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RESUMO

O numero de pacientes estimados no Brasil e no exterior, enfatiza a necessidade de
um melhor acompanhamento e tratamento de lesdes cutaneas, causadas por
inUmeros problemas de saude, além do agravamento por infec¢des virais, bactérias,
fungos e protozoarios - a perspectiva € de aumento de casos em paises em
desenvolvimento e sub desenvolvidos. Isso se deve aos tratamentos ineficientes
oferecidos pelos hospitais, com énfase para os hospitais publicos. Esses, sdo motivos
mais que suficientes, para se investir tempo na analise de um tratamento terapéutico
de custo acessivel em relacdo aos atuais — tal como o uso da “ozonioterapia”. Esta
reconhecida e utilizada nos 5 continentes, sendo inclusive incentivada e patrocinada
pelos governos e planos de salde de inimeros paises. Uma das formas mais seguras
da utilizacdo do ozbnio em tratamentos, € por meio dos subprodutos gerados na
ozondlise de Oleos vegetais, que podem agir na pele, levando ao processo de
desinfeccédo, por lise de célula. Neste trabalho a escolha foi pelo éleo de girassol
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. O objetivo é analisar a estrutura
quimica do 6leo de girassol ozonizado em diferentes tempos no decorrer de 90min,
sem a utilizacdo de controle da temperatura do reator de ozondlise. Para tanto, foi
utilizado o processo de andlise por espectroscopia por transformada de Fourier
(FTIR). Sendo coletados 9 espectros que foram analisados pelo processo de
deconvolucdo, em comparacdo as bandas principais observadas pela segunda
derivada. Os resultados mostram que houve aumento de temperatura do 6leo (em
torno de 10°C) durante a ozonizacao até o tempo de 30min. Foram analisadas trés
regides dos espectros obtidos: 3050-2800cm?, 1130-1070cm™* e 1800-800cm™.
Resultados estatisticos comprovam uma diferenca significativa entre os sinais
espectrais, com observancia apés o tempo de 20min do processo de ozonizacao 6leo
de girassol, com énfase na regido de 1800—-1500cm, que demonstra o rompimento
das ligacdes duplas de carbono (C=C), quebrando a cadeia de lipideos, e aumenta a
cadeia CO2 e assim reduz HC=CH, observado na andlise dos espectros. Houve
reducao de intensidade da banda -CH de estiramento do fragmento -C=C-H acima da
regido 3000cm, aumento das bandas de alongamento C-H dos grupos CHs, reducéo
da intensidade da ligacdo -C=C- de estiramento e intensidade constante da banda de
estiramento -C, sendo que todas alteracdes detectadas por FTIR estdo de acordo com
0os mecanismos de Criegee. Com estas observacdes pode-se reiterar o quao util é a
espectroscopia FTIR para as analises de alteracbes de compostos. Seguindo o0s
estudos com apoio de colaboradores, foi efetuado ensaios iniciais da aplicacdo das
amostras do 6leo de girassol ozonizado, ampliando até o tempo de 120 minutos, em
lesbes cutaneas em ex-vivo em modelo animal, utilizando o mesmo processo de
analise, observando se houve alteracfes entre os espectros. Na analise estatistica
essas alteracdes sao sutis, ndo sendo suficiente para obter resultados. Para isso, faz-
se necessaria a analise em uma regido mais ampla do espectro. Nao foi possivel obter
evidéncia de seus beneficios no processo cicatricial. Necessitando de estudos
aprofundados, levando em conta outros fatores relevantes ao estudo.

Palavras Chaves: Ozonioterapia, Oleo de girassol, Andlise por FTIR, Lesdes
cutaneas.



ABSTRACT

The estimated number of patients in Brazil and abroad, emphasizes the need for better
monitoring and treatment of skin lesions, caused by numerous health problems, in
addition to worsening by viral infections, bacteria, fungi and protozoa - the prospect is
of increasing cases in developing and underdeveloped countries. This is due to the
inefficient treatments offered by hospitals, with an emphasis on public hospitals. These
are more than enough reasons to invest time in the analysis of an affordable
therapeutic treatment compared to the current ones - such as the use of "ozone
therapy". This is recognized and used on 5 continents and is even encouraged and
sponsored by the governments and health plans of many countries. One of the safest
ways of using ozone in treatments is through the by-products generated in the
ozonolysis of vegetable oils, which can act on the skin, leading to the disinfection
process, by cell lysis. In this work, the choice was for sunflower oil due to its
physicochemical characteristics. The objective is to analyze the chemical structure of
ozonized sunflower oil at different times over 90 minutes, without using the
temperature control of the ozonolysis reactor. For that, the process of analysis by
Fourier transform spectroscopy (FTIR) was used. 9 spectra were collected and
analyzed by the deconvolution process, in comparison to the main bands observed by
the second derivative. The results show that there was an increase in oil temperature
(around 10°C) during ozonation up to 30min. Three regions of the obtained spectra
were analyzed: 3050-2800cm, 1130-1070cm™ and 1800-800cm-?. Statistical results
show a significant difference between spectral signals, with observance after the time
of 20min of the sunflower oil ozonation process, with emphasis on the 1800-1500cm-
1 region, which demonstrates the rupture of the double carbon bonds (C=C), breaking
the lipid chain, and increasing the CO2 chain and thus reducing HC=CH, observed in
the analysis of the spectra. There was a reduction in the intensity of the -CH band of
the stretching of the -C=CH fragment above the 3000cm region, an increase in the
CH stretching bands of the CHs groups, a reduction in the intensity of the -C=C- binding
stretch and constant intensity of the band stretch -C, and all changes detected by FTIR
are in accordance with the Criegee mechanisms. With these observations it can be
reiterated how useful FTIR spectroscopy is for the analysis of changes in compounds.
Following the studies with the support of collaborators, initial tests of the application of
the samples of the ozonized sunflower oil were carried out, extending up to 120
minutes, in cutaneous lesions in ex-vivo in an animal model, using the same analysis
process, observing whether there were changes between the spectra. In the statistical
analysis, these changes are subtle, not enough to obtain results. For this, it is
necessary to analyze in a wider region of the spectrum. It was not possible to obtain
evidence of its benefits in the healing process. In need of in-depth studies, considering
other factors relevant to the study.

Key words: Ozone therapy, Sunflower oil, FTIR analysis, Skin lesions.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Nos paises em desenvolvimento como o Brasil os tratamentos das feridas, causadas
por problemas de saude, e o seu agravamento por infec¢des, tém sofrido um
aumentado consideravel devido aos tratamentos ineficientes promovidos pelos
hospitais publicos. Motivando a busca por um tratamento de custo baixo e facil
aplicacao, sugere-se a “ozonioterapia”, que atualmente é reconhecida e utilizada por
inUmeros paises. Uma das formas mais seguras para sua utilizacdo, é por meio dos
Oleos vegetais ozonizados. O objetivo deste trabalho é a andlise quimica estrutural do
Oleo de girassol ozonizado em diferentes tempos de processo. Para isso foi utilizada
atécnica de FTIR que possui certa sensibilidade para detectar as mudancas causadas
pela ozonizacdo do 6leo. As analises visuais dos espectros gerados e dos calculos
estatisticos, exibem diferencas ap6s 20 min da ozonizacdo. Nos ensaios da aplicacédo
0leo ozonizado em lesdes (rico em lipideos que hidrata a pele) este demonstrou ser
importante na restauracdo da lesdo e da pele, podendo auxiliar na criacdo dos
fibroblastos que auxilia a sintese dos colagenos, principal componentes restaurador

de tecidos.
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1. INTRODUCAO

Embora no Brasil ndo haja dados precisos referente ao niumero de pacientes
gue necessitam de tratamentos de lesdes cutaneas, estima-se que quase 3 % da
populacao sofre com este mau (POGGETTO, 2013). Além disso, aproximadamente 4
milhdes de pessoas apresentam lesdes crénicas ou alguma forma de complicagao no
processo de reparo cicatricial (MANDELBAUM, 2003). Ainda sendo necessario um
maior preparo dos profissionais de saude, com treinamento mais amplo e
conhecimento para trabalhar o problema, de investimentos em pesquisa para
quantificar essa populagdo com precisdo e para novos recursos e tecnologias, com
menor custo e maior eficacia, sendo mais apropriado e de facil acesso para a
populacdo (ALMEIDA et al., 2012 e MANDELBAUM, 2003).

Com o constante aumento da populacdo da terceira idade, obesidade e
diabetes junto com programas de saude ineficientes, que enfatizam o problema de ter
que tratar quase 1,5 bilhdo de pessoas. Estas sao afetadas por infec¢des cutaneas e
mucosas, devido a bactérias, virus, protozoarios e dismetabolismo. Por esses motivos
0 uso da hidrozonioterapia como um tratamento alternativo e seu complemento com
a utilizacdo de 6leos vegetais ozonizados, tem sido adotado em inimeros paises
(TRAVAGLI et al.,2010).

As doencas vao desde feridas: com necrose (em pé diabético), escaras
(lesbes sobre pressdo), pdés trauma ou queimaduras; infec¢des virais: crbnicas
(herpes | e IlI), virus do papiloma humano, vaginais (Candida), Chlamidia e
Trichomonas, da mucosa retal (ragadis anal), abscessos com fistula, e para terminar
Ulceras aftosas da boca. Séo infec¢cdes raramente mortais, porém, espantosamente
dolorosas; o reparo de lesdes envolve um processo com inumeras fases: coagulacdo
do sangue, inflamacao, proliferacdo de tecidos e remodelacdo, inUmeros pacientes
sofrem frequentemente de diabetes ou doencas vasculares com hipodxia tecidual,
outros pacientes convivem com as drogas imunossupressoras ou com infeccéo
concomitante pelo HIV (WERDIN, 2008).

A ozonioterapia surge como uma opcao terapéutica para estas patologias, que
consiste no uso do ozonio na forma natural gasosa ou veiculado em agua ou em
diversas variedades de 6leos vegetais, que em contato com o tecido lesado, reage

com inumeras biomoléculas que, ligadas, formam um sistema de vedacao
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antioxidante. Ao ser usada como agente terapéutico, deve ser extraido do oxigénio
medicinal utilizando equipamentos adequados. A maior parte dessas biomoléculas
tem funcdo de anti-inflamatoério e analgésico que, de forma simultdnea a oxidacéo,
agem proporcionando o aumento da liberagéo de fatores de crescimento capazes de
contribuir para reparacéao tecidual (CHAGAS et al., 2014).

A utilizacdo do ozénio é conhecida ha mais de 170 anos e teve a primeira
publicacdo na THE LANCET, em 1916 e 1917 descrevendo o uso do Ozo6nio durante
a 12 Guerra Mundial pelos médicos alemées e ingleses que tratavam feridas dos
soldados. Em 1935, Erwin Payr professor em Leipzig, importante cirurgido austriaco,
optou em utilizar 0zénio em seu tratamento com o seu cirurgido-dentista Edward A.
Fisch, e logo apo6s apresentou a publicacdo "O tratamento com 0z6nio na cirurgia".
Devido as dificuldades da época em ter materiais resistentes a oxidacdo do oz6nio
como o plastico para utilizacdo do gas no local da lesdo ou mesmo para a insuflacéo
retal, desmotivando o avanco das pesquisas por um periodo (ABOZ, 2019). As
técnicas de uso da ozonioterapia sdo difundidas mundialmente. A pratica ocorre nos

5 continentes ha varias décadas (Figura 1).

Figura 1 - Uso e incentivo da ozonioterapia no mundo

EUA ALEMANHA
Hoje a Ozonioterapia ja € praticada Os seguros salde pagam este
em 23 estados norte-americanos. tratamento desde os anos 1980.
CUBA Anualmente, milhes de pacientes
S&o 39 Centros Médicos de sdo tratados com a Ozonioterapia.
Ozonioterapia em diversos hospitais
cubanos. Além da aplicacéo, esses
Centros fomentam estudos sobre o
método.

ESPANHA

Gradativamente incorporada aos
hospitais publicos, a Ozonioterapia
vem sendo fortemente utilizada
como complementar em
tratamentos do cancer.

ITALIA

A Ozonioterapia € recomendada
pelo governo para tratamentos de
hérnia de disco e lombalgia.

RUSSIA E UCRANIA

E aprovada pelo Ministério da
Saude e amplamente utilizada
em hospitais do governo

GRECIA

No pais, o governo remunera
todos os procedimentos
referentes a Ozonioterapia.

Fonte: Adaptacéo a partir de © ABOZ, 2019.

Na Alemanha, por exemplo, a ozonioterapia faz parte dos tratamentos
subsidiados pelos seguros-salude do governo, devido & comprovacdo de seus
beneficios. Na Espanha, vem sendo utilizada como complemento no tratamento de

cancer alem de estar sendo gradativamente implementada nos hospitais publicos,
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também reconhecido e/ou adotado pelo Sistema de Saude de varias outras nagdes
(©ABOZ, 2019).

Cada vez mais divulgada, inUmeros paises ja se utilizam desta técnica com
muito sucesso. Muitos trabalhos cientificos vém comprovando a eficiéncia e foram
incorporados em alguns paises nos cursos de medicina. Em Madrid, no Encontro
Internacional de Ozonioterapia de 2010, foi criado um Comité Cientifico Internacional
de Ozonioterapia (ISCO3), tendo como objetivo recomendar protocolos aos
praticantes da ozonioterapia (©ABOZ, 2019).

Um excelente exemplo a ser comentado é a farmacia do Hospital Universitario
de Siena na Italia, onde os profissionais elaboram azeite ozonizado a partir da
introducdo do gas oz6nio em azeite puro em torno de 30 min em um banho resfriado.
Em outros paises, o azeite puro é ozonizado por dois dias até que se solidifique
(BOCCI, V., 2002). Uma das formas de analisar os 6leos comestiveis ozonizado é
pelo uso da técnica de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR). Essa técnica é considerada uma poderosa ferramenta e vem sendo utilizada
no monitoramento da oxidacdo de Oleos, tanto quantitativamente como
qualitativamente (Lirong Xu et al., 2015).

Nesse contexto, esse trabalho tem por objetivo caracterizar o Oleo Vegetal de
Girassol (OG ou SFO — Sunflower Qil), utilizando a técnica da Espectroscopia no
Infravermelho buscando compreender as modificagdes que ocorrem com 6leo no
processo de ozonizacdo, buscando meios de justificar a utilizacdo deste produto em

lesdes cutaneas cronicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Como Ocorre a Geragéo do Ozoénio (Os)

Em 1785 Van Marum descreveu pela primeira vez um odor intenso, detectado
proximo de sua maquina eletrostatica, no momento em que as centelhas passavam
pelo ar. Em 1801 esse odor era detectado durante o processo de eletrdlise da agua e
apenas em 1840 o Dr. Christian Friedrich Schénbein, pesquisador alemé&o, denominou
este odor como “o0zénio”, com base no significado da palavra grega “ozein” para
“cheiro”. Apenas em 1893, ao estudar a decomposic¢éao eletrolitica da agua, usou-se o
0z6nio pela primeira vez no tratamento de 4gua em grande escala (LAPOLLI et al.,
2003).

O americano Thomas Sterry Hunt, gedlogo e quimico, chegou a concluir em
1848 que o ozdnio era a forma alotrépica do oxigénio (ver Figura 2). Os trés atomos
de oxigénio na molécula do ozénio sdo dispostos segundo um angulo obtuso, onde
um atomo central de oxigénio esta atado a dois atomos de oxigénio equidistantes, o
angulo é aproximadamente 120 °C e a extens&o da ligacdo é 1,278 A. (VIDAL, 2003;
RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999),

Figura 2 - Formacéo de Ozénio na estratosfera
Raios Ultravioleta

Yep L, 0>+ PP
Qzodnio
Ozanro\M) + n -

Molécula Atomo

de Oxigénio de Oxigénio

Fonte: Cartilha de saude direta, 2018

ApoOs uma década ficou identificada sua composicéo tri-atbmica, por ter em
sua formacdo molecular trés atomos de oxigénio ligadas entre si, que tem sua
representacdo quimica molecular por Oz, aproximadamente 50 % mais denso que o
oxigénio (CHIATONNE et al., 2008).

Quando gerado a partir do ar seco, € um gas azul a temperatura normal, mas

incolor quando gerado a partir de oxigénio de elevada pureza. Presente na atmosfera


http://www.saudedireta.com.br/docsupload/1332766748Cartilha%20MS-MMA.pdf

20

terrestre em duas regides, 10 % do ozbnio se encontra na troposfera, entre 10 e 14
km da regido mais proxima da superficie da terra e os demais 90 % na estratosfera,

chamada de “camada de 0z6nio”, a uma distancia entre 18 a 50 km (ver Figura 3).

Figura 3 - Posicdo da Camada de Ozdnio na atmosfera

ionosfera (aurora)

mesosfera

Fonte: Cartilha de saude direta, 2018

A geracdo do ozonio é a reacdo do oxigénio do ar sob efeito da luz ultravioleta
a um comprimento de banda de 140 a 190 nm, processo fotoquimica, que ocorre na
estratosfera, sendo reproduzido em laboratério por meio de radiacdo emitida por
lampadas ultravioleta. O elevado consumo energético e baixo rendimento inviabiliza o
uso industrial (VIDAL, 2003; BRINK, 1991).

Suas propriedades Fisico Quimica sédo descritos na Quadrol:

Quadro 1: Principais propriedades fisico-quimicas do ozdnio.
Propriedades fisico-quimicas
Massa molar 48 u.m.a.
Massa especifica (0 °C e 101,3 kPa) 2,154 kg/m3
Ponto de ebulicdo -111,9+0,3°C
Ponto de fuséo -192,5+0,3°C
Solubilidade em &gua a 0 °C 20 g/m3
Solubilidade em &gua a 30 °C 1,59/m3
Temperatura critica -12,1°C
Presséao critica 5,53 Mpa ou 54,6 atm

Fonte: VIDAL (2003).

O 0z6nio € um pouco mais denso (2,14 g/L) em relagéo ao ar (1,28 g/L) a 0
°C e a pressao atmosférica (BOCCI, 2002).
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ApoOs uma descarga elétrica eventual ocorrida em meio gasoso no ano de
1857 foi gerado ozobnio, descrito e documentado por Dr. Werner Von Siemens.
Meritens em 1866, pela primeira vez desinfetou a agua com o uso do gas ozonio,
admitindo assim o 0zénio como um vigoroso desinfetante de 4gua. Apenas em 1875
na Alemanha foi construido o primeiro gerador de ozénio (JOHNSON,1975), em 1889
na Universidade de Sorbonne, em Paris, tiveram inicio os estudos do efeito germicida
pelo quimico Marius Paul Otto, e a efetiva agéo bactericida foi comprovada em 1981
na Alemanha (BRINK, LANGLAIS, RECKHOW, 1991).

O poder de oxidacao do oz6nio (Eo = 2,08 V) é alto ao comparar com outros
agentes oxidantes como, Peroxido de hidrogénio H202 (Eo = 1,78 V), com cloro (Eo =
1,36 V) e oxigénio (Eo = 1,23 V), perdendo somente para o radical livre hidroxila, entre
produtos quimicos normalmente usados no tratamento de agua. Portanto, é capaz de
oxidar muitos compostos organicos e inorganicos presentes na agua, desta forma a
molécula pode reagir com inumeras classes de compostos (BOCCI, 2002 E KUNZ et
al., 2002).

A principal diferenca da acéo do gas 0z6nio nos agentes biocidas tradicionais
esté relacionado ao mecanismo de destruicdo dos microrganismos (Figura 4) que age
na membrana celular, de forma a romper levando a morte em pouco tempo de contato,
0 que impossibilita a reativacdo do microrganismo apés oxidacdo (© SNATURAL,
2018).

Figura 4 - Mecanismo de acao do 0z6nio em bactérias. 1- Bactéria; 2- Parede celular sendo
atacada pelo Ozobnio; 3- Oxidacdo da parede celular; 4, 5 e 6- Ruptura e destruicao da bactéria.

TR

Fonte: © SNatural, 2018

Considerado um produto seguro, General Recognized As Safe — GRAS, para
a utilizagado em tratar garrafas de agua pela “Food and Drug Administration” americana

- FDA em 1982, foi desenvolvida uma série de aplicagdes, como a desinfeccao de
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agua de piscina e o tratamento de residuos em agua (TORRES, 1996; RUSSEL,;
HUGO; AVLIFFE, 1999). Os Estados Unidos afirmaram o O3z como uma substancia
GRAS, na década de 90, para uso em produtos alimenticios. (GRAHAM, 1997). Na
area da industria alimenticia ja vem se utilizando o gas Os por décadas, pesquisas
vém sendo realizadas no Brasil, mesmo ndo existindo legislacdo especifica que
oriente aplicacdes para essa area, ja que o Os ndo gera residuos toxicos, que sao
capazes de alterar o sabor e o odor do alimento (TORRES, 1996; LAPOLLI et al.,
2003; FDA, 2019).

2.2 Uso Direto

No ano de 1893 na cidade de Oudshoorn na Holanda foi implantada a primeira
aplicacdo com a utilizacdo do ozénio em afluente, onde a agua do rio Reno, apés
passar pelo processo sedimentacao e de filtracao, foi desinfetada com o uso do gas,
em grande escala (JOHNSON, 1975). A empresa precursora na construcao e
instalacdo de equipamentos geradores de oz6nio em 1897, foi fundada por Marius
Paul Otto (LAPOLLI et al., 2003).

Foram construidas esta¢cGes de tratamento na primeira década:

e Franga, em Paris nos anos de 1898 e 1909;

e Franca, em Nice em 1906;

e Franca, em Chartres no ano de 1908;

e Alemanha, em Wiesbaden em 1901,

e Alemanha, em Paderborn 1902;

e Estados Unidos, em Niagara - Nova Yorque 1903;

e Antiga Unido Soviética. em Séo Petersburgo no ano 1905;
e Espanha, Madri em 1910.

Crescendo significativamente o uso de 0z6nio a partir do ano de 1914, em 22
anos ja haviam sido construidas cerca de 100 estacdes de tratamento de afluente na
Franca e por volta de 40 unidades em outras partes do mundo (BRINK; LANGLAIS;
RECKHOW; 1991). Desde entdo, o ozbonio € utilizado para tratar o abastecimento
publico de agua da Europa (GRAHAM, 1997; GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM,
2004).
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A producdo comercial do Os, para o tratamento de agua ou mesmo em uso
industrial, ocorre pelo processo de descarga elétrica, conhecido como processo
corona conforme Figura 5 (RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999). Constituido de dois
eletrodos submetidos a uma elevada diferenca de potencial (da ordem de + 13000 V),
a geracdo se da pela passagem de oxigénio puro/ar entre os eletrodos; o
funcionamento ocorre pelas colisbes das moléculas de Oz a partir do momento que os
elétrons obtenham energia suficiente para dissociacdo das moléculas e a

consequente formacao do 0z6nio-Os (USEPA, 1999).

Figura 5 - Geracao do ozbnio através do processo corona
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Fonte: Adaptacéo a partir de SILVA, 2011.

O ozbnio por se decompor imediatamente a exposicdo ao ar (devido sua
ampla instabilidade) ocasiona, por consequéncia, sua recomposi¢do como oxigénio
(203 = 3032), conforme Quadro 2; por isso, ndo é possivel armazena-lo, tendo de ser
gerado no local de uso (USEPA, 1999; RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; LAPOLLI et
al., 2003).

Quadro 2: Relacdo temperatura X meia vida do ozénio.
Temperatura do Gas Tempo de Meia Vida (min)

30°C 26

25°C 35

20 °C 44

15°C 58

10°C 76

5°C 101

Fonte: © 2019 - GRUPO PHILOZON

A producdo de O3 no processo corona varia dependendo da diferenca de
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potencial, da frequéncia da corrente elétrica, da constante dielétrica e do espaco de
separacdo em meio os eletrodos (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999). Diante da
concentracéo de ozonio e da temperatura (Figura 6), a velocidade de dissociagao de
Ospara O2 altera, ou seja, quanto maior a concentracédo e maior a temperatura, maior
a dissociacao, e vice-versa (BOCCI, 2002). A temperatura e a pureza influenciam

diretamente a separacédo do 0z6nio na agua.

Figura 6 - Decomposicéo de ozdnio dissolvido em agua bidestilada.
100

Concentracdo de Ozénio (%)
—
(=]

3025 20°C 15°C 10°C
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Horas

Fonte: Adaptado de BOCCI, 2002.

Em 1983, no Brasil, a 0zonizagado passou a ser utilizada como alternativa aos
métodos convencionais de pré-cloracdo e pré-aeracdo no tratamento de aguas
superficiais (LAPOLLI et al., 2003). O oz6nio é utilizado no tratamento de agua residual
para reuso, no tratamento de efluentes, como agente branqueador de compostos
organicos, na desodorizacdo de ambientes, em lavanderias hospitalares, reduzindo
0S custos em energia para esterilizacdo, na odontologia e na medicina, sendo sua
pratica conhecida como Ozonioterapia (CHIATONNE et al., 2008).

O gas pode afetar o sistema respiratorio e causar sintomas de toxidade, como
dor de cabeca, tontura, sensacao de queimacao na regiao dos olhos, tosse e irritagéo
da garganta, o 0z6nio é toxico para o sistema pulmonar durante inalacao prolongada
na concentragcéo de 0.0002 pg/mL equivale a 0.2 ppm - partes por milhdo, unidade

essa mais comumente utilizada para mensurar as propor¢cdes de gases (GUZEL-
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SEYDIM et al.,, 2004). Um individuo pode detectar o tipico cheiro do ozénio em
concentracfes 0,01 a 0,05 ppm (CHIATONNE et al., 2008). A acdo do ozbnio da-se
diretamente na parede da célula causando a ruptura e a morte em menor tempo de
contato (Figura 7), inviabilizando a recuperagdo dos microrganismos apés oxidagao
(SNATURAL TECNOLOGIAS AMBIENTAIS LTDA, 2011).

Figura 7 - Ozdnio combatendo microrganismo no organismo
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Fonte: GRUPO PHILOZON - ©2019

Pesquisas recentes tém demonstrado que o 0zonio € produzido no corpo
humano a partir da ativacdo do anticorpo e atua no processo de destruicdo de
bactérias, contribuindo para o sistema de defesa imunoldgica do organismo, ou seja,
0 organismo também produz ozénio (WENTWORTH, 2002).

2.3 Ozonioterapia

ApoOs a descoberta, o interesse pelo gas foi imediato apds sua descoberta,
utilizado hoje para os mais diversos propdsitos. Sendo um agente antimicrobiano
poderoso, € aplicavel na industria, principalmente alimenticia. A alta reatividade,
penetrabilidade, decomposigéo espontanea em produtos ndo toxicos, como o oxigénio

molecular (O2), por exemplo, faz do 0zénio um desinfetante viavel (KIM et al., 1999).



26

O Os é dez vezes mais soluvel que o Oz e tem a capacidade para se dispersar
e infiltrar nos tecidos, pois dilui com facilidade no plasma sanguineo e nos fluidos
extracelulares, reagindo no mesmo instante com as moléculas presentes no meio que,
frequentemente, sdo: proteinas, carboidratos e &cidos poli-insaturados,
permanecendo instavel em meios liquidos e sendo um potente oxidante é denominado
antioxidante (BOCCI, 2005).

Nas duas Ultimas décadas, aprendeu-se dosear precisamente sua
concentracdo, assim sendo, é possivel incorporar o gas em triglicerideos, onde o
0z06nio gasoso reage com 0s substratos insaturados gerando derivados terapéuticos
ativos (TRAVAGLI et al., 2010). O ozb6nio médico € indicado para tratamento no
sistema circulatérios na area da geriatria, doencas virais, lesdes inflamadas,
infectadas, mal curadas e de inflamacdes cronicas e como terapia complementar em
variados tipos de cancer; € aplicado em imunoativacao geral e em baixas dosagens
(©ABOZ, 2019).

Formas de aplicacdo do ozO6nio: auto-hemoterapia Maior — GAHT?, auto-
hemoterapia Menor - PAHT?, insuflacéo retal®, insuflacdo vaginal*, tdpico com ozbnio
(bolsa, bag, touca)®, dgua ozonizada e azeite ozonizado®, injecdes: intra-articular’,
intra-discal®, subcutanea® (analgesia e estético), sauna com 0z6niol® e
hidrozonioterapial! (©ABOZ, 2019).

No Brasil na cidade de S&o Paulo no ano de 1975, o médico Heinz Konrad foi
0 precursor da pratica em sua clinica da utilizagcdo do oz6nio em tratamentos
terapéuticos, que permanece até hoje. Em 1979 foi fundada a Sociedade Médica
Alema de Ozénio pelo Dr. Hans H. Wolff, tendo seu home modificado, posteriormente,
para Sociedade Médica para Aplicacdo Preventiva e Terapéutica do Ozénio, publicou
o livro "O Ozbnio Medicinal" no ano que antecedeu seu falecimento, onde apresenta

suas praticas médicas do uso do ozébnio, estudadas e pesquisadas. Na cidade de

aplicacdo de o0zbnio em um volume de sangue, seguido de reinfusdo pela via endovenosa.
aplicacdo de 0zbnio em um volume de sangue, seguido de reinfuséo pela via intramuscular
forma sistémica, minimamente invasiva com introdugéo através de cateter no colon.
aplicagédo topica por meio de sonda estéril e descartavel, indolor.

aplicado topicamente em sistema fechado no local e eficiente no tratamento de lesdes
ozonizacao do liquido, aplicado diretamente nas lesdes a ser desinfectado e hidratado
injetado diretamente na articulacédo afetada, utilizado em artrites, artroses e rigidez articular
injetado diretamente entre as vertebras, trata hérnias de disco.

0 gas € injetado sob a pele, para alivio da dor ou tratamento de celulite, microvarizes etc.
10 evaporacgédo por meio de uma resisténcia para ebulicdo da dgua irradiando vapor de agua ozonizada
11 banho de imersao com o gas de 0zdnio borbulhado por todo o corpo.

O©CoO~NOOUDWNPE
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Santa Catarina, houve a propagacao das praticas e pesquisas com o O3 por meio de
congressos e cursos devido aos esforcos do Dr. Edison de Cezar Philippi
cardiologista, fundador da empresa Philozon, em meados de 1990 (©ABOZ, 2019).
Apesar de tantos anos de utilizacdo das técnicas de ozonioterapia e a adeséo
de inUmeros paises, o Conselho Federal de Medicina em 10 de Julho de 2018,
publicou no Diario Oficial a Resolu¢cdo CFM n° 2.181/2018, definindo a ozonioterapia
como um procedimento a ser realizado apenas com o escopo de carater de estudo,
que devem seguir os critérios definidos pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa. Essa Resolucédo reforca a proibicdo dos meédicos poderem prescrever
procedimentos se utilizando das técnicas. A decisdo ocorreu, devido o relator
entender, que os trabalhos desenvolvidos até o momento ndo oferecem a garantia da

eficiéncia e a seguranca na utilizagcédo da ozonioterapia.

2.4  Oleos Vegetais

Conjunto de compostos que compreendem o glicerol tem como seu principal
componente os chamados acidos graxos e compostos resultantes da condensacao
destes, os ésteres, denominados triglicerideos ou triacilgliceréis (Figura 8); possuem
cadeias de atomos de carbono com diferentes graus de insaturacdo (HARTMAN,
1973).

Figura 8 - Esquema da reacao de formacao do 6leo vegetal.
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I—f_(_r oo+ T, — H—(_|",‘ —R, + 3HCH
HC—O—H + H—O—g—R 3—04—3—3
| 3 | 3
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Glicerol Acido carboxilico _ Triglicerideo Agua
(Oleo ou gordura)

Fonte: HARTMAN, 1973.

Os 6leos vegetais também sdo constituidos de algumas substancias como
esterois, tocoferéis, fendis, flavonoides, compostos volateis, vitaminas, pigmentos,
entre outros (APARICIO, 2000).
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Suas moléculas apolares nédo sdo capazes de formar ligacdes
intermoleculares fortes com as moléculas de agua, o que as tornam hidrofébicas
(insoluveis em agua). Possuem estabilidade oxidativa em diversas aplicagdes, como
na fritura, pois contém altos niveis de antioxidantes naturais (tocoferdis, constituintes
da vitamina E, 6leo de girassol), tornando-os mais resistentes a rancidez (HARTMAN,
1973).

Os acidos graxos em sua maior parte sdo classificados como
monocarboxilicos, por ter uma cadeia linear de carbono em quantidade de numero par

originado da bioproducdo da unidade de acetato (CHBCOSCOA = acetil coenzima A
combinada com CO2 no malonil coenzima A). A diferenca ocorre entre eles pelo grau

de insaturacdo, o que caracteriza os &cidos como mono, di, tri e poli-insaturados. Um
dos &cidos mais relevantes sdo os estedricos pertencentes ao grupo dos acidos
graxos saturados, entre estes estdo araquidico, behénico, butirico, céprico, laurico,
miristico e palmitico. Os insaturados se apresentam na natureza com maior
frequéncia, fazendo parte do grupo oleico, linoleico, a-linolénico, araquidonico,
elaidico e erucico, sendo os 3 primeiros os predominantes (HARTMAN,1973; VOET,
2000).

2.4.1 Oleos vegetais e sua importancia para a sadde

A gordura exerce uma acédo protetora no organismo, por iSso seu consumo €
importante para a saude. As gorduras saturadas sao as que comprometem a saude,
por aumentar o nivel de colesterol do sangue e promoverem a arteriosclerose dos
vasos sanguineos. Todavia, as gorduras insaturadas exercem uma influéncia benéfica
nas fungdes vasculares e ajudam a reduzir o nivel de colesterol (PEREIRA,2007).

Sao encontradas nos 6leos comestiveis, principalmente aqueles que possuem
grandes quantidades de &cidos graxos mono e poli-insaturados, como o0s de soja,
arroz, girassol, milho e muitos outros. Apesar de serem utilizados como temperos em
alimentos, deve-se evitar em frituras devido ao excesso de calorias (HARTMAN,
1973). Os acidos graxos a-linolénico, linoleico e oleico das familias dmega 3, dmega
6 e dmega 9 (w-3, w-6 e w-9) respectivamente, fazem parte de um grupo especial de

acidos graxos poli-insaturados, denominados de essenciais (Figura 9).
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Figura 9 - Acido Linoleico (18:2 ou Omega6) e acido oleico (18:1 ou Omega9)
Acido Linoleico ou 18: 2 ou Omega 6 Acido Oleico ou 18: 1 ou Omega 9
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Fonte: Adaptado de SYNGENTA, ALONSO, 2017.

A ingestdo desses acidos graxos é muito importante, pois eles ajudam a
reduzir os niveis de colesterol do sangue e desempenham func¢des fisioldgicas
imprescindiveis nos organismos vivos. Os acidos graxos (mono e poli-insaturados)
sdo os mais distribuidos na natureza, pois constituem mais da metade do total de
muitos 6leos e gorduras comestiveis. O 6leo de oliva, pode conter até 80 % de acido
oleico; ja nas gorduras animais os niveis chegam a pouco mais de 40 %. Esses acidos
graxos ajudam a diminuir o risco de ataques cardiacos além da formacdo de
arteriosclerose (BOBBIO,1989).

Devido as células ndo terem a capacidade de sintetizarem &cidos graxos
(mono e poli-insaturados), devem ser ingeridos por meio dos alimentos que o0s
contém. O &acido oleico € um &cido graxo e pode ser produzido em peguenas
guantidades no organismo e funciona como precursor dos acidos graxos essenciais
(FIRESTONE, 2006).

Para se adquirir 6leos de alta qualidade, que contenha &cidos graxos para o
consumo humano, € necessario que as condicbes de cultivo, preparo e
armazenamento das sementes sejam as mais adequadas possiveis, pois além de se
obter produtos de qualidade, o rendimento € maior. Os 0Oleos brutos, que contém em
meédia 95 % de triglicerideos, dependendo da sua origem e natureza, possuem uma
composicado variavel de acidos graxos saturados e insaturados ligados ao esqueleto
de glicerol (FIRESTONE, 2006) e 5 % de impurezas; sdo extraidos (mecanicamente

ou com solventes) das sementes tratadas e aptos a passarem por uma tecnologia de
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processamentos que visa torna-los comestiveis. Essa tecnologia é conhecida como
refinacdo e tem como objetivo melhorar a aparéncia, o cheiro e 0 gosto dos 6leos

brutos produzidos, removendo alguns componentes indesejaveis (HARTMAN, 1982).

2.4.2 Oleo de girassol

Os oOleos de girassol apresentam odor e sabor suave, aspecto limpido e
amarelo-dourado-claro como principais caracteristicas deste produto. Além de ser
excelente para o processo digestivo e ter um maior teor de gorduras do tipo poli-
insaturadas, €, comprovadamente, um dos 6leos mais interessante para o consumo
humano e com bom custo beneficio (CAMPESTRE, 2017). Ao extrair o Oleo das
sementes de girassol, seu rendimento esta entre 48 e 52 % no processo de extracao
a frio, sua excelente qualidade nutricional, se da devido o 6leo conter alto teor de 4cido
linoleico (Omega 6) e tocoferdis (vitamina E), que sdo capazes de tratar e prevenir
doencas cardiovasculares produzidas pelo excesso de colesterol nos vasos
sanguineos (HARRIS E VON SHACKY, 2004).

Os Quadros 3 e 4 apresentam as caracteristicas fisico-quimicas e a

composicao de acidos graxos presentes no 6leo de girassol.

Quadro 3: Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de girassol.
Propriedades Fisico- Faixa de aceitacdo para Uni
P nidades
Quimicas consumo
Densidade Relativa 8812 8823 8(5)2 ggg 28 g/lcm?
indice de lodo 110 — 143 gl,/100g
indice de Peréxido < 10,0 meg/kg
indice de Refracéo 1,467 - 1,469 -
indice de Saponificacéo 188 — 194 mg KOH/g
Matéria Insaponificavel <15 g/100 g
Acidez, 6leo refinado <0,3 g acido oléico/100 g
Acidez, 6leo semi-refinado <0,5 g acido oléico/100 g
Acidez, 6leo bruto <20 g acido oléico/100 g
Acidez, 6leo virgem <20 g acido oléico/100 g

Fonte: ANVISA até ser revogada em 2005




Quadro 4:

and Chemical Characteristics of Qils, Fats, and Waxes - AOCS.

Estrutura | Acidos graxos | Valores De Referéncia (%)
C 120 Laurico <0,1
C<14 - <04
C 14:0 Miristico <0,2
C 16:.0 Palmitico 50-8,0
Cc 161 Palmitoléico <0,3
C 18:0 Estearico 25-7,0
c 181 Oléico (w-9) 13,0 - 40,0
C 18:2 Linoléico (w-6) 48,0-74,0
C 18:3 A-Linolénico (w-3) <0,3
C 20:0 Araquidico 0,2-0,5
C 20:1 Eicosenoico <0,5
C 22:0 Behénico 0,5-1,3
C 24:0 Lignocérico <04
C22:1 Erdcico <05
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Composicao de acidos graxos do 6leo de girassol, Valores de Referéncia: Physical

Fonte: COPYRIGHT © 2005 - 2017 - Campestre Ind. E Com. De Oleos Vegetais LTDA

Em 2013 segundo ©Actualitix (Dados estatisticas sobre o mundo) os
produtores em ordem de relevancia na producéo o6leo de girassol (Helianthus annuus)
sdo o0s paises: Russia, Ucrania, Argentina, Turquia, Franca, Hungria, Espanha,
Roménia, China e Africa do Sul. O Brasil, neste Ultimo levantamento, encontrava-se
em 27° lugar de producdo, sendo pouco expressivo. Essa semente oleaginosa
ocupava o 3° lugar nos produtores da América do Sul, produzindo neste mesmo ano

44.500 Toneladas de 6leo de Girassol.

2.5 Armazenamento em Oleo - Processo de Ozondlise

O gas ozobnio em sua forma natural € a via mais antiga a ser empregada,
sendo a mais perigosa pois causa danos pulmonares graves ao ser inalado. O
problema pode ser contornado por meio de geradores seguros e eficientes (Bocci,
2005). Na agua, o oz6bnio € 10 vezes mais sollvel que o oxigénio; em agua destilada
com ph 7 a 20 °C, tem meia-vida, em torno de 9 a 10 horas - 0 que torna 0 seu uso
bem interessante - pois permite o armazenamento posterior, sendo eficiente, por
exemplo, na irrigacao cirdrgica em exodontias (AGRILLO; PRIORI; IANNETTI, 2007).

E possivel utilizar o armazenamento em 6leo, obtendo como vantagem, o fato
deste se manter em contato com a superficie lesionada por mais tempo, o que

possibilita exercer sua funcéo por um maior periodo. Considerando que sob a forma
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de gas a sua meia vida é quase que insignificante e, em forma de 6leo, é possivel o
armazenamento por varios meses (BOCCI, 2005; OLIVEIRA AF & MENDES HJ,
2009).

Deve-se considerar o fator econbmico e sua eficiéncia no processo de
extracdo, bem como a complexidade das reacdes quimicas do ozbnio quando
borbulhado em um 6leo vegetal, sendo necessario: andlises eficientes para
atualizacdo das mudancas nos grupos funcionais, que ocorrem durante a ozonizacao.
A devida identificacdo dos produtos sem que seja necessario o uso das técnicas
tradicionais da separacdo de seus compostos, nem o uso dos inUmeros reagentes e
suas calibracdes (ZANARDI ET AL., 2008).

O 6leo de girassol ozonizado tem um espectro antimicrobiano bastante
extenso, com atividade inibitéria e mortal em bactérias gram-positivas e gram-
negativas, fungos do género Candida e protozoarios como Giardia lamblia (DIAZ et
al., 2006). A AOCS (American Oil Chemists” Society) oferece parametros com limites
especificos da qualidade dos Oleos vegetais, além de um conjunto de normas,
considerando a capacidade ou ndo para o consumo, visando existir um padrao de
qualidade a ser seguido (PEREIRA,2007).

2.6 Variacdes das Analises dos Oleos Vegetais

Mirabal et al. (data), Bocci (2003) e Zanardi et al 2008 citam que é
fundamental o entendimento dos parametros fisicos e quimicos dos 6leos ozonizados
para sua caracteriza-lo e indicar sua qualidade. Técnicas analiticas mais comuns,
como: densidade, viscosidade, medicao de cor, os indices de peroxido, indice de iodo
e acidez, indice de saponificacdo e o indice de refracdo geralmente utilizados para
determinar a qualidade dos O6leos vegetais e dos produtos ozonizados. Esses
parametros de qualidade podem ser determinados por métodos de referéncia como
agueles estabelecidos pela AOCS, os quais tém sido bastante empregados por muitos
laboratorios e industrias.

Inimeros estudos podem ser encontrados na literatura, objetivando autenticar
e classificar 6leos vegetais, sem o0 processo de ozoniza¢cdo. A AOCS recomenda que
o indice de acidez tenha o limite de 0,3 g/100 g; essa pode ser determinada por meio
da titulacdo acido-base, usando hidroxido de sédio e fenolftaleina como indicador de

7

parametro quimico. O teor de acidez € uma das caracteristicas determinante da
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qualidade dos Oleos vegetais - os fatores que influenciam principalmente esse valor
sdo: o tratamento dado as sementes na colheita; e o armazenamento, no
processamento e na condi¢do de conservacgdo dos 6leos vegetais (PEREIRA, 2007).

Pode-se, também, verificar métodos que determinem alguns constituintes
presentes nos 0leos, tais como: triglicerideos, esterdis, tocoferdis e acidos graxos.
Devido a complexidade das matrizes dos 6leos vegetais, ferramentas quimiométricas
como a modelagem independente flexivel por analogia de classe - SIMCA, a analise
hierarquica de agrupamentos - HCA, andlise discriminante linear - LDA, tem sido muito
utilizadas, além dessas, também as analises de componentes principais - PCA e o0s
minimos Quadros parciais - PLS (PEREIRA, 2007).

O aumento da viscosidade se da com o comprimento das cadeias dos acidos
graxos constituidos dos triglicerideos e reduz com o aumento da insaturacéo. O indice
de refracdo entre a velocidade da luz no ar e no meio, ira variara na razao inversa da
temperatura e tende a aumentar com o grau de insaturacdo dos acidos graxos
constituintes dos triglicerideos. Sendo ambos parametros fisicos (MORETTO; FETT,
1998). Inumeros métodos analiticos tém sido propostos para a determinacgdo,
caracterizacdo e autenticacdo de Oleos comestiveis, dentre as quais, a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H13C (RMN), Espectroscopia
de Massa Cromatografia Gasosa, e Espectroscopia no Infravermelho Proximo (Near
Infrared - NIR).

Para determinar a qualidade dos 6leos, os protocolos sugeridos pela AOCS
sdo muito utilizados devido a simplicidade dos ensaios, no entanto, sdo métodos
lentos, trabalhosos, de pouca precisdo, em alguns testes (como o de acidez que
necessita de grandes quantidades de amostras e reagentes, havendo dificuldade na
visualizacdo do ponto de viragem do indicador), o método analitico por
Espectroscopia, tem sido capaz de superar tais inconvenientes, fornecendo agilidade,
sem pré-tratamento, reprodutiveis, ndo invasivo, baixo custo relativo e ndo geram
subprodutos quimicos toxicos (PEREIRA, 2007).

Devido aos beneficios, sua aplicacédo tem sido indispenséavel nos laboratérios
e nas industrias de: alimentos, borrachas, cosméticos, fibras, quimicas, tintas, las,
polimeros, farmacéuticas, petroquimicas, téxteis, entre outras. A sua aplicagdo tem
auxiliado a agricultura na analise da composicdo quimica dos solos, além de ser
empregada em restauracdes de imagens decorativas de pinturas historicas

(PEREIRA, 2007). Em 1963, Huisguen propds que a molécula de O3z se comportasse
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como um dipolo 1,3 e contivesse os hibridos de ressonancia que constam na Figura
10.

Figura 10 - Estruturas de ressonancia da molécula de ozdnio
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Fonte: OLIVEIRA E WOSCH, 2012

Com uma visdo atualizada sobre a reacdo da ozondlise, apenas em 1975,
Criegee prop0s que a etapa inicial ocorresse via cicloadi¢do 1,3-dipolar do ozonio
(4s+2s) a olefina, formando um molozonideo vollvel 34, que é seguido por uma ciclo
reversdo, formadora do zwitterion 36 (ou 6xido de carbonila) e um composto

carbonilico. Uma nova cicloadicdo forma o ozonideo 37 como descrito na Figura 11
(CRIEGEE, 1975).

Figura 11 - Proposta do mecanismo de Criegee
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Fonte: OLIVEIRA E WOSCH, 2012

Apesar do molozonideo 34 cindir rapidamente, ha evidéncias
espectroscopicas obtidas por 1H13C RMN a -130°C sobre sua existéncia (DURHAM,;
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GREENWOOD,1967). Em 2000, o zwitterion 40 (Figura 12) - que é estavel em solucéo
a -80°C - foi sintetizado pela reacédo do difenil carbeno 39 com oxigénio elementar
(NAZAROV, 2000).

Figura 12 - Sintese do zwitterion(39)
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Fonte: Oliveira e Wosch, 2012

O composto 40 também foi obtido pela reacdo de ozondlise do 1,1-difenil-
eteno 43. O zwitterion 40 reage da mesma maneira com aldeidos, formando 42,
independente da maneira como foi produzido. A propagacao do composto 40, obtido
por qualquer dos dois métodos, forma o difenildioxirano 41 - que é estavel a 20 °C, e
pode ser identificado analiticamente (BLOCK et al.; 2012). O efeito de ozondlise é uma
das reacdes mais limpas, reprodutiveis (OLIVEIRA, 2012). Conforme o mecanismo
descrito por Criegge (Figura 13) sdo formados ozonideos ou 1,2,4 anéis de trioxolano
e perbxidos, sendo esses 0s produtos mais relevantes, que justifica a atividade

antimicrobiana e estimulando as propriedades de reparacao e regeneracao de tecidos.
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Figura 13 - Adicao de ozbnio a ligacdo C = C produz um ozonideo inicial instavel (1), que se
decomp6e em composto carbonilico (Il) e 6xido de carbonila (I11). Na auséncia de qualquer
solvente participante, Il e Ill recombina para gerar principalmente 1,2,4-trioxolanos e ozonideos
poliméricos. Moléculas de dgua podem ser eliminadas Il para dar hidroperéxidos de hidroalquila
(VI) se a ozonizacéo for realizada em meio aguoso.

R,HC=CHR,
O,
0)
¢
R{CH-CHR,
I
R,_ - R
Reco  o-o=cC®
II m H
/ Yzo
/0“\.

RCH CHR, HOO R,
00O \C/
1,2 4-trioxolane HO/ Ny

v
Hydroxyalkyl
+ hydroperoxide
Polymeric ozonides VI
Vv

Fonte: Soriano, 2003

Essa geracao ocorre, pois o ozonio reage com ligagcdes duplas carbono-
carbono (C=C) de acidos graxos insaturados; estas, por sua vez, possuem a ligacéo
sigma(o) que é forte e as ligacdes pi(m) que é a ligacao fraca. Por possuirem elétrons
disponiveis facilmente para formar uma nova ligacdo com outro composto (nova
espécie), sao quebradas facilmente com a ac¢édo dos 3 atomos de oxigénio do 0zonio,
ja que se trata de uma molécula deficiente em elétrons. Faz-se, entdo, necessaria a
aquisicdo de novos elétrons, levando a quebra destas ligacfes para ligacdes simples
C—-C, em um primeiro estagio. Dentro do processo natural existe a possibilidade da
reconstrucdo desta ligacdo, no entanto com a continua aplicagdo do Os no 0leo o
processo de reacdo permanece agindo nas ligacbes simples entre os carbonos
existentes (C-C), o que ird gerara aldeidos ou cetonas (OLIVEIRA e WOSCH, 2012).

No caso de o lipideo ser uma cadeia longa de carbono e as ligacdes duplas
nao estarem na extremidade, ter-se-a a criacdo de 2 cetonas. O entendimento do

mecanismo da reacao da ozondlise vem permitindo avangos em uma reagao existente
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ha mais de 100 anos (SCHWARTZ et al., 2006; SCHIAFFO et al., 2008).

2.7 Como ocorre a Espectroscopia Infravermelho por Transformada de

Fourier

A espectroscopia no infravermelho ocorre em trés regides distintas do
espectro eletromagnético, conforme Quadro 5, que inclui os fenbmenos associados a
emissao de energia radiante e a absorcdo. A condi¢do para que haja absorcdo da
radiacao infravermelha é que uma molécula apresente uma variacdo, no momento de
dipolo elétrico como consequéncia do movimento vibracional ou rotacional. ISso ocorre
em moléculas heteronucleares, como HC. Todavia, ndo ocorre em moléculas

homonucleares, como H2 (Hidrogénio), que nao absorvem radiacdes no infravermelho

(SKOOG,1992).

Quadro 5: Regibes espectrais do Infravermelho
Regido |Regido em N° Banda | Regido em A de Banda | Regido em Frequéncia
Usual 4.000 a 670 cm™ 2,5a15 um 1,2x10™ a 2,0x10* Hz
Distante | 200 a 10 cm™ 50 a 1000 um 6,0x10'? a 3,0x10' Hz
Médio 4.000 a 200 cm** 2,5a50 um 1,2x10* a 6,0x10*? Hz
Proximo | 12.800 a 4.000cm™® | 0,78 a 2,5 um 3,8x10* a 1,2x10%* Hz

Fonte: SKOOG,1992.

Ao incidir radiacdo infravermelha a molécula a absorve esta, o que ocasiona
a vibracdo dos atomos, causando o aumento da amplitude do sinal. Essa alteracdo de
comportamento lembra a de um oscilador harménico que, pela mecéanica quantica é
possivel quantizar, entre dois atomos de uma molécula, os niveis de energia

vibracional, conforme a Equacéao 1.1.

Evib = hv(n+1/2) @1.1)

Onde E = energia vibracional, h = constante de Plank, v = frequéncia
vibracional classica e n = nidmero quantico vibracional. No entanto, as moléculas
possuem na realidade um comportamento de oscilagdo anarménico; a equacédo 1.2
exibi esse comportamento. Da-se por ndo possuirem espagamento idéntico nos niveis
de energia quantizados, o que faz com que moléculas ndo tenham um comportamento

ideal e impede o uso do modelo do oscilador harménico para justificar o
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comportamento das moléculas de forma real, pois desconsidera a quebra das ligaces

e a interacao couldmbica entre atomos.
Evib = hv[1-(2n+ An+1)y] (1.2)

O fator anarmdnico é representado por y e as transicfes entre a oscilacdo e

os estados de energia vibracional podem vir a causar essa anarmonicidade, onde
An=+2+3...., sdo as transi¢cdes produzidas pela absorcdo das bandas chamadas de

sobretons, as transi¢cdes vibracionais fundamentais em comparagao aos sobretons
sdo pouco provaveis de ocorrer, caracterizadas pelas transi¢des vibracionais mais
fracas (PASQUINI, 2003; SKOOG E LEARY,1992).

2.8 Métodos de Classificacdo Utilizando a Espectroscopia por Transformada

de Fourier no Infravermelho (FTIR)

Os inumeros métodos oficializados pela AOCS que determinam o estado
oxidativo do 6leo entre os mais frequentes sao os valores de peroxidos (PV) e acido
(AV). A titulacdo odométrica que determina a quantidade de iodo liberado pelo iodeto
de potassio que reage com os perdxidos presentes no 6leo em analise € o método
mais convencional.

Soriano em 2003 - utilizando as técnicas de espectroscopia de RMN de 1H
13C e FTIR - monitorou a velocidade da degradacéo do linoleato com e sem agua,
constatando que os produtos gerados pelo processo foram os aldeidos e ozonideos
com anel de 1,2,4-trioxolano. Ja o surgimento da hidroxila, descrito no seu artigo
“Ozonation of sunflower oil: Spectroscopic monitoring of the degree of unsaturatio.”,
ainda em 2003, Soriano publicou o seu estudo referente a ozonizacdo de 6leo de
girassol por puros ésteres metilicos utilizando FTIR e RMN. Na fase inicial do processo
de ozonizacdo, a absor¢do do gas foi exclusivamente quantitativa. Alcancou-se a
ozonizacdo completa apods a insercdo de 0,20 g de Os rapidamente para 25 %. No
final do processo, 0 ozoneto e aldeido que reagiu com Oz em saturagcdo maxima
resultou o acido carboxilico, todos identificados seguindo o mecanismo de Criegee.
Por meio do numero de bandas, é possivel identificar cada composto quimico. Em

1981, Silverstein, Bassler, e Morrill elaboraram um quadro com as analises
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desenvolvidas e comprovadas em suas pesquisas, referentes a composicao dos 6leos

vegetais.

Quadro 6: FTIR regides espectrais selecionadas como variaveis preditoras para tratamento de
dados estatisticos. Classificacdo @ de acordo com Guillén e Cabo (1998). b de acordo com
Silverstein, Bassler e Morrill (1981).

Id | Intervalo, cm™ | Grupo Funcional | Freq. Nominal | Modo Vibracional
1 3029-2989 =C—H (trans) 30252 Alongamento
=C—H (cis) 30062 Alongamento
2 2989-2946 —C—H (CHg3) 29532 Alongamento (assin)
3 29462881 —C-H (CH2) 29243 Alongamento (assin)
4 2881-2782 —C-H (CH2) 28532 Alongamento (sin)
5 1795-1677 —C=0 (ester) 17462 Alongamento
—C=0 (acid) 17112 Alongamento
6 1486-1446 —C—H (CH2) 1465° Flex&o (scissoring)
7 1446-1425 —C-H (CH3) 1450 Flex&o (asym)
8 1425-1409 =C—H (cis) 14172 Flex&o (Balanco)
9 1409-1396 =C-H 1400° Flexdo
10 1396-1382 =C-H —b Flexdo
11 | 1382-1371 —C—H (CHs) 13772 Flexdo (sym)
12 1371-1330 O-H 1359 Flex&o (no plano)
13 1330-1290 N&o-atribuido 13192 Flexao
14 1290-1211 -C-0 12382 Alongamento
—CHz— Flexao
15 1211-1147 -C-0 11632 Alongamento
—CHz— Flexao
16 1147-1128 -C-0 1138° Alongamento
17 1128-1106 -C-0 11182 Alongamento
18 1106-1072 -C-0 10972 Alongamento
19 1072-1043 -C-0 b Alongamento
20 1043-1006 -C-0 10332 Alongamento
21 1006-929 —HC=CH- (trans) 9682 Flexéo (fora do plano)
22 929-885 —HC=CH- (cis)? 9142 Flexéo (fora do plano)
23 885-802 =CH2 850° Oscilagdo
24 802-754 —-C-H b Flexdo (plano distinto)
25 754-701 —(CH2)n— 7232 Balanco
—HC=CH- (cis) Flexéo (fora do plano)
26 701-640 c-C 685° Flexéo (fora do plano)
O-H 650P Flexdo (fora do plano)

Fonte: adaptada de [LERMA-GARCIA et al. (2010). Copyright 2009 Elsevier Ltd]

Apos dezessete anos foi complementado por Guillén e Cabo (1998) conforme
quadro 6, podendo, assim, definir quais subprodutos estdo sendo degradados pelo
processo de ozonizacao do 6leo e qual produto esté surgindo ou aumentando em cada
uma das bandas ou pequenas regides, ao capturar 0s sinais por meio da
espectroscopia no infravermelho.

Em 2015, Lirong et al. publicou um artigo com o titulo “Analise qualitativa de

oxidacao de 6leo comestivel por espectroscopia FTIR usando uma “célula” de malha”,
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os resultados de sua pesquisa - que seguiu os padroes da AOCS em relacdo aos
valores de peréxido e acido dos 0leos - criou um conjunto de referéncias a partir de
Oleos comestiveis puros e a calibragcdo com base em procedimentos de FTIR na
qualidade entre os 6leos oxidados e os ndo oxidados, na faixa de nimero de banda
de 3750 cm™ a 3150 cm™ e ap6és a normalizagdo, o reconhecimento da calibracéo foi
de 100 % e os modelos de validacéo de 96,9 %. Desse modo, resultou em um método
efetivo quanto aos métodos padrdes na predicdo da oxidac&o nos éleos comestiveis,
concluindo que é viavel a aplicacdo do método FTIR, baseado na célula de malha na
analise qualitativa.

A reacado de deterioracdo € relevante no que se diz respeito a oxidacao de
gorduras e O6leos por ter implicagcdo direta no valor comercial do produto. Os
hidroperoxidos s@o os produtos gerados inicialmente na oxidagéo dos triacilgliceréis;
em uma segunda quebra, forma compostos de baixo peso molecular, como o0s
aldeidos, acidos gordos livres, alcoois e cetonas, gerando um produto rancido (LI et
al., 2000).

2.9 Aplicacdes de 6leo ozonizado na Area Médica

Existem muitos outros 6leos vegetais ozonizados produzidos comercialmente
no mercado, como o Cocozone - fabricado a partir de 6leo de coco na Gra-Bretanha,
OOO (azeite ozonizado) - fabricado nos EUA e no Canada O2-Zap (© SNATURAL,
2018). Esses produtos farmacéuticos e cosméticos que sao comercializados com a
utilizacao de 6leos ozonizados como principios ativos, inclui: Oxaktiv® produzido por
Pharmoxid Arznei GmbH & Co0.KG, na Alemanha (OZONOSAN, 2012), Oleoforte®
pela empresa NaturOzone, na Espanha-2012 e Ozonia 10® pela empresa Innovares,
na Italia (ALMEIDA et al., 2012)

A uma temperatura ambiente, os 6leos vegetais ozonizados podem ser
liquidos ou semissolidos e tém periodos de estabilidade que podem ser adequados
para distribuicdo comercial. O Oleozon® (Oleo de girassol ozonizado) é um farmaco
registrado a nivel nacional, desenvolvido no Centro de Pesquisa de Oz6nio em Cuba,
testado e verificado havendo uma valiosa atividade antimicrobiana contra bactérias,
fungos e virus.

O artigo “Ozone and Ozonated Oils in Skin Diseases: A Review” de Travagli

et al., de 2010, segundo pesquisa, a estabilidade e a eficacia dos 6leos ozonizados ja
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foram demonstradas, mas devido a uma infinidade de produtos comerciais, o trabalho
teve como objetivo analisar esses derivados sugerindo a estratégia para obter
produtos com as melhores caracteristicas para os tratamentos de les6es. Embora a
medicina ortodoxa tenha fornecido uma variedade de agentes anti-infecciosos topicos,
alguns deles se tornaram escassamente efetivos devido a agentes patogénicos terem
se tornado resistente aos antibiéticos e a quimioterapia.

Almeida et al., 2012, publicou “Oleos vegetais ozonizados e propriedades
terapéuticas: uma revisdo”, no meio de inimeras patologias dermatologicas a gestao
de 6leos ozonizados possuem uma abordagem interessante na area farmacéutica,
Com o uso das técnicas FTIR e RMN, e confirmou as mudancas sofridas na estrutura
do bleo durante a ozonizacao as quais podem ser consideradas como principios ativos
e ao mesmo tempo um veiculo, aumentando a absor¢éo e a penetracdo na pele. Por
possuir uma ampla atividade biol6gica com baixos efeitos colaterais, esses produtos
sdo uma alternativa de recursos disponiveis, a partir de fontes naturais e renovaveis.

Chagas et al., em 2014, no artigo a “Evidéncias da ozonioterapia no
tratamento da lesdo cuténea crénica”, objetivando estabelecer recomendagdes para
0 uso do ozdnio no tratamento de lesdo cutanea crbnica, apos realizar a busca de
artigos em bases de dados, cuja amostra fosse composta por adultos com leséo
cutdnea de qualquer etiologia e que o tratamento tivesse sido feito com aplicacao
topica do oz6nio. Todos os estudos consideraram como desfecho a cicatrizagéo total
da ferida ou a reducdo do tamanho da lesdo, seguidos da acéo bactericida. Devido a
existéncia apenas de 1 estudo classificado de qualidade dos 4 artigos relevantes
concluiu que ndo foi possivel estabelecer recomendacdes para a utilizacdo da
ozonioterapia no tratamento de lesbes cutaneas, devido a falta de pesquisa e
profundidade de informacdes sobre o processo de ozonizagdo de Oleos vegetais.

2.10 Métodos de Tratamento de Lesdes

O processo multifasico de cicatrizacdo das feridas envolve coagulacdo do
sangue, inflamacao, proliferacdo de tecidos e remodelagdo (MARTIN, 1997), porém
0s sistemas imunes inativos como os sistemas adotivos, sdo muitas vezes dificultados
pela infeccdo crénica que naturalmente traz dificuldades de superar tais infeccoes.

Essa € também a razdo que explica a falha no processo cicatricial, fator esse que
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implica no crescimento de Ulceras fortemente contaminadas (YAMADA et al., 2006;
PAPANAS; MALTEZQS, 2007).

O uso judicioso do ozoénio (Os) parece providencial por eliminar os agentes
patogénicos, e ao liberar oxigénio (O2) os autores supdem que ativa a proliferacdo de
fibroblastos e fibras de colageno com o inicio da construcdo matricial intercelular,
seguindo da consequente proliferacdo de keratinoblastos e cicatrizacdo sucessiva
(OLIVEIRA; MENDES, 2009; KIM et al., 2009). Segundo Santos et al. (2017), a matriz
extracelular cria uma base mecéanica de colageno, elastina e glicoproteinas com a
funcao se servir de suporte, regulando o desenvolvimento e diferenciando as células
para obter a regeneracgao do tecido.

A escolha do tratamento adequado para feridas se dé pela profundidade da
les&o no tecido, sendo esse um fator determinante para um bom reparo do tecido, ja
gue os processos de regeneracao da pele de contracdo e o de reepitelizacdo da lesédo
depende de tal tratamento. A unido de diferentes lipidios, proteinas, carboidratos e
acidos nucleicos torna o processo de andlise complexo em amostras biolégicas,
tornando significativamente interessantes o seu estudo (BALAN et al., 2016).

Uma das principais proteinas envolvidas no processo de reparo € o colageno
- considerado uma proteina estrutural, encontrada em maior quantidade no
organismo, e um biopolimero, composta por uma sequéncia de trés aminoacidos Gly-
XY, cadeias polipeptidicas gerando uma fita tripla helicoidal, onde contém em torno
de 30 % de Gly que é o aminoéacido glicina; X em geral é prolina compondo 12 % e Y,
hidroxilisina 1 % ou hidroxiprolina 10 %, e 11 % de alanina (PORFIRIO; FANARO,
2016).

Dentre os diversos tipos de colagenos, pode-se destacar aqueles de tipo | e
[Il que estao envolvidos no processo de cicatrizacdo. O colageno tipo |, possui como
caracteristica as trés hélices a organizadas, com essa agregacéao 3D (tridimensional)
de triplas hélices em fibrilas de coldgeno. Desse modo torna-se para o tecido
conjuntivo uma formacdo da matriz extracelular essencial. E relevante quantificar o
colageno tipo I, ja que sua concepcéo esta ligada ao processo final de reparo do tecido
em lesBes cutédneas. O colageno tipo Il possui menor grau de organizagdo por sua
estrutura menos organizada das fibras, que sao criadas rapidamente logo no inicio do
processo de cicatrizacdo. Ressalta-se que essas sdo as etapas do processo de
cicatrizacdo, mas que nao determinam o tempo, ja que cada individuo responde de
forma diferente (NOGUEIRA, 2016).
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Para analisar estas fases da cicatrizacdo, e entender melhor todas as
estruturas biolégicas envolvidos no processo, se utiliza-se do método de analise da
espectroscopia, por ser capaz de identificar as variacdes das bandas vibracionais das
biomoléculas, identificando os compostos dos tecidos e caracterizando por meio dos
modos vibracionais dos radicais moleculares, gerando, inclusive, imagens de cortes
histoldgicos.

Nos ultimos anos as pesquisas desenvolvidas utilizando o FTIR com o uso do
ATR (reflexdo total atenuada) permitiu avangos significativos, citados em todos os
estudos de andlise de tecidos biolégicos (NOGUEIRA, 2016).

A espectroscopia ATR-FTIR foi utilizada para comparar tecidos lesionados,
tecidos normais da pele e apds aplicagdo do 6leo em diferentes tempos de
0zonizacao, os espectros da regido da impressao digital de 630—-1800 cm™, fornecem
informacdes dos modos vibracionais associados aos conteddos relevantes da célula.
Utilizou-se dos mesmos procedimentos para as analises dos tecidos organicos,
buscando identificar e classificar alteracdes, para diagnostico (SANTOS et al., 2017).

Conforme revisao feita por Nogueira (2016), que relacionou as caracteristicas
encontradas em tecidos biolégicos referente ao 6rgéo pele, utilizando 9 referéncias de
estudos, que analisa exclusivamente o tecido bioldgico pele, levando em conta o grau
da organizacdo das fibras e das estruturas secundarias, que diferencia os tipos de
coldgeno no processo de cicatrizacao e de mais compostos encontrados no decorrer
do processo, identificando inclusive as modificacdes biomoleculares em conjunto com
as condicdes fisioldgicas e patoldgicas conhecida como histopatologia molecular.

Lima (2015), ao estudar alteracfes bioquimicas na pele devido a carcinoma
epidermoide cuténea, utilizou-se do FTIR - ATR por oferecer a adi¢cao de informacdes
biogquimicas a morfologia histopatoldgica. A partir de analises hierarquicas conseguiu-
se 86,4 % de diferenciacdo entre as amostras.

Tian (2015), publica que a combinacéo da classificagdo SVM junto com a
técnica de espectroscopia FTIR € uma ferramenta rapida, objetiva e precisa, para
distingui tumores benignos de malignos durante a operacao. Nesse sentido, destaca-
se um complemento eficaz para o diagndstico patologico de tecidos. Tendo taxas de
90 % de sensibilidade, 98 % em especificidade e 94 % na preciséo.

Esses estudos analisam as proteinas (Amida |, Il e II), lipideos, carboidratos
e acidos nucléicos - compostos encontrados também nos tecidos da pele, que fazem

parte do processo de cicatrizagao das lesoes.
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2.11 Motivacédo da pesquisa

O uso indiscriminado do 0z6énio em tratamentos médicos vem aumentando e,
apesar de inuUmeras pesquisas na utilizagdo do ozbnio, em especial com 06leos
ozonizados (com a primeira patente aceita em 1911), ainda se faz necessario o
aprofundamento de seu processo de geracdo e subsequente uso em aplicacOes
biomédicas através do uso de técnicas ndo-destrutivas. Isto se faz necessério de
modo a compreender, por exemplo, o processo de acdo do 0zonio sob o tratamento
de lesdes cutaneas pela aplicacdo de 6leos vegetais ozonizados.

Sabe-se que em lesbBes, o 0zbnio atua como um possivel sinalizador
intracelular gerando os peréxidos e aldeidos que interagem com os diferentes tipos
de células. Os 6leos vegetais ozonizados podem ser liquidos ou semissdlidos a
temperatura ambiente, sendo esse um meio - estavel na conservagao dos compostos
- obtido por um periodo para a devida aplicacdo doméstica, o que permite a
distribuicdo comercial.

Diversos tipos de 6leos vegetais podem ser usados com essa finalidade, entre
eles sdo citados: 6leo de girassol, canola, soja, coco e azeite de oliva e inUmeros
outros extraidos a frio com ou sem o uso de solventes. Para este trabalho, o objetivo
€ a caracterizacao por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) com o uso do acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) do 6leo de girassol,
por ter em sua composicao a vitamina E (tocoferdis), em diferentes tempos durante o
processo de ozondlise do 6leo, no decorrer de 90 min, sem o uso de resfriamento.
Para primeiro teste de aplicacdo em lesdo cutanea, amostras de 6leos de girassol
foram ozonizados em diferentes tempos e aplicados em lesdo cutanea em modelo
animal. Apos eutanasia dos animais, amostras de pele, da regido com a leséo e regiao
sadia integra foram analisadas com FTIR a fim de verificar se houve diferenciagédo na

cicatrizacdo tecidual.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local dos experimentos

No laboratério Labmat do LPP (Laboratorio de Plasmas e Processos) do
Departamento de Fisica do Instituto Tecnoldgico Aeronautico (ITA), com sistema de
ar condicionado adequado ao ambiente, seguindo as orientacdes do fabricante, foram
obtidos os espectros FTIR das amostras, com o0 equipamento de espectroscopia FTIR
da Perkin Elmer, modelo Frontier, utilizando acessoério de amostragem do tipo ATR
(Sensor de reflectancia total atenuada), que gerou os espectros no infravermelho na
regido espectral de 4000 cm™ a 400 cm™ (Figura 14).

Figura 14 -

Espectrometro FTIR da Perkin Elmer, com acessorio de amostragem tipo ATR

Fonte: Autoria propria.

Para o processo de ozonizagdo do 6leo, foi utilizado o gerador de 0zbnio da
Ozone Solutions a uma concentracdo de 41,6 g/m?, inserindo a massa de gas por

meio de um borbulhador.
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3.2 Protocolo de experimento — 6leo ozonizado

O experimento ocorre a partir da aquisicdo de um litro de 6leo de girassol de
uma marca comercial para uso alimenticio, retirando a gota de amostra diretamente
do frasco e levando ao equipamento espectroscopico. Apds a analise do 6leo de
girassol no seu estado natural, nomeado de TO, originaram-se 80 ml de uma amostra,
inserindo a massa de gas de ozénio (Figura 15), visando a coleta de amostras deste
0leo em diferentes tempos do processo de 0zonizagdo

Figura 15 - Processo de ozonizagdo, com gerador de oxigénio hospitalar em uma amostra de
80ml SFO.

Gerador
de oxigénio
hospitalar

Ozobnio borbulhando d6leo de girassol

Fonte: Autoria propria.

O ¢leo foi ozonizado durante 90 min, conforme ilustrado na Figura 15. Durante
0 processo, nado foi utilizado um sistema de resfriamento para o controle de
temperatura do 6leo. A analise dele, no decorrer do processo de ozonizacdo, deu-se
no tempo de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 min e, por fim, no tempo de 90 min. Foi retirada
- com um conta-gotas - uma gota em cada um dos tempos do estudo e levada ao

mesmo equipamento da analise inicial gerando 9 espectros no total.
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3.3 Protocolo de Experimento — Aplicacdo do Oleo Ozonizado em Ferida

Cutanea de Rato

Apbs o processo de ozonizagdo do 6leo, o produto foi encaminhado para
colaboradores que realizaram o procedimento experimental sobre feridas cutaneas
em modelo animal. Ratos machos Wistars foram submetidos a anestesia e
submetidos a leséo de espessura total, incluindo a derme e a epiderme removida por
punch dermatologico com didmetro de 10 mm, para simular uma lesdo cutédnea. Ao
todo, 42 animais passaram pelo procedimento, sendo divididos em 6 grupos: grupo
controle (sem uso de 6leo), grupo 6leo puro (apenas aplicacédo de 6leo de girassol ndo
ozonizado), grupo 30 min (aplicacédo de 6leo ozonizado por 30 minutos), grupo 60 min
(aplicacdo de 6leo ozonizado por 60 minutos), grupo 90 min (aplicacdo de Oleo
ozonizado por 90 minutos) e grupo 120 min (aplicacdo de 6leo ozonizado por 120
minutos), para essa etapa, optou-se em fazer uso do 6leo ozonizado por 120 min,
sendo gerado esta amostra. Este estudo foi conduzido de acordo com 0s principios
de experimentac&o animal e foi aprovado pelo Comité de Etica (Protocolo: 0312/2019)

Apos um periodo de 10 dias das lesbes provocadas e tratadas com 80 uL de
cada amostra em seus respectivos grupos, iniciando a aplicacdo apoés a 1 h da cirurgia
ter ocorrido e repetindo diariamente no periodo da manhd, os animais passaram pela
eutanasia. A regido da epiderme abrangendo a leséo, regido limitrofe e a epiderme
foram extraidas, sendo as amostras incluidas em parafina e se¢des obtidas por meio
de um micrétomo rotativo, estando no processo de reconstrucao tecidual.

A partir das amostras obtidas, foram coletados pelo menos 3 espectros FTIR
de cada lamina. O equipamento usado foi 0 mesmo para as amostras de 6Oleo de
girassol ozonizado. A regido analisada nessas amostras corresponde a regido de
1800 cm™ a 620 cm™?

34 Processamento e Analise dos Dados

Os espectros obtidos foram normalizados pelo equipamento logo ap6s a
captura do espectro FTIR. A analise dos espectros envolveu trés regides espectrais
onde observou-se maior variagcdo entre as amostras. A deconvolucao foi baseada na
22 derivada da regido de interesse, sendo realizada pelo software PeakFit® V4.12

(SeaSolve Software Inc.), delimitando cada uma das regifes. A partir da utilizacdo da
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segunda derivada para identificar os centros de bandas dos sinais em estudo, houve
0 processo de deconvolucéo, geraram-se as gaussianas de cada uma das bandas,
obtendo os valores das areas, amplitude, centro da banda e a largura de cada
gaussiana.

Foi necessario definir um padréo dos parametros para uma analise uniforme.
Definidos a partir de alguns ensaios aleatdrios das amostras, que se repetiram com
maior frequéncia, a baseline (linha de base) foi a Linear, D2, smoothing (suavizagéo)
foi de 17,9 %, o Peak Type foi Spectroscopy e Gauss Amp. com a fungéo Review Fit.
Para a criagcdo dos Figuras foi utilizado o Software Matlab 2015a, a partir do
desenvolvimento de um codigo de leitura dos arquivos gerado no PeakFit, para obter

maior qualidade nos Figuras.

35 Andalise Estatistica

Para cada regido, o procedimento foi realizado 10 vezes, visando obter um
resultado médios no célculo das areas das bandas encontrados em cada uma das 4
regides, ja que foram observadas pequenas variacdes ocorrendo durante o processo.
Para a comparacao estatistica entre os conjuntos de valores de area obtidos de cada
uma das quatro regides foi usado o software Graph Pad Prism 5.

Para verificar se os dados seguiam uma distribuicdo gaussiana, foram
aplicados os testes kolmogorov-Smirnov. Assim, usou-se a analise de variancia
(ANOVA) com péds-teste de Tukey para dados com distribuicdo normal e Kruskal-

Walllis com pdés-teste de Dunn para distribuicdo ndo gaussiana (Apéndice B).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das duas etapas sdo apresentados nesse capitulo de acordo
com o0s protocolos experimentais desenvolvidos, sendo que inicialmente séo
apresentados os resultados e discussfes obtidos a partir dos espectros FTIR do 6leo
de girassol ozonizado durante 90 minutos. Apds, sdo apresentados os resultados
obtidos a partir dos espectros FTIR das lesdes cutaneas com aplicagdo dos 6leos de

girassol.
4.1 Espectros FTIR da Ozondlise do Oleo de Girassol

Apos 90 min de ozondlise do 6leo de girassol, os seguintes espectros foram
obtidos, de acordo com o tempo: antes de iniciar a ozonizacédo (T0), 5 min apos
iniciado o procedimento (T5), 10 min iniciado o procedimento (T10), 20 min (T20), 30
min (T30), 40 min (T40), 50 min (T50), 60 min (T60) e 90 min (T90). As Figuras 16 e

17 apresentam os espectros obtidos destacando-se as regides de analise.

Figura 16 - Espectro FTIR do 6leo de Girassol com a sobreposi¢éo de todos os sinais.
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Fonte: Autoria propria.
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Dessa forma, foram definidas as regifes de analise de forma visual, onde se
inicia uma nova banda, logo apds o término de outra banda em seu ponto mais inferior
antes da retomada da absorbancia: 1° regido de 790 cm™ a 630 cm, 22 regido de
1500 cm™ a 800 cm™, 32 regido de 1130 cm™ a 1070 cm* (sub- regido da anterior) e
42 regido entre 3050 cm™ a 2800 cm*, com o objetivo de analisar regiGes menores
(Figura 17).

Figura 17 - Sinais FTIR do 6leo de Girassol sem ozonizagédo (gir0), e os demais sinais com a
aplicacédo de oz6nio em 5min na sequéncia de 10 em 10min até a 12 hora e ap6s 90min.
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Fonte: Autoria propria.
Um exemplo dos resultados obtidos pelo processo de deconvolucéo para a

regido de 3050 cm™ a 2800 cm™ estd demonstrado na Figura 18 — a qual mostra o

trecho do espectro original: (a) a obtencdo da 22 derivada; (b) e a partir da identificagéo
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dos centros das bandas, que identificaram os picos encontrados na 22 derivada; a

partir desse aspecto, foi calculada a deconvolugdo do sinal original (c); e (d) a

sobreposicdo do espectro original com as bandas obtidas pelo processo de

deconvolucéo da regiao.

Figura 18 -

a) Sinal do girassol puro com base line regido 2800 a 3050cm-1, b) 22 derivada, c)
gaussianas geradas pela deconvolucéo, d) sinal original com as Gaussianas sobrepostas do 1°
ensaio do zero_girassol_1 1 total.txt. Dados gerados pelo PeakFit e Figuras gerados no MatLab.
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Fonte: Autoria propria.

Durante o processo de ozondlise observou-se o aumento da temperatura do

Oleo até o tempo de 30 min. Isso ocorre pois nos primeiros 30 min a quebra das
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ligacdes duplas C=C, como descrito pelo mecanismo Criegee, gera a mudanca dos
elétrons entre 0s compostos em um processo exotérmico. Ao encerrar a degradacao
da maior parte dos compostos que reagem com 0 processo de ozonizacao, ocorre a
reducdo do movimento de elétrons, conforme € possivel visualizar no Quadro 7. O
qgue, provavelmente, desencadeia a reducao de temperatura, que também é passivel
da acédo do resfriamento que se da pela insercdo continua do proprio gas 0z6énio no
sistema de borbulhamento, j& que a introducdo da massa de gas se encontra a uma

temperatura ambiente, inferior a do 6leo durante o processo.

Quadro 7: Relag&o tempo pela temperatura durante o processo de ozondlise sem o uso do

banho maria para o controle da temperatura
Tempo (min) | Temperatura (°C)

0 22,1

5 26,8

10 30,7

20 33,1

30 33,4

40 31,2

50 28,1

60 28,1

90 26,8

Fonte: Autoria propria.

Essa reacao demonstra a primeira etapa do mecanismo de Criegee que gerou
ozonideos. Com a saturacdo de ozb6nio, a decomposi¢cdo dos ozonideos geram o
composto carbonilico e 6xido de carbonila, com a insistente insercao do Os. Apés a 1@
etapa de degradacéo e geracdo de compostos, principalmente a 1,2,4-trioxolanes e
polimeros de ozonideos, descritos no mecanismo Criegee (CRIEGEE, 1975 e
SADOWSKA, 2008).

O uso de banho maria no processo de ozonizagdo € comum na producgdo de
Oleos vegetais ozonizados, visando reduzir a degradacao durante todo 0 processo.
No entanto, havera de qualquer forma a degradacédo descrita pelo mecanismo de
Criegee; um dos compostos a ser degradado, devido a instabilidade deste composto
no ambiente, serd convertido em gas - provavelmente por ter caracteristica de ser
altamente volatil ndo foi encontrado na analise, ficando os ozonideos e peroxidos.
Vale ressaltar que para o processo em discussdo, ndo houve o controle da

temperatura por meio do banho Maria.



53

4.1.1 Andlise da 12regido 790 a 630 cm™

A alteracdo se da de forma suave na reducéo do sinal na banda 667 cm™ no
tempo de ozondlise em gir5=T5, girl0=T10 e gir20=T20. No tempo de 5 min de
ozonizacao houve uma queda significativa, recuando bem pouco no tempo de 10 min
com uma nova queda consideravel no tempo de 20 min. Os demais tempos
permaneceram em uma linha constante e, apenas com os 90 min, observa-se
novamente uma pequena variagao.

O espectro na regido de 660 a 676 cm™ é demonstrado na Figura 19. Segundo
Silverstein (1998), o grupo funcional O-H com frequéncia nominal no centro de banda
650 cm?, tem vibracéo de flexdo ou angular fora do plano; duas moléculas se movem
em relacdo a molécula central em forma de tesoura e por ser fora do plano este
movimento ocorre para a frente e para tras alternadamente. Sendo esse o mais
proximo da banda em andlise 667 cm™, essa oscilagdo também pode ocorrer por
motivos de interferéncia de aquecimento ou mesmo alguma oscilagdo no momento da

aquisicdo do sinal, ou seja, um ruido.

Figura 19 - Aproximando em detalhe a regido com alteracéo
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Fonte: Autoria propria.

Para todos os 10 ensaios realizados com o PeakFit nessa regidao foram

encontrados os mesmos valores de largura nas 4 bandas, com variacdo do centro de
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banda em +7 cm; destacam-se o T5 e T20 que adquiriram um 5° centro de banda,

na 1° banda 641 cm™ e na 32 banda 695 cm™, respectivamente (Quadro 8).

Quadro 8:

Resumo dos 10 ensaios efetuados com o PeakFit destacando as bandas que
surgiram em dois tempos de ozonizacio

Pico Area | Amplitude| Centro | Largura
1 | 00654 | 0,0020 645

ol 2 [ 1,014 | 00330 688

F3 | 22574 | 0,0682 724 | 311041
4 | 02009 | 0,0061 768
1 | 00597 | 0,0018 641
2 | 02199 | 0,0066 656

o[ 3 | 08786 | 0,0264 681 | 31,2897
4 | 22501 | 0,0678 724
5 | 02064 | 0,0062 768
1 | 01749 | 0,0051 656

ol 2 | 08493 | 0,0249 681

F[ 3 | 22935 | 0,0673 724 | 5201296
4 | 02107 | 0,0062 768
1 | 00916 | 0,0037 656

_| 2 [o05605 | 00225 681

S[ 3 | 09161 | 0,0368 696 | 23,3923
4 | 1,6564 | 0,0665 724
5 | 01508 | 0,0061 768
1 | 00582 | 0,0017 645

ol 2 | 10405 | 0,0312 688

E 3 [ 21912 | 0,0658 724 | 31,2806
4 | 01630 | 0,0049 771
1 | 01572 | 0,0049 656

ol 2 | 09756 | 0,0306 688

S 3 | 20793 | 0,0652 7204 | 29,9439
4 | 0,1966 | 0,0062 768
1 | 00573 | 0,0017 645

ol 2 | 10118 | 0,0307 688

P 3 | 21425 | 0,0651 724 | 309241
4 | 02159 | 0,0066 768
1] 00824 | 0,0025 649

ol 2 | 09883 | 0,0303 688

P 3 | 21134 | 0,0649 724 | 305928
4 | 02031 | 0,0062 768
1 | 01305 | 0,0041 656

ol 2 | 009268 | 0,0293 688

2 3 | 20013 | 00633 704 | 297163
4 | 02031 | 0,0062 768

Fonte: Autoria propria.
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Usando-se do software GraphPad Prism 5 (Software Mackiev™), foram
inseridas as areas das 9 amostras (TO a T90) de todos os 10 ensaios realizados para
cada uma das amostras, encontradas por meio do software PeakFit. Para a verificacéo
desta invariancia, foram efetuadas mudancas no range com variacdo de +10 cm™,
visando encontrar possiveis alteracfes. Os resultados obtidos permaneceram o0s
mesmos (Apéndice A).

Utilizando as classificac6es segundo Silverstein, Guillén e Cabo (1198), as 4
bandas encontradas tém sua analise nos centros de bandas:

1) 655 cm representa o grupo funcional O-H com frequéncia nominal em 650
cm® no modo vibracional de flex&o fora do plano;

2) 688 cm™ a frequéncia nominal é o centro de banda 685 cm™ do grupo
funcional C—C com vibragao de flexao fora do plano;

3)724 cm® que vai de encontro com a frequéncia nominal 723 cm™ que tem
seu grupo funcional —(CH2)r— com deformacdo angular assimétrica no plano
denominada de balanco;

4) 767 cm se encontra no range de 802 a 754 cm ndo existe para este range
uma frequéncia nominal definida, porém se encontra no grupo funcional -C—H com
vibracao de flexao fora do plano;

Toda essa regido possui ligacdo simples entre os compostos, 0s quais sofrem

minimas alterac6es no processo de ozonolise.

4.1.2 Andlise da 22 Regido 1800 a 800 cm™

Observou-se nessa regido que ap0s a deconvolucao foram obtidas 14
bandas. Valores obtidos pela estatistica descritiva para as bandas desta regido. Por
meio da analise usando o teste comparativo de Dunn, € possivel observar que apenas
nos centros de bandas P6, P7, P8, P10, P12, P13 e P14 (Apéndice B) tem diferencas
significativas (p<0,05) inferior ao tempo de 20 min de ozondlise. Havendo ainda uma
diferenciacao das outras bandas nesta regido em relagdo ao TO e 0s espectros a partir
de T20, incluindo o centro de banda P6, P8 apresentaram alteracéo entre o TO e T5,
ja nos P7 e P10 a diferenca ocorre ente TO e T10. No centro de banda P12 que se
refere a carbonila, surge em T20 até o T50 o P11 que demostra o aumento do
composto -C=C- com vibracdo de alongamento, estando em seu niamero de onda

1634,3 + 16,6 cm?, tendo suas diferencas estatisticas significativas entre os tempos
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20, 30 e 40 minutos, O surgimento desta banda se justifica devido a quebra das
ligacdes duplas de carbono da cadeia lipidica causando o aumento da cadeia de COz,
reduzindo também os compostos -HC=CH- seguindo o que o mecanismo de Criegee
descreve, onde o subproduto obtido no final do mecanismo sdo os aldeidos e as
cetonas, caracterizados pelo grupo de carbonila ligado a um atomo de hidrogénio e
ligacdo dupla com oxigénio sempre no final de uma cadeia de carbono. O aldeido com
maior aplicacdo é o metanal que compde o formol.

Considerando que as ligag0es duplas de carbono sdo as que primeiro sofrem
a degradacdo do ozonio - o que possivelmente justifica o centro de banda 1 - sofre
alteracdes. No entanto, para as demais bandas por serem ligacdes simples,
provavelmente existe o surgimento destes novos compostos a partir da degradagao
dos compostos iniciais. Ainda cabe nesta regido uma analise mais cautelosa dos
demais valores. Analisando aqueles que apresentam diferencas para cada uma das
bandas segundo Silverstein, Guillén e Cabo (1198) e para uma andlise dos grupos

funcionais foi criado o Quadro 9.

Quadro 9: Classificacéo dos grupos funcionais segundo Silvertein, Guillén e Cabo (1198)
N Centro de Frequéncia Grupo
. Banda nominal . Modo vibracional
Pico 1 1 funcional
(cm™) (cm™)
1 850 850 =CHz :d(CH2) Balancgo
g géé gég _HIEC: C(I:{I? (f:;;)s) pTl(CH), Flexao (Fora do Plano)
4 1030 1033
Z i(l)z(l) i?zz -C-O0 v(CO) alongamento
7 1236 1238
_ Flexao (no plano)
8 1300 1319 =C deformacao de alcenos (CC-H)
9 1365 1359 O-H Flexao (no plano)
10 1452 1450 -C-H(CH3) Flexao (sim)
11* | 1634.3£16.6 1650 _C=C- alongamento
12 1658 1650
13 1701 Sobretom de 850 cm™! banda
14 1744 1725 -C=0 n(C=0) alongamento

Fonte: Autoria propria.

Em comparacéo com os estudos encontrados referente ao 6leo de soja com
andlise de espectros por FTIR, na regido de 1300 a 900 cm™* (onde contém uma parte

da regido de “impresséo digital” dos compostos) as vibracdes de deformacao axial da
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ligacdo C—O que referem-se aos ésteres constituintes dos triacilglicerideos, nos quais
se encontram nas bandas de absor¢do (GARCIA-GONZALEZ et al., 2013), onde os
espectros do 6leo de Girassol puro e ozonizado possuem esta mesma caracteristica,
levando a constatacdo que os espectros FTIR dos Oleos vegetais possuem poucas
alteracBes entre eles no que se refere aos compostos a serem encontrados em suas

estruturas.

4.1.3 Andlise da Sub-regido 1110 a 1070 cm™ da 22 regido

A regido espectral de 1300 — 900 cm™ é considerada a impresséo digital dos
compostos com ligagcdes -C-O e vibracdo de deformacéo axial relacionada com o
ranger caracteristico do alongamento v(CO) de forma a constituir os ésteres do
triacilglicerol (Tena, 2009). E possivel visualizar as alteracdes ocorrendo durante a
ozondlise desde o T5 até o T90 de forma crescente. No entanto, essas alteracfes sdo

intercaladas entre os tempos de ozonizacao, conforme a Figura 20.

Figura 20 - Destaca-se as alteragfes nesta regiéo entre 1070 a 1110 cm* com a sobreposicao
dos espectros FTIR.
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Fonte: Autoria propria.

Com tais caracteristicas, ao analisar esses limites, encontrou-se mais um

centro de banda. Nesse intervalo existem duas bandas subsequentes, sendo uma
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iniciando em 1070 cm™ e encerrando em 1110 cm, encontrada na 12 andlise da 22
regido, refere ao centro de banda 5; e a segunda se inicia no mesmo ponto de
encerramento da anterior em 1110 cm™ e se encerra em 1126 cm, ndo encontrado
no mesmo processo da deconvolugéo anterior.

O centro da banda 1091 cm, com frequéncia nominal 1097 cm-%, refere-se a
ligacdo quimica -C-O com vibracdo de alongamento caracteristica. Essa classificacao
é a mesma para o centro de banda 1120 cm com frequéncia nominal 1118 cm™,,
segundo Guillén and Cabo (1998), no mesmo grupo funcional -C-O e com mesma

vibracédo de alongamento (Figura 21).

Figura 21 - Regid@o 1070 cm e 1130 cm* dos espectros FTIR obtidos nos diferentes tempos
ozondlise do 6leo de girassol
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Fonte: Autoria prépria.

Para todos os 10 ensaios realizados ocorreu uma leve diferenca apenas no 1°
ensaio, no entanto, mantém-se o centro de banda e pequenas alteracdes de valores
na absorbancia, bem como largura e area das duas bandas encontradas com o
software PeakFit v4.2. O deslocamento das bandas ocorre a partir do T30, no aumento
da absorbancia. Ressalta-se que a partir dos 20 minutos existe o fator limitante no
processo de quebra das ligacdes de carbono que devido a geragéo do difenildioxirano
sua estabilidade ocorre aos 20°C (BLOCK, et al., 2012). Considerando que no T20 a

temperatura ja se encontra em + 33 °C, esse composto nao sera visualizado.
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Utilizando-se do mesmo processo anterior para analisar o 2° centro de banda
— P2 (1120 cm™) da regido em estudo dos 10 ensaios realizados, no TO e T40 é que
se encontram as alteragdes. Esse é exatamente o centro de banda que s6 foi possivel
analisar apos efetuar a selecao dessa regido especifica (Apéndice C).

Utilizando a distribuicdo gaussiana pelo calculo da area, tendo como resultado
valores diferentes em TO e T40 entre os dois tempos em especial, € nessas 2 bandas
analisadas de forma individual, em que se destacam as alteragbes que ocorre nesses
compostos apés o T30 no processo de ozondlise, com 0 aumento da absorbancia,
guase que de forma constante com a variacdo em torno de 10 na diferenca da soma
da classificacdo (Dif) entre as colunas dos tempos de uma em uma. Vale também
ressaltar que S (Summary), o resumo conclui que o nivel de importancia para cada

uma das linhas tem uma significancia alta (***).

4.1.4 Andlise da Regido 3050 a 2800 cm* da 32 regido

Nessa regidao, encontra-se por meio do processo de deconvolucéo, 8 bandas
para serem analisadas. A Figura 22 exibe claramente todos os tempos da ozondlise

nesta regido escolhida.

Figura 22 - Espectros FTIR do 6leo de girassol puro e do éleo ozonizado em diferentes tempos,
sobreposto, ente 2800 cm! e 3050 cm?!
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Fonte: Autoria propria.
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Em uma primeira analise visual é notoria a reducédo de algum dos compostos
no tempo de 60 minutos e o aumento de compostos no tempo de 30 minutos.

Verificando os ensaios no T60 de ozonizacdo, tem-se 0 ensaio 9 que nao
apresenta o 1° centro de banda 2821 cm, tendo o seu 1° centro em 2854 cm. Dessa
forma a sua 1° banda € equivalente ao 2° dos demais ensaios, e surge uma nova
banda em 2872 cm; as bandas de 3 a 5 sdo um padréo para todos os ensaios, e um
6° centro de banda diferente ocorre na banda 2972 cm, o que criou um 7° centro de
banda, para o T60, que ndo aparece nos demais ensaios que se equivale ao 6° centro
de banda (Quadro 10).

Quadro 10:  Resultados obtidos a partir da deconvolugédo com os 10 ensaios para a 3050 a
2800 cm!

N° Area |Amplitude| Centro | Largura

1-8 e 10 ensaio 1 | 0,1374 | 0,0051 2822 25,47
1-10 ensaio 2 | 3,2205 | 0,1188 2854 25,47
9 ensaio 2 | 1,1390 | 0,0472 2872 22,68
1-10 ensaio 3 1,521 0,0561 2894 25,47

1 -10 ensaio 4 | 49703 | 0,1832 2923 25,47
1 -10 ensaio 5 | 1,4303 | 0,0527 2958 25,47
9 ensaio 6 | 0,2672 | 0,0111 2973 22,68
1-8e 10ensaio | 6 | 0,4285 25,47
9 ensaio 7 | 0,3815 0,0158 3009 22,68

Fonte: Autoria propria.

O Quadro 11 foi gerado a partir dos dados calculados com os valores médios
dos 10 ensaios realizados. E importante observar que no tempo de 50 e tempo de 60
minutos existem alteracbes significativas. Analisando o processo de ozondlise no
tempo de 50 minutos, o calculo da area das bandas 2 e 5 apresenta desvio médio
entre os 10 ensaios aplicados no PeakFit e a variacdo de seu valor também é

significativa em relagcéo aos tempos anteriores.



61

Quadro 11: Areas do software PeakFit e organizada para a visualiza¢do do T50 e T60

TO (a) T5 (b) T10(c) T20(d) T30(e) T40(f) | T50(g) T60 (h) T9O (i) p-value

P1 *h *f,g,h,i *f,g,h i *gh,i *h *i

2825 cm™ 0.201 £0.001 0.205+0.002 0.205 0.202 0.199 0.197 0.190£0.002 0.137 0.188 <0.0001
P2 *e, 0, i *g, i *g, | *h *h *h *i

2854 cm? 2,962+ 0.213 2.893+0.283 3.018 3.008 2995 3.000 2.571+0.350 3.220 2.874 <0.0001
P3 *d, e, f, h *d, e, f, h *h *g *g *g, i *h *j

2875cm? 1.076+0.008 1.076+0.011 1.086  1.097 1.127 1.128  1.07+0.014 N.A. 1.086 <0.0001
P4 *d, e, f, h *d, e, f, h *f, h *g *g *h

2893 cm? 1.455+0.011 1.454+0.015 1.467 1.484 1526 1531 1.452+0.019 1521 1.473 <0.0001
P5 *d, e, h,i *d, h,i *h, i *h *h, i *i

2922 cm?t 4.787+0.251 4.861+0.334 4.690 4.677 4.681 4.687 4.897+0.415 4.970 4.463 <0.0001
P6 *d, e, f *e *h *g,h  *g,h,i *g, h,i

2958 cm? 1.459+0.012 1.466+0.016 1.486  1.505 1569 1.561 1.453£0.020 1.430 1.472 <0.0001
P7 *d, e, f, g *d, e, f, h *e, f *j

2983 cm? 0.259+0.002 0.263+0.003 0.282 0.309 0.414 0.383 0.307£0.004 N.A. 0.294 <0.0001
P8 *d, f, g, i *g, i *g, i *f, g, i

3009 cm?® 0.511+0.005 0.502+0.006 0500 0.493 0.506 0.490 0.451+0.007 0.429 0.430 <0.0001

Fonte: Autoria propria.

No tempo de 60 minutos os valores das areas 3 e 7 desaparecem havendo,
assim, a reducéo de duas bandas para esse tempo de ozonizacdo. Na regido 3050
cm?® a 2825 cm foi realizada a andlise por 22 derivada, onde os pontos minimos da
curva obtida sdo coincidentes com as maximas das bandas presentes nessa regido
espectral segundo os calculos estatisticos efetuados pelo GraphPad. Para cada
espectro, a 22 derivada obteve 8 bandas em comum a todo o conjunto, lembrando
que, para tempo de 60 minutos, obteve-se a reducdo de duas bandas: 2875 cm™ e
2983 cm-2.

Para essa regiao, analisando cada uma das 8 bandas encontradas, pode-se
descrever como sendo:

As bandas de 2825 cm, 2854 cm e 2875 cm™ a frequéncia nominal mais
proxima é 2853 cmt, conforme quadro de referéncia de Silverstein e Guillén and Cabo
(1198), com grupo funcional —-C—H(CH2) com vibragdo por alongamento sincrono,
sendo que o 3° centro de banda né&o é identificado no T60, que pode estar relacionada
a sobreposicdo deste sinal ao centro de banda 2854 cm?;

As bandas 2893 cm e 2922 cm'?, respectivamente 0 4° e 5° centro de banda,
a frequéncia nominal 2924 cm* e o grupo funcional que ambos pertencem é —C—
H(CHz2) e vibracédo de alongamento assincrona;

O 6° centro de banda é a regido 2958 cm™ que tem a vibracdo igual a regido

anterior e o seu grupo funcional -C—H(CHs3) e a frequéncia nominal 2953 cm-?;
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Pendltimo centro de banda de regido 2983 cm outro centro de banda que no
T60 deixa de existir, esta incluida na classificacdo da regido anterior que esta na
regido de 2989 a 2946 cm, por ter sua area tdo pequena, provavelmente houve o
seu deslocamento para a regiao 5, que inclusive, possui alteracdo em seu valor de
area;

A Ultima regido se encontra em 3009 cm bem préximo da sua regido nominal
3006 cm™ do grupo funcional =C—H (cis) e vibragdo por alongamento. Para a analise
desenvolvida por Garcia em 2013 para os espectros FTIR do 6leo de soja, cuja
composicdo quimica esta presente nos grupos funcionais dos acidos graxos, com
bandas de absorcdo de intensidade alta na regido de 3050 a 2800 cm?, que foram
atribuidas as vibracdes de deformacao axial das ligacdes duplas (=C-H ), ligacbes C—
H dos grupamentos metila (CHs), metileno (CH2), 0 mesmo ocorreu no estudo em
questdo, o que leva a entender que as alteracbes ocorridas no processo de
ozonizacdo do 6leo de girassol e no 6leo de soja sdo muito similares. Valeria

confrontar esses dados com os demais 6leos vegetais virgens (extraidos a frio).

4.2 Analise dos sinais ap0s aplicacado do 6leo na pele com leséo

E importante salientar que amostras de 6leos de girassol ozonizados foram
obtidas em diferentes tempos: controle ndo ozonizado (T0), 30 minutos (T30), 60
minutos (T60), 90 min (T90) e 120 min (T120). Essas amostras foram enviadas para
colaboradores, que realizaram a aplicacdo em lesdo de pele em modelo animal. O
protocolo experimental, cuja uma das etapas envolvia aplicacdo do 6leo ozonizado,
foi aprovado pelo comité de pesquisa em animal da Universidade Brasil. Para esse
trabalho, considerou-se apenas os espectros FTIR obtidos a partir das amostras
obtidas na parte experimental.

A area de 4000 - 400 cm de IR chamadas regides de impresséo digital é a
regido mais comumente usada para analise das aplicacdes biologicas. Essa regido
inclui as representacdes de lipidios, proteinas, amida | / Il, carboidratos e &cidos
nucléicos (Balan, 2019). Foram efetuadas as coletas de amostras na lesédo, proximo
a leséo e fora dela. Para a selecéo da regido usando obtencéo do sinal pelo FTIR, as
regibes foram estabelecidas de forma visual, sem auxilio preciso do microscopio.

A primeira analise consistiu em verificar se os espectros das 3 regides

poderiam ser diferenciados conforme a classificagdo usada: regidao com leséo, regiao
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sem lesdo e regido intermediaria (proxima a leséo). Para se verificar os espectros
FTIR obtidos do grupo controle podem ser diferenciados considerando as 3 regides
da amostra.

A Figura 23 permite observar trés sinais espectrais do grupo controle. Os
sinais dispostos com um distanciamento entre o espectro ndo lesdo e proximo da
lesdo se mostram visualmente muito similares, sendo que o espectro da regido com

lesédo aponta para possiveis diferencas a serem analisadas.

Figura 23 - Espectros obtidos das regides classificadas como: regido com leséo, regido sem
leséo e regido proxima a lesao.
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Fonte: Autoria prépria.

E importante salientar que a tomada dos espectros, considerando as 3
regioes, foi realizada visualmente, o que dificulta a precisédo desse procedimento.
Considerando tal fator, foi calculada a andlise de clusterizacéo hierarquica (HCA) ou
dendrograma. Todo o conjunto de espectros do grupo controle, totalizando 18
espectros, foi subtraido do valor médio obtido dos espectros, permitindo assim a
remocao da tendéncia que possivelmente poderia existir no conjunto de dados. Os
parametros para o HCA foram: método de Ward e calculo de similaridade. Na Figura
24 é possivel observar dois grandes clusters, sendo um predominantemente para os
espectros da regido lesdo e outro predominantemente para 0s espectros da regiao

nao lesao.
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Figura 24 - Dendrograma obtido para os espectros FTIR obtidos das 3 regides classificadas: Nao
lesdo, proxima da lesdo e pele saudavel.
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Fonte: Autoria propria.

Em ambos os agrupamentos, observam-se espectros FTIR obtidos da regido
proxima a lesdo com predominio para o agrupamento destacado em azul,
correspondente ao cluster formado pelos espectros da regido lesédo. Esse fato pode
ser justificado por dois fatores: a distancia da regido préxima a lesao da lesao em si,
ja que guanto mais distante da lesdo, maior a sobreposi¢do e reparacdo tecidual, o
outro fato se da possivelmente pelas condi¢des clinicas de cada individuo, que esta
intrinsicamente presente na analise do material biolégico.

Com um total de 75 sinais FTIR das amostras coletadas dos grupos de
controle e aplicacdes do Oleo de girassol puro e ozonizado, no decorrer do tempo de
estudo de 30 min a 120 min, em periodos de 30 em 30 min, obteve-se 37 sinais de
tecido saudavel e 38 de tecido lesionado. Com a sobreposi¢cao dos sinais, definiu-se
para a atribuicdo das bandas encontradas pela deconvolucdo (de acordo com a
literatura) o critério do centro da banda com uma variacdo em torno de 5 cm-t, como
pode ser visualizado no Quadro 13 separado em duas tabelas. A andlise foi efetuada
de forma individual, seguindo a delimitacdo clara existente nos espectros, buscando

maior precisdo pelo sistema e o maior numero de centro analisado.
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Classificacéo referente a tecido biolégico, segundo literatura.

Quadro 12:

12 regido
A regido da impresséo digital entre 900 e 1800 cm™ (1,2,3 e 4)

1092 - 1081

acido

nucleico (2)

7

1080: vs, POy;

1040 - 1027

1040: v CO, 6 COH,
0 CH =>
carboidratos (2)

973 - 962
970: modos vibracionais das proteinas

(@)

990 — 955: v de PO, (3)
1200 - 900: dos espectros de amostras bioldgicas de FTIR é geralmente dominada pelo vs

éicos

fosforiladas; (1)
dos nucl

971: vs de monoésteres de fosfato
diaménico de proteinas fosforiladas e

aci

7

da PO, " no acido nucleico e v.de COC e COP de oligo e polissacarideos. (4)

(%) "soapleessijod
8 06110 8p 40D 8 D02 A
3 0219]9NU OPIJE OU - 20d
ep SA ojad epeuiwop
auswie.ab ‘sealbojoiq
SeJisowe 006 - 00T

() erorered ¢ eqjoy
© 0peIJ0SSe [euoldelgiA opow
0 ‘eujajoid eu eaipndad ogdehi)
Wwiealpul sepiwe sep ogdlosqe
3p Sepueq ap S04IU3I SO ‘ousbe|0d
ap sepueq srediounid :00GT - 00LT

858 848 |870 860

SOpPRIILISSE|D OBN

‘(g) ouogued

"(€) (ND*A 8 HN
o) 11epiwe 8 (HN¢8 0 =2%) |
epiwe e wapuasaidwod anb ‘¥YNQ
3 WNY S03I8]2Nnu SOp1oe SoB 8 O =

NNMN_HMW_M D ojuswiebuofe oe opinguie ‘YNd
7 - = < SA : o
AL (0=20) <A :Z8YT - OTLT
ap (H-0) “(£) | BPIWY B OPIASP
(€) 'sop1oe wa 20d SA BILIIBWISSE | ‘ouabe|0d Op eLIEPUNIaS BININIISS
ojad muﬁ.:&osmo “e1sIW ogdew.oyap ep a selqly sep ogdeziuebio
oelBal ‘d-0-D 8 A D-0-D ‘GGET —08PT| ep sonawedted :009T - 00LT
_O|U _Ouo CETT —G8TT Am”v 0=D A u_
epiwe 0097 - 00LT
{e) ‘(1) elojetedniue 9
(g) so21j212 (€) ogdewuoyep | (1) BI9jEIECH
(&) HN _ e[ojesed oedeinbiyuod
$94919 3 SOJRIPI0gIe EHD 8 ¢HD H=N .
‘seujajoud Jod R (2) op ogdewlogep | ¥ N=D- ¥ g seqroy
Bmanow ‘3-0-3 ‘HO z.o A __._ epIWe eurwialapul I VAINY | ousWeInsT sep seuajoid ap
‘ . :08TT - 00ET |/ Il eplwy/ |. ‘1 epiwe | BMBPUNDISS BANINIISS
-0 O-OA68TT - 00¢T ‘0GET - 08yT| I EP! .
epueq :00ST-009T V69T © 8E9T
. HO2¢ () (G EIEIES
(2) sorespiogied ‘DD @ (2) . AL soipidifl  eumnisa ens wa a seulaloid _oo_c_g__
‘HOD ¢ ‘0D A 09TT | relenu OPIOE - ‘HO ¢| seu sagdewuoul ap eatpnded | O =D A
“0d "M :05¢T 109pT | oedeBl| s0auI0 :00ST - 00T | ‘EVLT
89TT - /GTT 6621 - Lv2T |8TET - 82eT|ooer U7 |sesT-svst|  ywor-ogor | 'VUF

(¥ @ €'2'T) T-Wd 008T 3 006 21Ud [eNBIp ogssaidwi ep oglfal v

ogIbal g

étrica; Vas, vibragdo de estiramento

a0 simé

assimétrica; vs, vibracéo simétrica de alongamento. (1) Limaet al., 2015; (2) Tian et al., 2015; (3) Nogueira; 2017

e (4) Santos, 2017.

v, alongamento de vibracdo; J, vibragdo de flex&o; Js, deformag

Fonte: Autoria propria.



66

Para efetuar a atribuicAo das bandas, buscou-se uma relacdo entre os
estudos apenas com o0 6leo em seu processo de ozonizacao e a classificacdo desta
banda, ambos relacionados a pele. Por meio das referéncias a partir do trabalho de
revisdo bibliografica e catalogacdo de inumeros artigos efetivado por Talari et al.
(2016), encontradas entre os trabalhos estudados nesta revisdo, selecionou-se
apenas o que se referia diretamente ao estudo do tecido organico pele, ja que o artigo,
traz a coletanea de estudos por FTIR em todo e qualquer tecido biolégico do
organismo humano. Seguem abaixo, as consideracdes referentes ao resumo do

quadro 13, em relacdo ao espectro FTIR da amostra L6.

Espectro grupo controle (L6) e classificagdo dos componentes bioquimicos
encontrados na pele
Vibracdo de: v alongamento; & vibrago; v.s estiramento assimétrica; vs simétrica de alongamento
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Ao pesquisar materiais bioldgicos, 0s espectros mais relevantes se encontram
na regido de 1450 — 600 cm por serem as medidas que se referem a impresséo
digital (BAKER et al.,2014). A 12 regido de 1130 — 820 cm* para este estudo, compete
a esta regido a identidade das moléculas, e sub sequente a ela, observa-se que a
regido de 1800 — 1130 cm™! apontam-se 0s compostos organicos de significancia para
0 processo de reparo, como presenca de algumas proteinas.

A 22 regido encontra-se na amida | e amida Il de 1700 — 1500 cm?, associadas

as vibracdes de flexao, localizadas nas moléculas de impresséao digital do esqueleto
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de carbono. Junto a essas regides indo até a banda de 3500 cm™, compreende a
regido conhecida como impressao digital bioquimica das estruturas e funcdes de
amostras celulares de forma geral (BAKER et al.,2014).

Todos os autores estudados concordam com essa classificacao da regido de
analise. Lima et al. (2015), que estuda alteracdes na pele por carcinoma, entende que
a regido de impresséo digital esta entre os centros de banda de 1800 — 900 cm™. No
artigo de revisdo de Talari et al. (2016), todos os autores citados que fazem analise
exclusiva por FTIR, os tecidos naturais e biologia celular, também se utilizam da
mesma regido. Todos os estudos que buscam em sua maioria encontrar as alteracées
nos tecidos biologicos na identificacdo de patologias em seu processo inicial de
desenvolvimento, encontram-se na regido de banda de 3611 — 472 cm™. O que se
observa séo as pequenas oscilagdes existentes entre as bandas analisadas, levando
a acreditar que elas se dao devido ao tipo de tecido em estudo, no entanto, de forma
geral, a classificacdo dos compostos biolégicos se mantém.

Para analisar os espectros FTIR coletados das amostras de tecidos, dos
grupos controle e da aplicacdo do éleo em diferentes tempos de ozonizacao, segue
conforme os sub capitulos abaixo, separados em 2 regides, segundo justificado acima.
Descreve-se o que foi encontrado nos centros de bandas dentro da sub-regido, a
guantidade de centro de bandas encontrados com maior frequéncia e se discute o que

é citado pelos autores em estudos correlatos.

4.2.1 Resultados para aregido 1130 - 820 cm™ —grupo controle

Obteve-se nas amostras biol6gicas a 12 sub-regido de 858 — 848 cm™. Nos
sinais referentes a pele foram analisados 23 espectros. Ao analisar exclusivamente o
6leo obteve-se o centro de banda em 850 cm, sendo atribuido ao grupo =CH2 com
vibragéo balanco.

No 2° centro de banda encontrado da regido entre 870 — 860 cm™ ndo ocorreu
classificacdo especifica para esta banda, nem para o 6leo nem para o tecido. No
processo de ozondlise do 6leo, essas bandas ndo foram encontradas, levando a crer
gue se trata de uma analise exclusiva de algum composto referente ao tecido pele.

Santos et al. (2017), descreve a regido de 1200 — 900 cm™ dos modelos
biolégicas de FTIR, como normalmente predominantes no acido nucléico, pelo

alongamento simétrico da POz~ e alongamento de COC e COP de carboidratos do
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tipo oligossacarideos e polissacarideos. Incluindo nessa classificacdo a 3% banda de
973 - 962 cm?, nos espectros do 6leo, encontra-se a banda em 965 cm-?, tendo como
referéncia nominal o centro de banda 968 cm™ do grupo funcional -HC=CH- com
flexdo fora do plano.

Para a andlise de pele, encontra-se a estrutura do DNA, segundo revisao do
artigo de Talari et al. (2016) que cita o trabalho de Lima et al. (1915), e diferencia o
tecido normal e do carcinoma, onde a banda 970 cm™ representa o processo de
fosforilacdo da proteina, que estimula a replicacdo celular. A banda 971 cm se refere
ao alongamento simétrico de monoésteres de fosfato diaménico de proteinas
fosforiladas e acidos nucléicos. Nogueira classifica a regido da banda de 990 — 955
cm ! também como vibracdo de alongamento simétrico de POa4™.

No 4° centro de banda de 1040 — 1027 cm, para a analise do 6leo, identificou-
se a banda 1030 cm?, com frequéncia nominal 1033 cm™, vibracdo de alongamento
e grupo funcional -C-O-. O tecido biolégico tem o centro de banda de 1033 cm, em
C-C conformacao esquelética cis, em CH20H, e C-O com mesma vibracéo do 6leo, e
alongamento acoplado a flexdo C-O. Segundo os autores citados por Talari et al.
(2016), Hammody et al. os estudos deles discriminam alterac6es entre melanoma
maligno e epiderme normal. Ainda nessas sub-regido, Tian et al. (2015) cita a banda
em 1040 cm, como vibracdo em alongamento CO, COH e CH com vibracéo de flexdo
relacionado com carboidratos.

Na Ultima sub-regido de 1092 — 1081 cm%, ao estudar o 6leo, foi identificado
o centro de banda em 1091 cm no grupo funcional -C-O- de frequéncia nominal 1097
cm e vibragdo de alongamento. Na analise dos sinais bioldgico, obteve-se por meio
de Talari et al. (2016) as bandas de 1087 cm! relacionado ao DNA, identificado pela
pesquisa de Lucassen, Van e Jansen (1998). Tiran et al. (2015) aponta o centro de
banda de 1080 cm com vibragdo simétrica de alongamento para o composto POz
gue esta relacionado com o acido nucleico.

A Figura 26 apresenta os valores obtidos para todas as bandas encontradas
na regido do espectro analisada de 1130 a 820 cm*. Considerando o grupo controle
dividido em espectros da regido com leséo e espectros da regido sem leséo para as

amostras obtidas, ndo ha diferenca estatistica significativa entre as bandas obtidas.
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Figura 26 - Boxplot para os valores de area obtidos das bandas encontradas na regido 1130 —
820 cm-1 dos espectros FTIR considerando as amostras do grupo controle (sem aplicacdo de
6leo).
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Fonte: Autoria propria.
4.2.2 Resultados para aregido 1800 - 1130 cm™ — grupo controle

Nesta regido foram encontradas 8 bandas a serem analisadas. A regido de
1167-1157 cm™* sugerem o centro de banda em 1160 cm™ que esta ligado aos
carboidratos (CO) (TIAN,2015). Nogueira et al. (2016) aponta a regido de 1189 — 1200
cm®: classifica no mesmo grupo, porém compreende que é composto por proteinas,
carboidratos e éteres ciclicos, ndo apenas por carboidratos.

A regido de 1247 — 1239 cm™ analisada no sinal espectrografico da pele,
encontra-se segundo revisao de Talari et al. (2016) relacionada ao centro de banda
1240 cm classificada como Amida Ill, e 1244 cm classifica como RNA. Tian et al.
(2015) classifica o centro de banda como 1250 cm* relacionado com acido nucléico.
Nogueira entende que a regido de 1274 — 1189 cm™ é classificada como Amida lIl,
por ter o alongamento C-N e deformacédo N-H. A regido de 1328 — 1318 cm foi
classificada por Tian et al. (2015) a banda mais préxima em 1300cm "1 no grupo CH e
COH com vibracao de flexado, da banda Amida Ill.

Para as duas sub regides seguintes, Nogueira et al. (2016) atribui a regiédo de
1480 — 1350 cm, com deformacdo assimétrica C-H de CH2 e CHs devido a

deformacéo, que consiste das proteinas e carboidratos. Tian et al. (2015) classifica o
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centro de banda em 1400 cm ! no grupo CH e COH em vibracéo de flexao, igual a
banda anterior, no entanto, relacionado com os lipideos.

Para a 52 sub-regido de 1452 — 1442 cm, com centro de banda englobada
na banda anterior por Nogueira et al. (2016), tem a frequéncia nominal no estudo do
6leo que se da pelo centro de banda 1450 cm, encontrada na andlise no centro de
banda em 1452 cm, que faz parte do grupo funcional -C-H(CH3) com vibracéo de
flex@o assimétrico.

Para a 62 sub-regido 1548 — 1537 cm™, encontra se a classificacdo em pele
no centro de banda em 1545 cm como amida Il. Observando os autores estudados,
entende se a regido de 1600 — 1500 cm™ como amida Il, devido ao estiramento C=N
e N= com deformacéo, seguindo a classificacdo de Nogueira et al. (2016). Enquanto
Lima et al. (2015) define que as bandas entre 1700-1500 cm que fornecem ligagées
peptidicas relacionadas com as proteinas em sua estrutura secundaria. Na mesma
regido, Santos et al. (2017), relaciona as principais bandas de colageno.

Na sub-regido de 1644 — 1636 cm, classificada como amida I, encontra se o
centro de banda 1640 cm, sendo uma proteina (TIAN et al., 2015), o centro de banda
1636 cm™ com ligacdo C=0 de alongamento do grupo carbonila, tipica absorcdo de
sacarideo. Lima et al. (2015) classifica 1638 e 1694 cm™ estdo associadas a estrutura
secundaria de proteinas das folhas B, mais especificamente a configuragao paralela
e antiparalela.

De forma geral as bandas de 1710 — 1482 cm, refere se a alongamento
simétrico > (C=0) -RNA / DNA, atribuido ao alongamento C=0 e aos &cidos nucleicos
RNA e DNA, que compreendem a amida | com alongamento simétrico C=0 e amida
[l com alongamento simétrico em C-N, ambas com deformacdo simétrica N-H
(NOGUEIRA et al.,2015). Na ultima sub-regido estudada de 1748-1741 cm encontra-
se os lipidios com vibracdo de alongamento no grupo funcional C=0, com bandas
referenciadas em 1740 e 1743 cm™* conforme Tian et al. (2015).

A Figura 27 apresenta os valores obtidos para todas as bandas encontradas
na regido do espectro analisada de 1800 a 1130 cmt. Considerando o grupo controle
dividido em espectros da regido com lesao e espectros da regido sem lesdo para as

amostras obtidas, ndo ha diferenca estatistica significativa entre as bandas obtidas.
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Figura 27 - Boxplot para os valores de area obtidos das bandas encontradas na regido 1800 a
1130 cm! dos espectros FTIR considerando as amostras do grupo controle (sem aplicacédo de
6leo).
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4.2.3 Resultados obtidos das amostras com aplicacdo dos diferentes tempos
de ozonizacao do 6leo: TO, T30, T60, T90 e T120.

Nesta secado, apenas 0s espectros da regido com lesao foram analisados, uma
vez que, tinha como objetivo verificar a influéncia do 6leo no processo cicatricial.

Foram considerados 6 grupos:

1) amostra contendo apenas amostra tecidual da leséo cutanea (pele controle);
2) leséo tratada com 6leo de girassol ndo ozonizado (pele + 6leo TO);

3) leséo tratada com 0leo de girassol ozonizado por 30 minutos (pele + 6leo T30);
4) leséo tratada com Oleo de girassol ozonizado por 60 minutos (pele + oleo T60);
5) leséo tratada com 0leo de girassol ozonizado por 90 minutos (pele + 6leo T90);

6) lesédo tratada com 6leo de girassol ozonizado por 120 minutos (pele + 6leo T120)

Considerando a regido do espectro de 1130 a 820 cm* foram obtidos 5 centros
de bandas coincidentes nos espectros analisados. Desta regido em particular, os
cinco centros de bandas obtidos correspondem aos seguintes numeros de onda: 1088
cm?® (Figura 28), 1034 cm* (Figura 29), 969 cm™ (Figura 30), 865 cm™ (Figura 31) e
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850 cm™ (Figura 32). Das areas obtidas para os centros supracitados, observou-se
que apesar da variacdo existente, particularmente para o centro de banda 850 cm™,

ndo ha diferenca estatistica significativa.

Figura 28 - Boxplot dos valores de area obtidos para os seis grupos considerando o centro de
" banda 1088 cm-1.
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Fonte: Autoria propria.
Figura 29 - Boxplot dos valores de area obtidos para os seis grupos considerando o centro de
banda 1034 cm-1.
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Boxplot dos valores de area obtidos para os seis grupos considerando o centro de
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Figura 32 - Boxplot dos valores de area obtidos para os seis grupos considerando o centro de
banda 850 cm-1.
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Para a regido 1800 — 1130 cm! foram obtidos 8 centros de banda, sendo estes:
1744 cm, 1640 cm, 1544 cm, 1448 cm?, 1385 cm™, 1322 cm™, 1240 cm™ e 1158
cml. Das areas obtidas para os centros supracitados, observou-se que apesar da
variacao existente, particularmente para os centros de banda 1240 e 1385 cm™, ndo

ha diferenca estatistica significativa, conforme mostrado na Figura 33.



Figura 33 -

banda da regido 1800 a 1130 cm-1.
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Boxplot dos valores de area obtidos para os seis grupos considerando os centros de
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Levando em conta o nimero de pessoas que necessitam de tratamentos
eficientes e, preferencialmente de baixo custo, além de facil aplicacdo, o estudo do
processo de ozonizacao do Oleo vegetal de girassol, tem um significado relevante, no
tratamento das lesfes cuténeas cronicas ou ndo, devido as suas caracteristicas no
que se refere a concentragcdo da Vitamina E (tocoferdis) e do dmega 6 (4cido linoleico
entre 48 e 74 - AOCS), compostos estes sdo considerados de grande relevancia para
0 organismo, mesmo que seja com sua aplicacao externa.

Seguindo as bibliografias estudadas, concorda-se que ainda se fazem
necessarios maiores estudos e aprofundamentos no processo de o0zonizagdo e a
verificacdo das alteracBes que ocorrem no decorrer do processo, para que se possa
identificar os compostos que sao degradados e 0s que sdo gerados a partir deste
processo.

O que se observa nas andlises referentes ao processo de ozonizacgéo do 6leo
vegetal de girassol, € que os 0leos vegetais apresentam alteracdes similares em sua
estrutura. Essas diferencas ocorrem devido ao processo ser dinamico, com a
persisténcia da insercéo do gas 0z6nio, o que faz com que nesse processo forme e/ou
degrade produtos existentes em sua composicao e gerem novos subprodutos.

Observando os espectros FTIR em especial o nUmero de onda 1634,3 + 16,6
cml, que surge nos tempos de 20, 30 e 40 minutos, esta banda se justifica devido a
quebra das ligacdes duplas de carbono da cadeia lipidica causando o aumento da
cadeia de CO2, reduzindo também os compostos -HC=CH- seguindo o que o
mecanismo de Criegee descreve, sendo gerado os subprodutos aldeidos e cetonas,
gue sdo compostos que possuem a carbonila (carbono com ligacéo dupla ao oxigénio
e ligacdo simples com o hidrogénio) capaz de reagir com inUmeros compostos
organicos, um exemplo de composto seria o formol usado como desinfetante, justifica
0 combate a patdgenos.

O processo estatistico utilizado corrobora na confirmacdo das alteragbes
visiveis nos espectros FTIR, e com o processo da deconvolucdo a partir da 22
derivada, sendo esses métodos muito eficientes no processo proposto pelo estudo.
Portanto, ainda se faz necessario de que esse processo longo e demorado - com a

utilizacao de 2 softwares distintos - possa ser simplificado, ou mesmo que o retorno
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da classificacdo das bandas possa ser efetuado com maior eficiéncia, por meio de um
software unico.

Como melhoria do processo, a fim de obter controle total, € recomendado que
haja o resfriamento e controle total, em termos de temperatura durante o procedimento
de ozonizacdo. Com a caracterizacdo do 6leo ozonizado durante os 90 minutos, foi
possivel observar que as reacdes estabelecidas estdo de acordo com 0 mecanismo
de Crieege, com formacgéo dos produtos ozonideos, conforme variacao evidenciada
na regido do nimero de onda 3000 cm™. Em relacéo ao tempo de ozondlise do 6leo
de girassol, dada pela alteracdo da temperatura que sugere estar relacionada a
formacéo dos produtos ozonideos, recomenda-se que o 0leo permaneca pelo menos
30 minutos em inser¢céao de o0zo6nio, garantindo, assim, a formacao dos produtos.

Quanto a caracterizacdo das amostras de lesdo cutdnea com aplicacao dos
Oleos ozonizados usando FTIR, observa-se que existe uma alteracdo entre alguns
espectros, mas sem diferenca estatistica significativa. Entretanto, para melhor
compreensao, sdo necessarias andlises na regido acima de 1800 cm, ndo realizada
neste trabalho. O estudo efetuado até o momento ndo evidéncia a eficacia do uso do
0leo ozonizado com até 120 minutos de ozonizacdo em lesdes.

E relevante o aprofundamento deste estudo com a andlise da borda da les&o
utilizando equipamentos para a confirmacéo da aquisicdo do espectro em cada uma
das regibes a serem estudadas com precisdo, que inclua no procedimento uma
andlise clinica dos individuos investigados e considere o tempo de reparo para a
analise no decorrer deste processo, levando em conta que dentre os trabalhos
encontrados com a utilizacao de 6leos vegetais ozonizados, a grande totalidade se da
em lesBes com infec¢Bes e/ou em fase crbnica, o que também se faz necessario a

analise para esta situacdo em relacdo a uma lesdo sem agravamentos.
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APENDICE A

12 Regido 790 a 630 cm™!

Exemplificando com o centro de banda 1 os valores constantes, obtidos com

GraphPad

PL | P2 | P3| P4 | P5 | P6 | P7T | P8 | P9

Minimum; 25 %;
Median; 75 %; 0,065 | 0,060 | 0,127 | 0,092 | 0,058 | 0,157 | 0,057 | 0,082 | 0,130
Maximum; Mean

Std. Deviation 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
Std. Error 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
0,
Lowerﬁsaf Clof | 6065 | 0,060 |0,1749(0,00157(0,05815|0,1572[0,05735(0,08239|0,1305
0,
Upperrfg‘af Clof | 6065 |0,0560|0,1749(0,09157(0,05815|0,1572(0,05735(0,08239|0,1305

Fonte: Autoria propria.

Grafico da regido, com gaussiana a partir da 22 derivada.

0.07 I | | — ‘ : |
7243243 [ Snal
N - gerado
0.06 - S 12 gaussiana |

2% gaussiana
3?2 gaussiana
4% gaussiana

005+

* \‘\\
767.5676 -
0 t | | I | o
620 640 660 680 700 720 740 760 780 800
N° de ondas cm’™1

Fonte: Autoria propria.



Gréficos do sinal da 12 regido: a) grafico do sinal; b) gréfico da 22 derivada e
c) grafico das gaussianas.
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Apéndice B
22 Regido 1800 a 800 cm™*

Andlise estatistica das 10 bandas da 22 regido, destaca se o centro de banda

no tempo de 30 minutos.

T30P1 [T30P2 |T30P3 |T30P4 |T30P5 |[T30P6 [T30P7 |T30P8 [T30P9 [T30P10
Minimo 0,3949 10,5506 (1,104 ]1,446 (4,325 |8,342 (3,248 |1,48 1,779 |1,859
25 %; média;
75 %; [0,4223 [0,5886 (1,181 (1,546 [4,625 8,342 (3,473 |[1,582 (1,901 |3,057
Méximo
Média 0,4195 10,5848 11,173 |[1,536 |4,595 [8,561 |3,45 |1,572 (1,889 |2,937
Desvio padrédo |0,0087 |0,0120 [0,0242 |0,0316 |0,0949 [0,6921 [0,0713 |0,0324 |0,0387 [0,3788
Erro padrdo  |0,0027 |0,0038 [0,0077 |0,0100 |0,0300 [0,2188 [0,0225 |0,0102 |0,0122 [0,1198
Menor 95 % 4133 |0,5762 |1,156 [1,514 [4,527 [8,066 [3,399 [1,549 |1,861 [2,666
Cl da média
Maior 85 % Cl 10,4258 (05034 1,101 [1,550 |4.663 (0,056 [3,501 1595 [1,917 (3,208
Teste de [Teste de normalizagdo D'Agostino & [Teste de normalziacdo
normalizacdo KS | Pearson omnibus Shapiro-Wilk
KS — los241 k2 28,56 W 0,3657
distancia
P valor < 0,0001
Passa no teste de normalidade (alpha=0.05)? |No
P valor resumido [
um l4,195 |5,848 [11,73 [15,36 [4595 [85,61 [34,5 [1572 [18,89 [29,37
Teste Kruskal-Wallis
P valor < 0,0001
\Valor de P exato ou aproximado? Aproximacdo Gaussiana
P valor resumido =2
As medianas variam de forma significativa. (P Ves
< 0.05)
Nimero de grupos 9
ruskal-Wallis [737 87 87 [817 [87 [87 336 [4,96 [8,17 [1,49

Fonte: Autoria prépria.
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Valores da area das bandas obtidos a partir do procedimento de desconvolugdo (1500
cm™’ — 800 cm™ regido) considerando TO até espectroS T90. A analise de variancia e testes pés-hoc

foi realizada considerando p < 0,05 diferenga estatisticamente significante.

T0@ | T5() TO@ | (3 THE T TG | o | |y | Pale
*d, g,
P1 *d g hi | hi | *g,hi *h *h, i
850 cm-L 0374 | 0403 | 0413 | 0432 | 042080009 | 0421 | 0442 | 0475 | 0453 | <0.0001
p2 «d,hi | *hi | *ef | *ef n, | *q.hi | *h
911 cmt 0.596 0.629 0.656 0.682 0.585+0.012 0.586 0.646 0.717 0.697 < 0.0001
*
P3 *defgi | PO i % *h *h, i %
965 cm-L 0911 | 0945 | 0999 | 1101 | 1.473x0024 | 1195 | 1151 | 0990 | 1226 | <0.0001
P4 *afghi| PO g | *h, i
1030cm® | 1340 | 1451 | 1500 | 1582 | 1536:0032 | 1694 | 1721 | 1760 | 1874 | <0.0001
P5 efighi | 9| shgi | g %
1091cm® | 3838 | 4116 | 4221 | 4407 | 4595:0095 | 5037 | 5067 | 4968 | 5423 | <0.0001
P6 0 n0i | *e | *hi | *ghi *g,h,i *, i
1160cm™ | 9450 | 8.166 | 8200 | 8214 | 8561:0.692 | 8185 | 8009 | 7507 | 7.943 | <0.0001
P7 xcdef | *h | *h | *hi *g,h i *g,h. i
1236cm® | 3215 | 3376 | 3385 | 3390 | 3450071 | 3417 | 3334 | 3130 | 3328 | <0.0001
P8 *b,c,d, e f| *gh,i *t, ? h, *g *g
1300 cm® | 1468 | 1583 | 1507 | 1572 | 157240032 | 1569 | 1550 | 1563 | 1568 | <0.0001
P9 *d,ef,00 | *efi | *,i = *h *, i * *i
1365cm® | 1584 | 1698 | 1735 | 1794 | 1.889:0.039 | 1906 | 1873 | 1690 | 1951 | <0.0001
PI0 | *c,defh | *h *h x *g, *g, i * =
1452 cm® | 2243 | 2976 | 2981 | 2984 | 29370379 | 3001 | 2926 | 3240 | 2922 | <0.0001
P11 *e,f 9
1634.3 cm’? 0.041 0.025 0.028 | 0.005 <0.0001
P12 | *bdefg| * | *ef | *n *h, *hi | *hi
1658 cm™ | 0056 | 0048 | 0048 | 0147 0.027 0025 | 0042 | 0050 | 0.050 | <0.0001
P13 *b,c,d, h *e *,f | *¢,f, g *h, i *f,0,i
1701 cm1 0.094 0.117 0.119 0.120 0.112 0.114 0.117 0.154 0.117 | <0.0001
P14 *b, ¢, d, f *g *g,h | *g, h,i *f, g *g, h,i
1744cm® | 5255 | 5313 | 5326 | 5.3 5.31 533 | 5238 | 5283 <0.0001

*Diferentes letras mindsculas na mesma linha diferem significativamente umas das outras pela aplicagéo da analise de Kruskal-Wallis e pelo teste de comparagéo
multipla de Dunn em p < 0,05. Cada letra minGscula representa um espectro, onde T0 =a, T5=b, T10=c¢,T20=d, T30=¢, T40=f, T50 =g, T60=h e T90 = i.
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APENDICE C

Apresenta a comparacao entre a area das bandas para todos os espectros considerando a segunda
regio 1130 — 1070 cm™*. Ha uma diferenca estatisticamente significativa, considerando TO até
espectros T90. A andlise de variancia e testes pos-hoc foram realizadas para p < 0,05 tendo
diferenca estatisticamente significativa.

TO (a) T5(b) | T10(c) | T20 (d) T30 (e) T40 () T50(g) | T60 (h) [ T90 (i)
P1 *e, f,g,h, i *e, g, h, i *g, h, i *h, i *j
1097 0.49 0.516 0.544 0.609 0.658 + 0.002 0.654 + 0.002 0.682 0.744 0.778
p2 *e,f, g, h,i *f, g, h,i *g, h, i *h, i *j
1118 0.095 + 0.001 0.103 0.112 0.134 0.158 0.236 + 0.027 0.262 0.305 0.32

*Diferentes letras mintsculas na mesma linha diferem significativamente umas das outras pela aplicacéo da analise de Kruskal-Wallis e pelo teste de comparagao
mdltipla de Dunn em p < 0,05. Cada letra minUscula representa um espectro, onde TO =a, T5=b, T10=c, T20=d, T30 =¢, T40=f, T50 =g, T60=h e T90 = i.

E possivel examinar as colunas do Quadro 10, gerados pelo software

GraphPad contendo as areas de cada um dos tempos coletados.

Teste de Comparacao Mdultipla de Dunn.

P1 P2

Dif S Dif S
TOvs T30 -49,5 i -40,5 *
TOvs T40 -40,5 * -49,5 i
TO vs TS50 -60 ok -60 ok
TO vs T60 -70 o -70 s
TO vs T90 -80 i -80 i
T5vs T30 -39,5 *
T5vs T40 -39,5 *
T5vs T50 -50 i -50 i
TS5 vs T60 -60 ok -60 ok
TS5 vs T90 -70 i -70 i
T10 vs T50 -40 * -40 *
T10vs T60 -50 ok -50 ok
T10 vs T90 -60 i -60 i
T20 vs T60 -40 * -40 *
T20 vs T90 -50 ok -50 ok
T30 vs T90 -39,5 *
T40vs T9O | -39,5 *

Fonte: Autoria propria.
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Valores da area das bandas obtidos a partir do procedimento de deconvolucéo (3050 cm*- 2800
cm? regifo) considerando TO até espectros T90. A analise de variancia e testes pos-hoc foram
realizadas considerando p < 0,05 diferenca estatisticamente significativa.

TO (a) T5 (b) T10(c) [ T20(d) [ T30 (e) | T40(F) | T50(g) [T60 (h)| T9O (i) | p-value

P1 *h *f, g, h,i *f, g, hi |[*g h,i *h *j

2825 cm™  ]0.201+0.001 | 0.205+0.002 0.205 0.202 0.199 0.197 | 0.190+0.002 0.137 0.188 | < 0.0001
P2 *e, g, i *g, i *g, i *h *h *h i

2854 cm! | 2.962+0.213 | 2.893+0.283 3.018 3.008 2.995 3.000 | 2.571+0.350 3.220 2.874 | <0.0001
P3 *d, e, f, h *d, e, f, h *h *g *g *g, i *h *

2875 cm™ | 1.076£0.008 | 1.076+0.011 1.086 1.097 1.127 1.128 | 1.074£0.014 | N.A. 1.086 | < 0.0001
P4 *d, e, f, h *d, e, f, h *f, h *g *g *h

2893 cm™ | 1.455£0.011 | 1.454+0.015 1.467 1.484 1.526 1.531 | 1.452+0.019 1.521 1.473 | <0.0001
P5 *d, e, h, i *d, h, i *h, i *h *h, i *

2922 cml | 4.787£0.251 | 4.861+0.334 4.690 4,677 4,681 4,687 | 4.897+0.415 4,970 4.463 | < 0.0001
P6 *d, e, f *e *h *g, h *g, h, i *g, h, i

2958 cm™! | 1.459+0.012 | 1.466+0.016 1.486 1.505 1.569 1.561 | 1.453+0.020 1.430 1.472 | <0.0001
P7 *d, e, f, g *d, e, f, h *e, f *j

2983 cm™ | 0.259+0.002 | 0.263+0.003 0.282 0.309 0.414 0.383 | 0.307+0.004 | N.A. 0.294 | < 0.0001
P8 *d, f, g, i *g, i *g, i *f, g, i

3009 cm™ ] 0.511+0.005 | 0.502+0.006 0.500 0.493 0.506 0.490 | 0.451+0.007 0.429 0.430 | < 0.0001

*Diferentes letras mindsculas na mesma linha diferem significativamente umas das outras pela aplicacdo da anélise de Kruskal-Wallis e pelo teste de comparagéo
maltipla de Dunn em p < 0,05. Cada letra mintscula representa um espectro, onde TO =a, T5=b, T10=c, T20=d, T30 =¢, T40=f, T50 =g, T60 = h, e T90 =
i. N.A = ndo aparecem mais.



