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RESUMO

A espectroscopia fotoacustica (PAS) possui diversas aplicacbes para o estudo de
caracteristicas fisioquimicas de diferentes tipos de materiais. Neste projeto, sua
eficiéncia em determinar a permeacao de substincias em materiais bioldgicos se
mostrou o fator chave para sua utilizacdo. Tal capacidade se mostrou util para a
determinagdo da difusividade do corante Azul de Metileno (AM) em tecido biologico.
Aplicando cerca de 1 mM de AM em pele de orelhas de suinos foi possivel constatar
a difusdo da substéancia apds 15 minutos, se tornando mais intensa apés 30 minutos.
Todavia apds 60 minutos sua concentragdo diminui, indicando a presenga de outros
fendbmenos nao identificados. A continuidade de estudos referentes a difusdo de AM
em funcao do tempo é necesséria para o entendimento destes fenémenos.

INTRODUGCAO

A terapia fotodindmica (TFD) €& um tratamento que utiliza uma substancia
fotossensivel a luz para destruir células anormais ou micro-organismos [Robertson et
al., 2009). Um medicamento fotossensibilizador € aplicado na é&rea afetada, e
depois, essa area € exposta a luz em um comprimento de onda especifico, ativando
o medicamento e causando a destruicdo das células indesejadas ou inativacdo dos
micro-organismos. O Azul de Metileno (AM) é um corante que, devido as suas
caracteristicas fotossensibilizadoras, tem uma boa eficiéncia na TFD, apresentando
pouca toxicidade em humanos (Lepore, 2022). Dessa forma, vem se tornando um
corante muito explorado em tratamentos clinicos como na inativagdo de micro-
organismos nocivos. Porém devido a seu uso tépico, se faz necesséario obter
informacdes sobre sua permeacao em tecido biolégico.

Uma vez que a Espectroscopia Fotoacustica (PAS) tem se mostrado uma
técnica muito efetiva na determinacdo da difusdo de substancias em tecidos de
natureza biolégica, ela foi a técnica escolhida para este estudo (Sehn, 2006). A PAS
€ usada para medir a radiacao absorvida por uma amostra analisando a variacao de
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pressdo no meio (gasoso) interno a camara fotoacustica devido a difusdo de calor
pela amostra. Pelas caracteristicas da técnica, pode-se correlacionar 0os processos
de absorcdo com a estrutura quimica e a funcionalidade da amostra analisada
(Souza 2019). Assim, foi-se utilizada a PAS para avaliar a permeacao de AM em
pele de orelha de suino.

MATERIAIS E METODOS

A montagem do equipamento espectroscépico, consiste em uma lampada de
Xendnio de 1000 W de poténcia maxima, um monocromador, um trocador de filtros
automatico, um Chopper de 2 pas com capacidade para selecionar frequéncias até
200 Hz, uma célula fotoacustica no modelo de RG e, por fim, um amplificador Lock-
in 7265 DSP Amplifier responsavel por ler os dados obtidos da fase e do sinal
captados por um microfone (veja figura 1).

Lampada Xe

Microcomputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 1: Representacdo da montagem da Espectroscopia FotoacUstica para a regido UV-Vis
(Souza, 2019).

Para o AM, foi escolhida a concentracdo de 1 mM em agua Milli-Q. De
acordo com a literatura (Lepore, 2022), as concentracées de AM podem variar de 10
UM a 2 mM para tratamentos clinicos, in vitro e in vivo. Para melhor entender o seu
comportamento quando em interagdo com o tecido biologico in vivo, utiliza-se
estruturas semelhantes ao que seréa utilizado na aplicagao clinica (Bergmann et al.,
1963).

As peles de orelha de suino, escolhidas devido a sua semelhanga com a pele
humana, foram obtidas por meio de doacéo o abatedouro da Fazenda Experimental
da Universidade Estadual de Maringa. Estas foram dissecadas e seccionadas em
amostras com aproximadamente 6 mm de didmetro, com espessuras variando de
800 a 900 pm.

Para anélise de permeacdo do AM foi simulado o processo de aplicacao
topica. Assim, aplicou-se a solugcdo de AM na epiderme, e entédo realizada a medida
para os intervalos de 15, 30, e 60 minutos, além da amostra controle (sem a
aplicacdo de AM), iluminando a superficie da derme. A frequéncia de modulacdo da
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luz foi ajustada em 13 Hz e a poténcia da lampada em 800 W. A irradiacao foi feita
na faixa do UV-Vis de 300 a 800 nm. As medidas foram feitas em ftriplicatas para
cada intervalo de tempo, a partir dos espectros obtidos foi realizado uma média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao observar os espectros obtidos na figura 2 € possivel notar uma banda por
volta dos 400 nm devido a possivel presenca de hemoglobina residual no tecido. Ja
para o intervalo de 15 minutos ha a presenca de uma banda larga de 500 a 700 nm,
a qual pode ser atribuida ao AM, visto que de acordo com a literatura suas bandas
de absorcdo estdo em torno de 592 e 664 nm (Bergmann et al., 1963). Para o
intervalo de 30 min da aplicagdo apresenta as mesmas bandas, no entanto, com
uma maior intensidade devido a possivel maior concentracdo do corante, enquanto
para o espectro da derme apds 60 ndo apresenta a correspondente banda do AM,
demonstrando algum processo adicional, como uma possivel fotodegradacdo ou
formagdo da configuragdo leuco, uma forma reduzida e incolor do AM. Esta
configuracédo se forma quando o AM reage com um agente redutor, como a glicose,
e perde sua cor azul caracteristica, tornando-se transparente ou branco.
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Figura 2 — Espectros de absorcao éptica da derme antes e apds a aplicagéo da solugdo de AM na
epiderme, em diferentes intervalos de tempo de permeagéo.

CONCLUSOES

Por meio da analise feita da aplicagdo do fotossensibilizador foi possivel
constatar que, apdés 15 minutos da aplicacao ja pode-se observar a permeacao do
AM, com 30 minutos tem-se uma permeacdo mais intensa e com 60 minutos
observa-se uma presenga muito inferior de AM em comparagdo aos intervalos
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anteriores, o que indica a ocorréncia de outros fendmenos nao identificados pela
técnica. Dessa forma, fica evidente que o intervalo entre a aplicacdo do corante e
inicio da aplicacdo da luz pode ser significativo na eficiéncia da TFD. Entretanto
mais estudos sdo necessarios para o melhor entendimento do processo de difusao
do AM em fungéao do tempo.
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