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Introducao

A presente pesquisa investiga a agregacao do farmaco fotossensibilizante azul de
metileno utilizando raios lasers. Deste modo, o projeto visa explorar os processos
mecanisticos de interacao da radiacao laser com meios agregados contribuindo para a
pesquisa cientifica na medida em que busca expandir o conhecimento cientifico sobre
0s mecanismos de interacao entre moleculas de interesse farmacologico. O farmaco
azul de metileno € amplamente utilizado em terapia fotodinamica devido suas
propriedades fotossensibilizantes e de auto agregacdo molecular presente em
solucoes. (SOUZA et al. 2006; MUNIN et al. 2007; GIROLDO et al. 2009; SOUZA et al.
2010). Fotossensibilizantes produzem radicais oxidantes (espécies reativas de oxigénio
— ROS) quando sao expostos a radiacao Optica nao ionizante em meio rico em
oxigénio molecular (SCHMIDT 2006) . Devido a elevada reatividade quimica, tais
radicais oxidantes sao capazes de conduzir as celulas a morte por processo de
apoptose (GUO, 2010). Tal fato gera uma variedade de aplicacoes que vai desde o
tratamento de cancer, até o tratamento de moléstias provocadas por patdogenos
microbianos como bactérias e fungos (SOUZA et al. 2006; MUNIN et al. 2007;
GIROLDO et al. 2009; SOUZA et al. 2010). Devido ao fato de todo o processo ser
disparado pela radiacao luminosa, este tipo de terapia recebeu o nome de Terapia
fotodinamica, PDT (do inglés, Photodynamic Therapy), ou traduzida para a lingua
portuguesa como TFD. Os compostos foto reativos entao utilizados em PDT sao
denominados de fotossensibilizantes (FS). A espécie reativa oxidante que resulta do
processo € o oxigénio singleto O..

Na presenca de oxigénio, a interacao gera substancias citotoxicas que causam danos
oxidativos as células-alvo. Esta reacao pode ocorrer por dois caminhos. Na reacao do
tipo |, a absorcdo da radiacdo luminosa conduz o fotossensibilizante ao estado
excitado S* formando radicais superoxidos O: - , 0s quais sao citotoxicos. Na reacao
do tipo |lI, o fotossensibilizante no estado excitado S* reage com oxigénio molecular
resultando em oxigénio singleto O: que € altamente citotoxica levando a ceélula a morte.
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Formula estrutural para o azul de metileno hidratado - CAS 122965-43-9, massa molecular 319.85 g/mol.

Agregacao molecular € o nome dado ao fenOmeno de uniao de duas ou mais
moléculas. Essa uniao tem por caracteristica uma forgca “fraca”, como as Forcas de
Van der Waals. Dentre as moléculas que apresentam esse efeito, estao as moléculas
organicas que formam os fotossensibilizantes. Do ponto de vista terapéutico, o
fenbmeno de agregacao tem como principal consequéncia a reducao da eficiéncia do
farmaco a producao de oxigénio singlete. O equilibrio quimico em solugcao dos
agregados moleculares € afetado por diversos fatores. Dentre eles pode-se citar a
concentracao do soluto, polaridade do solvente e a temperatura.

Objetivos

Investigar a agregacao do farmaco fotossensibilizante azul de metileno utilizando raios

laser para excitacao e prova, de forma a colher evidéncias que fortalecam as hipoteses
mecanisticas langcadas em pesquisas anteriores, quanto aos processos de interacao da
radiacao laser com meios agregados.

Metodologia

Uma solucao estoque de azul de metileno sera preparada com concentracao
conhecida. A partir da solucao estoque, diluicoes serao preparadas adicionando-se
solvente as solucOes unitarias. Solucdes salinas serao preparadas adicionando-se
quantidades de NaCl as diluicOes obtidas a partir da solugcao estoque. Similarmente,
solugbes com surfactante serao obtidas adicionando-se quantidades de SDS (sodium
dodecil sulfate) as diluicbes obtidas a partir da solugao estoque. Para o preparo das
solucoes-estoque, as massas de soluto serao pesadas em balanca analitica e o
volume de solvente medido em proveta graduada.

Para o preparo das respectivas diluicoes e misturas, os volumes desejados de
solucao-estoque serao coletados utilizando-se pipetas automaticas. Os volumes de
solvente a adicionar também serao medidos e transferidos com pipetas automaticas.
Diferentes provetas e pipetas serao escolhidas conforme o volume a medir,
objetivando sempre minimizar as incertezas instrumentais nas medidas volumeétricas.
Para as medidas espectroscopicas de absorbancia, as solugcbes preparadas serao
acondicionadas em cubetas de pequeno caminho optico (<1,0 mm) construidas com
vidro borossilicato, dispensando-se o quartzo pelo fato de a regiao de interesse estar
no visivel e nao no UV. As medidas espectroscopicas serao realizadas com um
espectrometro com entrada de fibra oOptica modelo USB4000 (Ocean Optics,
Rochester — NY, USA). Uma lampada haldégena dicroica modelo 150W MR16 15V
(Osram, Gmbh), com temperatura de cor de ~3300 K sera utilizada como fonte de luz
para o espectrometro.

Resultados

O projeto encontra-se em andamento, no presente momento estamos aumentando
o entendimento da teoria e o amadurecimento das hipoteses, bem como a
familiarizacdo do ambiente do laboratorio e sua instrumentalizacao para os testes
experimentais necessarios que virao. Demos inicio a parte experimental com
espectrometro e ajustes de portas-amostras necessarias, e testes preliminares
promissores.

Conclusoes

Este projeto visa investigar os processos mecanisticos de interacao da radiacao laser
com meios agregados. O projeto contribui para a pesquisa cientifica na medida em
que busca expandir o conhecimento cientifico sobre os mecanismos de interacao
entre moléculas de interesse farmacologico. Do ponto de vista do ensino e
aprendizagem, o aluno tera oportunidade de aprender a trabalhar com
iInstrumentacao optica, bem como com a eletrObnica associada, tais quais detectores
de radiacao Optica, osciloscopios digitais, geradores de sinais eletronicos, e drivers
de dispositivos optoeletronicos, bem como softwares de analise de dados.
Adicionalmente, desenvolvera habilidades necessarias ao preparo de solugcdes
gquimicas e preparacao de amostras para ensaio. Tera a oportunidade de aprender
sobre a fisica e a quimica de farmacos e suas interacdoes intermoleculares. Tera a
oportunidade de produzir novos conhecimentos e de aprender sobre redacao de
comunicacOes cientificas para divulgacao de resultados em conferéncias e revistas
cientificas.
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