IV SIMPOSIO > 5=

1CONGRESSO

NACIONAL DE e DE PESQUISA N AT
i A ECOSSISTEMA vy

ANIMA 2025 ﬁN I M A , “‘—- :..f”z -
ESTUDO ESPECTROSCOPIO DO FOTOSSENSIBILIZANTE AZURE B

Junio Luiz Camargo’; Leticia Veiga?, Barbara Vilela Martins®; (Dr.)Egberto Munin*

" Mestrando em Engenharia Biomédica; Universidade Anhembi Morumbi;
ju.lzcam33@gmail.com

2 Mestranda em Engenharia Biomédica; Universidade Anhembi Morumbi;
leticiaveigaO7 @gmail.com

® Mestranda em Engenharia Biomédica; Universidade Anhembi Morumbi;
barbara.vilela.bvm@gmail.com

* Doutor em Fisica; Docente, Universidade Anhembi Morumbi; egberto.munin@ulife.com.br

Resumo

O fotossensibilizante Azure B possui grande potencial de aplicagdo na terapia fotodinamica.
Na presenca de oxigénio, a interacdo gera substancias citotéxicas que causam danos
oxidativos as células-alvo. A presente pesquisa tem como propédsito investigar o processo de
agregacao do fotossensibilizante Azure B. As amostras serdo submetidas a analise de luz
de led e lasers com leituras no espectrofotbmetro e osciloscépio respectivamente.
Utilizando-se feixes de laser com comprimentos de onda de 663 nm e 532 nm, usados para
modulagao térmica dos estados de agregagao, espera-se observar comportamentos dpticos
similares ja observados em outros corantes fenotiazinicos mas ainda nao observado no
fotossensibilizante Azure B.

Palavras-chave: Terapia fotodinadmica, fotossensibilizantes, agregacao molecular.

Introdugao
Os fotossensibilizantes produzem radicais oxidantes (espécies reativas de oxigénio —

ROS) quando s&do expostos a radiagdo Optica nao ionizante em meio rico em oxigénio
molecular (SCHMIDT 2006). Devido a elevada reatividade quimica, tais radicais oxidantes
sdo capazes de conduzir as células a morte por processo de apoptose (GUO, 2010). Tal fato
gera uma variedade de aplicagdes que vai desde o tratamento de cancer, até o tratamento
de moléstias provocadas por patdgenos microbianos como bactérias e fungos (SOUZA et al.
2006). Devido ao fato de todo o processo ser disparado pela radiagdo 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 entdo
utilizados em PDT sao denominados de fotossensibilizantes (FS). A espécie reativa oxidante
que resulta do processo € o oxigénio singleto O..

Na presenga de oxigénio, a interagdo gera substancias citotoxicas que causam danos
oxidativos as células-alvo. Esta reagcao pode ocorrer por dois caminhos. Na reacao do tipo |,

a absorcdo da radiacdo luminosa conduz o fotossensibilizante ao estado excitado S*



IV SIMPOSIO g B

NACONALDE DE PESQUISA L
vk e R ECOSSISTEMA \£ j

ANIMA 2025 ﬁ" ' M A

‘ \.—‘-‘Q’-L[

L

formando radicais superéxidos O,”, os quais sdo citotéxicos. Na reagdo do tipo I, o
fotossensibilizante no estado excitado S* reage com oxigénio molecular, produzindo oxigénio

singleto [O,], espécie altamente citotdxica, que leva a célula a morte.

CH; CHj,
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Azure B: C;sHcCIN3S = 305,8g/mol, (NARAYANA, B.; CHERIAN, T. 2005)

Agregacao molecular € o nome dado ao fenbmeno de unido de duas ou mais
moléculas. Essa unido tem por caracteristica uma forga “fraca”, como as “Forgas de Van der
Waals”. Dentre as moléculas que apresentam esse efeito, estdo as moléculas organicas que
formam os fotossensibilizantes. Do ponto de vista terapéutico, o fenbmeno de agregacao
tem como principal consequéncia a reducdo da eficiéncia do farmaco a produgédo de
oxigénio singlete. O equilibrio quimico em solugao dos agregados moleculares é afetado por
diversos fatores. Dentre eles pode-se citar a concentragao do soluto, polaridade do solvente
e a temperatura.

O trabalho propde investigar a agregacao do farmaco fotossensibilizante Azure B
utilizando raios laser para excitagao e prova, de forma a colher evidéncias que fortalegcam as
hipéteses mecanisticas lancadas em pesquisas anteriores, quanto aos processos de

interacédo da radiagéo laser com meios agregados.

Métodos

A pesquisa tem como objeto de estudo compostos moleculares da familia dos
fenotiazinicos, os quais sdo frequentemente utilizados como farmacos fotoativos em terapia
fotodinamica. Uma vez que o presente trabalho investiga os efeitos de agregagao molecular,
os corantes fenotiazinicos foram escolhidos para estudo, porque nesta classe molecular, os
efeitos de agregacao sado expressivos e suas bandas de absorg¢ao sao largas e situadas nas
regides espectrais coincidentes com o comprimento de onda de lasers e LEDs disponiveis
para os experimentos. Adicionalmente, sdo compostos com excelente estabilidade molecular

e comercialmente disponiveis.
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Deste modo, sera preparada uma solugdo stock conhecida de Azure B em agua,
configurando uma concentragdo molar de 3,27mM. E a partir das dilui¢ées serdo levantados

graficos dos picos de dimeros e monémeros.

Também serao realizadas duas diluicbes com surfactantes: uma com SDS (sodium
dodecyl sulfate) e outra com DTAB (Brometo de Dodeciltrimetilaménio). Do mesmo modo ao
experimento anterior, sera levantado graficos com os picos dos monémeros e dimeros.
Todas as diluicdes portando serdo submetidas a espectroscopia a fim de analisar os picos
de absorbancia. O estudo consistira na incidéncia por laser na solugdo de Azure B para
verificar o seu potencial de modulagédo. Neste primeiro experimento sera utilizado o laser de
comprimento de onda de 663 nm ( pico de absor¢gdo do mondmero). Para as medidas
espectroscopicas de absorbancia, as solucdes preparadas sdo acondicionadas em cubetas

de pequeno caminho 6ptico (<1,0 mm) construidas com vidro borossilicato.

Resultados e Discussoes

O projeto encontra-se em andamento, no presente momento estamos aumentando o
entendimento da teoria e 0 amadurecimento das hipoteses, bem como a familiarizagao do
ambiente do laboratoério e sua instrumentalizagdo para os testes experimentais necessarios
que virdo. Foi dado inicio a parte experimental com espectrbmetro e ajustes de

portas-amostras necessarias, e testes preliminares promissores.
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Fig. 1. Espectro de absorbancia do azul de metileno em solugdo aquosa. (VEIGA, L.; DE SA
BALBINA F.T.C.; MORAES F.J.H.; FERNANDES A.U.; AND MUNIN E. 2024)
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Figura 2. Arranjo experimental para estudar os processos transientes induzidos por laser em
corantes autoagregados.( DE SA BALBINA F.T.C. et. al. 2023)

No entanto, espera-se, de acordo com estudos anteriores utilizando outros
fotossensibilizantes fenotiazinicos, em especial ao azul de metileno, o chamado “efeito
avalanche” resultante do aquecimento da amostra no pico do mondémero onde ¢é possivel
observar sua absorcdo a medida que o laser aumenta a temperatura da amostra
favorecendo a formagao de mondmeros. Sera utilizado o laser de comprimento de onda de

663nm. Neste comprimento de onda € possivel observar o pico do monémero.
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Figura 3. Exemplo do comportamento do sinal antes e depois de uma amostra de um
fotossensibilizante apos ser exposto a um laser de 663nm. (DE SA BALBINA F.T.C. et. al.
2023)

De acordo com a Figura 3, é possivel observar na leitura feita por osciloscopio que o
laser aumenta a temperatura da amostra favorecendo a formacao de monémeros. Quando a
amostra é excitada com um laser vermelho de 663 nm, atinge o pico da banda de absorgéo
do mondbmero do Azure B, e a transmissado da amostra diminui ao longo do tempo. A isso

entendemos como o efeito avalanche.
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Conclusoes

Este projeto, portanto, visa investigar os processos mecanisticos de interagao da radiagao
laser com meios agregados. Estando ainda em andamento, o projeto contribui para a
pesquisa cientifica na medida em que busca expandir o conhecimento cientifico sobre os
mecanismos de interagdo entre moléculas de interesse farmacologico, confirmando e

fortalecendo os resultados de trabalhos anteriores.
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