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Resumo

Neste trabalho a Espectroscopia Fotoacustica (PAS) foi empregada na
realizacdo de dois estudos: no primeiro, utilizando-se as regifes espectrais do
ultravioleta e do visivel, para a determinacdo ex-vivo, em feridas cutaneas de
ratos, da taxa de difusdo de uma formula farmacéutica gel, na qual foi
incorporado o0 extrato bruto a 1% obtido de cascas de Caesalpinia
peltophoroides Benth (sibipiruna), para estudo de sua acéo cicatrizante; no
segundo estudo, a técnica de espectroscopia fotoacustica de infravermelho com
transformada de Fourier (photoacoustic spectroscopy of the Fourier transform
infrared — FTIR-PAS), foi empregada para a determinagcdo ex-vivo das
mudancgas estruturais no pulmdo de camundongos infectados por
Paracoccidiodes brasiliensis (Pb). O primeiro estudo foi realizado em feridas
excisionais na pele de ratos Wistar apés 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento com o
gel de C. peltophoroides. No segundo, camundongos Swiss foram infectados
com uma cepa de Pb18. Os pulmdes infectados foram analisados apés 1, 2, 4 e
8 semanas de infeccdo. Os resultados do primeiro estudo mostraram que a taxa
de difusdo da formulacdo de C. peltophoroides foi dependente do estagio de
cicatrizacdo das feridas. A técnica PAS foi eficaz em demonstrar o potencial de
permeacgédo do gel de C. peltophoroides em feridas excisionais em diferentes
etapas da cicatrizagdo. A maior taxa de permeacgdo ocorreu no 10° dia de
tratamento, periodo em que também foi observado um aumento na banda de
absorcao oOptica da meta-hemoglobina. No segundo estudo, a avaliagcéo fisico-
guimica mostrou que os pulmdes infectados com Pb apresentaram mudancas
significativas nos grupos funcionais amida |, CH3 e fosfato, e que as mudancas
nas bandas de absorcdo Optica foram uma consequéncia das alteracbes
morfolégicas ocorridas no pulméo infectado. Em conclusédo, os resultados
deste trabalho mostraram mais uma vez que a espectroscopia fotoacustica é
uma técnica muito importante para se determinar a difusdo de formulacbes em
sistemas biologicos, permitindo que se faca especificamente na cicatrizacao
cutanea, uma correlacdo entre a taxa de difusédo e os eventos bioldgicos do
processo cicatricial. A técnica FTIR-PAS mostrou grande potencial para andlise
de alteracbes fisico-quimicas em sistemas bioldégicos sem a necessidade de
reagentes ou manipulacdo da amostra, indicando que esta técnica pode tornar-
se promissora para o estudo dos mecanismos fisico-quimicos envolvidos nos

processos que resultam em apoptose.
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Abstract

In this work, the Photoacoustic Spectroscopy (PAS) was applied for two different
studies: First, using the UV-Vis spectral region, to determine ex vivo, in rats
cutaneous wound, the diffusion rate of a pharmaceutical gel, in which a 1% of
extract of Caesalpinia peltophoroides Benth skin was incorporated, to study its
healing properties; next, the technique in the infrared with Fourier transform set
up and photoacoustic detection (FTIR-PAS) was employed for ex-vivo
determination of tissue structural changes of infected Swiss mouse lungs with
Paracoccidiodes brasiliensis (Pb). The first study was performed in induced
wounds in rats Wistar after 4, 7, 10 e 14 days of treatment with the gel of C.
peltophoroides. In the second study, Swiss mouse lungs were infected with a
strain of the Pb18. The infected lungs were investigated after 1, 2, 4 and 8
weeks of infection. The results of the first study showed that the C.
peltophoroides formulation diffusion rate was dependent on the wound healing
stages. The technique was able to demonstrate the penetration of the C.
peltophoroides gel in induced wounds in different stages of the healing. The
higher penetration rate occurred at the 10° day of treatment, period in which an
increase in the meta-hemoglobin optical absorption bands was also observed. In
the second study, the physico-chemical evaluation showed that the infected
lungs with Pb presented significant changes in the optical absorption bands of
the functional groups amide I, CH3z and phosphate, and that the changes in the
optical absorption bands occurred as a consequence of morphological
alterations in the infected lungs. In conclusion, the results of this work showed
once again that the photoacoustic spectroscopy is a technique useful to
determine the diffusion of formulations in biological systems, allowing to
perform, specially in cutaneous wound, a correlation between the diffusion rate
with the biological events in the healing processes. The FTIR-PAS technique
showed potential for physico-chemical alterations studies in biological systems
without the need of using chemical reagents and sample manipulation,
suggesting that this method is promising for the study of the processes involved

in cellular apoptosis.



Sumario

RESUIMIO ..ottt e et et e e et et e e et et e e e ee b e e e e et e e e enn e e eenaas VI
Y 01 1 = V! PP VII
1. T (oo [UTot= o TP 9
L1 ODJEUIVOS ..o 11
2. Histdrico e fundamentos tedricos sobre a espectroscopia fotoacustica............ 12
2.1  ESPECIIOSCOPIA OPLICA .....ciieerriiiiie e e et e e e et e e e e e e earraas 12
2.2  Espectroscopia FOtOACUSHICA. ... ....ciuuiiiiieiiieeii e e e e e e 14
Historico do efeito fOtOACUSLICO .....ccoeeeeeeee e 14
Efeito fotoacustico: definiGao atual.............oooiiiiiiiiiiiiiiii e 15
Comportamento Gptico € tErmico das amMOSIIAS .........ccciviiiiiiiieii e eee e e 16
O siNal FOtOACUSTICO ....cceeeeeeee e 19
2.3 Espectroscopia no infravermelno .............oooiiiiiiic e 21
VIDragOES MOIECUIAIES. ... ..uuiiiiiiiiiii it nnnnees 22
3. Consideragfes gerais sobre as amostras e 0s sistemas estudados.................. 27
Caesalpinia peltophoroides BENth..........ccocoiiiiiiiiiiii e 27
MOIfOlOQIA DA PEIE ... e e 27
Histofisiologia da cicatrizag@o da Pele ......ccooeeeieieeeee e 29
Paracoccidioides brasiliensis (PD).........ccoiii oo 33
EStrutura do PUIMEIO ... 34
4, Procedimentos e montagens exXperimentais .........coceveveiieeiiiiei e 36
4.1 Estudo da taxa de permeacdo em feridas cutaneas de ratos..........cccccevvvvveeeenen. 36
Preparacédo das amostras para a avaliacdo da atividade cicatrizante .................ccc....... 36
Montagem experimental da espectroscopia fotoacUstica...........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 37

4.2  Estudo fisico-quimico e histolégico de pulmédo de camundongos infectados com
ParacocCidiodes Drasili@NSIS. ......cccoeeeeeeeeee e 39

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com deteccgéo
fOtOACUSHICA (FTIR-PAS) ....euiieiiiiiiieiiiiiiiieieieteeeeeeeeeeeeaeeeeeeesssesassessssssssssssssssnsssnsnsnnnnnnnnnes 40

5. RESUIAUOS € QiSCUSSAO .. e e eeeeeee e e e eeaens 42

Parte | - Espectroscopia fotoacustica para o estudo da difusdo de um extrato de

Caesalpinia peltophoroides Benth em feridas cutdneas............cccccccvvvvvvviviiieieiieeeieeee, 42
Parte Il - FTIR-PAS como método de estudo da Paracoccidioidomicose...................... 52
6. (070 ] o [od (1 Y0 =TSP 60
TS (=1 =] g [or - T T 60

ANEXO e 74



1. Introducao

Embora seja conhecida ha mais de 30 anos como uma técnica que apresenta
caracteristicas especiais para estudos em sistemas biolégicos in vivo, ex vivo ou in
vitro M, a Espectroscopia FotoacUstica (Photoacoustic spectroscopy - PAS) vem se
consolidando como um método muito util para se determinar a propagacdo e a
distribuicéo espacial, em tecidos biolégicos, de formulacdes de aplicacéo topica 23!,

A principio foi empregada essencialmente para a determinacdo da penetragéo
de cosméticos na pele, entretanto, atualmente vem também sendo muito aplicada na
avaliacdo da dinamica de difusdo e distribuicdo espacial de farmacos de aplicacéo
topica em outros sistemas bioldgicos, como pele ¥, unhas !, e dentes . Isto vem
ocorrendo em funcdo de uma caracteristica especial da técnica que € a de
possibilitar a determinacdo da taxa de penetracdo das substéncias ao longo da
espessura da amostra e também pelo crescente interesse nos medicamentos de uso
tépico, que sabidamente podem minimizar a ocorréncia de efeitos adversos nos
individuos. Estes fatos vém contribuindo para a consolidacdo da PAS para uso
rotineiro na area farmacéutica.

Outras vantagens estdo relacionadas as caracteristicas da PAS: ndo é
destrutiva, permite estudos em amostras semi-solidas e é muito sensivel na
deteccdo dos componentes absorvedores da formulagdo no corpo de prova, mesmo
guando estdo em concentragdes muito baixas.

Para cada estudo utilizando a fotoaclstica € importante estabelecer
previamente as regides espectrais. Na regido do ultravioleta e visivel (UV-VIS), os
mecanismos responsaveis pela absorc¢do da luz sdo governados essencialmente por
processos que envolvem transicdes eletrbnicas. Nestes casos, 0 espectro
fotoacustico permite obter as bandas de absorcéo Optica associadas as moléculas,
aglomerados ou ions presentes na amostra. Nos espectros na regido do
infravermelho proximo e médio, os mecanismos envolvidos na absor¢cdo sdo as
vibracbes e/ou as rotacdes moleculares. Os espectros no infravermelho, em geral,
permitem ndo sO identificar as moléculas presentes, mas também acessar
informacdes sobre a natureza das ligacdes quimicas. Assim, a técnica FTIR-PAS é
promissora para diagndéstico clinico, pois possibilita identificar alteracdes

bioquimicas em amostras, além de permitir a andlise de fendmenos biolégicos .
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Neste trabalho foram realizados dois estudos utilizando a técnica da PAS. No
primeiro avaliou-se a dinamica de penetracdo de um fitofarmaco em feridas
excisionais da pele, durante o processo de cicatrizacdo. Recentemente, avaliamos,
com este mesmo objetivo, por meio de PAS no UV-VIS, a taxa de permeacéo de
uma pomada de propolis em feridas excisionais na pele de ratos. Os resultados
foram correlacionados com os eventos de reepitalizacdo e re-vascularizagao,
obtendo-se desta forma a dinamica do processo .. Entre as justificativas para se
ampliar este estudo estd o grande interesse atual nos fitoterapicos ©*°. A
biodiversidade brasileira conta com aproximadamente 55 mil espécies vegetais
catalogadas %118, oferecendo um grande potencial para se obter moléculas com
funcionalidades que possam caracteriza-las como principios ativos de interesse
farmacéutico. Embora tenha este potencial, s6 recentemente os definidores de
politica cientifica vém imprimindo ac¢bes para o desenvolvimento de projetos
voltados para a obtencéo de novas formulacdes de interesse farmacéutico 9.

Uma planta medicinal é aquela que contém substancias bioativas com
propriedades terapéuticas, profilaticas ou paliativas. Desde o0s periodos pré-
histéricos, ha um grande nimero de espécies que sdo usadas na medicina popular
por diversos povos. Com a evolucdo do conhecimento cientifico, novas ferramentas
de analise e de extracdo dos principios ativos foram desenvolvidas. Isto resultou na
possibilidade de se isolar as substancias que conferem propriedades medicinais,
permitindo assim a producéo de novos farmacos 2°2%,

No segundo estudo a técnica fotoacustica no infravermelho (FTIR-PAS) foi
empregada numa avaliacdo fisico-quimica de pulmdo de camundongos Swiss
infectados com Paracoccidiodes brasiliensis (Pb). Pb é um fungo dimérfico térmico,
responsavel pela paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémica de natureza
granulomatosa, autéctone da América Latina “>?. A principal porta de entrada
deste fungo no organismo é a respiracdo, e os conidios produzidos por Pb podem
causar infeccdo a partir de um foco pulmonar inicial #*.

A importancia da PCM para a saude publica esta relacionada ndo s6 com a
atividade da doenca, mas também com as lesGes secundarias causadas por esta
micose, que podem levar & morte se ndo tratadas %, As manifestacées clinicas
principais que ocorrem s&o tosse seca, aumento de secrecdes e dificuldade para
respirar. No entanto, a consequéncia mais limitante desta micose € a ocorréncia de

insuficiéncia pulmonar crénica 27, resultante do desenvolvimento de fibrose.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9-hist%C3%B3ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9-hist%C3%B3ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
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A infeccdo experimental de animais que sdo suscetiveis ao fungo em geral é

a 8% 0O yuso da fotoaculstica no

capaz de mostrar 0 comportamento da doeng
infravermelho parece ser promissor neste estudo, uma vez que 0s espectros de
absorcdo podem fornecer informacdes sobre as mudancas conformacionais em

moléculas que constituem o parénquima pulmonar.

1.1 Objetivos

Os objetivos deste trabalho séo:

» Avaliar ex-vivo, com a espectroscopia fotoacustica nas regides espectrais do
ultravioleta e do visivel, a taxa de difusdo de uma formulacdo contendo
extrato bruto de Caesalpinia peltophoroides Benth. em feridas cutaneas de
ratos;

« Utilizar a fotoacustica no infravermelho médio, com o procedimento via
transformada de Fourier, para a determinacdo das mudancas estruturais em
pulmé&o de camundongos infectados com Paracoccidiodes brasiliensis;

» Associar os resultados das andlises fisico-quimicas com aqueles obtidos a

partir das analises histolégicas.
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2. Historico e fundamentos tedricos sobre a espectroscopia

fotoacustica

2.1 Espectroscopia optica

Sir Isaac Newton (1643-1727), foi um dos pioneiros da espectroscopia
Optica. Embora tenha se tornado famoso por sua obra das leis da mecéanica,
PhilosophiaeNaturalis Principia Mathematica, mais conhecida por Principia,
publicada em latim em 1687 Y a oéptica sempre esteve entre seus principais
interesses. O primeiro curso dado por Newton na Universidade de Cambridge, em
1669, foi sobre éptica. Seu primeiro artigo publicado em 1672 e seu ultimo livro,
Opticks, publicado em inglés em 1704 B2 foram estudos sobre a natureza da luz 2.
Newton foi o primeiro a descrever regras matematicas para explicar o
comportamento da refracdo da luz 3%

A espectroscopia € a area da ciéncia dedicada ao estudo da interacdo da
radiagdo eletromagnética com a matéria. Comprimentos de onda distintos
transportam diferentes quantidades de energia, resultando em interacbes que
podem ser analisadas para se obter informacdes sobre as caracteristicas da
estrutura molecular dos compostos e suas possiveis funcionalidades 53¢,

Cada radiacao eletromagnética pode ser caracterizada por um comprimento
de onda, conforme ilustrado na Figura 2.1. Na ordem crescente de energia, mostra-
se desde as ondas de radio até radiacdes de alta energia, como 0s raios-X e 0s
raios-y ["*"). Embora ndo haja uma definicio especifica dos limites entre cada regido
espectral, suas denominacdes auxiliam na caracterizagdo e no processo de

entendimento dos mecanismos de interacdo de cada radiacdo com a matéria.
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Figura 2.1. Representacéo esquematica do espectro eletromagnético 22,

De modo geral, quando uma radiacdo com um determinado comprimento de
onda interage com a matéria, ocorre um fendmeno espectroscopico, como por
exemplo, absor¢do, transmissao, reflexdo, espalhamento, luminescéncia,
fluorescéncia, entre outros, os quais dependerdo da energia da radiacao incidente e

do meio material considerado B

. Os estudos espectroscopicos sao tao eficientes
para revelar as propriedades de um meio que suas informacdes podem ser
consideradas como sua impressao digital do referido meio.

As frequéncias da regido do visivel correspondem a menos de 1% de todo o
espectro eletromagnético, cujos comprimentos de onda estdo compreendidos entre
400 e 700 nm. A radiacdo ultravioleta estd compreendida entre 200 e 400 nm. As
radiacdes do visivel e do ultravioleta podem induzir excitagdes nos materiais a partir
de transi¢cdes de determinados elétrons de seu respectivo estado de menor energia
para outros de maior energia, ou ainda podem provocar transferéncias de elétrons
entre atomos ou moléculas 13>39, Espectros no infravermelho préximo, médio
e longinquo refletem transicbes entre 0s niveis rotacionais dos Vvarios niveis
vibracionais de um estado eletrénico e os niveis rotacionais e vibracionais de outro
estado eletrénico *¥. Nesta regido espectral pode-se avaliar as ligacdes quimicas
das moléculas a partir da deteccdo das vibragdes ou rotacdes que elas apresentam.

7z

Isto é obtido, por exemplo, com a técnica fotoacustica no infravermelho via



14

transformada de Fourier, denominada de (photoacoustic spectroscopy of the Fourier
transform infrared — FTIR-PAS).

Em outras palavras, dependendo da radiacdo utilizada, pode-se recorrer a
uma técnica espectroscopica especifica. Neste trabalho, destacamos as regibes
espectrais do ultravioleta e do visivel para o estudo da taxa de difusdo do extrato de
C. peltophoroides em feridas cutdneas e a regido do infravermelho para a

determinacao das mudancas estruturais em tecidos do pulméo induzidas por Pb.

2.2 Espectroscopia fotoacustica
Historico do efeito fotoacustico

Em 1880, Alexandre Graham Bell utilizou sua prépria voz para modular um
feixe de luz solar que insidia em um sélido posicionado em uma camara fechada.
Neste experimento, ele observou a ocorréncia de efeitos sonoros que podiam ser

ouvidos por meio de um tubo ligado na referida célula, como ilustrado a Figura 2.2
[40]

7\ R®
T

[ |}

; 8

= o "&f‘ﬁ-

—
—

“k.

Figura 2.2. Foto da montagem experimental usada por Graham Bell para avaliar a
transmisséo de efeitos sonoros %,

Bell fez experimentos subsequentes utilizando uma variedade de sdlidos,
liquidos e gases. Ele observou que os efeitos sonoros induzidos dependiam da
natureza das substancias expostas a radiacdo e ainda do respectivo comprimento
de onda absorvido pelo corpo. Seu trabalho provocou grande interesse na €poca,

sendo considerado o primeiro a relatar o efeito fotoactstico .
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Em razdo da inexisténcia de microfones sensiveis e sistemas de
sincronizagdo de sinais a época, o efeito fotoacustico foi negligenciado por um longo
periodo de tempo. Na década de 40, com o surgimento dos primeiros microfones, o
efeito foi utilizado para o estudo de amostras na forma de gas. No entanto, foi
somente em 1973 que a espectroscopia fotoacustica, como a conhecemos hoje, foi
estabelecida para o estudo de gases, solidos e liquidos. Isto ocorreu gracas ao
trabalho pioneiro dos pesquisadores Allan Rosencwaig e Allen Gersho que
desenvolveram as bases tedricas e experimentais da técnica, estabelecendo
protocolos para estudos quantitativos que permitem a determinagéo de quantidades

fisicas de qualquer tipo de material 14%43

. Como consequéncia, a espectroscopia
fotoacustica tornou-se uma ferramenta valiosa para a determinacao de propriedades
Opticas e térmicas de materiais. Entre outros fatores, os autores destacaram a
possibilidade do método permitir a realizacdo de analise do perfil de profundidade de
centros absorvedores distribuidos ao longo da espessura da amostra sob teste 1.

O referido modelo permitia a utilizacdo de equacfes analiticas para descrever
o comportamento do sinal fotoacustico tanto em termos da poténcia de luz incidente,
como da frequéncia de sua modulacdo. Em seus experimentos, eles demonstraram
que o sinal fotoacustico era o resultado do fluxo periédico de calor, induzido apés a
incidéncia de luz, entre a superficie da amostra e o gas contido na célula

fotoacUstica. Tratava-se, portanto, de um fendmeno fototérmico “4Y.

Efeito fotoacustico: definicdo

O efeito fotoacustico pode ser observado quando um feixe de luz modulada &
absorvido por uma amostra posicionada dentro de uma célula fechada contendo
gas, que pode ser o proprio ar. A absorcdo da radiacdo incidente resulta em
excitacdo dos niveis de energia da amostra. Em seguida, se a relaxacdo é néo
radiativa havera geracdo de calor de forma peridodica na amostra. Havera assim,
ondas de pressdo no gas que esta em contato com a amostra. Um microfone
acoplado a camara fotoacustica detecta esta variagdo da pressao produzindo o sinal
fotoacustico. Sua intensidade depende da poténcia e da frequéncia de modulacao
da luz incidente. Portanto, o sinal fotoacustico é o resultado da interacéo da radiacao

com a matéria. Sua natureza é definida pelas propriedades Opticas e térmicas das
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amostras. A obtencdo de espectros de absorcdo Optica gerados a partir do sinal
fotoacustico caracteriza a técnica espectroscopia fotoacustica.

Comportamento oOptico e térmico das amostras

Em materiais transparentes ou semitransparentes, a atenuagéo da radiagdo ao
longo de sua espessura depende do comprimento de onda desta radiacdo e ocorre
de tal forma que a intensidade do feixe incidente diminui exponencialmente,

conforme prevé a Lei de Beer-Lambert 2

. A distancia de penetracado do feixe na
amostra até sua intensidade ser atenuada a 1/e (do valor lp incidente na superficie)
caracteriza a absor¢ao 6ptica do material. O parametro que mede essa penetracdo €

denominado de comprimento de absorcdo optica, |,, que € definido como: |, =1/8,

sendo g o coeficiente de absor¢éo optica do material.

A Figura 2.3 mostra as trés classificacbes que uma dada amostra pode

receber em termos do seu comprimento de absorgéo Optica e de sua espessura, |,

Luz incidente - Amostra opaca

- -“’mﬂw & =<1,
0o I [N X
Luzineidente :.. Amostra absorvedora
0 L Ig x
Luz incidente [ Amostra transparente
o R U g ¥
0 [ [ x

Figura 2.3. Classificacdo do comportamento éptico das amostras.

Uma vez que a amostra esteja classificada em termos do comprimento de
absorcdo Optica, é necessario estabelecer como o calor gerado em uma
determinada profundidade pode contribuir para 0 aumento de pressao na célula, ou
seja, para a geracdo do sinal fotoacustico. Atualmente, sabe-se que o sinal
fotoacustico pode ser gerado por pelo menos quatro mecanismos principais, sendo

eles: difusdo térmica, expansao térmica, efeito termoelastico e efeito fotobarico.
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Difusdo térmica: Neste processo, a incidéncia da luz modulada sobre a
amostra produz um fluxo térmico no interior da mesma até o gas circundante,
provocando neste uma variacdo de temperatura com a mesma frequéncia de
modulacado da luz incidente, como mostra a Figura 2.4. Uma fina camada do gas, a
que estd préxima a interface amostra-gas, é que responde termicamente as
flutuacdes de temperatura da amostra. Esta camada de gés, que estda em contato
com a amostra, se aquecera e passara a expandir e contrair periodicamente
funcionando como um pistdo, gerando uma onda de pressao no interior da camara
fechada. O sinal fotoacustico resultar4 dessa variacdo de presséo que € detectada
por um microfone acoplado a célula. Este processo é conhecido como modelo de
pistdo simples.

Luz modulada

388

2555444

Figura 2.4. Representacdo esquematica do fendmeno de difusao térmica.

Expansao térmica: Neste mecanismo, a propria amostra se expande e contrai
devido ao aquecimento periédico causado pela absor¢cdo da luz modulada, como
ilustrado na Figura 2.5. Deste modo o movimento da superficie da amostra atua
sobre a coluna de gas provocando uma onda acustica, no gas. Neste caso, a
intensidade do sinal é governada pelo coeficiente de expanséo térmica do material.
Em geral, este mecanismo é dominante quando a amostra é de um material que

apresenta alto valor para o coeficiente de expansao térmica.

Luz modulada

Figura 2.5. Representacdo esquematica do fendbmeno de expanséo térmica.

Flexdo termoeldstica: Este processo acontece quando h& formagdo de um

gradiente de temperatura ao longo da espessura da amostra. Este gradiente é
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gerado devido ao decréscimo da absor¢cdo a medida que a luz penetra no material.
Isto faz com que a expansdo térmica seja diferente para diferentes planos da
amostra (perpendiculares ao gradiente), o que induz uma flexdo. Em especial isto
ocorre quando as bordas da amostra estdo presas, conforme ilustra a Figura 2.6.

Este processo € também periddico, gerando ondas de pressdo no gés e,

consequentemente, sinal fotoacustico.

.............
'''''

Figura 2.6. Representacdo esquematica do fendbmeno de flexdo termoeléstica.

Efeito fotobarico: Este efeito € observado em amostras fotoquimicamente
ativas, com troca gasosa entre a amostra e o gas da célula fotoacustica. E o que
acontece, por exemplo, com folhas de plantas que liberam oxigénio quando realizam

fotossintese, conforme ilustrado na Figura 2.7.

Luz modulada

Figura 2.7. Representacdo esquemética do fenébmeno de efeito fotobérico.

Comprimento de difusédo térmica

O comprimento de difusado térmica, us, tem unidade de comprimento (cm), e é

definido pela expresséo (2.1):

D
U= |— (2.2).
7z f

em que D é a difusividade térmica (cm?/s) e f é a frequéncia de modulacgéo (Hz) do
feixe de luz incidente. Escolhida uma dada frequéncia de modulagdo para o
experimento, este parametro fornece a camada da amostra (no lado da incidéncia de
luz) que a radiac&o absorvida € convertida em calor contribui para a geracéo do sinal

fotoacustico.
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Classificacdo térmica: classificam-se termicamente as amostras a partir da

comparacao de sua espessura (Is) com o comprimento de difusdo térmica (us):
e Se Ps>>ls: amostra termicamente fina;
e Se ps<<ls: amostra termicamente grossa.

E importante ressaltar que uma amostra opaca pode ter seu espectro
resolvido, desde que us<lg. Na fotoacustica, uma amostra é considerada saturada se
toda luz absorvida gera sinal acustico. A saturacdo pode ser contornada diminuindo-
se as dimensbes da amostra (tornando-a ndo opaca), ou aumentando-se a
frequéncia de modulacéo (o que reduz o valor de us). Isto porque com o aumento da
frequéncia o sinal é gerado em camadas cada vez mais superficiais. Assim, com a
dependéncia do comprimento de difusdo térmica, us, em funcdo da frequéncia de
modulacao, é possivel efetuar uma analise do perfil de profundidade no material. Ou
seja, € possivel obter espectros de absorcdo Optica das diferentes camadas da
amostra em estudo.

A Figura 2.8 mostra um esboco do perfil de penetragdo numa amostra,
ilustrando o que ocorre se a frequéncia angular de modulacdo da luz (w) for
modificada. As flechas representam as profundidades até onde o sinal PA é gerado,
para a respectiva frequéncia de modulacdo. Nesta figura, a frequéncia cresce a
partir de w; até ws. Quanto menor a frequéncia de modulacdo da luz maior sera a

profundidade de geracao do sinal fotoacustico.

Luz modulada

138.8.0.0.1

Frequéncia

w=217f

profundidade de geracao
do sinal PA

Figura 2.8. Diagrama do perfil de profundidade na geracéo do sinal fotoacustico.

O Sinal Fotoacustico

N&o é nosso objetivo neste trabalho apresentar todos os modelos tedricos
para a espectroscopia fotoacustica. Mostraremos apenas 0s aspectos principais do

modelo de difusdo térmica para o sinal fotoacustico de Rosencwaig e Gersho.
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Tratamentos mais completos dos modelos para outros mecanismos de geracao do
sinal ou arranjos experimentais podem ser encontrados em outros trabalhos
[1,3,7,40,42].

O modelo de difusdo térmica para o sinal fotoacustico consiste em considerar
uma pequena camada de gas em contato com a superficie da amostra, a qual é
capaz de responder termicamente as variagbes de temperatura provocadas pela
absorcao da luz incidente.

A configuracdo unidimensional padrdo da célula fotoacustica esta

representada na Figura 2.9.

Microfone
. "
Radiagiic ||J 2
= []
||- a , Zo
0 Gas 2% Amostra
0] ]
= 3 (A7) 33
€ - /
© a
= Q

H >
kg —2mys 0 o ot

Figura 2.9. Geometria da célula fotoacUstica convencional *2,

Em que O(zero) é a origem do sistema unidimensional; 2pg é a espessura do
gas que responde a variagdo de temperatura da amostra; |y € a espessura da
amostra; Iy + |, € a espessura da amostra mais a do suporte.

O sinal fotoacustico € gerado pela variagdo de pressao do gas no interior da

celula. No caso em que a coluna de ar € termicamente grossa, ou seja, |, >2mu,, a

intensidade do sinal fotoacustico torna-se bem reduzida, tendendo a se anular. A

maxima intensidade do sinal € obtida quando 1, ~ x,. Um fato importante € que o

7

sinal fotoacustico € processado por um analisador sincrono, o Lock-in, que
sincroniza os sinais elétricos provenientes do microfone e do modulador da luz. Isto
significa que o sinal processado € a componente ndo temporal da variagcdo de
pressdo na célula, sendo composto por uma intensidade e uma fase. A fase € o
atraso temporal entre o sinal elétrico do modulador (referéncia que define o instante
da incidéncia da radiagdo na amostra) e o sinal proveniente do microfone. Este
atraso estd ligado com o intervalo de tempo necessario entre a absorcdo da
radiacdo pela amostra até a variagdo de pressdo no gas ser detectada pelo

microfone. Em outras palavras, esta ligado ao valor do tempo de relaxacdo nao
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radiativa do centro absorvedor na amostra. Assim, o sinal fotoacustico pode ser

representado por um fasor no plano complexo, como mostra a Figura 2.10.
]'Inu

s

-

S,

S Jrsen(I)

©

S,cos® Re

Figura 2.10. Representacao fasorial do sinal fotoacustico.

Em que
Sy =Spel®f (2.2).
A amplitude e a fase séo os principais parametros em medidas experimentais
com a fotoacustica. A intensidade do sinal depende linearmente da poténcia
luminosa e do inverso do comprimento da coluna de gas. O sinal depende ainda do
comprimento de onda utilizado e da frequéncia de modulagédo com que esta radiacao
chega até o material a ser estudado. Por outro lado, a fase do sinal fotoacustico
independe da poténcia incidente. Ela é diferente para cada comprimento de difusdo
térmica, Ys, variando com a profundidade onde ha geracdo de calor. Além disso, ela
depende do tempo de relaxacdo nao radiativa de cada centro absorvedor na
amostra, ou seja, pode distinguir absorcées geradas por diferentes moléculas ou

estruturas moleculares nas amostras.

2.3 Espectroscopia no infravermelho

A descoberta da regido espectral do infravermelho é atribuida a Friedrich
Willian Herschel (1738-1882) que em 1800 investigou qual cor da radiagdo solar
produzia mais calor. Para isto, ele utilizou um prisma de vidro, transparente a
radiacédo, que decompde a luz solar 43441 Com auxilio de um termdmetro, Herschel
verificou que ao posiciona-lo na regido espacial apés a vermelha do espectro,
ocorria um aumento inesperado da temperatura. Descobria-se assim o que hoje se

(45]

chama de radiacdo infravermelha ™. A condicdo para que ocorra absorcao da

7

radiacdo infravermelha é que haja variagdo do momento de dipolo elétrico da
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molécula, como consequéncia das alteracdes nos seus movimentos vibracional ou
rotacional 1647,

A energia de vibracdo dos atomos no interior de uma molécula esta na regiao
do infravermelho, entre aproximadamente (10 e 12.500 cm™) “"¥ Esta regido é
subdivida em infravermelho préximo (4.000 — 12.500 cm™), médio (400 — 4.000 cm™)

e longinquo (10 — 400 cm™), ilustrado na Figura 2.11 ¥,

! Infravermalha
Wigivel a4 »> Micropndas

z [ | | =

Praxima Média Longingua

Figura 2.11. Subdivises do infravermelho no espectro eletromagnético 7.,

Vibra¢des moleculares

Mesmo em um solido em temperaturas proximas do zero absoluto, os &tomos
estdo em continuas oscilacdes em torno de uma posicao de equilibrio. As amplitudes
das oscilacdes sdo da ordem de 10™! a 102 metros, enquanto suas frequéncias
vibracionais correspondem as regiées das radiac6es infravermelhas.

As vibracdes moleculares podem ser classificadas em dois tipos, vibracédo de
deformacéo axial (stretching) e vibracdo de deformacéo angular (bending), conforme
ilustrado na Figura 2.12. As deformacgdes axiais ou por estiramento séo oscilagcdes
radiais das distancias entre os nudcleos, enquanto que as deformacgfes angulares
envolvem mudancas nos angulos entre o plano que contém a ligacdo e um plano de
referéncia. Transicfes entre 0s niveis vibracionais podem ocorrer quando houver
mudanca do momento dipolar devida a variacdo da distribuicdo carga ao redor das
ligagOes. Isto pode ser observado quando se aplica um campo elétrico no sistema.
Alteracbes do momento dipolar podem ocorrer em moléculas diatbmicas
heteronucleares e para moléculas poliatbmicas que apresentam vibragfes
assimétricas 857,

Se em um sistema ha N atomos né&o combinados, livres para se
movimentarem em trés dimensodes, o sistema teria 3N graus de liberdade. Contudo,
se estes atomos estdo combinados, formando uma molécula, continua, ainda,

existindo 3N graus de liberdade, dos quais trés sdo relacionados a translacdo do
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centro de massa da molécula e trés para a rotacdo da mesma em torno de trés eixos

perpendiculares. Logo restariam (3N-6) graus de liberdade para as vibracées .

-1
1340 cm 2350 e

Deformagao axial simétrica do CO; Deformagiio axial simétrica do CO,

Aumentando a distancia interatdmica Diminuindo e aumentando a distancia interatémica

c - 7 -1
1465 ¢! 720 cm

-~ -

Deformacao angular assimétrica
no plano do —CH, —
denominada de balango

Deformagdo angular simétrica
no plano do —CH2 —_
denominada de tesoura

%
=
=

Figura 2.12.llustracdo da vibragéo por deformacao axial (stretching) e por vibragéo de

deformacao angular (bending) 2.

Para moléculas lineares ndo ha rotacdo em torno do eixo internuclear e, em
consequéncia, restam (3N-5) graus de liberdade para as vibragdes. Estes graus de
liberdade correspondem aos diferentes modos normais de vibragdo da molécula.

Um modo normal de vibracdo é aquele no qual cada nucleo realiza uma
oscilacdo harmoénica simples em torno de sua posicdo de equilibrio e todos os
ndcleos se movem em fase com a mesma frequéncia. O centro de gravidade da
molécula permanece inalterado.

Para explicar o comportamento vibracional das moléculas existem varios
modelos. O mais utilizado € a descri¢ao tipo oscilador harmdnico por meio da teoria
de perturbacédo para determinar os niveis de energia do sistema °?. Neste modelo a
energia vibracional do sistema € uma funcdo quadratica da distancia entre os
atomos e a oscilagdo entre eles é simétrica. Considera-se que a ligacdo entre os
atomos é descrita por um comportamento tipo massa-mola, no qual a frequéncia de
vibracdo (v) € descrita pela lei de Hooke, representada pela Equacdo 2.3. Aqui k
representa a constante de forca e p a massa reduzida do sistema, que se representa
pela Equacdo 2.4. Em que m e M correspondem as massas dos atomos presentes
na ligagao.

1

Y

LRk

(2.3).

N

u= (2.4).
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Este modelo s6 permite a transi¢cao entre niveis vibracionais adjacentes, dado
que todos os niveis estdo igualmente espacados, e estas transi¢coes tém de respeitar
os critérios de simetria 2.

No caso de moléculas diatbmicas, para o modelo do oscilador harmoénico
ideal, a energia potencial (E) contém apenas um termo quadratico, sendo
representada pela Equacdo 2.5. Em que r é a distancia internuclear e re a distancia

internuclear de equilibrio, representando-se esta diferenca entre as distancias por x.
_1 2_1,.2
E = Ek(r—re) = Ekx (2.5).

A energia vibracional (E,;;,) de cada nivel para este modelo é dada pela

Equacéo 2.6, na qual v representa o numero quantico vibracional e h a constante de

Planck.

Eyip=hv v+3 (2.6).

Fung3o Potancial Harmdnica

nergia Potencial

.=

r Disténcia interatdmica

Figura 2.13. Perfil da energia potencial, no modelo do oscilador harménico 5.

Um modelo mais realista € o do oscilador anarmdnico, uma vez que a ligagcao
entre os atomos nao € um oscilador perfeitamente harménico e ainda podem ocorrer
quebras de ligacdo se a molécula se estender além do regime elastico, podendo
ocorrer dissociagcdo. Assim, o oscilador anarmoénico prevé niveis de energia
separados por diferencas de energia decrescentes. Isto ocorre a medida que

aumenta o numero quéantico vibracional (lei de Morse), resultando em transi¢cdes
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entre niveis ndo adjacentes, denominadas de sobreposi¢fes, e transicbes que
envolvem duas vibracgdes diferentes, denominadas de combinagdes.
A energia potencial ¥ no modelo anarmdnico é descrita pela fungdo de Morse,

conforme apresentada na equacao a seguir.
2
V=D,1—e 2 Te (2.7).
em que a € uma constante molecular, D, é a energia de dissociacdo, r, € a

distancia interatbmica de equilibrio e r € a distancia interatdmica nhum dado instante.

A constante a esta relacionada a constante K da molécula:

k
2D,

a= (2.8).

Assim, a energia de um oscilador com potencial de Morse é quantizada e tem

valores dados por:
1 1 2
E=hv, v+ 7 = hv,x, v +5 (2.9).

em que v,.€ a frequéncia vibracional harménica, v € o nimero quantico vibracional, e
x. € uma constante sem dimensao, chamada de constante de ndo-harmonicidade.
A constante de anarmonicidade aparece como uma combinacdo de outras

constantes vibracionais, definida como:

X, = = (2.10).

= 4D,

em que as unidades de v, e D, sdo as mesmas, para que x, ndo tenha unidade.

Nas Figuras 2.13 e 2.14 estdo representadas as variacbes da energia
potencial para o modelo do oscilador harménico e para o anarménico. Nota-se que
as distancias entre os niveis vibracionais sédo diferentes em cada modelo, isto €, no
do oscilador harmbnico a distancia entre cada nivel é sempre a mesma, enquanto
gque no anarmonico ela diminui a medida que a energia aumenta. As figuras
demonstram também, que para elevadas distancias nucleares entre os dois atomos
presentes na ligacdo, o modelo do oscilador anarmdnico prevé a dissociacdo da
molécula, enquanto o harmonico néo.

A explicacdo de uma molécula diatbmica como sendo um oscilador com o
potencial de Morse é plausivel, pois correlaciona varios observaveis importantes,
como: frequéncia classica, energia de dissociacdo, constante de forca, n&o-

hamonicidade.
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Fungdo Potencial Anarmdnica
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Figura 2.14. Perfil da energia potencial no modelo anarmémico 1%,
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3. Consideracbes gerais sobre as amostras e 0s sistemas estudados

3.1 Caesalpinia peltophoroides Benth.

A espécie Caesalpinia peltophoroides Benth., conhecida como sibipiruna ou
“falso pau brasil”, é utilizada como planta ornamental e possui potencial madeireiro.
No Brasil, € encontrada na regido de mata atlantica e ainda na regido do pantanal
51 A madeira é muito utilizada na construcdo civil e na producdo de méveis em
geral, por ser pesada, dura e de média durabilidade .

C. peltophoroides possui sinonimia cientifica com Caesalpinia pluviosa DC. e

na Bolivia é utilizada para tratamento de disenteria °®. Extratos da casca de C.

pluviosa apresentaram, em estudos in vitro, atividades contra o agente etiolégico da
m [57-59]

malaria, Plasmodium falciparu

Figura 3.1. (A) Partes aéreas e (B) tronco de Caesalpinia peltophoroides ©°.
3.2 Morfologia da pele

A pele é um 6rgao multifuncional muito complexo, resistente, flexivel e bastante
impermeavel que, moldando e revestindo o corpo, o isola do meio exterior Y. Por
sua inervacao, vascularizacdo e presenca de neuromediadores, a pele é muito
importante pelas inidmeras funcdes que desempenha, tais como: protecao,
renovacao e reparacao, secre¢des sebaceas e sudoral, regulacdo da temperatura do
corpo e absorcéo da radiacéo ultravioleta para a sintese de vitamina D 2.

Na composi¢do quimica desse tecido o elemento mais importante é a agua,
com cerca de 70% da massa total. As substancias de natureza proteica, como
aminoacidos, proteinas (elastina, colageno, melanina), azotados (acidos graxos e

uréia), representam 27,5% de seus constituintes quimicos. Destacam-se ainda os
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lipideos simples como o colesterol, lipidios complexos como as ceraminas e
fosfolipidios e ainda os lipidios de reserva. Na pele também sédo encontrados sais
minerais, principalmente, sodio, potassio, calcio, magnésio, zinco, ferro, fésforo,
enxofre e iodo *3,

Estruturalmente é constituida por duas camadas, uma externa, a epiderme,
constituida por tecido epitelial e logo abaixo a derme, de natureza conjuntiva. Abaixo
da derme estd a hipoderme que apesar de ter a mesma origem da derme, nédo faz
parte da pele, apenas serve de suporte e unido com Orgdos adjacentes, como

mostra a Figura 3.2 3,

Poro , Glandula
sudoriparo %W usculo sebacea
e

2 Pélo
eissner;

Camada cornea

Epiderme (queratinizada)

Terminagao
nervosalivre
o)

N ™
)’/ Glandula
e | sudoripara
7 L Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Foliculo piloso

Figura 3.2. Representacdo das camadas e estrutura da pele e tecido subcutaneo
[64]

A epiderme é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, formado por camadas sobrepostas de células sendo a mais comum
0S queratinécitos. Na epiderme também se encontram os melandécitos, que
produzem a melanina, pigmento que confere cor a pele e absorve 0s raios
ultravioletas (UV); as células de Langerhans, fagocitarias; e as células de Merkel,
mecano-receptoras. A epiderme é um tecido avascular ¢4,

A derme, localizada abaixo da epiderme, € constituida por colageno e elastina
mergulhados em uma matriz extracelular vascularizada. O principal tipo celular da
derme sdo os fibroblastos, mas também sdo encontrados macréfagos e outras

células do sistema imune 64,
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3.3 Histofisiologia da cicatrizacao da pele

Qualquer ruptura na integridade da pele deve ser rapidamente e eficazmente
reparada num processo que se da de forma espaco-temporal altamente organizada
e envolvendo diversas etapas que incluem: inflamacao, reepitelizagdo, contracdo

das feridas, fibroplasia e remodelacéo 7.

Fase inflamatoria

Injaria tecidual inicia uma resposta celular e vascular que limpa a ferida de
tecidos desvitalizados e estranhos e dispara 0s eventos para a cicatrizagdo e
regeneracao.

A primeira reacdo do organismo ao trauma € a vasoconstricdo no local da
ferida, para controlar a hemorragia. Segue-se a vasodilatacdo com extravasamento
de sangue e formacdo de um coagulo de fibrina que tampona a lesdo fornecendo
assim uma matriz proviséria para a migracdo das células responsaveis pelo
processo de reparo 7% O codgulo serve também como um reservatério de fatores
de crescimento que s&o liberados a partir da desgranulacéo das plaquetas 8%,

Os granulos das plaquetas se difundem pela matriz proviséria formando um
gradiente quimiotatico que orienta a migracdo dos leucécitos, tanto da circulagcédo
como das regides adjacentes ®®. Os capilares proximos da ferida tornam-se mais
permedveis e 0 exudato inflamatorio infiltra-se nos tecidos circundantes e na area da
ferida. Estas manifestagcbes sao todas locais, originando um aumento de sinais
cardinais da inflamac&o (rubor, calor, tumor e dor) ©®!.

Os neutréfilos e mondcitos sdo as primeiras células a migrarem para a
superficie da ferida, para formar uma barreira contra a invasao de microorganismos.

Estudos recentes mostram que o0s neutrofilos sdo também uma fonte de
citocinas proé-inflamatérias que provavelmente liberam os primeiros sinais para ativar
fibroblastos e queratindcitos locais. A menos que a ferida esteja infectada, o
infiltrado de neutréfilos cessa apés alguns dias ©8!,

Em seguida as células que surgem na regidao sédo os macrofagos (segundo ao
quinto dia) que auxiliam os neutrofilos na eliminagdo de microorganismos pela
fagocitose de debris teciduais. No entanto, sua participacdo mais relevante na
inflamacdo é a producdo e liberagédo local de diversos fatores de crescimento e

citocinas amplificando os primeiros sinais liberados pelas plaguetas e neutrdfilos. Os
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macréfagos tornam-se predominantes e assim permanecem até o final do reparo
[66,68,71]

A seguir os linfocitos comegcam a aparecer em grande numero. Embora seu
papel no processo de reparo ndo seja bem definido, parecem ter uma funcdo na
secrecdo de citocinas que sdo mitdbgenas e quimioatraentes para fibroblastos e
participam na remocéo de neutréfilos velhos 7.

Qualquer processo que retarde esta fase, como infeccdo, lesdo fisica
provocada durante a colocacao do curativo ou movimento repetido, € nocivo para a

cicatrizagéo.
Fase de reepitelizacéo

O processo de reepitelizacdo da ferida se inicia imediatamente apés a leséo.
Os estagios mais importantes desta etapa compreendem: a) migracdo das células
através da area danificada; b) proliferacdo dos queratinécitos basais proximas ao
leito da ferida.

Em uma pele normal os queratindcitos estdo presos na lamina basal por
hemidesmossomos e ligados uns aos outros por desmossomos. No sitio da leséo,
0s hemidesmossomos sdo desmontados. Apds perderem a inibicdo por contato as
células adjacentes a ferida sdo estimuladas a migrar ao longo da matriz provisoria
[68]_

Sao propostas duas estratégias diferentes para migracédo celular: 1) por um
fendbmeno denominado de “efeito de vizinhancga livre”, as células basais proximas a
regido de ferida, sé&o ativadas e rastejam de forma sequencial, por meio da formacao
de lamelipédios, envolvendo a contragéo de filamentos de actinomiosina intracelular
[66]; 2) ou por um processo chamado “leap-frog” (“pulo do sapo”) na qual as células
‘rolam” umas sobre as outras (as células da camada supra basal sobre aquelas da
camada basal) 8.

A migracdo das células epiteliais faz-se utilizando a disposicdo da fibrina
como guia e dirigindo-se da margem para a zona central da ferida. Quando as
células epiteliais provenientes de uma e outra margem se encontram no centro, a

migrac&o e a mitose param como resultado da inibicdo por contato ¢67%74,
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Algumas horas depois do inicio da migracdo ocorre um pool proliferativo de
células epiteliais na margem da ferida, para substituir aquelas perdidas durante o
dano 8,

A superficie da ferida umedecida e oxigenada é um fator que acelera o
processo de migracdo. A medida que a regido da les&o vai sendo coberta, as células
voltam ao seu estado normal e a membrana basal é refeita e os hemidesmossomos

e desmossomos s&o reconstituidos ©°1,
Contracao das feridas

Durante o processo de contracdo, as margens das feridas se movem uma em
direcdo a outra, como se houvesse uma forca de atracdo. Isto ocorre devido a
diferenciacéo de alguns fibroblastos dermais em miofibroblastos. Este fenémeno se
chama contracdo e faz com que as feridas abertas na pele encolham e fechem,

empurrando o tecido normal para a area lesada cobrindo o defeito %Y,

Fase de fibroplasia

7 pY

A migracdo e ativacdo de fibroblastos € intensa devido a presenca de
macréfagos derivados de monécitos e a producdo e liberacdo dos mediadores
quimicos produzidos por eles. Com o aumento de fibroblastos ativados para a
sintese de colageno, inicia-se a fibroplasia. Os fibroblastos sdo estimulados a migrar
através da matriz proviséria formada e seguindo a orientacdo do gradiente quimico

de substancias quimioatraentes 72

Concomitante a esta fibroplasia, ocorre
intensa proliferacdo vascular (angiogénese) a partir dos vasos pré-existentes nas
bordas da ferida. O sucesso da fibroplasia depende da formacdo dos novos vasos
uma vez que oxigénio e nutrientes sdo requeridos pelas células metabolicamente
ativas [°°.

Este tecido formado por fibroblastos, substancias produzidas por eles e vasos
sanguineos € denominado tecido de granulagéo, clinicamente apresentando-se com
aspecto granuloso e avermelhado.

A maior parte dos fibroblastos que surgem na area lesada parece se originar
a partir de células precursoras que rodeiam os vasos sanguineos. O sinal que leva a
diferenciacéo destas células tem sido atribuido a fatores de crescimento derivados

das plaquetas e dos macréfagos Y.
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Na fase proliferativa precoce, a sintese e a lise de colageno ocorrem
simultaneamente, qualquer aumento na lise e atraso ou diminuicdo na sintese
podem causar deiscéncia da ferida.

Feridas em locais altamente vascularizados, como na cabeca e pescoco,
tornam-se seguras tdo rapido que os pontos de sutura podem ser retirados entre o
3° a 5° dia. Em areas menos vascularizadas como no tronco a cicatrizagdo € mais
lenta e os pontos de sutura devem ser retirados entre o 7° a 8° dia. As feridas nas
extremidades cicatrizam ainda mais lentamente, devendo manter-se os pontos de

sutura durante 10 a 15 dias '+,
Fase de remodelacao

A Ultima fase € a de remodelacdo ou maturacdo. Nesta, a estruturacdo do
novo tecido da cicatriz é extensivamente remodelada. A medida que a angiogénese
supre as necessidades metabdlicas, a sintese de coldgeno comeca a decair,
fibroblastos e macréfagos desaparecem e o colageno excessivo é removido °®. Uma
grande parte do colageno, originalmente distribuido ao acaso, sera destruido e
substituido por novas fibras colocadas de forma conveniente ao longo das linhas de
tensdo. A resisténcia da cicatriz aumenta gradualmente até ficar semelhante a do
tecido normal, mas ndo € esteticamente nem funcionalmente perfeito, pois, uma
cicatriz cutanea completamente madura possui apenas 70% da resisténcia da pele.
A elasticidade provavelmente nunca retornara ao normal e mesmo passados muitos

anos, apés um exame cuidadoso pode-se identificar o tecido da cicatriz 8771,
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Ferida incisional

A - 24 horas pds-lesao Epiderme Neutrofilos
Derme infiltrando
Subcuténeo

Queratindcitos

B — Uma semana pds-lesao

Processo mitdtico

Proliferagdo de células

Encurtamento da cicatriz

. = Restauragdo da epiderme
C - 6 semanas pos-lesdo

Fibroblastos

Regressdo dos vasos sanguinios

Figura 3.3. Fases de cicatrizacdo: (A) fase inflamatoria, (B) fase proliferativa e (C) fase de
remodelacao 3.

3.4 Paracoccidioides brasiliensis (Pb)

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) é um fungo dimérfico térmico ¥, que na
natureza, encontra-se na forma de filamento, que produz conidios, estrutura que
pode induzir infeccdo em humanos 2.

Estima-se que aproximadamente 10 milhdes de pessoas séo infectadas por
Paracoccidioides brasiliensis (Pb) nas regides endémicas na América Latina ['4. A
taxa de incidéncia anual da paracoccidioidomicose (PCM) entre a populagédo
brasileira € estimada de 1-3 por 100.000 habitantes e a mortalidade é de
aproximadamente 0,14 por 100.000 habitantes, destacando-a como oitava causa de
morte por doenca predominantemente crdnica ou repetitiva. Entre as doencas
infecciosas e parasitarias, é a taxa de mortalidade mais elevada entre as micoses
sistémicas . No Parana, corresponde a quinta causa de 6bitos por doencas dessa
natureza e € onde esta registrada a maior taxa de mortalidade por PCM do Sul e

Sudeste, cerca de 3,52 6bitos por 1.000.000 de habitantes .
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A viruléncia pode ser estudada pela infeccdo experimental de animais
susceptiveis ao fungo, apresentando as mesmas caracteristicas de cronicidade e
generalizagdo da doenca observadas no homem. A influéncia da viruléncia de P.
brasiliensis na relacdo parasita-hospedeiro pode ser evidenciada pelas diferentes
manifestacbes clinicas da PCM, incluindo padrdao de formacdo do granuloma e
6rgéos envolvidos [®.

O pulmédo é o o6rgdo mais frequentemente acometido. A infeccdo causa
severas modificacdes hemodinamicas comprometendo anatomicamente o 6rgao "
A doenca é caracterizada por uma inflamacéo granulomatosa crénica e fibrose, que

visam isolar o agente infectante ["®7".

3.5 Estrutura do Pulmao

Os pulmbes sdo oOrgdos pares situados na cavidade toracica. Estdo
separados um do outro pelo coracdo e por outras estruturas situadas no mediastino.
Os brénquios principais ddo origem a brénquios secundarios, ou lobares. O
brénquio principal direito € mais largo, mais curto e mais vertical que o esquerdo @,
Os brénquios lobares, trés do lado esquerdo e dois do lado direito, ddo origem a
brénquios terciarios, ou segmentares. Os brénquios terciarios ramificam-se diversas
vezes, formando os bronquiolos terminais. Por sua vez, estes se ramificam e
transformam-se em bronquiolos respiratérios, que por sua vez dao origem a Varios
ductos alveolares que terminam nos alvéolos.

Cada pulmao é dividido em lobos por uma ou mais fissuras. O pulméao
esquerdo tem uma fissura obliqua e dois lobos; o pulméao direito tem duas fissuras,
obliqua e horizontal, e trés lobos (figura 3.4) . O pulmé&o é constituido por uma
substancia esponjosa leve, mas altamente elastica, denominada parénquima, que
permite a expanséao e contragdo dos mesmos e as trocas gasosas (78]

Todos os l6bulos contém um vaso linfatico, uma arteriola, uma vénula e um
ramo de um bronquiolo terminal. A pleura € uma membrana serosa de dupla
camada que envolve e protege cada pulm&o. E constituida por dois folhetos: visceral

(80]

e parietal Entre a camada externa e a interna ha um pequeno espacgo, a

cavidade pleural, que contém liquido pleural produzido por estas membranas.
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Lobos do pulmao

Lado direito Lado esquerdo

Q3

Superior
Medio

Inferior

Figura 3.4. Esquema representativo da anatomia macroscopica do pulméo com seus
lobos ™!,
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4. Procedimentos e montagens experimentais

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa

(anexo 1 e ll).
4.1 Estudo da taxa de permeacdo em feridas cutaneas de ratos
Preparacao das amostras para a avaliacao da atividade cicatrizante

Este estudo foi desenvolvido em parceria com os professores Dr?. Eneri Vieira
de Souza L. Mello e Dr. Jodo Carlos Palazzo de Mello e a doutoranda Fernanda
Bueno do Departamento de Farmacia (UEM). O tema também fez parte da
dissertacdo de mestrado da referida pés-graduanda 7.

Foram utilizados 20 ratos Wistar divididos em quatro grupos correspondente a
4, 7, 10 e 14 dias de tratamento. Neste periodo os animais foram mantidos em
gaiolas individuais no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfologicas
(DCM) em condigdes laboratoriais padronizadas (temperatura de 22+1 °C e umidade
relativa de 50+10%) e, ciclo dia-noite de 12 h recebendo ragéo e agua.

Para a epilacdo dos animais e realizacdo das feridas, os mesmos foram
anestesiados com Rompum/Ketamina 1:1 (1 mg/kg). Apds a assepsia do local,
utilizou-se um molde (punch) de 1 cm? para marcar na pele a area das feridas. Com
auxilio de tesoura realizou-se duas feridas, ou seja, com remocao da epiderme e
derme, como mostra a Figura 4.1.

Vinte e quatro horas apds a realizagédo das feridas, aquelas do lado esquerdo
receberam uma aplicagcdo diaria de uma formula farmacéutica gel contendo 1% de
extrato bruto obtido de cascas de C. peltophoroides. As feridas do lado direito

receberam o gel base sem a adicao de extrato.
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Figura 4.1. a) Feridas realizadas no dorso dos animais e b) punch utilizado para marcagéo

no dorso.

Apos 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento, os animais foram injetados com
0,5mg/kg de sulfato de vincristina (Tecnocris®1 mg/mL), um bloqueador do fuso
mitético, para estudo da proliferacdo celular. Duas horas ap06s a inje¢cdo 0s animais

foram mortos com uma sobre dose de anestésico.
Montagem experimental da espectroscopia fotoacustica

O arranjo experimental da espectroscopia fotoacustica para a regido do UV-
Vis esta esquematizado na Figura 4.2.

As medidas foram realizadas posicionando-se as amostras na célula,
conforme ilustrado na figura 4.2.a. Inicialmente a amostra foi posicionada com a
superficie da ferida voltada para cima, onde a iluminagao foi realizada e o espectro
fotoacustico determinado. Em seguida, a amostra foi girada de modo que o feixe de
luz atingisse a regido da derme, lado oposto aquele onde a formulacéo foi aplicada.
Esta estratégia garante detectar se houve penetracdo da formulacdo através da
ferida.

Nesta montagem a fonte de luz € uma lampada de arco de Xendnio da marca
Oriel, modelo 68820, com poténcia de até 1000 Watts [W], e emissdo no intervalo
entre 180 e 4.000 nanémetros (nm). O monocromador, modelo 77250 (1/8 m) da
marca Oriel, foi utilizado com fendas de entrada e saida ajustadas em 3,16
milimetros. A grade de difragdo é da marca Oriel, modelo 77296. Filtros foram

usados para se eliminar ordens superiores de difracdo. A frequéncia de modulacao
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da luz foi controlada por um modulador mecéanico, modelo SR 540 da Stanford
Research Systems que, com um fotodiodo, fornece um sinal de referéncia para o
amplificador Lock-in. As lentes da montagem devem fazer com que a amostra seja
excitada na regido do foco do feixe de luz, para que esta receba o maximo de
intensidade possivel. A luz atinge o interior da célula fotoacustica apds ser
transmitida através de uma janela de quartzo, ja que este material é transparente na

regido espectral de interesse, desde 190 nm até 4 um.

vessels

\

\\ side view
\  PA-Cel

Figura 4.2. a) Representagdo do arranjo experimental da PAS para a regido do UV-Vis; b)
detalhe de um dos dois posicionamentos da amostra na célula, com a regiao da ferida
voltada para cima. A medida também foi realizada com a excitagao feita no lado da derme.

Microcomputador Célula Fotoacustica

O microfone acoplado a célula fotoacustica € da marca Briel&Kjaer, modelo
BK 2669, e esta conectado a uma fonte de alimentacdo e a um pré-amplificador. O
sinal do microfone é transferido para o Lock-in (amplificador sincronizado) modelo
5110 da marca EG & G Instruments. O Lock-in fornece a intensidade e a fase do
sinal fotoacustico que sdo transferidos para um microcomputador via interface GPIB.
Como a lampada ndo emite a mesma intensidade de luz em todos os comprimentos
de onda, o sinal é normalizado pelo de referéncia obtido de uma amostra de po de

carvao ultra puro.
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4.2 Estudo fisico-quimico e histolégico de pulmdo de camundongos

infectados com Paracoccidiodes brasiliensis.

Este estudo foi desenvolvido em parceria com as professoras Dr2. Luzmarina
Hernandes do Departamento de Ciéncias Morfolégicas (UEM) e Dr?. Terezinha Inez
Estivalet Svidzinski do Departamento de Andlise Clinicas e Biomedicina (UEM) e
com a mestre Edilaine Martins Moratto. O tema também fez parte da dissertacéo da
referida mestre B,

Foi obtido um isolado de P. brasiliensis (Pb18) da colecdo do Departamento
de Imunologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e cultivado em
meio de cultura Fava Neto a 35 °C no laboratério de Micologia Médica da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Foram utilizados 24 camundongos machos da linhagem Swiss e com um peso
médio de 30 gramas. Com a idade entre 4 e 5 semanas 0s animais foram
transferidos do Biotério Central de Animais da UEM para o Laboratério de
Experimentacdo em Paracoccidioidomicose do Departamento de Analises Clinicas e
Biomedicina da UEM. Os animais foram mantidos em condicbes ambientais
controladas, com uma temperatura de 23 a 24 °C e um ciclo claro/escuro de 12
horas, com livre acesso a agua e alimento.

Os camundongos foram distribuidos em quatro grupos de seis e cada grupo
possuia 1 animal controle. Os animais foram infectados, por meio da veia caudal
lateral, com 0,1 mL de suspens&o flingica, contendo 2 x 10° células leveduriformes
de Pb18. Os animais controle receberam 0,1 mL de PBS (pH 7,4).

Animais de ambos os grupos, infectados e controles, foram mortos 1, 2,4 e 8
semanas apos a inoculacdo, com uma sobre dose (3 vezes maior que a dose usual
de 40 mg/ kg) de tiopental sédico (Cristal Pharma BR) na veia caudal lateral. Apds a
remocao dos pulmdes, o lobo superior esquerdo foi separado e fixado em solugao
de para-formaldeido 4% por 24 horas e processado para inclusdo em parafina.
Foram feitos cortes semi-seriados de 5 pm de espessura. Os cortes foram corados
com H&E para avaliagdo histoldégica, com Gomori-Grocott para identificacdo do
fungo e pelo método imunohistoquimico de deteccéo in situ da fragmentacdo do
DNA (terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated UTP nickend labelling, TUNEL)
para avaliagdo da morte celular programada, utilizando o kit comercial ApopTag plus
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peroxidase (Chemicon, Temecula CA, EUA). O lobo inferior e médio direito de cada

pulmao foi encaminhado para andlise por FTIR-PAS.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com deteccgao
Fotoacustica (FTIR-PAS)

7

A base de funcionamento desta técnica é o interferometro de Michelson
(Figura 4.3), contendo um espelho mével e outro fixo. A medida que o espelho movel
se desloca, o divisor de feixe direciona o feixe para os dois espelhos, gerando uma
diferenca de caminho oOptico para os feixes refletidos em ambos os espelhos, que ao

atingirem o detector estardo em diferenca de fase, originando assim um

/ Espelho fixo \

—

A

interferograma.

Divisor de feixe

'n
o *
3
=4
J

=
C

Espelho movel

K Detector /

Figura 4.3. Modelo representativo do interferdmetro de Michelson.

Nos Espectrdbmetros de Transformada de Fourier, o espelho modvel do
interferdbmetro oscila sobre sua posicdo. No modo step scan, a velocidade do
espelho é interrompida com determinada frequéncia de modulacdo e de amplitude.

Desta forma, a modulacéo de fase do sinal fotoacustico é fornecida.
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Figura 4.4. Representacdo esquematica da FTIR-PAS.

Uma transformada de Fourier converte o sinal obtido no dominio do tempo
para o0 dominio de frequéncias. Como ndo se usam monocromadores em
instrumentos FTIR, a totalidade da faixa de radiacdo chega simultaneamente na
amostra com grande ganho de tempo, permitindo resolu¢des extremamente altas. O
resultado de varias varreduras é combinado para diminuir o ruido, e espectros
excelentes podem ser obtidos com pequena quantidade de amostra %!,

Amodulacdo do sinal Fotoacustico € assegurada pelo processador de
aguisicado, que realiza uma transformada de Fourier, via software, originando um

espectro (Figura 4.4) 1#2

. Quando as ligacdes quimicas dos componentes da
amostra oscilam nas mesmas frequéncias da radiacdo IR incidente, uma banda de
absorcédo pode ser detectada 84, O fato de que a técnica fornece uma modulacéo
uniforme de frequéncia para todos os numeros de onda e, consequentemente, uma
inspecao uniforme de profundidade, representa a vantagem mais importante deste
método. Ele da a capacidade de realizar perfis de profundidade controlaveis da

amostra.
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5. Resultados e discussao

5.1 Parte | - Espectroscopia fotoacustica para o estudo da difusdo de

um extrato de Caesalpinia peltophoroides Benth. em feridas cutaneas

A espectroscopia fotoacustica tem se mostrado um excelente método para
avaliar a permeacéo de fitofarmacos na pele integra ou lesionada ¥, Neste estudo
avaliou-se por espectroscopia fotoacustica no UV-Vis se os componentes do extrato
bruto obtido de cascas de Caesalpinia peltophoroides Benth. (sibipiruna),
incorporado a uma forma farmacéutica gel, foram capazes de atravessar a pele
excisionada. Foram analisados varios periodos de tempo que caracterizam
diferentes estagios morfologicos da cicatrizacao.

A figura 5.1 mostra os espectros de absorcdo Optica do extrato bruto de C.
peltophoroides, do gel base, e do gel contendo 1% de extrato bruto. Nota-se que o
extrato bruto apresenta absorcdo intensa, com uma estrutura de bandas
superpostas em quase toda regido do UV-Vis.

O gel base quase ndo apresentou absorcdo Optica nesta regido espectral.
Apoés a adicdo do extrato bruto de C. peltophoroides, 1%, ao gel, foram observadas
duas bandas nas regides de 280 e 380 nm. A partir de um tratamento matematico
com ajuste utilizando funcdes gaussianas (Figura 5.2), foi possivel mostrar a
absorcdo do extrato bruto no gel base. Observa-se que existem trés picos, em 249,
295 e em 353 nm. Esta analise possibilitou a identificagdo da formulacéo na pele,

como demonstrado mais adiante.
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Figura 5.2. Espectro de absorgéo Optica do gel de C. peltophoroides. Curvas gaussianas

ajustadas, associadas ao gel base (azul) e ao extrato bruto (verdes). A curva vermelha

representa o espectro total ajustado.
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Para as analises ex-vivo, as medidas foram realizadas nas amostras de pele
com feridas cutaneas que receberam a aplicacdo topica do gel base ou do gel de C.
peltophoroides. As medidas foram feitas iluminando-se a face epidermal, onde a
formulacdo foi aplicada, e também no lado da face dermal. A modulacdo da luz
incidente foi de 22 Hz. Os resultados estdo mostrados nas figuras 5.3 e 5.4.

Os espectros das figuras 5.3 e 5.4 mostram que a absor¢céo gerada pelo
extrato bruto ocorre em comprimentos de onda muito proximos daqueles que a pele
também absorve, entre 260 e 410 nm %, Isto dificultou a decomposicdo do espectro
principalmente porque a concentracdo do extrato bruto no gel € muito pequena, e
assim a intensidade do espectro foi determinada majoritariamente pela absor¢éo da
pele e do sangue. Além disso, as leituras dos espectros de absorcdo das feridas

cutaneas dependem das quantidades de formulacao aplicadas nas feridas.

0720 T T T T T OYZO T T T T T
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—— Controle 7 dias 3 Tratado 7 dias
Controle 10 dias Tratado 10 dias
0,15 —— Controle 14 dias } 4 0,15 —— Tratado 14 dias
—— Gel de C. peltophoroides

300 400 500 600 700
Namero de onda (cm™) Comprimento de onda (nm)

Figura 5.3. Espectros de absor¢éo optica da face epidermal: do lado esquerdo, as amostras
controles com aplicacéo tépica do gel base; do lado direito, as amostras tratadas com
aplicacéo tépica do gel de C. peltophoroides. A iluminacgéo foi no lado da epiderme, com a

frequéncia de modulagdo em 22 Hz.

A banda de absorcdo em torno de 400 nm, que ndo esta presente no gel
base, no extrato bruto e nem no gel de C. peltophoroides, € atribuida ao sangue

remanescente na area lesada .
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Figura 5.4. Espectros de absor¢éo optica da face dermal: lado esquerdo, amostras controles
com aplicacao tépica no lado epidermal do gel base; lado esquerdo, amostras tratadas com
aplicacao topica no lado epidermal do gel de C. peltophoroides. A iluminacao foi no lado da

derme, com a frequéncia de modulagdo em 22 Hz.

Para ilustrar o processo de permeacédo na pele, foi feita a subtracdo dos
espectros da derme da pele tratada com o gel de C. peltophoroides daqueles da
pele tratadas com gel base. Os resultados estdo mostrados na Figura 5.5. Uma vez
gue estas medidas foram realizadas no lado oposto em relacdo aquele onde o gel de
C. peltophoroides foi aplicado, a presenca de bandas nos espectros subtraidos, em
torno de 290 nm, indica que houve permeacdo da formulacdo através da ferida.
Nota-se que isto ocorreu mesmo apos 14 dias de tratamento.

Para quantificar a penetracdo da formulacdo em funcdo dos dias de
tratamento, as curvas subtraidas foram ajustadas com fungbes gaussianas,
mostradas na figura 5.6. O calculo da area foi realizado tomando-se como referéncia
a banda em torno de 290 nm, uma vez que ela é proveniente do extrato bruto de C.
peltophoroides. Este procedimento foi feito em duplicata para cada dia de
tratamento. As areas médias obtidas estdo mostradas na figura 5.7, e revelam o
comportamento da permeacao do farmaco na ferida do animal em funcéo do periodo

de tratamento.
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Figura 5.5. Subtracéo dos espectros da face dermal tratada com o gel de C. peltophoroides
pela face dermal controle, que teve aplicacdo tépica do gel base no lado epidermal.
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Figura 5.6. Curvas da subtracdo dos espectros da face dermal tratada com o gel de C.
peltophoroides pela face dermal controle, ajustadas com fun¢des gaussianas.
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Figura 5.7. Comportamento da difusdo do gel de C. peltophoroides nas feridas em fungéo do
periodo de tempo de tratamento.

As taxas de difusdo de farmacos nas feridas sao influenciadas pela evolucao
morfolégica decorrente do reparo. A reepitelizacdo € um dos eventos mais
importantes da cicatrizagcdo da pele porque tem a finalidade de reestabelecer a
funcdo de barreira deste 6rgdo. Para avaliar a influéncia de C. peltophoroides na
reepitelizacdo o numero de mitoses bloqueadas em metafase nhum periodo de duas

horas foi determinado (Figura 5.8).

=Gel Base = Gel de C. peltophoroides

FERY

Dias de Tratamento

L)

&

(]

Nimero de metafases/mm

Figura 5.8. Representacdo da médiaxtEPM do numero de metéafases contadas na camada
basal e suprabasal da area reepitelizada das feridas com tratamento aos 4, 7, 10 e 14 dias.
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A analise estatistica foi realizada pelo teste estatistico ANOVA com *(P<0,05) em relacdo ao
dados da amostra controle. Medidas realizadas pela doutoranda Fernanda Bueno ©°.

O numero de metafases aumentou significativamente e progressivamente
apos 4 e 7 dias de tratamento com o gel de C. peltophoroides em comparacdo com
as feridas tratadas com o gel base. Paralelamente, nos periodos de 4, 7 e 10 dias a
quantidade de gel de C. peltophoroides detectado na face dermal aumentou
gradativamente e declinou apos 14 dias de tratamento das feridas. No 10° dia,
quando detectou-se a maior taxa de permeacao, foi quantificado o menor nimero de
metéfases (p<0,05) nas feridas tratadas com o gel de C. peltophoroides.

No processo de reepitelizacéo de feridas excisionais ocorre um pool inicial na
atividade proliferativa, com a finalidade de repor as células perdidas . Segue-se
entdo uma diminuicdo da proliferacdo dos queratindcitos e aumento na atividade de
migracdo, com a finalidade de cobrir o leito ferido °®. Neste estudo, feridas tratadas
e controles apresentaram a mesma curva na evolucéo da proliferacdo da epiderme.

O gel de C. peltophoroides apresentou um significativo efeito estimulatério
sobre a proliferacédo epitelial. O maior pico proliferativo foi observado apés 7 dias de
tratamento, enquanto que nas feridas controle, sem estimulo medicamentoso, a
proliferacdo epitelial progrediu até o 10° dia. Este resultado sugere que o gel de C.
peltophoroides pode aumentar a velocidade de reepitelizacdo.

A reducdo significativa no numero de metafases no mesmo periodo em que
se observa a maior taxa de permeacdo do farmaco, 10° dia, conforme mostrado na
Figura 5.7, mostra que mesmo na presenca de maior concentracdo do farmaco, o
epitélio parece ndo ter perdido seu equilibrio cinético, ou seja, somente foram
produzidos o numero de células necessarias para a restauracdo da continuidade
epitelial, uma vez que observa-se neste periodo, um declinio significativo no nimero
de metéfases.

A reepitelizacdo da pele € um evento que envolve proliferacdo e migracdo dos
queratinécitos. Neste estudo a migracdo nao foi avaliada e por esta razdo nao
podemos afirmar se C. peltophoroides estimulou o processo de reepitelizagdo como
um todo. Mais estudos envolvendo a cinética da reepitelizacdo e a expressao de
fatores de crescimento contribuiriam para dar suporte aos nossos resultados.

Outra ponto que merece atencdo neste estudo € a elevada taxa de
permeacdo do extrato de C. peltophoroides detectada no 10° dia do reparo mesmo

com o reestabelecimento quase completo da continuidade epitelial. Neste caso trés
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hip6teses podem ser implicadas: a primeira sugere que a formulagédo tem elevado
poder de permeacdo; a segunda hipétese sugere que poderia ter ocorrido um atraso
na diferenciacdo dos queratinécitos e consequentemente na queratinizacdo da
epiderme, permitindo desta forma que o gel permeasse com facilidade por um
periodo maior de tempo; e a terceira sugere uma reducdo na vascularizacdo, o que
provocaria um retardo na absorcao sistémica do medicamento que seria detectado
em maior concentracao na regiao da ferida.

Pode-se observar na face epidermal (Fig. 5.3), nas amostras tratadas com o
gel de C. peltophoroides e nas amostras com o gel base, a presenca de bandas
referentes a hemoglobina. A hemoglobina oxigenada, ou oxi-hemoglobina, se
caracteriza pelo estado reduzido ou ferroso (Fe®") do ferro inserido no grupo heme.
Entretanto, as continuas reacfes metabolicas do organismo, entre elas a
cicatrizagcdo, do organismo, liberam produtos quimicos com alto potencial oxidativo,
mudando o ferro da hemoglobina para o estado férrico (Fe**) e formando a meta-
hemoglobina #588],

A oxi-hemoglobina tem absorcdes especificas em 540 e 577 nm, a meta-
hemoglobina tem dois comprimentos de ondas com maior intensidade de absorgéao
em 500 nm e em 630 nm (7881,

A figura 5.9 mostra que os espectros das amostras controles e tratadas, apos
quatro dias de tratamento, apresentam trés bandas de absorcdo Optica de baixa
intensidade, em 540 e 570 nm atribuidas a oxi-hemoglobina e em 630 nm a meta-

hemoglobina.
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Figura 5.9. Espectro de absorcéo Optica da face epidermal controle e da tratada com o gel
de C. peltophoroides apés quatro dias de tratamento. Os espectros do lado direito referem-
se as duplicatas.
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Aos 7 dias, nas feridas controle, foram observadas as maiores bandas de
absorcado para oxi-hemoglobina (Figura 5.10). Este periodo do processo cicatricial se
caracteriza pela ocorréncia de um pico de vascularizagdo na regido da ferida . As
feridas controles e tratadas de 10 dias apresentaram bandas semelhantes de oxi-
hemoglobina com destaque neste periodo, para um aumento na banda de absorcao
Optica em 630 nm, da meta-hemoglobina nas feridas tratadas com gel de C.
peltophoroides. Aos 14 dias as bandas de absorgao foram menos intensas do que
aos 10 dias. Neste periodo as intensidades para oxi-hemoglobina e meta-
hemoglobina foram maiores nas feridas tratadas com o gel de C. peltophoroides.

A formac@o de meta-hemoglobina, como dissemos antes, esta relacionada
com a oxidacdo do Fe** da oxi-hemoglobina, que passa para Fe*". A maior presenca
de meta-hemoglobina nas feridas tratadas poderia estar relacionada com a
formulacdo do gel de C. peltophoroides, sendo, provavelmente, induzida pelos
nitratos presentes na planta, que absorve esta substancia do solo, resultando no

processo de nitrificacéo transformando nitrato em nitrito 8%-°%,
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Figura 5.10. Espectro de absorcao Optica da face epidermal controle e da tratada com o gel
de C. peltophoroides ap0s sete dias de tratamento. Os espectros do lado direito referem-se
as duplicatas.

O mecanismo bioquimico de oxidacdo da hemoglobina pelo nitrito ndo esta

ainda totalmente esclarecido Y

. Provavelmente ocorra a passagem do nitrito a
nitrato, juntamente com transformacéo da oxi-hemoglobina em hidréxido de meta-

hemoglobina e reducéo da 4gua, conforme a equacéao:

NO; + 2Hb**0, + H,0 - NO3 + 2Hb3"0H + 0, (5.1)
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Figura 5.11. Espectro de absorcéo Optica da face epidermal controle e da tratada com o gel
de C. peltophoroides apds 10 dias de tratamento. Os espectros do lado direito referem-se as
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Figura 5.12. Espectro de absorcao Optica da face epidermal controle e da tratada com o gel
de C. peltophoroides apds 14 dias de tratamento. Os espectros do lado direito referem-se as
duplicatas.

Estes resultados sugerem gque ao se monitorar as bandas do sangue, pode-se
obter a informacg&o da hemoglobina na transformacéo do seu estado oxigenado (oxi-

hemoglobina) para o estado oxidado (meta-hemoglobina).
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5.2 Parte Il — FTIR-PAS como método de estudo da Paracoccidioidomicose

A Figura 5.13 mostra o espectro de absorcao Optica do tecido do pulméo do
camundongo Swiss sem infecgcdo. A atribuicdo de cada banda de absorcdo optica
esta indicada na tabela 5.1.

As bandas identificadas nos nimeros de onda ~1087 cm™ e 1242 cm™ s&o
originadas, respectivamente, de ligacdes simétricas e assimétricas do estiramento
das vibracdes de ions dos grupos fosfato, que fazem parte do DNA. Para a amida |
foi em 1681 cm™ e para a amida Il em 1527 cm™. No caso do grupo CH3 ocorre em
~1450, 2854, 2924 cm™, e para 0o C-C/C-O em ~972 cm™, correspondente ao grupo

funcional da desoxirribose-ribose 924,
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Figura 5.13. Espectro de absorcdo do pulm&o do camundongo Swiss controle.



Tabela 5.1. Atribuices para as posi¢cdes dos picos do espectro no infravermelho

Posicd Atribuicéo Maior Referéncias
0 contribuicao
doPico
(cm-1)
3672  Amina, N-H, OH Livre  Proteinas Karippalet al., 2010 >/,
2924  CH.anti-simétrico Proteinase Wartewiget al,2005 *°/,
Lipidios
2854  CHj simétrico Proteinas e  Wartewiget al,2005 °°,
Lipidios
2360 CO, Proteinas Ega]lraschewskiet al., 2005
7
1743  C=0 Proteinas  Afanasyevaet al., 2000 *®!,
Vibracdo em
estiramento
1681  Amida Proteinas  Brooks et al., 1999 ¥,
(C=0,C - N, C-C, N-H) Afanasyeva et al., 2000 8,
Salman et al., 2003 %9,
Yang et al., 2009 10,
1527  Amida ll Proteinas Brooks et al., 1999 ®9,
(N-H, C-N,CN-H) Afanasyeva et al., 2000 8,
Yang et al., 2009 10U,
1450  CHsanti-simétrico Fosfolipidios  Yang et al., 2009 1%,
1398  Grupo COO Proteinas Sindhuphak et al.,2003 12,
Yang et al., 2009 10U,
1234  PO2- anti- Acidos Salman et al., 2003 %,
simétrico(grupo do Nucléicos  Yang et al., 2009 Mo,
fosfato) )
1087  PO,- simétrico Acidos Salman et al., 2003 %7,
Nucléicos  Yang et al., 2009 Mo,
972 C-C/C-0O Desoxirribos  Zelig et al., 2009 %3,

e-ribose

Di Giambattista et al., 2011
[104]
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A Figura 5.14 mostra os espectros das amostras do pulméo apos 1, 2, 4 e 8

semanas de infeccdo com a fragdo Pb18. Os espectros estdo normalizados pela

banda da amida Il, em 1527 cm™, e que corresponde, principalmente, & flexdo no
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plano do grupo funcional N-H presente no grupo amida das proteinas %!, Esta
banda foi adotada como referéncia porque apresentou a menor variagéo ao longo do
periodo de tempo apos a infec¢cdo. Para minimizar fatores como o tamanho e
umidade da amostra, que podem influenciar na amplitude do sinal fotoacustico,
foram calculadas as razdes entre as intensidades das bandas de absorcdo no
proprio espectro. Paralelamente, as mudangas espectrais foram relacionadas com
as observacdes histologicas.

Nos pulmdes dos camundongos infectados com Pb foram encontradas
mudancas conformacionais nas seguintes regides do espectro de absor¢do: amida |
(1681 cm™), CH3 (1450 cm™), fosfato assimétrico (1242 cm™) e grupo C-C/C-O (972
cm™).

A razao amida l/amida Il mostra as alteracdes ocorridas na amida | em funcao
da amida Il no decorrer do periodo experimental, caracterizada por uma reducédo na
2° semana, seguido de um aumento até a 8° semana (Figura 5.15). O aumento da
razdo amida I/amida Il poderia estar relacionado com a maior quantidade de
colectinas, que sao proteinas do surfactante pulmonar que tém a capacidade de
fazer ligacdo com moléculas de superficie expressas por microorganismos, e de
modular véarias fungbes do sistema mononuclear fagocitario, incluindo a
internalizacdo e morte dos microorganismos %,

Neste trabalho as colectinas ndo foram quantificadas, mas a resposta
inflamatoria foi monitorada e apresentou uma evolucdo temporal, na qual, a resposta
imune foi levemente mais acentuada na segunda semana, em relacdo a primeira
(Figura 5.16 - E.1). Nos dois periodos avaliados, a maior parte das leveduras se
localizou no parénquima e uma menor quantidade de fungos fragmentados ocupava
o interior de macrofagos (Figura 5.16 - E.2). A resposta inflamatéria se intensificou
ao longo da quarta e oitava semanas, com o aumento da celularidade localizados no
parénquima pulmonar. Na oitava semana foram observados grandes numeros de

macrofagos com fragmentos de Pb fagocitados (Figura 5.16 - E.3 e E.4).
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Figura 5.15. Razéo entre as intensidades das bandas de absorcao 6ptica: amida I/amida Il.
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Figura 5.16. Fotomicrografia de pulmdes de camundongos Swiss infectados com Pb18. E.1
e E.2 apds 2 semanas. E.3 e E.4 apds 8 semanas. E.1 e E.3 corados por H&E, E.2 e E.4

corados por Gomori-grocott. Aumento Original: 100x. Estas medidas foram realizadas pela
[81]

mestre Edilaine Martins Moratto

Dessa forma, considerando que o0s macréfagos sdo as células mais
envolvidas na defesa contra Pb %), podemos inferir indiretamente que a evolucao
da razdo amida I/amida Il, que tem sido relacionada com o aumento do teor de

proteinas %!

, acompanhou aquela do processo inflamatério, observado por meio
das técnicas histolégicas.

A Figura 5.17 mostra a razao CHgz/amida Il na qual observa-se que houve um
declinio do grupamento CH3; em funcdo da amida Il. VibragBes de estiramento em -
CHs (~1450 cm™) correspondem aos fosfolipidios ™®. A reducdo dos fosfolipidios
pode estar relacionada ao aumento da fosfolipase B, enzima que hidrolisa as
ligacbes éster presentes nos fosfolipidios, um dos fatores de viruléncia de Pb
necessario para eventos iniciais da infeccdo °®. Entretanto, a fosfolipase esta
envolvida na modulacdo da resposta imune inata e adquirida ¥, contribuindo na

[108]

regulacdo da ativacdo de macréfagos . Dessa forma, a hipotese é a de que a

reducdo progressiva do radical CHsz corresponderia a diminuicdo progressiva de
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moléculas de fosfolipidios, resultante do continuo aumento da fosfolipase, que por
sua vez representa um reflexo direto da evolugéo da infeccéo e indireto da resposta

inflamatoéria.
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Figura 5.17. Razéo da intensidade da banda do grupo CHz em relagéo a grupo da amida .

A razdo fosfato assimétrico (1234 cm™) em funcéo da amida Il (1535 cm™)
esta ilustrada na Figura 5.18. A diminuicdo do fosfato assimétrico foi relacionada

anteriormente com o aumento de morte celular programada M

. A avaliacao
qualitativa do pulméo corado para TUNEL demonstrou uma maior quantidade de
células TUNEL-positivas nas 12 e 42 semanas de infec¢éo, periodos nos quais foram
observadas as menores razdes fosfato/amida II.

A intensidade de aborg&o nas vibracdes de fosfato assimétrica permite avaliar
mudancas qualitativas e quantitativas nos fosfolipideos e acidos nucleicos e e)
estudo in situ de células cancerosas, por espectroscopia de reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR), tem revelado que no processo de apoptose ocorre um
decréscimo na razdo fosfato/proteina °Y. Além disso, a apoptose tem sido
identificada por meio de observacdo da reducdo da quantidade de fosfato em
fibroblastos malignos utilizando a razdo da média das bandas de absorbancia dos

grupos fosfato assimétrico (1151-1350 cm™) em relacdo & amida Il %%,
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A diminuicdo dos grupamentos C-C/C-O (970 cm™) (Figura 5.18) tém sido
relacionada com a mudanca na absorbancia de DNA e aumento de morte celular

(102 "5 mesma forma, a diminuicdo na absorcdo de ribose (C-O) foi

programada
relacionada com o aumento na frequéncia de apoptoses 1.

As oscilacdes na frequéncia de células TUNEL-positivas podem estar
relacionadas com variagfes na intensidade de infeccdo, de acordo com a resposta
imunologica do hospedeiro. Observamos picos de infeccdo mais intensos com maior
frequéncia de células em apoptose, na 12 e 42 semanas. Na 22 e 8% semanas,

haviam menos células marcadas (Figura 5.19).

14

| |—@— Razao Fosfato (1234 cm-1) / Amida Il (1535 cm-1)
12 28— Razdo Grupo C-C/C-O (972 cm-1) / Amida Il (1535 cm-1)
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W

0.0

0 2 4
Periodo (semanas)

Figura 5.18. Em preto: raz&o do grupo fosfato pela Amida Il; em azul: razdo do grupo C-C/C-
O pela Amida Il.

Dessa forma, conclui-se que o pulméao infectado por Pb apresentou alteracdes
estruturais que variaram de acordo com o periodo de tempo analisado e que as
mudancas nas bandas de absor¢do Optica de varios grupamentos quimicos foram
uma consequéncia dessas alteracdes morfologicas. Até onde se sabe essa € a
primeira vez que foi utlizado FTIR-PAS como método de estudo da
paracoccidioidomicose experimental. Nossos resultados sugerem que este método

pode se tornar uma técnica promissora para o estudo desta patologia.
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Figura 5.19. Fotomicrografia de cortes histolégicos do pulm&o de camundongos Swiss
infectados por Pb18 corados por TUNEL e contra-corados por Hematoxilina de Meyer
evidenciando células em apoptose. H.1(20x) e H.2(100x) na primeira semana e H.3(100x) e
H.4(100x) na quarta e oitava semana, respectivamente. Estas medidas foram realizadas

pela mestre Edilaine Martins Moratto [81]
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Conclusodes

Em conclusédo, os resultados do primeiro estudo mostraram que a taxa de
difusdo da formulacdo de C. peltophoroides foi dependente do estagio de
cicatrizacdo das feridas. A técnica PAS foi eficaz em demonstrar o potencial de
permeacédo do gel de C. peltophoroides em feridas excisionais em diferentes etapas
da cicatrizacdo. A maior taxa de permeacdo ocorreu no 10° dia de tratamento,
periodo em que também foi observado um aumento na banda de absor¢éo Optica da
meta-hemoglobina. No segundo estudo, a avaliagcdo fisico-quimica mostrou que os
pulmdes infectados com Pb apresentaram mudancas significativas nos grupos
funcionais amida |, CH; e fosfato, e que as mudancas nas bandas de absorcéo
Optica foram uma consequéncia das alterac6es morfolégicas ocorridas no pulméao
infectado. Essas mudancas foram correlacionadas com a ocorréncia de morte
celular programada. Portanto, os resultados deste trabalho mostraram mais uma vez
gue a espectroscopia fotoacustica é uma técnica importante para se determinar a
difusdo de formulacbes em sistemas biolégicos, permitindo que se faca,
especificamente na cicatrizacdo cutanea, uma correlagéo entre a taxa de difuséo e
0s eventos biolégicos do processo cicatricial. A técnica FTIR-PAS mostrou grande
potencial para analise de alteracdes fisico-quimicas em sistemas biol6gicos sem a
necessidade de reagentes ou manipulacdo da amostra, indicando que esta técnica
pode tornar-se promissora para 0 estudo dos mecanismos fisico-quimicos

envolvidos nos processos gue resultam em apoptose.
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