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Resumo

Neste trabalho a Espectroscopia Fotoacustica (Photoacoustic Spectroscopy-PAS) foi
utilizada para avaliar a penetracao, em feridas cutaneas de ratos, de duas formulagdes
diferentes de pomadas de propolis . Os experimentos foram realizados com a
espectroscopia fotoacustica operando na regiao espectral entre 250 até 500 nm,
monitorando-se as bandas de absor¢ao 6ptica associadas a prépolis. Foram utilizadas
as frequéncias de modulagéo em 10, 15 e 40Hz. Foram realizadas leituras de
pomadas de propolis, denominadas A e B, de acordo com a composigéo do liquido
extrator da prépolis e da base da pomada (controle). O espectro de absor¢ao da pele,
sem qualquer tipo de formulacdo, também foi determinado. Estes espectros foram
utilizados para a realizacao de ajustes gaussianos. As medidas foram executadas na
face externa e na face interna das feridas (face dermal), apds quatro, sete, dez e
quatorze dias de tratamento com as pomadas de prépolis. As leituras realizadas na
face externa de feridas comprovaram a presenca das pomadas A e B na superficie da
ferida. As leituras na face interna detectaram a presenca das pomada A e B com
freqUéncias de 10 e 15Hz, mas ndo com 40Hz, que representa a maior profundidade.
As medidas tomadas em funcdo do tempo de cicatriza¢gdo mostraram uma diminuicao
na quantidade de prépolis permeada. Esta é a primeira vez que a PAS ¢ utilizada para
avaliar a penetracao de fairmacos na pele, durante o processo de cicatrizacdo de feridas,
demonstrando mais uma vez o potencial da PAS para a avaliacio do perfil de
profundidade de substancias em amostras ndao homogéneas. Nossos resultados
demonstraram que houve a permeagdo da pomada de prépolis, detectada na regido da
derme logo abaixo da epiderme, detectada com a freqii€ncia de 10Hz, e um pouco mais
profundamente, detectada com a leitura na freqiiéncia de 15 Hz. Nao houve um sinal
da presenca das pomadas de propolis nas leituras realizadas com a freqiiéncia de 40Hz.
A maior taxa de permeacdo das pomadas A e da B foram obtidas aos 4 e 10 dias. Aos 7
e 14 dias houve permeacgdo, porém em menor quantidade. Acredita-se que fatores como
a barreira fisica promovida pela da casca da ferida e pelo epitélio em regeneracdo, bem
como os componentes utilizados na formulacdo das pomadas foram fatores
determinantes para a obtencdo da taxa de permeacdo. Além disso, os resultados
mostraram que a estratégia de se incidir a luz modulada, que gera o sinal fotoacustico na
face interna da pele, no lado oposto ao da ferida onde se aplicou o medicamento,

permitiu assegurar que a propolis permeou através dos tecidos.



sugerindo que a formacao do epitélio inibe o processo de difusdo. indicando que a
aceleracao do processo de cicatrizagao da ferida tratada com a pomada de prépolis s6
ocorreu porque a pomada permeou ao longo da mesma, Os resultados deste trabalho
indicam que esta técnica pode ser ampliada para se estudar a penetracéo de farmacos
na pele.

Ao compararmos os resultados da taxa de penetragdo em funcao da cicatrizacdo com
aqueles obtidos a partir de observagdes histolégicas, constatamos que ha uma
coincidéncia entre a melhora no processo de cicatrizagdo da ferida tratada com o
processo de permeacao da propolis,

Abstract

In this work Photoacoustic Spectroscopy PAS was used to evaluate the penetration in
wounds, during the process of healing, of formulations of bee-propolis containing two
different concentrations. The experiments were carried out in the spectral region
between 250 and 500 nm, monitoring the optical absorption bands associated to the
bee-propolis. The measurements were performed in induced wounds in rats after four,
seven, ten and fourteen days of treatment. The results showed that the strategy of
using the modulated light exciting the internal face of the skin, in the opposite side to
the one of the wound where the medicine was applied, allowed us to investigate if the
bee-propolis propagated along with the wounds. The measurements as a function of
the period of treatment showed a reduction of the penetration rate of the bee-propolis,
suggesting that the formation of the epithelium inhibits the diffusion process. When
comparing the results of the penetration rates as a function of the healing with those
determined from histological observation the results suggest that the improvement in
the process of healing of the wound may have occurred because of the penetration of
the active principle, the bee-propolis extract, as a consequence of the appropriate
choice of the used vehicle in the formularizations. As far as we know this is the first
time that the PAS is used to evaluate the penetration of topically applied formulations
during the process of healing of wounds, demonstrating once again the potential of this



technique for the evaluation of the depth profile of substances in heterogeneous
samples. The results of this work indicate that this technique can be extended to study
the penetration of formulations in skin.

Capitulo 1

1.1 Introducao

A pele é a protecdo natural do corpo contra lesdes, invasao bacteriana,
absorcao da radiacao ultravioleta e em geral funciona como barreira entre agentes
externos e o meio interno do organismo. Como é o envoltério de estruturas
internamente situadas, apresenta uma resisténcia maior que os érgaos por ela
envolvidos [1].

Como a pele reveste todo o corpo, sendo assim a regido mais periférica e
superficial, € a mais frequentemente lesada por agentes agressores externos.
Traumatismos desencadeados de diferentes maneiras podem destruir zonas do corpo
que a partir desse instante necessitam de reparacao [2].



Se um agente agressor causa um dano local, imediatamente ocorre uma série
de fendmenos que visam a reorganizagdo daquela zona e consequentemente inicia-se
0s mecanismos de reparacao tecidual, ou seja, a cicatrizagdo. [2][3], que envolve os
processos de inflamacéao, reepitelizacao, fibroplasia e remodelacao tecidual [Martin].
Todos estes processos ocorrem de forma espago-temporal altamente coordenada e
sao regulados por fatores de crescimento e citocinas [Martin, Rui Cury]

O intervalo de tempo necessario para a cicatrizacdo depende da profundidade
e do grau de comprometimento da lesdo, ou seja, se ha maior ou menor perda
tecidual, se ocorre ou ndo infeccao, se ha contato entre os tecidos, se 0 movimento

ndo os desloca [4] ou da preexisténcia de patologias cronicas como o diabetes

ou insuficiéncia vascular que afetam a cicatrizagao [autor].

Este processo pode ou ndo ser auxiliado pelo uso de medicamentos agem
como coadjuvantes no processo de cura e podem proporcionar melhores condi¢coes
para o processo de reparacao se desenvolver [4].

O tratamento de lesdes cutdneas, especialmente aquelas de carater crénico
geram custos elevados pois demandam muito tempo de tratamento, por vezes
internacdes e incapacitam os individuos ao trabalho. E essencial que individuos
portadores deste tipo de lesdo recebam assisténcia continuada, pois processos de
cicatrizagcdo nestes casos s&o muito complexos [4].

Esclarecer os mecanismos de neoformagao tecidual e os processos fisiolégicos
envolvidos, bem como, uma analise da agdo de medicamentos de uso topico ou
sistémico sobre as lesdes [5][6] tém sido um foco de investigacao para o tratamento
de lesGes cutaneas.

Um grande desafio para os profissionais de saude é a escolha dos produtos
eficazes, de baixo custo e facil acesso para prescricdo aos pacientes, para que estes
déem continuidade aos tratamentos.

Neste contexto, é cada vez mais reconhecido que a propolis tem grande
importancia por suas propriedades cicatrizantes. A pomada de propolis € um
medicamento fitoterapico de forte presenga na Secretaria da Saude de Maringa e
vem sendo utilizada com sucesso no tratamento de feridas agudas e crdénicas, sendo
amplamente utilizada por centenas de pacientes/més. Além da eficacia no
tratamento, a pomada é obtida a um custo muito baixo, de tal modo que vem sendo
distribuida gratuitamente aos pacientes.

A acéo cicatrizante de diferentes férmulas farmacéuticas pomada de prépolis tém
sido demonstrada através de estudos de reepitelizagdo [Apadec], neovascularizagéo e
fibroplasia em feridas agudas, em ratos. Estes resultados somados a experiéncia de
seu uso nas Unidades de Saude, que tem demonstrado a eficacia da pomada de



propolis no tratamento das les6es agudas, sugerem que ha necessidade de se ampliar
0s métodos de andlise de modo a se obter um maior grau de informacao sobre este
medicamento fitoterapico.

A determinacdo da taxa de penetracdo cutdnea, o perfil de distribuicdo e do
tempo de permanéncia da pomada na regido da ferida sao importantes parametros no
estabelecimento da efetividade dos efeitos bioldgicos atribuidos aos farmacos de uso
tépico.

A Espectroscopia Fotoacustica (PAS) é uma técnica que permite a avaliar “in
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vivo™, “ex-vivo™, ou “in vitro™ a propagacao e distribuicdo de medicamentos ou
cosméticos topicamente aplicados [7]-[9]. Com esta técnica, pode-se realizar
separacao espectral dos diferentes constituintes das formulagdes que contribuirem
para a absorgao 6ptica, descrita pelo espectro total do sistema. Além disso, uma das
caracteristicas Unicas deste método € a possibilidade de se determinar o perfil de
penetragao das substancias ao longo da espessura da amostra sob teste.

Outra vantagem da PAS é que por ser uma técnica muito sensivel, permite
detectar a presenca de baixas concentragdes dos componentes absorvedores na
amostra. Além disso, 0 método é nao destrutivo permitindo que a amostra testada seja
reutilizada para outros ensaios.

Estudos anteriores desenvolvidos pelo Grupo de Estudos dos Fenbébmenos
Fototérmicos do Departamento de Fisica/UEM [10]-[13] e por outros pesquisadores
[14]-[19] ja demonstraram a potencialidade da fotoacustica para o estudo da
penetragédo de fa&rmacos e protetores solares na pele de humanos e de cobaias. Como
exemplo desses, podemos incluir a determinacdo da penetracdo do dimetilsulfoxido
(DMSO) através da pele “in vitro” [20], a veiculagdo de protetores solares na pele
humana e em pele de ratos “in vivo” [10][11][13], a penetragdo de antifungicos na

unha humana “in vitro” [12], etc.
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1.2. Justificativas e Objetivos

Considerando-se:

e a caracteristica unica da PAS, de permitir a determinagéo do
perfil de profundidade, de maneira ndo destrutiva, de centros
absorvedores ao longo da amostra;

e a necessidade de conhecer o grau de permeacao de farmacos
de uso topico, como forma de atribuir seu efeito biol6gico a sua
distribuicao na pele;

e areconhecida agao cicatrizante das pomadas de propolis.

Este trabalho tem como objetivos:

1) Avaliar, através da PAS a taxa de propagacao e distribuicdo de
duas pomadas de propolis, preparadas com extratos diferentes,
em feridas excisionais, na pele de ratos;

2) Associar os resultados na PAS, com aqueles obtidos a partir
das andlises histoldgicas.

11



Capitulo 2

Consideracoes tedricas

2.1 Espectroscopia optica

A espectroscopia caracteriza-se por estudar a interagdo da radiagcédo
eletromagnética com a matéria. Comprimentos de ondas diferentes transportam
diferentes quantidades de energia resultando em interagcdes que podem ser avaliadas
para se obter informagdes sobre a estrutura molecular do material analisado. Em geral
os estudos espectroscopicos sao tao eficientes para revelar as propriedades de um
meio que suas informagbes podem ser consideradas como uma impressao digital do
sistema em estudo [21].

A radiagéao eletromagnética, da qual a luz visivel € um exemplo, tem a ela
associado um comprimento de onda que é inversamente proporcional a sua
freqUéncia. Quanto mais curto for o comprimento de onda, maior a freqtiéncia e mais
energia sera transportada pela radiagao [21].

O espectro de radiagbes eletromagnéticas (ilustrado na Fig. 1) estende-se, em
ordem crescente de energia, das ondas de radio, até radiagcdes de alta energia como
0S raios-X e 0s raios-y que tém comprimentos de onda muito curtos, da ordem de
Angstrons. O espectro inclui também regides de radiagbes com energias
intermediarias, entre as microondas e o ultravioleta. Cada uma dessas regides tem
suas formas préprias de serem produzidas e detectadas e ndo existe uma interface
perfeitamente definida entre regides adjacentes, o que caracteriza o espectro como
continuo do ponto de vista macroscopico [21].

As microondas sao ondas eletromagnéticas com freqiéncias na faixa de 1 a
100 GHz. Esta é a regidao da espectroscopia de ressonancia de spin, e também da
espectroscopia rotacional, especial para estudos das moléculas na fase gasosa [21].

A radiacao infravermelha é um tipo de radiagédo eletromagnética nao ionizante.
Ao interagir com a matéria ela induz vibra¢gdes nas moléculas e o resultado € um

aumento da temperatura do sistema [21].
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As transi¢des eletrénicas podem ocorrer no infravermelho, contudo elas tém
maior probabilidade de ocorrer nas regides do visivel e do ultravioleta. Nessas regides
sao observados espectros de bandas de absor¢cdo de moléculas, ou seja, espectros
consistindo de transicoes eletrbnicas com transigcdes vibracionais e rotacionais

superpostas [23].
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Figura 2.1. Espectro esquematico da radiagao eletromagnética.

O 4&tomo emite ou absorve um quanta de luz de uma determinada cor quando
um dos seus elétrons salta de uma érbita para outra. Os componentes de uma
molécula sdo os nulcleos dos diferentes atomos que a formam e os elétrons que
rodeiam cada nucleo.

A emissédo e a absorg¢ado de luz por parte de uma molécula correspondem a
seus diferentes modos de rotacao, aos modos de oscilacdo de seus ndcleos atémicos
e aos movimentos periddicos de seus elétrons nas distintas orbitas. Se for possivel
medir o comprimento da onda dos foétons emitidos por uma molécula ou atomo, é
possivel deduzir uma consideravel quantidade de informagdes sobre sua estrutura e
sobre os distintos modos de movimento periddico de seus componentes [23].

Podemos expressar a energia total de excitacdo de uma molécula, com boa
aproximacao, como a soma das energias das excitacdes parciais dos niveis eletrénico,

vibracional e rotacional:
E= Ee| + Evib + Erot (21)

Em que os subscritos el, vib e rot significam eletrénica, vibracional e rotacional

respectivamente.
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As transigbes obedecem as regras de selecao que satisfazem o principio de
Franck-Condon [22] e podemos distinguir entre trés tipos de espectros oépticos:
rotacionais, rotacionais-vibracionais e eletrdnicos [21][23][24].

Espectros rotacionais sao transigées entre os niveis rotacionais de um dado
nivel vibracional em um estado eletrénico particular. Somente o numero quantico
rotacional J muda nessas transicdes. Estes espectros estdo na regido de microondas
ou no infravermelho distante. Eles consistem tipicamente de um grande numero de
linhas espectrais aproximadamente equidistantes. Os espectros rotacionais também
podem ser observados por meio da espectroscopia Raman [22].

Espectros rotacionais-vibracionais consistem de transicbes dos niveis
rotacionais de certo estado vibracional para os niveis rotacionais de um outro estado
vibracional no mesmo termo eletrébnico. O estado de excitacao eletrbnica, assim,
permanece inalterado. Mudam os numeros quanticos J e v, em que v caracteriza os
niveis vibracionais quantizados. Estes espectros ocorrem na regiao do infravermelho.
Eles sdo formados por um numero de "bandas" que sdo grupos de linhas
estreitamente espacadas, denominadas de linhas de banda. Eles podem ser
observados com espectroscopia Raman, assim como espectroscopia infravermelha,
entre elas a espectroscopia fotoacustica [21].

Espectros eletronicos, que sdo de interesse neste trabalho, ocorrem com maior
intensidade na regido do visivel e ultravioleta e consistem de transigdes entre os niveis
rotacionais dos varios niveis vibracionais de um estado eletrdnico e os niveis
rotacionais e vibracionais de um outro estado eletronico. Isto é chamado de sistemas
de bandas. Ele contém todas as bandas vibracionais da transigdo eletrbnica em
observacao, cada uma das quais com sua estrutura rotacional. Em geral todos os trés
nameros quanticos mudam nessas transicdes: J e v, e mais aquele que caracteriza o

estado eletrénico (n, |, m; ou j e m) [21].

2.2 Espectroscopia Fotoacustica

A Espectroscopia Fotoacustica € uma técnica espectroscopica que é baseada
no efeito fotoacustico. Este fenébmeno foi observado pela primeira vez em 1880 por
Alexandre Graham Bell quando ele trabalhava em seu fotofone [25]. Bell observou que
a incidéncia de luz solar modulada em um soélido, dentro de uma camera fechada,
produzia efeitos sonoros que podiam ser ouvidos por meio de um tubo ligado a esta
camara. Motivados pela descoberta de Bell, Tyndall [28] e Rontgen [29], descobriram
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que o sinal acustico podia ser produzido quando um gas dentro de uma camara
fechada € iluminado por uma luz modulada. A intensidade deste efeito sonoro
dependia da quantidade de luz solar absorvida e da natureza da amostra. Como o
sistema de deteccdo usado nas experiéncias era o proprio ouvido, nao foi possivel
para eles obterem dados quantitativos, e assim os experimentos envolvendo o efeito
fotoacustico foram abandonados a época.

Em 1881, Bell atribuiu o efeito fotoacustico, realizado em sélidos porosos como
o carbono preto, como sendo um ciclo de expulsao e reabsorcao do ar nos poros da
amostra [30]. Isto estava de acordo com a teoria de Rayleigh [31] a qual também previa
que o efeito era também gerado pelo movimento mecénico do proprio sélido. Ao
contrario, Preece [32] por meio de experimentos sugeriu que o sélido ndo realizava
movimentos mecanicos, mas sim o efeito de contragdo e expansao do ar dentro da
célula. Ja Mercadier [33] concluiu que o aquecimento periddico fazia vibrar a camada
de ar em contato com a amostra devido a radiagdo que estava sendo absorvida.

Cinqlenta anos mais tarde, com o desenvolvimento de microfones mais
sensiveis, o estudo do efeito fotoacustico foi retomado com as medidas sendo
realizadas em gases [27]. Neste caso, o gas absorve os fotons incidentes resultando
em aumento na energia cinética das suas moléculas, causando assim uma flutuagao
na pressao dentro da camera.

Em 1973, a espectroscopia fotoacustica torna-se uma técnica analitica para a
determinagdo das propriedades Opticas e térmicas de materiais ndo gasosos [34],
particularmente de materiais opacos ou espalhadores de luz. Isto ocorreu porque 0s
Profs. Allan Rosencwaig e Allen Gersho [26][35] desenvolveram o primeiro modelo
te6rico que permitia a utilizacdo de equagbes analiticas para descrever o
comportamento do sinal fotoacustico, tanto em termos da poténcia de luz incidente,
como da freqiéncia de modulagdo do feixe de excitacdo. Este modelo aliado aos
experimentos em sdélidos foi imediatamente aplicado para a determinagcéao quantitativa
para o estudo de propriedades térmicas e épticas de materiais. Isto fez com que a
fotoacustica fosse considerada como um método de grande valia para o estudo de
solidos, e entre suas caracteristicas, talvez a que mais atraiu a atengdo dos
pesquisadores foi a possibilidade da técnica permitir a realizacao de estudos de perfil
de profundidade dos entes absorvedores ao longo da amostra teste [36].

No Brasil a fotoacustica foi introduzida pelo Prof. Helion Vargas na década de
80 do século passado [37][38] e € hoje utilizada em pelo menos 15 grupos de pesquisa,

com aplicagcdes nas mais variadas areas da ciéncia.
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2.3 Efeito Fotoacustico

O efeito fotoacustico consiste na geragdo de uma onda acustica, e pode ser
observado quando a luz modulada é absorvida por uma amostra dentro de uma
célula fechada contendo gas (podendo ser o proprio ar), acoplada a um microfone. A
luz é absorvida e transformada em energia térmica por um processo de desexcitagao
nao radioativo. O aquecimento periddico da amostra gera uma onda de pressao no
gas em contato com a mesma. Essa variagdo de pressao do gas € detectada pelo
microfone que resulta no Sinal Fotoacustico, e a intensidade do sinal gerado
dependera da freqiiéncia de modulacao da luz incidente.

2.3.1 Comportamento 6ptico da amostra

Nem toda radiacao incidente na amostra é absorvida. Quando um feixe de luz
atinge a superficie de um meio parcialmente transparente, poderdo ocorrer trés
processos principais: reflexao, transmissdo ou absorgdo da luz. A penetragdo da
radiagdo ao longo da espessura da amostra ocorre de tal forma que a intensidade do
feixe incidente diminui exponencialmente de acordo com a Lei de Beer. A distancia de
penetracéo do feixe na amostra até sua intensidade ser reduzida a 1/e caracteriza a
absorcao 6ptica do material. O parametro que mede essa absorcao é chamado de
comprimento de absorgcao Optica lg e especifica o carater dptico do material. Em
materiais opacos, o comprimento de absorcao Optica € muito menor que a espessura
da amostra, em materiais absorvedores Iz € da ordem da espessura da amostra e em
materiais transparentes Iz € bem maior que a espessura da amostra, conforme mostra

a figura, na qual | é a espessura da amostra [26].

16



Amostra opaca

]

]

. P P D . N f ]

Luz incidente i IB << |
]

Amostra absorvedora

|
|
Luzincidente | (----*c-------- ¢ e = |
P =
} |
| v
17
“““““““ i Amostra transparente
Luz incidente = F----*sz------- 1 g >> |
|
|

Figura 2.2. Representagdo esquematica da absorcao Optica de materiais

parcialmente transparentes, absorvedores e opacos.

O comprimento de absorgéo 6ptica é definido como: Is = 1/B, em que € 0

coeficiente de absorgao 6ptica do material.

2.3.2 Comportamento térmico

A fracado de luz, incidente na amostra, que for absorvida pelas moléculas pode
ser convertida em calor. Este calor gerado pode chegar até a superficie da amostra e
contribuir para o sinal fotoacustico, dependendo da profundidade do ponto de geragao
e da freqiéncia de modulagdo da luz utilizada. O comprimento de difusao térmica, s,
¢é definido como a profundidade na qual a onda de calor gerada pode se propagar até
a superficie e contribuir para a geragdo do sinal fotoacustico. Esse comprimento é

definido pela seguinte expressao:

1/2
D
U =(—] , em que p é comprimento de difusao térmica (cm), D é a difusividade

nf

térmica (cm?/s) e f é a freqiiéncia de modulacédo (Hz) do feixe de luz que vai iluminar a
amostra sob teste. Portanto, mudando a freqiiéncia de modula¢do, o comprimento de
difusdo térmica pode ser alterado de tal forma que um perfil de profundidade possa ser
obtido. Assim, quando se aplica uma substancia sobre a pele e ela penetra através de
sua superficie, o sinal fotoacustico revelara a sua profundidade através da intensidade
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do sinal. Esse procedimento tanto pode ser realizado com apenas um comprimento de
onda, na banda de absor¢cdo da substancia, quanto em toda a faixa espectral

disponivel, analisando-se o sinal em cada comprimento de onda.

03 (O

4 (O] (O3
l l . § Camada 1

Camada 2

Figura 2.3. Esquema do perfil de profundidade na geragao do sinal

fotoacustico, aqui w=2xf.

A figura 2.3 mostra um esbogo do perfil de penetracdo numa amostra, ilustrando
0 que ocorre se a freqiéncia de modulagdo da luz (w) € modificada, ou seja, a
informacao necesséria € extraida da amostra analisada em diferentes profundidades.
Quanto menor a frequiéncia de modulacdo da luz maior sera a profundidade de
geracao do sinal fotoacustico. As flechas representam as profundidades até onde o
sinal PA é gerado, para a respectiva freqiéncia de modulagdo. Nesta figura, a

frequéncia cresce a partir de w; até ws.

2.4 Mecanismos de geracao do sinal fotoacustico

Ao incidir radiagdo modulada sobre um material, ocorrem processos de
transferéncia da energia térmica que sao gerados nos pontos da amostra onde a
radiacao foi absorvida. A transmissdo de energia térmica para o resto do material,
através da conducdao, caracteriza a difusdo térmica (figura 2.1). Este mecanismo foi
proposto em 1973 por Rosencwaig e Gersho [35] e pode ser compreendido da
seguinte forma: o sinal fotoacustico € considerado como sendo gerado a partir da
absorgao da radiagao eletromagnética modulada, por uma amostra sélida posicionada
dentro de uma célula fotoacustica fechada. Na amostra a energia absorvida é
convertida, parcialmente ou totalmente, em calor por processo de decaimento néo
radiativo. O calor gerado no interior da amostra é entdo transferido para a superficie
do géas que esta em contato com a amostra a partir do mecanismo de difusao térmica.
Como conseqtiéncia, o gas na superficie da amostra sera aquecido e ira se expandir e
contrair na mesma freqiéncia de modulagdo da luz incidente. Neste processo, a

coluna de gas fronteirica @ amostra funciona como um pistéo vibratério, produzindo,

18



assim, as variagdes de pressdo que sdo detectadas pelo microfone conectado na
camara. Este é o principio de geragao do sinal fotoacustico para o caso do mecanismo
de difuséo térmica, representado na Fig. 2.4.

Luz modulada

‘e

A A A
i

Figura 2.4. Representagao da geragao do sinal fotoacustico via mecanismo de difusdo

}

térmica.

O sinal fotoacustico também pode ser gerado pela expansdo térmica da
amostra, como mostra a Fig. 2.5. Neste caso ocorrem vibragdes mecanicas, devido a
expansao e contragdo induzidas pela absor¢édo da luz modulada, gerando assim ondas
acusticas que podem ser detectadas pelo microfone. Este mecanismo foi proposto por
McDonald e Wetsel [39] e é conhecido também como modelo do pistdo composto, pois
ele em geral se soma ao de difusdo térmica, dependendo das caracteristicas do

material analisado.

Luz modulada

Figura 2.5. Representagao da geragao do sinal fotoacustico via mecanismo de

expansao térmica.

Quando se tem um gradiente de temperatura dentro da amostra, devido a
incidéncia de luz modulada, pode ocorrer a flexao termoelastica conforme mostra a
figura 2.6. Este mecanismo de geragao do sinal fotoacustico pode ocorrer quando a
amostra esta presa em suas extremidades e foi proposto por Rousset, Lepoutre e
Bertrand [40]. Este efeito em geral depende do gradiente de temperatura dentro da
amostra, que faz com que a expansao térmica seja dependente da profundidade com
relagdo a superficie iluminada, flexionando a amostra. Esta flexao periédica faz com

que a superficie da amostra produza o sinal fotoacustico.
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Luz modulada

Figura 2.6. Representacao da geracéo do sinal fotoacustico via mecanismo de flexao
termoelastica.

Outro mecanismo de geracgao do sinal é o efeito fotobarico, que consiste na
troca gasosa entre a amostra e o gas da célula, podendo ocorrer em amostras
fotoquimicamente ativas (figura 2.7). Bults et all [41] constataram este mecanismo em
folhas de vegetais, em que a evolugéo do oxigénio, devido a reagbes fotossintéticas
induzidas pela absor¢do da luz modulada também contribui para a geragao do sinal
fotoacustico.

Luz modulada

Figura 2.7. Representagao da geragao do sinal fotoacustico via mecanismo de
efeito fotobarico.
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Capitulo 3

Modelo Teorico para a Difusao Termica

Os quatro mecanismos de geragdo do sinal fotoacustico descritos
anteriormente, podem, em geral, ocorrer para condigbes experimentais diferentes e
desta forma demandam que se estabeleca a priori como a amostra sera afixada na
célula fotoacustica. As medidas neste trabalho foram realizadas com as amostras
posicionadas no interior da célula fotoacustica e o interesse do trabalho é determinar
0os espectros de absorcao Optica tanto das feridas como das substancias nelas
aplicadas. Embora neste caso ndo seja necessario conhecer qual o mecanismo
dominante que gera o sinal fotoacustico, é provavel que o processo de difusao térmica
seja dominante. Desta forma, para esclarecer os parametros fisicos envolvidos nas
medidas, faremos a seguir uma breve abordagem do modelo teérico para a difusao
térmica, apresentando a abordagem desenvolvida por Rosencwaig e Gersho.

3.1 A célula fotoacustica

Rosencwaig e Gersho [35] desenvolveram um modelo teérico (modelo RG)
para explicar o efeito fotoacustico que é baseado na difusdo do calor gerado na célula
como resultado da absorcdo da energia luminosa pela amostra. A configuragdo da
célula fotoacustica esta representada na Fig. 3.1 e consiste de uma amostra sélida
colocada dentro de uma célula, a uma distancia Iy da janela de vedagdo que deve ser
transparente e € posicionada de modo a estar em contato de um lado com o gas (ar) e
do outro com o suporte metalico. Considera-se que 0 ar € 0 suporte ndo absorvem a
radiacao incidente. Um microfone capacitivo é acoplado na parede lateral da célula e
em contato com o gas, o qual capta as variagdes de pressao do ar.
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O sinal fotoacustico € produzido quando a amostra absorve um feixe de luz

modulado e converte esta radiacdo em calor gerando ondas térmicas no seu interior.

Estas ondas se propagam tanto para a interface amostra-gas quanto para a interface

amostra-suporte.

camada
fronteirica
de gas amostra suporte
janela
Optica ‘L L
T
|
|
|
|
i
radiagéo l
modulada
. % microfone
| H | ]
I I I
-l 27y, O 1 1+l

>
X

Figura 3.1. Geometria da célula fotoacustica convencional.

Define-se, usando os simbolos do modelo RG, i (g = gas, s = amostra e b =

suporte) e também alguns parametros fisicos, conforme a Tabela 3.1:

Tabela 3.1: Parametros fototérmicos usuais.

Parametro Denominacao Unidade (CGS)
ls Espessura da amostra cm
I Espessura do suporte cm
Iy Espessura do gas cm
ki Condutividade térmica cal/s.cm®C
Di Densidade de massa g/cm?®
Ci Calor especifico J/g.K
o= k/pci Difusividade térmica cm?/s
a=(w2a)”®  Coeficiente de difusio térmica cm’”
U= 1/a; Comprimento de difusao térmica cm
o = (1+))a; Coeficiente complexo de difusao térmica cm’
Yij Coeficiente de absorgéo éptica cm’
n Eficiéncia de conversao luz-calor adimensional
r Coeficiente de reflexdo da luz incidente na adimensional
superficie
ls=1/8 Comprimento de absorcéo Optica cm
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3.2 Conducao do Calor

3.2.1 Deducao da equacao de Difusao de Calor

Nesta secdo apresentaremos uma breve descricdo sobre a obtencédo das
equacoes necessarias para o tratamento dos dados obtidos nos experimentos.
Iniciaremos pela deducao da equacao de difusao de calor [37][38].

Considerando um elemento de volume dV = sdx, atravessado por um fluxo de
calor, &, definido como a quantidade de calor que atravessa uma superficie

perpendicular ao fluxo por unidade de tempo, como ilustrado na Figura 3.2.

el s e+ )

% il

Figura 3.2. Fluxo de calor sobre um elemento de volume dV.

Segundo a lei linear de Fourier, ® esta relacionado com a temperatura da
seguinte forma:

b = —k(a—ej , (3.1)
0x

em que k é a condutividade térmica e 6 € a temperatura. O sinal negativo aparece
porque o fluxo de calor ocorre em sentido contrario ao gradiente de temperatura,
fluindo da temperatura mais alta para a temperatura mais baixa.

O elemento de volume dV sofre uma variagdo temporal na quantidade de

00

calor nele depositado, devido ao gradiente de temperatura. A variagéoa— da
t

guantidade de calor é dada pelo fluxo que entra e sai do volume mais a quantidade de
calor ali gerada F{(r,z).

90(r,t) _ d
= § k=00, ds + j F(r,t)dV (3.2)

Sfluxo fonte
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A quantidade de calor aQ/at elevard a temperatura neste volume e a forma

desta variagao temporal sera dada pela calorimetria:

00(r,1) _ .[pcaﬁ(r,t) gV

3.3
ot ot (3:3)

em que p é a densidade de massa e ¢ é o calor especifico.
Para que todo o volume esteja sob a mesma temperatura, 6, admite-se que dV

seja suficientemente pequeno. Igualando-se (3.2) e (3.3) temos:

J' a@gr ,1)

s

80(r t)
ot

ds + j F(r,t)dV = j pe— (3.4)

Pode-se aplicar o teorema da divergéncia no primeiro membro do lado
esquerdo desta equacéo. Ele estabelece que o fluxo total que atravessa a superficie
fechada é igual a integral da divergéncia da densidade de fluxo no volume por ela
limitado, obtendo:

jk o’ 9“ Dy +[F(rnav = ijpc@(r,t)dv (3.5)
v at v

Entao:

pc 00(r, t) F(r,t)

V?O(r,t) - y :

=0 (3.6)

Esta € a equagédo da difusdo térmica, com %:l sendo a a difusividade
o

térmica, e

F(I:’t) = F(r 1) (3.7)

a densidade de calor gerado no elemento dV.

Para o caso unidimensional podemos reescrevé-la como:
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0°0(x, 106
—a)(cf D -0 =0 (3.8)

3.2.1 Producao de calor na amostra

E assumido que o calor é gerado por uma fonte de luz monocromatica com

comprimento de onda A modulada, que incide no so6lido com intensidade dada por:
1(1) :%10(1+c0sa)t) (3.9)

onde I, é o fluxo de luz monocromaética incidente (W /cm®).
A amostra absorve a luz incidente, segundo a lei de Beer:
I(x,t)=1(t)e ™ (x>0) (3.10)
B é o coeficiente de absorgao dptica da amostra (cm™) para o comprimento de onda A

e I(x,t) é aintensidade da luz absorvida. Substituindo (3.9) em (3.10), temos:

I(x,t) = %Ioe_ﬂ“ (1+ cos ax) (3.11)
Sendo a densidade de poténcia absorvida,

s(xp) = =D (3.12)

dx
derivando a equagéao (3.11):

s(x,1) :%Ib’loe‘ﬁx (1+cosax) (3.13)
Da equacao (3.7):

fx,0)= glone-ﬂ* (1+ cos ar) (3.14)

Substituindo (3.14) em (3.8):

°0(x,t) 1 96(x,t) S . 4
I S A A S A iy | (1 =0 3.15
P 2 o +2k oe " (1+cosax) (3.15)

Em que 6 é a temperatura e n a eficiéncia com que a luz absorvida para um
comprimento de onda A é convertida em calor, via processo de relaxagdao nao

radiativa.
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3.2.2 Equacao geral de difusao

Rosencwaig e Gersho desenvolveram um modelo (RG) unidimensional,
baseado na condugdo de calor da amostra para o gés, para explicar o efeito

fotoacustico em sélidos. A luz modulada a uma freqiéncia angular @w=2xf e
comprimento de onda A, incide na amostra de espessura [, apds ter passado pela
camara de gas de espessura [,. Atrds da amostra encontra-se o suporte de

espessura [, . A camara de gas é vedada por uma janela de quartzo (transparente a

radiacdo incidente) e para detectar as variagbes de pressdo no gas existe um
microfone acoplado a esta camara.

No modelo RG a expressao para o sinal fotoacustico é dada pela expressao
para a variacao de pressao na camara fotoacustica, pois a equagao de difusao térmica
€ aplicada ao meio analisado, para uma dada fonte de calor.

As equagdes para difusao térmica para cada meio sao escritas na forma:

0°0(x,t) 1 d6(x,t) B _
ax—z_?sa—erﬁI”ne A(l+cosar)=0, 0< x<I, (3.16)
(amostra)
2
00y 1060 _ ~1 <x<0 (3.17)
ax2 ag ot ¢
(gas)
2
96t 1000 _ | <x<l +1, (3.18)
ox a, ot
(suporte)

Como o modelo RG considera que ndao ha absorcéao da radiagao incidente pelo

gas nem pelo suporte, o termo f(x,t) ndo aparece nas equacoes (3.17) e (3.18), nédo

havendo geragéo de calor nesses meios.
Somente a parte real das solugbes é de nosso interesse, e é dada por

T(x,t) =Re(6(x,1)) + 6, que representa a temperatura na célula relativa a temperatura

ambiente 6, como uma funcdo da posicao e do tempo T(x,t). No presente caso a

absorcao de luz e a flutuacao térmica tém uma dependéncia temporal de acordo com

a parte real de e’ .
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Substituindo em (3.16), (cosat) por e’”, temos como solucédo para (3.16),

(3.17) e (3.18):

0,(x,t) = {Ue"fx +Ve o — Ee™ }ef‘”‘ (3.19)

0, (x,1)=6 " e’ (3.20)

6, (x,t) = Belh=olgs (3.21)

o’ = i) (3.22)
a’i

o, =1+ ja,, (3.23)

o, é o coeficiente complexo de difuséo térmica

B

= = 7 3.24
ZkS(IBZ _0_52) 077 ( )

As variaveis complexas U, V, 6 e B sao especificadas pelas condi¢gdes de contorno
apropriadas.

I , o
Emque : i, =— € o comprimento da difusgo térmica.
a

i

Como se depreende da equacao (3.20), a flutuagéo espacial da temperatura no
gas é fortemente atenuada, tendendo a zero rapidamente com o aumento da distancia
“x” (relativa a superficie aquecida da amostra), de tal forma que, a uma distancia igual
a “2nuy” (comprimento de onda térmica no gas em que a flutuagéo de temperatura é
praticamente inexistente).

O modelo RG propde que somente uma fina camada de gas de espessura 2w
(=0,1cm, para w/2n=100Hz) adjacente a superficie aquecida da amostra responde as
flutuagdes periodicas de temperatura, agindo, desta forma, como se fosse um pistao
acustico sobre o restante do gas na camara.

E necessario conhecer a distribuicdo de temperatura no gas para se calcular a
expansao térmica da camada fronteirica de gas e conseqilientemente a variagdo de
pressao desejada.

Para uma amostra termicamente fina a onda térmica originada numa de suas
faces atinge a outra sem sofrer atenuagao, enquanto que numa amostra termicamente
grossa, uma onda térmica gerada numa de suas faces tem sua amplitude
significativamente atenuada ao atingir a outra face.

Resolvendo-se as equacgdes de difusdo para os trés meios (amostra, gas e
suporte), pode-se encontrar a temperatura na interface amostra-gas (x =0), usando-

se o termo de fonte adequado para a regido da amostra e as condi¢gées de contorno
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nas interfaces x=0 e x=/_. As condi¢cdes de contorno, para meios adjacentes i e
j, usadas por RG séo:
6, =0, (temperatura) (3.25)

Esta condicao é a da continuidade da temperatura: supde-se nao haver perda
de calor numa interface, despreza-se a resisténcia térmica de contato entre as
superficies, o que é valido no contato entre a amostra e um gas, mas nao entre
sélidos, ou entre um sélido e um liquido. Essa condicdo € muito restritiva, seu

significado fisico é que a transferéncia de calor na superficie de separacao i e j €

instantaneo.
d d
k;—6,=k,—86, (fluxo de calor) (3.26)
dx dx

Esta segunda condigdo garante a continuidade do fluxo de calor entre os dois
meios, i e j .

Aplicando as condicdes de contorno em (3.19), (3.20) e (3.21) determinam-se
os coeficientes U, V, B e 0, obtendo-se assim, a distribuicdo de temperatura na célula
em termos de parametros Opticos, térmicos e geométricos do sistema.

A temperatura na interface gas amostra € dada por:

_ ol _ —osl _ -p
6.(0) = ,[ilo 2 ((r Db+ e’ —(r :11)(19 De +2(i ; r)e j 327
2% (B -0) (g + DB+ De® —(g—1)(b-1De ™
. _ka, _kea, - B
em que: b= ka 8= r=01-j) g

Para cada situagao fisica é necessario especificar determinadas condigoes,
devido a complexidade da expressao para as flutuagées de temperatura na amostra.
Conhecendo as caracteristicas do material que sera estudado, podemos simplificar
bastante a equacao, ja que varios termos de (3.27) sdo parametros exclusivos da

amostra.
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3.2.3 O sinal fotoacustico

A principal fonte do sinal fotoacustico € a flutuagcdo térmica periddica. A
temperatura no gas oscila no tempo e depende do comprimento de difusdo térmica do
gas. Este processo periddico de difusdo produz uma variagdo periddica da
temperatura dada pela equacao (3.20).

6, (x,1)=0,(0)e e (3.28)

A oscilagao térmica é sentida em uma camada de gas de espessura x =27,

fora da qual nenhum efeito ocorre sobre o gés.
A média espacial da temperatura dentro desta camada pode ser determinada

por:
1 2mu,
w(x,t)=—— j 8, (x,1)dx (3.29)
2mt,
Substituindo (3.28) em (3.29) e usando a aproximagdo exp(—27)<<1,
encontramos:

1

= ———16.(0
w(t) (2\57[] (0)e

Nesta camada 27u, , 0 gas € suposto ideal e a pressao constante.

. V4
j(ax 4)

(3.30)

Usando a lei do gas ideal pode-se estimar o deslocamento do pistdo de gas
para o aquecimento periédico.

Se(t) = 271, 140) (3.31)
TO
6.0 jla=%)
Sx(t) = Oty o (3.32)
V21,
Ty é a temperatura média na amostra. Assumindo a condigao:
PV7” =cte (lei da expansao adiabatica) (3.33)
P=pressao do gas na célula; V=volume do gas na célula
v=razdo dos calores especificos (cy/c,); Derivando (3.33):
P,d
&p = 10O (3.34)
VO

Po=pressao ambiente; Vo=volume; dv=incremento de volume

Para o caso unidimensional:
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OP(1) = ? ox(1) (3.35)

8

Substituindo (3.32) em (3.35), temos:

OP(t) = leg; 0,(0)-e ey (3.36)
g 0
. 0,.(0)u
denominando, Q = P, ——*% 3.37
0=, \/ETolg (3.37)
(3.36) torna-se: OP(t) = er(m_z) (3.38)

A equacéo (3.36) mostra que o sinal fotoacustico aumenta com a diminuigéo do
comprimento da coluna de gas (l5), e com a reducdo da temperatura To. O movimento
do pistdo gera uma defasagem adicional de m/4 e esse efeito se propaga quase
instantaneamente para o microfone.

Para o caso geral em que a coluna de gas € termicamente grossa (I, > 27u ),

ocorre alteracdo na contribuicdo do gas na dependéncia do sinal fotoacustico com a

freqiiéncia, tornando-se aproximadamente nula. O sinal méaximo é para /, = 1, .Com a
diminuigao da coluna do gas, para /, <2mu,, a defasagem constante de n/4 diminui

progressivamente.
Dessa maneira se evidencia a existéncia de uma relacao direta entre o sinal

acustico e a intensidade de luz absorvida pela amostra. O sinal fotoacustico

~

\p =Q-e¢/"'* & tomado como sendo a componente ndo temporal da variacdo de

_ — . Im(S )
pressao, contendo uma intensidade S, :HSfH e uma fase (P, =arctan =
Re(S,)
podendo ser representado como um vetor no plano complexo. Assim:
SP(1)=S§,e™ (3.39)
onde:§f = Sfeﬂ)f (3.40)

Portanto, das equagées (3.38), (3.39), (3.40), tem-se a equagéo geral para o
sinal fotoacustico:

§ _ %)oﬂge(o) e_j%

s St 3.41
r V2T, L (3.41)
6(0) =|6(0)le”? (3.42)
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< _ YRk, |6(0)

Entao: §, =~ e
Ty,
T

0=90-7

3.2.4 Casos limites

(3.43)

A expressao para as flutuagcbes de temperatura na amostra apresentada

anteriormente, determinada por Rosencwaig-Gersho, € muito complicada para o

tratamento de um caso geral. Pode-se simplificar a referida expressao analisando os

parametros Opticos e térmicos do material. A tabela 3.2 apresenta os casos possiveis,

de acordo com a opacidade éptica.

Tabela 3.2. Casos especiais, onde HSfH € a amplitude do sinal fotoacustico e

Y = (QPO,/ag /ngo) é um fator de amplitude.

Propriedades | Termicamente Grosso Termicamente Fino
Térmicas [ >> )75 | << M,
Propriedades | Transparente |Opaco Transparente Opaco
Opticas lﬁ >>[>> [ [ >>lﬁ >S>u | I>>p, >>lﬁ l<<lﬁ <<, l<<u, <<lﬁ l 5 <<l <<u
Sinal - Yo" e " 1 _ Yo 2e 7 1

L. S :(a)—e)J.eO',\Xf(x)dx Sf :(a)—e)J.f(_x)dx
Fotoacustico ! o (g+1) : o (g+b) 1
para fonte
arbitraria
Sinal - _ _ ~ . I

o S :(Ya)—llze—mm) IH() (I" 1) Sf :(Ya)—l/ze—lﬂ/4) 0 (e—ﬁ -1
Fotoacustico f % ('32 _0.2) (g+1) : (g+b)o.k,
com absorcao
de Beer
Fase py =45° ¢ =90 ¢, =90° ¢, =90°

A i -3/2 -1 -1 -1
Dependencia | s, | w Isilea™ 5] Is/] @
com freqUiéncia
Tipo de | Resolvido Saturado Resolvido Saturado
espectro
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3.2.5 Amplitude e fase

A amplitude e a fase sao os principais parametros em medidas experimentais
com a fotoacustica. A intensidade do sinal depende linearmente da poténcia luminosa,
relacionando-se com o0 inverso da temperatura no meio, com o0 inverso do
comprimento da coluna de gas, e é proporcional ao perfil de temperatura na interface
amostra-gas. A intensidade relaciona-se diretamente com as propriedades de
absorgao, difusdo e profundidade da amostra onde a radiagdo € absorvida, ja que o
perfil de temperatura depende da quantidade de radiagao transformada em calor.

o U, (@)

S(@,A) = 0(w, 1)e’
(a) ) \/ETolg ((() )e
A= PP (@) —1[p+1> —[Had + -1 +db—ra il
- %YLBQ(ZV)_GZ(@J (g+1)(b+1)e"3(‘”)l —(g—D) e &
(3.44)

A equacédo 3.44 depende de A4 e @, logo o sinal fotoaclstico depende do
comprimento de onda utilizado e da freqiiéncia de modulagdo com que esta radiagao
chega até o material a ser estudado.

O sinal fotoacustico possui amplitude e fase. A fase independe da poténcia de
iluminagé@o, podendo ser explorada com vantagens sobre a medida da intensidade.
Possiveis variagdes da poténcia modificam enormemente a intensidade, enquanto ndo
influenciam a magnitude da fase do sinal. A fase é diferente para cada comprimento
de difusado térmica, u, variando com a profundidade da amostra, onde h& geracéo de

calor.
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Capitulo 4

Caracteristicas gerais da pele

4.1 Anatomia e fisiologia da pele

A pele, o maior érgao do corpo humano, reveste toda a superficie do corpo,
além de realizar diversas fungdes, como protecao contra lesdes, invasao bacteriana e
dessecacao. Ela ainda desempenha o papel de: regulacao da temperatura do corpo;
recepcao continua de sensacdes do meio ambiente (tato, temperatura e dor) e
absorgao da radiagao ultravioleta solar para a sintese de vitamina D [47]. A espessura
da pele pode variar de 0,5 a 4 mm dependendo da regido do corpo. A espessura maior
€ geralmente encontrada em regides sujeitas a maiores pressdes e atrito, como a
palma da mao e a planta dos pés.

A estrutura da pele é complexa, possuindo duas camadas principais, a
epiderme e a derme, e também varias estruturas anexas em seu interior que sio:
pélos, unhas e glandulas sudoriparas e sebaceas, como mostra a Figura 4.1.

A epiderme, avascular, € formada por varias camadas de células
(queratinécitos) sobrepostas. A camada mais superficial € o estrato cérneo, constituido
por varias camadas de células achatadas, mortas, queratinizadas. A camada cornea
atribui a funcdo de barreira a pele. Logo abaixo encontram-se as camadas granulosa,
espinhosa e estrato germinativo ou basal. O estrato germinativo € a camada mais
profunda e importante, pois contém células capazes de divisdo mitética, responsaveis
pela regeneracdo da epiderme, e os melandcitos, células que formam a melanina,

pigmento que confere cor a pele [1].
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Figura 4.1. Representagdo das camadas da pele [48].

A derme, camada abaixo da epiderme é constituida de tecido conjuntivo
fibroso, rico em fibras colagenas e elasticas, que conferem resisténcia e elasticidade,
respectivamente, & pele. E na derme que se distibuem nervos e respectivas
terminagdes nervosas de dor, tato, temperatura e pressao leve; vasos sanguineos e
linfaticos. A cor rosea da pele origina-se destes vasos sanguineos existentes [49).

Abaixo da derme esta a camada de tecido celular subcutaneo ou hipoderme,
que ndo é parte da pele mas serve de suporte a ela. E rica em gordura e tecido
conjuntivo colageno. Sua espessura pode variar dependendo do grau de deposigcao de
gordura, que pode ser minima em algumas regides do corpo e abundante em outras
[1].

4.2 Rotas de permeacao

A pele humana é uma barreira natural a penetragdo de particulas,
microorganismos e substancias estranhas, protegendo o corpo contra possiveis

substancias nocivas que se encontram no ambiente [47]. A camada da epiderme,
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especificamente o estrato cérneo, controla a difusdo e a penetracdo de agentes
através da pele. Sao trés os principais vias de permeacgao na pele [50]:

e através dos foliculos pilosos e das glandulas sebaceas associadas;

e via glandulas sudoriparas;

e através da estrato cérneo (Figura 4.2).

Rotas de permeagdo

S T
Glandula — Estrato cdrneo
sudoripara ﬁ e ) a
X o | = Epiderme
— Glandula
sebacea

—— Foliculo piloso

Figura 4.2. Rotas de permeagéao da pele: (1) via glandulas sudoriparas, (2) através do
estrato corneo e (3) via glandulas sebaceas e foliculo piloso [50].

O estrato corneo representa a mais importante via de permeagéo. O estrato
corneo apresenta uma estrutura que pode ser comparada a um “muro”, onde 0s
queratindcitas sdo os tijolos embebidos em um “cimento” composto de multiplas
bicamadas lipidicas de ceramidas, acidos graxos, colesterol e ésteres de colesterol. A
maioria das moléculas penetram através da pele via esta micro rota intercelula [49].

As moléculas também podem penetrar via transcelular, através dos
queratinécitos, como ilustra a Fig. 4.3 [50].

Os anexos também sdo importantes na permeacdo, principalmente para a
passagem de ions e moléculas polares, pois 0s mesmos apresentam dificuldade para
atravessar o estrato cérneo intacto [50].
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Figura 4.3. Diagrama simplificado do estrato crneo com duas rotas de
penetracao [50].

O processo de transporte do farmaco através da pele possui uma sistematica
envolvendo varios passos. A droga aplicada sobre a pele é liberada da formulagao até
o estrato corneo. Dai, se difunde através do estrato corneo e a seguir através da
epiderme chegando a circulagéo sistémica, a partir da derme [50].

Existem alguns fatores que podem prejudicar a permeacgao de substancias na
pele, como a concentracdo do farmaco (quanto maior a concentracdo aumenta a
guantidade absorvida), caracteristicas fisico-quimicas (o farmaco deve migrar do
veiculo em favor da pele), integridade e presenca de umidade [50].

4.3 Cicatrizacao

Pelo fato da pele agir como uma barreira protetora contra 0 ambiente externo,
qualquer ruptura em sua integridade necessita ser rapidamente e eficientemente
reparada. Tal reparo envolve uma sequéncia de eventos coordenados, altamente
complexos, que podem ser divididos em trés fases que se sobrepdem — inflamagéo,
contracao da ferida e reconstituicdo e remodelacao da matriz extracelular [45][46].
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4.3.2 Processo da cicatrizacao

Pelo fato da pele agir como uma barreira protetora contra o0 ambiente externo,
qualquer ruptura em sua integridade necessita ser rapidamente e eficientemente
reparada. Tal reparo envolve uma sequiéncia de eventos coordenados, altamente
complexos, que podem ser divididos em trés fases que se sobrepdem — inflamagéo,
contracao da ferida e reconstituicdo e remodelacao da matriz extracelular[43] [45][46].

Se a lesao é restrita a epiderme, seu reparo comecga quase imediatamente e
pode selar a ferida dentro de 24horas. Contudo, quando a derme também &
danificada, um reparo temporario, € obtido na forma de um coagulo e nos dias
subsequentes seguem-se as etapas para regenerar as partes perdidas. Estas etapas
incluem a migracdo de células inflamatérias e fibroblastos, e o crescimento de
capilares para o interior do coagulo. Estas células e capilares compéem um tecido de
granulacdo contratil, que puxa as margens da ferida. Paralelamente, a partir das
margens da epiderme seccionada, os queratindcitos, das camadas basal e supra basal
[44], migram no sentido da ferida para cobrir a superficie desnuda [2].

Este reparo envolve uma sequéncia de fendbmenos coordenados,que

ocorrem de uma forma espacgo-temporal altamente organizada [44].

Tecido
granuloso

Reconstrugiio
do foliculo
piloso

Reconstrugdo
das células
epiteliais

Figura 4.4. Esquema de cicatrizacao, reconstrugcao do epitélio [2].
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Capitulo 5

Experimental

5.1 Pomadas

Foram usadas trés pomadas diferentes cuja composi¢cao nao sera revelada por
estarem em processo de patenteamento no INPI.
e Pomada A: contendo extrato.... de prépolis.
e Pomada B: contendo extrato .......... de propolis.
e Pomada base (controle): base da pomada, isenta de extrato de propolis.
Todas as pomadas foram manipuladas com a mesma base oleosa.
Para a obtencao dos espectros de referéncia, foram determinados os espectros
de absorcdo éptica da propolis pura, da base oleosa e das pomadas A e B. Os
experimentos foram realizados preenchendo-se o compartimento da amostra na célula

fotoacustica com as referidas amostras.

5.2 Amostras de pele

Foram utilizados de ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa, pesando entre 180-200gramas.

Apoés tricotomia e assepsia do dorso de cada animal, na altura das patas
dianteiras, sob anestesia com tiopental, foram feitas duas incisdes circulares, paralelas
uma a outra, com auxilio de um delimitador metalico com area conhecida. A seguir a
pele demarcada foi excisionada e as feridas lavadas com solugéo salina.

Imediatamente ap6s a excisado, as feridas do lado esquerdo de cada animal
foram tratadas com pomada a base de prépolis (pomada A ou B) e as feridas do lado
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direito, consideradas controle, foram tratadas com uma base inécua. O tratamento foi
diario, inclusive no dia do sacrificio. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais
para tratamento, em biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfofisioldgicas,
com temperatura de 20° C, ciclo de claro/escuro de 12 horas e racédo e agua ad
libitum.

Para as medidas “ex vivo”, inicialmente, foram obtidos os espectros de
absorcdo da pele do rato com e sem ferida, a fim de se conhecer os centros
absorvedores da pele.

Apéds 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por
overdose de anestésico e a pele foi removida para analise de permeagdo das
pomadas. Nos dias de experimento as feridas foram tratadas pela manha. A Figura 5.1
mostra a foto da pele com ferida, para 4 e 10 dias.

4dias 10 dias

Figura 5.1. Pele com ferida, ap6s 4 e 10 dias de tratamento.

Para a analise de permeacgao da pomada A foram utilizados dois animais por
tempo de tratamento e para a pomada B, apenas um animal por tempo de tratamento.

Uma vez obtidas as amostras elas foram levadas ao Laboratério de
Espectroscopia Fotoacustica para a obtencao dos espectros de absor¢cao em funcao
da evolugéo da cicatrizacao.

Previamente a leitura, realizou-se a remocao de excesso de tecido conjuntivo
subcutaneo remanescente, quando necessario para que a analise envolvesse
somente a pele, excluindo o tecido subcutaneo.

As medidas foram feitas a partir da iluminagdo na face externa da ferida, ou
seja, do lado em que as pomadas foram aplicadas, e também na face interna (dermal),
oposta aquela da aplicagao Fig. 5.2.
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A freqiéncia de modulagao da luz foi ajustada em 40 Hz para a medida na face
externa e em 10, 15 e 40 Hz quando a iluminagdo foi na face interna da pele e
potencia da lampada de 700 W. O mesmo procedimento foi adotado para todos os
tempos de tratamento. Além disso, foram obtidas as absorcédo da pele intacta e das
respectivas pomadas usadas no tratamento da cicatrizagao.

= Ferida (face
= X Ferida (face : externa)

: externa)
- X Pele (face
W Derme (face interna)
interna)

Figura 5.2. Esquema da realizagédo dos espectros de absorgéo.

5.3 Espectrometro Fotoacustico

O arranjo experimental da espectroscopia fotoacustica para a realizacdo dos
experimentos estd mostrado na figura 5.3.

A iluminacao foi produzida por uma lampada de Xenénio de 1000 W. A luz
gerada pela lampada passa pelo monocromador onde é difratada em comprimentos de
onda. Para eliminar o aparecimento de ordem superior de difracdo sdo usados filtros.
O feixe de luz que sai do monocromador passa por um modulador mecanico, chopper,
que tem uma “pa” que gira de maneira estavel. Uma fotocélula acoplada ao modulador
fornece ao amplificador sintonizado Lock-in o sinal de referéncia, que consiste numa

onda quadrada, em relagdo a qual é estabelecida a fase do sinal fotoacustico.
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Microcoputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 5.3. Espectrémetro Fotoacustico.

O feixe de luz modulado é focado por duas lentes céncavas, colocadas de
forma que o feixe incida verticalmente na célula fotoacustica.

A célula fotoacustica utilizada apresenta forma cilindrica e esta representada
na Figura 5.4. A janela Optica utilizada é de quarzto, que é transparente inclusive a
radiacdo ultravioleta. Um microfone capacitivo marca BK acoplado a célula
fotoacustica. O sinal gerado pelo microfone é transmitido ao amplicador Lock-in, o qual
mede a amplitude e a fase de sinais que estdo misturados com ruidos, recuperando o
sinal fotoacustico. Esse instrumento mede sinais da ordem de alguns nanovolts até 1
volt. Os sinais sdo obtidos em quadratura, de maneira que se obtém tanto a
intensidade quanto a fase do sinal fotoacustico.

Janela

Célula

‘ Amostra

‘ Microfone | 1

Figura 5.4. Corte lateral da célula fotoacustica convencional.
A variagao do sinal fotoacustico com o comprimento de onda da luz € obtida a

partir do sistema de aquisicdo de dados via interface GPIB em um microcomputador.

Como a lampada ndo emite a mesma intensidade de luz em todos os comprimentos
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de onda, o sinal é entdo normalizado pelo sinal de referéncia obtido em uma amostra

de p6 de carvao ultrapuro.
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Capitulo 6

Resultados e discussao

A estratégia de estudo adotada neste trabalho foi a de utilizar os espectros de
absorcao éptica obtidos com a fotoacustica em feridas, apés a aplicagdo tépica de
pomadas de prépolis para identificar as bandas de absorcdo associadas a propolis
como sendo parte destes espectros totais. Desta forma, as bandas da prépolis seriam
utilizadas como indicadores para demonstrar a penetragcdao ou ndo da mesma ao longo

das feridas. Os resultados serdo apresentados e discutidos nesta ordem cronoldgica.

6.1 Espectros de absorcao optica das pomadas

Os espectros de absorcao das pomadas A e B e da base, na regido do UV e do
visivel, foram obtidos entre 250 e 500nm, conforme mostra a Fig. 6.1. As curvas
mostram que a pomada A apresenta maior absor¢cao do que a B na regido entre 275 e
375 nm. A auséncia de absorcdo da base na regido espectral acima de 275 nm
evidenciou que foi possivel diferenciar os espectros das pomadas A e B daquele da

base

Pomada A
Pomada B
Pomada base

Sinal PA

L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 6.1. Espectro de absor¢ao éptica das pomadas A e B e da pomada base.
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Como pdde se observar nos espectros, a absorgéo da prépolis ocorre em uma
larga faixa de comprimento de onda superpondo-se com a absor¢ao da base na regiao
abaixo de 275 nm. Para avaliar a contribuigdo da prépolis para os respectivos
espectros das pomadas, realizamos ajustes com fungcbes gaussianas conforme
mostrado na Figura 6.2. Este procedimento permitiu estimar a area da absor¢céo do
principio ativo presente nas pomadas, ou seja, as pomadas possuem um componente
absorvedor a mais em relacdo a pomada base, que corresponde a prépolis. A
gaussiana verde representa a absor¢do da base e a lilds é a curva ajustada que
descreve a absorcao da propolis.

006~ Pomeda A
3 —— Curva experimental Posorgzo da propolis
—Auste
ook A B X2 29 6
Absorgdo da base w 8l5 138
—— Absorgo da pomada /2 25 03
002}
= 000
—_— 1 1 1 n 1 1 1
©
£
B oml Pomada B .
I — Curva experimental
— Auste Aosorgzo da prépais
Absorgdo da base @ 205 51
o0k — Absorgéo da propolis w918 2
R 18 02
000
1 1 1 " 1 1 1
200 250 300 350 400 450 500

Figura 6.2. Ajustes gaussianos dos espectros de absor¢cao das pomadas A, B e da
pomada controle.

6.2 Medidas de absorcao na pele ex vivo

A Figura 6.3 mostra os espectros de absor¢ao ex vivo da pele do rato com e
sem ferida, porém sem tratamento com pomada. Na pele com ferida p6de-se observar
um pico de absorcao em torno de 400 nm que foi atribuido a absorcdo do sangue.
Esta banda ndo esta presente nos dois espectros inferiores obtidos na pele normal.
Embora nao sejam essenciais para os objetivos deste trabalho é importante mencionar
que as bandas de absorcdo da pele na regiao do ultravioleta, até em torno de
aproximadamente 400 nm, sdo geradas pelos processos de transicao eletrénica dos
diversos constituintes que formam o estrato cérneo. As bandas em torno de 260 nm
sao provenientes do DNA e do acido urucanico e em 300 nm sdo proveniente da dopa
melanina [51].
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Figura 6.3. Espectro de absorcao da pele de rato. (a) pele com ferida e (b) pele intacta.

O préximo passo foi realizar as medidas das feridas tratadas com as pomadas
de propolis ou pomada base.

A Ultima aplicagdo das pomadas ocorreu no dia da morte dos animais e os
experimentos foram realizados logo apds. Em experimentos piloto, com leituras
realizadas apds 12 horas de aplicagao das pomadas, nao foi detectada a presenga de
propolis, sugerindo que apds este periodo as pomadas ja teriam sido absorvidas.

Os valores estimados de comprimento de difuséo térmica, que correspondem a
profundidade em que o calor gerado contribui para o sinal fotoacustico, foram
respectivamente de 36, 30 e 18 um para as frequéncias de modulagéo de 10, 15 e 40
Hz respectivamente. Levando em conta a difusividade térmica da pele da ordem de
4,1 x 10 cm?s [52] estes valores podem estar subestimados. Provavelmente este fato
seja decorrente do menor grau de hidratagdo das amostras, em comparagdo com a
pele intacta, portanto, como a difusividade térmica da 4gua é pelo menos trés vezes
maior do que a da pele, os valores do comprimento de difusdo térmica em nossas
medidas podem ser maiores do que as apresentadas. A partir destas estimativas
consideraremos em nossas analises que os comprimentos de difusdo térmica seréao
sempre pelo menos 50% maiores do que os estimados acima.

A Figura 6.4 mostra os espectros de absorgcao Optica das feridas tratadas e
controle obtidos apds quatro dias de tratamento. Neste caso a freqliéncia de
modulacgao foi de 40 Hz e a incidéncia da luz modulada foi na face externa da ferida.

O ajuste do espectro para a pomada B foi realizado utilizando-se quatro
funcdes gaussianas, conforme mostram as curvas em verde e em lilds. As bandas em

verde em torno de 275 e 400 nm foram atribuidas a absor¢éo da pele e do sangue,
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respectivamente, enquanto que a curva lilas foi associada a absorgéao da propolis.
Para que o ajuste com as fungdes gaussianas reproduzisse o espectro experimental,
que é o espectro total, tivemos que adicionar uma outra banda em torno de 340 nm.
Esta banda também € proveniente da pele, uma vez que ela também é observada no
espectro da amostra controle. Relembramos que a pomada base ndo apresenta
absorcao nesta regiao espectral, conforme mostrado na Fig. 6.1.

Ao se comparar estes espectros nota-se que a absor¢cao gerada pela prépolis
ocorre em comprimentos de onda muito préximos aqueles onde a pele também
absorve. Isto dificultou a decomposicdo do espectro principalmente porque a
concentracao de propolis nas pomadas é muito pequena (comunicagao pessoal) e
assim a intensidade do espectro € determinada majoritariamente pela absorgcao da
pele e do sangue. Além disso, a leitura dos espectros de absorcdo dependeu da
quantidade de pomada aplicada na ferida. Este critério ndo péde ser estabelecido,
considerando-se remog¢ao da mesma pelo animal, que se coga e faz contato fisico com

as paredes da gaiola.

T T T T T T T T T T T
0,20 -

Pomada B

Absorcédo da prépolis

Curva experimental
Ajuste xc3 280 0
Absorg¢éo da pele w3 82 +0
—— Absorgéo da prépolis A3 18 201

0,15 -

0,10 |- .
Absorgdo do sangue

xch 4119 0.1
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Figura 6.4 Espectro de absorgcao da pomada B e da pomada controle apds quatro dias
de tratamento. A frequéncia de modulagéo utilizada foi de 40 Hz e a iluminagado na
face externa das feridas, onde as pomadas foram aplicadas.
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Para melhor ilustrar o comportamento dos espectros, as Figs. 6.5 e 6.6
mostram os espectros experimentais e ajustados das feridas tratadas com a pomada B
e dos respectivos controles determinados apés 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento.

Pomada B - medida externa

T T T T T T

Curva experimental
Absorgao da prépolis
Absorgao do sangue

14 dias

Curva experimental
Absorgao da prépolis
Absorgao do sangue

10 dias

! ! !

Sinal PA (mV)
g

. Curva experimental
7 dias —— Absorgéo da prépolis
Absorgéo do sangue

— superior 4 dias
absorgéo da prépolis
absorséo do sangue

4 dias

200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.5 Espectros de absor¢cdo em funcao do tempo de tratamento das feridas com
a pomada B. So estédo representadas as curvas ajustadas para a prépolis e para o
sangue.
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Figura 6.6 Espectros de absor¢cao em fungédo do tempo de tratamento da feridas com a
pomada controle. A curva verde foi ajustada para descrever a absorgao do sangue.

Outra forma de ilustrar os espectros foi realizando a subtracao do espectro da
ferida tratada com as pomadas, daquele das amostras controle. Um exemplo deste
procedimento esta ilustrado na Fig. 6.7. A curva na cor preta é o espectro da ferida
tratada durante quatro dias, a azul € o da ferida controle, a lilds da pomada de prépolis
e a verde é a diferenca entre as curvas preta e azul, mostrando a presencga da propolis
na ferida. Para realgar que a diferenca revelou a presenga da prépolis, a curva foi

mostrada novamente em uma escala ampliada na parte inferior da figura.
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Figura 6.7. Espectro de absor¢édo da ferida tratada com a pomada B, ferida controle,
da pomada B e a diferenca entre os espectros em destaque, na parte inferior da
figura.

Apesar dos procedimentos de identificagdo da propolis, ajustando os espectros
com fungbes gaussianas ou obtendo-se a diferengca entre as curvas, terem se
mostrado eficientes para detectar a presenga da propolis nas feridas, os resultados
das leituras externas, até agora, ndao permitem afirmar se ocorreu permeagao da
pomada através da ferida. Isto porque a partir da iluminagédo externa da ferida nao é
possivel excluir a possibilidade de que o sinal fotoacustico atribuido a propolis seja
gerado na superficie da ferida. Assim, os resultados anteriores foram suficientes
apenas para detectar a presenga da préopolis nas feridas.

Nosso proximo passo foi entdo modificar o posicionamento das amostras no
interior da célula fotoacustica de modo que o sinal fosse gerado na face interna
(dermal), ou seja, do lado oposto ao que recebeu as pomadas. Com este
procedimento, ao se considerar o comprimento de difusdo térmica para as medidas
nas freqiéncias de 10, 15 e 40 Hz a aproximadamente 50 um, qualquer evidéncia da
presenca da propolis nos espectros demonstraria assim permeagéo da pomada ao
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longo da espessura da ferida, uma vez que as espessuras totais das amostras

medidas foram sempre da ordem de 500 um.

A figura 6.8 mostra os espectros obtidos para as feridas tratadas com a

pomada B e pomada base, para o tratamento realizado durante dez dias.

Curva experimental
Ajuste

Absorcéo da pele
Absorcdo da propolis

040 | .
Curva experimental
0% - Ajuste
= 030 | Absorcéo da pele
] 025
&
020 -
015
010} \\\
005 - S~
000 L L L L L L
200 250 300 350 400 450 500
005
004 (C) —— Pomada B
—— Ajuste
003} —— Absor¢ao da prépolis
—— Absorgao da base
002}
oot |-
000
L L L L L L
200 250 30 350 40 450 500

Comprimento de onda (nm)

Absorcao da propolis
xc3 280 +0
w3 90 +0
A3 135 402

Figura 6.8. Espectro de absor¢éo nas feridas tratadas por dez dias. lluminagéo na face

interna e freqiéncia de 15 Hz: (a) ferida tratada com pomada B; (b) ferida controle; e

(c) ajuste da pomada B.

Nesta forma de medida, a contribuicdo da prépolis para o espectro total foi

menor se comparado ao experimento com a iluminacao na face externa. Uma vez que

o sinal fotoacustico é gerado na superficie do tecido, a presenca da propolis neste

local demonstra a eficiéncia dos componentes da formulagdo em possibilitar a

permeagao do componente ativo, ou seja, o extrato de propolis.

As curvas gaussianas verdes representam as absorgdes da pele, enquanto que

a curva lilas se refere a absorgdo da propolis. Embora com muito baixa intensidade,
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pbde-se observar a contribuicdo da propolis para o espectro total, indicando que a
pomada se propagou através da ferida até atingir a derme superficial .

Para quantificar a penetracdo de cada produto em funcdo dos dias de
tratamento adotou-se o procedimento descrito a seguir: Os espectros da pomada
controle foram ajustados com quatro gaussianas e os espectros das feridas tratadas
com as pomadas A e B foram ajustadas com uma gaussiana a mais, que seria da
absorcao da prépolis, como mostra a Fig. 6.8. Ao fixar a banda da prépolis com o
centro em 280 nm, minimizou-se as dificuldades de ajuste e assim quando presente a
contribuicdo da prépolis péde ser estimada. Este procedimento foi adotado em todas
as medidas que foram realizadas na face interna da pele, em todas as quatro etapas
de tratamento, ou seja, apds 4, 7 10 e 14 dias.

A Figura 6.9 mostra um outro exemplo do espectro de absorcdo, para o
tratamento realizado com a pomada A e a pomada controle. Neste caso nao foi
possivel observar a presenca da prépolis nesta regido de profundidade (15Hz), pois a
area da gaussiana lilds é praticamente nula.

016 |
(@) Curva experimental Absorgdo da prépolis
Auste X3 280 %0
012} Absorgao da pele w3 ® 0
—— Absorgao da propolis A3 0017 202
008 |-
004 |-
<
o
T
c
B 00 ! ! ! ! ! !
(b) — Curva experimental
012 — Ajuste
Absorgao da pele
008 |
004 |-
0,00 1 1 1 1 1 1

200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.9. Espectro de absor¢ao nas feridas tratadas por 7 dias. lluminagéo na face
interna com frequéncia de 15 Hz: (a) ferida tratada com pomada A e (b) ferida controle.

Uma vez apresentados os exemplos sobre os principais resultados obtidos, é

importante considerar que o comportamento éptico da pele depende de diversos
fatores causadores de espalhamento de luz que podem interferir nos resultados finais.
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Entre estes fatores esta a falta de planicidade da pele, cuja rugosidade interfere no
processo de absor¢cao da radiacao incidente e da propagacao do calor.

Um esquema do comportamento 6ptico da pele estd mostrado na Fig. 6.10.
Entre 4% a 7% da radiacao incidente é refletida devido a mudanca do indice de
refragdo do ar (ny = 1,0) e do estrato corneo (n, = 1,55) [51]. Parte da radiagdo que
penetra no interior da pele também é refletida devido a mudancga do indice de refracao
entre o estrato cérneo e a camada da epiderme e entre a epiderme e a derme. Além
disso, a pele possui uma estrutura complexa e existe muita diferenca entre as peles de
diferentes animais. As espessuras da pele podem variar, podendo ter mais ou menos
gordura. Estes sao fatores que interferem nos resultados.

No caso das feridas € necessario considerarmos a evolucao da estrutura da
mesma durante o processo de cicatrizagdo, conforme ilustram as fotos mostradas na
Fig. 6.11. Nota-se que o crescimento do epitélio modifica a superficie da ferida que
evolui para a restituicdo do estrato corneo. Dependendo estagio, a pomada pode

penetrar mais ou menos.

Radiagdo incidente

Reflexdo regular
(~5%)

Remiss&o da Remissdo da

ijferme

Estrato corneo (10um)

espalhamento

Epiderme
(100pm)

Derme (3mm)

Figura 6.10. Diagrama esquematico da propagacgao da luz na pele [51].
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Figura 6.11. Corte histolégico de feridas cutaneas apo6s 14 (a) e 10 (b) dias de excisao

da pele. Em (a), observar a integridade da epiderme (seta). Em (b) observar a
presenca de duas areas de reepitelizacdo (setas). Em ambas é possivel observar a
falta de homogeneidade da superficie. Coloracdo com Hematoxilina e Eosina. Objetiva
de 10X.

6.3 Determinacao da taxa de penetracao em funcao do tempo
de tratamento

O procedimento de ajuste com fungdes gaussianas foi adotado para os
resultados obtidos em todas as quatro etapas de medidas e também para os espectros
de absorcao éptica obtidos em todas as freqiiéncias de modulagdo da luz utilizada. Os
espectros de absor¢cdo da pomada A foram repetidos em uma nova seqiéncia de
tratamento para verificar a reprodutibilidade dos dados. Observamos que, apesar das
dificuldades enfrentadas para a realizagao das medidas em fungado das variaveis ja
mencionadas, o comportamento dos espectros foi repetitivo.

A Figura 6.12 mostra as intensidades de absorgao da prépolis em todas as
frequéncias para os quatro dias e para as duas pomadas. Os resultados da repeticao
com a pomada A estdo mostrados na parte inferior da figura.
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Figura 6.12 Area sob a gaussiana da absorcéo da prépolis em fungéo dos dias de leitura, para

as pomadas A, B e repeticdo da pomada A.

As figuras acima demonstram que para ambas as pomadas de propolis, a
menor absorcdo da prépolis foi detectada com leituras realizadas em 40Hz, que
representa a leitura realizada em regido mais profunda da derme, em comparagao
com as leituras em 10 e 15 Hz. Este resultado sugere que provavelmente as pomadas
foram absorvidas na derme superficial onde ocorre uma abundante rede capilar
(autor).

A observagcédo ao longo do tempo, com leituras em 10Hz, mostrou que as
absorgbes das pomadas A, B e a repeticdo da pomada A evoluiram de forma
semelhante. O mesmo foi constatado para 15 e 40Hz.

Também pudemos observar que a prépolis teve maior penetragdo no 4° e 10°
dias de tratamento (figura 6.13). As menores taxas foram observadas ao 7° e 14° dias.
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Estes resultados podem ser explicados levando-se em consideragdo o
processo de regeneracdao vascular e o reestabelecimento da camada cérnea.
Experimentos realizados por nosso grupo de pesquisa em cicatrizagdo cutanea
demonstraram que aos 7 dias de tratamento, independentemente do farmaco utilizado,
ocorre um aumento brusco no numero de vasos sanguineos neo-formados, com
posterior degeneracdo, ja4 observada aos 10 dias, visando a remodelacao
(comunicacao pessoal). Correlacionando estes dados com nossos resultados,
podemos supor que a menor taxa de permeacdo constatada aos 7 dias esta
relacionada com uma maior absor¢cdo vascular da prépolis. Aos 14 dias,
provavelmente a menos taxa de permeacao possa ser atribuida ao reestabelecimento
da fungéo de barreira atribuida a camada coérnea ja reestruturada.

2.8 I —m—inferior 10 Hz - Pomada A - antigos
—e—inferior 10 Hz - Pomada A

—a—inferior 10 Hz - Pomada B

0,8 |-

Area de Absorgao ( Pico da pomada)

0,4

Figura 6.13 Evolugcao da penetragdo das pomadas de prépolis para a freqiiéncia de 10
Hz, para os quatro dias de medidas, ou seja, quatro, sete, dez e 14 dias de tratamento.

Portanto, a espectroscopia fotoacUstica permitiu a realizacdo do
acompanhamento do processo de permeagdo das pomadas, demonstrando que a
formulacdo utilizada foi eficiente para promover a penetragdo das pomadas A e B ao
longo das feridas.

Para finalizar nosso estudo faremos uma comparagdo com os resultados
previamente determinados pela Prof. Luzmarina Hernandes, que avaliou a evolugcao
da cicatrizagdo a partir da avaliacao histologica das feridas, realizadas nas mesmas

condigdes experimentais.
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6.4 Comparacao dos resultados obtidos com a fotoacustica
com a evolucao da cicatrizacao via estudo histoldgico

Nossos resultados podem ser correlacionados com os resultados obtidos nas
figura 6.16 e 6.17 onde pode-se observar que o maior estimulo para o crescimento do
epiderme, demonstrado através da andlise da proliferacéo celular e do comprimento
do epitélio de feridas tratadas com as pomadas A e B respectivamente, aconteceram
nos 10 primeiros dias de tratamento. Aos 14 dias, os resultados ndo foram

significativos em ambos os experimentos.
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Figura 6.16. Proliferacdo celular nas feridas tratadas com a
pomada A e com a pomada controle.
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Fig. 6.16. Crescimento do epitélio nas feridas tratadas com a pomada B e com a

pomada controle.
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Capitulo 7

Conclusoes

Concluimos que a Espectroscopia Fotoacustica € um método eficaz e viavel
para avaliar a penetragdo de farmacos durante o processo de cicatrizagao de feridas
bem como o perfil de profundidade de substancias em amostras ndo homogéneas.

Neste trabalho constatamos que :

e as pomadas A e B de propolis apresentaram semelhante evolugao no perfil da
taxa de permeacdo em feridas;

e em diferentes freqiéncias de modulagdo, foi possivel obter o perfil de
distribuicao das pomadas de prépolis na pele;

e a estratégia de se incidir a luz modulada, que gera o sinal fotoacustico na face
interna da pele, no lado oposto ao da ferida onde se aplicou o medicamento,
permitiu assegurar que a prépolis permeou através dos tecidos;

e fatores como a barreira fisica promovida pela da casca da ferida e pelo epitélio
em regeneracao, bem como os componentes utilizados na formulagdo das
pomadas foram fatores determinantes para a obtengédo da taxa de permeacao:

e ha uma coincidéncia entre a melhora no processo de cicatrizagdo da ferida

tratada com o processo de permeagao da prépolis.

Os resultados deste trabalho indicam que esta técnica pode ser ampliada para se
estudar a penetragao de farmacos na pele.
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Os resultados deste trabalho indicam que esta técnica pode ser ampliada para se
estudar a penetracdo em feridas de outras formulacdes de interesse na éarea

farmacéutica
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