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Resumo

Os métodos espectroscopicos vém cada vez mais se transformando em importantes
ferramentas na area de ciéncias bioldgicas e da saude, com evidentes avangos recentes
que apontam para efetiva aplicagdo no diagnoéstico clinico. Em especial, as técnicas
denominadas de biofototérmicas ja ocupam lugar de destaque neste cendrio visando
detecgdo precoce de doencas, andlise fisico-quimica dos tecidos e difusao de formulagdes
farmacéuticas. Nesta tese, técnicas biofototérmicas e espectroscopicas tradicionais sdo
aplicadas no estudo de diferentes formulagcdes farmacéuticas e de materiais
restauradores para odontologia. Na primeira etapa, a Espectroscopia Fotoacustica no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-PAS) e no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis-
PAS) foram empregadas para determinar a difusdo ungueal e as interagdes fisico-
quimicas de formulagcdes farmacéuticas de uso topico, desenvolvidas como possiveis
alternativas para o tratamento da onicomicose: 1) FTIR-PAS para avaliar a difusao
ungueal de formulagdes de esmaltes contendo nanoparticulas de prata biogénicas e 6leos
essenciais de orégano e de alecrim; 2) UV-Vis-PAS para o estudo de nanoparticulas de
prata biossintetizadas a partir de extrato glicélico de prépolis; 3) UV-Vis-PAS para avaliar
a difusdo de uma formulacao contendo hipericina em unhas saudaveis e acometidas por
diferentes cepas fungicas. Na segunda etapa, dois estudos com a espectroscopia
vibracional foram realizados para a andlise de materiais dentarios usados em
restauracoes ceramicas: 1) Espectroscopia Raman (RS) para avaliar transformacao de
fase e tensdo residual na superficie de diferentes ceramicas odontoldgicas de zirconia
tratadas com jateamento de particulas de 6xido de aluminio ou com plasma de argonio
ndo térmico; 2) Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier via
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) e RS para a avaliacao do grau de conversao de
cimentos resinosos fotoativados sob ceramicas odontologicas de zirconia ou dissilicato de
litio com diferentes niveis de translucidez e espessuras. De maneira abrangente, os
resultados dos estudos da primeira etapa mostraram a difusdo na unha de todas as
formulagdes avaliadas, com excecao do extrato glicélico de propolis. Além disso, os
espectros ndo mostraram formacao de novas bandas ou deslocamento de bandas,
indicando que ndo ocorreu interacdes entre as formulacoes e a estrutura ungueal. Por sua
vez, os resultados dos estudos da segunda etapa mostraram que: 1) a andlise por RS ndo
detectou transformacdo da fase tetragonal para monoclinica e nem tensao residual na
superficie das diferentes ceramicas de zirconia tratadas com plasma de argdénio nao
térmico, resultados relevantes para a aplicacao pretendida; 2) determinadas condi¢des

testadas afetaram negativamente o grau de conversao dos cimentos resinosos, com a



material ceramico mais espesso e opaco promovendo menores valores de grau de
conversao. Em conclusdo, os resultados desta tese mostraram mais uma vez que as
técnicas biofototérmicas e espectroscopicas sao ferramentas importantes no processo de
avaliacdo de novas formulagdes farmacéuticas de administragdo topica e na determinacao
do comportamento de fatores que podem influenciar a longevidade de restauracoes

ceramicas de interesse para a odontologia.

Palavras-chave: Espectroscopia Fotoacustica. Espectroscopia no Infravermelho.
Espectroscopia Raman. Onicomicose. Permeag¢do ungueal. Ceramicas dentarias. Grau de

conversao.



Abstract

Spectroscopic methods are increasingly becoming important tools in the area of biological
and health sciences, with recent advances that point to their effective application in
clinical diagnosis. In particular, the so-called biophotothermal techniques already occupy
a prominent place in this scenario, aiming for the early detection of diseases, physical-
chemical analysis of tissues, and dissemination of pharmaceutical formulations. In this
thesis, biophotothermal and traditional spectroscopic techniques are applied for study of
different pharmaceutical formulations and restorative materials for dentistry. In the first
part of the thesis, Fourier Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy (FTIR-PAS)
and Ultraviolet-Visible Spectroscopy (UV-Vis-PAS) were used to determine the nail
diffusion and physicochemical interactions of pharmaceutical formulations for topical
use, developed as possible alternatives for the treatment of onychomycosis: 1) FTIR-PAS
to evaluate the nail diffusion of nail lacquer formulations containing biogenic silver
nanoparticles and oregano and rosemary essential oils; 2) UV-Vis-PAS for the study of
silver nanoparticles biosynthesized from propolis glycolic extract; 3) UV-Vis-PAS to
evaluate the diffusion of a formulation containing hypericin in healthy nails and those
affected by different fungal strains. In the second part, two vibrational spectroscopy
studies with were carried out to analyze dental materials used in ceramic restorations: 1)
Raman Spectroscopy (RS) to evaluate phase transformations and residual stress on the
surface of different zirconia dental ceramics treated with sandblasting with aluminum
oxide particles or non-thermal argon plasma; 2) Fourier Transform Infrared Spectroscopy
via Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR) and RS for evaluating the degree of
conversion of photoactivated resin cement under zirconia or lithium disilicate dental
ceramics with different levels of translucency and thicknesses. Comprehensively, the
results showed the diffusion in the nail of all formulations evaluated, except for propolis
glycolic extract. Furthermore, the spectra did not show the formation of new bands or
band shifting, indicating no occurrence of interactions between the formulations and the
nail structure. In turn, the results of the second part of the thesis showed that: 1) the RS
analysis did not detect transformation from the tetragonal to the monoclinic phase nor
residual stress on the surface of the different zirconia ceramics treated with non-thermal
argon plasma, results that are relevant to the intended application; 2) certain conditions
tested negatively affected the degree of conversion of resin cement, with thicker and more
opaque ceramic material promoting lower values of degree of conversion. In conclusion,
the results of this thesis showed once again that biophotothermal and spectroscopic

techniques are important tools in the process of evaluating new pharmaceutical



formulations for topical administration and in determining the behavior of factors that
can influence the longevity of ceramic restorations of interest to dentistry. The results

contribute towards the establishment of these methods for future clinical diagnosis.

Keywords: Photoacoustic Spectroscopy. Infrared Spectroscopy. Raman Spectroscopy.

Onychomycosis. Nail permeation. Dental ceramics. Degree of conversion.
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Capitulo 1

Introducao

Métodos espectroscopicos estdo cada vez mais se tornando ferramentas valiosas
no campo das ciéncias bioldgicas e da satide. Embora nos dias de hoje exista um amplo
espectro de métodos de analise que proporcionam instrumentos para diagndstico clinico
e investigacao cientifica, ha lacunas que poderiam ser minimizadas com a utilizacdo de
métodos espectroscopicos nao convencionais como aqueles baseados nas técnicas
biofototérmicas e em espectroscopias de infravermelho por transformada de Fourier e
espalhamento Raman. Essas técnicas permitem extrair informagdes relacionadas aos
constituintes moleculares e suas estruturas eletrénicas ou vibracionais de um material, o
que possibilita, por exemplo, a identificacdo de alteragdes vinculadas a um estado
patolégico especifico [1-4].

O termo biofototérmica vem sendo adotado recentemente por pesquisadores
para arranjos experimentais dedicados especialmente ao estudo de sistemas biologicos
compreendendo obtencdo de imagens, avaliacao fisico-quimica de tecidos sadios,
infectados por patdégenos, acometidos por neoplasias, etc, além de possibilitar a
determinacdo da difusdo de formulacdes farmacéuticas ao longo de tecidos biologicos. A
Espectroscopia Fotoacustica (PAS) é uma destas técnicas biofototérmicas, a qual tem sido
utilizada como ferramenta para o estudo da dindmica de difusdo de formulagcdes de uso
topico e para se avaliar as interagdes fisico-quimicas das formulagdes com os tecidos
bioldgicos. Diversos estudos a evidenciam como um método de apoio para o diagnoéstico
clinico e de acompanhamento durante a¢des terapéuticas, como por exemplo, no
tratamento de infec¢des fungicas [5-7]. Essa técnica se baseia na absorcao de luz
modulada pela matéria, com posterior geracdo de calor. Como consequéncia desses
efeitos, tem-se flutuacdes de pressdo e ondas acusticas detectaveis, que resultam no sinal
Fotoacustico [8]. O método pode ser realizado nas regides espectrais do ultravioleta e
visivel (UV-Vis-PAS), do infravermelho proximo (NIR-PAS) e do infravermelho médio por
Transformada de Fourier (FTIR-PAS) [9].

A espectroscopia vibracional, abrangendo a espectroscopia no infravermelho por
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transformada de Fourier via reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) e a espectroscopia
Raman (RS), também vem sendo empregada como instrumento no campo das avaliacdes
bioldgicas e clinicas nas ultimas décadas [4, 10]. A FTIR-ATR é uma técnica que envolve
os fendmenos de reflexao e absorcao. Nesta abordagem o material testado esta em contato
direto com um cristal que possui alto indice de refracao. Quando a radiagao infravermelha
atinge esse cristal com um determinado angulo critico, ocorre sua reflexdo interna total.
Neste ponto, uma pequena fra¢cdo da radiagdo penetra no material como uma onda
evanescente, que por sua vez, ao ser absorvida seletivamente, provoca uma atenuagao no
feixe de radiac¢do, a qual é capturada por um sensor e resulta no espectro de absorg¢ao do
material [11, 12]. Por outro lado, a RS baseia-se no espalhamento de luz. Nesta
abordagem, um feixe de luz monocromatico incidente sobre um material interage com o
mesmo e pode ser espalhado de forma elastica ou inelastica. O primeiro ocorre quando os
fétons sdo espalhados com a mesma energia dos fétons incidentes, enquanto o segundo
ocorre quando ha troca de energia, com os fétons sendo espalhados com energias maiores
ou menores que a dos fotons incidentes. Este tltimo leva o nome de espalhamento Raman.
Esse espalhamento é detectado por um sensor e posteriormente convertido no espectro
do material a partir da diferenga entre os comprimentos de onda dos fétons incidentes e
espalhados [13, 14].

As técnicas biofototérmicas e espectroscopicas tradicionais apresentam diversas
vantagens, incluindo natureza nao destrutiva, analise relativamente rapida, capacidade
de analisar o material em diferentes formas fisicas (como p¢, liquido e sdélido) e
aplicabilidade em estudos in vivo, ex vivo e in vitro [4, 14-17]. Apesar do potencial e da
atual evolugdo dos métodos espectroscépicos, a tradugdo deles para o ambiente clinico
tem experimentado um ritmo lento com desafios que ainda precisam ser vencidos [4]. Por
isso, a principal motivacao para deste trabalho é ampliar as aplicacbes das técnicas
biofototérmicas e espectroscépicas visando a consolida¢do destes métodos para uso de
forma rotineira no diagndstico clinico e para pesquisa cientifica na certificacdo de novos
materiais.

Dessa forma, o objetivo principal desta tese € aplicar técnicas biofototérmicas e
espectroscépicas tradicionais para o estudo de diferentes formulagdes farmacéuticas e de
materiais restauradores para odontologia. Para isto, esta tese se divide em duas partes
principais. A primeira traz uma breve contextualizacdo sobre onicomicose e contém trés

estudos em que a espectroscopia Fotoacustica é utilizada na andlise de formula¢des
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farmacéuticas de uso tépico desenvolvidas para o tratamento desta infec¢ao flngica, a
saber: 1) aplicar a FTIR-PAS para avaliar a penetracdo ungueal de formula¢des esmaltes
contendo nanoparticulas de prata biogénicas e dleos essenciais de orégano e de alecrim;
2) empregar a UV-Vis-PAS para caracterizar e avaliar a permeacdao ungueal de
nanoparticulas de prata produzidas via sintese bioldgica a partir do extrato glicélico de
propolis; 3) utilizar a UV-Vis-PAS para avaliar a difusdo de uma solug¢do contendo
hipericina em unhas saudaveis das maos e dos pés, bem como em unhas dos pés
acometidas por onicomicose. A segunda parte compreende dois estudos em que a
espectroscopia vibracional é aplicada para a andlise de materiais ceramicos de interesse
para restauragdes odontoldgicas, sdo eles: 1) usar a RS para avaliar a eventual
transformacdo de fase e tensdo residual na superficie de diferentes ceramicas
odontolégicas de zirconia submetidas ao jateamento com particulas de 6xido de aluminio
ou a aplicacdo de plasma de argdnio ndo térmico; 2) aplicar FTIR-ATR e RS para a
avaliacdo do grau de conversdo de cimentos resinosos fotoativados sob cerdmicas
odontolégicas de zirconia ou dissilicato de litio com diferentes niveis de translucidez e

espessuras.
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Capitulo 2

Espectroscopia Fotoacustica para analise
de difusao de formulacoes farmacéuticas
de uso topico para terapéutica de
onicomicose

2.1 Consideracoes iniciais: unha e onicomicose

A unha humana, também denominada placa ou lamina ungueal, é um anexo
cutaneo semirrigido formado por células queratinizadas. Esta localizada nas
extremidades superiores dos dedos dos pés e das maos, e tem a funcdo de protegdo das
falanges além de auxiliar na manipulagdo de objetos e desempenhar propésitos estético e
cosmético [18-20].

A placa ungueal é uma estrutura dindmica, crescendo continuamente ao longo da
vida. Tem sua origem na matriz, se estende sobre o leito ungueal e o hiponiquio, e esta
incorporada nas dobras ungueais. Essas estruturas compdem a unidade ungueal e estao
ilustradas na Figura 1. A matriz ungueal esta situada abaixo da dobra proximal e em
alguns dedos sua porgao distal, a linula, pode ser vista através da unha. O leito ungueal é
uma regido vascularizada que esta firmemente aderida a placa ungueal, comec¢a na
margem distal da linula e estende-se até o hiponiquio. Este ultimo, compreende tanto um
espaco quanto uma superficie, ¢ uma camada de epiderme adjacente ao leito ungueal que
estd fortemente aderida a superficie inferior da placa ungueal, marcando e selando a
regido da separacdo entre a placa ungueal e o tecido subjacente. As dobras ungueais sao
estruturas cutaneas que envolvem a placa ungueal, delimitando suas bordas e auxiliando
em sua fixacdo. Além disso, juntamente com a cuticula, a camada de epiderme originada
da dobra ungueal proximal e aderida a superficie superior da unha, fornece uma protecao
fisica contra agentes externos que podem infectar as regides subungueais e proximais. A

borda livre é a regido distal onde termina a 1dmina ungueal [19-22].
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De forma geral, a placa ungueal é dividida em trés camadas distintas que estdo
sobrepostas e fortemente unidas, denominadas: dorsal, intermediaria e ventral, conforme
mostra a Figura 1. A camada dorsal esta disposta na regido superior da placa ungueal, a
ventral na regidao inferior e a intermediaria entre as duas. Suas espessuras sao
proporcionalmente diferentes, a camada intermediaria é a mais espessa, representa 50%
da placa ungueal, enquanto que a dorsal e a ventral contribuem com 30 e 20%,
respectivamente. O arranjo da queratina, proteina fibrosa e constituinte majoritario da
unha, também difere nas camadas ungueais, na intermediaria as fibras estdo alinhadas e
orientadas no sentido perpendicular e no mesmo plano do eixo de crescimento da unha,
e, nas outras duas camadas restantes, as fibras de queratina estdo compactadas, como

ladrilhos sobrepostos, e distribuidas sem orientacdo preferencial [18, 23].

Vista ampliada

— 1 Camada Dorsal

Camada Intermediaria

Figura 1. Esquema representativo da anatomia da unidade ungueal humana e das camadas da
placa ungueal. 1. borda ungueal livre; 2. placa ungueal; 3. dobra ungueal lateral; 4. lunula; 5.
cuticula; 6. dobra ungueal proximal; 7. hiponiquio; 8. leito ungueal; 9. matriz ungueal. Adaptado
das referéncias [20, 23, 24].

As unhas humanas podem ser acometidas por diversas doencas, dentre as quais,
a mais comum é a onicomicose. Estima-se que seja responsavel por cerca de 50% dos
casos de doencas ungueais [20, 25-27]. Onicomicose é o termo referente a infeccao
fingica das unhas. Os organismos causadores dessa doenga incluem: fungos dermatéfitos,

considerados os principais agentes etiologicos, dentre os quais, se sobressaem
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Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes; fungos nao-dermatofitos, como
Fusarium spp., Aspergillus spp., Scopulariopsis brevicaulis e Acremonium spp; e leveduras,
especialmente do género Candida [28, 29].

Os fungos invadem a placa ungueal diretamente ou por meio das estruturas ao
seu redor. Com base no padrao e no local da invasdo, a onicomicose pode ser classificada
como superficial, subungueal distal e lateral, subungueal proximal, endonyx e distréfica
total [30, 31]. As proprias caracteristicas naturais das unhas proporcionam um ambiente
favoravel ao desenvolvimento de agentes patogénicos [29], a fenda entre o hiponiquio e a
borda livre da unha é uma regido que armazena diversos microrganismos, como bactérias,
leveduras e fungos [21]. Ao considerar as caracteristicas quimicas da unha, estudos [32,
33] jA mostraram que alguns patégenos fingicos apresentam capacidade de usar somente
ela como fonte nutricional para crescer e invadi-la.

Existem inumeros fatores predisponentes para o desenvolvimento da
onicomicose, incluindo condi¢des médicas (diabetes, psoriase, imunossupressao,
anomalia genética), fatores fisicos e ambientais (obesidade, tabagismo, lesdes nas unhas,
calcados oclusivos, pratica de atividades esportivas, compartilhar moradia com pessoas
afetadas) e fatores genéticos (idade avangada, sexo) [29, 30]. Esses fatores sdo os mesmos
que podem contribuir para a recorréncia da onicomicose pds-tratamento, tornando-a
uma doenca persistente e desafiadora de se tratar [28].

Clinicamente, a onicomicose pode se apresentar com mudanga de coloragao,
fragilidade e espessamento da placa ungueal, descolamento da placa ungueal do leito
ungueal e hiperqueratose subungueal [28]. Apesar do aparente estado doente da unha,
muitas vezes essa infec¢do é ignorada, considerada um simples problema cosmético; no
entanto, a onicomicose requer tratamento, pois ndo se resolve por conta prépria e, se
permitida progredir, pode levar a uma doenc¢a mais grave ou generalizada. Também pode
ter efeito negativo na qualidade de vida do individuo infectado, causando, além dos
problemas fisicos (dor, desconforto e dificuldade na realizacao de atividades diarias),
constrangimento com a aparéncia das unhas e diminuicao da autoestima, em alguns casos,
levando até mesmo ao afastamento social [28, 30, 34].

Para tratar a onicomicose encontram-se disponiveis tanto abordagens sistémicas
quanto localizadas. As terapias medicamentosas orais e topicas sdo as mais comumente
utilizadas na pratica clinica, mas também podem ser empregadas terapias baseadas em

dispositivos, bem como a remocdo parcial ou total da placa ungueal [35, 36].
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O tratamento por antifiingicos orais tem sido amplamente empregado devido a
sua eficacia, acessibilidade e baixo custo. Atualmente os principais medicamentos
sistémicos prescritos sdo terbinafina, itraconazol e fluconazol. Embora apresentem bom
efeito terapéutico, o uso desses antifungicos orais tem diversas desvantagens. Apos ser
ingerido, o farmaco é absorvido pela corrente sanguinea e distribuido sistemicamente,
atingindo o leito ungueal e a seguir penetrando na placa ungueal ventral. A longa duragdo
do tratamento, que pode variar de meses até anos, causa um nivel elevado de exposicao
sistémica a substancia e, com isso, efeitos adversos podem surgir nos pacientes, tais como,
hepatotoxicidade, erup¢des cutaneas, dor de cabeca e problemas do trato gastrointestinal
[23, 28, 35, 37]. Somado a isso, uma limita¢do crucial dos antifingicos orais é a potencial
interacdo com outros farmacos, que pode ocasionar efeitos adversos graves, e, portanto,
o uso desses medicamentos é contraindicado para alguns pacientes [28, 29].

O tratamento por antifingicos tépicos, por outro lado, ndo tem limitacdes de
segurancga, visto que atuam diretamente na area infectada, e com isso, ndo ocorrem
interacoes medicamentosas e os efeitos adversos, quando existem, geralmente sdo
reagdes no local de aplicagdo do farmaco. Por isso, dependendo das circunstancias a
terapia topica apresenta-se como a melhor escolha. Contudo, a eficacia da terapia topica
atual é menor, devido principalmente a fraca difusdo do farmaco na placa ungueal. Os
agentes sintéticos usados nessa modalidade terapéutica incluem efinaconazol e tavaborol,
disponibilizados na forma de solugao, €, ciclopirox e amorolfina, na forma de esmalte [23,
28, 35].

Para exercer efeito terapéutico, o medicamento aplicado topicamente deve
penetrar na unidade ungueal e atingir o local onde esta o agente infeccioso. Nesse
processo, a estrutura compacta da placa ungueal é um obstaculo e diferentes fatores
influenciam a permeacdo do medicamento, incluindo: as propriedades do fArmaco, como
peso molecular, lipofilicidade, hidrofilicidade e carga; as propriedades da formulacao,
como o tipo de veiculo e o pH; e as propriedades da propria unha, como seu grau de
hidratacao, espessura e estado da doenca. A administracdo de medicamentos topicos que
possuem caracteristicas favoraveis pode melhorar consideravelmente o processo de
permeacao [23, 38].

Além disso, considerando as propriedades acima, varias estratégias tém sido
propostas a fim de facilitar a penetragio do farmaco na placa ungueal, e,

consequentemente, alcancar terapias tdpicas mais eficazes para o tratamento da
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onicomicose. Administragcdo de fArmaco mediada por corrente elétrica (iontoforese) ou
por ondas ultrassonicas de baixa frequéncia, encapsulamento de farmaco em
nanoparticulas ou em transferossomas, realizacio de pequenas perfuracdes na placa
ungueal (microporagao) e o uso de diferentes intensificadores quimicos de penetragdao
sdo algumas dessas estratégias [23, 38].

Procedimentos de remo¢do da unha infectada também podem ser usados no
tratamento da onicomicose. O desbridamento mecanico consiste em cortar, lixar ou
abrasar com dispositivo elétrico a placa ungueal para remover a regiao afetada [39]. Esse
procedimento reduz a carga fingica, mas ndo deve ser usado como monoterapia, é uma
alternativa terapéutica complementar [35, 39]. A avulsdo ungueal é um procedimento que
visa remover a placa ungueal infectada do leito ungueal. Para isso, utiliza-se meios
quimicos ou cirdrgicos e, dependendo da extensdo da d4rea afetada, remove-se
parcialmente ou completamente a placa ungueal. Embora esse procedimento possa ser
realizado como tratamento independente, é altamente recomendavel o tratamento
subsequente com antifingicos para melhorar sua eficacia [39].

Por fim, outras opgdes de tratamento para a onicomicose incluem as terapias
fotodinamica e a laser. A terapia fotodinamica envolve o uso de uma fonte de luz com
comprimento de onda especifico, um fotossensibilizador aplicado topicamente na placa
ungueal e o oxigénio disponivel no meio. A interagdo desses elementos resulta em reagdes
fisico-quimicas com capacidade de provocar a inativacdo dos fungos. Essa modalidade
terapéutica vem se mostrando eficiente; no entanto, investigacdes adicionais sdo
necessarias para otimizar a técnica e estabelecer protocolos de tratamento padronizados
[37,40]. Por sua vez, a terapia a laser € um método no qual a intera¢do da luz do laser com
o tecido fungico pode resultar em efeitos fungicidas [26, 40]. Esse método tem se
mostrado promissor para produzir melhoras temporarias na estética das unhas, mas em
relacdo as taxas de cura, essas sdo menores em comparagao com as terapias tépica e oral;
na realidade, existem evidéncias limitadas sobre a eficacia dos lasers na eliminacao dos
fungos patogénicos [28, 35, 40].

A onicomicose é uma infeccdo fungica persistente, com um arsenal terapéutico
disponivel que apresenta limita¢des. As falhas terapéuticas e a recorréncia da doenga sdao
muito comuns, sendo que a exposicdo prolongada, a aplicacdo excessiva ou a utilizacao
inadequada dos antifingicos pode propiciar o surgimento de resisténcia antifiingica [23,

41, 42], um problema ja relatado em todo o mundo [42]. Diante das informagdes
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apresentadas, percebe-se a necessidade de desenvolvimento e uso de técnicas para se
determinar a difusdo e as interagdes fisico-quimicas de novas formulagdes que sejam mais

eficazes e seguras para o tratamento da onicomicose.
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2.1.1 Esmaltes contendo nanoparticulas de prata biogénicas e dleos

essenciais de orégano e de alecrim

2.1.1.1 Introducao

Produtos naturais ou produtos contendo moléculas derivadas de recursos
bioldgicos tém sido explorados como abordagem terapéutica complementar ou como
substituto dos medicamentos convencionais no tratamento da onicomicose [29, 43, 44].
As razdes para isso sdo as diversas vantagens que os tratamentos naturais podem
oferecer. Eles possuem potencial para serem de baixo custo se a classificagdo for como
medicamentos de venda livre ou complementares. As reacdes adversas associadas aos
tratamentos naturais geralmente sdao minimas, como irritacio da pele ou dor leve,
indicando serem alternativas mais seguras e toleraveis. Além disso, a natureza complexa
dos constituintes bioativos encontrados nos produtos a base de plantas pode conferir ao
tratamento uma menor propensao para o surgimento da resisténcia fungica [45].

Os 6leos essenciais sdo compostos extraidos das estruturas de varias plantas
aromaticas, sendo caracterizados como uma substancia liquida, volatil, com intenso
aroma, na maioria das vezes incolor, soluvel em lipideos e em solventes organicos (com
densidade geralmente inferior a da agua). Sao produzidos como metabdlitos secundarios
das plantas e apresentam em sua composicdo uma mistura complexa e variavel de
componentes quimicos, predominantemente aqueles classificados como terpenos e
terpendides [46, 47]. Estudos demonstraram que alguns oleos essenciais possuem
propriedades bioativas, como a¢do antimicrobiana, antioxidante, antiviral, antiparasitaria
e inseticida, e por esta razdo, eles sio amplamente empregados na industria cosmética,
agricola, sanitaria, farmacéutica e alimenticia [48, 49]. Entre as amplas variedades de
6leos essenciais conhecidos (cerca de 3000) estdo os 6leos essenciais de orégano e de
alecrim, os quais contém compostos bioativos que os torna eficazes contra fungos
patogénicos [49-51].

As nanoparticulas de prata sdo estruturas com tamanho de 1 a 100 nm, que
podem ser obtidas por meio de métodos quimicos, fisicos e biolégicos. A sintese bioldgica
(ou verde) tém recebido consideravel atencao pelos pesquisadores por ser um processo

ecologicamente correto, seguro e de baixo custo. As fontes mais comumente empregadas
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nesse tipo de sintese sdo microrganismos (fungos e bactérias) e plantas (extratos). As
nanoparticulas de prata de sintese biogénica apresentam amplo espectro de acdo
farmacologica, e em decorréncia disso, tétm ganhado destaque nos ultimos anos com
aplicagdes em diversas areas, tais como os setores alimenticio, medicinal, agricola e téxtil
[52, 53]. Sua eficacia antiftingica ja comprovada contra diversos microrganismos a torna
uma alternativa promissora para tratamento de doengas decorrentes das infec¢des
fangicas [54].

Os antiftingicos topicos podem se apresentar de diversas formas farmacéuticas,
dentre elas, o esmalte se mostra mais adequado e conveniente no caso do tratamento de
doencas de unhas por permitir a retencdo do medicamento na area desejada [23, 38].
Nestes casos, os esmaltes sdo modificados por meio da incorporacao de agentes
antifdngicos. Apds sua aplicacdo, o solvente volatil evapora, deixando uma pelicula,
insolavel em agua, na qual o medicamento estd concentrado e em contato com a placa
ungueal. Essa retencdo, hidratacdo e maior concentragdo do farmaco sdo importantes
para aumentar sua permeac¢ao na placa ungueal [23].

Para avaliar a permeacdo de um novo antifingico de aplicacdo tdépica, a
espectroscopia fotoacustica é uma técnica de grande valia, pois permite avaliar tanto a
permeacao como possiveis intera¢des entre a substancia e o tecido bioldgico, além disso
essa técnica tem sido usada para analisar a difusdo de formulagdes farmacéuticas em
diferentes tecidos biol6gicos, como por exemplo unha e pele [6, 9, 55]. Assim, este estudo
visa empregar a espectroscopia fotoacustica na regido do infravermelho (FTIR-PAS) para
avaliar a permeacdo ungueal de formulacdes de esmalte com a incorporagdo de 6leos
essenciais de orégano e alecrim e nanoparticulas de prata biogénicas. Estas podem ser um
possivel método terapéutico alternativo no tratamento preventivo ou curativo da
onicomicose.

O estudo foi realizado em colaboragdo com o Programa Pés-Gradua¢do em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Londrina. As formulagdes de esmalte
foram elaboradas pela professora Dra. Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni e a aluna
Natalia Rodrigues de Oliveira. Os dados aqui apresentados também fazem parte da

dissertacdo da referida aluna [36].

2.1.1.2 Procedimento experimental
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Para este estudo, as formulagdes de esmaltes foram preparadas adicionando em
uma mesma base, de forma isolada ou em associacao, trés ativos diferentes: 6leo essencial
de orégano (OEO), 6leo essencial de alecrim (OEA) e nanoparticulas de prata biogénicas
(Bio-NPAg). A sintese das nanoparticulas de prata foi realizada a partir do uso do fungo
Fusarium oxysporum. A formulagdo base, isenta de ativos, foi desenvolvida utilizando
acetato butirato de celulose, alcool isopropilico, acetato de etila e acetato butirato de
sacarose, sendo que a concentracao de cada componente nao foi exposta por motivo de
patente. A Tabela 1 mostra a composi¢do das formula¢des de esmalte elaboradas para este

estudo [36].

Tabela 1. Composicao das formulagdes de esmalte. Adaptado da referéncia [36].

Formulacio Base OEO OEA Bio-NPAg
‘ (% v/v) (% v/v) (% v/v) (% v/v)
FB 100 - - -
FOO 100 7,0 - -
FOA 100 - 7,0 -
FAG 100 - - 2,5
FOAAG 100 2,33 2,33 0,83

Para avaliar a permeagdo dos esmaltes foram utilizados fragmentos de unhas das
maos coletados de uma voluntaria saudavel na faixa etaria de 23 anos. Os fragmentos de
unha foram manualmente seccionados em amostras (n=10/grupo) de dimensodes
semelhantes (3x3 mm). Em seguida, a espessura das amostras foi aferida e, com o auxilio
de uma lixa, foram retirados cerca de 30 um de espessura da superficie dorsal da estrutura
ungueal. A média das espessuras das amostras foi de 408 um. Apds essa etapa, foram
obtidos os espectros FTIR-PAS das amostras de unha (superficie dorsal e ventral) sem
aplicacao de qualquer formulacado, os quais foram usados como controle. Por fim, sobre
superficie dorsal foram aplicados 5 pl da formulacdo de esmalte e ap6s 30 minutos, a
difusdo da formulacgao foi avaliada por FTIR-PAS.

As medidas foram realizadas em um espectrometro no infravermelho por
transformada de Fourier (Vertex 70v, Bruker) equipado com uma célula de detecgdo
fotoacustica (Gasera, PA-301). A amostra foi posicionada dentro da célula fotoacustica

iluminando-se primeiramente a superficie dorsal, e, posteriormente a ventral. Antes do
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inicio de cada medida, o interior da célula fotoacustica foi preenchido com gas hélio. Este
procedimento visa otimizar a sensibilidade da técnica, bem como minimizar
interferéncias do ar ambiente. Os espectros de FTIR-PAS foram coletados no modo rapid
scan, no intervalo espectral de 3000 a 1000 cm-1, com resolugdo espectral de 8 cm-1, média
de 128 varreduras e velocidade do espelho de 0,05 cm/s (equivalente a frequéncia de
modulagdo de 1,6 kHz).

A Figura 2 ilustra como a formulacdo foi aplicada na unha e o respectivo

posicionamento da amostra no interior da célula fotoacustica.

Esmalte Radiagdo Radiacdo

Reiigiido:~30iiii ‘ Eletromagnética Eletromagnética

Camada Dorsal —

Camada Intermediaria —

(A)

Radiac¢do IR modulada * *

Camada Ventral

Espelho

\ 4

Janela de KBr '

Cantilever

(B)

Célula Fotoacustica

Figura 2. (A) Representacdo esquematica da preparacdo das amostras para o estudo ex vivo da
permeacdo ungueal dos esmaltes e do posicionamento para a aquisicdo dos espectros. (B)
Representacdo esquematica da célula fotoacustica. Adaptado da referéncia [36].

O comprimento de difusdo térmica (us) é o parametro que permite estimar a
espessura da amostra que esta contribuindo para a gera¢do do sinal fotoacustico. Sua

expressao para medidas realizadas por FTIR-PAS no modo rapid scan é [9]:

ps(v) = (1

2molV
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Em que, D é a difusividade térmica da amostra, v é o nimero de onda da radiacdo
infravermelha e V é a velocidade do espelho do interfer6metro. Utilizando na equagdo (1)
a difusividade térmica da unha (D = 10 x 10~* cm?/s [56]) e a velocidade do espelho
usada nesse experimento (0,05 cm/s), tem-se que o valor de ug variou de 10 a 18 pm.
Considerando esses valores e o valor médio da espessura das amostras (408 pum), se a
formulacao for detectada do lado oposto a sua aplicagdo, indica que ela se propagou ao
longo da estrutura unha.

Por fim, analises estatisticas foram realizadas utilizando One-way ANOVA seguida

por teste de Tukey. Foi considerado P < 0,05 como nivel de significancia.

2.1.1.3 Resultados e discussio

Os espectros de absorcdo O6ptica das formulacdes de esmalte contendo
nanoparticulas de prata biogénicas e 6leos essenciais de orégano e alecrim, em associacao
ou nao, foram semelhantes ao espectro de FB, porém, a adicao do ativo levou ao aumento
de intensidade dos picos em 1758, 1242 e 1056 cm-! (Figura 3). Esses picos foram usados
como referéncia para a analise de permeacao, assim, a identificacdo deles nos espectros
da superficie ventral da unha, apds a aplicacdo das formulagdes de esmalte na superficie

dorsal, indica que ocorreu a difusdo através da estrutura ungueal.
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Figura 3. Espectros obtidos por FTIR-PAS das formula¢des de esmalte. Adaptado da referéncia
[36].

A avaliagdo da permeacao foi realizada com base nas leituras de FTIR-PAS das
unhas antes e apo6s a aplicacdo tépica da formulacao (Figura 4). O espectro da unha
controle apresenta bandas de absor¢ao em 2921 e 2853 cm-! associadas ao estiramento
de CHz de lipideos, em 1657, 1542 e 1238 cm'! referentes a amida I, Il e II], em 1452 cm-!
caracteristica da deformacao de CH3 e em 1079 cm-! relacionadas as ligagdes do esqueleto
CC [15, 32]. Os espectros das unhas com as formulacdes de esmalte evidenciaram sua
presenca em ambas as superficies, dorsal e ventral. A medida da superficie dorsal resultou
em um espectro similar ao da formulagdo. A medida da superficie ventral mostrou a
presenca dos picos em 1758, 1242 e 1056 cm! juntamente com os da unha, indicando a

permeacdo de todas as formulagdes de esmalte. Além disso, pode-se observar que nao
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ocorreu deslocamento ou desaparecimento dos picos, mostrando que a técnica nao
detectou possiveis intera¢des entre a formulacdo e a estrutura ungueal, o que pode
significar que os componentes da féormula nao induziram efeitos adversos na placa

ungueal.
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Figura 4. Espectros obtidos por FTIR-PAS de amostras de unha controle e de unha com aplicacao
da formulacdo de esmalte na superficie dorsal. Adaptado da referéncia [36].

T T
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A diferenca entre a permeacao da formulagdo base e das formulagdes com os
principios ativos foi quantificada por meio de integracdo numeérica. As areas obtidas estdo
apresentadas na Figura 5. Dentre as formula¢des analisadas, os resultados mostraram
valores maiores de area para as trés formulagdes que continham Oleos essenciais de
orégano e/ou alecrim em sua composicdo, indicando maior permeacdao destas
formulagdes na superficie ventral da placa ungueal, sendo que FOAAG foi a formulacao

com maior difusdo. A formulagdo que apresentou menor permeacao foi a FAG.
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Figura 5. Valor médio das areas obtidos por meio de integracdo e com subtracdo da area do
controle.* (P < 0,05) formulagdes que diferem a letra sdo estatisticamente diferentes pela analise
One-way ANOVA seguida do teste de Tukey. Adaptado da referéncia [36].

Conforme relatado anteriormente, uma das propriedades que influencia na
permeacdo da substdncia na unha é seu peso molecular, a permeabilidade diminui com o
aumento do peso molecular do composto ou vice-versa [57, 58]. Os compostos terpenos,
principais constituintes de varios dleos essenciais, apresentam baixo peso molecular [59],
portanto, é possivel que os componentes dos 6leos esséncias presentes em FOO, FOA e
FOAAG tenham favorecido a permeacdo dessas formulagdes na unha.

A Figura 6 apresenta estruturas quimicas de diferentes compostos encontrados
em oOleos essenciais. Diferencas nos constituintes quimicos e nas concentracdes de 6leos
essenciais sao observadas em diferentes espécies de plantas e dentro da mesma espécie.
Essas variacoes sao atribuidas a fatores como a parte especifica da planta usada, a época
da colheita, o método de secagem e armazenamento, o processo de destilacdo e questdes
relacionados ao clima. Dentre os diversos compostos que podem ser encontrados nos
0leos esséncias, apenas um pequeno numero de moléculas, duas ou trés, estdo presentes
em proporg¢des relativamente altas, de 20 a 70%, e sdo responsaveis pelas propriedades
distintas do 6leo essencial [60]. Segundo Bakkali e colaboradores [46], o OEO contém
principalmente carvacrol e timol, com porcentagens de 30% e 27%, respectivamente;
enquanto, Sienkiewicz e colaboradores [61] relataram que os principais componentes do
OEA sao 1,8-cineol, canfora e a-pineno, com porcentagens de 46%, 11% e 11%,

respectivamente.
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Figura 6. Estrutura quimica de alguns compostos importantes presentes em 6leos esséncias. (A)
limoneno; (B) timol; (C) 1,8-cineol; (D) geraniol; (E) bisabolol; (F) farneseno; (G) eugenol.
Reproduzido da referéncia [36].

No que se refere a menor permeacao através da lamina ungueal apresentada por
FAAG, esta pode ser devido as cargas na formulacdo. A menor permeabilidade de espécies
carregadas pode ocorrer devido a hidratacdo do fon, que resulta em pequeno aumento do
tamanho molecular, ou a repulsdo eletrostatica com a queratina, quando carregadas de
forma semelhantes [57]. Portanto, temos duas hip6teses: a primeira que os ions de Ag*
liberados pelas Bio-NPAg podem ser impactados pela hidratagdo e assim aumentar o
tamanho da molécula; e a segunda que a formulacao pode ser repelida pela queratina da
unha. Esta tltima hipotese, esta suportada no fato da queratina assumir uma carga liquida
positiva ou negativa dependendo do PH. Para pH abaixo de 5 sua carga liquida é positiva,
e acima desse valor é negativa [62]. O pH da propria unha esta relacionado com sua
localizagdo anatomica e com o género da pessoa, sendo ligeiramente menor para as unhas
das maos e do género feminino [63], assim, tem-se a hipotese que as unhas aqui usadas

estavam carregadas positivamente, repelindo os ions Ag*.
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E importante ressaltar brevemente os resultados das analises realizadas por
Oliveira [36]. Em relacdo aos trés ativos avaliados (OEO, OEA e bio-NPAg), os testes
antimicrobianos demonstraram melhor eficacia do OEO e do bio-NPAg na inibicao do
crescimento dos microrganismos testados, os quais foram Tricophyton mentagrophytes,
Tricophyton rubrum, Microsporum canis e Microsporum gypseum. O teste de citotoxicidade
confirmou a seguranc¢a dos ativos. No que se refere as 7 formula¢des preparadas, o teste
de difusdao em disco mostrou que apenas FOO foi capaz de inibir o crescimento fingico de
todas as espécies testadas, enquanto no teste de infeccao ungueal apenas as formulagdes
contendo OEO em sua composi¢ao, com excecdo de FOAAG, mostraram eficacia na inibi¢cao
do crescimento de todos os agentes patogénicos durante os 15 dias de tratamento. Esses
testes foram realizados utilizando os mesmos microrganismos descritos acima.

Considerando todos os resultados, inclusive da andlise de permeacdo ungueal,
FOO e FOAG (formulagao contendo 6leo essencial de orégano e nanoparticulas de prata)
foram as formulagdes escolhidas como potenciais candidatas para a formulagao final do
esmalte antifiingico. Apo6s essa escolha, andlises de microscopia eletronica de varredura
(MEV) e de caracteristicas fisico-quimicas foram realizadas. As imagens MEV
evidenciaram que ambas as formulag¢des inibiram eficientemente o crescimento de hifas
de Tricophyton mentagrophytes. Além disso, as formulacdes se mostraram estaveis,
apresentaram pH compativel com o da lamina ungueal e tempo de secagem de menos de
2 minutos. Diante de tais resultados, essas formulacdes podem ser consideradas uma

alternativa terapéutica para o tratamento da onicomicose [36].
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2.1.2 Nanoparticulas de prata biossintetizadas a partir de extrato

glicolico de propolis

2.1.2.1 Introducao

Nas ultimas décadas, por conta de suas propriedades fisicas, quimicas e
biologicas Unicas, os nanomateriais se tornaram objetos de grande interesse da
comunidade cientifica [64, 65]. Em particular, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém
sido um dos nanomateriais mais estudados para aplicacdo nas areas da saude devido sua
notavel ac¢do antimicrobiana. Além disso, possuem atividades anti-inflamatéria e
anticancerigena, e, apresentam estabilidade quimica e altas condutividades térmica e
elétrica. Diante de tais propriedades, essas nanoparticulas estdo sendo usadas em varias
aplicagdes (incluindo dispositivos médicos, sistemas de entrega de medicamentos,
materiais dentarios, curativos, diagnostico e tratamento de doengas) e desempenham um
papel promissor na busca por novas estratégias biomédicas [66-69].

Como consequéncia da crescente demanda por AgNPs, surgiu a necessidade de
estabelecer métodos alternativos para sua produ¢do, uma vez que os métodos
convencionais (fisicos e quimicos) envolvem desvantagens como o alto consumo de
energia ou a presenca de produtos e subprodutos téxicos para os seres humanos e ao meio
ambiente [66, 70]. Nesse sentido, existe um interesse na sintese de nanoparticulas usando
meétodos bioldgicos; os quais sdao processos com impactos ambientais reduzidos, mais
seguros, economicos e eficazes [70, 71].

Na sintese verde (ou bioldgica), as nanoparticulas sao produzidas se utilizando
entidades biol6gicas, como microrganismos e plantas, sem a necessidade de quaisquer
agentes quimicos adicionais [70, 71]. As biomoléculas reduzem os sais metalicos a
nanoparticulas e exercem um papel crucial em sua estabilizacdo, por meio da formacao
de uma camada que envolve a superficie das nanoparticulas. Além da funcao
estabilizadora, as biomoléculas que revestem as nanoparticulas contribuem para sua
biocompatibilidade e sua eficacia [70-72].

Nesse viés, a sintese bioldgica de AgNps utilizando derivados de prépolis pode
resultar em produto promissor, ndo apenas por ampliar as op¢des de recursos biologicos

utilizados para este fim, mas também por combinar os efeitos antifungicos oferecidos
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pelos precursores para produzir um novo sistema, mais eficiente e seguro, para o
tratamento da onicomicose. Visto que a propolis é um produto natural que tem sido
estudado por apresentar atividade antifingica contra diversas cepas de fungos e
capacidade antibiofilme [29, 73]. Também sdo conhecidas suas propriedades
antiinflamatéria e cicatrizantes, as quais podem complementar o tratamento da
onicomicose [74].

A proépolis (também conhecida como “cola de abelha”) é uma substancia com
caracteristicas resinosas, encontrada nas colmeias, onde as abelhas a utilizam como
material cimentante para fechar rachaduras e espagos abertos, bem como para revestir
as paredes e proteger a colmeia de microrganismos nocivos [75]. Essa substancia resinosa
€ preparada pelas abelhas a partir de material coletado de exsudatos vegetais e obtida
ap6s mistura com suas proprias secre¢oes (saliva, secrecdes enzimaticas e cera) [76, 77].
De modo geral, a propolis é formada por resinas e balsamos (50%), cera (30%), 6leos
esséncias (10%), pélen (5%) e outros compostos (5%) como aminoacidos, vitaminas e
minerais [74, 76, 77]. Sua composicao quimica é altamente complexa e varia conforme a
localizagdo geografica e a época de coleta do material pelas abelhas, sendo que mais de
800 compostos quimicos diferentes ja foram identificados na prépolis [77, 78]. Suas
atividades biolégicas decorrem dos compostos presentes na resina vegetal, os quais sdo
predominantemente em todo o mundo substancias fenélicas [76, 78].

Uma investigacdo anterior conduzida pela atual equipe de pesquisa mostrou a
sintese e estabilizagdo de nanoparticulas utilizando somente prata e extrato etandlico de
propolis verde. As AgNPs obtidas apresentaram tamanho inferior a 100 nm, boa
estabilidade, baixa toxicidade, atividades antifingicas contra todos os isolados testados e
propriedades antibiofilme [79]. No presente estudo, o extrato glicélico de propolis (GPE)
foi empregado como possivel agente redutor e estabilizador da prata. Esse extrato tem
sido menos investigado em compara¢do com os extratos etanolico. Entretanto, existem
dados indicando que o extrato de propolis elaborado com glicol como solvente, apresenta
alto teor de polifendis totais e possui boa atividade antimicrobiana [80-83]. Assim, o
objetivo deste estudo é caracterizar por espectroscopia Fotoacustica nanoparticulas de
prata preparadas via sintese bioldgica a partir do extrato glicélico de propolis (AgNPs-

GPE) e também avaliar sua capacidade de permeag¢do ungueal.
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Este estudo foi desenvolvido em colaboracdo com a professora Dra. Melyssa
Fernanda Norman Negri e as alunas Brenda Kischkel e Thais Emiko Kawasaki do

Departamento de Andlises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa.

2.1.2.2 Procedimento experimental

O extrato glicolico de propolis (GPE) e as nanoparticulas de prata contendo
extrato glicolico de propolis (AgNPs-GPE) foram elaborados seguindo os mesmos
processos e etapas descrito por Kischkel [79], diferindo apenas pelo uso de
propilenoglicol no lugar do etanol. A caraterizacdo e a avaliagdo da permeagao ungueal
dessas preparacgdes foram realizadas por meio da técnica UV-Vis-PAS.

O ensaio de permeacdo foi realizado conforme descrito na se¢do 2.1.1.2 da
presente tese, com modifica¢cOes. Inicialmente, foram adquiridos fragmentos de unhas das
maos do biobanco do Laboratério de Cultura Celular e Tecidos da Universidade Estadual
de Maringd, previamente coletados de individuos saudaveis. A seguir, esses fragmentos
foram seccionados em partes com dimensoes finais de aproximadamente 3x3 mm, suas
espessuras foram aferidas e a superficie dorsal de cada amostra foi lixada, removendo
cerca de 30 pum de sua espessura. A média das espessuras das amostras foi de 315 pm.
Cinco amostras de unha foram preparadas para cada formula¢do. Posteriormente, foram
adquiridos os espectros de absor¢do das superficies dorsal e ventral da estrutura ungueal,
com a finalidade de serem usados como controle. Em seguida, foram aplicados 3 pl de cada
preparacdo sobre a superficie dorsal e ap6s 1 hora, adquiridos os espectros de absorg¢ao
de ambas as superficies da unha. Uma representacdo esquematica do processo de
aplicagdo da formulagdo na unha e do posicionamento da amostra para a realizagdo das
medidas esta mostrado na Figura 2, apresentada anteriormente na se¢do2.1.1.2.

A Espectroscopia Fotoacustica usada neste estudo consiste em uma montagem
experimental, conforme esquematizado na Figura 7. Nesta montagem, a luz emitida por
uma lampada de Arco de Xendnio (Oriel, modelo 68820), de poténcia maxima de 1000 W,
é difratada por uma grade de difracdo posicionada no interior de um monocromador
(Oriel, modelo 77250). Essa grade é selecionada conforme a regiao espectral de analise, a
qual pode ser ultravioleta-visivel (200-800 nm) e infravermelho préximo (800-3200 nm).
Além disso, na entrada e na saida do monocromador tem-se fendas também ajustaveis de

3,16 ou 1,56 mm. A seguir, o feixe de luz monocromatico que sai do monocromador, passa
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por um filtro, cuja a finalidade é bloquear ordens superiores de difracdo, e posteriormente
passa por um modulador mecanico (Stanford Research Systems, modelo SR540). A luz
modulada, por sua vez, incide em um espelho de primeira superficie e é direcionada
verticalmente para duas lentes convergentes, de quartzo, as quais focalizam o feixe de luz
na amostra e faz com que ela receba a maior intensidade possivel. A amostra fica
posicionada dentro de uma célula fotoacustica fechada. Esta tem um microfone (Briiel &
Kjaer, modelo 2669) acoplado que detecta o sinal e o transfere para um Lock-in amplifier
(EG & G Instruments, modelo 5110). Por fim, os dados sdo transferidos do Lock-in para um
computador, resultando, no caso do presente estudo, no espectro de absor¢ao 6ptica da

amostra.
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Figura 7. Representacdo da montagem experimental da Espectroscopia Fotoacustica utilizada no
presente estudo. Adaptado da referéncia [55].

Neste experimento, os espectros foram coletados no intervalo espectral de 300 a
700 nm e se utilizou a poténcia dalampada em 800 W, as fendas de 3.16 mm e a frequéncia
de modulagdo da luz de 23 Hz.

Nas medidas de Espectroscopia Fotoacustica, somente uma determinada
espessura da amostra contribui para a gera¢do do sinal Fotoacustico, a qual é definida a
partir do comprimento de difusao térmica (xs). Para a técnica UV-Vis-PAS, esse parametro

é calculado utilizando a seguinte expressao:
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Sendo, D a difusividade térmica da amostra e f a frequéncia de modulagao da luz
utilizada no experimento.

Utilizando D = 18,1 x 10-* cm?2/s [56], para a difusividade térmica da unha, e f =
23 Hz, na equacao (2), tem-se que o valor de yg foi de ~50 um. Assim, considerando a
espessura da unha como 315 pum e sabendo que espessura que contribuiu para o sinal
Fotoacustico foi de 50 um, a deteccao da formulagdo nas leituras realizadas na superficie
ventral (lado oposto a aplicagdo) indica que houve sua difusdao ao longo da estrutura

ungueal.

2.1.2.3 Resultados e discussao

Os espectros de absor¢do dptica das preparagdes, GPE e AgNPs-GPE, estdo
mostrados na Figura 8. Nota-se que o GPE apresenta uma banda larga de absorcao até
aproximadamente 450 nm, enquanto as AgNPs-GPE absorvem em todo o intervalo
espectral analisado, com uma banda principal centrada em aproximadamente 437 nm.
Com a finalidade de tentar identificar a atribuicao dessa banda realizou-se a medida da
solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs) usada na sintese das nanoparticulas. O
espectro obtido dessa medida também estd apresentado na Figura 8, e como se pode

observar, AgNO3 ndo apresenta absorc¢do no intervalo espectral analisado.
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Figura 8. Espectros obtidos por UV-Vis-PAS do extrato glicdlico de prépolis (GPE) e das
nanoparticulas de prata biossintetizadas a partir do extrato glic6lico de prépolis (AgNPs-GPE).
Para efeito de comparacdo, também é mostrado o espectro da solu¢do aquosa de nitrato de prata
(AgNO03) utilizada no processo de sintese.

Quando as dimensdes de uma particula metalica sdo reduzidas para alguns
nandmetros, ocorrem alteragdes significativas em suas propriedades épticas, resultando
em um comportamento completamente diferente ao apresentado pelo metal na forma de
p6 com dimensdes maiores. A ressonancia de plasmons de superficie é uma propriedade
Optica proveniente dessa reducdo de tamanho. Quando um feixe de luz ilumina uma
particula metalica, com dimensdes significativamente inferiores ao comprimento de onda,
os elétrons livres localizados na superficie da particula serdo impactados pelo campo
elétrico da luz, sendo direcionados no sentido oposto ao campo. Consequentemente, a
medida que a particula metdlica desloca a onda, o campo elétrico sofre reversoes
alternadas em sua dire¢do, o que por sua vez, causa um movimento oscilatério dos
elétrons. Esse efeito de oscilacdo ressonante é denominado ressonancia de plasmons de
superficie, a qual depende, dentre outros parametros, do tamanho, da geometria e da

composicdo da nanoparticula [84, 85].
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Para AgNPs, a ressonancia de plasmons de superficie da origem a uma banda no
espectro de absorg¢do na regido entre 400 e 500 nm [86], a qual fornece informac¢des em
relacdo a formacao, estabilizacdo e tamanho das nanoparticulas. Sua observagado por meio
da espectroscopia UV-Vis esta bem documentada na literatura [71, 86, 87]. Contudo, até
onde se sabe, existem apenas alguns estudos [88-90], que analisaram a presenca da banda
de ressonancia de plasmons de superficie em espectros de AgNps obtidos por
espectroscopia Fotoacustica convencional.

Embora o efeito de ressonancia plasmodnica seja um efeito 6ptico, ele leva a
absorcao da radiacgao luminosa, cuja energia pode ser eficientemente dissipada na forma
de calor e, consequentemente, levar a variacao de pressiao e uma onda acustica detectavel
[91]. Basicamente, o principio de geracdo do efeito fotoactstico. Dessa forma, é possivel
empregar espectroscopia Fotoacustica na andlise de amostras que apresente esse efeito.
El-Brossoly [92], por exemplo, mostrou que a técnica Fotoacustica pode ser utilizada para
caracterizar nanoparticulas de ouro com diferentes formatos e tamanhos. No estudo, os
espectros fotoacusticos mostraram uma divisdo da banda de ressonancia plasmonica de
superficie para nanobastdes de ouro, além do que, o aumento destes levou ao
deslocamento da posicao das bandas.

Portanto, com base nos dados acima expostos, é possivel inferir que a técnica UV-
Vis-PAS pode ser usada como uma ferramenta para monitorar a formac¢dao de AgNPs por
meio da ressonancia de plasmons de superficie e que a sintese de nanoparticulas usando
GPE foi realizada com sucesso. Indo além, pode-se até supor que as AgNPs-GPE obtidas
tinham formato esférico. Tais hipoteses foram validadas por espectroscopia UV-Vis e
microscopia eletronica de transmissao (TEM) em medi¢des realizadas pela aluna Brenda

Kischkel, conforme pode ser visto na Figura 9 [93].
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Figura 9. Espectros de absor(,‘ao UV VlS do propilenoglicol e das AgNPs-GPE (a). Imagens obtidas
por meio da Microscopia Eletrénica de Transmissdo de AgNPs-GPE na escala de 200 nm com
ampliacdo 60.000x (b) e na escala de 20 nm com ampliacdo de 300.000x (c). Adaptado da
referéncia [93].

Com o perfil de absorc¢do de cada preparacdo identificado, a penetracao ungueal
foi investigada. A Figura 10 mostra os espectros de absor¢do dptica obtidos por UV-Vis-
PAS da superficie dorsal da unha antes e apds aplicacao de GPE e AgNPs-GPE. Observa-se
que os espectros da superficie dorsal com a aplicagcdo das formulagdes foram semelhantes
aos de suas respectivas formulagdes (mostrados na Figura 8), o que evidencia a presenga

destas na superficie dorsal da unha uma hora apds a administragao tépica.
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Figura 10. Espectros obtidos por UV-Vis-PAS da superficie dorsal de unhas antes e apds aplicagio
do GPE ou das AgNPs-GPE.

Por sua vez, as medidas realizadas a partir da iluminagao da superficie ventral
mostraram que o espectro da unha que recebeu as AgNPs-GPE mostrou a banda de
absorc¢ado caracteristica dessa formulacao, enquanto o espectro da unha que recebeu o
GPE foi semelhante ao controle, conforme apresentado na Figura 11. Em concordancia ao
observado, as areas dos espectros obtidas por meio de integracdo numérica mostraram
maior valor para as amostras de unha que receberam as AgNPs-GPE e valor semelhante
ao controle para as que receberam o GPE (Figura 11). Assim, os resultados indicam que,
em uma hora, apenas as AgNPs-GPE se propagaram por toda a espessura da lamina

ungueal.
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Figura 11. Espectros obtidos por UV-Vis-PAS da superficie ventral de unhas antes e apos
aplicacdo do GPE ou das AgNPs-GPE. Na insercdo esta presentada a area sob a curva obtida por
meio de integral na regido de 300 a 700 nm.

Estudos anteriores [5, 94] também realizados com a técnica UV-Vis-PAS
demonstraram que o extrato de préopolis e seus derivados sdo capazes de penetrar na
lamina ungueal; contudo, nesses estudos o tempo de contato da formulagdo com a unha
foi de 24 horas. Logo, o fato da técnica UV-Vis-PAS ndo evidenciar a permeagdo ungueal
de GPE pode estar associado ao tempo de aplicacdo da formulagao, visto que no presente
estudo a permeacao foi avaliada uma hora apés a aplicagdo topica, o que evidencia a maior
facilidade das AgNPs-GPE de permear as unhas humanas do que o GPE.

Assim, pode-se concluir que neste estudo a técnica UV-Vis-PAS demonstrou ser
um método que permite monitorar, por meio da banda de ressonancia de plasmons de
superficie, a formacdo de AgNPs. Em relacao a formulacgao, o extrato de prépolis elaborado
com propilenoglicol como solvente se mostrou uma fonte eficiente para a sintese de

AgNPs. Além disso, as AgNPs-GPE obtidas foram capazes de permear através de todas as
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camadas da lamina ungueal e apresentando vantagem em relacao ao GPE, o que torna essa

preparag¢do uma alternativa promissora para a aplicagdo no tratamento de onicomicose.
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2.1.3 Formulag¢ao de hipericina em DMSO para terapia fotodinamica

2.1.3.1 Introducao

A terapia fotodinamica (PDT) tem sido cada vez mais explorada para o
tratamento de infec¢coes fungicas devido a sua eficacia, auséncia de efeitos colaterais
significativos, natureza ndo invasiva e minima toxicidade [95-97]. Essa abordagem
terapéutica consiste em aplicar no tecido infectado um fotossensibilizador, que ao ser
exposto a luz de comprimento de onda apropriado e na presenca de oxigénio, induz a
producdo de oxigénio singleto (102) e outras espécies reativas de oxigénio (ROS), estas,
por sua vez, levam a morte das células patogénicas [98].

Os fotossensibilizadores podem ser definidos como corantes que possuem a
capacidade de absorver energia proveniente de uma fonte de luz e, posteriormente,
transferi-la para outra molécula. Dentre os diversos fotossensibilizadores que ja foram
estudados, destaca-se a hipericina, que é um composto derivado de plantas do género
Hypericum, popularmente chamada de erva de sdo Jodo. Essa molécula, com
caracteristicas lipofilicas, penetra na membrana celular lipidica de organismos
eucaridticos, sendo considerada mais eficiente do que outros fotossensibilizadores que
apresentam caracteristicas hidrofilicas [99].

Estudos utilizando modelos in vitro, ex vivo e in vivo tem demonstrado a eficacia
antifingica de PDT mediada por hipericina contra fungos como Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Fusarium oxysporum, Fusarium solani e leveduras do
género Candida spp. [99]. Também ja foi relatado que esse sistema apresenta acdo
antibiofilme e promove a recuperacdo da integridade do tecido cutdneo [100, 101]. A
combinacao de tais atividades pode contribuir para a melhoria geral da condi¢ao de unhas
acometidas por onicomicose.

Neste contexto, pesquisas sobre o potencial da PDT mediada por hipericina
voltada para o tratamento clinico da onicomicose sao de grande relevancia. Portanto, este
estudo tem como foco empregar a Espectroscopia Fotoacustica para determinar se ha
permeacdo de uma solucao de hipericina em unhas saudaveis das maos e dos pés, bem
como em unhas acometidas por onicomicose, sendo esta solucdo utilizada no tratamento

de pacientes diagnosticados com essa doenca.
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Este estudo integra um relato de caso ja publicado [6], o qual foi desenvolvido
pela Dra. Pollyanna Cristina Vincenzi Conrado durante seu doutorado sob a orientagao da
professora Dra. Patricia de Souza Bonfim de Mendonga, pertencente ao Programa de
Biociéncias e Fisiopatologia do Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina da

Universidade Estadual de Maringa.

2.1.3.2 Procedimento experimental

Para este estudo, inicialmente a hipericina foi diluida em DMSO e, a seguir, uma
solucao na concentracao de 12,5 pmol/L foi preparada em agua destilada estéril. A
avaliacdo da difusdo desta formulacao em placas de unhas saudaveis e acometidas por
onicomicose foram feitas por UV-Vis-PAS [6].

Em uma primeira etapa, unhas saudaveis foram usadas para se avaliar a
permeacdo da solucdo de hipericina (Hip). Para o ensaio, fragmentos de unhas foram
coletados das maos de um voluntario com 24 anos de idade, e dos pés, de outro voluntario
com 68 anos, ambos do sexo masculino. As amostras de unha (n=10/grupo) foram
preparadas de maneira semelhante ao protocolo ja descrito na se¢do 2.1.1.2 na presente
tese: padronizacdo de tamanho, lixamento e posterior aplicagio de 3 uL de formulagio
sobre a superficie dorsal da estrutura ungueal. A seguir, as amostras foram protegidas da
luz por 30 minutos e subsequentemente avaliada a penetracao da formulacdo. Amostras
sem aplicacdo de quaisquer formula¢cdes foram usadas como controle. As leituras foram
realizadas iluminando-se as superficies da unha na seguinte ordem: dorsal, ventral e
ventral lixada. Esta Gltima, obtida a partir do lixamento manual da amostra até diminuir
sua espessura para aproximadamente 100 pm. Os espectros de absor¢ao foram coletados
nas regides espectrais do ultravioleta e do visivel (250 - 700 nm), com a poténcia da
lampada de Xendnio ajustada em 800 W. As frequéncias de modula¢do da luz usadas
foram 13 e 24 Hz, sendo a primeira para as unhas das maos e a segunda para as unhas dos
pés. Essas frequéncias foram diferentes para se monitorar a mesma profundidade na
amostra, uma vez que a espessura que contribui para o sinal fotoacustico [equa¢do (2);
secdo 2.1.2.2] depende da frequéncia de modulacdo da luz e da difusividade térmica da
unha, e este ultimo parametro, varia com a idade do doador. No presente estudo, os
voluntarios tém idades diferentes, 24 e 68 anos, por isso, os valores de difusividade

térmica da unha eram diferentes, 10 x 10* cm?/s e 189 x 10* cm?/s [56],
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respectivamente. A escolha de tais frequéncias permitiu estimar o valor de p; em
aproximadamente 50 pum, tanto para as unhas das maos, quanto para as unhas dos pés,
que tinham espessura média de 360 e 820 um, respectivamente.

Em uma segunda etapa, a permeacao da solucdo de hipericina foi avaliada em
unhas ex vivo de pacientes com onicomicose. Para isso, fragmentos de unha do pé (halux)
infectados pelos agentes etiologicos Fusarium solani (ID 02) e Trichophyton rubrum (1D
03) foram coletados e imediatamente colocados em paraformaldeido (4%). Inicialmente,
para verificar possiveis alteracdes estruturais e moleculares na placa ungueal, as
amostras foram analisadas em um espectrémetro no infravermelho por transformada de
Fourier equipado com acessorio de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) (Vertex 70v,
Bruker). Cada espectro de FTIR-ATR é resultado de 128 medidas sucessivas, realizadas
no intervalo espectral de 4000 a 800 cm! e com resolucdo espectral de 4 cm1. Apds essa
analise, o ensaio de permeacao foi realizado por UV-Vis-PAS. O procedimento aplicado foi
igualmente ao descrito acima, com exce¢ao de que as amostras nao foram lixadas. As
configuragcdes experimentais também foram as mesmas, exceto a frequéncia de
modulagao da luz que foi de 24 Hz.

Os resultados foram analisados estatisticamente por teste t de Student,

considerando o nivel de significancia de p < 0,05.

2.1.3.3 Resultados e discussio

O espectro de UV-Vis-PAS da hipericina em DMSO mostrou que a solugdo absorve
em toda regido espectral analisada, e, a partir dos espectros de seus componentes, foi
possivel identificar que a banda em 280 nm é majoritariamente devido a absor¢do do
DMSO, enquanto as outras bandas correspondem a absor¢do da hipericina, sendo as
principais centradas em 560 e 600 nm (Figura 12). Estas bandas foram adotadas como
marcadores na identificagdo da permeacdo da formulacdo. Além disso, o espectro da
hipericina mostrou que sua absor¢ao é maxima na regido proxima a 600 nm. Assim, para
maior eficiéncia, o sistema de iluminacao usado na PDT deve utilizar emissdao maxima

também nessa regiao [6].
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Figura 12. Espectros obtidos por UV-Vis-PAS do DMSO, do pd de hipericina e da solucdo
preparada com a mistura destas substancias (Hip) [6].

A onicomicose pode acometer as unhas das maos e as dos pés, sendo as ultimas
mais comumente afetadas [27]. Além disso, os fungos podem estar situados em qualquer
regido da unidade ungueal, consequentemente, podem existir na placa ungueal tanto
partes infectadas, quanto partes saudaveis. Dessa forma, para tentar melhor reproduzir
as condicdes clinicas, é importante considerar todas essas condi¢des no momento da
avaliacdo de permeacao da formulacdo nas unhas, verificando a possibilidade de entrega
efetiva do farmaco ao local onde esta o agente infeccioso.

Os espectros das unhas saudaveis ap6s a aplicacdo tépica da solugao de hipericina
mostraram a presenc¢a da formulacdo nas superficies dorsal e ventral, tanto da unha da
mao quanto da unha do pé (Figura 13). Para as leituras da superficie dorsal, nota-se que
as bandas caracteristicas da absorc¢ao da solucao de hipericina, 280, 560 e 600 nm, foram
mais intensas no espectro da unha da mao (Figura 13 (A) e (C)). Por sua vez, para a
superficie ventral, identificou-se um aumento de absor¢do em torno dessas regides

espectrais, porém, com maior intensidade no espectro da unha do pé (Figura 13 (B) e (E)).



Apoés reduzir a espessura da amostra para aproximadamente 100 um, a presenca da

formulagdo se intensificou no espectro da unha da mao (Figura 13 (C) e (F)).
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Figura 13. Espectros obtidos por UV-Vis-PAS de unhas saudaveis sem e com a aplicacdo de
solucdo de hipericina (Hip) na superficie dorsal. Em (A, B e C) espectros das unhas das maos e (D,
E e F) das unhas dos pés. A ampliacdo destaca a presenca das bandas caracteristicas da formulagao
em 560 e 600 nm. Adaptado da referéncia [6].

Para quantificar a difusdo da solucdo de hipericina nas unhas saudaveis foi feita

a integracdo da area sob as curvas de absor¢do da superficie dorsal, com posterior
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subtracdo da area do controle. O resultado da integragio mostrou uma darea
significativamente menor para unha do pé (Figura 14). Portanto, esse resultado,
juntamente com a interpretacdo dos espectros de UV-Vis- PAS, sugere principalmente que
a solucao de hipericina atingiu as camadas mais profundas de ambas as unhas analisadas,
porém a maior difusdo da formulagdo ocorreu na placa ungueal do pé do voluntario de
maior idade, ou por outro lado, ocorreu uma maior retencdo da formulacao nas camadas

mais superficiais da placa ungueal da mao.

Area (u.a.)

Unha da méo Unha do pé

Figura 14. Area obtida por meio de integracio dos espectros de UV-Vis- PAS da superficie dorsal
de amostras de unhas saudaveis das maos e dos pés que receberam a aplicagido de solucio de
hipericina, com subtracido da area do controle. teste t: *P < 0,05. Adaptado da referéncia [6].

Antes da avaliacao da permeacdo da solugdo de hipericina em unhas coletadas de
pacientes diagnosticados com onicomicose, os fragmentos de unha foram medidos pela
técnica FTIR-ATR com intuito de confirmar a infeccao e verificar possiveis alteracoes
produzidas pelos agentes infecciosos na placa ungueal.

Os resultados de FTIR-ATR das leituras dos fragmentos de unha com onicomicose
causada por Fusarium solani (ID 02) e Trichophyton rubrum (ID 03) indicaram alteragdes
espectrais nas superficies dorsal e ventral devido a interagdo do agente etioldgico com a
unha (Figura 15). O espectro do controle apresentou os picos geralmente relatados em
espectros de unhas saudaveis: 2919 (estiramento assimétrico de CHz), 2850 (estiramento
simétrico de CHz), 1644 (amida I), 1538 (amida II), 1452 (amida II; deformac¢do de CH3),
1239 (amida III), 1077 (esqueleto CC) e 1032 cm! (estiramento CC da queratina). As

diferencas espectrais encontradas nas leituras das unhas com onicomicose sugerem
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alteracdes relacionadas a lipidios, proteinas e carboidratos, evidenciadas pelas alteragdes

nas bandas centradas em 2919, 2850, 1750, 1644, 1538, 1465, 1379, 1276, 1157, 1112,

1062, 1003 e 833 cm-1, cujas atribui¢des estdo mostradas na Figura 15 [15, 102, 103].
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Figura 15. Espectros obtidos por FTIR-ATR dos agentes etioldgicos e das superficies dorsal e
ventral de unhas sem e com onicomicose. Em (A e B) onicomicose causada por Fusarium solani
(ID 02) e em (C e D) Trichophyton rubrum (ID 03). Controle: fragmentos de unha saudaveis
coletados dos respectivos pacientes. v: modo de vibragdo de estiramento; V,s: estiramento
assimétrico; v: estiramento simétrico; §: modo de vibragdo de deformagao angular [6].

As alteracdes espectrais observadas no presente estudo sio semelhantes as

relatadas por Veiga e colaboradores [102] ao analisar também por FTIR-ATR o processo

de infeccdo ungueal causado por Fusarium oxysporum, utilizando unhas humanas ex vivo

como Unica fonte nutricional para os fungos. Assim, por meio dos resultados de FTIR-ATR

é possivel inferir que a técnica detectou alteragdes na estrutura ungueal causadas pela

invasdo das diferentes cepas flingicas.
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Em relagcdo a andlise de permeacdo, os espectros de UV-Vis-PAS das unhas
acometidas por Fusarium solani (ID 02) e Trichophyton rubrum (ID 03) com a aplicagao
da solugdo de hipericina mostraram aumento de absor¢ao em 280 nm juntamente com a
identificacdo das bandas de absorcao dptica em 560 e 600 nm, com esse comportamento
sendo semelhante em ambas as superficies (Figura 16). A identificacdo dessas bandas na
superficie ventral indica que a solugao de hipericina permeou todas as camadas da placa

ungueal acometida por onicomicose (Figura 16 (B) e (C)).

—— Hip = Hip
—A— Dorsal ID 02 controle 0,04 + —4&— Dorsal ID 03 controle 0.04
0,41 —o— Dorsal ID 02 + Hip - —o— Dorsal ID 03 + Hip ’
—_ 0,03}
<
2 0,02}
S 03 :
2
= 001}
g % TN
% L L L L L L
S 02t 510 540 570 600 570 600
o
L
T
=
»n 01f
A N\ C
0,0k 1 1 1 1 3 L L
= Hip b — Hip
—4A— Ventral ID 02 controle 0,04 A2 —4A— Ventral ID 03 controle 0,04
0,41 —o— Ventral ID 02 + Hip : " —o— Ventral ID 03 + Hip
— %R0 0,03 0,03 |
< 2 %,
> B A, O
= 0,02 -2
o 03r & L P, %0004, A
L
= 0,01
3 BAARRRO00,
3] . . | AAnaloRg
S 02 510 540 570 600 510 540 570 600
s}
-
©
=
n 0’1 AAAAAAA
0,0 - . Lo . . . eAaoeoonenracaRer, w
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 16. Espectros obtidos por UV-Vis-PAS das superficies dorsal e ventral de unhas com
onicomicose apés a aplicacdo de solucdo de hipericina (Hip) na superficie dorsal. Em (A e B)
onicomicose causada por Fusarium solani (ID 02) e em (C e D) Trichophyton rubrum (ID 03).
Controle: fragmentos de unha saudaveis coletados dos respectivos pacientes sem Hip. Adaptado
da referéncia [6].

A erradicacdo da infeccdo fungica esta relacionada, entre outros fatores, com a
entrega do principio ativo ao patdgeno alvo, no entanto, as proprias caracteristicas
fisicas e quimicas da placa ungueal fornecem obstaculos a sua difusdo, impedindo o
sucesso terapéutico [23, 104]. No presente estudo, os resultados se mostraram

favoraveis, uma vez que a técnica UV-Vis-PAS indicou que a solugao de hipericina tem
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capacidade de se difundir por toda a estrutura ungueal, tanto de unhas saudaveis com
diferentes espessuras, quanto unhas acometidas por diferentes cepas flingicas, e, assim
pode contribuir para a eficacia do tratamento da onicomicose.

Conforme mencionado anteriormente, a formulacao avaliada neste estudo foi de
fato aplicada no tratamento clinico de pacientes com onicomicose. Para isso, Conrado [6]
selecionou pacientes voluntarios de ambos os sexos, com idade entre 25 e 60 anos, que
apresentavam alteragdes ungueais sugestivas de onicomicose. Para confirmar o
diagndstico dessa doenca, o material ungueal foi submetido a exames micoldgicos direto.
No total, trés pacientes foram incluidos no estudo, todos com onicomicose exclusivamente
em uma Unica unha. Antes do inicio do tratamento, foram realizados procedimentos
preparatorios, os quais incluiram assepsia da regido afetada das unhas com 70% de alcool
e desbridamento para facilitar a penetracdo da solucdo de hipericina. O tratamento
consistiu em aplicar essa formulagdo na drea desbridada e proteger da luz por um periodo
de 30 minutos (o mesmo protocolo adotado para as andlises de UV-Vis-PAS). Depois disso,
a regido foi exposta a um sistema de iluminacao contendo LED. As sessoes de tratamento
com PDT mediada por hipericina foram realizadas semanalmente e para estabelecer a
cura completa dois critérios foram considerados: cura micolédgica, determinada por meio
de resultados negativos de exame micolégico direto, e cura clinica, indicada pelo
crescimento saudavel da placa ungueal.

Conrado [6] relata que todos os pacientes apresentaram cura micoldgica apés
quatro sessoes de tratamento, com uma sessao adicional sendo realizada como medida
profilatica. A cura clinica também foi alcancada por todos os pacientes, contudo o periodo
para alcanga-la foi diferente para cada paciente devido a condig¢des individuais. O paciente
ID 01 exibia a pele dos pés muito seca em razao a sua diabetes, o que interferiu no
crescimento da placa ungueal aderida ao leito ungueal, sendo necessario um
procedimento adicional (uso tépico de ureia) para melhorar o umedecimento e a
hidratacao da area afetada. Como resultado, somente ap6s um periodo de 12 meses foi
observado o crescimento de uma placa ungueal saudavel. No caso do paciente ID 02, um
paciente mais jovem, o crescimento completo da placa ungueal foi evidenciado em um
periodo de apenas 5 meses. Por fim, o paciente ID 03 atingiu a condi¢do de cura clinica 7
meses apos o inicio do tratamento. A Figura 17 mostra fotografias das unhas dos pacientes

tiradas para acompanhar o progresso do tratamento.
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. I S
Figura 17. Fotografias das unhas dos pacientes ID 01, ID 02 e ID 03 tratados com PDT mediada
por hipericina. Em (A, D e G), unhas antes do tratamento. Em (B, E e H), unhas ap6s quatro sessoes
do tratamento, quando foi observada a cura micolégica. Em (C, F e I), unhas saudaveis,
caracterizando o final do tratamento. Reproduzido da referéncia [6].

Cabe ressaltar ainda que os paciente ndo relataram quaisquer efeitos adversos
durante as sessdes de PDT com hipericina. Portanto, levando em considerag¢do todos os
resultados do estudo, essa alternativa terapéutica se mostrou eficaz e também segura
para tratar onicomicose, sendo considerada promissora para ser incorporada na pratica
clinica [6]. No que se refere a esta tese, estes resultados sdo relevantes porque as
informacdes obtidas com os métodos utilizados podem auxiliar no processo de
desenvolvimento das formulagdes, inclusive para eventual certificagdo de qualidade e

para fins de registro nos 6rgaos de controle.
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Capitulo 3

Espectroscopia Raman e Espectroscopia
no Infravermelho por Transformada de
Fourier via Reflectancia Total Atenuada
para andlise de materiais dentarios

3.1 Ceramicas odontoldgicas de zirconia

3.1.1 Introducao

Os pacientes odontologicos tém buscado cada vez mais restauragdes que
apresentem caracteristicas semelhantes ao dente natural. Diante dessa realidade e dos
avancos tecnologicos realizados nos ultimos anos, os materiais totalmente ceramicos
ganharam posicao de destaque na confec¢do de restaura¢des dentarias. Esses materiais
possuem excelentes propriedades estéticas, aliada a uma boa estabilidade quimica no
ambiente oral, propriedades mecanicas adequadas e biocompatibilidade [105-108].

Dentre os diversos materiais ceramicos restauradores disponiveis no mercado
para uso em odontologia, as ceramicas a base de zirconia, ou dioxido de zirconio (Zr0Oz2),
sdo populares devido principalmente as suas excelentes propriedades mecanicas [109-
112], em particular, a ceramica de zirconia tetragonal policristalina estabilizada com 3%
em mol de itria (3Y-TZP) é a variante tradicional e mais utilizada [108]. Contudo, a
principal desvantagem dessa ceramica é sua alta opacidade. Para superar essa limitacao,
estas ceramicas passaram por modificacdes em sua composi¢cdo e microestrutura, e como
resultado, novas ceramicas com propriedades dpticas otimizadas foram introduzidas no
mercado odontoldgico. Sdo exemplos desses materiais mais translicidos as ceramicas de
zirconia parcialmente estabilizada com 4% ou 5% em mol de itria, (4Y-PSZ) e (5Y-PSZ),

respectivamente [113].
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A zircdnia pura, a pressdo ambiente, apresenta trés formas cristalograficas
dependendo da temperatura de preparacdo: monoclinica, da temperatura ambiente até
1170 °C; tetragonal, na faixa de temperatura entre 1170 e 2370 °C; e cubica, para
temperaturas superiores a 2370 °C até o seu ponto de fusao [114]. A transformacdo da
fase tetragonal para monoclinica durante o resfriamento de uma massa fundida de
zirconia pura é acompanhada por um aumento significativo de volume, o que torna
inviavel a confec¢do de ceramicas sinterizadas compostas de zircénia pura, pois essa
mudanca volumétrica leva ao aparecimento de tensdes excessivamente altas e de trincas
indesejadas na estrutura do material [114-116]. Entretanto, essa transformacao pode ser
evitada pela adi¢cdo de 6xidos metalicos, como o 6xido de itrio (Y203; também conhecido
como ftria), ao p6 de zirconia, com isso estabiliza-se as fases tetragonal e/ou cubica a
temperatura ambiente [113, 115, 117].

Uma etapa essencial para se obter adesdo confiavel e duravel entre o cimento
resinoso e a ceramica a base de zirconia é a realizacdo de um tratamento da superficie da
ceramica, esse procedimento deve aprimorar sua rugosidade de superficie e a
receptividade da ligagdo [117, 118]. O tratamento mecanico mais utilizado é o jateamento
da superficie da ceramica de zircénia com particulas de 6xido de aluminio (Al203) [119,
120]. Contudo, devido a metaestabilidade da fase tetragonal, tratamentos que induzem
estresse e tém potencial de modificar a superficie podem desencadear zonas de
transformacdo tetragonal-monoclinica. Embora essa transformacao resulte na expansao
de volume e na formagdo concomitante de tensdes de compressao que dificultam a
propagacdo das trincas, melhorando as propriedades mecanicas do material, como a
resisténcia a flexdo, ela pode aumentar a suscetibilidade da zirconia ao envelhecimento
[114, 117]. Em fungdo disso e de ndo existir ainda, até onde se sabe, um consenso do
melhor protocolo de tratamento de superficie, busca-se tratamentos alternativos que
produzam uma superficie adequada para receber o agente de cimentacdo, mas sem
ocasionar a diminuicao da confiabilidade da cerdmica de zirconia a longo prazo.

Neste caso, a Espectroscopia Raman (RS) pode ser empregada para a analise da
transformacao de fase e da tensao residual [121, 122]. Essa técnica na configuracdo
confocal pode oferecer vantagens como: detectar a mudanca de fase em areas pequenas e
localizadas, isto é, identificar e mapear a distribuicdo das fases na superficie [123, 124], e,

medir a taxa de transformacdo de fase em profundidade no material [123, 125]. Além
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disso, cabe ressaltar que é uma técnica nao destrutiva e a amostra é analisada diretamente
sem preparacao adicional.

Diante desse contexto, o objetivo deste estudo é usar a RS para avaliar o efeito do
tratamento de superficie com jateamento de particulas de 6xido de aluminio ou com
plasma de argbnio ndo térmico na transformacdo de fase e na tensdo residual de
diferentes ceramicas odontologicas de zirconia.

O estudo foi desenvolvido em colaborag¢do com o professor Dr. Lourenco Correr
Sobrinho e a doutoranda Fernanda Midori Tsuzuki do Programa de Pés-Graduag¢ao em
Materiais Dentarios da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual
de Campinas (FOP/UNICAMP). Estes dados eventualmente poderao vir a ser parte da tese

da referida aluna.

3.1.2 Procedimento experimental

Trés tipos de ceramica de zirconia disponivel comercialmente foram utilizados:
3Y-TZP (HT, Katana, Kuraray Noritake Dental), 4Y-PSZ (STML, Katana, Kuraray Noritake
Dental) e 5Y-PSZ (UTML, Katana, Kuraray Noritake). Inicialmente, foram confeccionadas
amostras na forma de barras com dimensodes de 12 mm de comprimento x 3 mm de
largura x 3 mm de espessura. Posteriormente, tais amostras foram sinterizadas em um
forno, atingindo 1550°C (taxa de aumento de 10°C/min), permanecendo por 2 h nessa
temperatura e seguido de resfriamento (taxa de diminui¢ao de 10°C/min), de acordo com
as recomendac¢des do fabricante. Apos a sinterizagdo, as amostras (cujas as dimensdes
finais eram: 8 mm de comprimento x 2 mm de largura x 2 mm de espessura) foram
submetidas a um dos seguintes tratamentos de superficie: (1) jateamento com particulas
de 6xido de aluminio de 50 um de didmetro durante 20 s a 0,3 Mpa e uma distancia de 20
mm; (2) plasma de argonio nao térmico por 30 s e 10 mm. Uma amostra de cada tipo de
zirconia foi mantida sem tratamento e seu espectro usado como referéncia (controle). Um

resumo dos grupos investigados neste estudo esta apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Resumo dos grupos experimentais

Grupo Tipo de zirconia Tratamento

ATl AR e com partos b
sriaGen) e e
STULIAT(e10) AT S it ateament o pardtas o
STMLPLA ety T st dlcagio de s de
UTHL AT (reto) A0SOl it teanentscom o
UTMLPLA ety R icds apliacio depasnade

Os espectros Raman das amostras foram adquiridos por meio de um microscépio
Raman confocal (Senterra, Bruker). Para excitar a amostra foi utilizado o laser em 532 nm
com poténcia nominal de 20 mW, o qual foi focado por uma lente objetiva com aumento
de 100x. A abertura confocal usada foi um pinhole de 50 um. As medidas foram realizadas
selecionando uma linha de trés pontos na regiao central de cada amostra. O espectro de
cada ponto é o resultado de 6 varreduras com 60 s de integracdo, sendo coletado no
intervalo espectral de 70 a 1540 cm! e com resolu¢do de 3-5 cm-L. Todos os espectros
foram corrigidos por linha de base e normalizados pelo vetor normalizacdo usando o

software OPUS (versao 8.5, Bruker Optics GmbH).

3.1.3 Resultados e discussao

A Figura 18 mostra os espectros Raman obtidos das ceramicas de zirconia sem
e com os tratamentos de superficie e a identificacdao da fase cristalina referente a cada

pico [123, 125, 126].
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Figura 18. Espectros Raman das superficies de cerdmicas de zirconia (A) 3Y, (B) STML e (C) UTML

antes e apo6s tratamento com jateamento de particulas de 6xido de aluminio ou com plasma de
argonio. Os picos da zirconia tetragonal e monoclinica sdo indexados com t e m, respectivamente.
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Os espectros Raman dos controles apresentam seis picos provenientes dos
modos vibracionais da zirconia tetragonal. Os espectros Raman das ceramicas de zirconia
3Y e STML (Figura 18A e 16B) submetidas ao jateamento com particulas de 6xido de
aluminio sdo diferentes dos seus respectivos controles, pode-se observar dois picos em
torno de 178 e 188 cm-1, ombros proximos a 332 e 476 cm-1, alargamento de bandas em
aproximadamente 612 e 643 cm! e, para a zircénia 3Y, um pico adicional em 382 cm-L.
Todas essas alteracdes espectrais sdo caracteristicas da presenca da fase monoclinica,
indicando a transformacdo da fase tetragonal para monoclinica em 3Y e STML apés o
jateamento.

Ja para as ceramicas de zirconia 3Y e STML (Figura 18A e 16B) submetidas ao
tratamento com plasma de argonio ndo térmico, bem como, para a ceramica da zirconia
UTML (Figura 18C) submetidas a ambos os tratamentos de superficie, os espectros Raman
apresentam os mesmos picos presentes no espectro do controle, ou seja, ndo tem
evidéncias da presenca da fase monoclinica, e, portanto, indica que a analise Raman nao
detectou a transformagdo para fase monoclinica nessas amostras.

Em relacdo ao tratamento com plasma de argbénio nao térmico, resultados
semelhantes foram relatados por Negreiros e colaboradores [117]. No estudo, os autores
aplicaram plasma de argénio por 10 ou 60 segundos na superficie de 3Y-TZP e por meio
da analise de DRX também ndo foi detectada a transicao da fase tetragonal para a
monoclinica.

Para as amostras com transformacao de fase detectavel - 3Y-JAT e STML-JAT - é
possivel realizar uma analise quantitativa baseada no fato de que as fases tetragonal e
monoclinica produzem bandas Raman com intensidade proporcional a sua concentracgao
[122]. Diante disso, a fracdo volumétrica de fase monoclinica (V;,) pode ser estimada por

meio da seguinte equacao [122]:

1117178 + 171r188

V., =
T 2.2(117) + IE78 + 188

(3)

Na qual, I,,, e I; correspondem as intensidades integradas dos picos monoclinicos
e tetragonais, respectivamente, identificados pelos deslocamentos Raman (cm1) que se

encontram sobrescrito.
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Neste estudo, a fracdo volumétrica de fase monoclinica foi calculada usando a
area do pico obtida por meio de integracdao numérica. O resultado esta apresentado na
Tabela 3 e revelou que percentual de fase monoclinica foi consideravelmente maior para

a ceramica de zirconia 3Y JAT em comparacdo a STML JAT.

Tabela 3. Média da fragcdo volumétrica de fase monoclinica obtida por meio da equacao 3.

Numero de espectros

(1)

Grupo analisados * Vin (%)
3Y JAT 30 71
STML JAT 26 1,7

* corresponde ao nimero de espectros nos quais picos da fase monoclinica foram observados. Vale
ressaltar que foram analisadas 10 amostras por grupo e para cada amostra trés pontos foram
medidos, portanto, o nimero maximo de espectros obtidos por grupo é igual a 30.

A variacao na transformacao de fase observada para as amostras jateadas com
particulas de 6xido de aluminio provavelmente esta relacionada com a diferenca de itria
presente nas trés classes de ceramicas de zirconia investigadas. Estudos anteriores [118,
127] mostraram que KATANA HT contém o menor teor de itria, seguida por KATANA
STML e por ultimo, contendo o maior teor de {tria, KATANA UTML. Correlacionando esses
dados com o do presente estudo, percebe-se que conforme a quantidade de estabilizante
aumenta, a transformacao de zirconia tetragonal para monoclinica diminui.

Em geral, de acordo com a literatura, quando se tem um alto conteudo de itria,
existe pouca quantidade de zircOnia tetragonal e ha maior presenca de zirconia cubica, a
qual nao sofre transformacdo de fase induzida por estresse [112, 113, 127].
Adicionalmente, a itria também pode se acumular nos graos tetragonais restantes e levar
a uma maior estabilidade desta fase. Dessa forma, o maior teor de itria reflete em uma
baixa transformacdo da zirconia [112, 118, 121].

Em relacdo a fase cibica da zirconia, é possivel sua identificacao nos espectros
Raman das nossas amostras, porém, a andlise nao é de forma direta devido a sobreposicao
de picos. A Figura 19 mostra uma comparacdo entre os espectros Raman das trés
ceramicas de zirconia sem nenhum tratamento de superficie (espectros nomeados como
controle na Figura 18). O espectro Raman da zirconia 3Y é composto basicamente por
bandas referentes a fase tetragonal, e, em relacdo a ele, as outras zirconias apresentam

varias diferencas espectrais, nota-se o alargamento das bandas, a redugao de intensidade
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das bandas centradas em aproximadamente 262, 320 e 464 cm! e o deslocamento com
aumento de intensidade da banda em 643 cm-1. Além disso, essas altera¢des foram mais

acentuadas na zirconia UTML.
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Figura 19. Espectros Raman das ceramicas de zirconia sem tratamento de superficie. A linha
pontilhada indica o deslocamento da banda centrada em 643 cm-L.

De acordo com a literatura [126], o espectro Raman da fase ctuibica da zirconia é
caracterizado principalmente por uma banda larga e intensa centrada em
aproximadamente 600 cm e um perfil de linha de base mais elevado, isto é, pontos de
minimos mais altos. Esta dltima caracteristica ocorre para as bandas em torno de 150,
250, 360 e 480 cm1, as quais ndo estdao bem resolvidas e se apresentam com baixa
intensidade. Pode-se perceber que as alteracdes anteriormente descritas para os
espectros das ceramicas de zirconia STML e UTML estdo proximas das regides espectrais
caracteristicas da zirconia cibica, em particular a banda em 643 cm-1 mostra um aumento
de intensidade e um deslocamento para menores numeros de onda exatamente na regido
espectral onde a fase cubica apresenta sua banda mais proeminente [126]. Assim, os

resultados sugerem que a RS detectou a contribuicdo da fase cubica nos espectros das
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ceramicas de zirconia STML e UTML, com esta ultima ceramica indicando uma maior
contribuigao.

A analise dos espectros Raman também permite identificar se existe a presenga
de tensao residual na superficie da zirconia tratada. As bandas Raman dos fonons da
estrutura cristalina se alteram quando submetidas a estresse, cada ponto da amostra
sélida espalha a luz com um niimero de onda Raman caracteristico da tensdo existente
naquele local [123]. O pico relativamente intenso e nitido em torno de 147 cm! referente
a fase tetragonal, que nao se sobrepde a nenhum da fase monoclinica, pode ser usado para
verificar a existéncia de tensdes residuais na superficie de amostras de zirconia, a
mudanc¢a na posicdo desse pico para um ndmero de onda maior indica a presenca de
tensOes compressivas residuais [118, 121, 123]. A origem destas tensdes pode ser
vinculada aos efeitos combinados de impacto/desgaste mecanico e de transformacdo de
fase [123].

A Figura 20 mostra a posicao do pico em torno de 147 cm-! para as ceramicas de
zirconia antes e ap6s os tratamentos de superficie. Um deslocamento significativo desse
pico em dire¢do a maiores numeros de onda foi observado para todas as ceramicas de
zirconia submetidas ao jateamento com particulas de 6xido de aluminio, indicando assim,
a existéncia de tensdao de compressdo na superficie induzida pelo tratamento. Para as
cerdmicas de zirconia tratadas com plasma de argbnio ndo térmico esse deslocamento
nao foi detectado, como esperado, uma vez que nao foi observada a transformacgdo da fase
tetragonal para monoclinica nessas amostras e também ndo teve impacto de particulas

contra sua superficie.
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Figura 20. Posi¢cdo do pico Raman da zirconia tetragonal em torno de 147 cm-! em func¢do dos
tratamentos de superficie. Cada valor representa a média + E.P.M; n = 10 amostras/grupo.
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Além da identificacdo da presenca ou ndo de uma determinada banda no espectro
Raman, informag¢des também podem ser extraidas a partir de alteragdes nos parametros
como a posicdo da banda, sua intensidade e seu formato. Assim, nesse estudo mostrou-se
algumas das possibilidades associadas a analise Raman de cerdmicas de zirconia ao
mesmo tempo que forneceu dados sobre o efeito do jateamento com 6xido de aluminio e
da aplicagdo de plasma de argdnio ndo térmico na superficie da ceramica, tendo em vista
contribuir para uma melhor compreensao e adaptacao de suas propriedades no ambito

da odontologia.
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3.2 Cimentos resinosos

3.2.1 Introducgao

Restauragoes ceramicas isentas de metal, as quais incluem facetas, inlays, onlays
e coroas, tornaram-se comuns na pratica odontolégica diaria em razdo da demanda por
estética e as excelentes propriedades opticas, fisicas, quimicas e biolégicas que as
ceramicas dentarias apresentam. No entanto, nessas restauracées, ndo apenas as
propriedades das cerdmicas sdo importantes, mas também as propriedades do agente
adesivo usado para unir esse material ao tecido dentario. O sucesso a longo prazo das
restauracdes ceramicas depende em grande parte de uma interface adesiva de qualidade
[106, 128-130].

Dentre os diferentes cimentos dentarios disponiveis para reter as restauracoes
cerdmicas em uma posicao estavel, os cimentos a base de resina, chamados de cimentos
resinosos, tém sido amplamente utilizados [131-133]. As caracteristicas adesivas, a baixa
micro infiltracdo, a baixa solubilidade em meio aquoso e a biocompatibilidade sao
algumas das vantagens que justificam a escolha desse material [106, 134].

De acordo com o modo de ativagdo do processo de polimerizagdo, os cimentos
resinosos sdo classificados em: autopolimerizaveis, fotopolimerizaveis e dual-
polimerizaveis. Os cimentos resinosos autopolimerizaveis possuem ativacao quimica,
iniciando a reacdo de polimerizag¢dao apos a mistura de duas pastas, uma delas contendo
um iniciador (geralmente perdxido de benzoila) e outra contendo uma amina terciaria. Os
cimentos resinosos fotopolimerizaveis possuem ativacao fisica, neste caso, tem-se apenas
uma pasta, que é composta por uma molécula fotossensivel (geralmente canforoquinona)
e uma amina tercidria. Na presenca de luz com comprimento de onda apropriado
(geralmente na regido do ultravioleta-azul), esses dois componentes reagem e promovem
o inicio da reacdao de polimerizagdo. Por fim, os cimentos resinosos duais combinam
ambas as ativagdes, dessa forma, a reagdo de polimerizacao inicia-se pela exposicdo a luz
e pela autopolimerizacao [131, 135].

No processo de polimerizagdo, os radicais livres produzidos ap6s a ativacdo do
sistema interagem com os monémeros do material quebrando as duplas ligacdes carbono-

carbono. Em seguida, os monémeros se ligam a outros mondémeros em sucessdo para
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formar a cadeia polimérica, ou seja, nesse processo os mondémeros sao convertidos em
polimeros. O grau de conversdo é o parametro associado a esse efeito [131, 135]. Uma
polimerizacdo inadequada, evidenciada pelo baixo grau de conversdo, ocasiona a
diminuicdo das propriedades mecanicas do material, o aumento da sor¢do de agua e da
solubilidade, além de ser uma condicdo critica para a biocompatibilidade, pois uma
quantidade elevada de mondmeros que ndo reagiram pode provocar efeitos adversos
locais, como por exemplo irritagdo e a inflamacdo do tecido pulpar [136]. Logo, a
polimeriza¢do adequada é fundamental.

Existem multiplos fatores que podem afetar a eficiéncia da polimerizacdo de um
cimento resinoso. Alguns deles estao relacionados ao préprio cimento resinoso, como
composicdo, modo de ativacdo e tempo de presa, outros relacionados a ceramica, como
tipo, espessura, tonalidade e translucidez, ou ainda, ao protocolo de fotoativa¢do, como a
poténcia e a distancia da fonte de luz [131, 136]. Sabe-se que no processo de fotoativacao
do cimento sob uma ceramica, uma parte da luz é perdida por dispersao e absorcao,
contudo, na literatura ainda ndo hda um consenso sobre o quanto a atenuacdo na
transmissdao de luz através de ceramicas com diferentes niveis de translucidez e
espessuras pode afetar as propriedades do material cimentante. Assim, é de particular
interesse estudar como essa atenuacdo pode interferir no grau de conversao do cimento
resinoso [106].

Tem sido uma pratica comum analisar o processo de polimerizacao por meio das
técnicas espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier via reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR) e espectroscopia Raman (RS) [137-139]. Ambas as técnicas
fornecem informacdes sobre os modos vibracionais associados as ligacdes quimicas da
molécula, o que permite avaliar o grau de conversao do material. A diferenca entre elas
estano fato de que FTIR-ATR é uma técnica de absorgao de luz, enquanto RS é uma técnica
de espalhamento de luz. No entanto, as frequéncias vibracionais de uma molécula
observadas por essas técnicas sdo as mesmas, o que pode diferir no espectro € a presenca
ou ndo de uma banda referente a uma determinada ligacdo e as intensidades das bandas,
devido as regras de selecdo associadas aos fendomenos de absor¢do ou espalhamento
caracteristicos de cada uma destas técnicas [137].

Nesse viés, este estudo tem como objetivo principal avaliar o grau de conversao

de cimentos resinosos fotoativados sob ceramicas odontolégicas de zirconia ou dissilicato
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de litio com diversos niveis de translucidez e espessuras por meio de técnicas de
espectroscopia vibracional, abrangendo a FTIR-ATR (parte I) e a RS (parte II).

Ambas as partes deste estudo foram desenvolvidas em parceria. A primeira com
o professor Dr. Lourengo Correr Sobrinho e sua aluna Fernanda Midori Tsuzuki do
Programa de Po6s-Graduagdo em Materiais Dentarios da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. A segunda parte com o
professor Dr. Paulo Henrique dos Santos e sua aluna Mariana Elias Queiroz do
Departamento de Materiais Odontologicos e Protese da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os dados da primeira parte
eventualmente poderdo vir a ser incluidos na tese da referida aluna, enquanto os da
segunda fazem parte da dissertacdo da referida aluna [140] e de um artigo ja publicado

[106].

3.2.2 Procedimento experimental

Na parte I, amostras de ceramicas de zirconia com dois niveis de translucidez
(média translucidez - MT; média opacidade - MO) e trés espessuras (0,5 mm; 0,75 mm;
1,0 mm) foram fabricadas conforme descrito em [141]. Para a confec¢dao das amostras
fotoativadas utilizando essas ceramicas foi empregado o cimento resinoso RelyX Ultimate
(3M ESPE, St. Paul, MN, USA). Este foi inserido em um molde de elastomero com um
orificio de 5,0 mm de diametro e 1,0 mm de profundidade, que estava posicionado sobre
uma fita de poliéster sobre uma placa de vidro. Apés preencher toda a matriz, sua parte
superior foi coberta com outra tira de poliéster seguida de uma ceramica e o cimento
resinoso foi fotoativado por 20s com a ponta do fotopolimerizador (Bluephase G2,
Ivoclar) em contato direto com a superficie da ceramica. Ao término do processo de
fotoativagdo, a amostra de cimento resinoso foi retirada da matriz e armazenada em
recipiente escuro contendo agua deionizada por 30 dias. Dez amostras de cimento
resinoso foram preparadas para cada ceramica. Para melhor entendimento dos grupos
experimentais, um fluxograma desta parte é apresentado na Figura 21.

Os espectros para a andlise do grau de conversao dessas amostras foram
adquiridos no espectrometro FTIR-ATR (Vertex 70v, Bruker). As medidas foram
realizadas na superficie irradiada da amostra. Os espectros foram coletados no intervalo

espectral de 4000 a 400 cm-1, com 128 varreduras e resolucao espectral de 4 cm1.
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Cerdmicas de zirconia (IPS e.max ZirCAD)
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Figura 21. Fluxograma detalhando a divisao dos grupos experimentais.

Na parte II deste estudo, amostras de ceramicas de dissilicato de litio com trés
niveis de translucidez (alta translucidez - HT; baixa translucidez - LT; média opacidade -
MO) e cinco espessuras (0,3 mm; 0,7 mm; 1,2 mm; 1,7 mm; 2,0 mm) foram previamente
confeccionadas por Queiroz [106, 140]. Para a andlise do grau de conversao, amostras dos
cimentos resinosos Multilink N e Variolink Esthetic LC Neutral (ambos de Ivoclar
Vivadent, Schaan, Liechtenstein) foram fotoativadas sob essas ceramicas. Para isso, o
cimento resinoso foi inserido em uma matriz de silicone com profundidade de 0,1 mm.
Apds o preenchimento completo da matriz, uma tira de poliéster seguida de uma ceramica
foi posicionada sobre o cimento resinoso. A seguir, este foi fotoativado sob a cerdmica
durante 40 s utilizando o fotopolimerizador LED polywave Valo® (Ultradent, South
Jordan, UT, EUA) em modo de poténcia Standard (irradiancia de 1000 mW/cm?). Por fim,
a amostra foi removida da matriz e armazenada no escuro por 24 horas. Nove amostras -
de cada cimento resinoso - foram preparadas para cada opacidade e espessura da
ceramica [106, 140]. Novamente, com o intuito de auxiliar na compreensdo das divisdes

dos grupos experimentais, um fluxograma desta parte é mostrado na Figura 22.
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As medidas dessas amostras foram efetuadas utilizando o microscépio Raman
confocal (Senterra, Bruker), equipado com um laser de excitacdo em 532 nm e uma lente
objetiva com magnitude de 20x. Foi utilizada a poténcia nominal de 20 mW e a abertura
confocal na forma de fenda retangular de 50x1000 pm. Os espectros foram adquiridos no
intervalo espectral de 1740 a 290 cm! e com resolucao espectral de 3-5 cm-1. Para cada
amostra foram selecionados trés pontos de medida na face irradiada, sendo o espectro de

cada ponto o resultado de 20 varreduras com tempo de integracdo de 3 s.

Ceramicas de dissilicato de litio (IPS e.max CAD)
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1,7 mm 1,7 mm 1,7 mm 1,7 mm 1,7 mm 1,7 mm
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. Cimento . Cimento . Cimento
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Multilink N Esthetic LC Multilink N Esthetic 1. Multilink N Esthetic L.C
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Analise do grau de conversio (n=9/grupo)

Figura 22. Fluxograma do estudo. Adaptado da referéncia [140].

Em ambas as partes deste estudo, foram realizadas medidas de cada cimento
resinoso nao fotoativado para a avaliagdo do grau de conversao. Além disso, todos os
espectros foram submetidos a corre¢do de linha de base e normalizagao.

Os dados do grau de conversao foram analisados estatisticamente por ANOVA e

teste de Tukey (p < 0,05).

3.2.3 Resultados e discussao
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O estudo da polimerizacdo de um material dentario com técnicas vibracionais
baseia-se no monitoramento da intensidade de uma banda referente as vibra¢des de
duplas ligacGes carbdnicas, isso porque estas ligacoes sdo convertidas em ligacoes simples
de carbono para formar o polimero. Normalmente na regidao do infravermelho médio,
utiliza-se a banda em torno de 1638 cm1 que é atribuida a vibracao de estiramento das
ligacdes C=C alifaticas [142, 143].

A andlise é realizada de forma comparativa, isto é, considera-se a intensidade das
ligagdes C=C alifaticas restantes no material polimerizado em relacdo a intensidade
dessas ligagdes no material ndo polimerizado. Além disso, geralmente utiliza-se uma
banda estavel, isto é, uma banda que ndo participa diretamente da reacdo de
polimerizagdo e por isso sua intensidade nao se altera no processo de polimerizacgao,
como padrao interno de normalizacao. Nessa regido espectral, a banda em torno de 1608
cm'l é uma das principais utilizadas para essa finalidade. Essa banda é atribuida as
vibracdes de estiramento de ligacdes C=C de anéis aromaticos. Na auséncia de estruturas
aromaticas, a banda em torno de 1715-1720 cm~! atribuida as vibracoes de estiramento
de ligacdes C=0, pode ser utilizada como padrao interno. Contudo, independentemente
do padrao interno usado, é importante observar se ele realmente permanece estavel
durante a polimerizagdo, pois ha casos em que a banda do padrao interno pode apresentar
variacdo de intensidade [142, 143].

O grau de conversdo é matematicamente definido como [137]:

Rpolimerizado

GC(%) = 100x[1 - (

)] (4)

nio polimerizado

Em que R é arazao entre as bandas em 1638 e 1608 cm-1, referentes as vibragoes
das ligacdes C=C alifatica e C=C aromatica, respectivamente.

Os espectros de FTIR-ATR das amostras de cimento resinoso RelyX Ultimate
antes e ap0s sua fotoativacao através das ceramicas de zirconia MT e MO com espessuras
de 0,5, 0,75 e 1,0 mm estao apresentados na Figura 23, além disso, nessa figura também
ha uma ampliacdo da regido de interesse para a andlise do grau de conversdo. Por meio
da ampliacdo observa-se claramente a redugdo de intensidade da banda em 1637 cm1 nos

espectros das amostras fotoativadas, o que evidencia o efeito da polimerizagao.



72

] c=C —— RUL néo fotoativado
] A 0,02 alifatico RUL + MT 0,5
] c=C RUL + MT 0,75

aromatico ——RUL +MT 1,0

o
i

T T T 1
1660 1640 1620 1600

Intensidade normalizada

T T T T T T A T T T T T T T T T T T 1
. c=C — RUL néo fotoativado
B 002- alifatico RUL + MO 0,5

c=C —— RUL + MO 0,75
— RUL +MO 1,0

aromatico

o
i

T T T T T T
1660 1640 1620 1600

3600 3300 3000 1800 1600 1400 1200
Numero de onda (cm™)
Figura 23. Espectros obtidos por FTIR-ATR das amostras de cimento resinoso RelyX Ultimate
(RUL) antes e apo6s fotoativacdo sob as ceramicas de zirconia (A) MT e (B) MO com diferentes
espessuras. A ampliacdo evidencia os picos em 1637 cm (C=C alifatico) e 1608 cm (C=C
aromatico).
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Para calcular o grau de conversao dessas amostras foi feita a integracao da area
sob as bandas em 1637 e 1608 cm-l. Os resultados mostraram valores de grau de
conversao variando entre aproximadamente 60 e 70%, conforme apresentado na Figura
24. As amostras de cimento resinoso fotoativadas sob a ceramica de zirconia MO
mostraram uma tendéncia decrescente nos valores do grau de conversao a medida que a
espessura da ceramica aumentou, sendo estatisticamente menor o grau de conversao da
espessura de 1 mm com relagdo as demais espessuras. Ja para a ceramica de zirconia MT,
ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre os valores grau de conversao
das trés espessuras. Na comparacdo entre as ceramicas, em uma mesma espessura,

também ndo houve diferenca significativa entre os valores do grau de conversao.
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Figura 24. Grau de conversao de amostras de cimento resinoso RelyX Ultimate em funcdo das
espessuras das ceramicas de zirconia MT e MO. Cada ponto representa a média + D.P.M de 10
amostras por grupo.

Em relacdo a outra parte do estudo, a Figura 25 mostra os espectros obtidos por
meio da RS para as amostras dos cimentos resinosos Multilink N e Variolink Esthetic LC
antes e apos fotoativagdo sob as ceramicas de dissilicato de litio com diferentes niveis de
translucidez (HT; LT; MO) e espessuras (0,3 mm; 0,7 mm; 1,2 mm; 1,7 mm; 2,0 mm), no
intervalo espectral de interesse, 1650 - 1590 cm 1. Como se pode observar a intensidade
da banda em 1639 cm! diminuiu apds a fotoativacao do cimento resinoso nas diferentes

condi¢des analisadas, o que indica a sua polimerizagao.
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Figura 25. Espectros Raman das amostras dos cimentos resinosos Multilink N (M) e Variolink
Esthetic LC (V) evidenciando os picos em 1638 cm-! (C=C alifatico) e 1609 cm-! (C=C aromatico),
antes e apos a fotoativagdo sob as ceramicas de dissilicato de litio HT, LT e MO com diferentes
espessuras [140].

O grau de conversao dessas amostras foi calculado utilizando a area das bandas

em 1638 e 1609 cm'! obtida por meio de integracdo numérica. A Figura 26 mostra o

comportamento do grau de conversao dos cimentos resinosos em func¢ao das espessuras

das ceramicas de dissilicato de litio HT, LT e MO. Nota-se que - independentemente da
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condi¢ao avaliada - Multilink N apresentou grau de conversao significativamente maior
que Variolink Esthetic LC. Observa-se também que as curvas tem uma tendéncia
decrescente, na qual as ceramicas mais finas apresentam maiores valores de grau de
conversao em comparacao com as ceramicas mais espessas. Além disso, comparando
entre as ceramicas, tem-se que as principais diferencas no grau de conversao sao para o
cimento resinoso Multilink N fotoativado sob as espessuras de 0,3 e 2,0 mm, o qual
apresenta maiores valores para a ceramica HT em relagdo a LT e MO, e para o cimento
resinoso Variolink Esthetic LC fotoativado sob as ceramicas com espessuras de 1,7 e 2,0
mm, o qual mostra maiores valores de grau de conversao para a ceramica HT e LT em
relacdo a MO. Detalhes sobre a andlise estatistica do grau de conversdao podem ser

encontrados em [106].
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Figura 26. Grau de conversado dos cimentos resinosos Multilink N (M) e Variolink Esthetc LC (V)
em funcdo das espessuras das ceramicas de dissilicato de litio (HT, LT e MO). Cada ponto
representa a média = D.P.M de 9 amostras por grupo.
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Embora na literatura seja relatado que a espessura, a opacidade e a estrutura da
ceramica interferem na quantidade de luz que passa através deste material [134, 144,
145], ainda falta um consenso sobre o quanto isso pode influenciar nas carateristicas do
cimento resinoso [106]. Em relagdo ao grau de conversao, os resultados dos estudos sdao
contraditorios. Tem-se casos em que o aumento da espessura da ceramica resulta na
reducao do grau de conversao, enquanto outros, indicam nao haver impacto significativo
da espessura nesse parametro. Além disso, alguns estudos indicam maiores valores de
grau de conversao para cimentos fotopolimerizaveis, enquanto outros, para os cimentos
de dupla polimerizacao. Essa divergéncia de resultados surge em razdo da grande
variacdo dos parametros de teste e dos materiais usados nas pesquisas [130, 145, 146].

De forma geral, no presente estudo, os resultados mostraram uma reducao
significativa no grau de conversao do cimento resinoso quando fotoativado sob ceramicas
mais espessas e opacas. Esta reducdo provavelmente se deve a possivel atenuacdo da luz
transmitida através da estrutura dessas ceramicas [106].

Os resultados encontrados estdo de acordo com estudos cientificos anteriores.
Sulaiman e colaboradores [147] investigaram o grau de conversdo de cimentos resinosos
de dupla polimerizacao fotoativados sob ceramicas monoliticas de zirconia de diferentes
marcas e com diferentes espessuras (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mm). Os autores detectaram uma
reducao significativa no grau de conversdao com o aumento da espessura da ceramica.
Resultados semelhantes foram relatados por Oh e colaboradores [145] ao utilizar um
cimento resinoso fotopolimerizavel e ceramicas de dissilicato de litio de alta e baixa
translucidez (HT e LT) com diferentes espessuras (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mm). Além disso, ao
comparar a translucidez, esses autores também relataram que essas ceramicas nao
promoveram diferencas significativas nos valores do grau de conversao do cimento
resinoso, corroborando os resultados do presente estudo, pois, para Variolink Esthetc LC
(cimento do tipo fotopolimerizavel), nao se observou diferencas significativas no grau de
conversdo quando utilizadas as ceramicas HT e LT. Em um estudo realizado por De Jesus
e colaboradores [148] utilizando ceramicas de dissilicato de litio com espessura de 1,5
mm e trés niveis de translucidez (HT, LT e MO), também néo foi observada influéncia
significativa da translucidez das ceramicas no grau de conversao dos cimentos resinosos
avaliados. Tal resultado foi atribuido a espessura reduzida da ceramica, o que em parte

corrobora os resultados do presente estudo, onde se nota que para as ceramicas com
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espessuras inferiores a 1,2 mm, a translucidez do material nao afetou significativamente
a maioria dos valores do grau de conversdo dos cimentos resinosos.

Ao comparar entre os cimentos, Variolink Esthetc LC apresentou menores valores
de grau de conversdo. Em relagdo a esse fato, pode-se considerar dois pontos relevantes.
Em primeiro lugar o tipo do cimento, os cimentos Multilink N e RelyX Ultimate sdo do tipo
dual-polimerizavel, enquanto Variolink Esthetc LC é do tipo fotopolimerizavel. Estudos
anteriores usando ceramicas de dissilicato de litio [148, 149] também relataram maior
grau de conversao para os cimentos resinosos duais quando comparado aqueles que sdo
somente fotoativados. Segundo De Souza e colaboradores [131] quando a quantidade de
luz que chega até o cimento € significativamente comprometida, o ativador quimico dos
cimentos duais promove um melhor grau de conversao. No entanto, essa ativagdo quimica
adicional pode nao ser suficiente para compensar a atenuagdo da luz, percebe-se nos
resultados do presente estudo que o componente autopolimerizavel dos cimentos de
dupla polimerizagao ndo conseguiu garantir a polimerizacdo maxima do cimento quando
utilizadas ceramicas que tendem a apresentar menor passagem de luz (mais espessas e
opacas). O segundo ponto a se considerar é a composicao do cimento, pesquisas cientificas
ja relataram que a quantidade de sistema fotoiniciador, o tipo de mondémero e a
concentracdo de preenchimento inorganico sao fatores que afetam o grau de conversao,
e, portanto, diferencas na composicdo dos cimentos pode ser uma possivel explicacdo
para o comportamento observado [130, 142].

Em conclusdo, no presente estudo determinadas espessuras e niveis de
translucidez dos materiais ceramicos afetaram negativamente o grau de conversao dos
cimentos resinosos, além disso, os cimentos duais apresentaram uma melhor
polimerizacdo. Portanto, é fundamental para o profissional odontologico conhecer as
diferencas, vantagens e desvantagens dos materiais a sua disposicao, a fim de fazer a
escolha adequada para cada situacao clinica. Nota-se, portanto, que os estudos com as
técnicas no infravermelho foram determinantes para se avaliar as modifica¢des ocorridas

na estrutura destes cimentos resinosos.
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Capitulo 4

Conclusao

A presente tese demonstrou que as técnicas biofototérmicas e espectroscépicas
convencionais podem ser aplicadas no estudo da difusdo de formula¢des farmacéuticas
de uso topico elaboradas visando estabelecer novas abordagens terapéuticas para a
onicomicose e também na analise de fatores que podem influenciar o desempenho de
materiais dentarios usados em restauracdes ceramicas.

Na primeira etapa, as analises de Espectroscopia Fotoacustica, realizadas em
diferentes regides do espectro eletromagnético, reforcaram o potencial dessa técnica na
caracterizacdo e na determinacdo de difusdao de formulagdes tépicas. Os resultados
indicaram a permeacdo de: formulagdes de esmaltes contendo nanoparticulas de prata
biogénicas e 6leos essenciais de orégano e de alecrim em unhas saudaveis; nanoparticulas
de prata biossintetizadas a partir de extrato glicélico de prépolis em unhas saudaveis;
soluc¢do de hipericina em unhas saudaveis das maos e dos pés e também em unhas dos pés
com onicomicose causada por Fusarium solani e Trichophyton rubrum. Para este ultimo
estudo, também foram mostradas, por FTIR-ATR, alteracdes espectrais relacionadas a
lipidios, proteinas e carboidratos, resultantes da interacao entre os fungos e a unha.

A segunda etapa foi composta por dois estudos. No primeiro, por RS constatou-se
que dos dois tratamentos de superficie realizados em ceramicas de zircénia dos tipos 3Y,
STML e UTML apenas o plasma de argénio ndo térmico ndo provocou mudanca da fase
tetragonal para monoclinica e nem tensdo residual de superficie. Além disso, dentre as
amostras em que a transformacao de fase foi detectada, a zircénia 3Y JAT apresentou o
maior percentual de fase monoclinica. De forma complementar, os resultados desse
estudo também indicaram que a RS detectou a presenca da fase cubica nas amostras,
sendo a presenca desta mais evidente na ceramica UTML. No segundo estudo, por FTIR-
ATR e RS verificou-se que a espessura e a opacidade do material ceramico influenciaram
o grau de conversao do cimento resinoso, com os menores valores desse parametro sendo
encontrado para as ceramicas mais espessas e opacas, adicionalmente, também se obteve

maiores valores de grau de conversao para os cimentos duais em comparag¢do ao cimento
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fotoativado.

Finalmente, nessa tese foram exploradas algumas das possibilidades de
aplicagdes das técnicas biofototérmicas e espectroscopicas e, em paralelo, fornecidas
informacdes de grande relevancia para os campos farmacéutico e odontoldgico.
Destacando, mais uma vez, a importancia dessas técnicas em direcao a um futuro préximo

de efetiva aplicacao em diagnostico clinico.
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