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Resumo

Neste trabalho a Espectroscopia Fotoacustica ildatta para avaliar a taxa de difuséo
de complexos nanoencapsulados na pele e de foststieadores na dentina. Os
complexos nanoencapsulados sdo de interesse eas &eas e neste trabalho foram
utilizados na formulagdo de protetor solar e obtidos com a s#&dude benzofenona-3
(BZ-3) em hidroxipropilp-ciclodextrina. A penetracdo percutanea das forodes de
protetores solares com estes complexos ou com-8)Bdi avaliadaex vivoutilizando-

se pele de coelhos como modelo. Além disso, adastea foi empregada para se ava-
liar in vitro a permeabilidade dentinaria de fotossensibilizegaldAzul de Metileno,
Azul de O-toluidina e Verde de Malaquita) de interesse mapia fotodindmica. Neste
ultimo estudo foram realizadas medidas complemest@om a espectroscopia fotoacus-
tica no infravermelho por transformada de Fourdemn a Microscopia Eletronica de
Varredura e com a Microscopia Optica. Os resultamostraram que a formulagdo com
o complexo nanoencapsulado apresentou menor peietra pele se comparada a da
formulacdo com (BZ-3). Esta observacdo foi refoacadpartir da analise da fase do
sinal fotoacustico, que permitiu separar as camgliies para o espectro provenientes
das bandas de absorcdo optica das formulacdes laaqiee pele. Isto indica que o
processo de nanoencapsulamento adotado pode saltenmativa na busca por novos
protetores solares com menor taxa de difusdo re@ejue ainda possam apresentar
maior fotoestabilidade. No segundo estudo os ottt mostraram que os trés fotossen-
sibilizadores apresentaram alta taxa de permeaeadentina, inclusive quando o
intervalo de tempo de aplicagéo foi da ordem deirl fsto indica que em termos de
taxa de difusdo estes fossensibilizadores sao igigpaFa uso pratico na odontologia.
Além disso, a partir destes resultados e do cesifieide espalhamento de luz na denti-
na, propusemos um modelo semi quantitativo que ipermpmever a concentragdo do
fotossensibilizador e a intensidade de luz nageattes profundidades ao longo da den-
tina. Este modelo parece ser de grande valia paagrionoramento dos protocolos
utilizados na terapia fotodinamica de interessedwntologia. Em concluséo, os resul-
tados deste trabalho mostraram mais uma vez gspexteoscopia fotoacustica € uma
técnica muito importante para se determinar a pagé e a distribuicdo de formulacdes
em sistemas bioldgicos, que em geral ndo sao missie serem obtidas com outros

métodos.
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Abstract

In this work the Photoacoustic Spectroscopy teamigas applied to measure the diffu-
sion rate of both nanoencapsulated complexes thrakig skin and photosensitizers
through the dentin. The nanoencapsulated compleeesf interest in several areas and
in this work were used in the sunscreen formulatiand were obtained with the inclu-
sion of benzophenone-3 (BZ-3) in hydroxypropytyclodextrin. The percutaneous
penetration of the formulations of sunscreens wittse complexes or with (BZ-3) was
ex vivoevaluated using rabbit skin as the model. In @&idiin anin vitro study and of
interest for the photodynamic therapy, the photaatto method was applied for the
evaluation of three photosensitizers (MethyleneeBIlToluidine BlueO and Malachite
Green) penetration rate through the human dentirthé latter study, complementary
measurements with Fourier Transform Infrared Phumostic Spectroscopy, Electron
Scanning Microscopy and Optical Microscopy wer® gderformed. The results showed
that the formulation with nanoencapsulated com@egxesented lower penetration rate
through the skin when compared with that of thenidation with (BZ-3). This observa-
tion was reinforced after the analysis of the phaséhe photoacoustic signal, that
permitted to resolve the total spectrum, providimg optical absorption bands attributed
to the formulation or the skin. This indicates tkiz@ obtained nanoencapsulated com-
plexes may be an alternative route in the searchnda sunscreen formulations with
reduced diffusion rates through the skin, probaglysenting higher photostability. In
the second study, the results showed that the pire®sensitizers presented high pene-
tration rate through the dentin, even when theiegipbn time interval was on the order
of 1 min. This means that in terms of diffusioresathese photosensitizers are promising
for practical use in the dentistry. In additionttwihis result and using literature values
for the dentin light scattering coefficients, weposed a semi quantitative model pre-
dicting both photosensitizers concentration anddera light intensity along with the
dentin thickness. This model may help to perfornpriovements in the used photody-
namic therapy protocols of interest in the dentistn conclusion, the results of this
work showed once again that the photoacoustic spgcipy is an important technique
to determine the penetration and distribution ofmfalations in biological systems, what
generally can not be obtained with other methods.

11



Capitulo 1

Introducao

O desenvolvimento de fotoprotetores ou filtros mesadata de 1930, quando
as primeiras formulacdes para protecédo contra iag&al ultravioleta (RUV) foram
obtidas™. Desde entdo o uso de protetor solar tem sidarecdado como uma me-
dida preventiva para proteger a populagdo contrafeisos nocivos da radiacao
ultravioleta.

E reconhecido atualmente que os mecanismos quesdest a interacio e a
distribuicdo de substancias aplicadas topicameatpete ndo sdo bem entendidos.
Isto porque a pele tem estrutura complexa que eati@ individuos e devido a fato-
res como condicbes de umidade e nivel de exposaad? .

Um filtro solar deve cobrir e proteger a pele. 8&senvolvidos para terem a-
tividades na superficie do tecido cutaneo, estcatmeo, ou seja, ndo apresentar
absorcao sistémica. Além disso, ndo deve apresdatandacdo dos componentes
absorvedores de luz porque isto pode diminuir agdpde de protecao solar e tam-
bém produzir reacées alérgicas ou toXftafodos esses fatores sdo extremamente
importantes, uma vez que estas formulagdes saoeinégmente aplicadas e espalha-
das em grandes &reas do cdfpo

A benzofenona-3 (BZ-3) € um dos compostos maizatibs para absorver a
radiacdo UV Ela é sélida na temperatura ambiente e poucoveolém
preparacbes cosmétick5 E relativamente barata e capaz de absorver acéuli
UVA (320-400 nm) e UVB (290-320 nm). Um dos probésné que a benzofenona
pode permear através da pele e atingir a corranguinea ap6s aplicacdo topica

Estudos tém detectado BZ-3 na urina humana, ne tedterno e no plasma do

12



Capitulo 1 —MTRODUGAO 13

sangue. Estes estudos mostraram ainda que esteostongode induzir reagdes
adversas intensas na pele, como as fotoderm@kftes

A taxa de permeacdo de uma dada formulacdo nalppénde das proprieda-
des de seus componentes e da integridade da @elas\éstratégias tém sido usadas
com a finalidade de reduzir a penetragao sisténcprotetores solares. Entre elas
destacam-se a escolha adequada da formulacéo ela lsas utilizada para dispersar
o principio ativo, o uso de nanoparticulas nas ftagdes, entre outrd§™Y,

Na area farmacéutica, as ciclodextrinas (CDs) tié€im sma estratégia eficaz
para aumentar a solubilidade, estabilidade e Ipodibilidade de medicamentos.
Também sdo usadas para eliminar odores e sab@@grdéaveis de certos farmacos
(211131 A CD é amplamente utilizada para formar compled®snclusdo com varios
substratos organicd¥”. Mais de 30 medicamentos comercializados contam &o
presenca de ciclodextrinas em suas formula¢Bes

Estudos mostraram que a complexagcao de benzofexomadidroxipropilf-
ciclodextrina (HP3-CD) aumenta a solubilidade e a fotoestabilidadembtetores
solares e reduz a penetracdo da BZ-3 através dénmaeabioldgica, sem suprimir
suas propriedades de absorc&o da RONPII,

Diversas técnicas espectroscopicas tém sido widizapara se avaliar a
penetracdo e a distribuicdo de substancias atralespele. Entre elas a
Espectroscopia Fotoacustica (PAS) tem sido um métogportante nessa area,
possibilitando a realizacdo destes estuslowivo, in vitro e in vivoEsta técnica €
caracterizada por ser ndo destrutiva e por seruadegqpara estudos de materiais
opacos, pouco absorvedores, géis, pos, etc. Aléso,dela permite que se realize
analise do perfil de profundidade de substancissiloliidas ao longo da espessura
da amostra. Para as andlises de produtos paragmoselar, a PAS viabiliza a
deteccdo de suas bandas de absorcdo Optica néssreggipectrais do UVA e do
UVB, que sao radiagdes com comprimentos de ondapqdem induzir danos na
pele. Nao ha relatos na literatura sobre o uscsdactroscopia fotoacustica para se
avaliar a penetragéo cutanea do complexo de ircleséie BZ-3 e (HB-CD).

O segundo topico de interesse neste trabalho serad estudo da difusédo de
fotossensibilisadores para uso na terapia fotodoe(fPDT) na odontologia. A PDT
tem sido empregada para descontamina¢éo da deatiada, atuando como coadju-

vante no tratamento da céarie por meio da inativagéo até 95% de seus

13



Capitulo 1 —NTRODUGAO 14

microrganismos$'”. Nesta técnica um fotossensibilizador é ativadoupea radiacdo

de determinado comprimento de onda (para o qubsargdo do fotossensibilizador
seja maxima), resultando na geracédo de espéoméxiiias, incluindo oxigénio sin-
gleto e radicais livres, que sdo capazes de exefeito bactericidd "8,

Os corantes fenotiazinas, azul de metileno (MB)zel a@e orto-toluidina
(TBO) séao agentes fotossensibilizadores que vérdosempregados na PDT para
inativacdo de organismos patogénicos, como vitoaceérias™®. Inimeros estudos
tém relatado esse efeito bactericida dos fotodsiémadores contra microorganis-
mos cariogénicos presentes na cavidade bucal, con8ireptococcus mutans
(7R8Il - outrocomposto que pode ser utilizado como fotosserwsiitir é o ver-
de de malaquita (MG), um corante catiénico da fandbs trifenilmetanos, que ja é
utilizado na rotina odontolégica como evidenciadaplaca bacteriar&'.

Para se obter resultados satisfatorios na PDT éss&Go que ocorra a perme-
abilidade dentinaria dos fotossensibilizadoresizailos nesse tratamento. Isto
porque se nao houver permeacao na dentina, o deiRDT sera superficial. Como
nao foram encontrados relatos na literatura solad@idas da permeabilidade denti-
naria de fotossensibilizadores na dentina, mais\ena espectroscopia fotoacustica

parece ser a técnica adequada para se realizaststie.

1.1 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho € utilizar @extroscopia fotoacustica pa-
ra avaliar a taxa de difusdo de complexos nanosn&ajos na pele e de
fotossensibilizadores na dentina.
Objetivos especificos:
» avaliar a resposta espectral dos complexos desi@elentre BZ-3 e
HPB-CD;
» determinarex vivoa penetracdo cutanea, em peles de coelhos, de pro-
tetores solares obtidos com estes complexos;
» aplicar o método de separacdo dos espectros nddasipal fotoacus-
tico para identificar a presenca dos componentefogaulacdo na

pele;

14



Capitulo 1 —MTRODUGAO 15

e avaliarin vitro a permeabilidade dentinaria dos fotossensibilizeglo
azul de metileno, azul detoluidina e verde de malaquita, empregados

na terapia fotodinamica;

15
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Capitulo

Aspectos teoricos

2.1 Radiacao e a matéria

A espectroscopia € a area da ciéncia dedicadaadoasa interacdo da radia-

cdo eletromagnética com a matéria. Comprimentosrdia distintos transportam

diferentes quantidades de energia resultando eragiies que podem ser analisadas

para se obter informagdes sobre as caracterisiicastrutura molecular dos compos-

tos e suas possiveis funcionalida@8§!.

A radiacdo eletromagnética pode ser tratada chassiote como de carater

ondulatério. Cada onda pode ser caracterizada mocamprimento de onda, con-

forme ilustrado na Figura 2.1. Na ordem crescemternkrgia, mostra-se desde as

ondas de radio até radiacdes de alta energia cemaas-X e 0s raiog

Espectro eletromagnético

Comprimento de onda
(metros)
Radio Microondas Infravermelhe Visivel Ultravioleta Raios-X Gama
1 | 1 ] ] 1 ]
T 1 Ll T Ll L] T
103 102 105 106 108 10°10 10712

NN VWU

Frequéncia (Hz)

104 108 1012 l 105 1016 1018 1020

Figura 2.1 — Representacdo esquematica o espéstioneagnéticd’”.

16



Capitulo 2 — APECTOS TEORICOS 17

Embora ndo haja uma definicdo especifica dos linetgtre cada regido es-
pectral, suas denominacdes auxiliam na caractéozag no processo de
entendimento dos mecanismos de interacdo de cdidgda com a matéria.

As freqUéncias da regido do visivel correspondenemos do que 1% de todo
0 espectro eletromagnético, cujo comprimento dea@stid compreendido entre 400
e 700 nm. A radiacdo ultravioleta esta compreendidee 200 e 400 nm. As radia-
¢Oes do visivel e do ultravioleta podem induzirimgdes nos materiais a partir de
transicdes de determinados elétrons de seu regpediado de menor energia para
outros de maior energi&!??,

Quando a radiagdo com um determinado comprimentmda interage com a
matéria, ocorrera algum fenémeno espectroscopmmocpor exemplo, absorcao,
transmissao, reflexdao, espalhamento, entre oujtes dependerdo da energia da ra-
diacdo incidente e do meio material considerddb Em geral, os estudos
espectroscopicos sdo tao eficientes para revelamogsiedades de um meio que suas
informacdes podem ser consideradas como uma indgrekgital do sistema em es-
tuda

Espectros eletronicasfletemtransicdes entre os niveis rotacionais dos varios
niveis vibracionais de um estado eletrénico e @sigirotacionais e vibracionais de
outro estado eletronico. Isto é chamado de sist#midandas. Ele contém todas as
bandas vibracionais da transi¢ao eletronica emreodg&o, cada uma com sua estru-
tura rotacional. Em geral todos os trés numerostoe®s mudam nessas transicoes: J
e v, e mais aquele que caracteriza o estado elatr@m |, mou j e m) (28],

O alargamento das bandas de absor¢cdo ocorre quaride transicées com
diferentes energias estao presentes, ou seja, @uandveis de energia vibracional e
rotacional estdo superpostos aos niveis eletrofitos

A andlise do processo de interagdo entre radideffomagnética e a matéria
€ 0 que chamamos de espectroscopia. O especiregésto dessa interacdo. Depen-
dendo da radiacdo interagente pode-se recorrer @ t@gnica espectroscopica
especifica. De interesse especial para esse toatlafitacamos as regides espectrais
do ultravioleta e do visivel, nas quais a espectijuia fotoacustica apresenta-se co-
Mo uma técnica viavel e de extremo valor para serais espectros de absorcdo
optica e o perfil de profundidade, na amostra,fdasulac6es ou compostos utiliza-
dos.

17



Capitulo 2 — APECTOS TEORICOS 18

2.2 Histoérico do efeito fotoacustico

Alexandre Graham Bell descobriu o efeito fotoacasgm 1880. Ele obser-
vou que efeitos sonoros podiam ser ouvidos quandéeixe de luz solar modulado
incidia sobre um sélido posicionado em uma camechadd®. A Figura 2.2 ilustra

a montagem do experimento, por ele denominadatdiofee.

Figura 2.2 — Foto da montagem experimental de Gnabell .

Bell fez experimentos subsequientes com uma vamedadolidos, liquidos e
gases. Ele observou que os efeitos sonoros induzidpendiam da natureza das
substancias expostas a radiacdo e ainda do regpeotnprimento de onda utiliza-
do. Seu trabalho despertou grande interesse na &Poc

Em 1973, Allan Rosencwaig e Allen Gersho desenvalweo modelo tedrico
para descrever o efeito fotoacustico gerado em taasosolidas. Neste modelo eles
obtiveram como resultado equacdes analiticas qumeitgen determinar as proprie-
dades O6pticas e térmicas das amostras. Desta farragpectroscopia fotoacustica
tornou-se uma ferramenta valiosa para o estudoaderiais. Entre outros fatores, os
autores destacaram a possibilidade do método peaméalizacdo de analise do per-
fil de profundidade de centros absorvedores distlits ao longo da espessura das
amostrag™!I29lE0,

O modelo permitia a utilizacdo de equacdes anaditpara descrever o com-
portamento do sinal fotoacustico tanto em termogadé@ncia de luz incidente, como
da frequéncia de sua modulacdo. Em seus experimezlags demonstraram que o
sinal fotoacustico era o resultado do fluxo pexddie calor, induzido apés a inci-
déncia de luz, entre a superficie da amostra esacgdtido na célula fotoacustica.

Tratava-se, portanto, de um fenémeno fototérfiéd’.
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2.3 Efeito fotoacustico: definicao

O efeito fotoacustico consiste na geracao de urda anustica e pode ser ob-
servado quando a luz modulada é absorvida por mmstea posicionada dentro de
uma célula fechada contendo géas, que pode serpoigr. A incidéncia da luz e
sua consequente absor¢cdo resultam em excitacaoivs de energia da amostra.
Como consequéncia ocorrera relaxacéo, que se doraadfativa, induzira geracéo de
calor no material. Ao se utilizar excitacdo modalagiste aguecimento torna-se peri-
odico, gerando uma onda de pressdo no gas em aocdat a amostra. Um
microfone acoplado na camara fotoacustica detesttavariacdo da pressao, produ-
zindo o sinal fotoacustico. Sua intensidade depeéadeeqtiéncia de moducéo da luz
incidente.

Portanto, o sinal fotoacustico € o resultado deragiéo da radiacdo com a
matéria. Sua natureza é definida pelas propriedaplesas e térmicas das amostras.
A obtencéo de espectros de absorcdo oOptica geeagastir do sinal fotoacustico

caracteriza a técnica Espectroscopia Fotoacustica.

2.3.1 Comportamento Optico e térmico das amostras

Um determinado material pode ndo absorver totaknant feixe de luz que
incide sobre ele. Da parte absorvida, uma fracéwage imediatamente com as mo-
léculas da superficie do material e o restanteséralolo gradativamente, interagindo
com as camadas moleculares cada vez mais profudametracdo da radiacdo ao
longo da espessura da amostra ocorre de tal foumadntensidade do feixe inci-
dente diminui exponencialmente, conforme prevé iadeeBeer®?. A distancia de
penetracdo do feixe na amostra até sua intensglxdeeduzida a 1/e caracteriza a
absorcao oOptica do material. O parametro que meske absorcdo € denominado de

comprimento de absorgéo optida, que € definido comd,, =1/ 3, sendog o coe-

ficiente de absorcao Optica do material.
A Figura 2.3 mostra as trés classificacdes quedada amostra pode receber

em termos do seu comprimento de absorgdo opfica,de sua espessutg,

Sel, <I,: amostra opticamente opaca;

B

Sel, =l : amostra absorvedora;

B =
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Sel,>1 : amostra opticamente transparente.
Luz incidente Ammostra opaca
- -E"'“f‘j?f <=1,
& I I x

6 I lB X
Luz incidente | Amostra transparente
e ORI D =t
o ¥ it -

Figura 2.3 — Classificagdo do comportamento éptec®amostras.

Uma vez classificada a amostra em termos do coreptorde absorgéo oOpti-
ca, € necessario estabelecer como o calor gerattoqomtribuir para 0 aumento de
pressdo na célula, ou seja, para a geracdo dofsioatustico. Atualmente, sabe-se
gue o sinal fotoacustico pode ser gerado por p&ieos quatro mecanismos princi-
pais, sendo eles: difusdo térmica, expansao térrefesto termoelastico e efeito
fotobarico.

Difusdo Térmica: Neste processo, a incidéncia da luz modulada salare
mostra produz um fluxo térmico no interior da mesatéd o gas circundante,
provocando neste uma variacao de temperatura goesma frequéncia de modula-
¢ao da luz incidente, como mostra a Figura 2.4tNesso, apenas uma fina camada
do gas, a que esta proxima a interface amostraegdise responde termicamente as
flutuacbes de temperatura da amostra. Esta caneagasdpassara a expandir e con-
trair periodicamente funcionando como um pistaocaggo uma onda de pressao no
interior da camara fechada. O sinal fotoacUsticoltar4 desta variacdo de presséao,
gue pode ser detectado por um microfone acopladuia. Este sistema é conheci-

do como modelo de pistdo simples.

Luz modulada

£4 404414

Figura 2.4 — Difuséo térmica.

20



Capitulo 2 — APECTOS TEORICOS 21

Expansdo Térmica: Neste mecanismo, a prépria amostra se expande-e co
trai devido ao aquecimento periédico causado detargdo da luz modulada, como
ilustrado na Figura 2.5. Deste modo o movimenteuggerficie da amostra atua sobre
a coluna de géas gerando nele uma onda acusticte b0, a intensidade do sinal &
governada pelo coeficiente de expanséo térmicaaterial. Em geral este mecanis-
mo é dominante quando a amostra é de um mateahpresenta alto valor para o

coeficiente de expansao térmica.

AMEN RN

Figura 2.5— Expanséao térmica.

Flexdo Termoelastica:Este processo acontece quando ha formacédo de um
gradiente de temperatura ao longo da espessunaakstra. Este gradiente € gerado
devido ao decréscimo da absorcdo a medida que @ehetra no material. Isto faz
com gue a expansao térmica seja diferente pareediés planos da amostra (per-
pendiculares ao gradiente), o que induz uma flek&wm.especial isto ocorre quando
as bordas da amostra estdo presas, conforme ilmdgtigura 2.6. Este processo €
também periddico, gerando ondas de pressdo noaasseqientemente sinal fotoa-

custico.

Figura 2.6 — Flexao termoelastica.

Efeito Fotobérico: Este efeito é observado em amostras fotoquimictareen
tivas, com troca gasosa entre a amostra e o ga€ldia fotoacustica. E o que
acontece, por exemplo, com folhas de plantas tyeealin oxigénio quando realizam

fotossintese, conforme ilustrado na Figura 2.7.
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Luz modulada

118

Figura 2.7 — Efeito fotobarico.

O comprimento de difusdo térmiga, tem unidade de comprimento (cm), e é
definido pela expresséo (2.1):

D
Hs=,|— (2.1)
f

em que D é a difusividade térmica (¢s) ef é a freqiiéncia de modulacédo (Hz) do feixe
de luz incidente. Escolhida uma dada frequéncimadeulacédo para o experimento, este
parametro fornece a camada da amostra (no ladoc@#encia de luz) que a radiacéo
absorvida e convertida em calor contribui pararag® do sinal fotoacustico.

Classificacdo térmica:classificam-se termicamente as amostras a partir da
comparacao de sua espessigadm o comprimento de difusdo térmigg)(

» Seus>>lg amostra termicamente fina;
* Seps<<lg amostra termicamente grossa.

E importante ressaltar que uma amostra opaca podeu espectro resolvido,
desde quess < I;. Na fotoacustica, uma amostra € considerada siafs®@ toda luz
absorvida gera sinal acustico. A saturacdo podea#ornada diminuindo-se as di-
mensdes da amostra (tornando-a ndo opaca), ou tanderse a frequéncia de
modulacdo (o que reduz o valor @¢. Isto porque com o aumento da freqiéncia o
sinal é gerado em camadas cada vez mais supexrfidssim, com a dependéncia do
comprimento de difusdo térmiga, com a frequéncia de modulacéo, é possivel efe-
tuar uma analise do perfil de profundidade no nedte®u seja, € possivel obter
espectros de absorgéo oOptica das diferentes camadasostra em estudo.

A Figura 2.8 mostra um esboco do perfil de penétratuma amostra, ilus-
trando o que ocorre se a freqiéncia angular de lagiiu da luz ) é modificada.

As setas representam as profundidades até ondeald#\ € gerado, para a respecti-

va freqiéncia de modulacdo. Nesta figura, a frecjaéresce a partir de, até we.

22



Capitulo 2 — APECTOS TEORICOS 23

Quanto menor a freqiéncia de modulacéo da luz msaidr a profundidade de gera-
cao do sinal fotoacustico.

. Freguéncia

>

w=217f

profundidade de geracéo do

Figura 2.8 — Diagrama do perfil de profundidadgyeeacéo do sinal fotoacustico.
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ConsideracOes sobre a técnica fotoacustica

3.1 A célula fotoacustica

A configuragédo unidimensional padrédo da céluladofstica esta representa-

da na Figura 3.1.

Microfone

- I}

Radiagiio |3 £

= [

‘ o) . H
; b Gas $ Amostra

] ]

=pis (Ar) 5

= g

] ]

™ 0

Ly
-l 2mu, 0 s [N

Figura 3.1 — Geometria da célula fotoacUstica cociemal®".

Assume-se que 0 gas e o suporte da amostra nawatnsa luz. Para facilitar
a descricdo ao longo do texto, serdo definidosnalgrarametros fisicos conforme

mostra a Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Parametros Fototérmicos.

~ Parametro = Denominagdlo = Unidade (CGS)
Is Espessura da amostra cm
Ib Espessura do suporte cm
lg Espessura do gas cm
Ki Condutividade térmica cal/s.cm °C
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~  m»  Densidadedemassa @ gRm
Ci Calor especifico J/g.K
0i = kilpici Difusividade térmica chfs
a = @/2a)*? Coeficiente de difus&o térmica em
w=1/a Comprimento de difusédo térmica cm
oi= (1+))a Coeficiente complexo de difusédo térmica Tm
B Coeficiente de absorgéo optica “tm
H Eficiéncia de converséao luz-calor adimensional
R Coeficiente de reflex&do da luz incidente na adimensional
superficie
[p=1/3 Comprimento de absorcao Optica cm

3.1.1 O sinal fotoacustico
O sinal fotoacustico é gerado pela variacdo despedo gas no interior da
célula. No caso em que a coluna de ar e termicanggossa, ou sej, > 27/, (aqui

g especifica 0 gas), a intensidade do sinal fotstamltorna-se bem reduzida, ten-

dendo a se anular. A maxima intensidade do sieatiéa quandd, = x,. Um fato

importante € que o sinal fotoacustico é procesgmioum analisador sincrono, o
Lock-in, que sincroniza os sinais elétricos progates do microfone e do modula-

dor da luz. Isto significa que o sinal processadd @mponente ndo temporal da

variacdo da pressédo na celula, sendo compostonp@iniensidades, :H S| e uma

@
Re(s; j

lador (referéncia que define o instante da incidéda radiacdo na amostra) e o sinal

fase ® = arcta . A fase é o atraso temporal entre o sinal eléttconodu-

proveniente do microfone. Este atraso esta ligaao @ intervalo de tempo entre o
instante em que ocorre a absor¢cdo da radiacacapedatra até aquele instante no
qual a variacdo de pressdo no gas € detectadanp@iofone. Em outras palavras,

esta ligado ao valor do tempo de relaxacdo naatredido centro absorvedor na
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amostra. Assim, o sinal fotoacustico pode ser sgmtado por um fasor no plano

complexo, como mostra a Figura 3.2.

II'H“
’% -
hy
5 Z
L) @ .
S;cos® i 'Re

Figura 3.2 — Representac¢do fasorial do sinal fatstan.

Em que
S =5 é& (3.1)

A amplitude e a fase sdo os principais parametrosnedidas experimentais
com a fotoacustica. A intensidade do sinal depéindarmente da poténcia luminosa
e do inverso do comprimento da coluna de gas. @l depende ainda do compri-
mento de onda utilizado e da frequiéncia de modalagé que esta radiagao chega
até o material a ser estudado. O carater moduladadiacdo influencia diretamente
a intensidade do sinal, via comprimento de difusémica,us. Por outro lado, a fase
do sinal fotoacustico independe da poténcia in¢eldfla € diferente para cada com-
primento de difusdo térmica,, variando com a profundidade onde ha geracéo de
calor. Além disso, ela depende do tempo de relaxaéa radiativa de cada centro

absorvedor na amostra.

O Método de Separacdo de Espectro na Fase doFRitadcustico (M®)
permite realizar decomposicédo dos espectros degimsoptica a partir de um pro-
cedimento denominado de resolucdo dos espectrias@alo sinal fotoacustico. Este
método tem sido utilizado para melhorar a resoldgEbandas de absorgédo Optica
provenintes de centro absorvedores diferentes wateam Uma vez que ele sera em-
pregado na analise dos resultados deste trabadinemdés a seguir uma breve

descricéo dos seus principios basicos.
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3.2 Meétodo de separacdo dos espectros na fase do siioab-

acustico

O método de separacdo de espectros na fase ddatwetustico (M) é
adequado para o estudo de amostras que tém mais dentro absorvedor (uma
amostra com duas camadas ou composta de mais dsulnstancia, por exemplo).
Cada um desses centros, absorvendo em compriméetosda diferentes, levara
intervalos de tempo diferentes para absorver ag¢adie gerar calor, apresentando
assim sinais fotoacusticos com fases distintas. Commedida experimental estas
duas contribuicdes em geral estdo misturadas,svebsazer a deconvolucéo espec-
tral ¥ |sto pode ser feito considerando-se as fasesidais S, e S, de cada
camada ou de cada centro absorvedor A e B, regpgetnte. Ou seja, ha uma dife-

renca de fasg entre os dois sinaf$ ),
A intensidadeS; e a fasep do sinal fotoacustico sdo medidas por dois sinais
em quadrature§, e S,,, que por convencao estdo nas fases 0° e 90°. ©osial

fotoacustico pode ser representado por um fasafpooe mostrado na Figura 3.3
(a), temos:

S=8+% (3-2)

Com a fase podendo ser escrita como:

@ = arctg SSQO (3.3)

0

Ent&o o sinal observad®() deve ser visto como a resultante de dois fasores

com anguloy entre eles, como mostra a Figura 3.3 (b), gomg, — ¢, .

S 09 (‘a')

"S0)

(a)

Figura 3.3 — a) Vetor do sinal fotoacUstico (b) osicdo do espectro em varias fd&ds

27



Capitulo 3 — ©NSIDERAGOES SOBRE A TECNICA FOTOACUSTICA 28

O método (MSP) é baseado na utilizacdo dos dois espectros edrajuea
para cada comprimento de onda da med&léA) e S,,(A). Pode-se realizar com

ele a composicao de espectros para varias t@@sa partir da relacao:
S, = S(A)cosf+ G () se (3.4)

As projecdes em quadratura estao representadagura B.4.

Sg{n)cos ©
Ssop \ SM)

Sgo(k)sene—H/ .
8 N

Figura 3.4 — Diagrama vetorial representando ospcmentes do sinal fotoacsticd.

Quando o centro absorvedor A é minimizado no angul@u seja, maximi-
zado emg, =¢'+90°, 0 espectro do centro B ou parte de sua projegderp ser
isoladas emy . Assim, o centro B sera encontrado egr+ ¢"+90° e o0 espectro do
centro A ou parte de sua projecao podem ser ispkaaha ' [Figura 3.3(b)].

A determinacdo dey, e ¢, para picos de absor¢do A e B localizados em
comprimentos de onda distintos, pode ser feitamin-se o espectro, via projecéo
em um diagrama fasorial. O erro instrumental paredida experimental da fase de
um componente espectral é menor do dudar outro lado, para ser possivel reali-
zar separacao espectral em espectros gerados aercdmadas adjacentes ou por
dois centros absorvedores, o atraso na fase mddigaser maior do que o da ins-
trumentacdo. Em trabalhos anteriores observou-secqgm uma diferenca de fase
@ >5 a separacéo espectral pdde ser realizada.

Este método foi empregado na primeira parte desbalho para se realizar

separacao espectral das bandas de absorcédo Gisalistancias da formulacdo do
fotoprotetor e as da pele.
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Capitulo

Consideracoes gerais

Neste capitulo serdo apresentadas algumas casticteridos complexos na-
noencapsulados, da pele, dos fotossensibilisagadasdentina, de modo a facilitar a

analise dos resultados.

4.1 Partel

4.1.1 Estrutura da pele

Considera-se a pele como um 6érgao multifuncionalitancomplexo, resis-
tente, flexivel e bastante impermeéavel que, moldancevestindo o corpo, o protege
do meio exteriof’!. Por sua inervacao, vascularizacéo e presencautemediado-
res, a pele é muito importante pelas inUmeras emgile desempenha, tais como:
protecédo, renovacao e reparacao, secrecoes sebk&gdmral, regulacdo da tempera-
tura do corpo, absorcéo da radiacdo ultravioleta aaintese de vitamina D, &t6.

Na composicdo quimica desse tecido o elemento im@igrtante é a agua,
com cerca de 70% da massa total. As substanciaatdeeza protéica, como amino-
acidos, proteinas (elastina, colageno, melanirmjtados (acidos graxos e uréia),
representam 27.5% dos constituintes quimicos da @eltros de importancia sdo os
lipidios que se subdividem em: lipidios simples oalesterol, lipidios complexos
(ceraminas, fosfolipidios) e ainda os lipidios dseerva. Destacam-se ainda 0s sais
minerais, principalmente, o sédio, o potassio,lci@ao magnésio, o zinco, o ferro, o

fosforo, o enxofre e o iodd.
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Estruturalmente é constituida por duas partesipais; uma porcao epitelial,
a epiderme, e uma conjuntiva, a derme. Abaixo dame@sta a hipoderme que ape-
sar de ter a mesma origem da derme, néo faz papeld, apenas serve de suporte e

unido com 6rgdos adjacentes, como mostra a Fighf'4

Poro c g i Glébn_dula

i orpusculo sebacea
sudo"pa"oﬁ‘»ﬂeissner

. /|

Epiderme

Camada cornea
(queratinizada)

Terminagao
nervosallivre

Glandula
sudoripara

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Figura 4.1 — Representacéo das camadas da pedeestsuturd™ .

A epiderme é constituida por um epitélio estrailic pavimentoso queratini-
zado, formado por camadas sobrepostas de céluide seprincipal o queratindcito.
Além desse epitélio, que constitui sua maior pdréeainda trés tipos de células: os
melandcitos que produzem a melanina, pigmento gofeke cor a pele e absorve os
raios ultravioletas (UV); as células imunitariascipalmente as de Langerhans (gi-
gantes e com prolongamentos membranares); e pasficélulas de Merk&f1*%. A
derme, camada de células vivas, oferece a pela fr¢golume, dando resisténcia,
extensibilidade e elasticidade. Encontram-se rtestdo, glandulas sebaceas e sudo-
riparas, foliculos pilosos, fibras, vasos sangugnaervos e receptores da dor, tato,
temperatura, eté”.

4.1.2 Rotas de permeacéo de substancias na pele

Quando uma molécula entra em contato com a sujgedidcpele ha trés rotas
principais para a entrada nas camadas mais intefi@vés dos foliculos pilosos
com glandulas sebaceas associadas, via ductodmttutgs sudoriparas e diretamen-

te via estrato corneéd’. As rotas possiveis estdo ilustradas na Figura 4.2
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Rotas de permeagio

4
Glindula —
sudoripara |

31 .
_'4— Estrato corneo
ﬁ = - Epiderme

—— Glandula
sebacea

Foliculo piloso

Figura 4.2 — Diagrama das rotas de permeacaoidflandulas sudoriparas, (2) através do es-
trato cérneo e (3) via glandulas sebaceas e foljoildso™*.

O estrato corneo representa a principal barreffeuttando a permeacao de
farmacos através da pele, podendo ser comparadoaaparede com estrutura de
argamassa e tijolo como ilustra a Figura 4.3. Osezmitos de queratina hidratados
sao representados pelos tijolos embebidos em umefitd” constituido de multiplas
bicamadas lipidicas de ceramidas, acidos graxdssteool e ésteres de colesterol
41 A penetracéo de substancias através do estrateac@ude ocorrer através de
duas rotas, a intercelular, considerada a prinsilgapara a permeacéo de farmacos,
em que as moléculas passam através da fase ligitliaala entre os cornedcitos. E a
rota transcelular que envolve passagens alterreicags dos cornedcitos e lipidios
o que dificulta a permeacao por estalth&ll*?,

Os anexos como foliculos pilosos glandulas sud@$pa outros, também sao
importantes na permeacao, principalmente parasagas de ions e moléculas pola-
res, pois 0s mesmos apresentam dificuldades pargeasar o estrato corneo intacto.
No entanto, esses apéndices ocupam somente 0,$¥pedicie total da pele huma-
na e a contribuicdo dessa via para permeacao #leoada pequert&!*?,

intercelular transcelular

membrana
plasmatica

(=T W utu] lippicdic

lipiclic colesterol querating

lippidic

Figura 4.3 — Diagrama simplificado do estrato céraesuas micro-rotas de penetraédo
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O estrato cérneo compde uma barreira importantdifnado de farmacos a-
través da pele, podendo ser considerada como @pa ktitante para a permeacao
das moléculas de farmacos. Algumas propriedadeses@xtrema importancia para
gue as substancias penetrem bem ao longo do esbrai@o, como baixo peso mole-
cular, solubilidade adequada em agua ou 6leo, iRt de fusdo entre outrs.

4.1.3 A radiacao ultravioleta e os efeitos sobre a pele

A radiacao ultravioleta (RUV), entre 200 e 400 ensubdividida em trés re-
gides: UVA (320-400 nm), UVB (290-320) e UVC (209a2im). A radiacdo UVA e
UVB atingem a superficie da terra com intensidaples somadas representam apro-
ximadamente 6% do total dos raios solat84*. Nos organismos vivos a radiacdo
UV pode induzir reacdes fotoquimicas. Elas estimudaproducdo de melanina, in-
flamacdes, queimaduras, mutacdes genética$etc

Ao atingir a pele parte da RUV é refletida e dispda, outra fracdo é absor-
vida pelo estrato cérneo e parte penetra atrav@slelmais camadas do tecido. Sao
as radiacbes de menor energia que conseguem pepetfandamente através da
pele, como mostra a Figura 4.4. A radiacdo UVA gtomgir a regidao da derme e
transportar energia capaz de induzir a geracaadieais livres ou reacdes quimicas,
€ a principal responsavel pelo processo de fotdeasienento. A radiacdo UVB é
absorvida na superficie da pele com energia suofeipara induzir eritema, além de

mutacao celulaf!.

uvB uvAa v

.'::] Glandula ™ I sebacea

‘g sudoripara
{
.

Foliculo
piloso

sanguineos

Figura 4.4 — Penetracéo da radiacdo UV e infravidar@V) na peld*.

A inducdo de mutacao celular, que pode resultac@mser de pele, acontece

guando o DNA é modificado pelas radiacbes UVA e WBA/8u reparo posterior ndo
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acontece. Essas radiagdes atuam como mutagénicesrpm absorvidas pelo DNA.
A radiagdo UVA é fracamente absorvida, porém croemos endégenos (melanina e
hemoglobina) absorvem esse tipo de RUV formandeéaisp reativas de oxigénio
que podem interagir e modificar o DNA. E esta radiacdo que tem sido ligada a
inducao do melanoma.

A radiacdo UVB atinge principalmente a epidermesaado o eritema solar,
um processo inflamatério, que se manisfesta palaelbiddo cutanea. Induz a for-
macao de bolhas e o0 espessamento da derme e daesitf.

Os raios UVC séao portadores de energias mais @dtagie os UVA e UVB,
caracteristica que os tornam extremamente lesiwesseres vivos. S&o absorvidos
pelas camadas mais elevadas da atmosfera e a camad®nio reduz significati-

vamente suas intensidades na superficie terfdétte

4.1.4 Protecao solar e a formacéo dos complexos nanoensafados

A prevencédo contra os efeitos causados pela RUYesalpele ndo é uma
preocupacao atual. H4 muito tempo as civilizacd&® \adotando procedimentos
para se protegerem dos raios do'8bINo Egito antigo havia diversos inventos de
filtro solar, entre eles os 6leos de mamona e d&ndoa, além dos extratos de mag-
noélia e jasmim. Na Grécia antiga os atletas utibza uma mistura de 6leo de oliva e
areia®®.

Em 1938, o estudante de quimica suico Franz Grgteenvolveu um filtro
solar efetivo. Ele denominou seu produto de '‘Cr@istscher'. Amostras que ainda
existem mostram que este produto tinha fator deegéio solar (FPS)?".

A historia dos protetores solares modernos reakneotnecou durante a se-
gunda guerra mundial, quando foram testados digsersteriais para prote¢cado contra
gueimaduras solares sofridas pelos soldados gaeatunos paises tropicais. As
preparacdes mais utilizadas continham ésteresy gaith-aminobenzoico (PABA) e
acido para-dimetilaminobenzéico. O PABA é um conmpgwaticamente insolavel
em agua e é dificil de ser removido da pele mesmno & pratica de exercicios fisi-
cos. Isto fez com que ele fosse utilizado comogpootsolar até recentemefit@é

Os protetores atuais visam proteger a pele taatoadiacdo UVA quanto

UVB, bem como oferecer uma boa aderéncia a epiderserem estaveis quimica-
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mente. Isso porque o produto tem de permanecegnaoide periodo de tempo na
pele sem se degradar na presenca de radiacdo.eN&o guimicamente estavel ele
pode ndo apenas diminuir a capacidade de protegdodurante a utilizagcdo, mas
também produzir reacdes alérgicas ou toxicas. Assifotoestabilidade & um fator
primordial nos estudos de protecéo s6f&r?.

Os filtros solares podem ser classificados comtefoes fisicos e quimicos.
Os filtros fisicos sao inorganicos ou misturada® soibstancias organicas, que refle-
tem ou espalham as radia¢des UV e visivel, funado@omo um filme opaco sobre
a pele. Os compostos mais usados sdo o dioxidadete o oxido de zinco, que
tém alto indice de refracdo. Dependendo do tamdahmarticula, estes oxidos pro-
tegem contra a RUV, refletindo, espalhando ou alesmio energia. No entanto, do
ponto de vista estético sdo considerados indesgjpueformar uma pelicula branca
sobre a pele. Formulagbes modernas desses fiinositdlo preparadas com micro-
particulas com dimensfes que ndo absorvam e nestheapa radiagdo visivel, mas
apenas a RUVAPIY,

Os protetores quimicos (organicos) sdo geralmeobepostos aromaticos
conjugados com um grupo elétron-doagara ou orto e um grupo elétron-receptor.
Essa estrutura quimica permite a deslocalizac@edimn que pode mudar do grupo
elétron-doador para o elétron-receptor, como BuatFigura 4.5. A energia necessa-
ria para a deslocalizacdo do elétron correspomtderadiacédo na regido do UVB e do
UVA [50][53].

Nos filtros quimicos a deslocalizacdo do elétramseauma excitagcdo da mo-
lécula para um estado de maior energia enquantoaba radiacdo UV necessaria
para o processo. A molécula retorna para o estadtafnental emitindo uma energia

menor do que a absorvida, gerando calor ou lumémesa™>,
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Figura 4.5 — Deslocalizagéo do elétron, ao absoadiacdo UV, para um filtro PABR”.
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Quando uma dissipacao eficiente da energia nagdesivel, as ligacdes
guimicas da molécula absorvedora de UV podem quelpeaando radicais livres e
novas ligagdes rapidamente podem ser formadagds® resultar em mudangas nas
estruturas das moléculas ou mesmo em interagcdesacprapria pele, o que pode
causar danos a pele. Pode haver fotoreacdes mmisrsiirreversiveis. As irrevesi-
veis definem a fotoinstabilidadiz amostr&™.

Dentre os filtros quimicos, aqueles obtidos a pdes benzofenonas sdo con-
siderados fotoquimicamente mais estaveis. A oxiEmona, ou benzofenona-3 (2-
hidroxi-4-metoxi-fenila), € um filtro orgénico eeéicontrado nos pigmentos das flo-
res®!. A BZ-3 (C,4O3H;,), possui massa molar de 228,12 ghglonto de fuséo
entre 62-64 °C. E sollvel em acetona, alcool etilidcool isopropilico e é insoltvel
em agua e em 6leo minef&l %, Sua estrutura quimica esta representada na Figura
4.6.

0 OH

I
C OCHj,3

Figura 4.6 — Estrutura quimica da benzofenof4:3

A BZ-3 é um dos filtros UV mais comumente usadagl&ivamente barata e
capaz de absorver a radiacdo UVA e UYB E uma substancia completamente
caracterizada e sua concentracdo maxima permitidenulacdes é de 683. No
entanto, é solida a temperatura ambiente, tem agior amarela, que confere cor
indesejavel ao produto final. Sua faixa de absoécdependente de solventes, possui
coeficiente de absorcdo Optica relativamente baiggouco soluvel em preparacdes
cosméticas como locdes e crerffésEsse produto é conhecido por ser sistematica-
mente absorvido depois da aplicacdo topica, semtecthdo na urina e no leite
maternd®.

Vérias estratégias tém sido usadas para redusnetgacao de filtro solar na
pele, incluindo a utilizac&o de diferentes tipoddees, 0 aumento na viscosidade da
formulacdo e a incorporacéo do principio ativo eanaparticulas, como é o caso da
complexacéo com ciclodextringd.

A formagéo de complexos de inclusdo entre a maéaisorvedora de radia-
¢cdo UV (principio ativo) com ciclodextrina (CD) vese tornando uma alternativa
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promissora tanto para evitar a penetracao do 8ltar através da pele, mas também
para melhorar a fotoestabilidade desses prodiitos

As CDs, também conhecidas como dextrinas de Sciggndisdo oligossaca-
rideos ciclicos, contendo um numero variavel deades de glicose, sendo as mais
comuns constituidas de 6, 7 ou 8 unidades, dendasngespectivamente deCD
(ciclohexaamilose)pB-CD (cicloheptaamilose) oypCD (ciclooctaamilose). Elas sao
substancias cristalinas, homogéneas e nédo-tOxjcasséao formadas durante a de-
composicdo de um componente de amido, amilose,eoéqteito com o uso de
enzimas*.,

Em moléculas de CD, unidades de glicose situadas aaleias de
conformacéo classica,@stéo ligadas através de ligacGes4. Essa geometria da a
CD a forma de um cone truncado com um lado mag® lesrmado pelos grupos de
hidroxilas secundarias e um mais estreito formado ym grupo de hidroxilas

primarias, como mostra a Figura 434,
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Figura 4.7 — A estrutura das ciclodextrinas: (g)avdo topo (b) na forma de cone truncado
[13][14]

Cavidade Grupos hidroxilas
hidrofébica primadrias

A cavidade interior é hidrofébica, revestida pougps C-H e oxigénios gli-
cossidicos, proporcionando um ambiente menos pitaque o da agua. Esta
cavidade confere as CDs a capacidade de formarlerogode inclusdo, atuando
como encapsuladoras ao nivel molecular, causamel@gbes nas propriedades fisi-
cas e quimicas das moléculas hospetiés’®"*8 Nas CDs tem-se um anel de
ligac®es intramolecular entre os grupos de hidasxd unidades de glicose adjacen-

tes, 0 que resulta em uma estrutura riffilaDevido a essas caracteristicas, as CDs
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podem formar complexos de inclusdo com uma ampiadade de compostos soli-
dos, liquidos e gasosB8®?. Nestes complexos, a molécula héspede se ajustia de
da cavidade da molécula de CD hospedeira, desdeegueamanho seja compativel
com a cavidadg&®.

O diametro da cavidade da CD aumenta proporciomdaéreso numero de u-
nidades de glicose: 0,57, 0,78, 0,95 nm paGD, 3-CD ey-CD, respectivamente.
No entanto, a profundidade continua sendo 7,9A ccitustra a Figura 4.8. O volu-
me da cavidade das ciclodextrinas é de 174ACD), 262 & (3-CD), e 472 & (y-
CcD) M,

1.37 nm 153 nm - 1.69 nm
0.78 0.95

a-CD B-CD y-CD

Figura 4.8 — Dimensdes da cavidade das ciclodesmnCD, 3-CD ey-CD ™,

As ciclodextrinas sdo facilmente soluveis em agwaye todos os grupos li-
vres de hidroxila estdo localizados na superfigier®r do anel*®. Elas séo
resistentes a luz e sdo estaveis em condicdes isofphacima de 3,5 e temperatu-
ras abaixo de 6@). S&o facilmente disponiveis, sua producdo gléledtimada em
dezenas de milhares de toneladés’.

A propriedade mais importante da CD, tanto em agdies praticas como em
pesquisas cientificas, € a capacidade de formaplesos de inclusdo com uma vari-
edade de moléculds® ™. A cavidade lipofilica das moléculas de ciclodiestr
fornece um microambiente em que moléculas apotldamanho adequado podem
entrar para formar complexos de inclu§8b A formacdo do complexo é um ajuste
dimensional entre a cavidade hospedeira e a maléddpede. A necessidade mini-
ma para a formacéo desse complexo de inclusdo & quaécula hospede deve se
adequar inteiramente, ou ao menos parcialmenteadédat cavidade da CBH%,
LigacOes covalentes ndo sao quebradas ou formadaste a formacédo do comple-
xo 59,

A principal for¢ca motriz da formag¢éo do complexm solucéo, é a liberacéao
de moléculas de agua, de alta entalpia, da cavidedmoléculas de agua séo deslo-
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cadas pela molécula héspede mais hidrofébica presensolucad®?. A Figura

4.9 ilustra o processo de formacdo do complexmclasao.

0A~0 0 ~AOA0 O
0509%°L 8059609500 % 0P 820
0~009 1¥0Y 057070 o) S
2090 1, 5090 002" 3o
QoA 0 00 00
Oo’/lx\%+19f0 oog Jol,
OOO CH, OOOO

'H
“0 O
00~0 O
00 | 50059 0200% 56005 &
007304 0°~0 5 OO(QOO 000 0?00 00

Figura 4.9 — A formac&o de um IC com uma molécalaelde hidrofobicd.

Os complexos podem ser formados seja em solucéo eatado cristalino e a
agua é o solvente mais usdtfh A montagem geométrica da molécula "héspede"”
com a cavidade da CD € ainda mais importante ddajoees quimicos. Ambas as
partes das cavidades isoladas das moléculas dat@0 a&bertas, entdo as moléculas
"héspedes" podem ser inseridas no anel de CD dedattns™®. Os complexos de
inclusdo sédo formados majoritariamente na rela¢B(CD-"hospede”), mas podem
também ser obtidos com estequiometria 1:2, 2:Reqeie dependera do tamanho e
caracteristicas estruturais das moléculas "hospedes relagdo a cavidade

hospedeira da CD. A Figura 4.10 mostra um exem@loainplexos de inclusao nas
proporcdes 1:1 e 1:2.

i
<o
|

D Farmaco Complexo 1:1
farmaco-CD

i
-

D Farmaco Complexo 1:2
farmaco-CD

Figura 4.10 — Complexos de inclus&o na proporcéie 1:2 entre um farmaco e a €B,
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Recentemente, varias espécies de derivados datg@Dsdo preparadas com
0 objetivo de expandir suas propriedades fisicoaguais e a capacidade de formacao
de complexo de incluséo. BxCD tem 21 grupos de hidroxilas que podem ser modi-
ficados, substituindo atomos de hidrogénio ou umpgrde hidroxila por uma
variedade de grupos substituint®¥%?. Uma ciclodextrina modificada que vem re-
cebendo muita atencdo nos ultimos anos € a hidapilgB-ciclodextrina (HPB-
CD). Ela apresenta algumas vantagens em compacagd@p-CD original, como
por exemplo, uma maior solubilidade em agua e methpropriedades de solubili-
zacdo e complexacad™®]. A Figura 4.11 mostra a estrutura molecular dapHP
CD. Essa CD tem sido utilizada para formar comed® inclusdo com principios
ativos de formulacéo de filtros solares para difesua penetragdo cutanea e melho-
rar a estabilidade quimica desses prodif88!'®. Os resultados obtidos tém sido

promissores.
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Figura 4.11 — Estruturas: p)CD e b) HPB-CD 1*%,

Ciclodextrinas sao utilizadas em diversas areadeno ser incorporadas em
géneros alimenticios, em que ha relatos de qued8®e® colesterol pode ser remo-
vido de ovos, queijo e manteiga atraves da formdoammplexo de inclusdo entre a
CD e o colesterol™®. Na industria farmacéutica sdo amplamente utitizad
melhorando a liberacdo de medicamentos atravésneéasbranas bioldgicas. As
CDs sao passiveis ainda de serem empregadas ergtioosne na inddstria téxtil
[14158]  Essa vasta aplicabilidade é decorrente das paamtes exibidas por essa mo-
lécula, como a disponibilidade em grandes quangislasua alta pureza, solubilidade
em agua, capacidade para formar complexos de &wlussisténcia a luz e ao calor,

estabilidade em uma ampla faixa de pH, entre oliffas
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4.2 Parte ll

4.2.1 Dentes

O dente possue estrutura constituida por uma padealcificada, a polpa, e

duas calcificadas, o esmalte e a dentina, ilussradaFigura 4.15%16%,
Esmalte ; /{%./(\-‘\\ Coroa

Gengiva i

s, W] .
Dentina & ’.":_
camara .ty [N X
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Figura 4.12 — Desenho esquematico da estruturariehumand*.

O esmalte € um tecido duro constituido de saisnaigi@m estruturas crista-
linas. Pode atingir espessuras da ordem de 2 mr2,5Tem como principal funcao
recobrir a regido do dente exposta ao meio ora.cemposicdo quimica € formada
majoritariamente por material inorganico, 96% degyee uma pequena quantidade
de material organico e agua (4%6}°°. O material organico tem aproximadamente
58% de proteinas (amelogeninas, fosfoproteinag, €% de lipidios e pequenas
quantidades de acUcares, citratod®8te®.

A dentina € mais dura do que 0 0sso, constitui ssenprincipal do dente, de-
terminando entre outros fatores a forma da coragajmero e o tamanho das raizes
671 Cerca de 70% de sua composicéo é formada poriatat®rganico, principal-
mente cristais de hidroxiapatita, 3@04%(OH), *"". Alguns sais inorganicos como
carbonatos, fosfato de calcio e sulfato tambémogstésentes, além de elementos
como F, Cu, Zn, e Fe. A parte organica corresp@8%, e os 12% restantes da
dentina sdo de agua. Os colagenos representam d 786ido, o que equivale apro-
ximadamente 93% do material organico. O acidocoittbmpreende algo menos que

1% e 0,2% sdo associados aos lipidios, glicosariiangs e proteind®®”.
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Ao contrario do esmalte que € muito duro e queboad dentina é elastica e
passivel a deformacéo. Sua cor € amarela claraeatesdainda jovens, e se torna
mais escura com a idaffg.

A matriz organica da dentina é sintetizada porlag)wos odontoblastos, que
revestem a parte interna da dentina separandopalda dentaria. Cada célula tem
um prolongamento citoplasmatico que determina mdgéo de um canaliculo na
matriz, os tubulos dentinarios. Inicialmente seinuitro é da ordem de 3 a4 um e
menor na juncdo com esmalte, ~1um. A proporcaoideeno de tubulos por unida-
de de &rea entre a superficie externa e a pulparca de 4:1. Podendo atingir entre
50.000 e 90.000 por milimetro quadrado na regidpgpuNa coroa esses tubulos
tém um trajeto em curva que se assemelha &.uUNa raiz essa curvatura € menos
acentuada como mostra a Figura 4°#8°. Estes canaliculos tém papel importante

nos mecanismos de permeacédo de substancias ateagiéstina.

Figura 4.13 — Diagrama ilustrando a curvatura, tdmoa distancia entre os tubulos dentinarios
da dentina humana.mnt de cavidade contém ~ 30.000 tibufds

A polpa dentaria é um tecido ricamente inervad@scularizado de consis-
téncia gelatinosa, localiza-se centralmente e @nitado por dentina, exceto no
forame apical, onde se comunica com os tecidosgbantais. Vasos e nervos pene-
tram no apice da raiz e se ramificam profusamextmposicdo da polpa dentaria
em peso umido é considerada, como na maioria ddotemoles, em uma média de
25% de material organico e 75% de aGH&".
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4.2.2 Carie dentéria e terapia fotodinamica

A cérie dentéria esta entre as doencas mais conwmsindo ocidentaf®. E
uma doencga cronica infecto-contagiosa que envoégndheralizagcdo do esmalte
seguido da destruicido da fase organica da deitidapendente de inimeros fatores
como os genéticos, ambientais, dietéticos e baaiest®™. E fortemente influencia-
da pelo freqiiente consumo de carboidratos e péla dgs componentes salivares.
Acidos organicos provenientes da fermentacéo mi@nabdos carboidratos promo-
vem a desmineralizacdo do dente deixando a suigediéntaria mais susceptivel ao
aparecimento de lesdes de c&1E°.

A cérie tem inicio com a formacdo de um biofilmeglaca dentéaria, que se
forma sobre os dentes, onde estdo presentes meagpécies microbianas.
Streptococcus mutans é uma das mais importantaeriaac presentes na placa
dentéria, e seu crescimento é o primeiro pass@senyolvimento da cart&*,

A partir da desmineralizagdo do esmalte, a lesdaog@em direcdo a dentina,
onde forma uma é&rea de dentina desmineralizadais@bzona desmineralizada e
infectada com bactérid3. Clinicamente ha grandes dificuldades na difeseyém
entre essas zonas e a remoc¢ao apenas da dentiamic@ua torna-se extremamente
critica, consequentemente grande quantidade d#otseidio € removida durante o
preparo cavitario. Assim, seria de extremo interessesenvolvimento de um trata-
mento baseado em propriedades de agentes badasrigite fossem capazes de
ocasionar a morte bacteriana, diminuindo a necadside remoc¢cao de uma grande
quantidade de tecido, aumentando a longevidade ke destaurad”.

A terapia fotodindmica (PDT) surge neste cenarin@ama alternativa pro-
missora, uma vez que ela pode ser confinada alarksao pela aplicacédo cuidadosa
de um agente fotossensibilizador bem como a réstda irradiagdo por meio do uso
de uma fonte de luz localizafd. O efeito antimicrobiano da PDT é o resultado de
reacOes fotoquimicas que ocorrem com a associadalktancias com proprieda-
des fotossensibilizadoras e uma fonte de luz ajdEao tecido lesionado. Ao ser
irradiada a molécula do fotossensibilizador paspara um estado excitado, e vol-
tando ao estado fundamental, ir4 transferir esémgén para o sistema, induzindo
assim um efeito fotoquimico que normalmente lewaogte bacteriana por dano oxi-

dativo!?,
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Diversos fotossensibilizadores (FS) com finalidadémicrobiana sao estu-
dados e testados. No entanto, a capacidade de uinstaiscia em absorver luz
incidente ndo significa necessariamente que elsapatiar como um FS. Para pro-
duzir efeito antimicrobiano, o agente fotossengikidor deve apresentar picos de
absorcdo proximos ao comprimento de onda da llizatta e ndo deve apresentar
danos téxicos ao hospedeffd’ .

Os danos causados pelos fotossensibilizadores amoléiculas podem ocor-
rer por dois mecanismos principais, que estdo riggsmna Figura 4.14 pelo
diagrama de Jablonskt!. No primeiro (mecanismo TIPO I), a molécula dofeSsa
do estado fundamenta} Bara o estado excitado singlete) (& partir do estado;Sa
molécula pode retornar ao estado fundamental péo e processos radioativos
(fluorescéncia), emitindo um féton de energia, otée por meio de processos nao-
radioativos (relaxacOes vibracionais). Pode padsastado Spara o estado excita-
do tripleto T, ?®. A energia das moléculas excitadas em estadetwig transferida
para o oxigénio ou outras biomoléculas por meidrdasferéncia de elétron que
culmina em danos diretos as biomoléculas via foéoalg espécies ativas de oxigé-

nio, por exemplo, o radical superoxidd’™.

Reacgdes TIPOI Reagbes TIPOII

/
Ll

liativa _

10 ndie rad

I'luorescéncia

_Iransic

v

FOTOSSENSIBILIZADOR

Figura 4.14 — Diagrama de JablonéKi

No mecanismo TIPO II, o tempo de vida do estagetid (T,) € grande o su-
ficiente para permitir que a energia de excitagia $sransferida para o oxigénio
molecular, resultando na formacg&o de oxigénio singlque € extremamente eletro-

filico, sendo capaz de causar danos em membramasinas e DNA, tanto por acao
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direta quanto por formacao de radicais a partioxigénio singletd®®"!. Ele pode
ser detectado por emissao luminosa no infravermetiwimo ou pelo calor libera-
do. Seu tempo de vida em agua é de aproximadar2enigodendo ser reduzido em
aproximadamente 100 vezes em sistemas biolégi€uxle efetuar varias reacdes
com substratos bioldgicos, como oxidagéo e ciclggad levando ao dano em bio-
moléculas e induzindo morte celuf&f™.

Para a terapia fotodinamica (PDT) ambos os proses#o de grande interes-
se, uma vez que propiciam a formacdo de moléculaiso meativas. Entretanto
estudos mostram que o efeito fotodinamico geraleneabrre pelo mecanismo TIPO
11 [0,

Entre as vantagens da PDT em relacdo ao uso doseagmtimicrobianos
tradicionais, temos primeiramente que a morte dldac@acteriana pode ser rapida,
ndo sendo necessaria a manutengdo do agente g@imiaetias concentragdes sobre
as lesdes por longos periodos de tempo, como ocomeos agentes anti-sépticos e
antibidticos. Além disso, a morte celular mediaétadiberacdo de radicais livres
torna o desenvolvimento de resisténcia pelos migesosmos improvavéf™,
Também, o uso do fotossensibilizador ou da radiagdceparados, ndo apresentam
efeito significativo sobre as bactérias, de mode gwcao antimicrobiana da terapia
fica restrita a regido contento corante e irradisilaultaneamente. Finalmente, o
carater atraumatico da PDT mostra-se bastanteagplia pacientes especiais e pedi-

atricos?0I70l,

4.2.3 Fotossensibilizadores

Para a evolucdo da terapia fotodinamica € necessalesenvolvimento de
pesquisas sobre os fotossensibilizadores, buscaodos compostos que possam
contribuir para uma maior atividade e menor cuS®estudo# vitro ein vivo des-
tes compostos tem apresentado grandes contribuigiias s6 na busca de
fotossensibilizadores mais eficazes, mas tambémntendimento dos mecanismos
de acao e da relagéo entre a estrutura e a atwyidadtribuindo para o avanco e po-
pularizacéo da terapia fotodinamita

Para que um composto venha a atuar como um bosséatsibilizador é im-

portante que este apresente algumas caracteriggicais*:
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* banda de absorcao e eficiéncia na producédo deiespéativas de o-
Xigénio;

* minimo efeito toxico as células normais;

» fotossensibilidade ndo prolongada;

« simplicidade na formulagcéo, reprodutibilidade eaastabilidade do
formulado;

« farmacocinética favoravel (rapida eliminagdo dgodr

« facilidade de obtencdo em escala industrial a sugtduzidos e com
boa reprodutibilidade;

» alta afinidade e penetracdo no tecido doente enmagtto do tecido

saudavel (seletividade).

Diversos fotossensibilizadores com finalidade atiobiana sao estudados
sendo 0s mais comuns para utilizacao tépica osmwala familia das fenotiazinas,
como o azul de metileno e o azul de toluidina. 6@m® xantenos também apresen-
tam resultados satisfatorios em que se detacamsa de bengala, a eosina, a
eritrosina e a fluoresceiffgl"?.

O azul de metileno (MB) é um composto fenotiaziracomatico heterocicli-
co de cor azul, solavel em agua, com absorcdo na@rinregido do vermelha<
660nm)©°1"3! E um fotossensibilizador hidrofilico de baixo pesolecular e carga
positiva . A massa molar do MB é 319,85 g/mol, e sua férnmlalecular,
C.6H1sCIN5S, esta representada na Figura 4.15. Apresenta tuaiicidade, uma vez
gue este composto é utilizado na area meédica paaasarie de finalidades terapéuti-
cas, como tratamento de metahemoglobinemia, aatipata envenenamento por
mondxido de carbono e cianureto, descontaminacgtedena do sangue, psoriase e
como marcador cirdrgico de resseccao de tumoretg naso em concentragées mui-

to superiores aquelas utilizadas na terapia foéodical>*1"2.

I

_|_

ch“r':‘] o S/ e [T]/CHS
C Cl CH

Ha 2

Figura 4.15 — Estrutura molecular do azul de meail&”.
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Assim como o MB o azul de orto-toluidina (TBO) é aeomposto fenotiazi-
nico, eles possuem estruturas quimicas similarexilgem propriedades fisico-
quimicas parecidds’. Apresenta absor¢do maxima na regiéo do vermethdprno
de 630 nm. E um fotossensibilizador eficiente radiviacio de organismos patogéni-
cos, incluindo virus, bactérias e fungos, sendzatio com sucesso no tratamento
de lesBes ocasionadas por esses patégenos nadeawrad’ 2. A derivacdo orto re-
fere-se a posicdo em que o grupo metilo (-CH3) kBgétlo ao grupo funcional
amino (-NH2). Sua massa molar é 107,17 g/mol, e fewmula molecular,
CieH16N3S, esté representada na Figura £°6

i
H‘O’C‘rl\l P S/ p N,C
CHs3 H

Figura 4.16 — Estrutura molecular do azubdeluidina!™®’.

Outra substancia que pode ser utilizada como fetsdsilizador € o verde de
malaquita (MG), um corante catiénico da familia tlifenilmetano com trés anéis
benzénicos, e sua formula molecular gHzN, representada na Figura 4.17. Apre-
senta forte absorcdo na regido vermelha do espééffh O verde malaquita tem
sido usado como corante em uma variedade de msfexigartir de pigmentos em
tecidos e ceramicas até como corantes bioldgicesn Eomposto basico e tem afi-
nidade para polieletrolitos anidnicos em solucétmyraina de soro bovino e lipidios,
incluindo algumas substancias como acidos graxidssterol e glicolipidios e fosfo-
lipidios ["®. Possui aplicacdo rotineira na clinica odontoldgie apresenta a

caracteristica de interagir com varias substanmigénicas, principalmente com o

biofilme dentarid®?.
(CHa)zN /©/N(CH3)2
@C

Figura 4.17 — Estrutura molecular do verde de mataf®.
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Uma das principais fontes de luz, empregada ngitefatodinamica, para
excitar as moléculas dos fotossensibilizadoreslaser, devido a sua concentracéo
elevada de energia, baixa divergéncia, coerénaimmeocromaticidad&® ). Esta
Ultima de grande interesse, pois ao se estudaratemndinado meio composto por
diversos materiais, € possivel, ao ilumina-lo,redé@ apenas com uma das molécu-
las constituintes desse meio, apenas selecionanddeterminado comprimento de
onda da luz do laser que ira interagir com essécentd especific&’.

Outra fonte luminosa de grande interesse na tefapainamica é o LED
(Light Emitting Diode)®?®. Comparado ao laser de baixa poténcia também produ
irradiacdo num comprimento de onda especifico,rp@é uma faixa mais ampla no
espectro eletromagnético, favorecendo a obtenc@omelementaridade com os FS
utilizados. Além disso, apresenta custo menor,emprmitiria uma maior populari-
zacao desta técni€"?,

Em ambos os casos, o desafio é selecionar o coemtionde onda de acordo
com a absor¢ao optica do fotossensibilizador, e magportante, conhecer a taxa de
distribuicdo do mesmo ao longo da dentina. Estdae®@ desse estudo com a fotoa-
custica para se obter o perfil de penetracdo dosd$ensibilizador ao longo da
dentina.
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Capitul

Procedimentos e montagens experimentais

5.1 Partel

5.1.1 Preparacéo dos complexos de inclusao e do protetewslar

A preparacdo dos complexos nanoencapsulados fgiaga no Laboratério
de Biotecnologia Enziméatica da Universidade EsthdaaViaringa pela Mestra em
Ciéncias Farmacéuticas Fernanda BetBiczsob orientacdo da Prof2. Dr2. Graciette
Matioli.

Primeiramente foram obtidos os complexos de iddusntre BZ-3 e a
ciclodextrina (HPB-CD) pelo método de co-precipitacdo, em que a mtdéc
héspede ou sua solucéo é adicionada lentamenteagitagdo a solucdo aquosa de
CD. Para obter o complexo de inclusdo, a BZ-3 fesalvida em 20 mL de alcool
etilico e adicionada a solucdo de BHED em 30 mL de agua em uma quantidade
molar correspondente a razao estequiométrica de 1:2 . A mistura foi mantida
em 150 rpm por 120 h, a 37°C e protegida da luzemtdn Em seguida, a mistura foi
filtrada em membrana Millipore 0,45 mM e submetedam evaporador rotativo a
40°C, sob véacuo.

O protetor solar foi elaborado a partir de uma fdegpdo padrédo (base),
constituida por Eumulgin ® HRE-40, 8%, (Saint FargePonthierry, Franca),
Acculyn ® -33, 10%, (La Mirada, EUA), trietanolamain2%, (San Francisco, EUA)

e agua em quantidade suficiente para se obterd&Qpgoduto contendo 4% de BZ-3.
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5.1.2 Modelo de estudo em animais

Para os estudos em animais, foram utilizados cealimnos machos na fase
adulta da raca New Zealand, pesando cerca de 2Blég foram mantidos a 20 °C,
ciclo de claro/escuro de 12 h em gaiolas indivislyenr 15 dias, na Fazenda Experi-
mental da Universidade Estadual de Maring4, comaéaguracdo (Nuvital ®,
Colombo, Brasil)ad libitum Os animais utilizados foram divididos em quatro-g
pos. As aplicacdes foram realizadas no lado condavorelha esquerda, sendo que
os controles foram tratados com agua destiladaphisacbes foram realizadas uma
vez por dia, pela manha, ao mesmo tempo cada deu@o A foi tratado com agua
destilada, em ambas as orelhas, o grupo B recetmmalacao base, o grupo C re-
cebeu a formulagdo contendo BZ-3 e o grupo D receb®ormulacdo contendo o
complexo de inclusdo BZ-3- HRCD.

No 15° dia, 30 minutos apos a aplicacdo das fogheks os animais foram
sacrificados por overdose de tiopental (Abbott tatwies, North Chicago, IL, EU-
A). As orelhas foram removidas e as medidas de tpg@® percutanea foram
tomadas apés a remocao da pele, resultando emramostn espessurag) ffarian-
do de 350-45Qum. A amostra final foi composta pelo estrato cérregmiderme e
derme. Com este procedimento, os experimentos dotoacustica foram realizados
cerca de 20 minutos apos o abate dos animais.

As medidas foram feitas a partir da iluminacdoat fexterna da pele, ou se-
ja, do lado em que as formulacdes foram aplicadatambém na face interna
(dermal), oposta aquela da aplicacao, conformé&ads na Figura 5.1.

A frequéncia de modulacéo da luz foi ajustada erhi2para a medida na fa-
ce externa e em 22 e 38 Hz quando a iluminacadmdoface interna da pele. A
poténcia total da lampada foi de 700 W. Foram alstiks absor¢des da pele controle
gue recebeu apenas aplicacdo de agua, bem cont® @peas respectivas formula-
cOes.Para estas frequéncias de modulacdo utilizadasd® sedifusividade térmica

da pele da ordem dé,1x 10° cn?/ s obtém-se que os valores dos comprimentos de

difusdo térmica, que é a profundidade em que a cgado contribui para o sinal
fotoacustico, foram de 24m e 18um, respectivamente. Lembrando que a espessura

das amostras variou de 3t a 450um.
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(@) (b)

Luz modulada Luz modulada
Derme

- iii ‘.F.‘gnulacﬁo i ii y interna)

Epiderme

(face externa)

oo . s ey .;\Epiderme
Derme o
/ \ o (face externa)

(face interna) Formulacio

Figura 5.1 — Esquema da realizacéo dos espectraissdecao: (a) iluminando a face externa
da pele (b) iluminando a face interna da pele.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica AhiaaUniversidade Esta-
dual de Maringd, sob o protocolo n CEAE. 050/2008.

5.2 Parte ll

5.2.1 Amostras de dentina

Para a realizacéo da pesquisa foram utilizados teirseis dentes, molares ou
pré-molares permanentes, humanos, higidos e cooagib para extracdo, obtidos
na Clinica Odontolégica da Universidade EstaduaMdeinga. Logo apos a extra-
cao, os dentes foram limpos com gaze e agua dsstla solucao fisioldgica 0,9%, e
entdo estocados em recipientes individuais conténdd. de agua destilada onde
permaneceram até o momento em que foram realizedogrtes para confeccéo das
amostras.

Os dentes foram cortados em forma de bloco porisoo dle diamante (Sou-
th Bay Technology; Diamond Wheel, San Clement, f@alia, USA), acoplado a
uma maquina de corte (Isomet Low Speed Saw; Blughdde Bluff, IL, USA). Ca-
da dente originou um Unico bloco de amostra, sep@oos cortes foram realizados
na seguinte ordem:

12 etapa: corte realizado a uma distancia de 3 emjardtdo coroa-raiz, com
remocéao da porcao oclusal do dente, como mostiguaaFs.2(a);

2%tapa: corte realizado a uma distancia de 2 mjurg&o coroa-raiz, com

obtencao de uma fatia de 0,4 mm, como ilustra ar&i§.2(b);
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32 etapa: remocdo da camada de esmalte das pae@di=nte com lixa de
granulacdo 600 (NORTON® Ind. Brasileira) acopladanga politriz DPU-10 (Pa-
nambra, S&o Paulo, Brasil), tomando-se o cuidad ggmremover toda essa camada.
Em seguida foi ajustada as dimensdes da amostteéia na politriz, para obtencao
de blocos com medidas de 4 mm (comprimento) x 4 (targura) x Y(espessura),
em que Y representa a espessura das amostrasartaram de acordo com o corante
utilizado e o tempo de exposi¢cao do mesmo sobnecstaa. O controle da espessura
foi possivel com o auxilio de um micrémetro digi(®itutoyo® Digimatic Micro-

meter; Kanagawa, Japan). Esta etapa esta esquadaata Figura 5.2(c).

1* Etapa
TORPLL < Y- M. S —— [
3 mInI — ]
(@)
2*Etapa
(b) —_— 7} 04mm
3* Etapa
4 mm
: H Amostra pronta
... 4 mm
dmm S
(c) 4 mm —_— T, b’ IY

Figura 5.2 — Desenho esquematico do processo garpgdio das amostras: (a) 12 etapa, (b) 22
etapa e (c) 32 etapa.

A Figura 5.3 mostra fotografias dos dentes ao sexmtados durante o pro-
cesso de preparacdo das amostras.

Figura 5.3 — Cortes: (a) remocéo da parte ocligakfnocao da raiz com obtencédo de uma fa-
tia do dente de 0,4 mm, notar a marca vermelha feit superficie do dente.
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Apds o primeiro corte, a superficie oclusal daraitamostra foi marcada com
um esmalte vermelho para distinguir as duas sujesftue seriam similares apods a
realizacdo do segundo corte. A padronizacdo dasrfétips foi adotada seguindo o
seguinte critério: a superficie oclusal (regido smaxterna do dente) marcada com
esmalte corresponde a superficie em que o fotdbdemaslors seria aplicado poste-
riormente e a superficie oposta (pulpar), sem ngacale esmalte e que seria
submetida a desgastes progressivos.

As amostras obtidas, cujo aspecto final esta reptado na Figura 5.4(a), fo-
ram armazenadas em recipientes identificados cdat&hmL de agua destilada,
como ilustrado na Figura 5.4(b), e 0s remanesceietesirios também foram estoca-

dos em agua destilada para utilizacdo em outrosriexentos.

Figura 5.4 — (a) Aspecto final da amostra, (b)piecite onde ficou armazenada a amostra.

5.2.2 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (FS) azul de metileno ifi@&ighldrich, St. Louis,
Missouri, EUA), azul de orto-toluidina (Nuclear Eutos Para Laboratérios Ltda,
Séo Paulo, Brasil) e verde de malaquita (Synth iRosdPara Laboratérios Ltd&do
Paulo, Brasil) foram diluidos em agua destiladaepg@rados nas concentragfes de
0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL. Esses FS permaneceramaskisem recipientes isola-
dos da luz e mantidos a temperatura ambiente.

A aplicacédo do fotossensibilizador sobre a superficlusal da amostra de
dentina foi possivel com o auxilio de uma pipetlun@trica (FINNPIPETTE® F1
Thermo Scientific), em que se utilizou uma alicd¢al0 pL. O fotossensibilizador

permaneceu agindo sobre a amostra durante interdaleempo de 1, 5 e 30 minu-
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tos, como mostra a Figura 5.5. Apds esse periodexplesicdo, o seu excedente foi
removido com auxilio de um cotonete. Em seguidmas#ra foi posicionada na cé-

lula fotoacustica para realizacdo da medida.

Figura 5.5 — (a) Azul de metileno (MB) imediataneeapds aplicacdo sobre a mostra (b) a-
mostra com MB 30 minutos apds aplicagéo.

As amostras foram distribuidas aleatoriamente eumpay que variavam a
concentragdo e o tempo de exposicao aos fotossmmasibres (FS) empregados,
como mostra a Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Distribuicdo das amostras conformenaentragdo e intervalo de tempo de exposi¢cao aas&dos.

Concentragdo 0,1mg/ml Concentragéo 0,01mg/m

30 min 5 min 1 min 5 min

Azul de metileno
(MB)
Azul de o-toluidina
(TBO)
Verde de malaquita
(MG)

3 amostray 3 amostras 1 amos 1 amostra

3 amostray 3 amostras 1 amos 1 amostra

3 amostray 3 amostras 1 amos 1 amostra

Os espectros de absorcdo das amostras de cadafgraimoobtidos de forma
consecutiva, assim as leituras do préximo grugaisgram apenas com a conclusao
das leituras do grupo anterior.

As medidas foram realizadas a partir da iluminagdcsuperficie oclusal e
posteriormente da superficie pulpar da amostraaentou seja, a amostra antes da
aplicacao do fotossensibilizador, como ilustraigufa 5.6 (a) e (b). Em seguida o
procedimento foi repetido para a amostra apoés iaagglo do fotossensibilizador,
como mostra os passos (c) e (d) da Figura 5.6.
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(@)

Luz modulada

LLE v
Oclusal ./

P
Pulpar

(c)

Luz modulada

Oclusal l i i

—
Pulpar

—~ Oclusal
(d)

Luz modulada

1y -

. (]

Oclusal

Figura 5.6 — Esquema da realizacdo dos espectraissidecao: antes da aplicacdo do FS, ilu-
minando (a) o lado oclusal (b) o lado pulpar; ap@gplicacéo do FS, iluminando (c) o lado
oclusal (d) o lado pulpar.

Para avaliar a permeacao do fotossensibilizadavédrda dentina, foram ob-
tidos espectros de absor¢gdo em fungao da espeksw@amostra. As medidas foram
realizadas logo apoés a leitura do lado pulpar cphicagdo do fotossensibilizador,

como descrito anteriormente. A metodologia adotaaesistia em lixar o lado pulpar

da amostra com lixa de granulacdo 1500 (NORTON® Brdsileira) a seco, com

movimentos leves e manuais. Em seguida era obtieepectro de absorcao ilumi-

nando sempre o lado pulpar da amostra. Com auddiaum micrébmetro digital

(Mitutoyo® Digimatic Micrometer; Kanagawa, Japang@spessura foi gradativamen-
te reduzida e monitorada, e a cada reducdo, neitasals foram realizadas. No inicio

do processo as amostras tinham em torno deuB0@e espessura e ao término das

medidas cerca de 1Q0n. Todos os grupos de amostras foram sujeitoseapzese-

dimento. E importante mencionar que o corante i€ad uma Unica vez. Cada vez

gue a amostra era lixada a superficie era limpaamonete, a seco.

Para a realizacao dos experimentos a frequénar@odelacéo da luz foi ajus-

tada em 16 Hz e a poténcia da lampada em 700 WoSedifusividade térmica da
dentina humana da ordem @¢2x 10° m?*/s obtém-se que o valor do comprimento

de difusdo térmica, para esta freqiéncia de majdalaoi de aproximadamente 60
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um. A Figura 5.7 mostra a regido monitorada na ama$iirante a realizacdo dos

espectros de absorcéo.

15=300 |

Figura 5.7 — Comprimento de difuséo térmica na amaake dentina.

O desenvolvimento desta pesquisa teve a aprovagd@othité de Etica da
Universidade Estadual de Maringa e a DeclaracaBatwo de Dentes com a con-
cessao dos dentes que foram utilizados na pesguczmtram-se nos ANEXOS do

trabalho.

5.3 Montagem experimental da espectroscopia fotoacuséic

O arranjo experimental da espectroscopia fotoa@igtara a realizacdo dos

experimentos esta esquematizado na Figura 5.8

-
= = ~ Lentes

e
-5
-~
-
[_r—\—{
@, .
Microcomputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 5.8 — Representagdo esquematica do arrapgrimental da PAS.

Nesta montagem a fonte de luz é uma lampada dedare@endnio da marca
Oriel, modelo 68820, com poténcia de até 1000 W¥ifs e emisséo no intervalo
entre 180 e 4000 nm. O monocromador, modelo 772/80nG) da Oriel, foi utilizado
com fendas de entrada e saida, ajustadas em 3,18 mwrade de difracdo € da mar-

ca Oriel em que foi utilizado o modelo 77296. Peliminar ordens superiores de
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difracéo filtros foram usados. A freqiéncia de mad#o da luz € controlada por um
modulador mecéanico, modelo SR 540 da Stanford Reseystems que, com um
fotodiodo, fornece um sinal de referéncia para plédicador Lock-in. As lentes da
montagem devem fazer com que a amostra seja excaitadegido do foco do feixe
de luz, para que esta receba o0 maximo de interesjpaskivel. A luz atinge o interior
da célula fotoacustica apds ser transmitida atrdeésma janela de quartzo, ja que
este material é transparente na regido espectehsdo da lampada.

A célula fotoacustica utilizada tem formato cililedr e esta representada na
Figura 5.9. O microfone acoplado a célula fotoacast da marca Briuel & Kjaer,
modelo BK 2669, e esta conectado a uma fonte deeatacdo e a um pré-
amplificador. O sinal do microfone é transferidaogpa Lock-in (amplificador sin-
cronizado) modelo 5110 da marca EG & G Instrume@sLock-in fornece a
intensidade e a fase do sinal fotoacustico qudra@sferidos para um microcompu-
tador via interface GPIB.

Luz Modulada

Célula Fotoacustica g, Janela optica
.

o-ring

1 AMOStra ¢

Figura 5.9 —Célula fotoacuUstica fechada vista ddteente.

Como a lampada ndo emite a mesma intensidade derlundos os compri-
mentos de onda, o sinal é entdo normalizado pe#d de referéncia obtido em uma
amostra de p6 de carvao ultrapuro.
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Resultados e discussao

6.1 Parte | - Complexos nanoencapsulados para protecao

solar

6.1.1 Determinacao da resposta espectral das formulacoes.

A Figura 6.1(a) mostra os espectros de absorcacadd farmaco, BZ-3, do
agente complexante, HRED, dos complexos de incluséo (BZ-3 - BfED), nas
estequiometrias 1:1 e 1:2, e da base. Nota-se Bde3ae os complexos exibem altas
taxas de absor¢do nas regides espectrais, do W B/CWBYVA. A diminuicdo da inten-
sidade da absorcdo do complexo 1:2 em relacdolaldocorre em razdo da menor
concentracdo de BZ-3 na amostra. Na estequiontaRia@ possivel observar uma
estrutura de bandas, que por comparacgao, pernsibeias aquela em torno de 280
nm com o agente complexante BfED e a de 380 nm com a BZ-3.

Uma vez observado que o complexo 1:2 apresentargitus Optica intensa
nas regides do UVB e do UVA, esta concentraca@adotada para a preparacdo da
formulacédo do filtro solar. Relembrando que istoféito adicionado-se o complexo
a base, de forma a obter 4% de BZ-3 na formulagabdo produto. A Figura 6.1(b)
mostra 0s espectros da base pura (repetido pata @ééecomparacao), da base com
BZ-3 e da base com complexo. Nota-se que ocoreglis Optica na regido do UV,
até aproximadamente 350 nm. Esta resposta espédeshelhante ao que se obtém

nos filtros comerciais contendo BZ-3. Este resulteinbém mostra que para se ob-
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ter protecdo solar em toda a regido do UVA os (oo#e comerciais a base de BZ-3

precisam adicionar protetores fisicos na formulagéo

05

L (@ — BZ -3
e HPCD
= Base

e B7-3 - HPBCD 1:1
BZ-3-HPBCD 1:2

00 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s |

(b) = Base

0,3 v Base + BZ-3

\_\ Base + (BZ-3 - HPBCD)
L

Sinal Fotoacustico (mV)

02
01

N

0,0 ]

250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.1 — Espectros de absorcao 6ptica: (a) B&8, HP$-CD e complexos 1:2 e 1:1; (b)
base e formulagbes (base+BZ-3 e base+ BZ-3 B10B).

E importante mencionar que as formulagdes com BAr8sentam cor amare-
la, 0 que é indesejavel para cosméttfs Essa coloracdo ndo ocorreu no complexo
de (BZ-3 - HPB-CD), nao influenciando entdao na aparéncia do poofioal.

Experimentos rotineiros utilizados na comprovagaaadmplexo de inclusao
com CDs foram descritos na dissertacdo de mestia@f@rmacéutica Fernanda Ber-
bicz . Os resultados e discussdo apresentados na preshssertacio
concentraram-se no emprego inovador da espectiastaipacustica na avalicdo da
protecdo e estabilizacdo de complexo de inclusam €Ds. Utilizando a
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e arfiegravimetria (TG) Berbic?”!

demonstrou que a melhor formagédo do complexo oecqaea a estequiométrica 1:2.
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6.1.2 Medidas ex vivo da difusdo das formulacfes através pele

Primeiramente foram obtidos os espectros de abangéica da pele controle.
Em seguida as medidas foram realizadas nas amdstjaasle que receberam as for-
mulagfes topicas. Isto foi feito iluminando-se aolada epiderme (onde as
formulacdes foram aplicadas), com modulacdo danicidente em 22 Hz. Nas me-
didas no lado da derme utilizou-se a modulacdo 2m&m 38 Hz, como descrito na
secdo 5.1.2. Os resultados estdo mostrados nafdur

0,40

e Controle

0,35 |- e Base + (BZ-3 - HPBCD) (lado epidérmico) 22 Hz

@ Base + (BZ-3 - HPBCD) (lado dérmico) 22 Hz
Base + (BZ-3 - HPBCD) (lado dérmico) 38 Hz

0,30

0,25

0,20

0,15

Sinal Fotoacustico (mV)

0,10

0,05

0,00

250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.2 — Espectros de absor¢do das amostzaleleom aplicagdo de dgua (controle) e da
formulacéo contendo o complexo (BZ-3 - IBRED), medidos nos dois lados da amostra,
da epiderme em 22 Hz e da derme em 22 e 38 Hz.

Os espectros dos componentes que formam o comptara 6.1, foram
utilizados para identificar essas substancias &g pejue foi feito a partir da analise
da Figura 6.2. Nota-se que a banda de absorcad’gaCD, centrada em torno de
276 nm, pode ser observada em todos os espectr@ntBinto, ndo € possivel atribu-
ir esta absor¢cdo como proveniente somente da fag&o] uma vez que a pele
controle também absorve a radiacdo nesse compontEntonda. Além disso, as
condicdes de hidratagdo da amostra também podéumr iné intensidade da absor-
cdo. Porém, no intervalo entre 325 e 380 nm naanfoobservadas bandas de

absorcdo na amostra controle, indicando que a BZ-& responsavel pela absorcéo
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Optica nesta faixa espectral. A presenca da forgaolgpode ser observada inclusive
nos espectros obtidos no lado da derme, em ambesgég€ncias de modulacao uti-
lizada. Isto demonstra que houve permeacido do emmphtravés da pele. E
importante mencionar que a banda em torno de 41@ ambuida aos residuos de
sangue presentes na amo&ffa

A Figura 6.3 mostra todos os espectros de absagfca das amostras de
pele que foram tratadas com as formula¢gdes. Oades para a iluminacgéo do lado
da epiderme, obtidos com uma frequéncia de 22 ${@peepresentados pelas curvas
na Figura 6.3(a). Como mencionado anteriormenteomprimento de difusdo
térmica (1) na pele que contribue para a geracéo do sinsdéastico & da ordem de
24 um. Assim, como esperado, para iluminagao no ladeptiterme (regido onde as
formulacdes foram aplicadas), a absorcao em toer@80 nm das curvas em verde e
em vermelho mostram a presenca da absorgéo da BZ-3.

0,36 L@ 24 ym e Controle

Base

Base + BZ-3

Base + (BZ-3 - HPBCD 1:2)

0,24 -

0,12 |-

0,00 1 s 1 s 1 s 1

S 020 - (0) 376 ym —— Controle
c L Base
o ol Base + BZ-3
2 Base + (BZ-3 - HPBCD 1:2)
z
g 0 \—'_\
Q L
S)
L 005
©
£
(7] 0,00 1 1 1 1 1
020 [© 382 pm Base
Base + BZ-3
Base + (BZ-3 - HPBCD 1:2)
0,15 |
0,10
\
0,00 Lt . | : . : L ————

250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 6.3 — Espectros de absor¢ao das amosteleleom aplicagdo tdpica das formulagdes:
(a) iluminacéo no lado da epiderme, com frequédeienodulacéo de 22 Hz; (b) do lado da
derme com frequéncia de modulacéo de 22 Hz; (@dmda derme com freqiéncia de
modulacao de 38 Hz.
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As curvas em b e ¢ mostram 0s espectros avaliadizslno da derme. Nota-se
a presenca da banda de absorcédo das formulactdasrreande 350 nm. Como as
amostras tinham em torno de 408 de espessura e as frequiéncias usadas para obter
os espectros foram de 22 e de 38 Hz, a deteccda Hesda significa que as
profundidades de penetracdo abaixo da superficgelaforam em torno de 376 e
382 um, respectivamente para cada frequéncia de modulagaada. A Figura 6.4
ilustra uma das regides monitoradas, usando-seHz28urante a realizagdo dos

espectros de absorcdo com iluminacao do lado daeder

- i‘i’ 3 Bs=24 pm

I5=400pm | . 3 1=376jim

Formulacio

Figura 6.4 — Analise do perfil de profundidade pasamostras de pele. No desenho estéo in-
dicadas as espessuras de penetracdo, a partdalddeepiderme, para a medida realizada
em 22 Hz.

Na Figura 6.3(b) e (c) observou-se que na regifectal de interesse para
protecdo solar (300-400 nm), a formulacdo do coxaplde (BZ-3-HPB-CD)
apresentou uma menor permeac¢do em comparacdo cfmmmalagdo contendo
apenas a BZ-3. Verificou-se ainda que o espectpettacom aplicacdo da base pura
reproduz o comportamento observado naquele da gmigrole. Uma possivel
explicacdo para a menor permeacdo do complexo pede carater lipofilico da
pele, o que dificulta a propagacdo de compostosofilidos em sua estrutura.
Hadgraft'® explicou que a rota de penetracdo predominanteaéés dos espacos
intercelulares que contém lipidios estruturadosi® yma molécula de difusdo tem
de atravessar uma variedade de dominios lipofiledsdrofilicos antes que ela
chegue a juncao entre o estrato corneo e a epiderme

Estudos anteriores também mostraram que a com@exagn CD, inclusive
HPB-CD, reduziu significativamente a liberacdo e peg@to de BZ-3 atraves da

pele. Usando pele de rato, Felton e colaboradttesemonstraram que a HRPED
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aumentou significativamente a retencdo cutdneaetadienona, embora naquele
trabalho a distribuicdo do protetor solar na péle tenha sido avaliada.

Simeoni e colaboradoré$’ mostram em seu trabalho que a complexacdo de
benzofenona com um tipo @eCD (SBE$-CD) reduz acentuadamente a sua pene-
tracdo percutanea. Estes autores observaram uemgdetde até 82% do filtro solar
na camada cornea para a formulagcdo complexadarn@bsa ainda que a inclusao
na cavidade da SBE-CD permitiu uma distribuicdo mais localizada daezmé#enona
na superficie da pele, o que contribui para refoogaoder de fotoprotecao do filtro
solar.

Comedogenicidade é uma consideracdo importanteesendolvimento de
medicamentos topicos, cosméticos e produtos deadosdda pele. O conceito de
"acne cosmética” foi desenvolvido para associatilzacdo de certas substancias
para a formacéo de comedos e modelos animais tknusiizados para se determi-
nar o potencial comedogéniés'. Assim, paralelamente & anélise da PAS, foram
realizadas por F. Berbi¢? , andlises macroscépicas e histoldgicas da pete g
determinar o potencial comedogénico das formuladde®toprotetor apds a aplica-
cdo topica. As amostras de 3°cforam removidas de cada orelha do animal, e o
namero e o comprimento de comedos foram avaliado$ eortes histoldgicos por
animal. Os comedos foram mensurados em micros€figimpus BX40, em objetiva
de 10X e com auxilio de régua com escala de 0-t6plada a ocular de 10X. Os
valores foram convertidosan. Foram quantificados todos os comedos observados
ao longo dos cortes histologicos avaliados. Os dosiéoram divididos em 3 gru-
pos: pequeno (<400m), medio (400-85@m) e grande (>850m). Os comedos de
cada grupo foram contados e multiplicados pelawrdat0,5, 2 e 5 para 0s grupos
pequenos, médios e grandes, respectivamente. Apématério dos resultados dos
trés grupos, o potencial comedogénico de cadaafelltlassificado como ausente
(valores <10), suave (10 < valores < 30), modef80c< valores < 90) e severo (va-
lores > 90) segundo o protocolo da EVIC-CEBA Labmiia de Recherche et
d'Experimentation.

As observacdes macroscopicas realizadas diariameasterelhas dos coelhos
sugeriram que nao houve a presenca de comedossinais irritativos como erite-
ma, descamacao epitelial e reacdes inflamatdeas) no grupo tratado com a base,

com a base e BZ-3 e com a base e o complexo BEARBS-CD (na relacdo estequi-
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ométrica de 1:2). A analise estatistica dos regodtdistologicos mostrou que apenas
0 grupo tratado com a formulacdo contendo BZ-3sgmteu diferenca significativa
no potencial comedogénico, com comedos médios enpi@d comedogénico com
valores variando de 10 a 30. Nos outros grupogatanmento observou-se apenas
pequenos comedos e potencial comedogénico conesalderiores a 10. Assim, foi
possivel concluir que a formulagdo com complexoBHP{-CD ndo mostrou po-

tencial comedogénico.

6.1.3 Método de separacédo de espectros na fase (Mp

O método de separacdo dos espectros na faseiftddgppara se avaliar a di-
ferenca de fase do sinal fotoacustico em funcdo adwsprimentos de onda da
excitacdo e para comparacao entre os compostggeteaTrata-se de um método
alternativo que permite realizar deconvolucdo dpeetros de absorcédo e pode per-
mitir investigar a presenca e/ou a penetracdo alasufacdes ao longo da espessura
da amostra.

A separacao de fase foi realizada monitorando-secdonprimentos de onda,
em 276 nm (Pico 1) e em 340 nm (Pico 2), para astas de pele com aplicagao da
base, base + BZ-3 e da base + complexo (BZ-3 8-8B). Escolhemos as medidas
realizadas com frequéncia de modulacdo de 22 Kmeacexcitacdo no lado da der-
me. Os resultados para a amostra de pele com giicde (base + BZ-3) estéo

apresentados na Figura 6.5.
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Figura 6.5 — Projecdes dos espectros fotoacUgta@sas amostras de pele com aplicagéo de
(base + BZ-3). Cada curva representa a projecdbdotespectro para o angulo de fase in-
dicado.
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Para o pico 1 (276 nm) a banda de absorcdo é mamil@iem um angulo de
fase de 57°. Consequentemente sua maximizacaada @otmando +90°, escolhen-
do-se a opcéo que fornece o espectro no lado\awsiti eixo. Neste caso obteve-se
0 angulo de -33°. Para o pico 2, a banda de alsceg@rada em 340 nm é minimi-
zada em 50,3° e maximizada em -39,7°. Assim aatfgx de fase entre esses picos
foi de 6,7°. Podemos associar cada pico analisado eentro absorvedor diferente,
responsavel pela absor¢cdo observada, ou a mecandifacentes de relaxacdo nao
radiativa de um dado centro absorvedor. Na FiguBaimos que a absor¢cédo em 276
nm era referente a absorcao da pele e 8hmm a BZ-3. A diferenca de fase entre
estes dois centros absorvedores foi de 6,7°.

A Figura 6.6 € uma ampliacdo da Figura 6.5, na goedk-se observar com
maior evidéncia que ao escolhermos um angulo @edgas minimiza a contribuicdo
da pele para o sinal fotoacustico, no pico 1, temgtge a banda da BZ-3 (pico 2) fica
isolada. Isto possibilita avaliar separadamenteaacentribuicdo para o espectro de
absorcao total da amostra. A partir dessa figundircoa-se a presenca dos dois cen-

tros absorvedores.
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Figura 6.6- ProjecBes dos espectros fotoacustico para as asakimpele com aplicacao da
base + BZ-3. A curva em verde, para o angulo d&,Z3@btida somando-se 180° ao angu-
lo em que o pico 1 foi minimizado, 57°, funcionarmieno uma curva “espelho” da azul.
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A separacao de espectro na fase para a amostededegm aplicagcéo da for-
mulacdo contendo a base + o complexo (BZ-3$HED) estd representada na
Figura 6.7.
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Figura 6.7 — Projecdes dos espectros fotoacusicodiferentes angulos de fase para a amos-
tra de pele com aplicagdo da formulacéo conterizisa + o complexo (BZ-3 + HRCD).

O pico 1 € minimizado em um angulo de fase de 64 ®faximizado no an-
gulo de -28,1°. JA4 o pico 2 é minimizado em 49,9fa&ximizado em -40,1°.
Resultando portanto em uma diferenca de fase de2fUumento na diferenca de
fase entre a pele e a BZ-3 observado neste casoesgge a HP-CD possa estar
contribuindo para o sinal fotoacustico em 276 noma@ propusemos ao analisar 0s
espectros de absorcao apresentados na Figura &r8yub no qual o pico 1 foi ze-
rado foi diferente daquele para a amostra que rdumtapenas BZ-3. A diferenca
entre essas amostras € a molécula de CD, cujacabsmaxima é em 276 nm. Uma
vez que a HB-CD contribui para o espectro nesse comprimentondia em adicao
a absorcdo da pele, é possivel que a diferencasgediesses centros absorvedores
superpostos em relacdo a BZ-3 seja diferente dernadm$a para a amostra base +
BZ-3, o que justificaria o resultado encontrado.

A Figura 6.8 mostra mais detalhadamente a sepatcf@mse para a amostra
de pele com aplicacdo da base + complexo. Comadabam 276 nm sendo minimi-
zada podemos observar a banda da BZ-3 isoladarrmantio assim a presenca de

pelo menos dois centros absorvedores.

65



Capitulo 6 — RSULTADOS E DISCUSSAO 66
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Figura 6.8 — Projecdes dos espectros fotoacUgi@aasas amostras de pele com aplicagdo da
formulacao contendo a base + o complexo. A curvaendhe, para o angulo de 241,9°, é
obtida somando-se 180° ao &ngulo de 61,9°.

Utilizamos o método também para a amostra de geh aplicacdo apenas
da base. A Figura 6.9 mostra as curvas projetadis giferentes angulos de fase.
N&o houve separacgéo dos picos analisados, umaueea jase nédo continha BZ-3 e
sua absor¢cdo é minima na regiao do pico 1. Assimolgionos que neste caso o0 Unico

centro absorvedor presente na amostra era o da pele
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Figura 6.9 —Projec¢es dos espectros fotoacustamesentadas para diferentes angulos de fase
para as amostras de pele com aplicacédo de base.
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A Tabela 6.1 mostra um resumo dos angulos pagaais os espectros foram

representados, além das diferengas entre as fasesnais dos centros absorvedores

(). Lembrando queg =@ +90°é o angulo em que a banda de absorgmaximi-
zada; @, é o angulo para o qual a banda de absorgéo é ylé e diferenca de fase

Y, =@ —¢ .Senda= 1,2 os picos 1 e 2 correspondentes as bandasdegao onde

foi realizada a separacéo de fase para cada amostisada.

Tabela 6.1 — Valores dos angulos de fase e dasatdsgs diferencas obtidos para os centros absoreedlas a-

mostras analisadas.

Amostra

Pele + (Base +BZ3)
Pele + (Base+Complexo (BZ-3+HRED))

Pele + Base

Com o auxilio do método de separacdo dos espewdrdase foi possivel i-
dentificar dois centros absorvedores presenteamastras de pele com aplicacéo de
BZ-3 e do complexo. Para este ultimo os resultailoda sugerem a possivel exis-
téncia de um terceiro centro absorvedor super@ustta pele. Como esperado para a
amostra com aplicacao da base, identificamos a@epake como centro absorvedor.
Assim, os resultados confirmam a penetracdo daulagéo através da pele permi-
tindo realizar uma deconvolucdo espectral que ecida as bandas de absorcéo
Optica atribuidas a cada centro absorvedor.

Finalmente, propusemos um diagrama, mostrado nag&&10, que ilustra o
procedimento experimental adotado e a conclus@ue® nanoencapsulamento rea-
lizado contribuiu para diminuir a taxa de permead@dormulacéo através da pele.
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Figura 6.10 -Representacéo esquematica do procedimento expéaineetios resultados obti-
dos®?

6.2 Parte Il - Corantes e a permeabilidade dentinaria

6.2.1 Espectros de absorcao nas regides espectrais do U\G.

O objetivo geral desta segunda parte do trabalhaviiar a permeabilidade
dentinaria de alguns fotossensibilizadores (FS)asana terapia fotodinamica
(PDT). O primeiro passo na realizagdo dos expetiosefoi obter os espectros de
absorcdo das amostras de dentina humana sem &apldad-S. Essa leitura foi reali-
zada em todas as amostras uma vez que serviu ti®leogpara comparacdo dos
espectros que foram obtidos posteriormente. A Bigutl mostra a absor¢cédo optica
da dentina medida a partir das superficies ockigalpar.

0,10

Dentina oclusal
0,08 |- Dentina pulpar

0,06 -

0,04 |-

Sinal Fotoacustico (mV)

0,00 -

1 1 1 1 1 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 6.11 — Espectros de absorcdo Optica dasstpasficies da amostra de dentina antes da
aplicacéo do FS.
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Nota-se que a dentina s6 é altamente transpararaecpmprimentos de onda
acima de 500 nm. Isto indica que a escolha da fdatez € decisiva em termos do
alvo que se pretende atingir no interior dentetdfemos a este ponto mais adiante.

Os espectros dos fotossensibilizadores foram abtidpartir da espectrofo-
tometria. Para as medidas, o azul de metileno,ub deo-toluidina e o verde de
malaquita tiveram suas concentracdes diluidas era dgstilada a 0,001 mg/mL. A
Figura 6.12 mostra os espectros de absorcdo @uigéotossensibiliadores nas regi-
o0es do UV-VIS. Nota-se que as bandas de absor¢c&egi@o acima de 600 nm
ocorrem onde a dentina é altamente transparemi&rate mostra a Figura 6.11. Ou
seja, estes compostos podem ser excitados nmintieridentina se estes comprimen-
tos de onda no vermelho forem escolhidos paran@niagao.
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Figura 6.12 — Espectros de absorcéo optica dosdetssibilizadores, azul de metileno, azul
de o-toluidina e verde de malaquita, na concentrded,001 mg/mL.

Em seguida foram obtidos os espectros de absdymifta das amostras de
dentina apods aplicacédo dos fotossensibilizadorgsgdoi feito seguindo-se o proce-
dimento descrito na se¢ao 5.2.2. Como mostradalb®a 5.1, dividimos as amostras
em grupos de acordo com a concentracdo e os ifuerda tempo de exposicdo aos
fotossensibilizadores.

A Figura 6.13 mostra os espectros obtidos medieda-amostra 1, utilizada
para se avaliar a permeacéo do azul de metileng gMB1 mg/mL. As medidas fo-

ram iniciadas 30 minutos apos a aplicacdo do MBe#messuras iniciais das trés
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amostras deste grupo foram de aproximadamenten@y8® o pico de absor¢do ma-

xima do MB ocorreu em aproximadamente 593 nm.

—— Dente 1 sem MB oclusal (0,354 mm)
—— Dente 1 sem MB pulpar (0,354 mm)
—— Dente 1 com MB oclusal (0,354 mm)
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Figura 6.13 — Espectros de absorcao fotoacUstieoraetra de dentina com aplicagdo do MB
a 0,1 mg/mL. Medidas iniciadas 30 minutos apésliaagiio do fotossensibilizador.

As curvas em preto e em vermelho foram obtidassoaerficies oclusal e

pulpar da amostra controle, respectivamente. Asadefaram obtidas apos a aplica-

cdo do fotossensibilizador. As intensidades dasldmmle absorcédo Optica foram

avaliadas em funcdo das espessuras da amostrav®bseque a medida que a es-

pessura da amostra diminui o sinal fotoacusticoemtian Esse comportamento é

esperado, uma vez que, conforme o lado pulpanedod as leituras eram realizadas

em regides cada vez mais préximas daquela ondsstmsibilizador foi aplicado.

Consequentemente, uma maior quantidade do agdosséasibilizador era detecta-

da na espessura de proug,que contribuia para a geracdo do sinal fotoamisfi

Figura 6.14 ilustra as regides da amostra monigsradrante a realizagéo dos espec-

tros de absor¢cdo com iluminagdo do lado pulparesamt ap0s o processo de

diminuicdo da espessura da amostra.
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Figura 6.14 — Representagdo do comprimento deddiftérmicaps, a partir do lado pulpar:
(a) na amostra antes de ser lixada (b) na amostin@srespessa, ao final do processo de
diminuicdo da espessura.

Na amostra 1, a primeira espessura de deteccdoBlfoiMle aproximada-
mente 0,23 mm, e o valor médio de deteccdo encmntpara as trés amostras
avaliadas foi de 0,24 mm. Considerando o comprimdatdifusdo térmica de @®n
e a espessura média de deteccdo deuBjdem-se que a profundidade de penetra-
¢édo do MB foi da ordem de 13@n.

O comportamento da permeacdo dos fotossensibiligaddravés da dentina
foi analisado pela integracdo das areas refer@stdmndas de absorcdo Optica dos
FS, para as diferentes espessuras da amostra.ufaFagl5 mostra a dependéncia
das areas referentes as bandas de absorcdo deefwtifslizador em funcéo da es-
pessura de dentina. Observa-se que as areas dakufarnecem uma curva
exponencial decrescente em funcdo do aumento éasesp da amostra. Estes valo-
res foram ajustados a uma equacdo exponencial sdeate, Eq.(6.1), para
avaliarmos a distribuicdo do fotossensibilizadd8)(Bo longo da estrutura dentina-

ria.
S(y= G+ Aexg™" (6.1)

em queSrepresenta a area da banda do FS na dertomatesponde a espes-
sura da amostra, e A sdo constantes de estagio de saturacdo e amplitude
respectivamente, € um parametro de ajuste que estima a porcentageR$dem
uma determinada espessura da dentina. A curva enel® representa o ajuste cal-
culado por meio da equacado (6.1). O parametro dsteqajr, encontrado foi de

aproximadamente (70+6) um.
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Ajuste Exponencial
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Tgfr =170 um

Area (u.a.)
»
T

S,=-0.27
A= 384
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Figura 6.15 — Comportamento das areas do espettacfistico do FS (MB) em funcéo da
espessura da amostra. Ajuste obtido a partir deGn.

Como o ajuste é calculado com a referéncia no paidial do grafico (ponto
maximo), temos que oobtido para o MB foi de aproximadamente 70 pmrérpda
menor espessura da amostra, que neste caso fa0L+m). Entdo o efetivo @ef)
para o MB com aplicagao de 30 minutos foi de 170 Hste procedimento foi repe-
tido para todas as amostras que receberam a adiclcazul de metileno. A partir
do célculo das médias obteve-se o valor de apraddmante 64 um. Se considerar-
mos as areas das bandas de absorcdo do fotodssamini como um indice de
concentracdo do mesmo na dentina, podemos estahgbec meio da equacao de
ajuste, uma estimativa da porcentagem do fotosskrador em uma determinada
espessura da amostra.

Por exemplo, se considerarmos o valor de temos que a concentragao de
MB cai a 1/e do seu valor inicial. Assim, em 164 gdenespessura a concentracdo de
MB é de aproximadamente 37% em relacdo a quantiteclal do FS medida na
menor espessura, (Li). Em uma espessura den3-se que a reducédo de MB seréa de
95%, resultando que em 292 pm apenas aproximadar8&mnida concentracdo me-
dida em Li esta presente. Este resultado indicaoquecedimento adotado permite a
obtencao do perfil de distribuicdo do fotossenigidor ao longo da espessura da
amostra.

O ajuste realizado anteriormente foi obtido a pai primeiro ponto expe-

rimental correspondente a menor espessura da anf{asti00 um), mas podemos
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por meio da equagao exponencial realizar o ajusteéndo de quaquer outro ponto
da curva referente a outras espessuras da amastuesjve para espessuras inferio-
res ao primeiro ponto experimental. A Figura 6.1dstra o ajuste para a amostra de
dentina com a aplicacdo do azul de metileno rediza partir de x=0 e passando
pelos pontos experimentais 0 que corresponde oldagrste a partir da superficie da
amostra onde o fotossensibilizador foi aplicadatdo, mesmo nao possuindo va-
lores experimentais entre 0<x<100 podemos comassihse matematica obter uma
estimativa de como seria a distribuicdo do fotosibdizador ao longo da espessura

da amostra monitorando desde a superficie.

40

@ Dente 1 com MB
Ajuste Exponencial

Ajuste Exponencial

25 i R"2 = 0.99608
| 1=70+6
S 20
A T =170 uym
@ 15 |
z
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A= 384

0 | 30 minutos

[ Espessura inicial da amostra = 350um
" 1 1 " 1 " 1

s 1 s 1 s 1
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Espessura da amostra (um)

Figura 6.16 — Comportamento das areas do espettracfistico do FS (MB) em funcao da
espessura da amostra. Ajuste obtido a partir de x=0

O ajuste realizado na Figura 6.16 mostra que agesldas constant&s e A

e 0 parametra, que determina a inclinagdo da curva, nao variavam relacao ao
ajuste obtido na Figura 6.15. Este resultado §rdede interesse, pois possibilita
obter em que espessura da amostra a concentracfiodsensibilizador tem sua
concentracao reduzida a 1/e do valor presente nto pscolhido como referéncia
(Li), inclusive ao ponto x=0 (superficie da amastRortanto, considerando o ajuste
a partir de x=0 e o valor deobtido de (70£6)um temos que a concentracao do azu
de metileno é reduzida a 1/e do valor presentaiparBcie da amostra, em aproxi-
madamente 70 um de espessura. Mais adiante votiararaxplorar este resultado.
O parametro de ajusteseria 0 mesmo encontrado para o0s ajustes readizamn a

Eq.(6.1) se os dados experimentais fossem ajustatm® a equacao

S(N= S+exg * " em que a contribuicdo da amplitude da exponerioial
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compensada por uma translacdao em x de um valog. de igura 6.17 mostra o a-
juste para o dente 1 com aplicacdo de MB obtido esta equacdo mostrando que o
valor det néo diferiu do encontrado com a Eq. (6.1).

40

@ Dente 1 com MB
Ajuste Exponencial

35

30 Ajuste Exponencial

S=S+exp(-(x-x )/1)
R"2 = 0.99608
1 =70+6

25 -

20 |-

15

Area (u.a.)

Teff =170 pm
10 X,= 253+15

S,=-0.27

0 30 minutos
Espessura inicial da amostra = 350pm
n 1 n 1 1 n 1

s 1 s 1 s 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Espessura da amostra (um)

Figura 6.17 — Comportamento das areas do espettacfistico do FS (MB) em funcéo da
espessura da amostra. Ajuste obtido trocando atadgh da exponencial por um deslo-
camento de.

Como 30 minutos de aplicagdo do fotossensibiliz4B81) é considerado um
intervalo de tempo clinicamente inviavel, fizemovas medidas com os experimen-
tos realizados apos aplicacdo do FS na dentind o6 min, respectivamente. A
Figura 6.18 mostra a permeacao do azul de metde®d mg/mL com periodo de
exposicdo de 5 min. Estes dados foram obtidos rdeeie a amostra 3. A espessura

inicial das trés amostras avaliadas nesse gruptefaproximadamente 0,3 mm.

Dente 3 sem MB oclusal (0,3 mm)
Dente 3 sem MB pulpar (0,3 mm)
Dente 3 com MB oclusal (0,3 mm)
Dente 3 com MB pulpar (0,3 mm)
0,12 - Dente 3 com MB pulpar (0,25 mm)
Dente 3 com MB pulpar (0,2 mm)

0,14

Dente 3 com MB pulpar (0,15 mm)
Dente 3 com MB pulpar (0,12 mm)
Dente 3 com MB pulpar (0,1 mm)

0,10

0,06

Sinal Fotoacustico (mV)

0,04 -

0,02

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.18 — Espectros fotoacusticos da amostoedtna com aplicacdo de MB a
0,1mg/mL. As medidas foram iniciadas 5 min apopleacao do FS.
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Nota-se que na medida com a amostra com 0,25 rsmdatectou a presenca
do MB. As espessuras médias de deteccao parasamniastras avaliadas nesse gru-
po foram em torno de 0,24 mm. Considerando o congrio de difusédo térmica de
60 um temos também que a profundidade de penetrac®tBdfmi de aproximada-
mente 18Qum, equivalente ao encontrado quando a medidaditizeela 30 min apds
a aplicacao do fotossensibilizador.

Foi realizado ainda, em apenas uma amostra, a magigs 1 min de aplica-
¢ao do azul de metileno a 0,1 mg/mL. A espessucelia amostra foi de 0,29 mm
e 0 MB foi detectado em torno de 0,15 mm, como raastFigura 6.19. Para melhor
visualizacao, a Figura 6.19(b) mostra uma ampliatzi&igura 6.19(a) que compro-

va a presenca do fotossensibilizador na espessiid 8 mm, curva de cor amarela.

0,14

L (&) Dente 1 sem VB oclusal (029 mm) 0,04 |- () Dente 1 com MB pulpar (0,29 mm)
= Dente 1 sem MB oclusal (0,29 mm
0,12 - = Dente 1 sem MB pulpar (0,29 mm) Dente 1 com MB pulpar (0,2 mm)
= Dente 1 com MB oclusal (0,29 mm) i Dente 1 com MB pulpar (0,15 mm)
Dente 1 com MB pulpar (0,29 mm) —— Dente 1 com MB pulpar (0,12 mm)
S o010k Dente 1 com MB pulpar (0,2 mm) S o003k —— Dente 1 com MB pulpar (0,1 mm)
[= ’ . Dente 1 com MB pulpar (0,15 mm) S ’
s Dente 1 com MB pulpar (0.12 mm) E Dente 1 com MB pulpar (0,08 mm)
8 === Dente 1 com MB pulpar (0,1 mm) 8
= 0,08 - Dente 1 com MB pulpar (0,08 mm) b
3 3 002
8 0,06 |- g
- -—
o o
L L
£ oor £ 0,01
n n '
0,02 -
0,00 |- g 0,00 |-
I T RN R R | P U R N SR R R N
300 400 500 600 700 800 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 6.19 — Evolugdo dos espectros fotoacusdoofuncdo da espessura da amostra para
verificacdo da permeacdo do MB a 0,1 mg/mL. As desiforam realizadas apés 1 min de
aplicacéo do FS.

Para o intervalo de tempo de 1 min temos que aipdadade de penetracéo
de MB foi de 90um, o que equivale, aproximadamente, a metade dw vétido
para os experimentos realizados apés 5 e 30 miesakpisso, o resultado € muito
significativo tendo em vista que embora o intervddotempo fosse curto, ocorreu a
penetragéo do fotossensibilizador.

Para o fotossensibilizador azul d¢oluidina (TBO) o procedimento adotado

foi 0 mesmo empregado para o azul de metileno.glirki 6.20 mostra os espectros
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de absorcao obtidos para a amostra 1, de dentora, aplicacdo de TBO a

0,1mg/mL. A medida foi realizada 30 min ap0s acagifo. A espessura inicial das
trés amostras avaliadas nesse grupo foi de aprdamente 0,29 mm e o pico de
absorcdo maxima do TBO apresentou-se em 570 nnB@fdi detectado na espes-
sura de 0,19 mm na amostra, portanto a profundidadeenetracdo encontrada foi
da ordem de 130m.

Dente 1 sem TBO oclusal (0,290mm)
Dente 1 sem TBO pulpar (0,290mm)
Dente 1 com TBO oclusal (0,290mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,290mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,190 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,150mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,119 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,098 mm)

0,14

0,12 -

0,10 -

0,08 -

0,06 -

Sinal Fotoacustico (mV)

0,04 -

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.20 — Espectros fotoacusticos da amostdedena com aplicagcdo de TBO a
0,1mg/mL. Medidas realizadas 30 min apés a aplcdgadFS.

A Figura 6.21 mostra os resultados para a amostoenla medida realizada 5
min apoés a aplicacdo do fotossensibilizador. Aegsyras iniciais das trés amostras
avaliadas foram de aproximadamente 0,3 mm. Na ambsb TBO foi detectado na
espessura de 0,20 mm, e o valor médio encontradogsae grupo de amostras foi
de 0,22 mm. Assim a profundidade de penetracagidéirpelo TBO com exposicao
de 5 minutos na dentina foi de aproximadamentepb®00 comportamento da per-
mecao do TBO foi obtido de forma anéloga ao redtizaara o azul de metileno. A
equacéo (6.1) foi utilizada para ajustar os dadisl@as para as areas das bandas de
absorcdo em funcédo da espessura da amostra. AaF6g22 mostra a dependéncia
das areas em funcéo da espessura da dentinaakstagforam obtidas dos espectros
da Figura 6.21.
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Dente 1 sem TBO oclusal (0,3 mm)
Dente 1 sem TBO pulpar (0,3 mm)

0,14 Dente 1 com TBO oclusal (0,3 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,3 mm)
012 Dente 1 com TBO pulpar (0,2 mm)
T Dente 1 com TBO pulpar (0,15 mm)
Dente 1 com TBO pulpar (0,12 mm)
010 L Dente 1 com TBO pulpar (0,1 mm)
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Figura 6.21 — Espectros fotoacusticos da amostdedtna com aplicagcdo de TBO a
0,1mg/mL. Medidas realizadas 5 min apés a aplicagdes.

45 L LU @ Dente 1 com TBO
Ajuste Exponencial
40 |
Ajuste Exponencial
85T RA2= 0.99938
a0l 1=3120.7
CU: L
S 25| T = 131 um
o L
(0]
I 20+
L S,=0.42+0.03
15 A=98 16
1,0
5 minutos
0,5 [~ Espessura inicial da amostra = 300um
1 1 1 L 1 L 1 L 1

100 120 140 160 180 200
Espessura da amostra (um)

Figura 6.22 — Areas dos espectros de absor¢éo GoefBfuncio da espessura da amostra.

O valor do parametro de ajustge,encontrado foi de (31+£0.7) um. Conside-
rando o ponto inicial (Li =100 pm), temos que efetivo () para o TBO com a
medida realizada 5 min apos a aplicagdo do FSiefdi31 um. Portanto para o valor
de I, temos que a concentracdo de TBO é reduzida@ul68% do seu valor inici-

al, restando em 131 um de espessura aproximadaBi&itela concentracdo do FS
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em relacdo a quantidade detectada na amostra aasesp (Li). Novamente, repe-
tindo o procedimento adotado para as outras anspsibéeve-se o valor médio de
de aproximadamente 43 um para as medidas realizag&@0 min apds a aplicacéo
do FS. Considerando a menor espessura analisselE0(Lum), a estimativa mostra
gue 37% do azul de o-toluidina foi detectado ndyordidade de 143 um em relacéo
a quantidade presente em Li.

A Figura 6.23 mostra os espectros obtidos 1 mirs @paéplicacdo do azul de
o-toluidina. A espessura inicial da amostra foi #0nm e o TBO foi detectado em
0,15 mm, como mostra a Figura 6.23(b).

0,14 0,04
NEY (b)
= Dentte 1 sem TBO oclusal (0,25 mm) = Dente 1 sem TBO oclusal (0,25 mm)
0,12 - = Dente 1 sem TBO pullpar (0,25 mm) 3 = Dente 1 sem TBO pulpar (0,25 mm)
= Dente 1 com TBO oclusal (0,25 mm) Dente 1 com TBO pulpar (0,2 mm)
ante i com % pu:par 855 mf;ﬂ Dente 1 com TBO pulpar (0,15 mm)
< nte 1 com TBO pulpar (0,2 mm) < 003 —— Dente 1 com TBO pulpar (0,12 mm
> 010} > 0 pulpar (0, )
e Bs:tte 1 comTBO pulpar (0,15 mm) e == Dente 1 com TBO pulpar (0,1 mm)
- — e 1 com TBO pulpar (0,12 mm) )
P —— Dente 1 com TBO puipar (0,1 mm) P Dente 1 com TBO pulpar (0,08 mm)
g 0,08 |- Dente 1 com TBO pulpar (0,08 mm) . g
%] %]
3 3
I c 002 |-
S 006 S
o o
L L
© ©
£ 0r k=
n n
0,01
0,02 -
0,00 |-
[ I R T R | o0 b— v .1
300 400 500 600 700 800 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 6.23 — Evolugédo dos espectros fotoacusdoofuncdo da espessura da amostra para
verificacdo da permeacédo do TBO a 0,1 mg/mL. Medkdéizada 1 min apés aplicacéo FS.

A profundidade de penetracdo do TBO na dentina geriodo de aplicagédo
de 1 min foi de 9Qum, sendaougigual a 60um. Apresentando, portanto, 0 mesmo
valor encontrado para o azul de metileno sob asnagsondic¢des.

O proximo fotossensibilizador analisado foi o vemalaquita (MG). A
Figura 6.24 mostra os resultados das medidas adakz30 min apos a aplicacéo. A
espessura inicial das trés amostras avaliadasefaipdoximadamente 0,34 mm e o

pico de absor¢cdo maxima em 622 nm. Na amostrad@teecdo do MG ocorreu em
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0,20 mm, e o valor médio encontrado para as trés@as avaliadas foi de 0,23 mm.
A profundidade de penetracdo do MG para a amodtyad2 140um, comys igual a
60 um.

Dente 2 sem MG oclusal (0,340 mm)
0,14 Dente 2 sem MG pulpar (0,340 mm) —
Dente 2 com MG oclusal (0,340 mm)
Dente 2 com MG pulpar (0,340 mm)
0,12 Dente 2 com MG pulpar (0,255 mm)
Dente 2 com MG pulpar (0,205mm)

Dente 2 com MG pulpar (0,155 mm)
0,10 | Dente 2 com MG pulpar (0,087 mm)

0,08

0,06

Sinal Fotoacustico (mV)

0,04

0,02 |-

0,00 -

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.24 — Evolucéo dos espectros fotoacUstnnfuncéo da espessura da amostra. Medi-
das realizadas 30 min apés a aplicacdo do MG en@/mL.

A Figura 6.25 mostra a evolucdo dos espectros slergdo em funcéo da es-
pessura da amostra 3 com as medidas realizadas &ds a aplicacdo. Neste caso a
espessura inicial avaliada foi de 0,3 mm. Notatse@fotossensibilizador foi detec-
tado na espessura de 0,2 mm. O valor médio da ipairegpessura de deteccao
encontrado para as trés amostras avaliadas foil@en@m. Portanto, a profundidade
de penetracao foi de no minimo 428.

A equacao (6.1) foi novamente utilizada para avaipermeacao do fotos-
sensibilizador ao longo da amostra de dentina.ghrai 6.26 mostra a estimativa da
porcentagem de verde de malaquita que permeia egaduda espessura da dentina
na amostra 2 para o intervalo de tempo de 30 mipar@metro de ajuste, encon-
trado foi de aproximadamente (64+6) um, resultamaioum<t efetivo ) de 151

KUm, ja que o ponto inicial Li, foi obtido para gpessura de 87 um.
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Figura 6.25 — Espectros fotoacuUsticos da amostedena com aplicagdo de MG a
0,1mg/mL. Medidas realizadas 5 min apés a aplicacédo
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Figura 6.26 — Areas dos espectros de absorc&o ostrande dentina com aplicacéo de MG a
0,1mg/mL. Medidas realizadas 30 min apés a apl@aca

O valor médio encontrado para todas as amostrasegeberam a aplicacao

desse FS foi de aproximadamente 48 um para o ajbsito a partir das areas do

sinal fotoacustico. Considerando a menor espessiaigsada (Li~100 pm), referente

ao primeiro ponto avaliado, estima-se que 37% daeadracéo inicial em Li do ver-

de de malaquita (MG) esta presente em 148 um dess&s@m da amostra. A Figura

6.27 mostra os resultados para as medidas que fe@imadas 1 min apds a aplica-
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¢cao do fotossensibilizador. A espessura inicighdastra foi de 0,28 mm e o MG foi
detectado em 0,15 mm. A profundidade de penetragébém foi da ordem de 90
pum.

Dente 1 sem MG oclusal (0,28 mm)
Dente 1 sem MG pulpar (0,28 mm)
Dente 1 com MG oclusal (0,28 mm)
Dente 1 com MG pulpar (0,28 mm)
Dente 1 com MG pulpar (0,2 mm)

Dente 1 com MG pulpar (0,15 mm)

0,12

0,08 |-

0,06 [

0,02 j *§\\§§§s\\§§§:::~::::-‘------

———

Sinal Fotoacustico (mV)
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Figura 6.27 — Espectros fotoacusticos da amostoedtna com aplicacdo de MG a
0,1mg/mL. Medidas realizadas 1 min ap6s a aplicacéo

Portanto, os resultados para os trés fotosseuasithdres mostraram que a pe-
netracdo ja ocorre quando a medida € realizadanlapds a aplicacdo. Isto indica
gue em termos de taxa de penetracdo os trés sa@lb@mativas para uso na terapia
fotodinamica.

Todos os fotossensibilizadores (FS) independentpaibdo de exposicéo
apresentaram permeacédo através do tecido dentodaiodo utilizada a concentra-
¢ao de 0,1mg/mL. Para verificar se esse comport@Ensenrepetiria para uma menor
concentragado do FS, foram realizados experimeriiimando-se uma concentragao
de 0,01mg/mL, com tempo de exposi¢cao de 5 minwdcs odos os FS.

O primeiro FS estudado foi 0 azul de metileno. AiG&o preparada na con-
centracao de 0,01 mg/mL ficou com coloragcdo muaoac Mesmo quando a amostra
atingiu uma espessura muito fina (80 um) a band#bdercdo do MB nao foi detec-
tada no lado pulpar. A espessura inicial da amdesirde 0,2 mm e o MB também
nao pode ser detectado na superficie contrarialaagme que fora aplicado, como
mostra a Figura 6.28.
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Figura 6.28 — Espectros fotoacusticos da amosttedena com aplicagdo de MB a
0,01mg/mL. Medidas realizadas 5 min apés a aplacaca

O mesmo comportamento foi observado para o azotdéuidina. A espes-
sura inicial da amostra foi de 0,3 mm e o fotosbdirador ndo foi detectado na
superficie pulpar da amostra, nem mesmo com egpedsl60 pm. Os espectros de
absorcdo para as amostras com aplicacdo de TB@ ar@/mL com periodo de ex-
posicdo de 5 minutos estdo apresentados na Fidifa 6
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Figura 6.29 — Espectros fotoacusticos da amostoedtna com aplicacdo de TBO a
0,01lmg/mL. Medidas realizadas 5 min apds a aplaca
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A leitura da amostra utilizada para avaliar a pagée do verde de malaquita
a 0,01 mg/mL com periodo de exposicédo de 5 minrgrec@e na Figura 6.30.

A mesma limitac&o foi encontrada em relacédo a esseentracdo, como o-
correu com 0s outros fotossensibilizadores. A espasnicial da amostra foi de 0,2
mm e o0 MG nao foi detectado na superficie pulparnenhuma das espessuras obti-
das. A menor espessura possivel atingida foi dé . Nessa espessura, apds
realizar as leituras da superficie pulpar em fraqi@éde 16 Hz, realizou-se também,
uma leitura da superficie oclusal com frequéncianddulacéo da luz de 40 Hz para
verificarmos se o fotossensibilizador ainda esfanesente na amostra, no lado em
gue foi aplicado. Com o aumento da freqiiéncia ecoma diminuicdo do compri-
mento de difusdo térmicag, conseqlentemente a espessura de prova da amostra
testada € menor. Para esta frequéngigéoda ordem de 4@m.

Por meio do espectro pode-se observar a auséadartia de absor¢céo do
MG, para o espectro obtido ao final das leituras é@®quéncia ajustada em 40 Hz.
Este resultado € diferente do observado parawadeitalizada logo apds a aplicacao
do MG, com espessura da amostra de 0,2 mm e freigiée modulacdo de 16 Hz.
Este fato e os observados anteriormente sugererawjadécnica nao foi sensivel o
suficiente para a deteccao, ou o fotossensibiliz&alademovido da superficie oclu-
sal a medida que a amostra foi manipulada paremag@o da espessura. Assim, nao

foi possivel detectar o fotossensibilizador quaadeenor concentragéo foi utilizada.
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Figura 6.30 — Espectro fotoacUsticos da amostdedéna com aplicacdo de MG a
0,01mg/mL. Medidas iniciadas 5 minutos apos a agéio do FS.
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A Tabela 6.2 mostra as primeiras espessuras decdeteos fotossensibiliza-
dores (FS) e a Tabela 6.3 as médias dos valoremteados para as primeiras
espessuras de deteccdo em funcédo do FS e do pdeadmpo de exposicao utiliza-
dos, bem como os valores dencontrados por meio do ajuste das areas dasdanda

de absorcéao.

Tabela 6.2 — Primeiras espessuras de deteccdodgnuoitradas para cada amostra avaliada.

Primeira espessura(l) de detecgdo do FS
(1+0,001)mm
Amostras 1,2 e 3 com MB Amostras 1,2 e 3 com TBO mistras 1,2 e 3 com MG
0,232 0,254 0,250 0,190 0,190 0,200 0,255 0,205 0,253
0,1 mg/mL
30 minutos
0,1 mg/mL
. 0,250 0,254 0,250 0,200 0,230 0,23 0,190 0,150  000,2
5 minutos
0,1 mg/mL
. 0,150 - - 0,150 - - 0,150
1 minuto
0,01 mg/mL
. ND* - - ND* - - ND* - -
5 minutos

*ND — n&o detectado

Tabela 6.3 — Média das espessuras de deteccaognuantradas para cada FS, periodos de tempo dsigipe

média dos valores de(um ) de cada FS testado.

Média das espessuras de deteccédo do (@3mn)
MB TBO MG
0,1 mg/mL
30 minutos 0,245 0,193 0,237
0,1 mg/mL
5 minutos 0,251 0,220 0,180
Média do valor
det para todas 64 um 43um 48um
as amostras

De acordo com os resultados obtidos observou-sep&gaena variagcdo na
espessura de deteccdo dos fotossensibilizador@opgreriodos de exposicdo de 5 e
30 minutos. Isto indica que o tempo de exposicam psta ordem de grandeza, nao
influenciou na permeabilidade destes atraveés datest dentinaria. No periodo de
tempo de 1 minuto os trés fotossensibilizadoresregguos tiveram comportamento
de permeacdo semelhante, com espessura de dedec@Ad mm.

Analisando os resultados obtidos a partir do ajesonencial das areas for-
madas pelos sinais fotoacusticos, observou-se aievatores médios de

encontrados para o azul de metileno, azul de adinkie verde de malaquita diferi-
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ram. O azul de metileno alcancou o maior indice uaraque os resultados estima-
ram que 37% desse FS esta presente epm6dle espessura em relacdo a menor
espessura observada, que neste caso foi da ordé@0den. Portanto, em 164m

de espessura da amostra a concentracdo do MBdiazida de 63% em relacdo a
guantidade inicial presente em 10®. O verde de malaquita e o azulaluidina
apresentaram um indice menor de permeacao, pogsisados estimaram que 37%
desses fotossensibilizadores estdo respectivarpeggentes em 48 e 43n de es-
pessura a partir da menor espessura analisadatditr, € importante salientar que
0 objetivo do presente trabalho foi verificar as¢émncia de permeacéo e o compor-
tamento da penetracdo dos fotossensibilizadordsn@8entina, e ndo selecionar um
FS. Para que fosse possivel fazer comparacbeadlgntre os FS e apontar o mais
eficiente para a aplicacdo na terapia fotodinanseaam necessarios mais experi-
mentos com um ndmero maior de amostras que passbém uma analise
estatistica dos dados.

A Figura 6.31 representa uma estimativa do compmmdo da concentracao
encontrada para os trés fotossensibilizadoresaalaiem funcdo da espessura da
amostra de dentina, considerando o valor médio as#ido para cada fotossensibii-
zador. A cada valor deconsiderado uma porcentagem da concentracaol ipamie
ser relacionada aquela espessura analisada. Poplexese considerarmos o MB,
tem-se que na espessura de tbu seja, 64um estima-se que restam ainda 37% da
concentracao inicial presente na menor espessatsada, para 3 (292um ) esse
valor se reduz a 5%. A estimativa da porcentagenodeentracdo foi obtida varian-
do-se o valor de de 1 a 5. Os resultados foram apresentados eradud&espessura
da amostra para os fotossensibilizadores utilizallpesar de apresentarmos os re-
sultados da média dos valores depara cada fotossensibilizador, novamente
reforcamos que ndo pretendemos comparé-los, apeostsar o perfil de distribui-
cao dessas substancias ao longo da dentina. Aigeimads uma média geral entre os
FS utilizados e estimamos porcentualmente a coraggitt dos fotossensibilizadores
em funcdo da espessura da amostra, da mesma faemabtivemos para cada um
individualmente, como mostra a Figura 6.32. A mégieal der obtido foi de apro-

ximadamente 53m.
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Figura 6.31 — Comportamento da concentracdo dodezmietileno, azul de o-toluidina e verde
de malaquita em fung¢éo da espessura da amostentiralde acordo com o valor den-
contrado para cada FS.

40

Q * ) Tg=53pm

Concentragao FS(%)
[y [ N N w w
o (8] o (53] o (53]
T T L T

o
T

o
Qo

©

1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
50 100 150 200 250 300

Espessura da amostra(um)

Figura 6.32 — Comportamento da concentracdo dasfsincdo da espessura da amostra de
dentina de acordo com o valor gerakdsncontrado a partir da média dos valores die
cada FS.

7z

Também é importante considerar a aplicabilidadeedapia fotodinamica
(PDT) sobre a carie instalada, uma vez que ness#igém ha a presenca de micror-
ganismos especificos que possuem certa capacidageerdheacdo. O intuito da
aplicacdo da PDT é atingir a profundidade alcangamtaesses microrganismos e
inviabiliza-los. De acordo com a espécie, o tempdindtalacdo da doenca e a regido
da dentina afetada pelas bactérias foram encostedaaté 500 um de distancia de
sua fonte de infeccdd. O Streptococcusque é uma espécie potencialmente cario-
génica, foi encontrado em 200 um de profundid&teDe acordo com os resultados

do presente estudo, todos os fotossensibilizadorabsados com exposi¢cao de 5 e
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30 minutos, seriam capazes de atingir a profuneidad que dStreptococcusoi
encontrado. Viabilizando, portanto, a aplicacdsdssubstancias como agentes fo-
tossensibilizadores na terapia fotodinamica patarmento auxiliar da doenca carie.

Outro fator importante é relacionar a concentraigfotossensibilizador (FS)
utilizado e a sua influéncia na efetividade da PRTormacgao de agregados modifi-
ca 0 espectro de absorcdo do agente fotossermiluitize suas propriedades
fotofisicas, que pode influenciar na sua acdo comdotossensibilizaddf”. O es-
tado agregado geralmente ocorre com o0 aumento deewwacdo do FS,
especialmente em corantes hidrofobicos, que padsamondémeros para dimeros ou
formas auto-agregadas. Em baixas concentracdesmna fnonomérica predomina e
0 espectro do FS possui uma banda de absorcaonpredte, mas com o aumento
da concentragao, pode ocorrer 0 aparecimento debanda adicional e a absorgao
do FS pode ser modificadfd. Isto explica as mudancas apresentadas no esplectro
absorcao dos fotossensibilizadores isolados coroetracdo de 0,001 mg/mL, em
comparacao com 0s espectros obtidos em dentinaconoentracédo de 0,1 mg/mL,
em que foi observado a presenca de uma bandaralieio espectro. Para o azul de
toluidina em concentracdes superiores a 0,01 mgloare predominancia de agre-
gados, e para o azul de metileno esse fato ocomreamcentracdes superiores a
0,0003 mg/mL®¥. Na forma monomérica a maxima absorcdo do MB ecoo
comprimento de onda de 660 nm, enquanto que nestado agregado essa maxima
absorcao ocorre em 610 nm. O TBO na forma monom@oussui maxima absor¢ao
em 630 nm, e em seu estado agregado ela ocorr@@mT®*. Dessa maneira, de-
ve-se correlacionar a concentracdo do FS utilizad@stado das moléculas desse FS
com a capacidade de absor¢cdo no comprimento deaniedgado.

De acordo com o que apresentamos até agora, vinesgjfotossensibiliza-
dores (FS) estudados seriam capazes de atingireapessura do tecido dentinario,
em que um dos principais microorganismos, preseraekentina cariada, poderia ser
encontrado. No entanto para que o FS tenha efadieticida sob as espécies cario-
génicas, € necessario que ele seja ativado por farma de luz. Assim seria
interessante avaliar a penetracdo da luz ao loaggstiutura dentinéria, com a fina-
lidade de sabermos se a luz atingird uma espessficiente para ativar o FS. Isto

sera avaliado na préxima secao.
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6.3 Transmitancia de luz através da dentina humana

Para estimarmos o comportamento de penetracaa darayvés da dentina, u-
tilizamos os resultados de dois trabalhos encoosrad literatura.

Manly e colaboradoré®! mencionaram em seu trabalho que na transmitancia
da luz através de alguns materiais, as particalaBvamente grossas presentes, cau-
sam um espalhamento consideravel da luz em condmacagn a absor¢cdo. Em que
os dados sao empiricamente descrito por uma equacoma:

log (ll—oj =at’ (6.2)

Sendo quel, e | representam as intensidades dos feixes incidente e

transmitidos, respectivamenta, é o coeficiente de absorcao Optita a espessura
da amostra, eb € uma constante empiricamente escolhida. As matgst dos
coeficientes de absorcdo e espalhamento pode leeitack a partir de uma série
exponencial:

P =Pe'+ Qe (6.3)

em queP, Q e A séo constantes. E elas podem ser escritas emstelormeficiente de

espalhamentog) e do coeficiente de absorc&g(da seguinte forma:

_ (A +k) (6.4)
41k
__(A-K)°
Q= 6:3)
A= Jk(k+s) (6.6)
Substituindo as equacgdes (6.4) (6.5) (6.6) eB),(Em-se:
ITO: (A+k)?MM3t_ (1 - k)7 e 3 67)
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Na Eq.(6.7) se observa a dependéncia entre a &msnhitida através da
amostra em funcdo do espalhamento e da absorc@o npaferial. Embora o
espalhamento nas superficies da dentina ndo sdpacaweis diretamente com as
particulas dos materiais citados, como por exeraple determinado tipo de vidro,
as equacOes apresentadas acima podem ser utilizsdas estimar como o
espalhamento e a absorcao influenciam na transciatéle luz através do tecido
dentinario. Segundo o autor a dispersdo é cerc&rédecentenas de vezes tao
importante como a absorcao na diminuicdo da fraedlniz transmitida pela dentina
normal.

Para avaliarmos a penetracdo da luz através danaevamos utilizar a
equacdo(6.7). No entanto, precisamos saber quabéfiiente de absorcao optica e
0 de espalhamento para a dentina humana. Os vébvess obtidos do trabalho de
Bosch e colaboradorf® e estdo apresentados Figura 6.33. Mantivemos asjui
nomenclaturas do trabalho, sendo A o coeficientealoorcdo Optica e S o de
espalhamento.

Az ) S fmm)

lLofp q 20

ost *‘—‘:‘—Dva—-u.. 4 10

0.0 L L “A— 0
400 00 GO0 T

Comprimento de onda (nm)

Figura 6.33 — Exemplos da dependéncia espectrabeliciente de absorcéo Optica e do espa-
lhamento da dentirf&.

Manly 9! utilizou as equagbes mostradas acima para caleslapeficientes
(s) e (k), no entanto eles ndo estdo em funcdo do compiantenonda como no
caso de Bosch, que possibilita que calculemosrasrir@ancia em um determinado
comprimento de onda especifico.

Assim, simulamos a intensidade de luz transmitidavas da dentina para

guatro comprimentos de onda da luz incidente, @idoena regido espectral de

89



Capitulo 6 — RSULTADOS E DISCUSSAO 90

interesse para 0 nosso trabalho, a de absorcacodmstes. Visto que para o fotos-
sensibilizador apresentar efeito bactericida stsib ele deve ter picos de absorcéo
proximos ao comprimento de onda da luz. Os daddéizadbs para efetuarmos a

simulacao estao dispostos na Tabela 6.4.

Tabela 6.4 — Parametros utilizados para a simuldgdmnsmitancia da luz através da dentina humana.

k(mm‘l) s(mm‘l) P p Q A(nm)
0,86 9,39 2.96901 1.4355 -0.4355 450nm
0.76 9,97 2.85566 1.5059 -0.5059 465nm
0.66 971 261614 1.55403 -0.55403 532nm
0.64 8.18 237588 1.49542 -0.49542 615nm

Os valores deg) e (k) foram obtidos da Figura 6.88. As constante®, Q

e A foram calculadas a partir das equacoes (6.4) €5(6)6). A Figura 6.34 mostra a
intensidade da luz transmitida em funcédo da espeeskamostra para os compri-

mentos de onda da luz desejados.

(a) ® 453nm (k = 0.84mm™) _|(b) ——450nm
104 @ 1 1,0 i
% ® 465nm (k=0.76mm™) 1| —465nm
® 532nm (k = 0.66mm™) 08 _2';’;:2
0.8 1 615nm (k = 0.64mm™) 7
0,6 — _ At At
- = - —~ = +
< 0.6 I(t)=1,exp[-(kt)] 3 ] I(H=1,/(Pe"+Qe™)
2 2
= = 0.4
= 0,44 =
0,2
0,2 1 i
0,0
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Figura 6.34 — Intensidade da luz transmitida engdorda espessura da amostra: (a) conside-
rando apenas a absor¢cdo por meio da lei de Bgamwflsiderando a influéncia da absorcéo
e do espalhamento por meio da equacéo (6.7).

Observando a Figura 6.34 podemos avaliar como allespento interfere na
transmitancia de luz através da dentina. A intemgdlo feixe transmitido é reduzida
rapidamente quando o espalhamento € considerad@xBmplo, em t=0,5 mm de
espessura a intensidade I(t), para o comprimentinda de 615 nm, é atenuada em

aproximadamente 79% com relacéo a intensidadealimjoiando considerada a con-
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tribuicdo do espalhamento e da absor¢cao. E redendapenas 27% quando consi-
derada apenas a contribuicdo da absorcdo. Embazapalhamento dificulte a
penetracdo da luz ao longo da estrutura dentireasanulacédo obtida mostrou que a
luz atinge uma espessura de dentina suficienteipadiar os fotossensibilizadores,
uma vez que a maior espessura de deteccéo dos msma ordem de 0,25 mm.
Conhecido o comportamento de distribuicdo dos $etiosibilizadores e da
luz através da estrutura dentinaria é possiveinesta porcentagem de FS e luz em
uma determinada profundidade de dentina com relagficantidade presente na su-

perficie da amostra. Como exemplo, simulamos nar&i§.35 a distribuicdo do FS
segundo a equacéo (6. =S+ Aexg ™, e a penetracdo da luz a partir da e-
quagéo (6.3),1(L) = |O/(Pe“ + Qe’“), para diferentes profundidades (L) de
dentina. Para tal simulagéo consideranps 0, A=1 e 7 =53um correspondente
ao valor meédio de encontrado entre todos os FS analisados. E pgparasetros
l,,» P, Q e A foram utilizados os valores apresentados na Td&hé|aorresponden-
tes ao comprimento de onda da luz fixado em 615 Bm. que consideramos
|, =P +Q para que o grafico fosse normalizado. Na Figusa(d) esta o resultado
para a simulacdo, os quadrados vermelhos correspoadpenetracdo da luz dada

pela intensidade do feixe de luz transmitidic@L()) através da dentina. E os circulos

azuis a concentragdo do fotossensibiliza®&{rL). A Figura 6.35 (b) mostra um de-

senho esquematico do dente ilustrando por mei@@mgulo pontilhado a regido da
dentina em que seria aplicado o fotossensibilizpaoa o tratamento da carie utili-
zando a terapia fotodinamica. A seta azul, na doeg indica a orientagcdo em que o
FS seria aplicado e a seta vermelha, em y, a diregéque a luz incidiria sob a a-
mostra para ativar o FS. Assim por meio da simulaiiitida na Figura 6.35 (a) é
possivel avaliar em um determinado ponto (X, yg gata representado arbitraria-
mente pelo ponto em verde na Figura 6.35 (b), egmbagem de FS e luz que estéo

chegando até esta profundidade no interior darenti
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Figura 6.35 — Distribuicao da concentracéo do &®nsibilizador, S(L), e da intensidade do
feixe de luz transmitido, I(L), através da dentmenana.

A Figura 6.36 mostra por meio de um gréafico de e a distribuicdo do
FS e penetracdo da luz, avaliadas na Figura 6e36leda superficie da amostra até
uma profundidade de 2Q0n de profundidade. As regides com maior magnitiage
cores representam as regides em que estao preseraganaior quantidade de coran-
te e maior intensidade da ludNo lado esquerdo das figuras estado representadas
alguns valores de profundidade em dentina, e a@aliseporcentagem de FS e luz
presentes nessas profundidades. Em que é posgilier apor exemplo, que em 0,1
mm de profundidade encontra-se 15% de FS em relagfitantidade presente na
superficie da dentina, onde o FS fora aplicadopaila a luz, estima-se que 66% da
guantidade de luz incidente atingiria essa profilsadi.

Por meio dessa simulagéo € possivel comparaadiegtte as duas distribui-
¢Oes, e identificar em uma determinada espessur@edéna a estimativa de
concentragao de corante e intensidade da luz.r&stdado seria interessante e apli-
cavel na terapia fotodinamica. Para o sucesso ttassenento sob a dentina cariada,
€ necessario que o fotossensibilizador e a lupaatimma determinada espessura de
dentina em que estariam presentes as bactériaaida&ssim, por meio da simula-
cdo obtida seria possivel estimar se um fotossémador e a luz em um

determinado comprimento de onda estariam preseagsa profundidade da dentina.
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Figura 6.36 Distribuicdo da concentracdo do Famsmitancia da luz através da estrutura den-
tinarial"®.

6.3.1 Microscopia Optica e microscopia eletrénica de vagdura

A pesquisa sobre a permeabilidade dentinaria aedifes fotossensibilizado-

res foi realizada em parceria com o Departament®dtmntologia da Universidade

Estadual de Maringa. Assim outros experimentogtiaalizados paralelamente aos

desenvolvidos com a Espectroscopia Fotoacustiddegtra em Odontologia Ariane

Ximenes Graciano realizou andlises com a microscoptica e a microscopia ele-
tronica de varredura (MEV) para obter informac@dss as propriedades da dentina
e dos fotossensibilizadores utilizados no trabalk@reparacdo das amostras e a

descriacdo dos equipamentos utilizados nessasaScestdo descritos na sua disser-

tacao?.

A Figura 6.37 mostra as imagens obtidas na MEMlizatido-se um corte

longitudinal no dente. Esta técnica foi utilizadagverificar as dimensdes dos tubu-

los dentinarios na regido de dentina em que asteasado estudo foram obtidas. A

Figura 6.38 mostra as imagens obtidas em corteveasal.
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Figura 6.37 Imagens da dentina obtidas na MEV oorte dongitudinal: (a) com aumento de
2400 vezes; (b) com aumento de 800 vEZes
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Figura 6.38 — Imagens da dentina obtidas na MEV conte transversal: (a) corte transversal
aumento de 300 vezes; (b) aumento de 3000 velemjrfiento de 5000 vezes; (d) aumento
de 18000 vez&d.

A média do diametro dos tubulos dentinarios eneolatipara as amostras uti-
lizadas foi de 3,64 um e a média da distancia esttébulos de 2,8 um. A espessura
inicial das amostras logo apds os cortes realiza®e 100 um, no entanto a média
da espessura encontrada na MEV foi de 30,3 umyérgncia entre os valores o-

correu provavelmente devido a desmineralizacdatarnrento dado as superficies
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para possibilitar a realizacédo da técnica. Os tisbdéntinarios encontrados na regiao
em que as amostras foram obtidas apresentam c#&tcés correspondentes as da
dentina profunda, localizada proxima a camara putpaseja, possuem um diametro
maior comparado ao dos tubulos encontrados naorpgiikima ao esmalte dentario.

O valor do diametro dos tubulos obtido pela MEVoé&pativel com os valores esti-

mados para essa regido. Obviamente, a permeabkildkzatinaria € mais acentuada
na regido em que o diametro dos tubulos é maiondaaassim essa regido foi esco-
Ihida para ser testada por tratar-se de uma aitgaaem que a terapia fotodinamica
atuaria como coadjuvante no tratamento consendaloarid’.

Para avaliacdo na microscopia Optica (MO) foradizatias trés amostras ob-
tidas em corte longitudinal. A MO foi empregadagpaisualizar a impregnacao dos
fotossensibilizadores utilizados nos tubulos démtos, conforme mostra a Figura
6.39.

Assim, as imagens também mostram a penetracaootimssénsibilizadores
azul de metileno (a) e (b), azul de o-toluidinagdl) e verde de malaquita (e) e (f)

nos tubulos dentinarios.
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Figura 6.39 — Imagens obtidas em MO de amostraediéna em cortes longitudinais mos-
trando a impregnacao dos FS nos tibulos dentindap®B 0,1 mg/mL durante 30
minutos, aumento de 20 vezes; (b) MB 0,1 mg/mL wckgr80 minutos, aumento de 40 ve-
zes; (¢) TBO 0,1 mg/mL durante 30 minutos, aumeet@0 vezes; (d) TBO 0,1 mg/mL
durante 30 minutos, aumento de 40 vezes; (e) M@&@/inL durante 30 minutos, aumento
de 20 vezes e; () MG 0,1 mg/mL durante 30 minwosnento de 40 veZ&%
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Conclusoes

A partir dos resultados obtidos do primeiro estudincluimos que a
formulacdo com o complexo nanoencapsulado aprasemémor penetracdo na pele
se comparada a da formulagcdo com benzofenona-33)BEsta observacdo foi
reforcada a partir da andlise da fase do sinakhédtstico, que permitiu separar as
contribuicdes para o espectro provenientes dasalsastel absorcdo optica das formu-
lacbes daquelas da pele. Com esta analise foivebssientificar dois centros
absorvedores presentes nas amostras de pele doataplde BZ-3 e do complexo e
um centro para a amostra com aplicacdo da basesOisados ainda sugerem a pos-
sivel existéncia de um terceiro centro absorvedmerposto ao da pele para a
amostra com aplicacdo do complexo. Assim, os ol obtidos confirmaram a
penetracdo da formulacéo através da pele permitieglizar uma deconvolucao es-
pectral que evidenciou as bandas de absorcdo Ogtidauidas a cada centro
absorvedor. Portanto, concluimos que o processpadeencapsulamento adotado
pode ser uma alternativa na busca por novos pregetmlares com menor taxa de
difusdo na pele e que ainda possam apresentar fosiestabilidade.

No segundo estudo, os resultados mostraram quésfotossensibilizadores
apresentaram alta taxa de permeacdo na dentinasivec quando o intervalo de
tempo de aplicacdo foi da ordem de 1 min. Istocedjue em termos de taxa de difu-
séo estes fossensibilizadores séo viaveis parpratoo na odontologia. Além disso,
a partir destes resultados e do coeficiente ddrespanto de luz na dentina, propu-
semos um modelo semi quantitativo que permite prewveconcentracdo do

fotossensibilizador e a intensidade de luz nagafifes profundidades ao longo da
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dentina. Este modelo parece ser de grande valagaprimoramento dos protocolos
utilizados na terapia fotodinamica de interessedwtologia.

Finalmente, os resultados deste trabalho mostrarare uma vez que a Es-
pectroscopia Fotoacustica € uma técnica muito itapte para se determinar a
penetracdo e a distribuicdo de formulacdes ermsastdoioldgicos, que em geral ndo
sao possiveis de serem obtidas com outros métbdoscomo uma ferramenta ino-

vadora no estudo dos complexos de inclusdo conbas C
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