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RESUMO

A procura e o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos resultam da crescente preocupagéo
com o impacto do uso dos agentes disponiveis comercialmente no meio ambiente e da ameaca
crescente que os seus efeitos indesejados produzem nos ecossistemas.

Além disso, nos ultimos anos, com a propagacdo do coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19), a
utilizacdo de produtos de limpeza e desinfetantes das mdos em forma de géis, toalhetes himidos ou
outros produtos ndo enxaguaveis aumentou drasticamente e, por consequéncia, houve a necessidade de
reforcar a producdo de agentes antimicrobianos, a fim de responder as necessidades adicionais no
contexto da atual pandemia.

Neste cenério, os compostos fitoquimicos que possuem diversos efeitos bioldgicos, sdo vistos como
promissores para a criagdo de agentes antimicrobianos e farmacos alternativos aos de uso
convencional. Estes compostos tém demonstrado ser uma mais-valia oferecendo uma proposta
inovadora e com grande potencial para formulacdo de produtos com capacidades antibacterianas,
antifangicas e antioxidantes, além da sua atividade quimiopreventiva, perante alguns tipos de cancro.

Nesta dissertacdo efetuou-se uma revisao bibliogréafica sobre a obtencdo de compostos da familia dos
isotiocianatos a partir de produtos naturais e por sintese, bem como a apresentacdo das suas
propriedades antimicrobianas e quimiopreventivas.

Foi também realizado o estudo da fotorreatividade e da complexagdo com B-ciclodextrinas do
isotiocianato de benzilo (BITC), um dos compostos da familia dos isotiocianatos mais citados em
publicaces devido a sua atividade anticancerigena perante diferentes tipos de cancro, como o da
mama e do pulméo.

O estudo da fotorreatividade foi efetuado com intuito de avaliar a possivel fototoxicidade atribuida a
este composto, 0 que pode limitar a sua aplicacdo industrial. No entanto, de acordo com as analises
realizadas, o BITC ndo é fotorreativo, indicando que a possibilidade de expressar alguma
fototoxicidade quando exposto a luz visivel é baixa.

O BITC apresenta elevada volatilidade e hidrofobia que pode igualmente inviabilizar a sua ampla
utilizagdo. A microencapsulacao deste composto, podera contribuir para 0 aumento da sua solubilidade
em agua e impedir que o composto volatilize rapidamente. O estudo de complexacdo foi realizado
usando hidroxipropil-f-ciclodextrina (HP-f-CD) e metil-f-ciclodextrina (M-B-CD), com o objetivo de
determinar e comparar as constantes de estabilidade obtidas através do uso de cada uma das
ciclodextrinas. Nos dois casos, verificou-se uma relacdo linear entre 0 aumento da solubilidade do
BITC e 0 aumento da concentracdo das ciclodextrinas utilizadas, com declives inferiores a 1, 0 que
indica a formac&o de complexos na proporcao estequiométrica 1:1.

Os resultados alcangados para as constantes de estabilidade foram de 250 + 4 M ™! para HP-3-CD e 565
+ 10 M! para a M-B-CD.

Foi possivel verificar um aumento na solubilidade do BITC de oito vezes quando se utilizou a HP-4-
CD e de doze vezes com a utilizacdo da M-S-CD como agente encapsulante. Os resultados obtidos
indicam que a microencapsulagdo do isotiocianato de benzilo com CDs podera contribuir para
melhorar o potencial de aplicacdo desta substancia em farmacos e agentes antibacterianos.

Palavras-chave: Fitoquimicos, isotiocianatos, microencapsulacdo, ciclodextrinas, fotorreatividade.
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ABSTRACT

The demand for and development of new antimicrobial agents is a result of growing concern about the
impact of the use of commercially available agents on the environment and the increasing threat to
ecosystems from their unwanted effects.

Furthermore, in recent years, with the spread of the SARS-CoV-2 coronavirus (COVID-19), the use of
hand cleaners and disinfectants in the form of gels, wet wipes or other non-rinse-off products has
increased dramatically and, consequently, there has been a need to strengthen the production of
antimicrobial agents in order to meet the additional needs in the context of the current pandemic.

In this scenario, phytochemical compounds that possess diverse biological effects, are seen as
promising for the creation of alternative antimicrobial agents and drugs to those in conventional use.
These compounds have demonstrated to be an added value offering an innovative proposal and with
great potential for formulation of products with antibacterial, antifungal and antioxidant capacities,
besides its chemopreventive activity, facing some types of cancer.

In this dissertation a bibliographical revision on the obtainment of compounds of the family of the
isothiocyanates from natural products and by synthesis was made as well as the presentation of its
antimicrobial and chemopreventive properties.

The study of photoreactivity and complexation with B-cyclodextrins of benzyl isothiocyanate (BITC),
one of the compounds of the isothiocyanate family most cited in publications due to its anticancer
activity against different types of cancer, such as breast and lung cancer, was also performed.

The photoreactivity study was carried out in order to evaluate the possible phototoxicity attributed to
this compound, which may limit its industrial application. However, according to the analyses
performed, BITC is not photoreactive, indicating that the possibility of expressing some phototoxicity
when exposed to visible light is low.

BITC presents high volatility and hydrophobicity that may also make its wide use unfeasible. The
microencapsulation of this compound could contribute to the increase of its solubility in water and
prevent that the compound volatilizes quickly. The complexation study was performed using
hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP-B-CD) and methyl-B-cyclodextrin (M-B-CD), in order to determine
and compare the stability constants obtained by using each of the cyclodextrins. In both cases, a linear
relationship was found between the increase in the solubility of BITC and the increase in the
concentration of the cyclodextrins used, with slopes lower than 1, indicating the formation of
complexes in the stoichiometric 1:1 ratio.

The results achieved for the stability constants were 250 + 4 M-1 for HP-B-CD and 565 + 10 M for
M-B-CD.

An eight times increase in BITC solubility could be verified when HP-B-CD was used and twelve
times increase with the use of M-B-CD as encapsulating agent. The results obtained indicate that the
microencapsulation of benzyl isothiocyanate with CDs could contribute to improve the potential
application of this substance in drugs and antibacterial agents.

Keywords: Phytochemicals, isothiocyanates, microencapsulation, cyclodextrins, photoreactivity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Objetivos e estrutura da dissertacgéo

O presente trabalho teve como objetivo principal realizar uma revisao bibliogréfica sobre a
origem e fontes de compostos fitoquimicos da familia dos isotiocianatos, caraterizados por apresentar
um largo espectro de acdo bioldgica. A pesquisa realizada incidiu sobre a obtencdo destes compostos
por extracdo a partir de produtos naturais e/ou por sintese organica, bem como analisar as suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antifungicas e quimiopreventivas. Uma vez que estes
compostos apresentam uma baixa solubilidade em &gua, foi realizado um estudo acerca da viabilidade
da sua microencapsulacdo, por meio da formacao de complexos de inclusdo com B-ciclodextrinas, no
sentido de conferir aos isotiocianatos maior solubilidade em agua e biodisponibilidade, reduzindo a
limitagdo da aplicacdo desta substancia em produtos comerciais.

Esta dissertacdo é composta por 5 capitulos: Introducdo, Revisdo bibliografica e conceitos
tedricos necessarios para as etapas posteriores, Trabalho experimental, Apresentacdo e discusséo dos
resultados, Concluséo e Perspetivas futuras.

No capitulo 1 realiza-se uma breve introducgdo, apresentando-se o objetivo da dissertacdo e a
sua estrutura, o enquadramento e motivagao.

No capitulo 2 é realizada uma revisdo bibliogréfica, incluindo alguns conceitos tedricos
necessarios para o desenvolvimento do trabalho. Nesta secdo é apresentado o composto em estudo
(isotiocianato de benzilo, BITC), formas de obtencdo (naturais e sintéticas) e atividade bioldgica.

No capitulo 3 é descrito o trabalho experimental desenvolvido, contendo a planificacdo
experimental, descricdo dos ensaios de fotorreatividade e o estudo de complexacdo do BITC com
ciclodextrinas.

No capitulo 4 sdo apresentados os resultados obtidos e realizada a respetiva discussao.

No capitulo 5 estdo descritas as conclusdes acerca do trabalho realizado e dos resultados
alcancados, bem como sugestdes para trabalhos futuros.

1.2 Enquadramento e motivagao

A necessidade crescente de controlo e inibi¢do do crescimento microbiano, seja em ambiente
industrial ou doméstico, tem originado o aumento da procura por substancias com propriedades
biocidas. Os biocidas sdo classificados como substancias ativas ou combinac¢es que contenham mais
de uma substancia para prevenir ou inibir o efeito de qualquer organismo nocivo. Estes compostos sdo
comumente usados para controlo de bactérias e incorporados em formulagbes de produtos como
desinfetantes, cosméticos, pesticidas, conservantes e antissépticos devido ao seu baixo custo e a sua
eficicia perante uma vasta gama de microrganismos (Alhajjar et al., 2021) (Ribeiro et al.,2018).

Os agentes antimicrobianos e desinfetantes sdo comumente chamados de biocidas, no entanto,
alguns autores os definem separadamente, indicando biocidas como as substancias que acima de certas
quantidades irdo matar as células dentro de certos espagos de tempo, enquanto que 0s agentes
antimicrobianos atuam de modo a criar um ambiente inGspito para o crescimento dos microrganismos
e o0s desinfetantes sdo substancias ativas seguras para aplicacdo em superficies, eliminando as
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contaminacdes presentes no local (Ribeiro et al.,2018). Porém, o que todas essas substancias tém em
comum é a capacidade de inibir a atividade e evitar a propagacéo de microrganismos.

O Regulamento (UE) N.o 528/2012 do Parlamento Europeu e do Conselho de 22 de maio de
2012 relativo a disponibilizacdo no mercado e a utilizagdo de produtos biocidas estabeleceu a
existéncia de 22 tipos de produtos, divididos em 4 grupos principais, nomeadamente desinfetantes,
produtos aplicados para prevencdo do desenvolvimento de algas e microrganismos, pesticidas e outros
produtos biocidas como anti-incrustantes (European Parliament, 2012).

O mecanismo de intera¢do ocorre, de modo geral, através da associacdo do biocida com a
superficie da célula, em seguida esse agente penetra na membrana celular e afeta um local especifico
inibindo assim a atividade do microrganismo. O efeito desse produto dependera de varios fatores,
entre eles, 0 ambiente fisico externo, a natureza e estrutura do agente antimicrobiano e por fim da sua
capacidade de degradacdo e inativacdo do organismo indesejado (Avelar, 2012).

A utilizacdo indiscriminada de biocidas e a sua libertacdo para o meio ambiente podem levar a
graves problemas ecoldgicos. Isso leva a uma busca de agentes antimicrobianos com propriedades
mais seguras para prevencdo do crescimento de microrganismos em produtos alimenticios sem
prejuizo da saude humana, levando assim, a uma maior procura de compostos naturais extraidos de
plantas com propriedades antimicrobianas (Andini et al.,2021).

Além da necessidade de substancias de origem natural que promovam menor impacto ao meio
ambiente e reduza os riscos a saude humana, a situacdo gerada pela pandemia do novo coronavirus
SARS-CoV-2 fomentou ainda mais pesquisas relacionadas com a busca de produtos biocidas
alternativos aos de uso comum, visando a expansdo das opcOes disponiveis. De facto, com a
propagacdo do COVID-19, muitos setores uniram esforgos para o combate dessa doenca, em especial,
0 setor da saude que se mobilizou completamente e trabalhou com afinco para controle e erradicagdo
do virus. Durante o periodo de crescimento do nimero de infetados a busca por produtos antissépticos
ou desinfectantes aumentou em proporcdes descomunais, fazendo com que a producdo desses itens
fosse reforgada, pois se esgotavam rapidamente nos pontos de vendas (Santana et al., 2021).

Nesse contexto, os isotiocianatos (ITCs) foram apontados em diversos estudos como
potenciais candidatos para formula¢do de novos compostos antimicrobianos uma vez que apresentam
um amplo espectro de atividade (ANDINI et al.,2021). Os ITCs sdo compostos organossulfurados com
férmula molecular R-N=C=S, em que o substituinte R pode corresponder a um grupo alquilo, alcenilo,
tioalquilo, tioalcenilo, arilo, entre outros. Esses compostos possuem propriedades farmacolégicas,
como atividade antioxidante, anticancerigena e agdo quimiopreventiva (Guerrero-Alonso et al.,2021).

Devido as suas propriedades antimicrobianas e quimiopreventivas, os isotiocianatos sdo o
objeto de estudo desse trabalho, com objetivo de acrescentar informacGes adicionais sobre sua
caracterizacdo e incentivar estudos sobre esses compostos, evidenciando a capacidade dos
isotiocianatos no tratamento de doencas e sua atuacdo como agente biocida.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Isotiocianatos de origem natural

Os membros da familia Brassicaceae ou Cruciferae sdo indicados como fonte rica em
compostos bioativos. Essa familia é composta por cerca de 3200 espécies dentro das quais se
destacam, por serem alimentos consumidos habitualmente, a couve branca (Brassica oleracea var.
capitata), couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis), couve-de-bruxelas (Brassica oleracea var.
gemmifera), brécolo (Brassica oleracea var. italica), mostarda branca (Sinapis alba), rdcula (Eruca
sativa), rabanete (Raphanus sativus) e agrido (Nasturtium officinalis) (Cabrita, 2014). Alguns desses
vegetais podem ser vistos na Figura 2.1.

Figura 2.1 - Exemplos de vegetais cruciferos (Manchali et al., 2012).

Essa familia tém sido foco de inGmeras pesquisas devido seus beneficios para saude e
propriedades nutricionais, 0s vegetais que a compdem sdo apontados como anticancerigenos,
antidiabéticos e participam na prevencdo de doencas cardiovasculares, gastrite crénica e doencas
hepaticas. Estudos também ressaltam a sua atividade antimicrobiana e antioxidante (Saka et al., 2017).

Os isotiocianatos (ITCs) sdo compostos organossulforados presentes nesta familia de vegetais
e sdo biossintetizados por meio da hidrdlise dos glucosinolatos (GSL) sob acdo da enzima mirosinase.
Em condi¢Bes normais, os GSL e a enzima estdo fisicamente separados nas células vegetais. O
processo de hidrélise acontece ap6s dano no tecido vegetal, que pode ocorrer por corte ou mastigacéo,
acarretando o contacto da enzima presente na propria planta com esse metabolito (Connolly et al.,
2021).

Essa conversao ocorre na presenca de agua, havendo libertacdo de uma molécula de glucose e
formacdo de um intermediario, aglicona. Esse intermediario é reorganizado a partir da perda de um
anido bissulfato (HSO4"), ocasionando assim a formag&o de isotiocianato, como representado na Figura
2.2.



I ‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

HO.._ -
| Hs0 ilucose ToTa
(.]"-.____'.I____---\.-_-.,;_]H o ' - R--L-.--Se “f{-h
RS\ ——\_OH ;—/—’. ) I —s——s R—N=C=5
B ST e Mirosinase NOSO
NOSOY Isotiocianato

Glucosinelato

Figura 2.2 - Formacao de isotiocianatos a partir de glucosinolatos por hidrolise enzimatica (Adaptado de Aguiar, 2012).

Os glucosinolatos sdo precursores dos isotiocianatos e sdo encontrados na maior parte dos
vegetais cruciferos, sendo responsaveis por conferir o sabor amargo e aroma picante desses alimentos
(Connolly et al., 2021). Estes vegetais, com quantidades relevantes de ITCs presentes na sua
composicao, sao consumidos pelos humanos em quantidades consideraveis (até 100 miligramas de
ITCs por dia) e podem conter concentragdes elevadas de mais de 200 glucosinolatos de origem natural
conhecidos até 0 momento (Deki¢ et al., 2017).

Na Figura 2.3 sdo apresentadas as principais classes de isotiocianatos obtidas, por hidrolise
enzimatica, a partir de diferentes GSL.

Classes Glucosinolato percursor Produte (ITC)

o
HSWN=G:5
SFN

Sulforafano

Alifitico Glucorafanina

(A=Metilsulfinibutil glucosinolata)

Suugria = MN=G=5

Alifitico  (2-propenil on alil glucosinolata) AITC
Izptineianato g2 alilo

MECES
Aromstico Gluconasturcima @N
PEITC

i 2-fenileti] glucosinolato) Izoticeiznate gz fenilstilo

Aromiitico Glucotropasolna arre

Izchiocianato é= benzilo

Figura 2.3 - Classes de isotiocianatos formados por hidrélise de glucosinolatos (Adaptado de Cabrita, 2014).

Alguns exemplos de vegetais ricos em ITCs sdo, 0 agrido, que é considerado a fonte mais rica
de isotiocianato de feniletilo (PEITC) e 0 mamao, fruta na qual é encontrada o isotiocianato de benzilo
(BITC). O isotiocianato de alilo (AITC) é largamente usado na indUstria alimentar como conservante
(Cabrita,2014).

Além do agrido, outros vegetais cruciferos tém sido amplamente estudados devido a presenca
de ITCs na sua composicdo e as propriedades antimicrobianas e medicinais relacionadas a estes
compostos (Cabrita, 2014).

Em relacdo a capacidade biocida dos ITCs, estd descrito na literatura que a incorporagdo de
plantas da familia Brassicaceae no solo permite a reducdo do patégeno Rhizoctonia solani pela a¢do
dos isotiocianatos presentes nas plantas e por incremento de microrganismos antagonistas presentes no
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local como Pseudomonas spp. (Aguiar, 2012). Além disso, os ITCs sdo responsaveis pelo
retardamento do processo de desnitrificacdo, que ocorre devido a capacidade desses compostos de
ligacdo com proteinas, 0 que acarreta o aumento da disponibilidade de nitrato na planta e reducéo da
quantidade de nitrogénio perdido por volatilizacdo (Aguiar, 2012).

2.2 Isotiocianatos em plantas e sua atividade antimicrobiana e medicinal

A obtencdo de substancias bioativas a partir de produtos naturais tem recebido atencdo
crescente por parte da industria farmacéutica uma vez que podem levar ao desenvolvimento de novos
farmacos e agentes antibacterianos com propriedades naturais e que acarretem menor impacto na
salide humana e no meio ambiente. As plantas sdo importantes fontes de substancias bioativas com
diferentes estruturas quimicas e atividades bioldgicas diversificadas. Os metabolitos secundérios,
produzidos em pequenas gquantidades pelos vegetais, sdo substancias ativas conhecidos por exibirem
uma pandplia de atividade farmacoldgica com propriedades quimiopreventivas, anticancerigenas e
antibacterianas, sendo essas caracteristicas explicitadas a seguir, em plantas como mostarda, rdcula e
couve-nabo.

2.2.1 Mostarda (planta)

As mostardas sdo plantas dos géneros Brassica e Sinapis cujas sementes sdo usadas como
especiarias e que por moagem e mistura com outras substancias se transformam no condimento
conhecido como mostarda.

A mostarda-branca (Sinapis alba), apresentada na Figura 2.4, é uma planta anual da familia
Brassicaceae amplamente cultivada na regido norte da China que apresenta uma elevada quantidade
de glucosinolatos, a partir dos quais se obtém, através de hidrélise, os ITCs (Peng et al., 2014).

Figura 2.4 - Sinapis alba (Jardim Botanico UTAD, 2022).

Peng e colaboradores conseguiram isolar por processos de hidrodestilacdo e extracdo a vapor o
6leo essencial da semente de mostarda-branca e posteriormente caraterizaram-no por cromatografia
gasosa com detecdo por espectrometria de massa (GC-MS) (Peng et al., 2014). O principal
componente identificado no 6leo de mostarda foi o isotiocianato de alilo (AITC, 71,06%). A acdo
antibacteriana desse composto foi avaliada por bioensaios na presenca de nove bactérias (trés gram-
positivas e seis gram-negativas), em que os resultados detetaram atividade sobre todas as estirpes
apresentando uma maior inibigdo para as bactérias gram-positivas. Nesse estudo também foi testado o
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uso de microencapsulacdo do Oleo por coacervacdo complexa com genipina (composto organico
encontrado no jenipapo). As microcapsulas com genipina apresentaram uma elevada estabilidade
guimica sob diferentes condi¢des de temperatura e humidade, o que permite ampliar o potencial de
utilizagdo do AITC na preservagédo de alimentos (Peng et al., 2014).

Vaérios estudos publicados na literatura sugerem que o AITC possui propriedades interessantes
como agente quimiopreventivo do cancro. No entanto, em alguns trabalhos foi manifestada
preocupacéo acerca do potencial de toxicidade deste ITC (Zhang, 2010).

No estudo desenvolvido por Zhang foi descrito que o AITC possui acdo bactericida contra
uma variedade de bactérias patogénicas como Helicobacter pylori, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Penicillium notatum e Bacillus cereus. Também foi evidenciada
a atividade antiflngica desse composto perante varios fungos e leveduras, nomeadamente, Aspergillus
flavus, Endomyces fibuliger, Penicillium commune, Penicillium corylophilum, Penicillium palitans,
Penicillium polonicum, Penicillium roqueforti e Penicillium solitum. O 6leo de mostarda, que tem
como principal componente o AITC, foi apontado como uma das substancias antifungicas mais fortes
entre os 0leos naturais estudados (Zhang, 2010).

Andini e colaboradores, estudaram a atividade antimicrobiana de vinte e seis ITCs obtidos a
partir de Sinapis alba (mostarda branca), Brassica napus (colza), Brassica juncea (mostarda-
castanha), Brassica oleracea (couve) e Camelina sativa. Foram preparados cinco extratos a partir da
extragdo por Soxhlet, com metanol como solvente. A composicdo de ITCs em cada extrato e respetiva
atividade antibacteriana foram avaliadas ap6s hidrdlise enzimatica com mirosinase. A atividade
antibacteriana de cada um dos extratos foi testada usando Escherichia coli e Bacillus cereus, avaliando
a concentracdo minima inibitoria e o efeito inibidor do crescimento (Andini et al. 2021).

O resultado encontrado relativamente a acdo de cada extrato perante as bactérias citadas
enfatizou que para uma atividade antimicrobiana eficaz a composi¢do do extrato, ou seja, o tipo de
isotiocianato presente, € mais importante que apenas a quantidade desse composto no extrato. Na
Figura 2.5 é possivel visualizar que os extratos das sementes de Brassica juncea (Bj), Brassica
oleracea (Bo) e Camelina sativa (Cs) possuem uma maior concentracdo de ITCs com radicais
alquenilo e metilsulfinilo como, por exemplo, AITC e sulforafano (SFN), o que permite obter
melhores resultados contra as bactérias mencionadas do que a Sinapis alba (Sa) e Brassica napus
(Bn). Esses resultados estdo associados principalmente ao tipo de ITCs encontrados nessas plantas,
que apresentam maior eficacia na inibi¢do das bactérias utilizadas nesse estudo (Andini et al. 2021).
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Figura 2.5 - Composi¢do de ITCs nos extratos de sementes. Sa: Sinapis alba; Bn: Brassica napus; Bj: Brassica juncea; Bo:
Brassica oleracea; Cs: Camelina sativa. As cores definem o grupo do ITC (Adaptado de Andini et al., 2021).
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2.2.2 Couve-nabo

A couve-nabo (Brassica rapa var. rapifera) é uma planta anual, da familia das cruciferas, cujo
caule se hipertrofia, formando um bolbo de cor verde-claro e carne branca, doce e estaladica. As folhas
sdo compostas por um peciolo comprido e um vasto limbo, que partem do bolbo carnudo, como
apresentado na Figura 2.6 (Bejo, 2022).

Figura 2.6 - Couve-nabo (Bejo, 2022).

Saka e colaboradores estudaram a composi¢do quimica e atividade biolégica da couve-nabo
em amostras obtidas em trés cidades diferentes na Argélia (Mostaganem, Sétif e Bouira) (Saka et al.
2017). Das analises realizadas a composicéo e propriedades dos 6leos essenciais obtidos a partir das
folhas e raizes desta planta foi possivel verificar a presenca de isotiocianatos em grande quantidade. O
trabalho evidenciou que a parte da planta, sua localizagcdo geografica e a forma de extracdo tém
impacto direto na composicdo dos 6leos essenciais obtidos. Na Tabela 2.1 sdo apresentados os ITCs
presentes e sua quantidade, em percentagem, n6s 6leos obtidos por técnicas de extracdo como
hidrodestilacdo (HD) e hidrodestilacdo assistida por microondas (MAHD) nas regifes mencionadas
(Saka et al. 2017).
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Tabela 2.1 - Isotiocianatos presentes nos 6leos essenciais obtidos nas folhas e raizes da Brassica rapa var. rapifera
(Adaptada de Saka et al., 2017).

Folhas Bouira Mostaganem Sétif Bouira Mostaganem Sétif
Isotiocianato 4,6+0,3 8,1+0,5 6,3+0,4 5,3+0,3 10,1+0,5 9,1+0,4
de alilo
Isotiocianato - - - - 0,10 -
de butilo
Isotiocianato - - 0,1+0 0,240 0,140 0,3+0
de butenilo
Isotiocianato - - - - 0,10 0,10
de feniletilo
Raizes Isotiocianato 9,5+1,0 11,3+1,0 13,7+1,0 11,1+0,9 12,5+0,8 4,4+0,9
de alilo
Isotiocianato 0,1+0 0,6+0 0,2+0 0,6+0 0,2+0 0,540
de 2-butilo
Isotiocianato 5,9+0,4 7,1+0,6 8,1+0,5 4,8+0,5 5,9+0,4 4,1+0,7
de 3-butenilo
Isotiocianato 25,7+1,7 21,9+15 17,6x1,7 21,6+1,8 19,4+1,7 15,8+1,6
de feniletilo

Por meio da Tabela 2.1 é possivel verificar que o 6leo essencial obtido a partir de folhas das
plantas cultivadas em Mostaganem e extraido pela técnica de MAHD, possui grande quantidade de
isotiocianato de alilo, o qual possui efeito antiasmético, sendo também o 6leo obtido com maior
quantidade de ITCs quando comparado em relacdo as demais regides. O 6leo essencial extraido por
hidrodestilacdo das raizes de couve-nabo cultivadas em Bouira apresentam maior quantidade de
isotiocianatos no total quando comparado as cidades de Mostaganem e Sétif (Saka et al. 2017).

Durante este estudo foi igualmente avaliada a atividade antioxidante e antimicrobiana das
amostras recolhidas. De modo geral, os 6leos essenciais obtidos a partir dessa planta sdo ricos em
ITCs e demonstraram possuir uma vasta atividade antimicrobiana contra bactérias como Listeria
monocytogenes, Candida albicans, Fusarium culmorum e Aspergillus ochraceus, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (Saka et al. 2017).

2.2.3 Aurinia

A pesquisa desenvolvida por Blazevi¢ e colaboradores relata a atividade antimicrobiana de um
arbusto perene com folhas amarelas da familia Brassicaceae, a Aurinia Sinuata (Blazevi¢ et al. 2010).
Essa planta pode ser encontrada na parte ocidental da peninsula balcanica e sendo usada localmente
como antisséptico para tratamento de doencas de pele.

Para isolamento dos compostos volateis, foram usadas técnicas de hidrodestilacdo e extracao.
Os produtos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS). Todas as amostras continham compostos contendo enxofre e nitrogénio, onde os principais
isotiocianatos produzidos por meio da degradacao do glucosinolato foram isotiocianato de 5-(metiltio)
pentilo (5-MTITC), isotiocianato de 4-pentenilo (4-PelTC) e isotiocianato de 5-(metilsulfinil) pentilo
(5-MSITC).
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O estudo realizado mostrou que todas os extratos estudados exibiram acdo antimicrobiana
sobre todas as estirpes testadas, nomeadamente bactérias gram-positivas como Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus, bactérias gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
cloacae e microrganismos do reino fungi como Aspergillus niger. Os autores relacionaram a poténcia
da atividade antimicrobiana a presenca de ITCs, pois esses compostos, juntamente com nitrilos, estdo
presentes na maioria dos extratos testados.

Na Figura 2.7, sdo apresentados os didmetros das zonas de inibi¢do de algumas bactérias pela
atividade antimicrobiana de um extrato de Aurinia Sinuata em diferentes concentragdes (0,100; 0,250
e 0,500 mg/ disco), bem como uma comparacdo com a ampicilina, um antibi6tico convencional. A
partir da figura é possivel observar uma atividade significativa na inibicdo de diferentes
microrganismos por parte do extrato, o qual necessita de uma concentragdo mais elevada que a
ampicilina para atingir maiores zonas de inibicdo, porém é proveniente de um produto natural. Tais
resultados mostram que o extrato obtido a partir da A. Sinuata é um potencial substituinte para a
ampicilina, ja que esse antibidtico é obtido por uma rota quimica que utiliza solventes altamente
toxicos.
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@ 0.100 mg
Chrysecbacterium indologenss B 0250 mg

= 0.500 mg

Pzeudomonas luteola

Vibrio vilnificus

Pseudomonas aeruginosa

Enterchacter cloacae

Escherichia coli

Kilebsiella pneumonias

Enterobacier sakazakii

Aeromonas hydrophila

30
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Figura 2.7 - Comparacéo da atividade antimicrobiana de uma amostra volatil de A. Sinuata com a ampicilina (antibiético
convencional) (Blazevié et al., 2010).

Dentro desse mesmo género também se encontra a Aurinia leucadea. Esta € um subarbusto
com folhas longas e flores amarelas como mostrado na Figura 2.8. Esse vegetal cresce em encostas
rochosas e falésias em altitudes moderadas e baixas (Blazevi¢ et al., 2011). Essa planta encontra-se na
lista de plantas em perigo de extingdo, sendo assim muito rara e encontrada, maioritariamente na
Croécia e em Italia (Orsenigo et al., 2019).
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De acordo com Blazevi¢ e colaboradores, os glucosinolatos sdo encontrados em espécies do
género Aurinia, como citado anteriormente. O trabalho desenvolvido por esses autores em 2011 foi
implementado para verificar a capacidade antifungica e antibacteriana do produto obtido por meio de
hidrodestilacdo e extracdo por solvente, neste caso foi usado diclorometano como solvente. Os
glucosinolatos foram analisados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e a atividade
microbiana foi mensurada na presenca de trés bactérias gram-positivas, trés bactérias gram-negativas e
trés espécies de fungos (Blazevi¢ et al., 2011).

A partir das andlises desenvolvidas, os principais compostos volateis obtidos foram ITCs
como isotiocianato de 3-butenilo (3-BulTC), 4-PelTC e 5-MSITC. Em relagdo a atividade
antimicrobiana, as amostras apresentaram acdo contra todos os microrganismos. Os extratos foram
colocados na presenca de bactérias como Bacillus cereus (gram-positiva) e Pseudomonas aeruginosa
(gram-negativa), onde no contacto com a primeira foi averiguada a maior inibicdo entre as bactérias
gram-positivas e a segunda foi definida como a mais sensivel a a¢do do extrato, apesar da notavel
capacidade de resisténcia da P. aeruginosa perante diversas classes de antibiéticos. Dentre os fungos
expostos ao extrato de A. leucadea, as amostras apresentaram forte atividade, principalmente contra o
crescimento de estirpes de Penicillium sp. Quando comparado a antibidticos como ampicilina e
gentamicina, em sua maioria, obtiveram maior ag&o inibitoria (Blazevi¢ et al., 2011).

A partir de estudos prévios, os pesquisadores mencionados, reforcam a suspeita que 0s
isotiocianatos sejam os principais inibidores da atividade microbiana, mas a amplitude da acdo e sua
toxicidade varia consoante a estrutura da cadeia.

2.2.3 Rucula

A rucula (Eruca Sativa) ¢ um vegetal originario da regido do Mediterraneo da mesma familia
da mostarda, Brassicaceae. E uma hortalica que apresenta porte baixo, folhas alongadas e coloracio
verde-escura. As folhas dessa planta sdo ricas em vitaminas A e C e sais minerais, como calcio e ferro
(Henz et al., 2007). Esse vegetal é apresentado na Figura 2.9.

10
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Figura 2.9 - Ricula (Nascimento et al., 2016).

Ao longo dos séculos a medicina tradicional tem atribuido as plantas do género Eruca vérias
propriedades terapéuticas designadamente depurativas, diuréticas, digestivas e afrodisiacas e ao 6leo
obtido a partir das sementes sdo imputadas propriedades antisséticas (Khoobchandani et al. 2010).

Khoobchandani e colegas estudaram as propriedades antimicrobianas de VvAarios extratos
(folhas e raizes) e do 6leo da semente de racula. Foram preparados seis extratos organicos de E. sativa
extraindo com solventes de polaridade crescente (éter de petréleo, acetato de etilo e metanol), raizes
ou folhas da planta. O 6leo de semente Eruca Sativa foi obtido pelo método de extracéo tradicional
usando &gua quente/vapor de agua. A atividade antimicrobiana dos extratos e do 6leo foi testada em
trés bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Shigella flexneri) e duas
gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis). Apesar de todos os extratos investigados
terem apresentado atividade antibacteriana, o Oleo extraido da semente foi 0 mais ativo. A
concentragdo minima inibitoria obtida para o 6leo foi semelhante a encontrada para o antibiético de
largo espectro ciprofloxacina. A acdo antimicrobiana deste 6leo foi associada aos ITCs bioativos
presentes, como 0 AITC, 2-PEITC, 3-BulTC e SFN. A partir das analises implementadas nesse estudo,
foi possivel validar o uso desse 6leo na medicina tradicional para tratamento de febre, infecOes
urinarias e de pele (Khoobchandani et al. 2010).

Em 2014, Arora e colegas avaliaram as condigdes de extracdo dos produtos hidroliticos dos
glucosinolatos existentes na semente de Eruca Sativa. Durante o estudo, os autores aplicaram
diferentes métodos visando a obtencdo de maior quantidade de compostos bioativos. Diferentes
condigdes foram testadas como homogeneizacdo das sementes, método de secagem dos extratos e o
solvente utilizado e posteriormente os extratos obtidos foram analisados por GC-MS (Arora et al.,
2014).

Os resultados mostraram que a técnica mais eficiente para a obtencdo dos compostos € a
hidrodestilagdo combinada com o uso de diclorometano como solvente e secagem por evaporador
rotativo. Tal metodologia obteve maior diversidade de produtos hidroliticos que as demais, entre eles
quatro tipos de isotiocianatos: isotiocianato de 4-(metiltio) butilo (4-MTITC), AITC, 3-BulTC e 5-
MTITC (Arora et al., 2014).
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2.2.4 Armoracia

Armoracia é o género boténico a que pertence a raiz-forte (Armoracia rusticana), planta
perene, herbécea, da familia das Cruciferas, que apresenta folhas radicais grandes e oblongas, folhas
caulinares lanceoladas, flores brancas e raizes tuberosas e que € usada como condimento pelo seu
sabor picante. Um exemplo encontra-se na Figura 2.10.

Figura 2.10 - Armoracia Rusticana (Jardim Botanico UTAD, 2022).

As plantas do género Armoracia contém glucosinolatos, cujos produtos volateis de hidrélise
sdo conhecidos pela sua atividade antimicrobiana. Petrovic e colaboradores analisaram pela primeira
vez a composicdo e atividade antimicrobiana dos compostos volateis obtidos a partir das raizes da
Armoracia macrocarpa, uma espécie rara e ameagada de extingdo, nativa da Europa e encontrada em
pantanos da bacia do Danubio central e oriental. Os resultados obtidos foram comparados com o0s
provenientes da Armoracia rusticana. Os autores associam 0 aroma e sabor acentuado dessas raizes a
existéncia de isotiocianatos em sua composi¢do, onde 0s compostos mais abundantes s&o AITC e 2-
PEITC (Petrovic et al., 2017).

As amostras volateis foram obtidas por hidrodestilacdo e sua atividade antimicrobiana foi
testada usando estirpes de bactérias gram-negativas, gram-positivas e do fungo Candida albicans. Em
ambas as espécies de Armoracia as composicdes das amostras volateis possuem como componentes
dominantes os isotiocianatos. Nas plantas do género Armoracia macrocarpa, 0 composto mais
abundante foi 0 5-MTITC, ja a segunda espécie tem como composto dominante o AITC (Petrovic et
al., 2017).

Em relacdo a atividade antibacteriana, a A. Macrocarpa apresentou inibicdo apenas contra
Bacillus subtilis e Escherichia coli, enquanto a A. Rusticana foi eficaz sobre todas as estirpes testadas.
A fracdo volatil obtida a partir da Armoracia macrocarpa apresentaram uma atividade significativa
relativamente a estirpe e isolados clinicos da C. albicans, indicando ser uma matéria-prima valiosa
para a industria farmacéutica (Petrovic et al., 2017).

Outro estudo que avalia a atividade antimicrobiana de isotiocianatos obtidos por uma espécie
de Armoracia € o produzido por Deki¢ e colegas, esse artigo se refere a um isotiocianato especifico
encontrado nessa raiz forte, o isotiocianato de 5-(fenil) pentilo (5-PhITC) (Deki¢ et al., 2017).

O réabano (raiz-forte) é uma espécie resistente nativa de partes da Europa e Asia, muito usada
por seu valor nutricional e aplicada como tempero culindrio. As raizes possuem aroma e sabor
semelhante ao da mostarda e as suas folhas sdo introduzidas em saladas junto a outros vegetais. Em
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alguns paises, como Roménia, preparagdes com folhas e raizes dessa planta sdo usados para resolucédo
de problemas intestinais e para manutenc¢éo da satde (Deki¢ et al., 2017).

Para realizacdo das analises, amostras desse vegetal foram recolhidos em areas de cultivo na
Sérvia. O material passou por um processo de hidrélise para isolamento dos produtos de interesse e
apos esse procedimento a composi¢do dos extratos foram analisados por cromatografia gasosa. Nos
compostos, tanto daqueles obtidos da parte superficial quanto da parte subterranea da planta, foram
encontrados grande quantidade de isotiocianatos como BITC, 5-PhITC, ITC de 5-MTITC, dentre
outros (Deki¢ et al., 2017).

A atividade antimicrobiana foi avaliada na presenca de bactérias gram-positivas como Bacillus
subtillis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e gram-negativas como Salmonella enterica subsp.
entérica serovar enteritidis Proteus vulgaris e Escherichia coli, além de uma levedura, Candida
albicans e um molde de Aspergillus brasiliensis. Entre estas estirpes, B. cereus e P. vulgaris foram as
mais suscetiveis a acdo inibitoria enquanto C. albicans e B. subtillis foram as mais resistentes. A
presenca de 5-PhITC mostrou elevada atividade contra P.vulgaris, as estirpes mais resistentes a agdo
desse compostos foram bactérias gram-negativas como E. coli e S. entérica, bem como os fungos
(Deki¢ et al., 2017).

Segundo Deki¢ e colaboradores, a administracido desses extratos deve ser feita com cautela
devido a toxicidade associada, podendo causar tremores, dores abdominais frequentes, convulsdes
cronicas, perda de coordenacdo, dentre outros. Os autores relacionam a toxicidade do composto a
presenca de ITCs, com isso deve ser verificado a quantidade de isotiocianato na composi¢do para
definicdo da dose administrada. O extrato com menor toxicidade possuia como ITC mais abundante o
AITC (Dekic¢ et al., 2017).

Apesar dos problemas ligados a toxicidade, os extratos obtidos mostraram-se capazes de inibir
a atividade antimicrobiana perante as estirpes testadas. Os problemas de toxicidade podem ser
contornados com um estudo da composi¢cdo do extrato obtido, bem como a administracdo de doses
corretas. Um estudo extra foi realizado pelos autores, mostrando a atividade espasmolitica das
amostras, em que a presencga de 5-PhITC faz com que o extrato seja um antiespasmadico, prevenindo
espasmos no intestino, mais potente que o medicamento de uso padrdo, papaverina (Deki¢ et al.,
2017).

2.2.5 Moricandia arvensis

A Moricandia arvensis, apresentada na Figura 2.11, é uma espécie de planta com flores
violetas, pertencente & familia Brassicaceae e pode ser encontrada em Portugal e no norte da Africa.
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Figura 2. 11 -- Moricandia arvensis (Jardim Botéanico UTAD, 2022).

Essa planta é rica em glucosinolatos, conferindo uma alta atividade antioxidante, por esse
motivo foi objeto de estudo por Zeraib e colegas (Zeraib et al., 2011).

O trabalho realizado teve como objetivo a identificacdo da composicdo dos 6leos essenciais
obtidos a partir da M. arvensis, bem como a determinagdo da sua atividade antibacteriana. Os 6leos
essenciais das folhas de amostras provenientes de Setif (Argélia) foram extraidos por hidrodestilagéo e
sua atividade estudada pelo método de difusdo de disco na presenca de trés culturas bacterianas,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. A analise da composi¢cdo dos
6leos essenciais por GC-MS permitiu identificar a presenca de ITCs, nomeadamente o 3-BulTC. Em
relacdo a agdo antimicrobiana, os 6leos essenciais extraidos das plantas selecionadas ndo apresentaram
atividade relevante (Zeraib et al., 2011).

2.3 Isotiocianatos sintéticos

As propriedades antiproliferativas, antibacterianas e antifungicas exibidas pelos isotiocianatos
de origem natural, tém despertado o interesse da comunidade cientifica por esta familia de compostos.

Tém sido propostos na literatura diversos métodos sintéticos para a obtengdo de derivados de
isotiocianatos (Janczewski et al., 2021). Porém, continuam a predominar trés métodos:

e Reacdo de Staudinger/aza-Wittig: tem inicio com a reacdo das azidas (R-Ns) com
trifenilfosfina (PPhs). A partir dessa reacdo as azidas sdo convertidas em
intermediarios de iminofosforano que a seguir reagem com dissulfureto de carbono
(CS,) obtendo-se assim, os isotiocianatos finais (Figura 2.12, rota A).

e Conversdo a partir de uma amina primaria numa so etapa: Tem como ponto de partida
uma amina primaria (R-NH.), e o uso do tiofosgénio (CSCl,) como reagente para
propiciar a transferéncia do grupo tiocarbonil. Esse reagente é altamente toxico e
corrosivo e por isso tem sido substituido em muitos procedimentos por compostos
como por exemplo o 1,1 — tiocarbonildiimidazol (C7HsN4S) (Figura 2.12, rota B).

e Conversdo a partir de uma amina primaria em duas etapas: as aminas sdo convertidas
a ditiocarbamatos intermediérios, na presenca de uma base e dissulfureto de carbono,
e em seguida os intermediarios passam por tratamento com um agente dessulfurizante
e sao entdo convertidos nos ITCs (Figura 2.12, rota C).
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A selecdo dos agentes dessulfurizantes, depende das condi¢bes reacionais e dos grupos
funcionais presentes nos reagentes (Janczewski et al., 2021).

Tiofosgenio (CEC1)
| (Reta B)
Rota &) R-Ng oM | R-N=PPhs|-S520 R-NCS =—] R-NH,
g (Eota C)

Agentes dessulfurizantes H BH

Figura 2. 12 - Rotas para sintese de isotiocianatos (Adaptado de Janczewski et al., 2021).

Num estudo realizado por Janczewski e colaboradores é descrita a sintese de diversos
isotiocianatos alifaticos e aroméaticos com o auxilio de micro-ondas, assim como a preparacdo de
derivados de ITCs de aminoacidos naturais e sintéticos. A sintese “one-pot” foi realizada usando como
agente dessulfurizacdo o 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il) -4-metilmorfolino tolueno-4-sulfonato
(DMT/NMM/TsO-). Com 0 uso deste reagente obteve-se rendimentos elevados (72-96%), sendo
também considerado mais seguro para 0 meio ambiente (Janczewski et al., 2021). Os ITCs preparados,
bem como os rendimentos obtidos sdo apresentados nas Figuras 2.13 a 2.16 (Janczewski et al., 2021).

~~_-NCS /]\,Nc S~ /\l/NLH

NCS
BAY (865 T2t O7% (96%) a2t
MCS
i NCS
iy 70%
83%
(T2%)

Figura 2. 13 - Isotiocianatos alifaticos e seus rendimentos (valores entre parénteses correspondem aos rendimentos obtidos
usando agua como solvente) (Adaptado de Janczewski et al., 2021).
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Figura 2. 14 - Isotiocianatos aromaticos e seus rendimentos (Adaptado de Janczewski et al., 2021).
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Figura 2. 15 - Isotiocianatos derivados de aminoacidos naturais (Adaptado de Janczewski et al., 2021).
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Figura 2. 16 - Isotiocianatos derivados de aminoacidos naturais (Adaptado de Janczewski et al., 2021).

A partir dos resultados obtidos os autores concluiram que esse agente dessulfurizante produz
bons resultados, obtendo uma ampla gama de ITCs com elevada pureza usando procedimentos
sintéticos rapidos e simples. Mostraram também que o uso de &gua como solvente proporciona
rendimentos ligeiramente menores que aqueles encontrados com o uso de diclorometano (Janczewski
etal., 2021).

Os métodos tradicionais de sintese de isotiocianatos envolvem maioritariamente a utilizacdo
de dissulfureto de carbono, fosgénio e tiofosgénio que sdo todos muito toxicos. De forma a mitigar
este problema e possibilitar a sintese de ITCs de uma forma ambientalmente mais benigna, Liao e
colegas propuseram a utilizacdo do reagente de Langlois (NaSO,CFs, trifluorometanosulfinato de
sodio) que é estavel e barato (Liao et al., 2017). O reagente de Langlois demonstrou ser eficiente na
preparacdo de isotiocianatos a partir de aminas primarias na presenca de iodeto de cobre (catalisador) e
fosfonato de dietilo (agente desoxigenador). Foram testados diferentes solventes, como tolueno, etanol
e tetraidrofurano (THF), sendo que os melhores rendimentos foram alcangados com uso de tolueno. A
partir dessa reacdo foram obtidos vinte e nove ITCs com rendimentos satisfatorios (30 — 85%). No
entanto, os autores evidenciam a necessidade da investigagcdo de um mecanismo de reagdo mais
detalhado (Liao et al., 2017).
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2.4 Isotiocianatos sintéticos vs. naturais

Os isotiocianatos de origem natural ou sintética podem ser usados para tratamento de pragas
no solo e sdo objetos de pesquisas com intuito de elevar as opgbes de produtos alternativos aos de uso
convencional, a fim de reduzir as emissGes de possiveis poluentes do solo para o ar, atendendo assim
as regulamentagdes vigentes (Ashworth et al., 2014).

Na agricultura, os agentes de fumigacao sintéticos sdo comumente usados para o controle de
pragas antes do plantio, propiciando uma cultura de alto rendimento. Um dos pesticidas usados nesse
setor é o isotiocianato de metilo (MITC) sintético (Ashworth et al., 2014).

O uso dessas substancias obtidas por vias naturais ainda ndo é tdo difundido quanto as opgoes
sintéticas pois, os ITCs sintéticos apresentam melhores resultados quando comparados com os obtidos
a partir de produtos naturais, devido as melhorias j& realizadas no seu processo de obtencéo,
alcangcando uma libertacdo eficaz e degradacdo mais lenta no solo, 0 que garante maior grau de
confiabilidade no processo de controlo implementado (Ashworth et al., 2014).

De acordo com Ashworth e colaboradores, apesar do MITC proporcionar um controlo eficaz
de pragas, possui (tal como outros agentes de fumigacdo sintéticos) potencial poluente, pois em
contato com o solo quente volatilizam e sdo libertados para a atmosfera. Essa emissdo atmosférica
pode ser reduzida pelo uso de lonas plasticas na regido de aplicacdo ou por meio da impermeabilizagdo
do solo (Ashworth et al., 2014).

A biofumigacdo usando ITCs naturais é feita usando vegetais cruciferos como culturas de
rotacdo no solo em questdo, inserindo plantas frescas e moidas como adubo, ou a partir da
incorporacdo de material vegetal processado rico em glucosinolatos, como farinhas. Esse material
entdo sofre uma transformacéo quimica no solo para disponibilizar os isotiocianatos necessarios para o
controlo de microrganismos (Ashworth et al., 2014).

Outras vantagens associadas ao uso dessas fontes naturais de ITCs sdo, a melhoria da textura
do solo, maior capacidade de retencdo de agua por meio da adicdo dos vegetais dos quais 0s
isotiocianatos s&o obtidos, estimulacdo do aprimoramento da estrutura da comunidade microbiana no
solo, aumento da disponibilidade de nutrientes e minimizagdo da compactacédo do solo (Ashworth et
al., 2014).

No trabalho produzido por Arianie e colaboradores, os autores tentaram projetar compostos de
ITC a partir do eugenol e cinamaldeido e comparar sua atividade antimalarica com a cloroquina e
ITCs naturais obtidos da M. Oleifera. Nas Figuras 2.17 e 2.18 s@o apresentadas as estruturas
moleculares dos compostos mencionados (Arianie et al., 2021).
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Figura 2.17 - Estrutura molecular dos ITCs projetados e compostos-base onde: 1: Eugenol; 2: Metil-eugenol; 3:4-(ITC de 2-
propilo)1,2-dimetoxi-benzeno; 4: cinamaldéido; 5: 3- ITC de 3-fenilpropanal; 6: 2-ITC de 3-fenilpropanal e C: cloroquina
(Arianie et al.,2021).
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Figura 2.18 - Estrutura molecular dos ITCs encontrados na Moringa Oleifera, onde (Arianie et al., 2021).

Os isotiocianatos sintéticos 3 e 6 (Figura 2.17), possuem toxicidade de risco médio, e foram
considerados promissores para inser¢do no tratamento da malaria. J& em relagdo aos ITCs naturais, 0s
compostos apresentam efeitos mutagénicos e carcinogénicos de risco médio, enquanto a cloroquina,
medicamento de referéncia usado no tratamento desta doenca, tem alto risco mutagénico (Arianie et
al., 2021).

O trabalho realizado por Arianie e colaboradores permitiu concluir que o eugenol e
cinamaldeido podem ser utilizados como building blocks na preparacdo de isotiocianatos e os produtos
dessa sintese apresentam potencial para o tratamento da maléria (Arianie et al., 2021).

Manelli e colegas investigaram alguns isotiocianatos sintéticos e naturais como novos dadores
de gasotransmissor (classe de neurotransmissores capazes de influenciar sinais entre células nervosas)
de sulfureto de hidrogénio terapéutico que contribui em diferentes processos patoldgicos e
fisiologicos, e podem ser capazes de atuar para redugdo da dor neuropatica induzida por quimioterapia.
Os ITCs estudados estdo apresentados na Figura 2.19, sendo que o isotiocianato de fenilo (PhITC) e o
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isotiocianato de 3- carboxifenilo foram obtidos por sintese. Para estudo do perfil farmacolégico, os
compostos foram administrados em camundongos que foram tratados com medicamentos semelhantes
aos usados em processos quimioterapicos, como oxaliplatina (Manelli et al., 2017).
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Figura 2. 19 - Isotiocianatos usados para tratamento da dor neuropatica (Adaptado de Manelli et al., 2017).

A inser¢do dos novos dadores de sulfureto de hidrogénio a base de isotiocianatos mostrou-se
eficaz a partir dos testes realizados em animais. Foi verificado alivio consideravel da dor nos modelos
de camundongos com dor neuropatica induzida por farmacos anticancerigenos. Os isotiocianatos
apresentaram efeito semelhante a medicamentos de uso clinico comum, como duloxetina
(medicamento usado em doencas como fibromialgia e dor neuropética), sendo administrados em doses
muito menores (Manelli et al., 2017).

A partir dos estudos aqui mencionados foi possivel concluir que os ITCs tanto sintéticos como
naturais sdo capazes de contribuir em diferentes setores, seja para tratamento de doencas ou para
controlo de pragas, gerando opgdes alternativas aquelas de uso comum. Os ITCs sintéticos sdo usados
de modo mais abrangente pois a selecdo de produtos naturais ainda precisa de modificacGes para o
alcance de resultados equiparaveis a nivel de eficacia e produtividade (como no caso da agricultura),
porém atentam-se aos cuidados com o meio ambiente, o que tem chamado ainda mais atengdo do
consumidor, que busca por mercadorias de “selo verde” e, no caso de medicamentos, produtos que
sejam de origem natural, que ao curar uma doenca ndo acarretem efeitos colaterais.

2.5 Atividade bioldgica de isotiocianatos

O cancro é uma das principais causas de mortes no mundo, com isso a busca por novas
estratégias de tratamento e prevencdo é crescente. O consumo de vegetais cruciferos vem sendo
apontado por estudos epidemioldgicos como um dos meios de prevencdo de cancros de prostata,
ovario e mama (Gupta et al., 2014).

No corpo humano, compostos fitoquimicos como os ITCs, obtidos através da alimentacdo, tem
a capacidade de inibir a ativacdo de substéncias carcinogénicas pois propiciam o equilibrio entre as
enzimas de fase | e enzimas de fase Il. Essas enzimas de fase | ativam carcindgenos e as enzimas de
fase Il inibem as enzimas de fase | e auxiliam no metabolismo de compostos estranhos ao corpo
(xenobidticos) prevenindo a agdo cancerigena. Um dos vegetais que apresenta essa capacidade é o
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brécolo, sendo apontado com um dos alimentos que ajudam a reduzir o risco de cancro de mama
(Manchali et al., 2012).

Além de atuarem como blogueadores da atividade carcinogénica, os isotiocianatos tém acéo
quimiopreventiva, evitando a bioativacdo de carcinogéneos na fase inicial (Cabrita, 2014).

Manchali e colaboradores apontam que a ingestdo de vegetais ricos em isotiocianatos
proporcionou protecdo contra cancro de pulmao em mulheres na China e reduziu significativamente o
cancro ativo em individuos fumantes e ndo-fumantes. Estudos citados por esses autores apontam que
apenas o consumo de vegetais cruciferos é capaz de prevenir cancro de prostata e seus sintomas, sendo
gue brocolo e couve-flor sdo considerados os mais eficazes em tal acdo. Também € mencionado o
papel dos ITCs em relacdo ao diabetes tipo 1, existindo menor incidéncia de aparecimento da doenca
em pessoas que consumiam mais alimentos contendo tais compostos. A prevencdo de obesidade e
doencas do trato respiratério sdo também apontadas, além do efeito antimicrobiano contra bactérias
gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (Manchali et al., 2012)

Os isotiocianatos como PEITC, BITC, AITC e o SFN, sdo compostos vastamente investigados
tanto para fins quimiopreventivos como quimioterapicos. O BITC, por exemplo, pode ser encontrado
em vegetais como agrido, repolho e couve-flor. Estudos apontam que essa substancia é capaz de atuar
contra o crescimento do tumor pancreatico por meio da inibicdo de moléculas-chave necessarias para o
desenvolvimento da doenga (Gupta et. al, 2014).

No estudo desenvolvido por Dinh e colegas foi relatada as atividades cancerigenas do BITC
contra 14 tipos de cancro, mencionados na Figura 2.20, onde o gréafico representa a quantidade de
publicacGes relacionadas a capacidade preventiva e inibitéria do BITC sobre essas doengas, 0 seu uso
€ maioritariamente citado em tratamentos de cancro de mama (27%) e cancro do pancreas (19%)
(Dinh et al., 2021).
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Figura 2. 20 - Publicagdes relacionadas ao uso do BITC no tratamento de 14 tipos de cancro (Adaptado de Dinh et al.,
2021).

Esse estudo apontou que o BITC pode ser usado efetivamente como agente anticancerigeno
em concentracdes que ndo apresentam toxicidade aos tecidos normais, com efeitos adversos nédo
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observados até um consumo humano diario de cerca 400-570 mg. Quando comparado a outros
isotiocianatos, como SFN e PEITC, o BITC apresentou um efeito citotoxico mais profundo, maior
eficicia na cicatrizacdo de feridas e efeitos protetores contra diversos tipos de cancro. O PEITC
mostrou-se mais eficiente que o BITC na prevencdo de metéstases ligadas ao cancro de pulméo (Dinh
etal., 2021).

Os fitoquimicos mencionados atuam sobre vias de inibicdo do crescimento e proliferacdo de
células cancerigenas, inducdo da apoptose, inibicdo da angiogénese, e do ciclo celular e evita a
formacdo de metastases, o que facilita o tratamento e reduz a possibilidade de agravamento do estado
do paciente (Gupta et. al, 2014).

Além disso, alguns isotiocianatos podem ser usados como corantes para marcagdo de
imunoglobulinas em biossistemas, como o isotiocianato de fluoresceina (Liao et al., 2017).

O trabalho concebido por Arianie e colaboradores propfe o uso dos ITCs na criacdo de um
medicamento novo para tratamento da maléria, uma doenca transmitida por mosquitos e endémica em
regibes tropicais e subtropicais, devido ao clima hiumido e com temperaturas elevadas, que
proporcionam a sobrevivéncia das larvas do mosquito. A necessidade da busca de medicamentos
alternativos aos comumente usados como a cloroguina, vem do fato de que o tratamento com multi-
drogas leva a resisténcia aos farmacos e mortalidade, além dos elevados custos (Arianie et al., 2021).

2.6 Estudos de aprimoramento dos isotiocianatos

2.6.1 Encapsulamento

A formacédo de complexos de inclusdo tem como intuito a diminui¢do da volatilidade e/ou o
aumento da solubilidade, estabilidade, protecdo contra condicfes externas, como fotodegradacdo, além
da reducéo da toxicidade.

A selecdo do agente encapsulante utilizado deve basear-se em critérios como caracteristicas
fisicas e quimicas do composto bioativo a encapsular (porosidade, solubilidade), tipo de aplicacdo
pretendida (pesticida, farmaco) e na metodologia de encapsulamento escolhida (Harbs, 2019). O
agente encapsulante escolhido atua como uma “molécula hospedeira” possibilitando a obtengdo de
complexos de inclusdo com diversas “moléculas hospedes” de polaridade reduzida e com dimensdes
inferiores as cavidades da “molécula hospedeira” (Figura 2.21).

"Molécula-hospadaira” "Molécula-hospede" Complexo de inclusio

Figura 2. 21 - Formac&o do complexo de incluséo (Adaptado de Harbs, 2019).

Os compostos comumente usados para esse processo sao as ciclodextrinas.
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2.6.1.1 Ciclodextrinas

A ciclodextrina € um composto organico ciclico que é obtido através da degradac¢do do amido
pela acdo de uma enzima, a ciclodextrina glicotransferase. O fato de ser hidrofobico no interior e
hidrofilico no exterior confere a esse composto a caracteristica necessaria para Seu UusoO ho
encapsulamento (Delagustin, 2021).

Essa propriedade faz com que esse composto seja amplamente usado para melhoria da
hidrossolubilidade aparente e estabilidade de substratos, além de possibilitar o transporte de farmacos
até um alvo terapéutico dependendo do caso em estudo (Delagustin, 2021).

Quando se trata de 6leos essenciais, tal caracteristica faz com que a estabilidade quimica do
6leo seja mantida, reduz a volatilidade, proporciona uma libertacdo controlada, além de proteger a
substancia de fatores como luz e temperatura. Porém, a libertagdo do composto em condi¢des
controladas dependerd de outros elementos como equilibrio entre 0 composto encapsulado e a
ciclodextrina usada, a humidade relativa e a temperatura ambiente (Quinta, 2016).

As ciclodextrinas naturais, produzidas pela acdo direta de microrganismos, sdo denominadas
a-ciclodextrina, S- ciclodextrina e y- ciclodextrina, onde a /- ciclodextrina é a mais utilizada, devido
sua capacidade de encapsulamento com maior variedade de compostos. As estruturas quimicas das
ciclodextrinas estdo representadas na Figura 2.22 (Oliveira, 2012).
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Figura 2. 22 - Estruturas quimicas das ciclodextrinas comumente usadas para encapsulamento (Oliveira, 2012).

Algumas propriedades fisico-quimicas desses compostos estdo apresentadas na Tabela 2.2.

Tabela 2. 2 - Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas naturais comumente usadas (Adaptada de Amaro, 2019).

Diametro interno da 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
cavidade (Angstrom (A))
Diametro externo da 14,6 15,4 17,5
cavidade (A)
Volume da cavidade (A3) 174 262 472
Altura (A) 7.9 7.9 7.9
Massa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em &gua a 145 1,85 23,2
25°C (mg/mL)

A f- Ciclodextrina (B-CD) é produzida, por via biotecnoldgica, em maior quantidade e seu uso
é fomentado pela sua alta disponibilidade e baixo custo de producdo (Delagustin, 2021). Além disso, a
utilizagdo da B-CD ¢é aprovada como excipiente para formulag6es de uso oral (Amaro, 2019).
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Devido a solubilidade limitada em agua, as ciclodextrinas naturais possuem limitacdes para
sua aplicacdo como solubilizante e agente complexante. A B-CD apresenta a menor solubilidade dentre
as CDs naturais, como mostrado na Tabela 2.2, no entanto € muito aplicada em estudos de
complexacdo, pois possui um tamanho de cavidade adequado para a formacdo de complexos com
grande quantidade de moléculas bioativas (Amaro, 2019).

A baixa solubilidade em agua da B-CD deve-se a formacdo de ligacGes de hidrogénio
intramoleculares entre os grupos hidroxilos secundéarios, formando um anel completo, tais interacdes
propiciam uma estrutura inflexivel e com capacidade reduzida de obter ligacdes intermoleculares com
as moléculas de agua do meio. Isso ndo ocorre nas outras duas variagdes de CD mencionadas,
proporcionando maior solubilidade aos tipos alfa e gama (Delagustin, 2021).

Também ¢é possivel encontrar ciclodextrinas derivadas das naturais, podendo ser
hidroxialquiladas, ionicas, ramificadas e poliméricas (Dias, 2018). A inser¢do de substituintes em um
ou mais grupos hidroxilo promove uma desestabilizagdo no anel formado para o caso da B-CD,
resultando em maior solubilidade em agua. Alguns exemplos de derivados mais sollveis que a B-CD
sdo, nomeadamente, hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CD), sulfobutiléter- B-ciclodextrina (SBE- B-
CD) e metil- B-ciclodextrina (M- B-CD), no entanto a adi¢do de substituintes apolares pode ocasionar
na reducdo da hidrossolubilidade do composto (Delagustin, 2021).

A modificacdo da B-CD pela substituicdo de 6-OH da sua estrutura por grupos hidroxipropil
proporcionou o surgimento da HP-B-CD, um modelo de ciclodextrina com maior solubilidade (>600
mg/mL a 25°C) e menor toxicidade por via intravenosa em relacdo a molécula precursora (Figura 2.23)
(Amaro, 2019).
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Figura 2. 23 - Estrutura quimica da HP-$-CD (Amaro, 2019).

Outra ciclodextrina modificada usada em estudos de complexacdo é a metil-B-CD, cuja
estrutura quimica esté representada na Figura 2.24. Esta molécula ¢ um derivado de B-CD altamente
solivel em &gua, possuindo uma solubilidade de 800 g/L em &gua a 25°C, e também apresenta boa
solubilidade em metanol, etanol, acetona, piridina, dimetilsulféxido (DMSQO) e dimetilformamida
(Harbs, 2019).
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Figura 2. 24 - Estrutura quimica da metil- S -ciclodextrina (Crupi et al., 2013).

A utilizacdo de ciclodextrinas para encapsulagdo molecular apresenta vantagens do ponto de
vista tecnoldgico e bioldgico, considerando que permite a modificagdo das propriedades fisicas e
guimicas dos compostos de forma simples e com menor custo quando comparado a outros métodos
(Veiga e Figueiras, 2012).

Uma das principais aplicacbes dos complexos de inclusdo formados por ciclodextrinas € o
aumento da solubilidade aparente dos substratos. Esses complexos formam agregados hidrossolUveis
em solugdes aquosas com habilidade de incorporar moléculas lipidicas através da formacdo de
estruturas micelares. Esse efeito torna possivel a obtencdo de solugBes para administracdo oral e
intravenosa a partir de moléculas com solubilidade reduzida (Carvalho, 2013).

Esses compostos também tem a capacidade de elevar a estabilidade, propiciada pelo
estabelecimento de ligacGes ndo-covalentes (eletrostaticas, hidrofobas e pontes de hidrogénio) com
macromoléculas. Essas ligacOes oferecem protecdo contra desidratacdo, hidrolise, oxidacdo e
fotodecomposicdo, entre outros, contribuindo para a extensdo do prazo de validade dos produtos. No
caso dos farmacos, o aumento da solubilidade e da estabilidade tem influéncia sobre a
biodisponibilidade, onde a elevacdo desses dois fatores faz com que a percentagem de farmaco que
chega ao local de absorcédo seja maior (Carvalho, 2013).

O estudo realizado por Siva e colaboradores visualizaram nos complexos de inclusdo com
ciclodextrinas a possibilidade de remover as limitacdes dos Oleos essenciais derivados de plantas,
sendo tais problemas ligados a baixa solubilidade em &gua e volatilidade. A metil- B-ciclodextrina foi
entdo aplicada na formacdo do complexo de inclusdo com os componentes hidrofobicos dos 6leos
essenciais, nomeadamente, cinamaldeido e isoeugenol. Os resultados obtidos foram promissores, onde
0 complexo formado foi capaz de superar as limitagbes anteriormente mencionadas, elevando a
solubilidade e estabilidade do 6leo essencial, e além disso, alcancar melhor atividade antioxidante e
antibacteriana (Siva et al., 2020).

As ciclodextrinas estdo inseridas em diferentes ramos da industria, nomeadamente, na
indUstria alimentar, cosmética e de higiene pessoal, farmacéutica e agroquimica (Rodrigues, 2013).

2.6.1.2 Diagramas de solubilidade de fases

Um diagrama de solubilidade de fases, ou curva de solubilidade de fases, é utilizado para
avaliagdo do complexo formado no procedimento de encapsulamento, ap6s a inser¢cdo do composto
hospede na cavidade da molécula de ciclodextrina.

Tal metodologia foi proposta por Higuchi e Connors consistindo em uma das técnicas mais
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usadas para caracterizacdo de complexos de inclusdo em solucdo (Higuchi e Connors, 1965). Esses
complexos de inclusdo sdo formados por meio da preparacdo de solugBes com diferentes
concentracdes de ciclodextrina na qual sdo inseridas 0 composto de interesse, em excesso ha mistura
reacional (Piletti, 2016).

Na figura 2.25 é apresentado um exemplo de um diagrama de solubilidade de fases
(Rodrigues, 2013).

Objeto de estudo (mol/L)

Ciclodextrina (mol/L)

Figura 2. 25 - Diagrama de solubilidade de fases (Adaptado de Rodrigues, 2013).

Esse grafico representa a mudanga da solubilidade do substrato em concentragfes crescentes
de ciclodextrina, a partir do qual é possivel determinar a formagdo do complexo, definir o tipo de
complexo obtido e realizar o calculo da constante de estabilidade (K), sendo estas realizadas apés o
alcance do equilibrio reacional.

Os diagramas de solubilidade (Figura 2.25) podem ser divididos em duas categorias, A e B.
As curvas do tipo A, sdo obtidas quando ocorre formacdo de complexos de inclusdo solGveis e as
curvas do tipo B indicam a obtencdo de complexos de baixa solubilidade (Piletti, 2016). Dentro dos
tipos citados existem subdivisdes, sendo as curvas A subdividas em Ap, AL e An, onde estas indicam,
respetivamente, desvio isotérmico negativo, aumento linear da solubilidade com a concentracdo de CD
e desvio isotérmico negativo. As curvas de baixa solubilidade sdo subdivididas em Bs e B, onde a
primeira sugere um complexo com solubilidade limitada, enquanto a segunda indica a obtenc¢éo de um
produto insoltvel (Rodrigues, 2013).

Quando o diagrama de solubilidade apresenta um comportamento linear (perfil A.), uma
estequiometria 1:1 € alcangada, indicando que o complexo é de primeira ordem em relacdo a
ciclodextrina e de primeira ordem ou superior em relagdo ao objeto de estudo. O perfil Apré encontrado
se 0 complexo de inclusdo formado é de primeira ordem em rela¢do ao substrato e de segunda ordem
ou mais em relacdo a CD. Os perfis que apresentam desvio isotérmico negativo (An) possuem
interpretacdo complexa considerando a multiplicidade de fenbmenos que podem ocorrer para que seja
atingido (Zornio, 2013).

Para os complexos com baixa solubilidade aquosa, em alguns casos inferior a solubilidade da
molécula hospedeira em &gua, causando precipitacdo durante o encapsulamento, obtém-se os perfis do
tipo B. O perfil Bs, contido nessa categoria, apresenta um crescimento progressivo da solubilidade
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aparente do composto encapsulado em concentracdes baixas de CD, até atingir o ponto maximo de
solubilidade. O outro perfil associado ao tipo B, apresenta curvas que ndo apresentam elevagdo da
solubilidade do substrato (Zornio, 2013).

Além de proporcionar a definicdo do tipo de complexo formado, a partir das categorias
mencionadas, o diagrama de solubilidade de fases permite uma analise quantitativa do complexo
obtido, sendo realizada pelo célculo da constante de estabilidade, calculada de acordo com a Equacdo
2.1.

_ m
~ S0(1-m)

(Equacéo 2.1)

onde Sy é a solubilidade do substrato na auséncia de ciclodextrina, ou seja, a ordenada na
origem apontada pela equacéo da reta do diagrama de solubilidade e m indica o declive (Rodrigues,
2013).

A curva de solubilidade de Higuchi e Connors é largamente usada devido a sua capacidade de
determinagdo da efetividade das interagBes substrato-ciclodextrina e por se tratar de um método
simples e que fornece diversas informagdes acerca da natureza do complexo formado.

A avaliacdo do encapsulamento com ciclodextrina pode ser feita por meio de inimeros
métodos, através dos quais é possivel obter informagdes quantitativas e qualitativas, capazes de
caracterizar um complexo em termos de estequiometria e geometria.

As técnicas usualmente aplicadas sdo espectrofotometria no ultravioleta visivel (UV/Vis),
ressonancia magnetica nuclear (RMN), ensaios eletroquimicos, microscopia de forga atdmica (AFM),
microscopia de varrimento por efeito tinel (STM), espectrofluorimetria, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com detecdo por espectroscopia de massa e detecdo do indice de refracdo
(Rodrigues, 2013).

2.6.1.3 Outros métodos de encapsulamento

Além das ciclodextrinas, outras nanoformula¢bes usadas sdo micelas, lipossomas e
nanoparticulas poliméricas. Sendo também capazes de proporcionar uma distribuicdo uniforme e
controlada, aumentar a estabilidade, direcionar os compostos a sitios especificos, além de incorporar
substancias hidrofilicas e lipofilicas. Tais atributos, no caso de farmacos, elevam a eficiéncia
terapéutica, reduz o nimero de administracfes necessarias e minimiza a toxicidade (Dias, 2018).

Os lipossomas sdo formados por associa¢fes coloidais de lipideos organizados em vesiculas
esféricas microscépicas de tamanho varidvel. Um dos lipideos mais usados para formagdo desse
complexo é a fosfatidilcolina, pois apresenta elevada estabilidade diante de alteracbes de pH ou
concentracdo de sal no meio, além da formacdo de uma camada estdvel em solugdo aquosa. Esse
componente é biodegradavel e imunogénico, o que lhe confere alta biocompatibilidade, caracteristica
que o coloca como Unico nanossistema autorizado para administragdo intravenosa. A utilizacdo desse
tipo de encapsulamento para medicamentos terapéuticos diminui a dosagem necessaria e aumenta a
sua eficéacia (Dias, 2018).

Outra nanoformulacdo comumente usada que pode ser aplicada para encapsulamento séo as
micelas poliméricas, essas sdo constituidas por uma cadeia hidrofilica e outra hidrofébica. O composto
a ser encapsulado encontra-.se na parte hidrofébica, possibilitando a incorporacéo de substancias com
baixa solubilidade em &gua, essa secdo também € responsavel pela estabilidade e libertacdo do
composto transportado. A camada hidrofilica propicia o isolamento do componente interno do
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ambiente externo aquoso, evitando assim a captura da estrutura pelo sistema imunitario (Dias, 2018).

Nanoparticulas poliméricas também podem ser usadas como complexo de inclusdo, esse
aglomerado de polimeros biodegradaveis possui propriedades terapéuticas e maior estabilidade em
fluidos bioldgicos incitando cada vez mais estudos que promovam sua aplicacdo (Encinas-Basurto,
2017).

2.6.2 As vantagens do encapsulamento dos isotiocianatos

Alguns isotiocianatos necessitam de uma estrutura protetora para atingir os resultados
esperados com sua aplicagdo. Essa necessidade esta ligada a sua baixa solubilidade em &gua e elevada
volatilidade, condigdes que limitam seus potenciais usos, acarretam a reducdo de suas atividades
antibacterianas e inviabilizam sua utilizacdo como agentes bioativos eficazes. Na Tabela 2.3, estdo
apresentadas as solubilidades em agua de alguns isotiocianatos.

Tabela 2. 3 - Solubilidade de ITCs em 4gua e solventes nos quais esses compostos apresentam elevada solubilidade
(PubChem, 2022).

Isotiocianato de benzilo Muito baixa (7,30 X 10+ Etanol
mol/L)
Isotiocianato de alilo Muito baixa (0,02 mol/L) Benzeno, éter
etilico e etanol
Isotiocianato de Muito baixa (6,74 X 10 Etanol e heptano
feniletilo mol/L)

Um exemplo é BITC, um fitoquimico lipofilico que tem elevado potencial anticancerigeno, no
entanto, € instavel em solucdo aquosa, principalmente em ambientes alcalinos com elevadas
temperaturas. Devido a isso, parte consideravel do contedido de BITC € perdido durante processos de
cozimento, fazendo com que sua biodisponibilidade no vegetal ingerido seja entre 14 a 50% apenas
(Tang et al., 2020).

O trabalho desenvolvido por Tang e colegas propde um sistema de emulsdo para melhoria da
estabilidade fisica do BITC. As emulsdes possuem elevada interface 6leo-4gua e baixa estabilidade,
acarretando desemulsificacfes em dadas condi¢bes, o que faz com que sua aplicacdo seja limitada e
ndo indicada para uso em alimentos (Tang et al., 2020). Para corre¢cdo do problema apresentado, 0s
autores desse estudo utilizaram gelatina, substancia amplamente usada como estabilizador em
indastrias de alimentos.

Para verificar a possibilidade do uso desse estabilizador para criacdo de uma emulsdo eficaz
para a entrega de compostos bioativos lipofilicos durante as digestdes in vitro e in vivo, foi utilizada a
gelatina de pele de peixe como emulsionante para fabricacdo de emulsbes Oleo-agua estaveis
enriquecidas com BITC. Tal estudo aponta que a gelatina de pele de peixe pode ser usada como
emulsionante, possibilitando maior estabilidade da emulséo rica em BITC e desempenhando um papel
crucial no destino biolégico dos substratos das digestdes in vivo e in vitro. As emulsGes a base de
gelatina também mostraram taxas de retencdo e biodisponibilidade mais elevadas que a emulsdo de
referéncia, preparada com Tween 20, surfactante ndo iénico comumente usado como emulsionante. Os
resultados alcancados nesse estudo sdo importantes para a formulacdo de novos alimentos funcionais,
onde foi atingida uma absorc¢éo intestinal maxima de BITC de 10,15x10 cm/min (Tang et al., 2020).

Dias e colaboradores implementaram um estudo com o objetivo de desenvolver embalagens, a
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base de alginato de sodio e celulose incorporada com complexo AITC-B-CD, para salame italiano
(Dias et al., 2009). A incorporagdo de compostos antimicrobianos a esses filmes poliméricos de
origem natural é de grande importancia, gerando uma alternativa aos materiais de uso tradicional e
trazendo consigo a preocupacdo com o meio ambiente e com a salde do consumidor. Com essa
ideologia, 0 AITC mostra-se como candidato perfeito, sendo um componente volatil extraido do éleo
de mostarda e vegetais cruciferos como couve-flor e repolho. O isotiocianato de alilo possui atividade
antioxidante e adiciona a embalagem potencial antimicrobiano frente a diversos microrganismos,
prevenindo a proliferacdo de bactérias e deterioracdo dos alimentos (Dias et al., 2009).

Devido a elevada volatilidade do AITC é necessario o encapsulamento do composto para
evitar perda durante o processo, como € verificado no caso apresentado, com o0 uso da ciclodextrina.
Comprovando as caracteristicas previamente citadas da ciclodextrina como complexo de inclusdo, 0s
autores concluiram que o método usado para insercdo do AITC foi eficiente, possibilitando a retencao
e liberacdo controlada do AITC, acrescentando caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas ao
alimento (Dias et al., 2009).

A potencial aplicacdo dos isotiocianatos na industria de embalagens alimentares é restringida
pela sua natureza volatil e baixa estabilidade térmica. Nesse segmento, Shin e colegas implementaram
um estudo com o objetivo de avaliar a capacidade do complexo de incluséo formado entre 0 AITC e
dois tipos de ciclodextrinas, B-CD e triacetil-B-ciclodextrina (TA-B-CD). Apds o encapsulamento do
AITC, o seu desempenho como composto ativo de libertagdo lenta através de uma matriz de
polietileno de baixa densidade foi verificado. O complexo AITC-TA-B-CD incorporado em polietileno
de baixa densidade mostrou-se eficaz para uso em embalagens antimicrobianas alimenticias e ndo
alimenticias, pois ofereceram uma libertagdo de AITC mais consistente e com concentracdo mais
elevada que aquela verificada no complexo obtido com B-CD, alcangada pela maior estabilidade
térmica do TA-B-CD (Shin et al., 2019).

Outros estudos usando ciclodextrina para encapsulamento de ITCs apontaram que essa
estrutura foi capaz de proporcionar estabilidade térmica, reducdo da volatilidade, inibicdo da
decomposicdo em fase aquosa, diminuigdo da reagdo dos compostos com iGes OH™ e aumento da
solubilidade de alguns isotiocianatos como AITC e PhITC (Dias, 2018).

Li e colaboradores realizaram a preparacao e caracterizacdo do complexo de incluséo formado
entre 0 BITC, extraido da semente do mamédo papaya, e a B-ciclodextrina, alcangando resultados
promissores por meio dessa metodologia. Com a formacgédo do complexo BITC-B-CD, a solubilidade
aquosa, a estabilidade e a capacidade de libertagdo controlada foram consideravelmente aprimoradas.
Tais constatacdes evidenciam que a tecnologia de complexagdo com ciclodextrina é uma abordagem
interessante que promoveria a expansdo do uso do BITC como agente antibacteriano em alimentos.
Para preparacdo do complexo, a mistura BITC-B-CD foi inserida em banho ultrassonico (100 Watts) e
permaneceu sob agitacdo durante 3 horas a 30°C, por fim manteve-se as amostras no escuro a
temperatura ambiente durante 24 horas. A constante de estabilidade aparente obtida nesse estudo foi
de 600,8 L/mol (Li et al. 2015).

Outro artigo direcionado para a formacdo de complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e
isotiocianato de benzilo foi o publicado por Uppal e colegas. Considerando o potencial
anticancerigeno e antimicrobiano do BITC, os autores desse estudo evidenciaram a necessidade da
superacdo de obstaculos como baixa solubilidade e alta volatilidade, para que esse composto seja
inserido de forma ampla em farmacos e biocidas. Com esse objetivo, os autores prepararam complexos
de inclusdo de BITC com ciclodextrinas, nomeadamente 3-CD e HP-B-CD. O estudo foi realizado em
diferentes temperaturas (25 °C, 30 °C e 37 °C) usando excesso de BITC e diferentes concentracGes de
B-CD e HP-B-CD (4 - 20 mM), as amostras foram agitadas durante 24 horas a 850 rpm e centrifugadas
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por 15 minutos antes de serem analisadas. Os resultados alcangados nesse estudo foram satisfatdrios,
obtendo constantes de solubilidade variando entre 151-391 L/mol para complexos formados com f3-
CD e 115-278 L/mol para complexos formados com HP-B-CD, mostrando que o complexo formado
atinge uma maior solubilidade e menor volatilidade, além de manter as propriedades antimicrobianas
do BITC livre (Uppal et al., 2017).

Os complexos de inclusdo com ciclodextrinas também sdo formados com intuito de alcancar
uma libertagdo controlada do composto para inibi¢do de algumas bactérias patogénicas. No estudo
desenvolvido por Liu e colaboradores verificou-se a possibilidade do desenvolvimento de complexos
entre a y-CD e trés isotiocianatos, nomeadamente, BITC, PEITC e MTITC (ITC de 3-
(metiltio)propilo) para aprimorar a libertagdo controlada desse composto para inibicdo de
Staphylococcus aureus. Apos analises sobre os complexos formados, o BITC- y-CD proporcionou um
tempo maior de atividade inibitéria quando comparado aos demais, cerca de 6 dias a mais que 0s
complexos formados entre os outros dois ITCs testados. Esses autores também verificaram o tempo de
atividade entre o BITC- y-CD e o0 BITC puro, onde o complexo mostrou um efeito antibacteriano mais
duradouro sobre a bactéria testada. As barreiras da alta volatilidade do BITC também foram
ultrapassadas com o encapsulamento (Liu et al., 2021).

Outra aplicacdo dos complexos formados entre isotiocianatos e ciclodextrinas foi apresentada
por Cai e colegas. Esses autores apontaram o complexo AITC-B-CD como alternativa promissora aos
conservantes de uso comum para protecdo de produtos por derivados da madeira. Por meio desse
estudo foi evidenciada a aplicabilidade do AITC encapsulado com B-ciclodextrina como conservante,
obtendo uma elevada resisténcia ao apodrecimento acarretado por fungos e reducéo da perda de massa
dos painéis de madeira onde o conservante foi testado, com perda de massa abaixo de 7%. Tais
resultados mostram que a substituicdo de conservantes convencionais por produtos alternativos com
potencial obtencdo por vias naturais é vidvel, possuindo capacidades de atuacdo semelhantes aos
comumente utilizados (Cai et al., 2020).

Além do encapsulamento com ciclodextrinas, o uso de solu¢cBes micelares contendo
isotiocianato de alilo se mostraram eficazes sobre células tumorais, intensificando a a¢cdo do composto
por meio da potencializacdo dos efeitos citotoxicos (Almeida, 2016).

No estudo realizado por Encinas-Basurto e colaboradores um copolimero biodegradavel,
nomeadamente o poli (acido latico-co-glicolico) (PLGA) conhecido por sua utilizagdo em uma
variedade de dispositivos terapéuticos por ter elevada biodegradabilidade e biocompatibilidade, foi
usado para encapsulamento do isotiocianato de alilo. Tal complexo se mostrou um sistema promissor
de ministracdo, promovendo uma degradacdo lenta, protecdo contra nucledfilos, diminuicdo da
volatilidade associada ao AITC, além disso fez com que a agdo antitumoral do composto fosse
prolongada (Encinas-Basurto, 2017).
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo é descrito os procedimentos experimentais aplicados no decorrer desse estudo,
sendo aqui contemplados os procedimentos utilizados para os ensaios de fotorreatividade e
encapsulamento, bem como, as condi¢Ges selecionadas e o composto usado para aplicacdo dos
métodos.

3.1 Planeamento experimental

3.1.1 Composto selecionado para estudo

O composto selecionado para esse estudo foi o isotiocianato de benzilo (BITC) com férmula
molecular CsH7NS e massa molar de 149,21 g/mol.

O isotiocianato de benzilo em sua forma nativa é um liquido oleoso e hidrofébico, com forte
odor e de facil degradacéo, além de apresentar elevada volatilidade (Feltes, 2021). Tais caracteristicas
levaram a escolha desse composto para o presente estudo, pois a partir dos métodos a seguir
apresentados foi possivel definir se a degradacdo desse composto estava ligada a exposi¢do a luz
visivel e também verificar o potencial aumento de sua solubilidade por meio da formacdo de
complexos com ciclodextrinas, ja que € um composto fortemente hidrofébico.

A escolha do BITC também esta associada ao elevado numero de estudos sobre esse
composto, devido suas propriedades biol6gicas como atividade antimicrobiana, anti-helmintica e
propriedades medicinais, em especial sua atividade anticancerigena (Feltes, 2021).

O BITC foi adquirido a Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Algés, Lisboa).

3.1.2 Materiais e equipamentos utilizados

Para pesagem de todos reagentes, recorreu-se a uma balanca analitica da marca Kern & Sohn
GmbH (Balingen, Alemanha), modelo ABJ-NM/ABS-N.

Na medicdo de volumes realizada no decorrer dos ensaios, foram usadas micropipetas de
capacidade variavel (1 — 5 mililitros (mL), 10 — 100 microlitros (uL), de 100-1000 uL) da marca VWR
(Carnaxide, Portugal). Para a filtracdo das solucfes referentes ao ensaio de encapsulamento, foram
utilizados filtros de seringa Chromafil, modelo Xtra PTFE 45/25 com uma porosidade de 0,45
micrémetros (um) da marca Macherey-Nagel GmbH e Co. (Loures, Portugal).

Nos estudos relativos a encapsulacdo foi usado um agitador orbital, marca IKA (Staufen,
Alemanha), modelo KS 4000 | Control. Para auxiliar na dissolucdo das solugdes, utilizou-se um banho
de ultrassons da marca VWR USC (Carnaxide, Portugal), modelo 100TH. Também foi utilizado para
otimizacdo do método de encapsulamento o ultrassom da marca J.P Selecta FA,195 Watts (Barcelona,
Espanha) para efeito de comparagdo com as analises realizadas apenas com uso de agitador orbital.

O espectrofotometro de UV/VIS é da marca Shimadzu (Kyoto, Japdo), UV-1800-240V IVDD.
A aquisicdo de dados foi realizada usando o software “UVProbe 2.42” instalado num computador
ligado ao espectrofotometro.

Para os ensaios de fotorreatividade, foi usada a camara de fotorreatividade da marca Aralab
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(Rio de Mouro, Portugal), modelo FITOCLIMA S600PL.

3.2 Estudo da fotorreatividade do BITC

Para que o uso de um composto seja considerado seguro para administracdo em biocidas ou
farmacos é necessario definir se tal substancia ndo apresenta fototoxicidade, seja para o ambiente em
gue esta inserido ou para saude humana, uma vez que estes produtos serdo expostos a luz ambiente
possibilitando a ocorréncia de reacdes fotoquimicas.

A fototoxicidade é uma resposta toxica que ocorre quando uma amostra contendo produtos
quimicos fotoativos, também nomeados fotorreativos, é exposta a luz solar. Essa reagdo fotossensivel
pode ser categorizada como fotoirritacdo (reacdo aguda semelhante a uma queimadura solar apds
exposicdo a uma substancia fotorreativa), fotoalergia (reacdo imunoldgica que ocorre ap6s diversas
exposic¢Oes & um fotoquimico) e fotogenotoxicidade (resposta genotoxica apds exposi¢do a um produto
quimico por fotoexcitacdo direta do ADN (&cido desoxirribonucleico) ou por excitagdo indireta de
produtos fotorreativos) (OECD, 2019).

O potencial fototoxico de um produto esté relacionado a suas propriedades fotoquimicas, em
especial a sua capacidade de absorcdo de luz em comprimentos de onda entre 290-700 nanémetros.
Com isso, a diretriz ICH (Diretiva do Conselho Internacional de Harmonizacdo de Requisitos
Técnicos para Produtos Farmacéuticos para Uso Humano) S10 indica a analise do espectro de
absorcdo de luz UV-Vis na faixa de comprimentos de onda citada para avaliagdo da potencial
fototoxicidade de uma substancia, obtendo assim a absortividade molar do composto. A diretriz ICH
S10 sugere que para um produto com absortividade molar inferior a 1000 L/mol*cm ndo ha
necessidade da realizacdo de outras avaliagdes de fotoseguranga, pois poucos produtos quimicos
fototoxicos apresentam valor citado (OECD, 2019).

O resultado obtido nessa analise deve ser combinado a outros sistemas de rastreio com
objetivo de evitar falsas definigdes, nomeadamente a avaliacdo da fotorreatividade dos compostos
através do ensaio de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (OECD, 2019). O ensaio de ROS possui
baixa especificidade, podendo gerar falsos positivos para fototoxicidade, pois 0s mecanismos ligados a
essa propriedade ndo se baseiam apenas na geracdo de espécies reativas de oxigénio. A substancia
analisada pode ser fotoativada e reagir diretamente com proteinas ou ADN, 0 que ocasionara uma agéo
fototoxica (Aguiar, 2018). Um composto definido como ndo-fotorreativo nesse ensaio indica que a
probabilidade de uma substancia ser fototoxica é baixa, entretanto se o resultado definir o composto
como fotorreativo é necessario realizar uma avaliacdo mais detalhada da substdncia em questéo
(Freitas, 2016).

Na literatura ndo sdo encontrados dados sobre os efeitos da radiacdo UV/Vis sobre os
isotiocianatos. No presente estudo, a avaliagdo da fotoreatividade foi realizada, de acordo com a
diretriz ICH S10, através do estudo da absortividade molar para verificar o potencial fotorreativo do
composto estudado (OCDE, 2019). Em seguida, para complementacéo dos resultados encontrados no
teste anterior foi implementado o ensaio de ROS, largamente introduzido para detetar o oxigénio
singleto (*O,) e o anion superéxido (O2) gerados através de fotoirradiagdo quimica, pois sdo as
principais espécies de oxigénio reativo produzidas em uma reacdo fototoxica (Aguiar, 2018).

3.2.1 Absortividade molar

A absortividade molar, também conhecida como coeficiente de extingdo molar (MEC), é uma
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propriedade intrinseca das substancias e pode ser definida como a capacidade que uma determinada
substancia possui em absorver luz a um determinado comprimento de onda. A absortividade molar
depende de diversos fatores, tais como a substancia em questdo, o comprimento de onda utilizado,
bem como a temperatura e o solvente nos quais a substancia se encontra dissolvida. Segundo a lei de
Beer-Lambert, mostrada na Equacdo 3.1, a absorvancia (A) de uma amostra depende da espessura da
célula em que esta contida a substancia — percurso ético — (1) e da concentracéo (C) da substancia.

A=¢ xXc xl (Equacéo 3.1)

O espectro de absorcdo do composto estudado foi determinado na faixa de 290-700 nm, de
acordo com a norma OECD Test Guideline 101 (OECD, 2019). O BITC foi dissolvido em DMSO para
obter uma concentragdo final de 10 pg/mL e os espectros de absor¢do foram medidos usando cuvetes
de quartzo transparentes ao UV (percurso 6tico = 10 mm). O espectro foi corrigido considerando a
absorcdo especifica do solvente. A absortividade molar foi calculada usando o pico de maxima
absorcédo (Photosafety Evaluation of Pharmaceuticals S10, 2013).

3.2.2 Ensaio de ROS

O protocolo de ensaio de ROS e os estudos de validacdo foram realizados de acordo com o
procedimento descrito na literatura (Aguiar, 2018). As solugdes-mae de todas as substancias testadas
foram preparadas na concentragdo de 10 mM em DMSO e usadas no mesmo dia, protegidas da luz.

A andlise da formacdo de oxigénio singleto (SO) foi detetada por medicdo
espectrofotométrica, a 440 nm, da diminuicdo da absorvancia de uma solucdo de p-
nitrosodimetilanilina (RNO) usando imidazol como um aceitador seletivo de SO. As amostras,
contendo a substancia testada (200 uM), RNO (50 uM) e imidazol (50 uM) em tampdo fosfato de
sodio 20 mM (NaPB, pH 7,4), foram colocadas num tubo, agitadas e colocadas num banho de
ultrassons, protegidas da luz, durante 10 minutos. A mistura foi transferida para uma célula de quartzo
Hellma. Em seguida, as amostras foram irradiadas usando uma camara climatica e simulador solar
Fitoclima S600PL (Aralab, Portugal), equipada com oito lampadas UV-Vis Repti Glo (20 W), durante
90 min a 25°C. Ap06s irradiacdo, a absorvancia foi lida novamente a 440 nm. A andlise da formacéao de
anido superéxido (SA) foi realizada observando a redugdo de azul de nitro-tetrazélio (NBT) a
monoformazan (NBT*), que pode ser determinada espectrofotometricamente a 560 nm. Amostras
contendo os compostos testados (200 uM) e NBT (50 uM) em 20 mM NaPB foram irradiadas, ¢ a
reducdo do NBT foi medida pelo aumento da absorvancia a 560 nm da mesma maneira que para a
determinacgdo de SO. As experiéncias foram realizadas em triplicado.

Como o simulador solar utilizado era diferente dos modelos recomendados, foi necessario
validar as condicfes de irradiacdo. O ensaio ROS foi realizado para garantir que as condicdes de
irradiacdo satisfaziam os critérios recomendados usando um controlo positivo (quinino) (Aguiar,
2018).

De acordo com o resultado (média das determinagBes em triplicado) do ensaio ROS, as
substancias testadas séo classificadas como fotorreativas quando se obtém um valor SO igual a 25 ou
superior e/ou um valor SA 20 ou superior; por sua vez, a substancia é considerada nao fotorreativa
quando sdo registados valores inferiores a 25 para SO e inferiores a 70 para SA (Aguiar, 2018).

O quinino e o dimetilsulfoxido usados neste procedimento foram adquiridos a empresa Sigma-
Aldrich Quimica S.A.
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3.3 Estudo da complexagdo do BITC com diferentes ciclodextrinas

3.3.1 Escolha do solvente

Uma vez que o BITC é pouco sollvel em &agua, inicialmente realizou-se um estudo do
solvente a usar para a preparacdo da curva de calibracdo. Os dados disponiveis na literatura mostram
que o BITC é soltvel em etanol, pelo que se optou por usar como solvente uma mistura etanol/agua.
Para otimizar a propor¢do da mistura etanol:agua a usar como solvente, preparou-se uma solugdo-mée
de BITC 10 mM em etanol. Por diluicdo da solugcdo-mée prepararam-se quatro solugbes com
concentragdes de 0,2mM em BITC, usando como solvente diferentes proporcfes de etanol:dgua
(Tabela 3.1).

Tabela 3. 1 - SolugBes preparadas a partir da solu¢do-mée para defini¢do do solvente.

100
80
60
50

A W0 N B

Tracaram-se espectros de cada uma das solugbes preparadas entre 0os comprimentos de onda
200 a 400 nm, e suas absorvancias maximas determinadas.

3.3.2 Curva de calibragao

Para obtencdo da curva de calibracdo, foi preparada uma solucdo intermédia, com
concentragdo de 1 mM de BITC em etanol.

A partir da solucdo intermédia prepararam-se 6 solugdes padrdo usando como solvente uma
mistura etanol-agua (60:40).

As concentracBes das solugBes padrdo, bem como a quantidade de etanol e 4gua adicionada
sdo apresentadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3. 2 - Preparagéo de solugdes padréo para obtengdo da curva de calibracéo.

1 2,00 2,00%X10*4 4,00 4,00
2 1,50 1,50%104 4,50 4,00
3 1,00 1,00%104 5,00 4,00
4 0,76 7,50X10° 5,24 4,00
5 0,50 5,00%X10° 5,50 4,00
6 0,25 2,50%10° 5,75 4,00

Mediu-se as absorvancias de todas as solucdes preparadas a 245,5 nm e construiu-se, a partir
dos valores obtidos, a curva de calibragdo representando Absorvancia vs Concentracdo de
isotiocianato. Esse procedimento foi realizado em triplicado.

3.3.3 Estudo da complexacéo do BITC com diferentes ciclodextrinas

Tendo em consideracgdo a literatura encontrada, para o estudo de solubilidade do BITC, foram
usados dois métodos de preparacdo do complexo de inclusdo, um deles foi implementado com o uso
de ultrassons e agitador orbital (método 1) e o outro, s6 com agitador orbital (método II) (Li et al.,
2015; Uppal et al., 2017; Piletti, 2016).

Método I: Preparou-se uma solucdo-mée de HP-4-CD com uma concentracéo de 30 mM.

Na sequéncia, para trés matrazes de 25 mL foram preparadas trés solucBes com excesso de
BITC (30 mg) em solugdes de ciclodextrina entre 0 mM e 30 mM (Tabela 3.3). De seguida 0s
matrazes foram revestidos com papel de aluminio e colocados num banho de ultrassons a 195 Watts e
temperatura de 30°C durante 3 horas.

Tabela 3. 3 - Preparagéo das solugdes para ensaio de solubilidade (Método I).

A 0 0 10,00
B 0,030 10,0 3,40 6,60
C 30.0 10,00 0

De seguida, as solucdes foram agitadas num agitador orbital, a 100 rpm a temperatura
ambiente, durante 48 horas.

Em periodos definidos, retiraram-se aliquotas destas solugdes, filtraram-se com filtros de 0,45
um e, depois de uma diluicdo conveniente, determinou-se a concentracdo de BITC presente em cada
uma delas recorrendo a curva de calibrag&o.

Metodo I1: Analogamente ao ensaio anterior, preparou-se primeiramente trés solugdes com
concentracgdes de 0, 10 e 30mM em ciclodextrina (HP-5-CD) com BITC (30 mg) (Tabela 3.4).
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Tabela 3. 4 - Preparagéo de solugdes para ensaio de solubilidade (Método I1).

Solucéo Massa de BITC CD (mM)  Volume de CD/30mM Volume de 4gua

pesada () (mL) (mL)
A 0 0 10,00
B 0,030 10,0 3,40 6,60
C 30,0 10,00 0

Em seguida levaram-se as solugbes mencionadas a agitagdo nas mesmas condi¢fes do estudo
anterior, mas desta vez sem utilizagdo prévia do ultrassons e aliquotas foram diluidas e analisadas em
espectrofotometro UV-Vis em periodos definidos.

Uma vez que os resultados obtidos por ambos os métodos ndo foram significativamente
diferentes, optou-se por realizar o estudo mais detalhado usando o método 1.

Deste modo, repetiu-se o procedimento descrito anteriormente usando solucGes com
concentragdo de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mM em ciclodextrina (HP-B-CD ou M-$-CD).

Na Tabela 3.5, apresenta-se a quantidade de BITC pesada, os volumes de CD 30 mM e o
volume de &gua colocados em cada recipiente para os dois tipos de CD utilizados.

Tabela 3. 5 - Preparagéo de solugdes para o estudo da solubilidade usando o método Il para cada uma das CD.

Solucéo Massa de BITC  HP-B-CD (mM) Volume de CD (mL) Volume de agua

pesada (g) (mL)

A 0 0 10,00

B 5,00 1,70 8,30

C 10,0 3,40 6,60

D 0,030 15,0 5,00 5,00

E 20,0 6,70 3,30

F 25,0 8,40 1,60

G 30,0 10,00 0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com objetivo de avaliar a fotorreatividade do BITC e definir se esse composto apresenta ou
ndo potencial fototdxico, foram efetuados os ensaios para determinacdo da absortividade molar e o
ensaio de ROS. Também foi realizado um estudo da complexacdo do BITC com ciclodextrinas,
usando dois derivados de B-ciclodextrina, a hidroxipropil-g-ciclodextrina (HP-5-CD) e a metil-4-
ciclodextrina (M- -CD). Os resultados alcancados para os estudos mencionados estdo dispostos nas
secdes a sequir.

4.1 Estudo da Absortividade molar do BITC

De acordo com a ICH, a condi¢do priméaria para avaliacdo do potencial fotorreativo é se um
composto absorve fotdes em qualquer comprimento de onda entre 290 — 700 nm. Um composto que
possua uma absortividade molar (€) superior a 1000 L/mol*cm na faixa de comprimentos de onda
mencionada, € considerado suficientemente fotorreativo para resultar em fototoxicidade direta
(Photosafety Evaluation of Pharmaceuticals S10, 2013). O espectro de absor¢do do BITC, usando
como solvente 0 DMSO, foi tragado entre os comprimentos de onda de 290 — 700 nm (Figura 4.1).

0,06
0,05
0,04

0,03

Absorvancia

0,02
0,01

0
290 340 390 440 490 540 590 640 690

Comprimento de onda (nm)

Figura 4. 1 - Espectro de absorc¢éo do BITC entre os comprimentos de onda 290-700nm.

O resultado obtido permitiu concluir que o BITC ndo absorve radiagdo na gama de
comprimentos de onda estudada.

Apesar dos resultados obtidos ndo indiciarem a existéncia de grupos croméforos, decidiu-se
continuar com o estudo uma vez que o BITC pode eventualmente sofrer fragmentagdo fotoinduzida,
devido a presenca do grupo isotiocianato, e potenciar a ocorréncia de fototoxicidade.
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4.2 Ensaio ROS

O ensaio de ROS requer inicialmente a definicdo das condi¢Ges experimentais necessarias
para o estudo, visando garantir que tal procedimento atenda os critérios recomendados, usando para
isso um controlo positivo, que é usado como referéncia para as analises subsequentes (OCDE, 2019).

O controlo positivo testado para esse estudo foi 0 quinino, comumente aplicado na otimizacdo
do ensaio de ROS, a partir do qual se valida o método utilizado caso o resultado obtido para este
composto se encontre dentro dos valores de referéncia. Para o quinino os valores esperados neste
ensaio sdo os dispostos na Tabela 4.1.

Tabela 4. 1 - Faixas de valores aceitaveis no ensaio de ROS para o quinino (OCDE, 2019).

SO 319 a 583
SA 193 a 385

Neste estudo a geracdo de SO foi determinada por meio do calculo da reducgdo da absorvancia
de RNO (p-nitrosodimetilanilina) a 440 nm, utilizando a Equagdo 4.1 (OCDE, 2019).

Diminuicdo A440 = [A440(—) — A440(+) — (a — b)] x 1000 (Equacdo 4.1)

Onde o sinal (-) corresponde a absorvancia antes da exposicao a luz, o sinal (+) a absorvancia
apos exposicdo a luz UV/Vis e a e b, indicam o branco antes e depois da exposi¢éo a luz.

Para 0 SA a geracao foi calculada pela Equacéo 4.2 (OCDE, 2019), tendo em conta 0 aumento
da absorvancia em 560nm como consequéncia da formacao de NBT+ (monoformazan).

Aumento A560 = [A560(+) — A560(—) — (b — a)] x 1000 (Equacéo 4.2)

O ensaio com o quinino (controlo positivo) foi efetuado e o resultado obtido ap6s um tempo
de exposicdo de 2:30 horas foi de 449 e 265 para 0 SO e o SA, respetivamente. Em qualquer dos
casos, 0s resultados obtidos para o quinino se encontram dentro do intervalo aceitavel, indicando as
condicBes experimentais sdo as adequadas para o ensaio ROS.

O mesmo ensaio foi realizado para o BITC. Os valores obtidos para os testes estdo dispostos
na Tabela 4.2. As absorvancias obtidas para o controlo positivo e para o BITC pode ser visualizado no

Anexo B.
Tabela 4. 2 - - Resultados obtidos para cada composto usando o ensaio de ROS.

BITC 10 3 Né&o fotorreativo

De acordo com a literatura, uma substancia € considerada fotorreativa, se o valor de SO for >
25 e/ou o valor de SA > 70 (Figura 4.2) (OECD, 2019).
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Nio fotorreativo

25
SO

Figura 4. 2 - Critério para definicdo de produtos fotorreativos para o ensaio de ROS (Adaptado OECD, 2019).

A partir dos resultados especificados na Tabela 4.2, o BITC mostra-se ndo-fotorreativo, ou
seja, ndo induz a geracdo de espécies de oxigénio (SO e SA) quando exposto a luz UV-Vis nas
condigOes de analise utilizadas no ensaio de ROS. Esse resultado é coerente com os dados obtidos
anteriormente relativos a absortividade molar e sugerem que o BITC ndo apresenta potencial
fototoxico.

4.3 Estudo da complexacéo do BITC com diferentes ciclodextrinas

Com objetivo de analisar a complexacéo do isotiocianato de benzilo com ciclodextrinas em
meio aquoso, efetuaram-se ensaios de solubilidade de acordo com o procedimento descrito por
Higuchi e Connors (1965). O presente estudo foi realizado com duas CD, HP-p-ciclodextrina e Metil-
S-ciclodextrina, e em cada caso foram medidas as absorvancias das solucBes, com auxilio de
espectrofotometria UV-Vis, a temperatura ambiente.

4.3.1 Escolha do solvente

Foram tracados os espectros de solucBes de BITC 0,2 mM preparadas em solventes contendo
diferentes proporcdes de etanol:agua (seccdo 3.3.1). Os resultados obtidos indicaram que proporcoes
de agua acima de 40% acarretariam em uma diminuicdo da absorvancia quando comparado a solucéao
com 100% de etanol, no qual o BITC é completamente soltvel. Assim, a mistura etanol:4gua (60:40)
foi usada como solvente nos estudos posteriores. Na Figura 4.3 é apresentado o espectro da solucao de
BITC usando como solvente a mistura etanol:dgua (60:40), os espectros obtidos para as demais
proporcdes testadas estdo dispostos no Anexo A.
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Figura 4. 3 - Espectro de UV obtido para uma solugdo de BITC com concentracdo de 0,2mM, usando como solvente uma

mistura etanol:agua (60:40).

O comprimento de onda correspondente ao maximo de absorvancia, é de 245,5 nm, valor este

definido para as anélises seguintes.

4.3.2 Curva de calibragao

Tracou-se a curva de calibragdo no intervalo de concentragdo de BITC variando entre 2x10° e
2x10™* mol/L. Na Tabela 4.3 apresentam-se as absorvancias para as diferentes concentragdes de BITC
ao comprimento de onda de 245,5 nm.

Tabela 4. 3 - Absorvancias obtidas para as solu¢des padrao com diferentes concentragdes de BITC.

o OB W N

2,04%x10*
1,53x10*
1,02x10*
7,75%X10°
5,10%10°
2,57%x10°

0,3395
0,2597
0,1585
0,1212
0,0733
0,0285

Por meio dos resultados obtidos foi tracada a curva de calibracéo apresentada na Figura 4.4. O
ensaio para defini¢do da curva de calibragéo foi realizado em triplicado.

Como é possivel verificar por meio do grafico apresentado, existe uma correlacdo linear entre
a absorvancia de radiagdo e a concentracdo de BITC, para as concentrac@es testadas, com coeficiente

de correlacéo de 0,9973.
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Figura 4. 4 - Curva de calibragdo obtida para concentragdes entre 2X10-5 e 210 mol/L no comprimento de onda de 245,5
nm.

Com a curva de calibragdo definida, prosseguiu-se para o estudo seguinte, onde o composto
foi encapsulado usando as duas ciclodextrinas anteriormente mencionadas.

4.3.3 Escolha do método de encapsulamento do BITC com a HP - g-ciclodextrina

Como mencionado na secg¢do 3.3.3, foram testados 2 métodos para a 0 estudo da solubilidade
do BITC, a complexacdo com o uso de ultrassons e agitador orbital (método 1) e a complexacao
usando somente o agitador orbital (método II) (Li et al., 2015; Uppal et al., 2017; Piletti, 2016). Tal
teste foi realizado para possibilitar a definicdo do melhor método para o presente estudo.

4.3.3.1 Estudo do encapsulamento usando o método |

Foram preparadas solucBes contendo 30 mg de BITC e concentragdes crescentes de CD que
foram de seguida sujeitas as condi¢Oes experimentais descritas anteriormente para o método I.
Retiraram-se aliquotas apds 24h e 48h de agitacdo e determinou-se a concentracdo de BITC nestas
solugdes usando a curva de calibragdo estabelecida anteriormente. Uma vez que os resultados obtidos
para as duas ciclodextrinas mostraram tendéncias e conclusfes semelhantes optou-se por apresentar
unicamente os resultados experimentais obtidos para uma delas (HP-5-CD). Na Tabela 4.4 encontram-
se os resultados obtidos para a HP-4-CD.
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Tabela 4. 4 - Estudo da solubilidade de BITC usando trés concentragdes diferentes de HP-5-CD (método I).

Ensaio  Concentracdo de HP-p-CD  Fator de diluigdo Absorvancia  Concentragdo de [BITC]

1 0 2,5 0,2974 4,49%104
(24h) 10,0 20 0,1369 1,72x103
30,0 20 0,3108 3,74%10°3

2 0 2,5 0,289 4,36X104
(48h) 10,0 20 0,154 1,91x10°3
30,0 20 0,347 4,17%x10°

A partir das concentracGes obtidas foram tracados os diagramas de solubilidade ([BITC] = f
[[CD]) (Figuras 4.5 e 4.6).
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Figura 4. 5 - Diagrama de solubilidade, obtido para a HP- 8 -CD, apds 24h de agitagdo (método I).
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Figura 4. 6 - Diagrama de solubilidade, obtido para a HP- 5 -CD, apds 48h de agitagdo (método I).
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Os resultados obtidos mostram um aumento da solubilidade do BITC com o incremento da
quantidade de CD. A constante de estabilidade obtida para a HP-B-CD, recorrendo a Equacao 2.1, é
apresentada na Tabela 4.5.

Tabela 4. 5 - Dados obtidos para o calculo da constante de estabilidade (K).

1 y =0,1087x + 0,0005 0,1087 0,0005 0,9967 243,9
2 y =0,1226x + 0,0005 0,1226 0,0005 0,9950 279,4

Os dados encontrados mostram valores para a constante de estabilidade da mesma ordem de
grandeza para 24h e 48h de agitacdo. Estes valores encontram-se em concordancia com o resultado
descrito na literatura de 278,60 L/mol (Uppal et al., 2017).

4.3.3.2 Estudo do encapsulamento utilizando o método 11

Prepararam-se soluces contendo 30 mg de BITC e concentracdo crescente de CD e foram
sujeitas de seguida as condi¢cdes experimentais descritas para o método Il (capitulo 3). Retiraram-se
aliquotas apos 24h e 48h de agitacéo e determinou-se a concentragdo de BITC nestas solugdes usando
a curva de calibragdo média. Na Tabela 4.6 sdo apresentados os resultados obtidos no estudo de
solubilidade com a HP-B-CD.

Tabela 4. 6 - Estudo da solubilidade de BITC em trés concentragdes diferentes de HP- 8-CD (método I1).

1 0 2,5 0,2384 3,62%10*4
(24h) 10,0 20 0,1133 1,44%10°3
30,0 20 0,2088 2,55%103

2 0 2,5 0,2540 3,85%10*
(48h) 10,0 20 0,1510 1,88X10°3
30,0 20 0,3260 3.92X10°3

Foram tracados diagramas de solubilidade, os quais se encontram apresentados nas Figuras 4.7
e4.8.
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Figura 4. 7 - Diagrama de solubilidade apds 24h de agitagéo (método I1).
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Figura 4. 8 - Diagrama de solubilidade apds 48h de agitagéo (método I1).

Com os resultados alcancados a partir dos diagramas de solubilidade, calculou-se a constante
de estabilidade, recorrendo novamente a Equacdo 2.1, os valores encontrados estdo dispostos na
Tabela 4.7.

Tabela 4. 7 - - Dados obtidos para o calculo da constante de estabilidade (K) sem utilizacdo de ultrassom.

Ensaios Equacdo da reta Declive  Ordenada na Constante de
(y=mx+Db) (m) origem (So) estabilidade (K)
(mol/L) (WT)))
1 y =0,0720x + 0,0005 0,0706 0,0005 0,9678 151,9
2 y =0,1156 + 0,0005 0,1156 0,0005 0,9898 2614

Os valores encontrados para a constante de estabilidade usando 24h e 48h de agitacdo séo
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diferentes o que indica que, usando somente a agitacdo orbital, o equilibrio demora mais tempo a ser
atingido. De qualquer forma, o valor obtido apds 48 h de agitacdo é semelhante ao obtido usando o
método | e ao valor descrito na literatura para o BITC. Assim, por ser um método experimentalmente
mais simples, optou-se por realizar um novo estudo, com um maior nimero de solugbes com
concentragdes crescentes de CDs, usando o método Il e agitacdo durante 48h a temperatura ambiente
(25°C).

4.3.4 Ensaios de solubilidade dos complexos formados entre o isotiocianato de
benzilo e as diferentes ciclodextrinas utilizando o método I1

A partir dos resultados obtidos na sec¢do anterior, a método selecionado foi a complexagdo
utilizando agitador orbital, sem agitacdo prévia com ultrassons.

Sendo assim, em sete matrazes colocaram-se 30 mg de BITC e concentragdes crescente das
duas CDs (HP- B-CD e M- B-CD) que de seguida foram colocadas a agitar, num agitador orbital (100
rpm) durante 48h a temperatura ambiente (25°C). Os ensaios foram realizados em duplicado.

Relativamente ao estudo do encapsulamento do BITC com HP- B-CD, o resultado obtido para
um dos ensaios encontra-se apresentados na Tabelas 4.8 (os demais resultados se encontram no
ANEXO A).

Tabela 4. 8 - - Dados obtidos para o célculo da constante de estabilidade (K).

0 2,5 0,2930 4,42X104
5,00 10 0,1815 1,12x103
10,0 20 0,1210 1,53x103
15,0 20 0,1855 2,28%10%3
20,0 20 0,2260 2,75%10%3
25,0 20 0,2780 3,36%10%3
30,0 20 0,3035 3,66%103

Na Figura 4.9 apresenta-se o0 respetivo diagrama de solubilidade obtido através dos valores
dispostos na Tabela 4.8.
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Figura 4. 9 - Diagrama de solubilidade com HP- 5-CD.

Na Tabela 4.9 encontram-se representados os resultados obtidos relativamente ao estudo do
encapsulamento do BITC com a M- B-CD para um dos ensaios (0 ensaio duplicado encontra-se no

Anexo A desse documento).

Tabela 4. 9 - Estudo da solubilidade do BITC em diferentes concentracdes de M- 5-CD.

Concentracéo de M- B-CD
(mM)

Fator de diluicdo

de [BITC]

Absorvancia Concentracio
(245,5 nm)

5,00
10,0
15,0
20,0
25,0
30,0

2,5
10
20
20
20
20
20

0,3235
0,2110
0,1705
0,2585
0,3325
0,4020
0,5035

(mol/L)

4,86%10*

1,29%10°®
2,11x108
3,13x10°8
4,00%x10°3
4,81x10°3
5,99%107®

A partir dos valores apresentados na Tabela 4.9 foi tracado o diagrama de solubilidade

correspondente (Figura 4.10).
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Figura 4. 10 - Diagrama de solubilidade relacionado aos resultados obtidos usando M- 5 -CD.

Em qualquer dos casos, os diagramas mostram a existéncia de um aumento da solubilidade do
BITC com o incremento da concentragdo da CD. Os declives obtidos sdo inferiores a 1 o que indica
que os complexos entre 0 BITC e as CD s&o formados numa proporcéo 1:1 (Zornio, 2013).

A partir dos diagramas de solubilidade, calcularam-se as constantes de estabilidade médias,
recorrendo a Equacdo 2.1, tendo-se obtido os valores apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4. 10 - Dados obtidos para o calculo da constante de estabilidade (K).

HP- g -CD 0,111 0,0005 0,9926 250+4
M-g -CD 0,184 0,0004 0,9971 565+10

Os valores obtidos para a constante de estabilidade foram de 250+4 e 565+10 L/mol,
respetivamente.

O valor obtido para a HP se mantém da mesma ordem de grandeza do valor obtido por Uppal
e colaboradores no estudo realizado para complexacdo do BITC a mesma temperatura (25°C) (278,60
L/mol) (Uppal et al., 2017).

Com a utilizagdo das ciclodextrinas foi possivel alcancar um aumento na solubilidade do
BITC de oito vezes para o encapsulamento utilizando HP- B -CD e de doze vezes com 0 uso da M- 3 -
CD.

Para mesmas condi¢cBes de processo, o valor da constante de estabilidade com a M-f-
ciclodextrina é superior.

De acordo com Oliveira e colaboradores, as CDs metiladas de baixo grau de substituicdo
molar parecem ser 0s solubilizantes mais poderosos, corroborando o resultado apresentado (Oliveira et
al., 2009). Dias e colegas relatam que o uso de um derivado metilado de CD indica uma boa
solubilizacdo de compostos pouco sollveis, como € o0 caso do composto de interesse nesse documento
(Dias, 2018). Estudos também apontam que as ciclodextrinas metiladas possuem eficiéncia de
complexacdo superiores as da B-CD devido ao aumento do espaco hidrofébico da cavidade da
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ciclodextrina ocasionado pela insercdo de substituintes (Teixeira, 2012).
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo efetuar uma revisdo bibliografica sobre um grupo de
compostos naturais - os isotiocianatos - encontrados em vegetais da familia das cruciferas que séo
descritos como apresentando uma elevada atividade antimicrobiana, antioxidante e antifingica.

O isotiocianato de benzilo, composto largamente citado em pesquisas ligadas a sua ligacao ao
tratamento do cancro, foi selecionado para estudos de fotorreatividade e encapsulamento usando
ciclodextrinas. Esses estudos foram efetuados com objetivo de averiguar uma possivel fototoxidade
desse composto e no caso do encapsulamento, proporcionar uma maior solubilidade e
biodisponibilidade e diminuir a volatilidade do BITC.

As andlises efetuadas permitiram que o BITC néo é fotorreativo indicando que a possibilidade
desse isotiocianato apresentar fototoxidade é reduzida.

Os estudos de solubilidade usando duas ciclodextrinas, HP-B-CD e M-B-CD, permitiram
verificar a existéncia de uma relacéo linear entre 0 aumento da solubilidade do isotiocianato de benzilo
e 0 aumento da concentragdo das CDs. O estudo de solubilidade foi realizado usando diferentes
condicOes experimentais, uso de ultrassons e agitador orbital (método 1) ou somente utilizacdo de
agitador orbital (método I1), e permitiu chegar a conclusdo de que o processo de complexac¢éo ndo é
muito influenciado pela agdo dos ultrassons, dado que o uso deste ndo propiciou grande aumento na
constante de estabilidade.

Com isso, os demais ensaios foram realizados sem o uso de ultrassons para as duas variagoes
de B-Ciclodextrina utilizadas. Onde os valores para as constantes de estabilidade foram de 250(x4)
L/mol para HP-B-Ciclodextrina e 565(+10) L/mol para a M-B-Ciclodextrina, com tempo de agitagéo
de 48 horas.

Os resultados encontrados confirmam a potencial de aplicabilidade dos complexos de inclusdo
com CDs para aprimoramento de agentes antimicrobianos contendo isotiocianatos em sua composicao.

Para um seguimento dos estudos efetuados, considera-se que seria relevante para a pesquisa
sobre os isotiocianatos, realizar ensaios que avaliem a estabilidade, volatilidade e toxicidade do
complexo versus isotiocianato na sua forma livre. Além disso, seria apropriado uma caraterizagao
instrumental aprofundada do complexo de inclusdo BITC-CD de forma a perceber como ocorre a
formacdo destes complexos.
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ANEXO A - Resultados das amostras analisadas por UV-Vis para estudo
da complexacao do isotiocianato de benzilo e diferentes ciclodextrinas.

Neste anexo sdo apresentadas as demais figuras dos espectros de absorcéo para 0s ensaios de
escolha do solvente. As duas outras curvas de calibracdo obtidas para o estudo de complexacao
também encontram aqui disponibilizadas, bem como os diagramas de solubilidade obtidos por meio
dessas curvas e 0s resultados relevantes sobre esses diagramas.

e [Espectros obtidos para escolha do solvente
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Figura A. 1 - Espectro de absorcéo para solugédo de BITC a uma concentragdo de 0,2mM e com 100% de etanol como
solvente.
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Figura A. 2 - Espectro de absorcao para solugéo de BITC a uma concentragdo de 0,2mM e com um solvente contendo 80%
de etanol e 20% de agua.
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Figura A. 3 - Espectro de absorgéo para solugdo de BITC & uma concentragdo de 0,2mM e com um solvente contendo 50%
de etanol e 50% de agua.

e Tabela e diagrama de solubilidade do complexo BITC-HP-B-CD (Ensaio
2)

Tabela A. 1 - Estudo da solubilidade do BITC em diferentes concentra¢des de HP- 8-CD (Ensaio 2).

Concentracdo de HP- B-CD  Fator de diluicdo  Absorvancia  Concentracéo de

(mM) (245,5 nm) [BITC] (mol/L)
0 2,5 0,3066 4,53%104
5,00 10 0,1944 1,14%103
10,0 20 0,1315 1,54x10°3
15,0 20 0,1984 2,32x10%3
20,0 20 0,2412 2,82%103
25,0 20 0,2943 3,44%103
30,0 20 0,3209 3,75%103

0,005
=
2 0,004
O
=
= 0,003
[«5]
©
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S y = 0,1127x + 0,0005
s R2 = 0,9926
0,001
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Figura A. 4 - Diagrama de solubilidade do BITC com HP-5-CD ap6s 48h de agitacdo (Ensaio 2).
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e Tabela e diagrama de solubilidade do complexo BITC-M-B-CD (Ensaio 2)

Tabela A. 2 - Estudo da solubilidade do BITC em diferentes concentragfes de M- -CD (Ensaio 2).

Concentracéo de HP- B-CD Fator de diluigdo ~ Absorvancia Concentragédo

(mM) (245,5 nm) de [BITC]
(mol/L)
0 2,5 0,3381 4,99%104
5,00 10 0,2253 1,32%X103
10,0 20 0,1829 2,14X103
15,0 20 0,2738 3,20%103
20,0 20 0,3509 4,10%1073
25,0 20 0,4229 4,94%1073
30,0 20 0,5283 6,17%x103
0,007
= 0,006
©
E 0,005
oY
E
m 0,004
3
9 0.003 y= 0,1872x + 0,0004
(T 1
< R2=0,9971
£ 0,002
5]
S 0,001
30
0
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Figura A. 5 - Diagrama de solubilidade do BITC com M-A-CD ap6s 48h de agitacéo (Ensaio 2).
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ANEXO B - Resultados das amostras analisadas por UV-Vis para estudo
da fotorreatividade do BITC

Nessa secdo estdo inseridos os valores de absorvancias obtidos no ensaio de ROS para o
quinino e composto de interesse neste documento.

Tabela B. 1 - Resultados para o quinino - Ensaio de ROS.

ROS (Quinino-controlo positivo) Com 2:30h de irradiagao
Resultados SO

Leitura Antes da irradiacao Ap6s 2:30h de irradiacdo
12 1,762 1,803 Branco
12 1,815 1,407 SO
Leitura Resultados SA
12 0,002 0,005 Branco
2 0,001 0,263 SA

Tabela B. 2 - Resultados para o BITC - Ensaio de ROS.

ROS (Benzil isotiocianato) Com 2:30h de irradiagédo
Resultados SO

Leitura Antes da irradiacao Apds 2:30h de irradiacao
12 1,795 1,795 Branco
28 1,795 1,787 Branco
32 1,795 1,788 Branco
12 1,799 1,788 SO
28 1,799 1,780 SO
38 1,799 1,783 SO

Leitura Resultados SA
1@ 0,006 0,001 Branco
22 0,000 0,001 Branco
32 0,000 0,002 Branco
@ 0,000 0,002 SA
28 0,000 0,001 SA
32 0,000 0,002 SA
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