi observada uma resisténcia a obesidade e a insulino-resisténcia
induzida por dieta. Dados demonstram que a obesidade € elemento chave na resisténcia
a insulina, causada pela inflamagdo crénica nos tecidos-alvo da insulina: o figado, o
musculo esquelético e o tecido adiposo (QADDOUMI et al., 2020). Esses relatos
corroboram com outro estudo, onde atestam que a MPO esta integrada ao elevado risco
cardiovascular em pacientes pré-diabéticos, e esta condicdo se mostra fator de risco para
o diabetes mellitus e a aterosclerose (MAHAT; SINGH; RATHORE, 2019).

3.11 Melanina

A Melanina € uma designacdo de uma classe de compostos poliméricos que sao
obtidos da tirosina, um aminoacido essencial para a producdo de células, cuja funcao,
primordial, & a producdo dos melanocitos. A tirosina encontra-se em abundancia no
reino animal, em plantas e nos protistas, pois sua funcdo principal é a de protecdo contra
a radiacdo solar. Estudos enfatizam ainda que este pigmento no corpo humano atua na
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eliminacdo de radicais livres, fotoprotegdo, pigmentacdo, quelacdo de ions metélicos,
termorregulacéo e transmissdo de sinais neurais (. FEDOROW et al, 2005).

A Dbiossintese de melanina ocorre através de uma reacdo bioquimica
considerada bem complexa no organismo, onde 0 aminoacido tirosina passa por uma
acdo da enzima tirosinase, que é sintetizada nos ribossomos e transferida para os
melanossomas. ApOs este processo, na presenca de oxigénio molecular, a tirosinase
sofre uma reacdo de oxidacdo, convertendo tirosina em DOPA (dioxifenilalanina), e
esta em dopaquinona, onde a presenca da cisteina gera transformacao de eumelanina em
feomelanina. Nos processos bioquimicos, em que ha presenca de cisteina, ocorre a
formacdo da feomelanina, e quando auséncia prevalece desta molécula, a melanina
produzida sera a eumelanina (MOTA, 2019). A Figura 17 ilustra a cascata de
biossintese da melanina.

Figura 17: Reagdo bioquimica da obtencdo da melanina.
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Fonte: ROCHA, (2007).

Por ser designada como responsavel por originar a cor da pele, olhos e pelos, a
melanina concede protecdo ao DNA (Acido Desoxirribonucleico) da acdo nociva da
radiacdo solar. Entretanto, estudos apontam sua relacdo com melanoma que é
classificado como um cancer de pele, com tendéncias a progressdo de metastase, como
também alguns tipos de distdrbios neurolégicos (PAL et al,2015). Com base nestes
dados, pesquisas foram intensificadas e associaram esta proteina com uma
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biomacromolécula funcional, resultante das quinonas e fenois que pode ser encontrada
em toda fauna de mamiferos, insetos, fungos e bactérias (PAULIN et al, 2021).

Ao relacionar a melanina com antioxidantes, a literatura reporta que esta pode
tanto sequestrar radicais livres, quanto gerar o processo de fotoexcitacdo gerado por luz
UV ou visivel. Com isso a expansdo das propriedades antioxidantes e pro-antioxidantes
sdo administradas com base no pigmento obtido (CHIARELLI-NETO et al, 2011).
Dentre os pigmentos obtidos, o que se destaca é a feomelanina que produz radicais
livres onde a eumelanina consome-os, tendo a capacidade de efeito protetor, e a
conclusdo € que quanto maior a razdo da eumelanina e da feomelanina, € menor o
aparecimento de espeécies reativas, e o efeito antioxidante é mais elevado. Assim a
habilidade da eumelanina de neutralizar os radicais livres depende da intensidade dos
grupos passiveis de sofrerem oxidacdo/reducdo presentes, como seu potencial redox
para um melhor ingresso dos grupos aos radicais (PAULIN et al, 2021).

Radicais livres, espécies reativas de oxigénio e potenciais redox, estdo todos
entrelacados. Quando se enfatiza que, em um processo, ocorre uma concentragcdo
acentuada de espécies reativas de oxigénio EROS/ROS, pode ser atribuido a uma falha
na homeostase redox que desencadeia uma patologia ligada a melanina que é
denominada de vitiligo, que se apresenta em determinadas localizacGes do corpo e que
ocasiona a destruicdo de melandcitos (AKSOY; CELIK, 2018), levando ao
envelhecimento da pele, pois ndo ocorre o transporte de elétrons para a mitocondria,
sendo considerado um processo inflamatorio, pois ha a prevaléncia de ROS, visto que
radicais superoxidos estdo mais presentes, resultando em danos na mitocondria
(DAMIANI et al., 2018; SCHARFFETTER-KOCHANEK et al, 2000; SILINA et al,
2018).
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4 Objetivos

4.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi realizar a funcionalizacdo de particulas de carbon
dots com dleos essenciais (Eugenia caryophyllus - cravo, Citrus sinensis - laranja e
Cymbopogon winterianus - citronela) visando obter menor toxicidade do sistema, maior
estabilidade e avaliar a atividade antioxidante do sistema, visando estabelecer
aplicacdes futuras.

4.2 Especifico

» Auvaliar o perfil lipidico dos 6leos Eugenia caryophyllus - cravo, Citrus sinensis
- laranja e Cymbopogon winterianus - citronela por Cromatografia gasosa acoplada
por espectrometria de massas (CG-EM);

» Funcionalizar a particula com 6leos essenciais;

» Analisar por técnica Termogravimetrica as formulacdes;

»  Andlisar morfologia da particula;

» Avaliar a estabilidade fisico-quimica por ensaio de pH em exposicao diferentes
de luz;

» Caracterizar as propriedades opticas (Espectrocopia Raman; Espectroscopia de
absorcdo molecular-UV-VIS; Espectroscopia de Infravermelho com transformada de
Fourier — FTIR);

» Avaliar atividade antioxidante das formulacbes em estudo por ressonancia
paramagneética eletronica (EPR);

» Determinar a toxicidade das formulagdes dos Dots funcionalizadas com os 6leos
de cravo, citronela e laranja por meio do ensaio in vivo de Larvas de Zophobas morio
Tenebrio Gigante;

» Auvaliar a atividade antioxidante das formulagbes dos DOTS funcionalizadas
com os Oleos de cravo, laranja e citronela atraves da determinacéo dos parametros de
Glutationa reduzida - GSH, Nitrito, Mieloperoxidase - MPO e Melanizagdo via

ensaio in vivo de Larvas de Zophobas morio Tenebrio Gigante .
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5 Metodologia

5.1 Desenho experimental

A Figura 18 apresenta o desenho experimental realizado para a obtencdo do
produto final, que é a formulacdo do carbon dots funcionalizados com os 6leos
essenciais a serem estudados.

Figura 18: Esquema da formulagdo e caracterizacdo do produto carbon dots e 6leo
essencial.
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Fonte: Prépria do autor

5.2 Obtencéo do Carbon Dots

O material Carbon Dots foi sintetizado e caracterizado pelo Laboratério de
Inorganica e Materiais — LIMA do Instituto de Quimica - 1Q da Universidade de
Brasilia-UnB, sob orientagdo do professor Dr. Marcelo Oliveira Rodrigues que
gentilmente ofertou aproximadamente 1 kg deste material para que fossem realizados
todos os experimentos deste trabalho, com o mesmo lote, garantindo assim uma maior
confiabilidade de resultados. Por estarem protegidos por patenteamento, os dados da
sintese deste material, e sua composi¢do, ndo podem ser disponibilizados. A Figura 19
apresenta o material utilizado durante todo o estudo desta tese.
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Figura 19: Apresentacdo do Carbon Dots.

Fonte: Prépria do autor

5.3 Obtencao dos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais utilizados nesta tese foram obtidos da marca Now Essential
Qils, sendo escolhidos trés tipos de 6leos para serem analisados: o dleo de cravo, de
citronela e de laranja. De cada 6leo foi adquirido 1000 mL, do mesmo lote, para todo o
estudo. A empresa forneceu certificados de pureza, na aquisi¢do da compra, que garante
a qualidade do produto. Os certificados se encontram em anexo. A Figura 20 ilustra os
frascos dos 6leos essenciais utilizados neste estudo.

Figura 20: Frascos dos 6leos utilizados no preparo das formulacdes estudadas.
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5.4 Deteccdo e quantificacdo da composicdo quimica dos 6leos por Cromatografia
gasosa acoplada por espectrometria de massas (CG-EM)

Para garantir a qualidade dos 6leos adquiridos, determinou-se o perfil lipidico
dos Oleos pela técnica de Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), no intuito de detectar a composi¢do dos 6leos e em qual percentagem
estavam presentes, para que possiveis relagdes futuras entre a composicdo e 0s
resultados bioldgicos pudessem ser realizadas. Aliquotas de aproximadamente 2 mL de
cada amostra foram enviadas para analises na Universidade Federal do Piaui-UFPI em
colaboragdo com o Laboratorio de Geoquimica Orgéanica (LAGO), sob responsabilidade
da mestranda lolanda Souza do Carmo sob orientacdo do Prof. Dr. José de Sousa Lima
Neto, do Departamento de Farmacia.

Os o6leos essenciais foram analisados em um cromatdgrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas de modelo GCMS-QP2010 SE da Shimadzu, equipado com
injetor automatico Shimadzu AOC-5000 e coluna capilar SLB-5MS (5% difenil-95%
dimetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,10 um). Injetou-se 0,1 pL (10 pL do 6leo em 1000
uL de acetato de etila) das amostras no modo Split (1:100), a temperatura do injetor foi
de 220 °C e a temperatura de interface de 240 °C. As condigdes de analise utilizadas
foram: coluna programada para iniciar em 60 °C, com taxa de aquecimento de 3 °C min
! até 246 °C mantido por 10 min, sendo realizado corte de solvente em 2,5 min. O gas
de arraste foi hélio (99,9999%:; White Martins) com fluxo de 1 mL min® O
espectrometro de massas foi operado no modo ‘scan’ com intervalo de massas de 47-
500 Da. A fonte de ions foi operada no modo ionizacdo por elétrons (EI) a 70 eV. A
identificacdo foi realizada através da comparacdo entre os padrdes de fragmentacdes
obtidos com a biblioteca WILEY® com os dados relatados na literatura (ADAMS, 1995).
E também pela comparacéo dos indices de retencéo calculados (I.R.ar)) com os indices
de retencéo relatados na literatura (I.R.giwr)). Os indices de retencdo foram calculados
com base na prévia injecdo de padrdes de hidrocarbonetos normais (Cg-Css) nas mesmas
condicdes utilizadas para os 6leos essenciais estudados. Todas as amostras foram
analisadas em triplicata.

5.5 Funcionalizacéo dos 6leos essenciais ao Carbon Dots.

5.5.1 Determinagéo do valor de 6leo utilizado

O processo para determinar a quantidade de 6leo utilizado, para funcionalizar a
particula de carbon dots, em sua superficie, originou-se com base em calculos do
namero de moléculas de éleo essencial que é possivel ancorar na superficie do DOTS,
com base na sua area superficial, calculada sabendo o didmetro do DOTS e a distancia
da ligacdo da carbonila, utilizado como aproximacdo referente a ligagdo do o6leo na
superficie do DOTS, esse calculo foi adaptado de Neves et al.(2011).

Com isso, pelos dados da Tabela 1 é possivel calcular o namero de moléculas
que podem ancorar em uma particula.
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Tabela 1 — Dados necessarios para o calculo do numero de moléculas.

Diametro do DOTS 5,000 nm
Distancia de ligacdo da carbonila 0,122 nm
Area da particula 78,540 nm?2

Sabendo que a area foi calculada aproximando-se o formato do DOTS ao de uma esfera,
entdo a equacédo 01 é a area do DOTS:

, D\?
Area do C — dots = 4*7r*<5>
Onde D € o diametro da particula.
O numero de moléculas é entdo calculado através da divisdo entre a area da

particula pela distancia de ligacdo da carbonila, entdo equacdo 02 para o nimero de
moléculas:

) . Area da particula
Numero de moléculas =

Distancia de ligagdo da carbonila
= 644 moléculas de 6leo essencial

Para saber o numero total de moléculas é preciso saber o nimero total de
particulas presentes na massa de DOTS utilizada, por isso aproximou-se o volume do
DOTS para o de uma esfera, sendo assim equacdo 03 representa o volume do ¢c-DOTS:

4 D\?
Volume do C — dots = §* T * (E)

Com os dados presentes na Tabela 2 foi possivel encontrar o nimero total de
particulas e com isso o nimero total de moléculas e, por fim, a massa de 6leo necessaria
para funcionalizar completamente todas as particulas.

Tabela 2 — Dados necessarios para o calculo do nimero total de particulas.

Volume da particula 6,54 x 10
mL

Densidade da particula 0,7497 gmL™

Massa de DOTS utilizado 1,29

Massa molar do dleo de cravo 160 g/ mol

Constante de Avogadro 6,022 x 10
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O volume total de particulas é encontrado através da densidade da particula
pela massa utilizada, entdo equacao 04 para o volume total da particula:

Massa de ¢ — dots utilizado

Vol total d ticulas =
otume totat e particutas Densidade da particula

= 1,6 mL de particulas de DOTS
Dividindo o Volume total das particulas pelo volume de cada particula é
possivel encontrar o nimero total de particulas, entdo equacdo 05 para o nimero de
particulas:

Volume total de particulas

Numero de particulas =
P Volume da particula

= 2,45 x 10 Yparticulas de DOTS

Com isso € possivel encontrar o numero total de moléculas, sabendo que, em
uma particula de DOTS sdo ancoradas 644 moléculas de dleo essencial, entdo em 2,45 x
10 ¥ particulas de DOTS s&o ancoradas, pela equagdo 06 de nimero total de moléculas:

Numero total de moléculas = 644 * 2,45x 10 1°
= 1,57 x 10 22 moléculas moléculas de 6leo essencial.

Com o numero total de moléculas de dleo essencial, a constante de Avogadro e
a massa molar do éleo de cravo, é possivel encontrar a massa total de 6leo necessaria
para ancorar em todas as particulas, entdo na equacao 07 da massa total de 6leo:

Massa total de oleo
Numero total de moleculas * Massa molar do oleo de cravo

Constante de Avogadro
= 4,18 g de 6leo essencial de cravo

Sabendo que a densidade do 6leo de cravo é de 0,973 g/mL entdo o volume
total de 6leo necessario para funcionalizar completamente 1,2 g de DOTS ¢é de 4,30 mL.
O mesmo célculo foi realizado para os trés 6leos diferentes resultando na massa total
mostrada na Tabela 3

Tabela 3 — Volume total de 6leo necessario para funcionalizar 1,2 g de DOTS.

Oleo de cravo 4,30 mL

Oleo de citronela 4,58 mL

Oleo de laranja 4,09 mL
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Portanto, foi apds esse calculo, que decidiu-se a quantidade de 6leo essencial
utilizado de 10 mL, pois, 0 excesso garante que toda a superficie do DOTS seja
funcionalizada com o 6leo essencial.

5.5.2 Funcionalizagéo das particulas com 6leo essencial

A realizacdo da funcionalizacdo da particula de carbon dots com os 6leos
essénciais foi baseada no protocolo adaptado de Neves et al (2011), sendo toda a parte
experimental desenvolvida no Laboratorio de Desenvolvimento de Processos Quimicos
- LDPQ do Instituto de Quimica -1Q da Universidade de Brasilia-UnB, sob orientacédo
do professor Dr Fabricio Machado e foi desenvolvido pela Mestranda em Engenharia
Quimica Graciane Resende da Universidade Federal de Goias.

A funcionalizacdo das nanoparticulas de DOTS foi adaptada de Neves et
al.(2011), utilizou-se 6leo essencial de cravo, de laranja e de citronela, com peso
aproximadamente de 1,2 g de DOTS suspensas em 200 mL de &gua destilada e
submetido a agitacdo mecéanica constante, aquecimento a 85 °C, tampado com papel
aluminio, para evitar possiveis evaporagdes dos 6leos, em ambiente escuro e atmosfera
borbulhante de nitrogénio, para evitar a oxidacdo do Oleo. Entdo, o material de
revestimento, 10 mL de dleo essencial, foi adicionado gota a gota a uma taxa maxima
de 0,5 mL / min. Apds 30 min da adicdo do Gleo essencial, as nanoparticulas foram
acondicionadas em um funil de separacdo, para remover o material de revestimento
livre. O processo foi feito separadamente, para cada Oleo essencial. A Figura 21
apresenta um esquema resumido do processo de funcionalizacdo das particulas.

Figura 21: Processo de funcionalizagdo da particula de DOTS com os 6leos essenciais.
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Fonte: Prépria do autor
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5.6 Caracterizagdo das formulacGes

As amostras foram nomeadas para uma forma mais didatica de identificacdo
nesta tese, sendo o carbon dots sozinho DOTS ,carbon dots acoplado com 6leo de cravo
nomeado de DCRA, carbon-dots com 6leo de laranja DLAR e, por altimo, carbon-dots
com Gleo de citronela a DCIT. Em alguns parametros avaliou-se o 6leo separado e
também utilizou-se uma nomenclatura, para facilitar a identificacdo, onde o 6leo de
cravo foi nomeado de OCRA, o 6leo de laranja OLAR e, por ultimo, o éleo de
citronela sendo o OCIT.

5.6.1 Analise Termogravimetrica (TG)

Para a andlise de Termogravimetria (TG), o protocolo utilizado foi de NEVES
et al, (2019) , onde o mesmo visa determinar a estabilidade térmica dos materiais em
estudo. Os ensaios foram realizados na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Brasilia.

A analise termogravimétrica foi realizada utilizando o equipamento Shimadzu
modelo DTG — 60H. Para essa andlise foram utilizados aproximadamente 10 mg de
amostra seca, contidos em um porta-amostra de platina, com intervalo de temperatura
entre 25 °C até 800 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C-min™, operando em
atmosfera de N, com vazdo de 50 mL-min™.

5.6.1.2 Andlise morfoldgica da particula do Carbon Dots

Apoés a funcionalizagdo das particulas carbon dots com os 6leos essenciais,
foram retiradas amostras para analise de Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET), que foi realizada no Laboratdrio Multiusuario de Microscopia de alta resolucéo
(LabMic) pela Dr? Tatiane Oliveira dos Santos, no Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Goiés, na cidade de Goiania, e foram cedidas imagens que comprovam 0
tamanho da particula em estudo. O equipamento utilizado para a realizacdo deste ensaio
foi o microscopio eletrénico JEOL JEM 2010 operando a uma voltagem de aceleracéo
de 200 kV. As solucbes aquosas dos materiais foram colocadas numa tela de cobre
revestida com carbono de 400 malhas (Ted Pella Inc- USA) e em seguida foram secadas
em temperatura ambiente.

5.6.1.3 Estabilidade fisico-quimica por ensaio de pH em exposicao diferentes de luz

Para andlise da estabilidade por ensaio de pH, em exposi¢do diferentes de luz,
o protocolo utilizado foi de AGUIAR et al. (2021) com adaptagdes, onde a técnica
determina a estabilidade dos materiais em estudo. Os ensaios foram realizados no
Laboratorio de Genética e Morfologia - GEM do Instituto de Biologia da Universidade
de Brasilia.
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A avaliagdo das medigdes do pH, como forma de analisar a estabilidade das
formulacGes em trés diferentes exposicdes foi realizada durantel32 dias contados a
partir do primeiro dia apds sua formulacdo. As medidas foram realizadas um vez por
semana no inicio do dia.

As amostras foram divididas em trés tubos falcon de 50 mL, contendo,
aproximadamente, 40 mL de cada formulacdo, em que todos foram devidamente
identificados com a formulacéo, e com a exposi¢do que iria ser acomodada durante o
tempo citado anteriormente.

As medidas do pH foram realizadas no equipamento de pHmetro DIGIMED
DM-22, sendo antecipadamente calibrado com as devidas solucdes tampdes de
calibracdo de pH 4,00 + 0,02 e 7,00 + 0,02 em ambiente climatizado com a temperatura
controlada a 25 °C. Para a realizacdo de cada medida foram feitas as amostras de todas
as formulacgdes expostas 24h com luz; 24 h sem luz; 12 h com luz e 12 h sem luz. Os
frascos contendo as formulacdes eram agitados, abertos e o eletrodo do equipamento era
introduzido para que fosse realizada a medicdo do pH da formulacdo em estudo. A
Figura 22 ilustra o esquema de como foram expostas as formulacdes para este
experimento.

Figura 22: Exposicdo do pH das formulacdes.

Fonte: Prépria do autor

5.6.1.4 Propriedades dpticas

Para a realizacdo da avaliacdo das caracteristicas Opticas das formula¢Ges, com
as particulas dos Carbon dots, preparadas pelo método de funcionalizagdo, descrito
anteriormente, foram feitos ensaios de Raman e Infravermelho com transformada de
Fourier-FTIR, sendo esta parte experimental desenvolvida no Laboratorio de
Espectroscopia Optica - LEO do Instituto de Fisica - IF da Universidade de Brasilia-
UnB, em parceria com o doutorando Alexandre Silva Santos sob supervisédo do Prof.
Dr. Sebastido William da Silva , e a analise de Espectroscopia de absor¢do molecular
(UV-vis) foi realizada em colaboracdo com a Mestranda em Engenharia Quimica
Graciane Resende da Universidade Federal de Goiés, na Central Analitica do Instituto
de Quimica, da Universidade de Brasilia. A analise dos dados foi realizada pela equipe
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da fisica, da UnB citada anteriormente. Para as analises de Raman e Infravermelho
foram avaliados lotes diferentes das formulacdes, pois todos os ensaios foram realizados
em lotes de trés formulacGes de nanoparticulas diferentes para cada oléo. Os lotes foram
nomeados com base em sua data de producdo, sendo o lote 01 produzido em 27 de
outubro de 2019, o lote 02 em 27 de janeiro de 2020 e o lote 03 em 17 de novembro de
2020.

5.6.1.4.1 Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com o intuito de avaliar as caracteristicas das particulas de carbon dots
funcionalizadas com os 06leos essenciais, pela metodologia utilizada neste estudo, foi
utilizada a técnica de Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), para que nestas medidas fosse possivel caracterizar grupos funcionais, e ndo
funcionais, dos compostos constituintes das formulacdes em analise.

As medidas FTIR foram realizadas usando um espectrometro de Infravermelho
por Transformada de Fourier da marca Bruker, modelo Vertex 70. Usando o modulo de
Reflexdo Total Atenuada (ATR-FTIR). Foram executadas em média 96 varreduras, com
uma resolucéo espectral de 4 cm™, no intervalo de 400 a 4000 cm™, sendo realizado o
background antes de cada medicdo. De cada amostra foi usado 20 uL para a realizagao
da medida.

5.6.1.4.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia de Raman auxilia na avaliacdo das propriedades dos
elementos presentes nas formulagdes, bem como avalia se ocorreu a ligacéo entre eles,
ou seja, uma interacdo quimica dos elementos, como também é possivel avaliar a
estabilidade através da intensidade do sinal.

As medidas micro Raman foram feitas usando o espectrdmetro LabRam HR
Evolution, da marca HORIBA Scientific. O espectrdmetro Raman é equipado com
microscopio confocal, detector CCD (Charge Coupled Device) e grade de 1800
linhas/mm. Usando laser de 532 nm, com poténcia de aproximadamente 1 mW e focado
com uma objetiva de 50x. As amostras foram colocadas no interior de um porta amostra
de aco com orificio no centro, sendo usado 40 uL por amostra.

Apds a obtencdo dos dados, a analise do mesmo foi realizada usando o
LabSpec® para correcéo da linha de base e normalizacéo pela intensidade da banda G, o
OriginPro® 9 foi utilizado para a plotagem dos dados e o fiting das razées das bandas G
e D foram realizadas no Peakfit. Todas as medidas foram realizadas no Laboratério de
Espectroscopia Optica-LEO do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia.

5.6.1.4.3 Espectroscopia de absor¢cdo molecular (UV-VIS)

As formulacdes de carbon dots foram analisadas para avaliar o método de
funcionalizacdo utilizado neste estudo com os 6leos, e a espectroscopia UV/Vis mostra-
se como fonte de analise de espectro de absorgéo.

Utilizando o protocolo adaptado de NEVES et al, (2019), as amostra das
formulaces foram colocadas até a marca indicada nas cubetas 1 mL, utilizando o
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espectrometro de absor¢do CaryWin 50 Varian, instalado no Laboratorio AQQUA, da
Universidade de Brasilia e foram realizadas leituras em triplicata, onde os resultados
dos espectros foram obtidos na regido espectral do UV-Vis 200 a 800 nm.

5.7 Avaliacao de atividade antioxidante por radical livre DPPH com técnica de
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (EPR).

Para a realizacdo do ensaio de atividade antioxidante, foi necessario a
determinacédo de alguns parametros como tempo de leitura e concentracdo, para melhor
aplicacdo do protocolo (FERREIRA-NUNES et al, 2018) para avaliar a atividade
antioxidante por meio da técnica de espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletrobnica EPR. A atividade antioxidante foi mensurada com base no método de
capacitacdo das moléculas de antioxidantes que se encontram presentes nas amostras
deste estudo, tendo como fator determinante a molécula de DPPHe - 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila, cuja funcdo é sequestrar radicais livres presentes na amostra (BRAND-
WILLIAMS, 1995).

Todo o ensaio foi realizado no Laboratorio de Ressonancia Paramagnética
Eletrdnica do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia, sob a colaboracdo e
supervisdo, do Prof. Dr. Paulo Eduardo Narcizo de Souza.

5.7.1 Preparo do DPPH

Preparou-se uma solugdo de 500 umol de DPPH. Em um bal&o volumétrico de
100 mL, adicionou-se 2,4 mg de DPPH com o acréscimo de 3 mL de etanol (foi
utilizada proveta, ou pipeta, para medir o volume do liquido) e completou-se o volume
para 10mL.

5.7.2 Preparo da amostra

As dilui¢Bes foram realizadas da maior concentracdo para a menor, podendo
variar conforme a natureza da amostra em analise. Com base em ensaios biol6gicos
realizados com as amostras em estudo, foram determinadas as concentracdes testes,
sendo que apenas a amostra de carbon dots acoplado com ¢éleo de cravo DCRA,
apresentou valores diferentes das outras amostras e de DOTS. Também foi realizada a
medida para o DPPH puro, DPPH com etanol.

No ensaio realizaram-se as medidas de Trés lotes de formulacGes de
nanoparticulas diferentes, podendo assim avaliar sua estabilidade com a presenca do
radical antioxidante presente em todas. Os lotes foram nomeados com base em sua data
de producdo, sendo o lote 01 produzido em 27 de outubro de 2019, o lote 02 em 27 de
janeiro de 2020 e o lote 03 em 17 de novembro de 2020. Vale ressaltar que os lotes
variaram suas concentracdes de 1,3 a 6mg/mL. As amostras foram preparadas em
eppendorfs numerados com a concentracdo e nanoparticulas a serem analisadas, cujas
concentragcdes para DOTS, DLAR e DCIT foram de 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL,
respectivamente e apenas no DCRA os valores foram diferentes, sendo estes de 25,
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12,5, 6,25 e 3,125 pg/mL, devido esta formulacdo ndo ter sido possivel detectar nos
mesmo valores ja citados das formulacdes anteriores. Foram adicionadas pequenas
aliquotas da solucdo de DPPH 950 pL na concentra¢do de 500 pmoL nos eppendorfs
contendo as amostras testes. Apos 50 minutos em contato com a solugdo, em
temperatura ambiente, longe de luz, pois estas sdo fotossensiveis, as amostras foram
transferidas para capilares de vidro num volume final de, aproximadamente, 50uL, para
serem depositadas em recipiente térmico, contendo nitrogénio liquido, até a sua leitura
no espectro de EPR.

5.7.3 Leitura das amostras

Foi utilizado um espectrémetro EMX Plus (Bruker Bio Spin, Alemanha),
operando em banda X de 9,35 GHz, com campo de modulacdo de 10G e 100 kHz,
poténcia de micro-ondas 20 mW, e largura de varredura de 100G. A amplitude das
medidas foi determinada pela integral dupla dos dados dos espectros coletados.

5.7.4 Interpretacdo de resultados e plotagem de graficos

Apds a leitura os dados foram tratadosno Excel para que se possa, com auxilio
de programa estatistico, avaliar sua repeticéo e visualizar a evolucao dos resultados, nos
tempos e concentracdes estudadas. Todos os ensaios foram realizados com triplicata de
leitura de cada amostra, em todas as concentragdes analisadas. E os dados analisados em
programa origin 9.0

5.7.5 Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada com base em triplicata de
concentracdo para cada formulacéo, sendo obtidos a média + e desvio padrdo (SD) para
0 parametro antioxidante radicalar avaliados neste estudo. Os dados foram apresentados
por meo de recursos graficos.

5.8 Ensaios in vivo
A Figura 23 apresenta o desenho experimental realizado para a avaliacdo por

ensaios in vivo, das formulac6es obtidas do produto carbon dots funcionalizado com os
6leos essenciais, onde estudou-se a toxicidade e potenciais antioxidantes.
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Figura 23: Esquema da avaliacdo in vivo do produto carbon dots e 6leo essencial.

TOXICIDADE

Fonte: Prépria do autor

5.8.1 Ensaio in vivo com Larvas de Zophobas morio Tenebrio Gigante

5.8.1.2 Obtencédo das Larvas de Zophobas morio Tenebrio Gigante

As larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante, foram obtidas no Laboratério
de Ciéncias Fisioldgicas, do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria, do Centro de
Ciéncias Agréarias do Campus Universitario Ministro Petrénio Portella, do Bairro Ininga
da Universidade Federal do Piaui (UFPI) - Teresina - Pl - CEP: 64049-550.

Todo o experimento foi supervisionado pelos professores Dr Michel Muélem
de Moraes Alves e Dr Daniel Dias Rufino Arcanjo e os colaboradores Doutorando
Leonardo Rocha e Graduando em Farmaécia José Otavio Almeida. O preparo da amostra
para o experimento foi realizado no Laboratorio de Estudos Funcionais e Moleculares
em Fisiofarmacologia (LAFMMOL) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Para a realizacdo deste ensaio o protocolo utilizado foi de RIBEIRO et al, 2022
com adaptacoes.
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5.8.1.3 Cultivo das Larvas de Zophobas morio Tenebrio Gigante

O cultivo, e manutencdo das larvas, foram realizadas em caixas de
Polipropileno de 30 L nas seguintes dimensdes: A: 28cm X L:47cm X C:34cm. As
caixas possuem travas em sua tampa, localizadas na parte externa, e a coloracdo do
recipiente € escura. No interior da caixa foi colocada uma forragem feita de polpa de
papeldo, que serve para acomodar as larvas durante todo o processo de
desenvolvimento, que vai desde a fase larval até o besouro. No meio de cada camada do
papeldo, é colocado um pedaco de chuchu, para manter a umidade do sistema, e a
alimentacdo é composta por farelo de milho. Este recipiente € mantido em ambiente
controlado de temperatura ambiente entre 25 °C + 2 °C. Foi realizado um
acompanhamento frequente observando o desenvolvimento e a manutencdo de limpeza
do ambiente, promovendo qualidade no crescimento das larvas. Ao atingir o estagio
larval que vai de 06 a 08 meses, foram selecionadas as larvas com peso entre 400 e 500
mg, com algumas caracteristicas especificas dentre elas cor clara e uniforme. Em
seguida foram divididos os grupos para o experimento, em duplicata, contendo 05
animais por grupo.

5.8.1.4 Selecao dos grupos para avaliar dose de toxicidade nas Larvas de Zophobas
morio Tenebrio Gigante

O ensaio para avaliagdo da toxicidade com larvas de Tenebrio seguiu o
protocolo de ALMEIDA (2021), adaptado. O material bioldgico utilizado neste ensaio
para avaliagdo da toxicidade in vivo foram larvas de Tenebrio, e todo o preparo da
amostra para o experimento foi realizado no Laboratério de Estudos Funcionais e
Moleculares em Fisiofarmacologia (LAFMMOL) da Universidade Federal do Piaui
(UFPI).

Foram selecionados um total de 140 Larvas de Zophobas morio, Tenebrio
Gigante, para a realizacdo desse estudo. Foi realizada duplicata de experimento
contendo 05 animais por grupo de concentracdo a ser avaliada de cada molécula do
estudo. As larvas foram separadas em placas de Petri, contendo, em cada uma, um
pouco de racdo para consumo até o final do experimento.

As doses a serem avaliadas foram de 25, 50 e 100 mg/g de DOTS, DCRA,
DLAR e DCIT, tendo DMSO 1% como controle positivo €, no mesmo volume, agua
destilada, como controle negativo. A Figura 24 apresenta todo o processo realizado de
cultivo a selecdo dos grupos.
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Figura 24: Cultivo, obtencdo e selecdo das Larvas de Zophobas morio, Tenebrio
Gigante, para administracdo das formulacbes DOTS, DCRA, DLAR e DCIT nas doses
de 25,50 e 100 mg / g , tendo DMSO 1% como controle positivo e, no mesmo volume,
agua destilada como controle negativo.
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Fonte: Prépria do autor

5.8.1.5 Administracdo das formulacGes nos grupos, para avaliar a dose de
toxicidade nas Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante.

Foram administrados, com auxilio de seringa de insulina de 1mL, 10 pL de
cada formulacao na terceira pata de cada larva, as doses foram nos valores de 25, 50 e
100 mg / g correspondente a cada formulacdo das nanopaticulas deste estudo, e o
mesmo volume para o controle positivo DMSO 1% e, mesmo volume, para o controle
negativo que foi dgua destilada. Ap6s a administracdo, as larvas foram acondicionadas
em placas de Petri, onde permaneceram em observacdo por até 48h. Imagens
fotograficas foram registradas nos tempos de 24 e 48h para registro de alteracdo no
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comportamento e avaliacdo da toxicidade. As placas foram mantidas, com auséncia de
luz e em temperatura ambiente sem refrigeracéo.

Apb6s 48h as larvas foram identificadas em tubos Falcon individuais e
colocadas sob refrigeracdo a -40°C para posterior analise de atividade antioxidante. A
Figura 25 apresenta o esqueam do ensaio, com detalhes, da administracdo e preparo da
amostra para os ensaios dos parametros ja mencioandos anteriormente.

Figura 25: Administracdo, separacdo de grupos e congelamento das Larvas de
Zophobas morio, Tenebrio Gigante, das formulacbes a serem avaliadas nas
concentracgdes de 25, 50 e 100 mg/g de DOTS, DCRA, DLAR e DCIT tendo DMSO 1%
como controle positivo e, no mesmo volume, dgua destilada como controle negativo.

Administracdo de Administracdo 10 pL das
DMSO1%e H20 Administracdo 10 pL formulacoes nos valores
destilada na terceira pata de 25,50 ¢ 100 mg'g

Separagio dos grupos em
Separagio em falcons identificados s
a-40°C para analises posterior d"p“"“;e“hz ausencia

Fonte: Prépria do autor
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5.8.1.6 Preparo do homogenato das Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante,
para avaliacdo dos parametros antioxidantes.

O material bioldgico utilizado, das larvas do Tenebrio, foi extraido do preparo
de um homogeizado, onde foi possivel quantificar alguns parametros, com marcadores
especificos deste material, contendo a molécula na concentragdo em analise. Com isso
foi realizado um homogeizado de cada larva, individual, e a triplicata de cada
concentragéo.

No preparo do homogeizado, colocou-se a larva no almofariz. Em seguida, este
foi acondicionado em recipiente com banho de gelo, com a larva acrescentando 3mL de
tampéo fosfato de sodio 0,5M de pH 7,4 e realizou-se o0 processo de homogeneizacao do
material bioldgico até um perfeito estado homogéneo. Em seguida, transferiu-se para
um eppendoff de 2 mL, seguido de centrifugagdo a 1.460 rpm por 30 minutos em 4 °C
em centrifuga SIGMA® 4K15. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi separado, e
novamente centrifugado, mas desta vez a 1.370 rpm por 30 minutos a 4 °C (LI et al,
2016). O preparo do material esté ilustrado na Figura 26.

Figura 26: Esquema do preparo do homogeizado das Larvas de Zophobas morio,
Tenebrio Gigante.
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Fonte: Prépria do autor

5.8.1.7 Determinacao de parametros de antioxidantes em Larvas de Zophobas
morio Tenebrio Gigante

5.8.1.7.1 Avaliacéo da quantificacdo da Melanizacao

Para o ensaio de quantificacdo do teor de melanizacdo das larvas de Tenebrio
foi realizado uma homogeneizagdo do material bioldgico em 2 mL de tampéo fosfato, e
realizou-se centrifugacdo a 3000 rpm, por 10 minutos em centrifuga SIGMA® 4K15.
Em seguida, aliquotou-se 10uL do sobrenadante, dessa centrifugacéo, em duplicata, em
uma microplaca e adicionou-se 190uL de tampéo Fosfato de Sédio, pH 7,4. Ap6s todo o
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preparo da amostra em placas, prosseguiu-se a realizagdo da leitura em
espectrofotdbmetro GloMax a 405nm, sendo obtidas as absorbancias para cada amostra.
Todo o ensaio foi realizado com base nos protocolos de AYRES, (2008) e GORTNER,
(1910) adaptados para este estudo. Um resumo ilustrativo deste ensaio esta apresentado
na Figura 27.

Figura 27: Esquema da quantificacdo da melanizagéo das Larvas de Zophobas morio,
Tenebrio Gigante.
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Fonte: Prépria do autor

5.8.1.7.2 Avaliacéo da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

O ensaio desta atividade enzimatica é efetivado pelo método da velocidade de
oxidagdo do substrato o-dianisidina na presenca de H,0O,. Para este ensaio a solugéo
tampdo utilizada, para a producdo do homogeneizado das larvas, na quantificacdo da
atividade do MPO, foi o tampdo fosfato de potassio 0,5% hexadeciltrimetilaménio
(HTAB) de pH 6,0, com proporcdo de 50 mg por 1 mL de tampé&o. Para realizacdo da
leitura, adicionou-se 10 pL do sobrenadante, em pogo de microplaca, seguido de 200 pL
da solucdo de leitura em duplicata (3 mL de tampéo fostato pH 6,0 , 15 ml de peroxido
de hidrogénio a 1%, 5 mg de o-dianisidina, e agua destilada em q.s.p. 50mL de
solucéo). Foram realizadas duas leituras espectrofotométricas em 450 nm para que fosse
possivel observar a diferenca, uma apos um minuto da adicdo da solucéo de leitura e a
outra dois minutos ap6s. Os resultados foram expressos em unidades de MPO por mg de
tecido (BRADLEY et al.,, 1982). Para facilitar a compreensdo organizou-se uma
ilustracdo que esta apresentada na Figura 28.
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Figura 28: Esquema da avaliacdo da atividade mieloperoxidase (MPQO) em Larvas de
Zophobas morio, Tenebrio Gigante.
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5.8.1.7.3 Avaliacgdo de Nitrito por método de Griess

Para a determinacdo das concentracBes de nitrito, foi utilizado o método de
Griess, conforme descrito por Green et al (1982). Para a realizacdo deste ensaio,
homogenatos de larvas de Z. morio passaram, antes, por um processo de
desproteinizacdo, onde foi adicionado uma solucdo de sulfato de zinco, de acordo com o
protocolo de Romitelli et al (2007) e Moshage et al. (1995). A solucdo tampéo fosfato
pH 7,4 foi utilizada para a producdo do homogeizado das larvas na proporcdo de 50 mg
por 1 mL de tampéo. Com a coleta do sobrenadante do homogeizado, e posterior
desproteinizacdo, foi adicionado em eppendorf 180 pL de solucdo de Sulfato de Zinco
(ZnS0O4) a 0,15 M, 3 pL, de solucdo de Hidréxido de Sodio (NaOH) a 10 M, e 300 puL
de amostra, sendo incubada em gelo por 15 minutos para posterior centrifugacdo dessa
solucgéo a 14.600 rpm, por 5 minutos, e obter um sobrenadante desproteinizado. Em uma
microplaca, adicionou-se 100 pL do sobrenadante, desproteinizado, em duplicata, por
poco, juntamente com 100 pL do reagente de Griess, aguardou-se por 10 minutos
enquanto a reacdo acontecia para, entdo, realizar a leitura em espectrofotbmetro
GloMax a 560 nm. Os valores de concentracdo foram calculados usando uma curva de
calibracdo obtida através da leitura espectrofotométrica (560 nm) de diluigdes seriadas
(100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,56 uM) de uma solugdo méie de Nitrito de Sédio



70

(NaNO,) a 10 mM que reagiu com o reagente de Griess sobre as mesmas condic¢des que
as amostras reagiram. Para o branco utilizou-se dgua destilada de amostra, seguindo o
mesmo método. Todo o experimento pode ser melhor visualizado por meio da ilustragcdo
apresentada na Figura 29 abaixo.

Figura 29: Esquema do protocolo da avaliacdo de Nitrito pelo método de Griess
modificado das Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante.
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5.8.1.7.4 Avaliacéo da concentracédo de grupos sulfidrila ndo proteicos reduzidos -
Glutationa reduzida (GSH).

Para avaliar as concentracbes de GSH, as larvas de Z. morio foram
homogeneizadas em &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0,02 M, com proporcao
de 100 pL da amostra por 1mL de tampdo. Obtido o sobrenadante, da segunda
centrifugacdo do homogeizado, esse foi diluido com igual volume de uma solucdo de
acido tricloroacético (TCA) 10%. Essa mistura foi agitada por 30 segundos, e em
seguida centrifugada a 3000 rpm no tempo de 15 minutos. Em seguida aliquotou-se
parte do sobrenadante, com intuito de misturd-lo com dois volumes de solucéo,
identificada como tampéo Tris, sendo composto por tris (hidroximetil) aminometano
(Tris) a 0,4 M EDTA a 0,2 M tamponado em pH 8,9. Para a realizagdo da leitura
adiciona-se 50 pL de acido 5,5-ditio-bis-(2-nitobenzoico) (DNTB) a 0,01 M para cada 3
mL de solucdo a ser analisada, ajusta-se o espectrofotdbmetro para 0 comprimento de
onda de 412 nm zerando-0 com um Branco (2 mL de &gua destilada, 4 mL de tampéo
Tris e 100 pL de DNTB a 0,01M) e realiza-se a leitura da amostra em
espectrofotdmetro GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader. As concentracdes
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em UM, de grupamentos sulfidrila reduzidos, sdo dadas pela multiplicacdo da
absorbancia obtida no teste pelo fator 317,8 (HABEEB, 1972). Uma forma mais
didatica para a compreensao do ensaio esta apresentada na Figura 30.

Figura 30: Esquema da avaliacdo de grupos sulfidrila ndo proteicos reduzidos-
Glutationa reduzida (GSH) das Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante.
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Fonte: Prépria do autor
5.9 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos neste estudo foram realizados em duplicata de experimento e
triplicata de concentracdo para cada formulacdo, sendo obtidos a média + e desvio
padrdo (SD) para os parametros antioxidantes avaliados neste estudo. A andlise
estatistica e a obtencdo dos graficos foram realizadas pelo software Graph Pad Prism
8.0.1™ (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, EUA), sendo consideradas
significativas as diferencas quando p<0,05. E a avaliacdo para as possiveis diferencas
significativas foi realizada através de testes paramétricos; ja para a diferenca de
variancia utilizada, por sua vez, foi one-way ANOVA, seguido por teste estatistico de
Tukey para todos os experimentos. Os dados foram apresentados com recursos graficos
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6 Resultados e Discussao

6.1 Caracterizacao das formulagoes

6.1.1 Deteccdo e quantificacdo da composicdo quimica dos oOleos por
Cromatografia gasosa acoplada por espectrometria de massas (CG-EM)

O perfil cromatografico obtido do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus
estd apresentado na Figura 31. Os compostos majoritarios identificados no oleo
essencial foram: o citronelal (41,047 + 0,1866 %), o geraniol (23,733 + 0,1173 %) e
citronelol (8,610 + 0,2238%).

Figura 31: Cromatograma de ions totais do 6leo de Cymbopogon winterianus.
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Fonte: Laboratério de Geoquimica Organica (LAGO), 2020.



identificar a presenca de 26 compostos (Tabela 4),
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Na analise do o6leo essencial de Cymbopogon winterianus, foi possivel

sendo distribuidos em

monoterpenoides (87,16%), sesquiterpenoides (10,58%), e fenilpropanoides (0,96%) e
ainda a presenca de éster (0,27%).

Tabela 4 — Composicao do 6leo de Cymbopogon winterianus

o | Nome | 1Raey | 1Ry | RSOGO | Aundinca
1 limoneno 1029 1054 9,48 + 0,0037 3,860 % 0,1236
2 p-ocimeno 1050 1058 9,65 + 0,0043 0,247 + 0,0170
3 linalol 1096 1125 12,22 +0,0029 0,723 £ 0,0386
4 isopulegol 1149 1176 14,41 + 0,0090 0,967 +0,1181
5 citronelal 1153 1187 14,49 £ 0,0037 | 41,047 +0,1866
6 | neo(iso)isopulegol 1171 1187 14,85 £ 0,0066 0,327 £ 0,0330
7 citronelol 1225 1255 17,86 + 0,0029 8,610 + 0,2238
8 citral 1238 1268 18,41 + 0,0029 0,180 % 0,0000
9 geraniol 1252 1280 18,95+ 0,0037 | 23,733 +0,1173
10 geranial 1267 1298 19,75 + 0,0046 0,470 £ 0,0283
11 acetato de 1352 1381 2338+0,0029 | 2,623+ 0,0330

citronelila
12 eugenol 1359 1385 23,56 + 0,0022 0,693 % 0,0759
13 a;gtrztnol Iie 1381 1410 24.65+0,0037 | 4,377+ 0,0660
14 [-elemeno 1390 1424 25,24 + 0,0045 1,140 + 0,0990
15 | p-cariofileno 1419 1456 26,59 + 0,0062 0,600 % 0,0216
16 germacreno-D 1485 1520 29,23 +£0,0048 2,387 £ 0,0613
17 a-Cls- 1412 1528 29,56 + 0,0077 0,267 % 0,0047
bergamoteno
18 Ig(')se;';itr']'ol 1453 1533 29,78 + 0,0066 0,263 + 0,0386
19 a-muuroleno 1500 1538 29,98 + 0,0062 0,313 % 0,0471
20 | Nao identificado - 1547 30,35 + 0,0057 0,200 + 0,0294
21 y-cadineno 1513 1553 30,59 + 0,0026 0,890 + 0,0616
22 o-cadineno 1523 1558 30,80 + 0,0033 1,833+ 0,1173
23 elemol 1549 1588 32,01 + 0,0034 2,273 +0,1482
24 butirato de 1564 1594 32,22 + 0,0083 0,270 + 0,0356
geranila
25 | Nao identificado - 1619 33,19 + 0,0037 0,833  0,0694
26 a-cadinol 1654 1701 36,35 + 0,0061 0,873 % 0,0591

Fonte: Laboratério de Geoquimica Organica (LAGO), 2020.

Na Figura 32 estdo apresentados 0s espectros de massas dos compostos
majoritarios.
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Figura 32: Espectro de massas dos compostos majoritarios identificados no 6leo de
Cymbopogon winterianus.

a) Citronelal (41,047 +0,1866 %)
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Fonte: Laboratério de Geoquimica Orgéanica (LAGO), 2020.

b) Geraniol (23,733 £ 0,1173%)
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Fonte: Laboratdrio de Geoguimica Organica (LAGO), 2020.

c) Citronelol (8,610 + 0,2238%)
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A citronela, ou capim citronela (Cymbopogon winterianu.), € conhecida pelo
seu aroma e, principalmente, pelas suas diversas aplicacfes, como flavorizante, esséncia
em produtos alimentares, aplicacdes em cosmética e, usualmente, em produtos de
repeléncia de insetos (NAKAHARA et al., 2003). Dentre essas aplicacGes estudos
comprovaram a eficacia do Odleo essencial como antimicrobiano, antifingico e
anticancer, dentre outras. (CUNHA et al., 2020; NAKAHARA et al., 2003; SUJATHA;
SIRISHA, 2019).

Por ser um dGleo rico em monoterpenoides, Sinha et al., (2014) avaliaram a
toxicidade dos dleos essenciais de Cymbopogon martini (palmarosa), Cymbopogon
winterianus Jowitt (citronela Java) e Cymbopogon citratus (capim-limdo), aplicados a
linfocitos humanos. Essa atividade foi relacionada com a quantidade de geraniol,
acetato de geranila, citronelol e citrolenal e citral. Dessa forma os 6leos essenciais de
palmorosa possuem 65-85% de geraniol e 5-20% de acetato de geranila como
componentes majoritarios, ja o 6leo essencial de citronela Java, é composto de geraniol
(20-40%), citronelal (20-30%) e citronelol (10-15%). E o 6leo essencial de capim-liméo
¢ composto basicamente por citral (50-88%). Com base nisso, foi observado que 0s
6leos essenciais testados mostraram-se citotoxicos, genotoxicos e ainda provocaram a
apoptose das células, sendo o 6leo essencial de capim-liméo o mais toxico, sendo essa
toxicidade atribuida ao citral (SOUZA et al, 2020) , que contribui em uma maior
geracdo de espécies reativas a oxigénio (oxidantes), ja os demais Oleos essenciais
possuem uma toxicidade mais baixa devido a maior concentragéo de geraniol.

O perfil cromatografico do Oleo essencial de cravo-da-india (Eugenia
caryophyllus), obtido estd apresentado na Figura 33. Os compostos majoritarios
identificados no 6leo essencial foram: o eugenol (85,387 + 0,1922%) e o p-cariofileno
(11,793 £ 0,1841%).

Figura 33: Cromatograma de ions totais do 6leo de Eugenia caryophyllus.
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Fonte: Laboratério de Geoquimica Orgéanica (LAGO), 2020.
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Na analise do 6leo essencial de cravo-da-india (Eugenia caryophyllus), foi
possivel identificar a presenca de 5 compostos (Tabela 5), que estdo distribuidos em
compostos fenilpropanoides (85,39%), sesquiterpenoides (14,08%) e éster (0,53%).

Tabela 5- Composicdo do dleo de Eugenia caryophyllus.

Pico | Nome | IRquy| LRy | CPOUeIenGRO | Abundincia
1 Eugenol 1359 1387 23,63 + 0,0066 85,387 £ 0,1922
2 p-cariofileno 1419 1456 26,58 + 0,0033 11,793 £ 00,1841
3 alfa-humuleno 1454 1492 28,12 + 0,0041 1,750 + 0,0294
4 acetato de eugenila | 1522 1552 30,54 + 0,0025 0,530 £ 0,0163
5 | Oxido de cariofileno | 1583 1625 33,42 £ 0,0041 0,540 + 0,0408

Fonte: Laboratério de Geoquimica Orgéanica (LAGO), 2020.

Na Figura 34 estdo apresentados os espectros de massas dos compostos
majoritarios.

Figura 34: Espectro de massas dos compostos majoritérios identificados no 6leo de
Eugenia caryophyllus.
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Fonte: Laboratério de Geoquimica Organica (LAGO), 2020.
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b) p-cariofileno (11,79 = 0,1841%)
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Fonte: Laboratorio de Geoquimica Organica (LAGO), 2020.

O cravo da india ou cravo, Syzygium aromaticum, Eugenia caryophyllus, € uma
das especiarias mais difundidas no comércio mundial, tendo aplicacdo na medicina
popular. Estudos comprovam a utilizacdo do cravo da india nos tratamentos de doencas
fangicas, microbianas e bacterianas, e 0o consumo regular dessa especiaria promove, a
portadores de diabetes, o controle da doenca, resultando em uma melhor qualidade de
vida. As atividades bioldgicas atribuidas ao consumo do cravo da india estdo
relacionadas principalmente ao seu 6leo essencial, por ser rico em um antioxidante
natural, eugenol (DE OLIVEIRA et al., 2009).

O eugenol ¢ um composto fendlico, que possui propriedades antioxidantes,
anticancer, antifingica, antibacteriana entre outras (GULCIN, 2011; HE et al., 2007;
MARCHESE et al., 2017). Sujatha e Sirisha (2019), avaliaram a atividade citotdxica do
6leo essencial de cravo frente as seguintes linhagens tumorais: MCF-7 (cancer de
mama), HelLa (carcinoma cervical) e K-562 (leucemia miéloide). O dleo essencial
mostrou-se citotoxico em todas as linhagens testadas, possuindo maior porcentagem de
inibicdo para a linhagem K-562 (aproximadamente 60%), essa inibicdo foi relacionada
ao eugenol, componente majoritario do éleo essencial.

A distribuicdo dos compostos esta apresentada no cromatograma de ions totais
(Figura 35). O composto majoritario identificado no 6leo essencial foi o limoneno
(97,107 = 0,0205%).
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Figura 35: Cromatograma de ions totais do 6leo de Citrus sinensis.
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Fonte: Laboratorio de Geoquimica Orgénica (LAGO), 2020.

Na anélise do 6leo essencial de laranja Citrus sinensis, foi possivel identificar a
presenca de 6 compostos (Tabela 6), que estdo distribuidos em monoterpenoides
(99,82%) e aldeido (0,18%)



Tabela 6- Composi¢do do 6leo de Citrus sinensis.
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Tempo de Abundancia
Pico Nome I.R.giter) | 1.R.(calc) retenga[c;émm) | relativa (%) + DP
1 alfa-pineno 939 958 6,37 = 0,0005 0,547 £ 0,0125
2 sabineno 975 1000 7,52 +0,0009 0,193 +£0,0170
3 mirceno 990 1012 7,97 £ 0,0005 1,577 £ 0,0094
4 n-octanal 998 1025 8,45 + 0,0005 0,177 + 0,0047
5 limoneno 1029 1054 9,49 + 0,0008 97,107 + 0,0205
6 linalol 1096 1124 12,20 + 0,0009 0,400 + 0,0141

Fonte: Laboratdrio de Geoguimica Organica (LAGO), 2020

Na Figura 36 esté apresentado o espectro de massas do 6leo de Citrus sinensis
para componente majoritario limoneno.

Figura 36: Espectro de massas do limoneno (composto majoritario do 6leo de Citrus
sinensis).
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Fonte: Laboratorio de Geoquimica Orgénica (LAGO), 2020.

O liméo doce ou mousambi, Citrus sp., limdo, é conhecido por diversas
aplicagdes, desde aplica¢Bes na farmacia, indlstria cosmética e inddstria gastronémica.
O oleo essencial da casca do lim&o doce possui atividades antimicrobianas, anticancer,
antioxidantes e antifungica, dentre outras (JAVED et al., 2013).
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Miller et al., (2018), avaliaram a atividade anticancer do 6leo essencial de
Citrus limetta e outras plantas, frente as linhagens de cancer de lingua (ATCC CRL-
2095), de pele (ATCC CRL-1619) e de estomago (ATCC CRL-1739), no ensaio C.
limetta mostrou atividade moderada com ICsy; de 0,18, 0,62 e 0,13 pg mL?,
respectivamente. Por ser um 6leo rico em monoterpenoides, principalmente limoneno, a
atividade anticAncer pode estar relacionada a quantidade deste composto no dleo
essencial.

Lu et al., (2004), administraram limoneno (97% de pureza) em tumores
géastricos transplantados e observaram que a administracdo de limoneno, contribuiu na
diminuicdo da metastase e ainda na diminuic¢do do tamanho do tumor.

6.1.2 Termogravimetria (TG)

O intuito de realizar a termogravimetria (TG) € observar se ocorreu uma
degradacdo da amostra, ou seja, a perda de massa da amostra, pois o principio desta
técnica consiste em avaliar uma variacao de perda, ou ganho de massa, em funcdo da
temperatura a qual o material é exposto. Com isso € possivel estabelecer até que
temperatura o material é estavel, podendo verificar uma decomposicao dele, bem como
reacOes de oxidagéo, perda por combustéo e decomposicao.

Os dados obtidos com as formulacdes demonstraram que € possivel observar
quanto de 6leo foi incorporado ao DOTS, observando a diferenca de massa final entre a
amostra pura e as amostras com os 6leos, assim é notada uma diferenca de massa final
de aproximadamente 5,54%, aproximadamente, entre as amostras de DOTS e as
amostras de DCIT e DCRA. Evidenciando que o DLAR ndo teve alteracdo. A Figura
37 apresenta as curvas termogravimétricas.
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Figura 37: Gréafico da analise termogravimétrica das amostras de DOTS (Carbon dots),
DLAR (DOTS Laranja), DCRA (DOTS Cravo), DCIT (DOTS Citronela) que mostra a
perda de massa do material em funcdo da variagdo de temperatura de 25 a 800°C.
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Fonte: Laboratdrio de Desenvolvimento de Processos Quimicos (LDPQ) 2020.

A analise termogravimétrica é bastante utilizada em materiais que seguem o
mesmo tipo de funcionalizacdo, como os nanocompositos de 6xido de ferro sintetizados
(NETO et al., 2018; NEVES et al., 2011). Essa técnica pode ser utilizada para avaliar a
estabilidade térmica do material, uma vez que monitora a perda de massa do material
em funcéo da variacdo de temperatura.

E observado ainda que o material ndo perde estabilidade térmica com a
incorporagdo dos 6leos e que os 6leos de DCRA E DCIT apresentam comportamento
semelhante. Vale ressaltar que todas as analises foram realizadas sob atmosfera inerte
de nitrogénio, que evita a oxidagdo dos nanocompositos e, consequentemente, elimina
um potencial aumento de peso como resultado da oxidacgdo dos 6leos essenciais.

Dados da literatura corroboram com os resultados obtidos em que formulagdes
de filmes contendo 0leos essenciais apresentaram 0 mesmo comportamento da matriz
do filme puro (LIU et al, 2016) contribuindo assim com os resultados de DOTS E
DLAR utilizando este ensaio, bem como em outro estudo foi possivel observar uma
degradacdo da massa de uma formulacgdo na faixa de 100 a 150°C , confirmando assim,
a perda da massa dos Oleos essenciais presentes (DA COSTA LIMA et al, 2021),
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evidenciando que para as formulagbes DCRA e DCIT o resultado corresponde aos
dados ja registrados por outros estudos.

6.1.3 Andlise morfoldgica da particula do Carbon Dots

A Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) € utilizada para obter
informacdes da morfologia da particula, em estudos das formulacGes analisadas, onde
sdo determinados o tamanho, o formato e o tamanho de nanoestruturas. Para este
estudo foi possivel observar a morfologia esférica e o tamanho das particulas que estdo
apresentadas na Figura 38. O tamanho das particulas foi obtido pelo software ImageJ e
assim foi possivel observar uma variacdo de tamanho de 4 a 6 nm sendo algumas
particulas isoladas com o tamanho maior. Além disso, é possivel notar que o
procedimento experimental adotado para modificacdo superficial das DOTS nao altera
significativamente o tamanho e a morfologia das particulas precursoras.
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Figura 38: Imagens de MET das amostras A) DOTS (Carbon dots), B) DCIT(DOTS
Citronela), C) DCRA (DOTS Cravo) e D) DLAR (DOTS Laranja).
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Fonte: Laboratério de Desenvolvimento de Processos Quimicos (LDPQ) / Laboratério
Multiusuério de Microscopia de alta resolucéo (LabMic) 2020.
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Devido ao indice de refragdo dos 6leos e do C-dots serem muito préximos, ndo
é possivel observar, visualmente, em todas as particulas, a formacdo da funcionalizagédo
da superficie da particula, porém na imagem em B é possivel notar a formagdo de uma
camada de 6leo sobre as particulas (ARAUJO et al, 2015).

As morfologias esféricas, detectadas pelas imagens, corroboram com dados da
literatura que reportam as caracteristicas dimensionais e cristalograficas dos C-dots. 1sso
foi confirmado por microscopia eletronica de transmissdo (MET), onde foi observado
que os C-dots exibem uma morfologia quase esférica (DE OLIVEIRA, 2021).

O tamanho, em sua maioria, apresentou entre 4 a 6 nm e esta de acordo com
dados da literatura que obtiveram resultados ap6s uma purificacdo de nanotubos de
carbonos em que os pontos de carbono possuiam uma estrutura de nanoesferas, com um
diametro inferior a 10nm (RODRIGUEZ-VARILLAS et al, 2022).

6.1.4 Estabilidade fisico-quimica por ensaio de pH em exposicéo diferentes de luz

Todas as formulacdes mostraram-se homogéneas, com coloracdo escura, bem
concentrada, sem divisdo de fases, com odor bem caracteristico de cada formulagédo, em
todo o periodo de armazenamento e tipo de exposi¢do as quais foram avaliadas. A
Figura 39 abaixo mostra os resultados que foram possiveis observar, onde cada
formulacéo apresentou resultados individuais. A formulacdo de DOTS, quando exposta
a luz mostrou uma estabilizacdo para meio basico, e em ambiente escuro, e com 12h
escuro e 12h luz o valor médio foi de 5,45 tendenciado para neutro. Para 0 DCRA néo
ocorreu alteracdo em nenhum dos ambientes expostos sendo o valor obtido mais &cido.
Quanto a DLAR, em ambos os ambientes, apresentou a mesma média de valores para
meio basico. Por ultimo a formulacdo DCIT, para a exposi¢cdo no escuro mostrou
valores acidos, com final dando indicativo para bésico, e nos outros dois meios, luz e
12h de luz e 12 h escuro, foi totalmente alcalino.
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Figura 39: Valores de pH para as formulagdo DOTS, DCRA, DLAR e DCIT nos
tempos de 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 77, 84, 91, 97, 104, 111, 118, 125
e 132 dias apos a obtencdo dos materiais.
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Morfologia (LAGEM), UnB — 2021.
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O ensaio de pH é muito utilizado para avaliar a estabilidade de uma
formulacdo, considerando fatores extrinsecos ou intrisecos, mas também com base nos
valores do pH de uma formulagéo é possivel determinar a via de administracéo para uso
de farmacos. Nos extrinsecos a formulacdo pode sofrer interferéncia na composicéo
com variaveis de tempo, temperatura, luz, umidade e oxigénio. Nos fatores intrinsecos é
a propria composicdo natural que pode reagir com ela propria sofrendo alteracdes no
pH, na densidade e na viscosidade, dentre outros (MAIA, 2002).

Pode se observar também que da estabilidade de um produto pode vir a ser
afetada pela a presenca de cargas microbianas, podendo assim degradar o principio
ativo da formulacdo, o pH vem a ser modificado e a formulacdo pode ficar anulada
(VILLANOVA DE SA, 2009). Baseado neste contexto, estudos mostram que em
formulacGes com 180 dias, cuja alteracdo nas medidas do pH é pequena a probabilidade
de alteracdo nestes valores, por contaminagdo de microrganismo, é quase nula
(ALMEIDA, 2021), com isso observamos que 0S componentes presentes nas
formulacbes como DCRA, DLAR e DCIT, que apresentam propriedades
antimicrobianas, se mostraram com potencial ativo.

E de fundamental importancia o estudo da estabilidade de um produto, pois
através destes resultados pode-se assegurar seguranca, qualidade e eficacia para o
consumidor. Para que se possa ter todos estes parametros sdo necessario as avaliacdes
em meios de exposicdo, que podem sofrer alteracdo. Para isso fatores ambientais, como
temperatura, umidade e luz, além dos fatores intrinsecos, como propriedades fisico-
quimicas substancias ativas, excipientes, formulas farmacéuticas e sua composicao,
processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais usados (MINISTERIO DA
SAUDE BRASIL., 2019) necessitam ser analisadas.

Para justificar o pardmetro de estabilidade por meio da avaliacdo de pH |,
estudos mostram que quando ocorrem alteracGes nos valores de pH, a qualidade do
sistema da reacdo indica comprometimento , podendo estar relacionado a afastamento
dos ativos da formulacdo de encapsulados das nanoparticulas, que podem desestabilizar
a formulacdo. O mesmo estudo observou que quando existe uma reducdo do pH, ao
longo do tempo, em sistema como o0s coloidais, associa-se a uma deterioracdo dos
elementos presentes na formulagdo, levando a uma acidificagio da mesma
(GONZALEZ-REZA et al., 2018).

6.1.5 Propriedades Opticas

6.1.5.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma das ferramentas mais bem estabelecida para a
caracterizagdo estrutural de materiais a base de carbono. Além de determinar o estado
cristalino, é também util para investigar a pureza, defeitos e desordem destes materiais
(KAR, MAITI, 2021). Assim, neste trabalho a espectroscopia Raman € utilizada para
investigar os efeitos do recobrimento com diferentes 0leos essenciais no processo de
envelhecimento de pontos quanticos de carbono.

A Figura 40 mostra os espectros Raman das amostras de Carbon Dots puro
(como preparado — DOTS) (a) e recobertos com 0leos essenciais de citronela (DCIT)
(b), laranja (DLAR) (c) e cravo (DCRA) (d) com idades de 4, 14 e 17 meses. Os
espectros Raman dos Carbon dots sdo caracterizados por duas bandas intensas
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localizadas em ~ 1365 (banda D ) e ~ 1585 cm™ (banda G). As caracteristicas espectrais
indicam que os DOTS apresentam um grau significativo de desordem que se reflete no
aumento da largura e da intensidade da banda D. A banda G representa a hibridizagéo
sp®, associada um modo Raman ativo duplamente degenerado da rede cristalina,
enquanto a banda D representa a hibridizagdo sp® ou regides de desordem e defeitos de
rede, particularmente na superficie do DOTS (PAPAIOANNOU et al, 2018). A
presenca ou auséncia dessas bandas e suas posicdes, intensidades e formas relativas
fornecem informacdes sobre a existéncia e a natureza dos defeitos nos derivados de
grafeno. Por esta razdo, a banda D aumenta em intensidade com relacdo a banda G,
sempre que o grau de desordem na estrutura do material carbonaceo aumenta.

A literatura tem mostrado que a banda D se divide em outras bandas, geralmente
encontradas em aproximadamente 1280, 1360, 1500 e 1625 cm™, associados as bandas
D4, D1, D3 e D2 respectivamente. Assim como a banda G, a banda D2 corresponde a
vibracbes da rede com simetria Eyq enquanto as bandas D1 e D4 corresponde a
vibragBes da rede com simetria A;q (SADEZKY et al, 2005; LOPEZ-DIAZ et al, 2017)
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Figura 40: Espectros Raman dos Carbon Dots: DOTS (a), DCIT (b), DLAR (c) e
DCRA (d) para diferentes idades.
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E bem estabelecido que a raz3o entre as intensidades das bandas D e G (Ip / Ig) é
um bom parametro para estimar o grau de desordem/presenca de defeitos estruturais nos
materiais carbonéaceos. Contudo, nos espectros Raman a presenca das bandas D(1 - 4)
influenciam ndo somente a relacédo de intensidade relativa da razéo Ip / g, mas também
suas posicdes e larguras de linha. Para eliminar esta contribuicdo, calculamos as
intensidade integradas relativa das bandas D e G considerando os valores apds ajustar o
espectro de primeira ordem a cinco fungdes Lorentzinas + Gaussianas, de modo que a
razdo Ip/lg é calculada com base na soma das intensidades integradas relativas das
bandas D’s dividida pela intensidade integrada da banda G. Os DOTS como preparados
apresentam razdes de intensidade de 1,90, 2,10, e 2,70, para as amostras com idades de
4, 14 e 17 meses, respectivamente. Este comportamento indica que ha um aumento no
teor de defeitos nos DOTS de com o decorrer do tempo, provavelmente devido a
processos oxidativos induzidos pelo oxigénio do meio. Procedimentos semelhantes
foram adotados para as amostras DCIT, DLAR e DCRA. Os valores das razées Ip/l
encontrados para as idades de 4, 14 e 17 meses, podem ser encontrados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores da razdo Ip/lg encontrados para as idades de 4, 14 e 17 meses,
determinados para as formulagdes DOTS, DCIT, DLAR e DCRA.

Amostra (lD / IG) lc-o /lc:c
4 14 17 4 14 17
DOTS 1,90 2,10 2,70 1,05 1,06 1,48
DCIT 1,60 1,80 2,00 1,14 1,38 151
DLAR 1,60 1,78 1,98 1,18 1,25 1,37
DCRA 1,74 1,75 1,76 1,01 1,62 1,65

Fonte: Laboratério de Espectroscopia Optica (LEO) 2020.
6.1.5.2 Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
também usada para estudar o efeito da presenca dos diferentes éleos essenciais nos
processos oxidativos dos DOTS. Os espectros FTIR (Figura 41) mostram a presenca de
varios grupos oxigenados na superficie dos DOTS as quais sofrem significativas
mudancas com a idade da amostra. Vibrac6es de grupos hidroxila ligados as bordas dos
grupos fenois e éteres nas estruturas aromaticas podem ser encontradas em torno 650 e
780 cm™ ( S(OH)) e 3400 cm™ (v(OH). Uma combinagdo de bandas de absorcdo O-C-
H e C-O-H ocorre na regido de 1350 -1500 cm™. Os espectros de absorcdo exibem
também uma forte banda em ~1450 cm™, associada com modos de estiramento
simétrico da carboxila. Modos vibracionais v,,(CO0~) e v(C=0) podem ser
encontrados em 1670 e 1715 cm™, respectivamente.
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Em 1565 cm™ aparece o estiramento C=C, caracteristico da ligacdo dupla do
anel aromatico policiclico da estrutura do CD (BEZBARUAH et al, 2014). Uma analise
cuidadosa dos espectros de FTIR mostra que as intensidades relativas das bandas
v(C = 0) e v(COO—) aumentam com 0 aumento da idade das amostras assim como
energia vibracional da banda v(C = C) desloca-se para maiores nimero de onda. O
deslocamento para maiores energias assim como o aumento das intensidades dos modos
associados aos grupos oxigenados sugere mais uma vez a oxidagdo da superficie dos
DOTS, concordando com os dados de espectroscopia Raman.

Figura 41: (a) Espectros de FTIR das amostras de Carbon Dots puro DOTS com
didades de 4, 14 e 17 meses. Amplia¢Oes dos espectros de FTIR das amostras de carbon
Dots puro DOTS (b), DCIT (c), DLAR (d) e DCRA (e) para as deferentes idades.
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Todas as atribuicdes utilizadas neste estudo sdo baseadas nos protocolos de
ARAUJO et al, (2020) e SZLACHETKA, (2020).

6.1.5.3 Espectroscopia de absor¢do molecular (UV-VIS)

Quando trabalhamos particulas, cuja carga e didmetro, possuem dimensdes
proximas do valor estimado da metade do comprimento de onda a ser utilizado para
uma fotoativagdo, obtemos um aumento de dispersdo da luz, e isso faz com que na
transmissdo desta tenda a ocorre uma reducdo, devido a ampliacdo do tamanho da
particula, ou mesmo de sua morfologia irregular. Outro fator observado por
pesquisadores € que quando existe uma presenca elevada de carga ocorre um processo
de reducédo de transmisséo de luz, em consequéncia da diferenca de indice de refracdo
da luz, presente na interface entre particula de carga e um componente associado como,
por exemplo, resina (VICENZI, BENETTI, 2018).

Sendo a espectroscopia um parametro utilizado capaz de fornecer dados que
identifiguem substancias, como sua composi¢do quimica, por meio do comprimento de
onda absorvido na andlise, e registrado no espectro de emissdo ou absor¢do, este ensaio
demonstra a interacdo dos elementos na radiacao eletromagnética com as formulagdes
em estudo, onde dados mais precisos sdo apresentados, como a presenca do elemento,
concentracdo, com base em medidas obtidas de absorgdo/transmissdo de radiagédo
eletromagnética, nas regides ultravioleta e visivel do espectro eletromagnético em uma
regido ampla que vai desde 190 até 1100nm (GUO et al, 2020).

Foi possivel detectar, com base nos resultados analisados por espectroscopia de
UV/Vis, cujo espectro é apresentado na figura abaixo, duas bandas na regido do
ultravioleta em 250nm e 288 nm, correspondentes as transicdes p—p* dos anéis
aromaticos, que constituem o nucleo de carbono que, caracteristicamente, ndo emitem
fluorescéncia (DING, XIONG, 2015). Foi observado também na regido de 380 a 450nm
uma menor energia tendenciado a grupos quimicos em estado de superficie, com
ligacGes de C=0 e C=N na superficie dos Carbon dots no processo de funcionalizacao
da particula, como pode ser observado na figura abaixo.

Conforme amplamente relatado na literatura, os espectros de absorcdo UV-Vis
dos DOTS, DLAR e DCIT, mostrados na Figura 42 (i), possuem uma banda de
absorcdo tipica em 337 nm, atribuida a transicdo n-n* (ligagdes C=0) e um ombro em
torno de 240 nm, atribuido a transi¢do n-n* (C=C liga¢des com hibridizagdo sp2),
estando em concordancia com trabalho ja publicado por Panniello et al., (2018) . O
espectro UV-Vis do DCRA difere dos outros DOTS, pois 0 ombro em torno de 238 nm,
atribuido as transi¢oes n-n*, ndo foi observado. No entanto, alem do pico de absorcéo
em 337 nm, como observado nos demais DOTS, esta amostra apresentou um pico
atipico, em 279 nm, atribuido as transi¢des n-m*.
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Figura 42: Espectros UV-Vis das amostras DCIT, DLAR, DCRA e DOTS com curvas
de cores verde, vermelho, azul e preto respectivamente.
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Fonte: Laboratério de Desenvolvimento de Processos Quimicos (LDPQ) / Laboratério de
Espectroscopia Optica (LEO) 2020.

A adsorcdo de moléculas organicas, na superficie de materiais carbonaceos,
pode ocorrer principalmente por ligacbes de hidrogénio e interacbes n—me m — 1
(SZLACHETKA, 2020), nas interagdes n — 1, 0s grupos de oxigénio na superficie do
material carbonaceo atuam como doadores de elétrons, enquanto os anéis aromaticos da
molécula orgénica, atuam como aceitadores de elétrons. Ja as interagdes m — 1 ocorrem
entre os elétrons de m de um material carbonaceo e os elétrons © dos anéis aromaticos da
molécula organica. Com base nos resultados expostos é possivel inferir que, todas as
interacbes descritas acima estdo presentes no sistema estudado, podendo ser
confirmadas também na Figura 42.
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6.2 Avaliacdo de atividade antiradicalar DPPH com técnica de espectroscopia de
ressonancia paramagneética eletronica (EPR).

A técnica de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica EPR, que
vem sendo bastante utilizada por grupos de pesquisa, em uma variedade de ensaios
fisicos e bioldgicos, tem a finalidade de quantificar moléculas com potencial
antioxidante, mesmo que numa propor¢éo baixa devido a sensibilidade tecnoldgica da
técnica aqui apresentada.

Sendo os 6leos possuidores de acao antioxidantes, a técnica de EPR apresentou
resultados onde foram avaliados seu potencial, ao longo do tempo, em concentracdes
diferentes, para as formulacbes apresentadas, como mostra a Figura 43, onde A
representa o lote 01, B o lote 02 e C o lote 03.

Os resultados obtidos por RPE estdo apresentado nos graficos da Figura 43.

Figura 43: Avaliacdo da atividade antioxidante de 6leos essenciais acoplados a carbon-
dots tendo como radical livre o DPPH com etanol.
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Os resultados obtidos, com a técnica de EPR, demonstraram que sendo o
radical livre estavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) como ja descrito anteriormente,
também possui propriedades antioxidantes que tendem a sequestrar radicais livres. A
mesma molécula possui caracteristicas de uma constante, quando é avaliada por nédo
possuir um decaimento expressivo em relagdo a outras moléculas. Neste estudo o DPPH
foi avaliado com etanol, sendo atribuido o valor 0 de concentracdo e 100% de
amplitude, sendo este dividido pelo valor obtido das demais amplitudes obtidas das
formulacGes em anélise.

As amplitudes obtidas foram baseadas na propor¢do em que a presenga de
DPPH é mais acentuada, ou seja, a medida que se apresenta antioxidante na amostra
analisada, o consumo da mesma vai se caracterizando , ampliando o sinal do
decaimento e aumentando assim a amplitude, como pode ser observado nos graficos que
estdo na mesma escada de todas as moléculas deste ensaio.

Os resultados apresentados das formulagdes de carbon dots, acoplados a 6leos
essenciais, sdo de grande importancia para este ensaio, pois é exposto na literatura que
esta atividade antioxidante tem papel fundamental na salde, agindo como um
neutralizador de danos do sistema biolégico (DA SILVA et al, 2017; MIRANDA et al.,
2010).

Vale ressaltar que, nos graficos da Figura 43, a concentracdo de valor 0%, no
eixo das abscissas, representa a amplitude de RPE da amostra com DPPH puro,
significando que temos uma amplitude de 1.0 (ou 100%) do sinal méximo possivel de
ser detectado, ou seja, naquela amostra esta presente uma quantidade elevada de radicais
livres. Quando adicionamos a amostra de DPPH a uma molécula na qual pretendemos
avaliar, a presenca de antioxidante, de forma quantitativa, ou qualitativa, ou mesmo
determinar sua auséncia, é possivel observar o decaimento deste sinal, ou mesmo sua
elevacdo, ou permanéncia constante, nos graficos.

No ensaio realizado com as amostras DCRA, DOST, DLAR e DCIT foi
possivel observar que a medida que a presenca do DPPH foi sendo determinada, ocorreu
uma perda de sinal para a amostra de DCRA, ou seja, ficou mais fraco. Para 0 DCRA
houve uma menor quantidade de radical livre e um nimero elevado de antioxidantes.
DOTS, DLAR e DCIT, tiveram 0 mesmo comportamento, e esse decaimento foi
considerado pouco, caindo de uma media de 100 para 60%, mostrando um grau de
eficacia inferior,

Tendo demonstrado toda esta capacidade de sequestrar os radicais livres,
presentes na reacdo com o DPPH, a molécula de DCRA corrobora com a literatura que,
através de ensaios cientificos, demonstram que esta molécula, presente em maior
concentracdo no Oleo de cravo da india, tem esta propriedade de cancelar os radicais
livres dependendo da concentracdo utilizada (SANTANA et al, 2021), mas estudos
também demonstraram que o eugenol, quando utilizado de forma acentuada, ocasiona
fendmenos paralelos de formacdo de radicais livres, podendo assim dar um indicativo
do que pode ser atribuido na literatura para uma atividade pro-oxidante( RAJA et al.,
2015).

O eugenol é a molécula cuja sintese natural, € originaria do aminoacido
fenilalanina, por meio da rota metabdlica de fenilpropanoides, por meio da via
chiquinato, fenilalanina e acido undmico (SENANAYAKE, 1977; NAGABABU et al.,
2010; VASCONCELQS, 2020). Com todas estas propriedades o composto de eugenol
tem, como caracteristica, um resultado dobrado em condi¢des de estresse oxidativo que
atua como antioxidante, ou pro-oxidante. Estudos também apontam que este composto
tem outras qualidades como anticancerigena, citotoxica e antitumoral (BEZERRA et al
2017; VASCONCELOS, 2020).
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Os fendlicos sdo compostos antioxidantes, que extingem espécies de radicais
livres por meio da reacdo onde ocorre uma doacdo de um atomo de hidrogénio, se
transformando no radical fenoxila estavel, devido a deslocalizacdo de elétrons do anel
benzeno adjacente, ou dimerizacao, sendo considerada uma reacao pouco prejudicial, e
facil de ocorrer (NAGABABU et al., 2010).

O efeito da atividade antioxidante do DLAR, neste estudo, com seu poder de
consumo de DPPH baixo, pode significar baixo indice de antioxidante nesta molécula,
corroborando assim com relatos da literatura onde a mensuracdo da acdo da atividade
antioxidante, de uma molécula, é avaliada conforme uma série de parametros como a
concentracdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, podendo obter resultados que
confirmem, ou ndo, esses parametros avaliados no estudo (KULISIC et al., 2004;
FERRONATTO, ROSSI 2018).

O resultado pode ser atribuido a presenga de compostos, como os flavonoides,
que se apresentam em substancias, como limoneno, presentes em frutas citricas
(SILVEIRA, 2018) onde a molécula de flavonoide é responsavel pelo potencial de
atividade antioxidante, sendo um dos elementos caracteristicos desta propriedade pela
presenga, em sua composi¢do, de um elevado numero de grupos hidroxilas que a
literatura reporta como fonte de atividade antioxidante. No caso de uma glicosilagdo da
molécula, ocorre uma queda nesta atividade, como no caso das agliconas (ZELADA ,
2020). Estudos mostram que a variacdo da posicdo do grupo OH, nos compostos
polifenois, pode comprometer, significativamente, o potencial de atividade antioxidante
de uma molécula (SALIM et al, 2022).

Ao comparar DLAR com a molécula de DCIT podemos observar que tivemos
0 mesmo comportamento de atividade antioxidante, como mostram os graficos, em que
em ambas o potencial foi discreto, sendo comparado ao da molécula de DCRA, que se
mostrou bem representativo neste estudo.

Apesar de DCIT apresentar componentes como citronelal e geraniol, que sdo
considerados fontes de alto teor de antioxidantes, os resultados ndo esperados obtidos
neste ensaio, através de técnica de EPR pode ser justificado por estas moléculas serem
da classe dos monoterpenos, considerados elementos de condicdo complexa
(BARREIRO, 2019), ndo detectando moléculas suficientes para uma completa reacéo,
mascarando os resultados.

Como em uma formulacdo podem ser encontradas diversas moléculas, nos
6leos essenciais ndo seria diferente, com isso dado da literatura corroboram com o
resultado obtido na formulacdo de DCIT, onde componentes encontrados na
composicdo de 6leo podem apresentar atividades isoladas, onde algumas tendem a
potencializar, ou despotencializar ou reduzir seus efeitos, dentre eles a atividade
antioxidante que, para reagir, precisa interagir com 0s constituintes presentes em sua
estrutura, como a hidroxila, que apresenta maior atividade antioxidante (SANTOS,
2018; SOARE et al, 1997).

Mesmo apresentando atividade discreta de antioxidante DLAR, DCIT e DOTS,
quando comparados com a molécula de DCRA, que se mostrou bem atuante, podemos
considerar que, através de estudos cientificos, 0s compostos antioxidantes sdo de grande
importancia para ambientes tanto externos, quanto internos, mesmo que em baixas
concentragOes, pois sua principal caracteristica visa interromper, ou mesmo evitar, o
processo de oxidacdo, responsavel por originar substancias toxicas como cetonas,
aldeidos, hidrocarbonetos e alcoois, paralisando, ou prevenindo deterioracdo, de
alimentos, e outros, oriundos do processo de oxidacdo (ROSAS, 2019, KAWASAKI,
2022).
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6.3 Ensaio in vivo
6.3.1 Avaliacéo da toxicidade nas Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante

Apobs a administracdo das formulagdes nas larvas foi utilizado o recurso de
registro fotografico, como é apresentado nas Figuras 44 e 45, para avaliar a toxicidade
e 0 comportamento das Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante.

A determinacdo da viabilidade das Larvas de Zophobas morio, Tenebrio
Gigante, realizada neste estudo, com a duplicata do experimento sendo comparada com
os controles apresentou 100% de viabilidade, sem mortes, e com comportamentos sem
alteracbes que poderiam comprometer o0 experimento, como pode ser observado nas
Figuras 44 e 45 pelos periodos de 24 e 48h registrado, respectivamente.

Figura 44: Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante, avaliacdo de toxicidade em
24h das formulagdes em andlise.

Legenda : 1 Grupo :DLAR 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; 2 Grupo :DCIT 100, 50 e 25
mg/g duplicatas do experimento; 3 Grupo :DCRA 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; 4
Grupo :DOTS 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; A Controle positivo 4gua destila 10 pL; B
controle negativo DMSO 1%.Tratamento com 24h de administracdo. Departamento de Morfofisiologia
Veterinria - Laboratério de Ciéncias Fisioldgicas, UFPI - 2021.

Fonte: Propria do autor
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Figura 45: Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante, avaliacdo de toxicidade em
48h das formulacBes em analise.
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Legenda : 1 Grupo :DLAR 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; 2 Grupo :DCIT 100, 50 e 25
mg/g duplicatas do experimento; 3 Grupo :DCRA 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; 4
Grupo :DOTS 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; A Controle positivo dgua destila 10 uL; B
controle negativo DMSO 1%.Tratamento com 48h de administragdo. Departamento de Morfofisiologia
Veterinaria - Laboratorio de Ciéncias Fisiologicas, UFPI - 2021.

Fonte: Propria do autor

Pode ser observado que ndo ocorreu alteracdo no comportamento nas larvas de
Zophobas morio que pudessem comprometer o experimento, sendo observados
motilidade e aspectos normais nos periodos de 24 e 48h, e ndo havendo mortes, pode-se
registrar uma viabilidade das formulag6es nas doses que foram avaliadas. Baseado neste
ensaio de toxicidade é possivel designar uma triagem de outros parametros para um
possivel produto de uma futura aplicacdo tecnologica, com toxicidade de margem de
seguranca aceitavel. Portanto este € o melhor indicativo de seguranga apresentado para
aplicacdo futura deste produto em novos estudos.

Os dados da formulagcéo de DOTS, obtidos neste ensaio, corroboram com 0s
reportados na literatura, que enfatizam sobre sua utilizacdo devido a suas caracteristicas,
como utilizacdo em ramos tecnoldgicos. Suas propriedades de elevada solubilidade em
agua, inercia quimica, funcionalizacéo, resisténcia a fotodegradacao, baixa toxicidade,
biocompatibilidade e intensa fluorescéncia e presenga na regido do azul do espectro
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eletromagnético, fazem desta molécula um destaque para inimeras aplicagdes em
diversas areas como carreador de drug delivery na area biomédica , uso em
optoeletrdnica, dispositivos fotovoltaicos, fotocatalise, uso na biotecnologia, sensores e
outros (LIMA et al, 2021) , devido ndo apenas ao seu baixo custo de aquisicdo mas,
principalmente, a seu baixo potencial toxicoldgico como foi citado anteriormente.

Na formulacdo DCRA, os estudos apontaram que, em algumas concentracdes,
pode ser considerado toxico, devido ao componente eugenol, que se encontra em maior
proporcéo. Por outro lado, existem estudos que demonstram que o uso do 6leo de cravo
da india, em larvicidas, é considerado seguro e totalmente atdxico ao meio ambiente e &
salde humana, pois sdo biodegradaveis, sendo considerado economicamente viavel,
tendo visto, que em pequenas proporcdes, seu resultado é expressivo quando comparado
a processos bioquimicos de outras espécies (MENDES, 2021). Com isso os resultados
obtidos para esta formulacdo corroboram com os dados ja descritos na literatura para
esta molécula em possiveis aplicacdes.

A formulacdo de DLAR apresentou um indice atoxico, salientando assim a
importancia de ensaios toxicologicos, de qualquer natureza para futuras aplicacfes
biolégicas ou outros fins. Estudos com modelos alternativos corroboram com o0s
resultados obtidos pela formulacdo de DLAR, que mostra em sua analise um teor
atéxico do oOleo essencial de laranja, quando foi avaliado, sendo significante e
apresentando propriedade que ndo intervem na integridade fisiolégica do organismo
vivo (BARROS GOMES et al, 2020).

Para a formulacdo de DCIT, ndo ocorreu efeito toxico para as Larvas de
Zophobas morio. Isso demonstra que a mesma pode ser desenvolvida para aplicagdes
bioldgicas em diversas areas, desde as biomédicas até a agricola. No setor agricola pode
ser incluido na fitotoxicidade, onde dados corroboram com os avaliados neste estudo
demonstrando que o citronelol presente no éleo de citronela, serve para aplicacdo de
bioherbicida em epis6dios nomeados pds-germinativos onde o resultado foi expressivo
(BORSATTI et al, 2021).

Para certificar a toxicidade dos 6leos essenciais existe uma complexidade de
fatores que devem ser avaliados até que, um novo produto,seja introduzido no mercado
com a qualidade, acesso e seguranca exigida, pelo consumidor final.

Estudos comprovam que muito tem se pesquisado, e comprovado, sobre a
toxicidade dos 6leos essenciais e que esta esta diretamente relacionada a composicao
quimica dos oléos, que varia com o local de coleta, ciclo vegetativo, fatores ambientais
e método de obtencdo dos mesmos, sendo ao final o potencial alelopético anexo a
habilidade de inibicdo da cadeia respiratdria, da chamada matriz mitocondrial isolada e
mitose, a alteracdo da integridade das membranas das células, a deterioracdo das ceras
cuticulares, ao aumento da transpiracdo, a peroxidacdo lipidica e danos aos
microtubulos, que podem afetar a germinacdo e o desenvolvimento das plantas
(BORSATTI et al, 2021).

6.3.2 Avaliacao da quantificagdo da Melanizagio

A determinacdo da quantificagdo da melanizagdo para as formulacées DOTS,
DCRA, DLAR e DCIT, nas concentragdes 100, 50 e 25mg/g em triplicatas, bem como
duplicata do experimento independente. S&o0 mostradas na Figura 46. O controle
utilizado para comparacdo dos resultados foi agua destilada como veiculo utilizado
como padrao representando viabilidade para este modelo bioldgico.
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Figura 46: Quantificacdo da expressao de melanizagdo em Larvas de Zophobas morio,
Tenebrio Gigante, apos administracao das formulacées DOTS, DCRA, DLAR e DCIT.
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Legenda: Grupo A : DOTS 100, 50 e 25 mg/g ; B: DCRA 100, 50 e 25 mg/g ; C: DLAR 100, 50 e 25
mg/g ; D: DCIT 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; Ve: veiculo controle agua destila 10 pL;
controle negativo DMSO 1%.Tratamento com 48h de administracdo. P<0,05*; P<0,01**; P<0,001***;
P<0,0001****, Laboratério de Estudos Funcionais e Moleculares em Fisiofarmacologia (LAFMOL),

UFPI - 2021.

Com base nos dados obtidos pode-se observar que ocorreu um aumento
significativo da melanizagéo apenas com a formulagdo de DCRA nas concentragdes de
50 e 25 mg / g quando comparados aos veiculos e ao DOTS puro.

A quantificacdo da taxa da expressdo da melanizacdo, para este modelo
experimental, tem um indicativo para um processo inflamatério. Os niveis de horménio
de melanina, quando expressos sdo reportados, por alguns autores, como sendo
responsaveis pela liberacdo de horménio cortisol, proveniente de uma resposta do
organismo que esté relacionada ao stress, como é verificado em alguns animais, por
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exemplo, peixes (CARLETTI; NERVO; CATTIVELLI, 2014). A expressdo da
melanina, em agir como um elemento redox, que possui a competéncia de reduzir ou
oxidar os radicais oxigénios bem como outros sistemas quimicos redox, também sao
uma de suas caracteristicas primordiais, assim como a interacdo de funcbes de
desempenho bioldgicos, considerados secundarios, vinculados a caracteristicas
antioxidantes, que exercem extraordinaria funcdo de intercdmbio com 0s animais e 0
meio ambiente que habita (SILVA, 2018).

Por isso ao serem administradas as formulacdes em analise, foi possivel
observar alteragdes com base nos resultados, tendo como padrdo o veiculo (agua) que
foi utilizado para o preparo das mesmas e compara O Que mais Se expressou
proporcionando este efeito inflamatorio.

Diante dos resultados, o veiculo (VE) obteve o mesmo valor 0,48 para todas as
formulagdes, assim como o solvente DMSQO, utilizado como controle, que foi de 0,71.

Para a formulacdo DOTS as concentracBes maiores ndo tiveram diferenca,
variando entre 0,56 e 0,51, da menor para a maior, porém na menor concentragdo o
valor determinado foi abaixo de 0,38, inferiores ao do VE. A DCRA apresentou
resultado significativo para as menores concentragdes, que foram de 0,75 e 0,76, na
maior concentracdo o valor foi de 0,60. Com relacdo a formulacdo de DLAR néo houve
alteragdo significativa, variando de 0,44 a 0,47, em comparacdo ao veiculo. A
formulacdo DCIT apresentou valores variando de 0,37; 0,45 e 0,51, mas sem alteracdes
estatisticas em relagdo ao VE.

Das formulacdes administradas apenas a DCRA, em algumas concentracdes,
apresentou alteracdo expressiva de melaniza¢do, como descrito anteriormente, podendo
associar este resultado a relatos da literatura onde descrevem que, quando ocorre a
sintese da melanina, em alguns microrganismos, considerados patogenos, esta é
integrada a viruléncia de animais e plantas, podendo associar este estado a uma
sensibilidade a mecanismos considerados antimicrobianos do hospedeiro, favorecendo
assim uma resposta imune deste a infeccdo (CARLETTI; NERVO; CATTIVELLI,
2014). Corroborando assim, os resultados, deste ensaio do modelo bioldgico que foi
utilizado.

Existem enzimas que sdo responsaveis por compartilhar os chamados peptideos
antimicrobianos, considerados fundamentais no processo de resposta imune por
corroborar na etapa de coagulacdo da hemolinfa, e sua melanizacdo, que s&o
responsaveis pelo encapsulamento dos patdgenos de seu ciclo natural (RIOS DIEZ,
2018; HILLYER, 2016; AN et al., 2011).

Neste sentido, a imunidade celular é oriunda da atuacdo dos hemdcitos, que sdo
um tipo de célula de defesa, em resposta ao processo de fagocitose, agregacao e
encapsulacdo, enquanto que, em relacdo a imunidade humoral, pode-se relatar que sédo
responsaveis por produzir peptideos antimicrobianos (AMPs), espécies reativas de
oxigénio (ROS) ou nitrogénio (RNS), complexos enzimaticos que regulam a cascata da
melanizacao e da coagulacdo (GRAHL, 2018).

Sendo o modelo experimental utilizado neste estudo, como um sugestivo para
avaliar indicativo de processo inflamatorio, através da quantificacdo de melanizacéo,
podemos, através de embasamento tedrico, afirmar que a inflamacéo é considerada uma
resposta generalizada especifica, porém benéfica, a danos teciduais, onde sdo obtidas
respostas locais e sistémicas consideradas adaptativas, em que as locais sao
responsaveis por recrutar ceélulas fagocitarias, bem como auxiliar na remocdo de
material endégeno e exdgeno, engquanto que as sistémicas sdo responsaveis por alterar o
metabolismo, de maneira mais habil (SOUSA, 2021).
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Inimeras moléculas tem sido estudadas com potencias para dermocosméticos
e, até mesmo, potenciais antioxidantes, anti-inflamatérios e outros. Um grande
destaque, nos Gltimos anos, sdo os 6leos vegetais devido as suas propriedades, dentre
elas o0 baixo peso molecular, viscosidade, menor oclusdo que os minerais (CORTE,
2006), e por ser matéria prima primordial para a fabricagdo na industria de cosmético e
dermofarmacéutica, pois sdo promissores no poder de permeacdo (STORPIRTS et al,
2009).

A expressdo de melanizacdo para 0 DCRA, neste ensaio, corrobora com 0S
dados da literatura, tendo visto que, de todas as formulagdes, ela foi a Unica que se
expressou significativamente. Em estudos com camundongos foi observado que a
atividade anti-inflamatoria, bem como efeitos considerados antipiréticos, em ensaio de
edema de pata induzido, e febre, tratados com levedura de cerveja, ndo foram
significativos p <0,05. Quando os animais eram tratados com 6leo de cravo da india,
numa dose considerada de DL50, sem induzir toxicidade (SOUZA, 2019), os resultados
corroboram que a molécula, além de possuir todas as caracteristicas ja citadas
anteriormente.

Alguns estudos demonstraram que a sintese das formulacGes farmacéuticas, em
que o eugenol, como componente majoritario do 6leo de cravo presente na formulacdo
DCRA, em processos inflamatdrios, fora do indicado, pode ocorrer toxicidade,
dependendo do tipo de composicdo bioldgica ao qual for exposto, bem como sua
concentracdo, gerando assim processo inflamatorio oxidante, sendo seu uso considerado
apenas terapéutico para que demonstre seguranca para o fim desejado (BARBOZA,
2018).

As demais formulacdes testadas DOTS, DLAR e DCIT ndo apresentaram
alteracdo para este parametro e, até o momento, ndo foram detectadas na literatura
relatos sobre estas moléculas que possam vir a corroborar com estes resultados, tanto da
expressdo, quanto da ndo expressao, de melanizagdo relacionada a inflamacéo.

6.3.3 Avaliacdo da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO), quando avaliada neste estudo,
apos administracdo das formulacbes de DOTS, DCRA, DLAR e DCIT, apresentaram
aumento significativo entre elas. Quando comparados ao veiculo, o grupo DOTS obteve
uma reducdo em todas as concentragdes, o0 DCRA obteve uma diminuicdo na
concentracdo intermediaria e 0 aumento expressivo na maior concentragdo, 0 DLAR
ndo mostrou alteracdes e o DCIT mostrou uma reducdo acentuada em todas as
concentragdes, como esta demonstrado na Figura 47.
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Figura 47: Unidades de atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) por MG de
Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante, apds administracdo das formulacbes
DOTS, DCRA, DLAR e DCIT.
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Legenda: Grupo A : DOTS 100, 50 e 25 mg/g ; B: DCRA 100, 50 e 25 mg/g ; C: DLAR 100, 50 e 25
mg/g ; D: DCIT 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; Ve: veiculo controle 4gua destilada 10 pL;
DMSO 1%.Tratamento com 48h de administragdo. P<0,05*; P<0,01**; P<0,001***; P<0,0001****,
Laboratério de Estudos Funcionais e Moleculares em Fisiofarmacologia (LAFMOL), UFPI - 2021.

A enzima MPO é resultado de uma emanada de células de leucdcitos que sdo
responsaveis por catalisar espécies reativas oxidantes, como também fazem parte da
composicao da resposta imune inata, que reforgca esses oxidantes no dano tecidual em
processos inflamatorios (ROMAN, 2008). Com isso este parametro vem corroborar para
dados como a melanizacdo, citada anteriormente no texto que, através deste modelo
experimental, propde indicativos de inflamagdo quando exposta a moléculas em
determinadas doses e tempos.
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Para este estudo foram obtidos os dados na formulacdo VE, valor 61, usado
como padréo igual ao de melanizacdo, DMSO 50 para todos, DOTS os valores variaram
de 9,57; 22,45 e 23,44, para DCRA variaram de 43; 2,89 e 66,71, em DLAR 33; 38 e 34
e, por ultimo, DCIT 3,4; 2,8 e 2,8. Sendo bem evidente que as formulacdes que mais se
expressaram foram DCRA com uma concentracdo em destaque de 50 e DCIT com todas
as concentragdes, quando comparadas ao VE.

A reacdo bioquimica das formulagbes e a enzima de MPO forneceu uma
resposta sugestiva de processo de radicais livres, pois a bioquimica da propria enzima ja
é bem relatada quando demonstrando que, em processo de inflamacdo, e de doenca
cardiovascular, a reacdo com peroxido de hidrogénio, forma radicais livres e substancias
oxidantes, difusiveis com atividade antimicrobiana, que desencadeiam lesdo oxidativa
do tecido do hospedeiro, devido a funcdo de desempenhar efeitos pleiotropicos na
vasculatura tendo, como efeito, o desenvolvimento de aterosclerose, disfuncéo
endotelial, instabilidade de placa e resposta no remodelamento ventricular apds injdria
isquémica (NICHOLLS, 2005).

Como as formulacGes analisadas se mostram, na literatura, como potencial para
tratamento de algumas patologias, a importancia de mensurar esta enzima é de grande
valia, pois ao se produzir uma molécula, com intuito de aplicar um novo produto no
mercado, e explorar todas as margens de eficacia e seguranca que 0s modelos
experimentais dispdem , podemos destacar que entre as peroxidases humanas a MPO se
destaca, pois estd na maior parte dos granulos de neutrofilos, como também é
exclusivamente ela que dispGe da capacidade de originar acido hipocloroso (HCIO),
agente oxidante necessario no combate de patdgenos invasores, em quantidades
relevantes (VLASOVA, 2018).

Estudos demonstraram que quando a enzima de MPO se mostra bem expressa
no organismo é considerado uma atribuicdo patolégica a artificios bioldgicos
extracelulares de neutrdfilos, conhecidos como NETSs (do inglés neutrophil extracellular
traps) (DAVIES; HAWKINS, 2020) e isso é detectado em doencgas inflamatdrias como
artrite reumatoide, sua presenca nas cartilagens inflamadas sdo consideradas também
uma associacao de doencas oriundas do estresse oxidativo, porém o mais evidente é que
a evolucdo marcante da enzima MPO pode estar agregada a patologias citadas
anteriormente com o transcorrer do tempo (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018).

A técnica para avaliar MPO foi associada a processos inflamatorios devido esta
enzima apresentar um processo de acimulo de células, em especial os neutréfilos, em
tecido inflamado, propiciando assim indicativos para uma marcacdo de migragéo
leucocitaria (BEZERRA, 2020). Com isso o0s resultados obtidos do DCRA
corroboraram com a literatura, quando compara o resultado da molécula majoritéria
eugenol, visto que esta mostrou uma tendéncia a migrar, através de leucdcitos,
demonstrando que ndo ocorre efeito toxico em modelo experimental utilizado para
avaliar asma alérgica induzida por ovalbumina (OVA) e na presenca do eugenol a taxa
de eosinofilia é reduzida por OVA, presente no tecido pulmonar, sendo mais um relato
que a presenca da molécula de eugenol foi capaz de reduzir a resposta inflamatdria,
podendo proporcionar um efeito antiasmatico tendo efeito terapéutico (BARBOZA,
2018). Baseado nestes relatos, e nos dados obtidos, a enzima MPO demonstra que a
expressao acentuada desta, na presenca desta molécula, tende a desencadear efeitos
relatados na literatura.

O DCIT foi a formulacdo que mais demonstrou efeitos de expressdo por esta
enzima estar em todas as concentragfes, com valores bem abaixo do VE. A literatura
apresentou dados bem similares, em ensaio com animais ulcerados, tratados com o VE,
onde estes apresentavam uma lesdo com concentrado de neutréfilos, na area houve uma
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diminuicdo da enzima MPQO, quando incubada com 6leo que continha o geraniol, que é
um dos componentes do 6leo de citronela, nos ensaio in vitro na maior concentracao,
com isso podemos corroborar que esta molécula possibilita diminuicdo do processo
inflamatdrio com migracao de neutrofilos (VENZON, 2020).

Para a formulacdo DOTS os valores foram alterados significativamente em
relacdo a VE, mas ndo foram detectados, até o presente momento, na literatura, dados
que pudessem corroborar com os obtidos neste estudo.

Como toda molécula pode atuar, a ndo expressdo pode ser positiva como foi o
caso da formulagdo de DLAR, que contém Oleo de laranja, e um dos componentes
presentes € o D-limoneno, sendo responsavel por apresentar caracteristicas como
atoxica, antioxidantes, vasodilatadoras e anti-hipertensivas (NASCIMENTO, 2019).

Os dados desta formulacdo corroboram com os da literatura, que evidenciam
esta molécula, enfatizando que a enzima MPO se destaca frente ao sistema imunolégico,
pois a mesma tende a originar uma progressdo de series de patologias, associadas a
processos inflamatorios, que lesam os tecidos, como acontece na hipertensdo arterial
pulmonar, na artrite reumatoide, nas doencas neurodegenerativas, na obesidade, na
diabetes, nas doengas cardiovasculares e na aterosclerose (KHAN et al., 2018). Como a
formulacdo DLAR se mostrou ndo expressiva desta enzima, devido ao D-limoneno, isto
pode ser indicativo para tratamento das patologias citadas anteriormente no texto,
baseado neste parametro avaliado. Isso também é sugestivo de estudos com dados
relatando que a agdo da enzima MPO também tem sido empregada como alvo
terapéutico, por meio da utilizacdo de inibidores desta enzima (CHAMI et al., 2018) um
exemplo promissor na clinica € o biomarcador em doenga cardiovascular (OMRAN et
al. 2018).

N&o destacamos apenas 0 processo inflamatério para esta enzima, porém em
estudos recentes ela também se mostrou um importante parametro promissor em outro
ramo de pesquisa, 0s biomarcadores. Neles a MPO vem se destacando por avaliar
toxicidade por nanomateriais, em estudos realizados em modelo animal com ratos, esta
enzima apresentou resultados promissores, ap6s um periodo de um més de exposicao,
através da inspiracao e da instilacdo de diferentes nanomateriais toxicos (TOMONAGA
etal., 2018).

Esta enzima, em alguns momentos, mostra uma patologia e em outros nao, e
interessante salientar que a MPO contém funcdes fisioldgicas, agindo diretamente com
0 patogeno que é apresentado, realizando a defesa do organismo que diante disso,
intensifica a geracdo dos chamados agentes oxidantes que sdo responsaveis pelo
desencadeamento de processo inflamatdrio agredindo assim o tecido ao qual sdo
expostos (KOCH, 2021).

6.3.4 Avaliacdo de Nitrito por método de Griess

A quantificacdo de Nitrito, pelo método de Griess, no homogenato das larvas,
apresentou resultados significativos na relacdo veiculo e formulacdo. Ao serem
administradas as formulagdes, observou-se que para o0 DOTS nenhuma das amostras
testadas apresentou diferenca significativa quando comparadas ao veiculo. Para o
DCRA apenas as concentracfes 25 e 100 mg / g apresentaram alteracdo significativa,
quando comparada ao veiculo. Para a formulacdo de DLAR ndo teve alteracdo e para a
DCIT a alteracdo foi observada nas concentragdes de 25 e 50 mg / g, como pode ser
visto na Figura 48.
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Figura 48: Valores de concentracdo de Nitrito em Larvas de Zophobas morio, Tenebrio
Gigante, ap6s administracdo das formulacdes DOTS, DCRA, DLAR e DCIT.
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Legenda: Grupo A: DOTS 100, 50 e 25 mg/g ; B: DCRA 100, 50 e 25 mg/g ; C: DLAR 100, 50 e 25
mg/g ; D: DCIT 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; Ve: veiculo controle dgua destila 10 pL;
controle negativo DMSO 1%.Tratamento com 48h de administracdo. P<0,05*; P<0,01**; P<0,001***;
P<0,0001****, Laboratério de Estudos Funcionais e Moleculares em Fisiofarmacologia (LAFMOL),
UFPI - 2021.

Os valores de Nitrito apresentaram uma particularidade para as formulagoes
analisadas, o veiculo VE é o padrdo que foi comparado com todos os valores, DMSO
foi igual para todas também. A concentracdo 25 teve valores iguais para as formulagdes
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DOTS e DLAR, no entanto, nas formulades DCRA e DCIT, os valores foram bem
préximos e ambas obtiveram resultados significativo. Com relacdo a concentracao 50 as
formulacdes DOTS, DCRA e DLAR foram bem proximas, mas ndo tiveram alteracdes
significativas, sendo apenas DCIT a Unica que alterou estatisticamente e, por ultimo, a
concentracdo 100, em todas as formulagdes, apresentou valores bem préximos, mas nao
foram determinadas com alteracdes estatisticas significativas.

A avaliagdo do aumento de nitrito &, geralmente, reportado na literatura como
associado a processos que desencadeiam condi¢cbes patologicas que geram estresse
oxidativo, com isso a liberacdo de radicais livres como, o oxido nitrico (NO), que é
responsavel por originar danos na célula (ARAUJO et al, 2020).

Baseado na informacédo de que o NO tem esta particularidade, de permear, de
forma inter e intracelular, sendo responséavel por fungdes chaves como metabolismo,
morte e sobrevivéncia da célula, o NO também, no decorrer do processo inflamatdrio, é
liberado, sendo responsabilizado por danos, mas também é responsavel por ser forte
vasodilatador em processo inflamatorio, possuindo propriedade de aumentar e
permeabilizar a vascularizagdo, bem como induzir o edema (HASNAT et al., 2015).

A formulacdo DLAR, que tem o D-limoneno, componente do éleo de laranja,
que é considerado uma molécula com potencial atoxico, antimicrobiano, antioxidante,
antitumoral, inseticida, ansiolitico, antiparasitaria e repelente, também possui elevada
volatilidade e baixa solubilidade (SANTOS et al, 2020). Por ser considerado
antioxidante tem sugestivo de uso terapéutico contra doencas neurodegenerativas, como
Alzheimer (DA), que estdo ligadas a geracdo de estresse oxidativo (CARDOZO et al,
2021) e baseado em todo este contexto os dados obtidos corroboram com a literatura
pois, para a formulagdo, contendo esta molécula, ndo foi observado discrepancia nos
valores, para esta variavel analisada.

Com relagdo a formula DCRA pode ser observada uma alteracdo na menor e na
maior concentracdo, e iSSo vem a corroborar, pois nela estad presente o eugenol, uma
molécula bem estudada, por diversos grupos, que ja constataram seu potencial como
atividade antioxidante. Ensaios, em diferentes modelos, apresentaram evidencias de que
0 eugenol, além de possuir atividade antioxidante, cuja funcdo é a protecdo contra danos
no tecido, também € considerado, em concentracdes seguras, como atdxico, nao
mutagénico e carcinogénico segundo a Food and Drug Administration, e ainda é
antimicrobiano, analgésico, anti-inflamatério, e em alguns relatos experimentais foi
observado como citoprotetor, sendo considerado responsavel por prevenir a peroxidacao
lipidica e a protecdo de sistemas antioxidantes enzimaticos, e ndo enzimaticos (SAKAT
et al, 2019). Com isso a expressdo, nas concentracdes citadas anteriormente, neste
parametro, mostra que a formulacdo tem indicativo da presenca desta molécula para
uma possivel terapia.

O DCIT apresentou alteracBGes significativas na menor e na concentracdo
intermediaria, podendo ser atribuido ao componente citronelal, presente nesta
formulacdo que, devido a propriedades farmacologicas deste, sdo oriundas de
mecanismos de acdo dos seus constituintes quimicos. Estudos mostram que, como
antimicrobiana, a concentracdo inibitéria minima, do 6leo essencial de citronela, foi de
1,0% quando comparada a farmacos bem utilizados, como a antibidtico tetraciclina de
30uL/MI (SILVA, 2018) . Com isso a acdo, na maior expressdo desta molécula,
presente na formulagdo em analise, neste pardmetro corrobora com os dados reportados
na literatura.



108

6.3.5 Avaliacdo de grupos sulfidrila ndo proteicos reduzidos - Glutationa reduzida
(GSH)

A avaliacdo da atividade antioxidante de grupos sulfidrila, ndo proteicos,
reduzidos - Glutationa reduzida (GSH), das moléculas avaliadas neste estudo, foi
possivel através do modelo de Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante, apos a
administracdo das formulagdes, detectando, apenas no grupo DCIT, resultados néo
significativos, quando comparado ao veiculo, ja o grupo DOTS apresentou alteracdes
nas concentragdes de 50 e 100mg/g, no grupo DCRA apenas alteragdes na concentracao
de 25mg/g e no grupo DLAR apenas na concentracdo intermediaria, como €
demonstrado na Figura 49.

Figura 49: Valores de concentracdo de grupamentos sulfidrila ndo proteicos reduzidos -
Glutationa reduzida (GSH) em Larvas de Zophobas morio, Tenebrio Gigante, ap6s
administracdo das formula¢bes DOTS, DCRA, DLAR e DCIT.
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Legenda: Grupo A : DOTS 100, 50 e 25 mg/g ; B: DCRA 100, 50 e 25 mg/g ; C: DLAR 100, 50 e 25
mg/g ; D: DCIT 100, 50 e 25 mg/g duplicatas do experimento; Ve: veiculo controle dgua destila 10 pL;
controle negativo DMSO 1%.Tratamento com 48h de administracdo. P<0,05*; P<0,01**; P<0,001***;
P<0,0001**** Laboratério de Estudos Funcionais e Moleculares em Fisiofarmacologia (LAFMOL),
UFPI - 2021.
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O organismo possui uma defesa denominada antioxidante, ndo enzimética, que
contém a glutationa reduzida (GSH), que é constituida por alguns residuos de
aminoacidos, cisteina, glicina e glutamina e, através desta juncdo, ocorre a formacéo de
um tripéptido que contém um grupo tiol SH e quando este se encontra no organismo, se
apresenta como GSH reduzida e oxidada GSSG (ALMEIDA, 2021).

Para este parametro avaliar a relacdo de estresse oxidativo presente, por este
marcador nas formulagdes em estudo obtivemos, como resultado, que o DOTS nas
maiores concentracfes apresentou maior nivel de expressdo, DCRA apenas na menor
concentracdo, DLAR na concentracdo intermedidria e DCIT ndo teve alteragdo
significativa. Todos estes resultados foram comparados com o VE, valor de referéncia.

A formulacdo DOTS é uma fonte de espécies reativas de oxigénio, bem
representativas, e isso corrobora com os dados obtidos no experimento mostrando que
o0s carbon dots se prestam a outras aplicacfes, como a terapia fotodinamica (PDT), por
possuirem habilidade de originar espécies reativas de oxigénio ROS por meio de uma
fonte de irradiacdo de luz com um determinado comprimento de onda (GETACHEW et
al, 2021). Por isso a agregacdo de estados elevados de GSH, tende a aumentar o indice
da razdo que avalia as concentragOes existentes da forma reduzida, e oxidada, com o
estresse oxidativo elevado no organismo (ALMEIDA, 2021).

Podemos argumentar que quando glutationa (GSH) esta presente em formas
reduzidas (GSH) e oxidadas (GSSG), compdem a primeira linha de defesa do
organismo versus o cultivo demasiado de ROS, denominando como indicador para
aptiddo antioxidante em material bioldgico, contra radicais, a exemplo do peroxil, e
também a quantificacdo destes radicais sulfidrilas, que funciona como um biomarcador
de oxidacdo proteica em condicgdes de estresse (WANG et al, 2018).

O DCRA foi bem representativo, na menor concentragdo, e isso corroborou
com dados de um experimento, com animal, que demonstrou que o eugenol, que é o
componente caracteristico do 6leo de cravo, é matéria prima para a formulacdo DCRA,
¢ considerado composto fendlico que possui caracteristicas anti-inflamatérias e
antioxidantes e possui um dimero denominado bis-eugenol que possui todas as
caracteristicas citadas anteriormente e mais uma particularidade, que é ser atdxica e nos
protocolos in vitro, cuja concentragdo de 25ug/mL, detectou o potencial antioxidante
com mais predominancia do que as outras concentracfes avaliadas, tanto para o bis-
eugenol, quanto para o eugenol, contribuindo para aplicagdes in vivo com efetividade
(MACHADO, 2022).

Este fendmeno, com o eugenol, € possivel devido a esta molécula ter em sua
estrutura quimica, ndo s6 o anel fendlico, como uma cadeia lateral que proporciona a
atividade antioxidante, e a habilidade de doar &tomos de hidrogénio, facilitando assim a
neutralizacdo dos radicais livres e evitando a difusdo do processo oxidativo (FARIAS et
al, 2014).

Tendo a GSH uma func¢éo primordial no organismo, que é proteger as células,
e mitocondrias, de danos oxidativos e peroxidativos, foi comprovado que a molécula de
eugenol tem esta capacidade, e 0s ensaios in vitro confirmaram a inibi¢do da atividade
desta enzima, quando exposta a extrato de cravo e eugenol purificado (OBOH et al,
2015), e estes mesmos compostos, em outros modelos in vitro, atuaram como
antioxidante, com a capacidade de bloquear a glicagdo de proteinas e a peroxidagédo
lipidica (PERERA, 2015). Outro estudo confirmou que o eugenol apresentou um
elevado potencial para ser aplicado em ensaios clinicos, no desenvolvimento de um
novo tratamento para diabetes (CARVALHO, 2020).

A formulacdo DLAR sé apresentou alteracdo na concentragdo intermediaria e
isso pode ser uma reacdo devido a presenga do limoneno, que contribuiu com achados
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na literatura enaltecendo que, em determinados momentos, a presenca de radicais livres
se torna benéfica, pois induz a formacdo da chamada cascata de sinalizagédo celular, e
nas mudancas dos padrdes de expressao génica, podem contribuir para o conceito de
radical livre que é a formacdo de moléculas, altamente reativas, por conter elétrons
desemparelhados na sua ultima camada, e isso propicia desgaste celular em decorréncia
do estresse oxidativo ( YAHYAPOUR et al.,, 2018). Em casos de tratamento para
patologias, como cancer, esta particularidade pode ser benéfica.

Muitos autores enfatizam a presenca de atividade antioxidante do composto
limoneno, em seus estudos, como Yazgan et al. (2019), que relatou que o 6leo essencial
de limdo, que contém limoneno, possui atividade biolégica como agente antioxidante,
outro trabalho foi de Moosavy et al. (2017) onde foi possivel quantificar, em
porcentagem, o valor de 55,09% em OE de C. limon para a atividade antioxidante e, em
estudo mais recente, por Menezes (2021) foi constatado que, em valores cuja
concentracéo é inferior a 5 mg mL™, ndo é possivel detectar acdo antioxidante, e em
concentracdes de 50 e 40 mg mL™ ndo proporcionaram diferenca significativa, contudo
ainda foi possivel observar elevada acdo na reducdo do DPPH acima de 90%
(MENEZES, 2021).

Com o DCIT néo ocorreu nenhuma alteracéo significativa para este parametro
avaliado, enfatizando que componentes desta formulacdo, como o geraniol, tem a
propriedade farmacoldgica atoxica, em mamiferos, e facilidade biodegradavel, podendo
ser aplicado como uma molécula segura para humanos (DOBREVA et al., 2011).

Tendo o parametro de grupos sulfidrila ndo proteicos reduzidos - Glutationa
reduzida (GSH) associado a estresse oxidativo, o estudo da formulagdo contribui para
isso, pois o geraniol é indicado como atuante terapéutico, por possuir acao
antimicrobiana, anti-inflamatoria, neuroprotetor e um destaque principal como
antioxidante (PRASAD; MURALIDHARA, 2014). Em outras pesquisas foi possivel
constatar que nesta mesma molécula de geraniol, ocorreu uma diminuicéo no nivel dos
marcadores para o estresse oxidativo e fosforilagdo oxidativa, em cérebro de ratos
diabéticos (PRASAD; MURALIDHARA, 2014) associado a este ponto pesquisas foram
mais investigativas e determinaram que niveis de glutationa reduzida, em tecido renal,
associada a condicBGes diabéticas, conseguiram manter o balango redox celular
(CARMO, 2019).

Para corroborar, ainda mais, com todas as informacdes citadas anteriormente,
Ahmad et al (2011) conseguiu determinar que a molécula de geraniol se mostrou eficaz
por recompor niveis de GSH e, consequentemente, elevar atividades de enzimas
antioxidantes no tecido renal de ratos diabéticos, e Prasad; Muralidhara (2014)
contribuiu em seus estudos que o elevado niveis de GSH, induzido por componente
geraniol, tende a conservar equilibrio redox no tecido nervoso central e periférico, em
modelo diabético.

Por isso estudos, que possibilitem controle, ou mesmo, no desenvolvimento de
ROS, é de grande importancia para novas moléculas, dependendo de sua aplicagéo,
tendo visto que, quando esta taxa é considerada elevada, em comparagdo ao limiar
homeostatico, seu resultado é devastador, levando a acbes de apoptose, senescéncia,
inflamacdo ou liberagdo de mediadores inflamatdrios (LEETHAM et al., 2016).
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7 Conclusao

A avaliagdo da composicdo quimica dos Oleos permitiu quantificar os
compostos presentes, contribuindo para execucdo eficaz da funcionalizacdo que se
apresentou satisfatoria, com o protocolo utilizado, sendo reproduzida, com qualidade, a
formulacdo deste estudo por quatro vezes. No ensaio de TG foi evidenciado que néo
apenas se apresentou como avaliador de estabilidade térmica, mas um indicativo de que
nas formulagdes DCRA e DCIT ocorreram a incorporacdo do 6leo com DOTS.

A morfologia apresentada identificou dados semelhantes ao da literatura tanto
no tamanho quanto na estrutura. A estabilidade avaliada pelo pH apresentou nas
formulacGes resultados com tendéncia de pH &cido, que vai deteriorando os elementos
presentes, e sua estabilidade vai diminuindo com o tempo, e isso foi observado no perfil
da formulacdo de DCRA, sendo este parametro utilizado ndo apenas para analisar a
estabiliadade, como também o resultado obtido pode direcionar para tipos de vias de
administracdo desta formulacdo quando usadas como fins farmacolégicos.

Os espectros de UV-Vis se encontram no comprimento de onda de bandas
sugestivas para as substancias presentes, como mostra a literatura. Para o FTIR foi
possivel avaliar ndo apenas a estabilidade das formulacdes como também indicar que as
bandas, apresentadas, das substancias, estdo iguais a literatura. Junto com as analises de
RAMAN, que mostrou a ligacdo do DOTS com o 6leo, foi possivel evidenciar que as
formulacGes apresentaram indicativos de estabilidade, em temperatura ambiente, para
DCRA de seis meses, e as demais formulagbes DLAR, DCIT e DOTS de
aproximadamente de doze meses, mas também evidenciar o processo de oxidacdo onde
0 6leo associado ao DOTS protege do efeito de oxidagdo criando um sistema casca
nacleo.

Apos a realizacdo, e anélise, dos dados das formulacdes, o protocolo utilizado
no estudo, com a técnica de EPR, mostrou resultados que corroboram com alguns ja
apresentados na literatura, e outros, que demonstraram atencdo especial quanto a
técnica, ou mesmo a escolha da molécula a ser utilizada, para os ensaios, bem como
aplicacdo para futuros produtos com potenciais de mercado. Sendo uma técnica bastante
sensivel pode ser demonstrada, neste estudo, que o EPR, quando avaliou as moléculas
DOTS, DLAR, DCIT e DCRA verificou que seus componentes, presentes nos 6leos,
interagem de forma particular no meio ao qual € inserido, e pode ocorrer também de
forma diferente em organismos vivos.

Na avalicdo dos resultados obtidos com o modelo in vivo, concluiu-se que as
formulagdes se apresentaram atoxicas, com base no pardmetro de letalidade, utilizado
no modelo aplicado neste estudo. O indicativo de inflamacdo foi avaliado pela
quantificacdo da melanizacdo que, associada a producdo de radicais livres, e
antioxidantes, e associados aos demais parametros, como Nitrito, MPO e GSH, todos se
correlacionaram , sendo a variagdo da concentragdo, em alguns casos, mais expressiva
do que em outros, podendo ser evidenciado que a formulagdo que mais evidenciou
presenca em todas as concentracbes para alguns parametros ou em algumas
concentragfes, foi o DCRA, e todos os resultados corroboraram com estudos ja
evidenciados na literatura, com base na formulacdo como um todo, ou um dos
componentes em maior evidencia sendo o responsavel por toda a reacdo obtida.

Conclui-se que a técnica utilizada para a funcionalizacdo dos DOTS com 0s
Oleos essenciais usados neste estudo se mostrou eficaz, satisfatéria, podendo cada vez
mais ser aplicada a outros ramos de pesquisa, pois apresentou uma reducgdo de
toxicidade e aumento na capacidade antioxidante das formulagdes para uma melhor
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aplicacdo em produtos biocompativeis, e estes resultados podem ser associados a
produtos visando um mercado futuro.

Sugere-se que as formulagbes possam ser estudadas com analises mais
complementares, para que sejam aplicadas em uso humano, visto que no ocorreu morte
no modelo experimental analisado.
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