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“Nada na Biologia faz sentido exceto a luz da

evolucdo.” (Theodosius Dobzhansky)



RESUMO

0 estudo aborda a Terapia Fotodinamica (TFD) como uma estratégia terapéutica, utilizando um
corante sensivel a luz (azul de metileno) seguido de irradiacdo com luz visivel em baixas doses
e comprimento de onda especifico. Ativada na presenca de oxigénio celular, a TFD induz
reacdes que levam a formacao de radicais livres ou transferéncia de energia ao oxigénio,
resultando na producdo de oxigénio singlete. Este processo pode levar a morte celular, tornando
a TFD eficaz em varias condig¢des. Apresenta limitagdes, como tratamento de metastases
disseminadas e dificuldades na irradiacdo de tumores profundos. O estudo avaliou a degradagao
do azul de metileno em diferentes fluéncias (0] /cm? a 84 ] /cm?) para sua aplica¢do na TFD
antimicrobiana. Utilizou espectrofotometro e luz LED com comprimento de onda de 660 + 10
nm. Observou-se uma degradacdo consistente nas amostras, indicada pela redugao do pico do
azul de metileno e descoloragdo apés exposicao a luz. Os resultados sugerem a ocorréncia de
processos de fotodegrada¢do, mas sdo necessarios estudos mais aprofundados para
compreender completamente as alteracdes moleculares associadas. O estudo contribui para a
compreensdo da degradacdo do azul de metileno, fundamentando pesquisas futuras na aplicacdo
da TFD antimicrobiana. Destaca-se a relevancia da TFD, incorporada no SUS como tratamento
eficaz para cancer de pele do tipo basocelular, refor¢ando seu potencial inovador na sadde.

Palavras-chaves: Terapia fotodinamica; Azul de Metileno; Espectrofotometria UV-

VIS.



ABSTRACT

The study addresses Photodynamic Therapy (PDT) as a therapeutic strategy, using a light-
sensitive dye (methylene blue) followed by irradiation with visible light in low doses and a
specific wavelength. Activated in the presence of cellular oxygen, PDT induces reactions that
lead to the formation of free radicals or energy transfer to oxygen, resulting in the production
of singlet oxygen. This process can lead to cell death, making PDT effective in several
conditions. It has limitations, such as the treatment of disseminated metastases and difficulties
in irradiating deep-seated tumors. The study evaluated the degradation of methylene blue at
different fluences (0]J/cm? to 84 J/cm?) for its application in antimicrobial PDT. A
spectrophotometer and LED light with a wavelength of 660 O 10 nm were used. Consistent
degradation was observed in the samples, indicated by reduction of the methylene blue peak
and discoloration upon exposure to light. The results suggest the occurrence of
photodegradation processes, but further studies are needed to fully understand the associated
molecular changes. The study contributes to the understanding of the degradation of methylene
blue, supporting future research in the application of antimicrobial PDT. The relevance of PDT
is highlighted, incorporated into the SUS as an effective treatment for basal cell skin cancer,
reinforcing its innovative potential in health.

Keywords: Photodynamic therapy; Methylene Blue; UV-VIS Spectrophotometry.
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1. INTRODUCAO

A Terapia Fotodinamica emerge como uma estratégia terapéutica inovadora,
capitalizando a administracao de um corante sensivel a luz, tanto de forma tépica quanto
sistémica, seguida pela irradiagdo com luz visivel em baixas doses e comprimento de onda
especifico (PERUSSI, 2007; SANTOS, 2018). Ativada na presenca de oxigénio celular, o
fotossensibilizador desencadeia reagdes que resultam na formagao de EROs (reagdo tipo I) ou
transferem energia ao oxigénio (reacao tipo II), culminando na produc¢do de oxigénio singlete.
Esses processos podem conduzir a morte celular e a destrui¢do do tecido afetado, sendo a
multiplicidade de alvos um desafio para o desenvolvimento de resisténcia celular, conferindo a

fotossensibilizacdo uma vantagem tnica (PERUSSI, 2007).

A TFD, enquanto método terapéutico, oferece citotoxicidade seletiva, revelando-se
eficaz no tratamento de diversas condi¢des nos sistemas organicos (SANTOS, 2018).
Comparada as abordagens convencionais contra o cancer, a TFD apresenta diversas vantagens.
Fotossensibilizadores de primeira geragdo podem aumentar a sensibilidade da pele, mas quando
a TFD é empregada corretamente, ndo apresenta efeitos colaterais a longo prazo. Sua natureza
menos invasiva a torna passivel de realizagdo em nivel ambulatorial, e, além de destruir o tumor,
pode impactar a vasculatura associada, contribuindo para a erradicacao eficaz do tumor

(CORREIA et al,, 2021).

A aplicacado direta e precisa no tecido alvo é possivel devido a dupla seletividade da
TFD, onde os fotossensibilizadores se acumulam preferencialmente no tecido tumoral, e a
irradiagcao luminosa ocorre exclusivamente no tecido alvo. Ademais, a TFD pode ser repetida
no mesmo local, geralmente resultando em cicatrizes minimas ou inexistentes, e seus custos sao
inferiores as outras modalidades terapéuticas. No entanto, a TFD apresenta limitagoes,
incluindo desafios no tratamento de metastases disseminadas, a necessidade de oxigenacao
tecidual para eficacia e dificuldades na irradiacao de tumores profundos devido a baixa

penetracdo da luz visivel (CORREIA et al., 2021).

A compreensdo do processo de fotodegradacdo é crucial, ocorrendo principalmente pela
absorcdo de radiacao ultravioleta, desencadeando reagdes oxidativas em um processo
autocatalitico, resultando em reducdo do peso molecular e alteragdes na estrutura quimica
(RABELLO; WHITE, 1997). Destaca-se que o azul de metileno, um conhecido

fotossensibilizador, é frequentemente utilizado nesse contexto. Sua acdo fotodinamica, capaz
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de induzir a fotoxidagdo de substratos bioldgicos, e sua capacidade de intercalar na estrutura do
DNA conferem-lhe propriedades valiosas na terapia fotodinamica antimicrobiana (COSTA et

al, 2014; PERUSSI, 2007).

O presente trabalho tem como foco avaliar a taxa de degradagao do azul de metileno
mediante a exposi¢do a luz em comprimento de onda de 660 nm, visando sua aplicacdo na
terapia fotodinamica antimicrobiana. Os objetivos incluem dosar o azul de metileno em
diferentes densidades de energia, apresentar o conceito e breve histérico da terapia
fotodinamica, descrever suas atuagdes na saude, analisar as caracteristicas fisico-quimicas do
azul de metileno, destacar os principais farmacos fotossensibilizadores utilizados, elucidar o
mecanismo de acdo dessa terapia e investigar pesquisas e trabalhos relacionados, visando

aprimorar a eficiéncia da TFD com base nos avangos aqui descritos.



21

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodindmica utiliza a administracdo de um corante sensivel a luz, de forma
topica ou sistémica, seguida por irradiacdo com luz visivel de baixas doses em comprimento de
onda especifico (PERUSSI, 2007; SANTOS, 2018). Ativado na presenca de oxigénio celular,
o fotossensibilizador desencadeia reagdes, gerando EROs (reacdo tipo I) ou transferindo energia
ao oxigénio (reagdo tipo II), resultando em oxigénio singlete. Ambos os processos podem levar
a morte celular e a destruicao do tecido afetado. O oxigénio singlete reage com varios
componentes celulares, especialmente compostos organicos insaturados, causando
inviabilidade celular. Hidroperéxidos resultantes podem catalisar a formacgao de espécies
reativas de oxigénio por reagdes cataliticas. A ndo especificidade das EROs na reatividade com
moléculas organicas torna qualquer macromolécula dentro da célula um alvo potencial para a
TFD. Essa multiplicidade de alvos dificulta o desenvolvimento de resisténcia celular, sendo
uma vantagem da fotossensibilizacdo, além da indugdo da morte celular (PERUSSI, 2007). A
TFD é um método terapéutico que proporciona citotoxicidade seletiva, sendo eficaz no

tratamento de diversas condi¢des nos sistemas organicos (SANTOS, 2018).

A TFD oferece varias vantagens em relacdo as abordagens convencionais contra o
cancer. Fotossensibilizadores de primeira geracdo podem aumentar a sensibilidade da pele, mas
a TFD, quando utilizada corretamente, ndo apresenta efeitos colaterais a longo prazo. Menos
invasiva do que procedimentos cirurgicos, pode ser realizada em nivel ambulatorial. Além de
destruir o tumor, a TFD pode impactar a vasculatura associada a ele, contribuindo para a morte
do tumor. A aplicagdo direta e precisa no tecido alvo é possivel devido a dupla seletividade da
TFD, com FS se acumulando preferencialmente no tecido tumoral e irradiagdo luminosa
exclusiva no tecido alvo. A TFD pode ser repetida no mesmo local e geralmente resulta em
pouca ou nenhuma cicatriz, além de custar menos que outras modalidades terapéuticas. No
entanto, a TFD apresenta limitac¢des, incluindo dificuldade no tratamento de metastases
disseminadas, necessidade de oxigenacdo tecidual para eficacia e desafios na irradiacdo de
tumores profundos devido a baixa penetracdo da luz visivel (CORREIA et al., 2021). Sendo

elucidadas na tabela (Tabela 1) abaixo:

Tabela 1 - Resumo das vantagens e limita¢oes da PDT

Vantagens LimitacOes
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Baixo efeitos colaterais Fotossensibilidade apds tratamento
Menos invasivos A eficcia do tratamento depende da precisdo da
irradiacdo luminosa do tumor
Curto tempo de tratamento A oxigenacdo dos tecidos € crucial para o efeito
fotodinamico
Utilizavel em regime ambulatorial Muito dificil tratar os canceres metastaticos com a

tecnologia atual
Seletividade do cancer
Varios aplicativos no mesmo local
Excelente resultado cosméticos
Custos mais baixos
Fonte: CORREIA et al,, 2021 (Modificada).

2.1.1. HISTORIA DA TERAPIA FOTODINAMICA

A utiliza¢do da luz como agente terapéutico tem uma histéria milenar, remontando a
milhares de anos atras. Civilizagdes antigas, como o Egito, a India e a China, empregavam a
luz solar no tratamento de diversas doengas dermatolégicas, incluindo psoriase, vitiligo e
cancer, além de tratar problemas como raquitismo e até psicose (ACKROYD et al, 2001;
DUTRA, 2013). Os antigos gregos também reconheciam o poder da exposi¢ao solar para a cura,
e a helioterapia, ou seja, a terapia pela exposi¢cdo ao sol, era um passatempo popular. O
renomado médico grego Herddoto é considerado o pai da helioterapia e enfatizava a

importancia da luz solar na restauracao da saude (ACKROYD etal, 2001).

No entanto, foi somente no inicio do século 20 que ensaios experimentais forneceram
uma visao mais clara sobre os mecanismos e a aplicacdo pratica das reagdes luminosas
(DUTRA, 2013). Nos séculos XVIII e XIX, na Franga, a luz solar era empregada no tratamento
de diversas condic¢des, tais como tuberculose, raquitismo, escorbuto, reumatismo, paralisia,

edema e fraqueza muscular (ACKROYD et al, 2001).

A fototerapia comecou a ser desenvolvida pelo médico dinamarqués Niels Finsen no
final do século XIX. Ele descreveu o tratamento bem-sucedido da variola usando luz vermelha,
que evitava a supuragdo das pustulas. Em seguida, passou a utilizar a luz ultravioleta para tratar
tuberculose cutdnea e desenvolveu a fototerapia com arco de carbono para essa condi¢do, o que
lhe rendeu o Prémio Nobel em 1903 (ACKROYD et al, 2001). Baseado na terminologia
introduzida por von Tappeiner, esse procedimento foi denominado TFD. Embora os
mecanismos exatos de localizacdo da porfirina em tecidos neoplasicos ainda sejam
desconhecidos, Dougherty e Gomer usaram preparagdes radioativas para mapear a
biodistribuicdo da HPD. Isso revelou que o HPD se concentrava em tecidos malignos, em

comparagdo com a pele e o musculo normais do hospedeiro, mas as principais areas de acimulo
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eram o figado, o rim e o baco. Ao proteger essas areas da irradiagao, foi possivel alcancar a

erradicacao seletiva dos tecidos malignos (KESSEL, 2019).

A fotoquimioterapia, por outro lado, envolve a combinacao da administracao de um
agente fotossensibilizante com a agao da luz nos tecidos onde o agente estd localizado. Essa
forma de terapia também tem uma longa histéria, com mais de 3.000 anos atras, quando os
indios ja utilizavam psoralénicos no tratamento do vitiligo. No século XII, os egipcios
empregavam diferentes psoralénicos no tratamento da leucoderma. Somente na década de 1970,
os psoralénicos, ativados pela luz ultravioleta A, foram clinicamente utilizados na terapia
PUVA para o tratamento da psoriase. Posteriormente, também foram empregados no tratamento
do vitiligo e na imunoterapia. A fototerapia e a fotoquimioterapia representam importantes
avangos na medicina que utilizam os poderes curativos da luz de maneira controlada e eficaz

(ACKROYD et al, 2001).

A TFDa foi inicialmente descrita por Oscar Raab (1990), que observou o efeito letal do
corante acridina na presenca de luz solar sobre o protozoario Paramecia. Von Tappeiner (1904)
introduziu a TFDa na terapia médica e cunhou o termo "efeito fotodinamico" para descrever a
inativacao induzida pela luz de células, microrganismos ou moléculas. A TFDa é uma
modalidade terapéutica nao invasiva na qual um farmaco fotossensivel, chamado
fotossensibilizador, é aplicado a célula-alvo e ativado por luz com comprimento de onda
adequado. Quando ativado na presencga de oxigénio molecular, o fotossensibilizador gera
espécies de oxigénio citotoxicas capazes de danificar componentes celulares, como membranas
e acidos nucleicos. A TFDa € altamente seletiva, afetando somente as células expostas ao FS e

aluz, o que resulta em efeito citotéoxico (DUTRA, 2013).

Apesar disso, obter financiamento para pesquisas em TFD era dificil até a primeira
aprovacdo do FDA. Somente em 1991, comecaram a surgir mecanismos plausiveis para
entender a capacidade do fotodano em erradicar células malignas. Nesse interim, entretanto, a
irradiacdo foi apontada como um possivel meio de erradicar a vasculatura tumoral, um elemento
importante no controle do cancer. Essa descoberta levou ao uso da TFD no tratamento da
degeneragdo macular, uma doencga causada pela proliferacdo de vasos sanguineos anémalos na
retina. Protocolos atuais envolvem a TFD e antagonistas de VEGF, que é uma proteina

sinalizadora envolvida na angiogénese (KESSEL, 2019).
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Embora inicialmente o uso exclusivo da TFD parecesse promissor, isso levou a um
breve periodo de interesse comercial, mas também desviou recursos de estudos sobre o controle
do cancer. Até 1991, a literatura sobre TFD estava focada principalmente em relatos clinicos,

discussdes de protocolos e fontes de luz (KESSEL, 2019).

Uma descoberta importante identificou o oxigénio molecular singlete, produzido pela
acdo da luz incidente sobre as porfirinas, como o principal agente citotéxico gerado durante a
TFD. O grupo de Dougherty continuou a fornecer informacdes sobre a eficacia do HPD no
controle do cancer, o que levou a aprovagao do procedimento pelo FDA para o tratamento do

cancer de esofago em 1995 (KESSEL, 2019).

Embora estudos laboratoriais indiquem um efeito antimicrobiano promissor da TFDa,
os estudos clinicos ainda ndo tém confirmado esses resultados de forma consistente. No campo
da odontologia, os protocolos de aplicacdo clinica da TFDa ainda nao estdo completamente
estabelecidos, pois é uma area em desenvolvimento. Pesquisadores estdo buscando melhorar o
desempenho dessa terapia através de diferentes protocolos de aplicagdo de luz e utilizando

diversos FS em diferentes concentracdes (DUTRA, 2013).

Contudo, tem sido dado pouco foco no aprimoramento da TFDa por meio do
desenvolvimento de novas formulagdes, incluindo o uso de diferentes solventes para o FS.
Essas abordagens podem ser promissoras para a evolu¢do dessa terapia inovadora e seu

potencial aplicagao clinica eficaz na saide (DUTRA, 2013).

Além disso, é importante ressaltar que o Ministério da Satude (2023) incorporou a terapia
fotodinamica no SUS como uma alternativa eficaz no tratamento do cancer de pele do tipo
basocelular. A tecnologia, projetada pelo Instituto de Fisica de Sao Carlos da Universidade de
Sao Paulo, destaca-se por sua abordagem inovadora, combinando diagnéstico e tratamento na

mesma plataforma, evitando procedimentos dolorosos e mutilagdes.

2.2. MECANISMO DE ACAO DA PDT
Com isso, sabe-se que algumas moléculas sdo capazes de interagir com a luz de modo
a gerar substancias altamente reativas de oxigénio, sendo denominados de fotossensibilizador,

e sua propriedade de interagir com a luz gerando espécimes reativas de oxigénio é denominado

efeito fotodindmico. Esse efeito pode ser visto no diagrama de Jablonski (Figura 1).

Figura 1 - Diagrama de Jablonski
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Fonte: SANTOS, 2018.

Como descrito por Dutra (2013), quando ativado pela luz de um comprimento de onda
apropriado, o FS absorve um féton de energia, levando a molécula do estado fundamental ao
estado excitado singlete. Esse estado excitado singlete é extremamente instavel, com uma vida
util na ordem de nanosegundos, o que dificulta suas interagdes com moléculas adjacentes. Apds
uma redistribuicdo vibracional, o FS no estado excitado singlete pode retornar ao seu estado
fundamental por meio de processos radiativos (emissao de fluorescéncia) e/ou ndo radiativos
(liberacdo de energia na forma de calor). Alternativamente, pode ocorrer uma inversao de spin
eletronico, levando-o ao estado excitado triplete. Essa transicao do estado excitado singlete para
o triplete ocorre com perda de energia. Ap0s atingir o estado triplete, o fotossensibilizador tem
a capacidade de retornar ao seu estado fundamental através de decaimento energético por meio
de processos radioativos e/ou ndo-radioativos. No entanto, devido a sua menor energia, o
fotossensibilizador no estado excitado triplete torna-se mais estavel e possui um tempo de vida
prolongado, permitindo interagdes com células vizinhas por meio de dois processos

fotodinamicos denominados tipo I e tipo 1.

O processo de fotodegradacao ocorre principalmente pela absor¢do de radiagdo
ultravioleta, desencadeando reagdes oxidativas em um processo autocatalitico. Isso resulta na

reducdo do peso molecular e em alteragdes na estrutura quimica (RABELLO; WHITE, 1997).

2.2.1. TIPOS DE REACOES FOTODINAMICAS
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Apesar de possuir dois tipos de intera¢des do fotossensibilizador, os produtos gerados
pelas reagdes do tipo I e tipo II podem ter caracteristicas citotoxicas, porém ndo afeta a

efetividade antimicrobiana na fase da produgao de oxigénio singleto (SAKAGUCHI, 2016).
2.2.1.1. TIPOI

A Reacdo Fotodinamica Tipo I é um dos dois mecanismos fundamentais que ocorrem
na TFD, um tratamento médico que utiliza um agente FS ativado pela luz para destruir células-
alvo. Nesse mecanismo, o FS absorve a luz e entra em um estado excitado. A principal
caracteristica da Reacdo Fotodinamica Tipo I é que, em vez de retornar ao estado basal (estado
fundamental) ap6s a absorgdo da luz, o FS transfere energia diretamente para moléculas
vizinhas, muitas vezes moléculas de oxigénio ou dgua, sem a emissdo de luz (DUTRA, 2013;

AMARAL et al, 2010; SANTOS, 2020).

A transferéncia de energia do TFD para as moléculas vizinhas resulta na formacgdo de
EROs, como radicais livres de oxigénio. Essas EROs sdo altamente reativas e tém a capacidade
de danificar as células-alvo em seu ambiente imediato. A produg¢do de EROs é o principal
mecanismo pelo qual a Reagdo Fotodinamica Tipo [ induz danos celulares (DUTRA, 2013;

AMARAL et al, 2010; SANTOS, 2020).

A Reacdo Fotodinamica Tipo I é especialmente eficaz na produgao de EROs, mas menos
eficaz na producao de 102, uma EROs altamente reativa. A escolha entre a Reacdo
Fotodinamica Tipo I e a Tipo Il depende do tipo de fotossensibilizador utilizado e das condi¢des
de tratamento especificas, e pode ser adaptada para atingir os resultados terapéuticos desejados

(DUTRA, 2013; AMARAL etal, 2010; SANTOS, 2020).
22.1.2. TIPOII

A Reacdo Fotodinamica Tipo II ¢ um dos dois mecanismos fundamentais que ocorrem
na TFD, uma técnica médica que utiliza um agente FS ativado pela luz para destruir células-
alvo. Nesse mecanismo, o FS absorve a luz e entra em um estado excitado, mas, em vez de
transferir energia diretamente para moléculas vizinhas, como ocorre na Reagdo Fotodindmica
Tipo |, o FS retorna ao estado basal e libera a energia na forma de uma EROs chamada oxigénio

singlete 102 (DUTRA, 2013; AMARAL et al, 2010; SANTOS, 2020).
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A Reacdo Fotodinamica Tipo II é especialmente eficaz na produg¢do de oxigénio
singlete, uma espécie reativa de oxigénio altamente téxica para as células. Isso a torna uma
escolha valiosa para a destruicdo seletiva de células cancerosas, micro-organismos patogénicos,
como bactérias e fungos, e outras células-alvo especificas. A escolha entre a Reacdo
Fotodinamica Tipo I e a Tipo Il depende do tipo de FS utilizado, das condi¢des do tratamento

e do objetivo clinico especifico (DUTRA, 2013; AMARAL et al, 2010; SANTOS, 2020).
2.2.1.3. OXIGENIO

O terceiro componente essencial no mecanismo da TFD é o oxigénio molecular, sendo
crucial para a producdo de EROs durante o processo. A concentragdo de oxigénio nos tecidos
desempenha um papel fundamental na eficacia da TFD, variando entre diferentes tumores e
regides tumorais devido a densidade da vasculatura. Tumores s6lidos mais profundos,
frequentemente caracterizados por um microambiente andxico, podem enfrentar limitagdes de
oxigénio. A irradia¢do intensa do tumor pode levar a deplecao temporaria de oxigénio,
interrompendo a producdo de EROs e reduzindo a eficacia do tratamento. A deplecdo de
oxigénio ocorre quando a taxa de consumo supera a taxa de difusdo na area irradiada. A TFD
também pode causar oclusao vascular, reduzindo o fluxo sanguineo, agravando a hipoxia. A
medicdo em tempo real dos niveis de oxigénio nos tecidos durante a TFD é um desafio, mas é
crucial para otimizar os resultados terapéuticos, permitindo ajustes na taxa de fluéncia luminosa
ou a utilizacdo de densidades de energia fracionadas. Diversos métodos, como o uso de enzimas
como a catalase ou transportadores de oxigénio, tém sido explorados para aumentar a

disponibilidade de oxigénio nos tumores durante a TFD (CORREIA etal., 2021).
2.2.13.1.  OXIGENIO SINGLETE

0102 é um intermediario na toxicidade fotoinduzida do O; em organismos vivos. Sua
meia-vida varia significativamente com o meio em que se encontra. Em meio aquoso, sua meia-
vida é aproximadamente 3,5-4,0 ps, devido a colisées com moléculas de H20, transferindo sua
energia e retornando a forma de oxigénio triplete. Em D20, o tempo aumenta para 68 ps.
Entretanto, em meio organico, a meia-vida do oxigénio singlete é prolongada; em solventes
organicos, pode chegar a até 100 ps, enquanto em lipidios é de 50-100 ps. Dentro das células,
sua vida util diminui drasticamente para 0,2 ps devido a alta reatividade com substancias
bioldgicas. A rapida reatividade e a curta vida util restringem a distribuicdo do oxigénio singlete

nas células, concentrando os tratamentos da TFD no ponto de geragdo de 10,. Através do
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diagrama de orbital molecular, o oxigénio no estado fundamental possui dois elétrons em
orbitais degenerados, caracterizando um estado triplete. O oxigénio singlete em seu primeiro
estado excitado possui dois elétrons emparelhados e um orbital vazio, tornando-se eletrofilico
e permitindo a adi¢do efetiva de substratos nucleofilicos. Essas caracteristicas conferem maior
reatividade ao oxigénio singlete, levando a interagdo com biomoléculas e a oxidagao, resultando

na perda de funcoes biolégicas (SANTOS, 2020).
2.2.1.3.2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O oxigénio desempenha um papel essencial na oxidagao de compostos organicos para
gerar energia no metabolismo celular. Durante esse processo, uma pequena fracdo do oxigénio
consumido (2 a 5%) é reduzida, resultando na formagdo de espécies quimicas altamente reativas
conhecidas como EROs (SILVA; GONCALVES, 2010). A condicdo de estresse oxidativo
ocorre quando ha uma mudanga no equilibrio entre oxidantes e antioxidantes, favorecendo o
aumento de oxidantes, especialmente devido ao excesso na producao de EROs por reagdes
metabdlicas que envolvem oxigénio. As EROs, moléculas altamente reativas devido a elétrons
desemparelhados, interagem com diversas macromoléculas celulares. Historicamente, as EROs
foram consideradas subprodutos metabolicos téxicos e fatores causais em varias patologias,
incluindo o cancer, de acordo com Hamanaka e Chandel (2010). Em células cancerosas, niveis
elevados de EROs foram identificados em compara¢do com células normais. Embora esses altos
niveis possam ser pro-tumorigénicos, eles também podem ser um ponto vulneravel, levando a
morte celular. Cabe destacar que algumas EROs sao produzidas naturalmente no corpo por
meio do metabolismo celular, mas fatores ambientais, como poluicdo, radiacdo, tabagismo e

herbicidas, podem modificar a quantidade desses radicais (GOUVEIA; LIMA, 2017).

Espécies reativas de oxigénio referem-se a radicais livres, &tomos ou moléculas
altamente reativos com um numero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica,
resultando em instabilidade e alta reatividade quimica. Essas EROs, como 0,7, OH*, NO, R*,
ROO*, RO, RS, ROS*, RSOO e RSSR, possuem vida util curta e sdo quimicamente reativas.
Compostos nao radiculares, como H202, 0z, 03, ROOH, HOCI, ONO:, 0=NOOCO.,
02NOCO,7, NO; e carbonila derivada de hidratos de carbono ou lipidios, também sao EROs
(GOUVEIA; LIMA, 2017). A principal rota metabdlica do oxigénio no organismo envolve sua
reduc¢do completa a agua, incorporando quatro elétrons ao final da cadeia de transporte de
elétrons dentro da mitocondria. No entanto, se ocorrer reducdo do oxigénio ao longo da cadeia

respiratoria com um numero menor de elétrons, pode ocorrer a producdo de EROs, incluindo o
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superoxido (02 + e- = 0,7), o perdéxido de hidrogénio (02 + e+ 2H* = H202) e a hidroxila
(H202 + ee= OH + OH) (SILVA; GONCALVES, 2010).

Superoxidos, peroxido de hidrogénio, oxigénio singlete e radicais hidroxila,
reconhecidos por seu potencial citotéxico, destacam-se em estudos relacionados a EROs e
cancer. Em quantidades excessivas, as EROs tém a capacidade de causar danos a diversas
moléculas essenciais, como DNA, proteinas, carboidratos e lipidios, impactando negativamente
as fungoes celulares normais (GOUVEIA; LIMA, 2017). Essas EROs possuem o potencial de
induzir lesdes nos tecidos e, em concentracoes elevadas, podem resultar em danos as organelas
celulares, acidos nucleicos, lipidios e proteinas (SILVA; GONCALVES, 2010). Niveis normais
de EROs desempenham fun¢des vitais em processos celulares, como o sistema imune,
sinalizacdo celular e contragdo muscular. Entretanto, quando os niveis excedem limites
apropriados, podem causar danos celulares significativos. A regulacdo precisa dos niveis
intracelulares de EROs, facilitada por moléculas ndo enzimaticas (glutationa, flavonoides,
vitaminas A, C e E) e enzimas antioxidantes, é essencial para evitar danos celulares em

condi¢des normais (GOUVEIA; LIMA, 2017).

Dentre todos os radicais livres gerados nos organismos vivos, as EROs sdo consideradas
a classe mais significativa. Vale destacar que, na verdade, o termo "radical livre" ndo é ideal
para descrever todos os agentes reativos originados do oxigénio, uma vez que alguns deles nao

possuem elétrons desemparelhados em sua ultima camada (SILVA; GONCALVES, 2010).
2.2.1.3.3. ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo surge do desequilibrio entre moléculas oxidantes, como EROs, e
seus equivalentes antioxidantes, resultando de disturbios na producdo, distribuicdo ou excesso
de EROs por agentes endogenos ou fatores ambientais. Esse desequilibrio favorece a agdo
prejudicial das EROs nas células. O estresse oxidativo estd associado a diversas patologias
cronicas degenerativas. O desequilibrio de EROs nas células resulta da geracao excessiva de
radicais ou da diminui¢ao na velocidade de sua remocao, levando a oxidacdo de biomoléculas,
perda de fungdes bioldgicas e desequilibrio homeostatico. O dano oxidativo potencial contra
células e tecidos é evidenciado, contribuindo para mutagénese e, consequentemente, para
processos carcinogénicos. Danos cumulativos no DNA, diretos ou indiretos, e a peroxidagao de
lipidios sdo implicacdes do estresse oxidativo, comprometendo a resposta antioxidante e os

mecanismos de reparo no DNA (GOUVEIA; LIMA, 2017).
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2.2.2. LEI DE BEER

Alei de Lambert-Beer, erroneamente atribuida inicialmente a Johann Lambert, foi
descoberta por Pierre Bouguer em 1729 e posteriormente modificada por August Beer em 1863.
A lei estabelece uma relacdo entre a absorvancia de uma solugdo e sua concentragao quando
exposta a radiagdo luminosa monocromatica colimada (Figura 2). Lambert, em 1760, constatou
que a fracao de luz absorvida é independente da poténcia radiante incidente, embora essa
independéncia seja verdadeira apenas para valores pequenos de poténcia radiante incidente e se
outros fendmenos, como dispersao da luz ou reagdes fotoquimicas, forem negligenciaveis. A
lei foi modificada para incluir concentragdo na férmula 92 anos depois. Pré-requisitos para a
aplicacdo correta da lei incluem a absor¢do independente das particulas em solugao,
homogeneidade do meio absorvente, radiacdo colimada e monocromatica, além de auséncia de
processos que desestabilizem atomos, moléculas ou fons. Desvios da lei podem ocorrer em
concentragdes mais elevadas, especialmente quando processos como dispersao da luz tornam-
se significativos. A absorvancia é definida como o simétrico do logaritmo decimal do inverso

da transmitancia, representando a quantidade de luz absorvida pela amostra (LIMA, 2013).

Figura 2 - Luz colimada incidindo normalmente em uma se¢io do material
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Fonte: TEIXEIRA et al, 2020.

23. FONTES DE LUZ

Inicialmente, as primeiras fontes de luz utilizadas na TFD foram lampadas
convencionais, onde a saida era ajustada por meio de filtros. No entanto, essa abordagem tinha

algumas desvantagens, como a presenca de um componente térmico significativo e a
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dificuldade em calcular a dose de luz fornecida. Além disso, essas fontes de luz ndo coerentes,
que produzem um espectro de comprimentos de onda, eram atraentes devido a sua facilidade

de uso e custo relativamente baixo (ACKROYD et al, 2001).

Com o avango da tecnologia, os lasers se tornaram as fontes de luz mais comuns e
convenientes para a TFD. Os lasers emitem luz monocromatica de um comprimento de onda
conhecido, facilitando o calculo da dosimetria de luz, e podem ser usados com fibras 6pticas
para permitir tratamento localizado. Os lasers podem ser escolhidos de acordo com o FS
utilizado e a profundidade de necrose tecidual desejada. Diferentes tipos de lasers tém sido
empregados em TFD, incluindo o corante de argénio, o corante de KTP, o vapor de metal e os

lasers de diodo (ACKROYD et al, 2001).

Os lasers de corante bombeados sdo amplamente usados e podem produzir até 7 ¥ de
poténcia. O laser de corante de argdnio, em particular, € muito utilizado porque pode ter seu
comprimento de onda ajustado para corresponder ao comprimento de onda de absorgao ideal
do FS, alterando os filtros dentro do laser. Isso permite a utilizacdo de diferentes FS com
eficacia. Por exemplo, o laser de corante de argbénio pode ser sintonizado para produzir

comprimentos de onda especificos para diferentes FS (ACKROYD et al, 2001).

Outra opgao comumente utilizada é o laser de corante KTP, que é uma unidade modular
capaz de produzir comprimentos de onda comuns de luz vermelha usados para ativar FS como
o Photofrin e o 5-ALA. A vantagem desse sistema é que a unidade KTP é um sistema cirurgico
padrao e pode ser adquirido como um acessorio relativamente econdmico para a TFD. No
entanto, esses sistemas sao grandes, requerem refrigeracdo externa a agua e fontes de energia
separadas devido a alta corrente que geram. Além disso, sdo consideravelmente caros

(ACKROYD et al, 2001).

Os avangos na tecnologia de diodos semicondutores tornaram possivel o uso de sistemas
mais simples, compactos e relativamente baratos para a TFD. Esses sistemas operam com fontes
elétricas padrao, ndo necessitam de resfriamento externo e, portanto, sdo mais portateis. Ainda
que apresentem limitacdes na poténcia de saida, eles sdo licenciados para uso na Europa e nos
Estados Unidos das Américas e emitem um comprimento de onda especifico de luz, tornando-

os muito adequados para FS especificos (ACKROYD et al, 2001).

Outras fontes de luz disponiveis incluem o sistema de luz Blu-U®, que utiliza luz azul

visivel para a TFD de QA induzida por 5-ALA, além de sistemas incoerentes comercialmente
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disponiveis, como o Dlight e a cAmera especial Endovision Telecam SL, usados para a detec¢ao
de fluorescéncia Pp IX em bexigas urindrias. A principal vantagem desses sistemas é a sua

relativa acessibilidade em termos de custo e facilidade de uso (ACKROYD etal, 2001).

Aluz é um componente essencial na TFD, e existem diversas fontes de luz disponiveis
para esse fim. Entre elas, estdo as lampadas incandescentes ou de arco que emitem luz de banda
larga e os lasers de corantes com bombeamento de argdnio, que produzem luz monocromatica

sintonizavel, e os lasers de diodo (DUTRA, 2013).

Para aplicagdes dermatologicas, as fontes de luz nao-laser sdo preferidas aos lasers
devido ao seu amplo campo de iluminagao, custo mais baixo e constru¢ao simples. No entanto,
a dosimetria de luz com luz de banda larga nao pode ser calculada com precisao, pois a
penetragdo de luz e a intensidade espectral variam ao longo da faixa de luz utilizada. Os lasers,
por sua vez, produzem luz monocromatica coerente de alta intensidade e podem ser acoplados
a dispositivos de fibra 6ptica para alcangar locais inacessiveis e reduzir a perda de luz devido a
dispersdo. A irradiacao com lasers de comprimento de onda definido facilita o calculo preciso

da dosimetria (DUTRA, 2013).

Para a TFD, é ideal utilizar comprimentos de onda entre 600 e 850 nm, conhecida como
a "janela terapéutica". Comprimentos de onda mais baixos tém menor poder de penetracao,
enquanto comprimentos de onda mais altos nao sao capazes de excitar o oxigénio molecular
para o estado singleto, que é necessario para o processo fotodinamico. Geralmente, a fluéncia
de 200 J/cm? é utilizada na TFD, pois fluéncias mais altas podem levar a hipertermia e causar
danos adicionais aos tecidos saudaveis. A fluéncia é a energia total da luz exposta em uma area
especifica e é expressa em ] /cm? A taxa de fluéncia é a energia incidente por segundo em uma
area especifica do ponto irradiado e é expressa como W/cm?. Taxas de fluéncia mais baixas so
benéficas para a TFD, pois taxas mais altas podem resultar na deplecdo de oxigénio (DUTRA,

2013).

O sucesso da PDT depende principalmente da dose total de luz, do tempo de exposicao,
da taxa de fluéncia e do modo de fracionamento. Desenvolver métodos para expor o local-alvo
a espécies reativas por mais tempo, mantendo a fluéncia inalterada, pode ser benéfico para a

eficacia do tratamento (DUTRA, 2013).

Para otimizar a eficacia da TFD, é crucial selecionar adequadamente a fonte de luz,

considerando o tecido-alvo, o dispositivo de entrega e fatores como tamanho, aplicagdo e
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volume do tumor. A escolha da fonte de luz depende da localiza¢do do tumor, do FS e da
duragdo do tratamento. Em tumores superficiais, como cancer de pele, emprega-se iluminagao
de superficie ou intraoperatdria, usando feixes de luz amplos. Para tumores mais profundos (>1
cm), uma sonda de distribuicdo de luz é inserida diretamente no alvo para uma TFD intersticial.
Na radioterapia, usa-se radiacdo ionizante (Raios-X, radiagao a, 3 e y) que induz danos ao DNA,
enquanto na TFD, que utiliza luz ndo ionizante, o potencial de danos ao DNA é baixo. As
principais fontes de luz ndo ionizantes incluem lasers, LEDs e lampadas. Os lasers sdo
frequentemente utilizados, proporcionando luz monocromatica e direcional, ideal para TFD
superficial e intersticial. A luz do laser é colimada, canalizada por fibras 6pticas para areas
especificas, permitindo uma dosimetria uniforme. LEDs, por sua vez, sdo usados
principalmente em tumores superficiais, podendo ser adaptados para aplicagao endoscopica e
intersticial. Limpadas, como fluorescentes, incandescentes e de haleto de metal, também sao
empregadas, gerando luz incoerente com ampla largura espectral. A fonte de luz e o dispositivo
de distribuicdo devem assegurar ilumina¢do adequada em todo o volume do tecido-alvo,
alcanc¢ando a poténcia Optica necessaria e penetrando no tecido. Lasers, operando em modos
pulsado e continuo, apresentam vantagens especificas, enquanto LEDs sdo superiores para o
tratamento de grandes lesdes na pele, considerando vantagens econdmicas (SANTOS, 2020).
Algumas das vantagens e desvantagens das fontes de luz sdo descritas na tabela (Tabela 2) a

seguir:

Tabela 2 - Vantagens e Desvantagens dos Lasers, LEDs e as Limpadas

Fonte de Luz Vantagens Desvantagens
Capaz de alta poténcia; Relativamente caro;

Laser Altamente monocromatico; Pode ser grande;
Adaptavel a varios tipos de fibras. Requer alta manutencao.

Baixo custo; Efeitos térmicos;

LED Compacto e adaptavel; Baixa poténcia;
Pode ser usado diretamente para Largura espectral ampla;

aplicacdes topicas. Grande divergéncia de feixe.

Pode sofrer perda de acoplamento
com guias de luz;
Espectro muito amplo;
Grande divergéncia de feixe;
Necessario filtro dptico.

Design simples;
Baixo custo;
Alta faixa de irradiagio;
Facilidade de transporte.

Lampada

Fonte: SANTOS, 2020 (Modificada).

Diversas fontes de luz podem ser empregadas na TFD tdpica, sendo a absor¢do maxima
das porfirinas na faixa de 405 nm, conhecida como banda Soret. Além disso, existem picos
menores chamados de Q-bands, localizados em 510, 545, 580 e 630 nm. Estudos clinicos

frequentemente utilizam luz na faixa de 625 a 633 nm, permitindo melhor penetragdo na pele.
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As fontes de luz para TFD podem ser categorizadas em trés grupos principais: lampadas de

amplo espectro, lampadas de diodo e lasers (ISSA etal., 2010).

As fontes nao coerentes descritas em estudos clinicos incluem lampadas halégenas de
diapositivos, LED e, mais recentemente, LIP. A variedade de equipamentos com emissado de
luz ndo coerente € vasta, abrangendo um espectro coincidente com os picos de absorcdo da Pp
IX. Aluz com comprimento de onda de 635 nm, por exemplo, penetra cerca de 6 mm na pele,
em compara¢do com 1 a 2 mm na faixa de 400-500 nm. A profundidade terapeuticamente
efetiva parece situar-se em torno de 1-3 mm ao utilizar 635 nm, dependendo da dose de luz e

da quantidade de fotossensibilizante no tecido alvo (ISSA etal., 2010).

Os lasers, com seu comprimento de onda especifico correspondente ao pico de absorgdo
do fotossensibilizante, tém a capacidade de emitir luz monocromatica de alta fluéncia. Isso,
aliado a precisao do foco, torna-os ideais para tratar pequenas lesdes com minimo dano ao
tecido circundante e em curtos intervalos de tempo. Contudo, para o tratamento de condi¢des
dermatoldgicas com TFD e sensibilizantes a base de protoporfirinas, os lasers podem nao
oferecer vantagens sobre equipamentos mais acessiveis e praticos, como as fontes de luz nao
coerentes. Estas ultimas conseguem emitir um amplo campo de irradiagdo, possibilitando o

tratamento de areas cutaneas mais extensas (ISSA etal., 2010).
24. TIPOS DE FOTOSSENSIBILIZADORES

Além da luz e do oxigénio, os fotossensibilizadores representam um dos trés fatores
fundamentais no processo da TFD. Sua capacidade de absorver luz em um comprimento de
onda especifico resulta na geragcao de um estado excitado triplete, culminando na formacgao de
EROs. As espécies fotossensibilizadoras podem ser categorizadas com base em estruturas
basicas, como porfirina, clorina, cianina, e outros corantes, como azul de toluidina, azul de
metileno, azul de dimetileno, Rosa Bengal e Hipericina. Além disso, os fotossensibilizadores
sdo classificados em diferentes geracoes, como primeira, segunda e terceira geragao (SANTOS,

2020).

Diversos estudos foram conduzidos nas ultimas décadas para aprimorar a eficacia e
seletividade dos FS (Tabela 3). Alguns desses esfor¢os concentraram-se no desenvolvimento
de FS capazes de absorver energia em comprimentos de onda mais extensos, permitindo uma
penetracdo mais profunda da fonte de iluminacdo. Isso possibilita atingir células tumorais

localizadas em regides mais profundas. Outros estudos visaram melhorar a entrega e interacdo
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dos FS com sistemas biologicos (Tabela 4). Idealmente, espera-se que um FS se acumule

preferencialmente no tecido tumoral, sendo eliminado rapidamente do tecido normal

(SANTOS, 2020). Abaixo estdo algumas propriedades gerais descritas por Santos (2020) que

os FS devem possuir:

Caracteristicas fotofisicas favoraveis;

Baixa citotoxicidade no escuro;

Alto rendimento quantico do estado triplete;

Tempo de vida util do triplete apropriado para interagir com o oxigénio
molecular e outros substratos para gerar quantidade de EROs suficiente;
Simplicidade na formulagdo, boa reprodutibilidade e alta estabilidade do
formulado;

Farmacocinética favoravel (rapida eliminagdo do corpo);

Facilidade de manuseio sintético que permita efetuar modificagdes para otimizar
as propriedades desejaveis;

Alta afinidade e penetragao no tecido doente em detrimento do tecido saudavel
(seletividade);

Disponibilidade na forma pura;

As bandas de absor¢ao ndo devem se sobrepor a banda de absorcdo de outras
substancias no corpo, incluindo corantes enddgenos como melatonina,
hemoglobina ou oxiemoglobina;

Alta solubilidade nos sistemas fisiolégicos;

Alta seletividade para tecidos neoplasicos: o fotossensibilizador deve ser
retirado lentamente das areas afetadas, mas ser eliminado rapidamente dos
tecidos saudaveis, minimizando assim os efeitos colaterais fototoxicos da

terapia.

Tabela 3 - Fotossensibilizadores usados em TFD clinica

Nome Compriment Coeficiente de
. Formula odeondade Rendimento o Principais
Comercial N N extingdo molar L
molecular excitacao Quantico _ _ aplicagdes
(Classe) (nm) (M-1cm1)
. 3.0%x 10° em Cancer de esofago,
13'(h(z)tlf)ﬁfnrirr11 S C34H3sN4NaOs * 630 0,01 em PBS PBS pulmio e
p endobronquico
Queratose actinica e
Amelp; ® CsHoNO3 *HCl 630 - - carcinoma
(porfirina)

basocelular
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SlECEE) CsHoNO3 630 - - Queratose actinica
%pe(‘),rlgilritr:a()@ CsHoNO3 635 0,56 5.0 x 103 Queratose actinica
e @ C11H2:NO3 635 = <1.0 x 103 Cancer de bexiga
Foscan ® 0,43 em 3.0x10*em  Canceres de cabega
(cloro) CaaH3204Ns 652 metanol metanol e pescoco
Laserfirina ® 4.0x10*em Canceres de pulmao
(cloro) C3gH37N509 664 0,77 em PBS PBS e esofago e tumores
cerebrais
Carcinoma
Met\./i.x® CcH11NOs 570-670 ) <1.0 x 103 basocelular, doenga
(porfirina) de Bowen e
ceratose actinica
Visudyne ® CooHeaNgO1e 690 0,7 em 3.4 x 10%em Degenera(.,‘éo
. macular relacionada
(porfirina) metanol metanol ..
aidade
Redaporfina ® 3 A
(LUZ11) CasHisFsNgOsSa 749 0,43 em 140 x 103 em Cancerl‘ fio trato
(bacterioclorina) etanol etanol biliar

Fonte: CORREIA et al,, 2021 (Modificada).

Tabela 4 - Fotossensibilizadores em ensaios clinicos para uso em PDT

Comprimento Coeficiente
Nome comercial Férmula de onda de Rendimento de extingdo Principais
molecular excitacdo Quantico molar aplicagoes
(nm) (M-1.cm-1)
: C34H36N406 A
Rad?gg?or;a ®  (CyHaNOs 662 0,52-0,62 342x100  Cancerde
C33H34N406 .
4.75 x 10*em A
Photochlor ® micelas de Cancer de
(CIOI'OS) C39H43N404 664 0,48 em CHzClz Tween-80 a cabe(;a e
pescogo
1%
Degeneracao
Purlytln_® ( C37H42C12N4025n 664 b7 em 2.8 x 104 ma.cular
purpurina) acetonitrila relacionada
aidade
Fotolon ® 0,63 em 5.0x10%em Sarcoma
(cloro) Ca4H36N406 665 dimetilformamida éter dietilico  nasofaringeo
Lutrin ® 42x10 4em 0.11em e
: Cs2H72LuNs014 732 ’ : arterial
(texafirina) metanol metanol coronaria
TOOKAD ® A
(WST09) C37H41K2N50oPdS 762 0,99 em solvente g g5 44 Cancer de
organico prostata

(bacterioclorina)
Fonte: CORREIA et al., 2021 (Modificada).

25. AZUL DE METILENO

Descoberto por Heinrich Caro em 1876, o azul de metileno (Figura 3) é um corante

organico fenazinico redox inicialmente reconhecido como indicador de oxidagdo-redugao e

corante citolégico. Suas propriedades fotoquimicas essenciais tornam-no um
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fotossensibilizante utilizado na inativagdo de bactérias (CAVALCANTI, 2011; CARNEIRO et
al.,, 2022).

0 AM é um azo corante heterociclico aromatico basico com peso molecular de 319,85
g.mol, catiénico, possuindo carga positiva descentralizada, e que apresenta férmula molecular
C16H18CIN3S-3H20 e color index 52015. E um composto 23 carregado positivamente,
formando uma solugao estavel em agua e alcool em temperatura ambiente (LIMA et al, 2007;
OLIVEIRA et al,, 2019). Com uma férmula quimica que apresenta carga positiva, o AM
manifesta uma afinidade especial por sitios celulares com cargas negativas, como mitocondrias

e acidos nucleicos (CAVALCANTI, 2011).

Embora a facil redugdo nos sistemas biologicos resulte em atividade antibacteriana
reduzida, a metilacdo cromoférica deste composto, conforme relatado por Cavalcanti (2011),
tem sido considerada uma estratégia para mitigar sua tendéncia a reducdo. Apesar de suas
caracteristicas basicas hidrofilicas, a metilagao pode criar condigdes hidrofébicas, destacando-
se a emissdo e excitacdo do AM em solvente organico prevalente. A solubilidade do AM em
agua ocorre devido a uma reacao de equilibrio quimico. Na auséncia de moléculas de oxigénio,
o AM se transforma em leucometileno. E importante observar que sua capacidade de
autoagregacao contribui para a reducdo da capacidade de gerar oxigénio singlete durante a

excitacdo dos elétrons (OLIVEIRA et al,, 2019).

Sua toxicidade é baixa, apresentando faixa de absor¢do no UV-visivel de 664 nm em
agua. A maior aplicagdo do corante é como agente fotossensibilizante em exames oncoldgicos
(LIMA et al, 2007). Para Ghosh e Bhattacharyya (2002), ainda que ndo apresente muitos riscos
em sua forma natural, provoca efeitos indesejaveis quando ingerido, como nduseas, vomitos,

gastrite etc.

Figura 3 - Estrutura Molecular e Modelagem Molecular do Azul de Metileno.
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Fonte: ZHANG et al,, 2011

2.5.1. FARMACODINAMICA

Geralmente, AM exerce sua acdo primaria na membrana externa de bactérias Gram-
negativas e na membrana plasmatica de bactérias Gram-positivas e fungos. O corante promove
alteracdes em lipidios e/ou lipopolissacarideos em bactérias Gram-negativas, inativando
enzimas e proteinas essenciais presentes na membrana plasmatica, resultando na morte
microbiana. Em células bacterianas, o sitio principal de acdo é o DNA, mas os corantes
fenotiazinicos podem ter amplos sitios de agdo em microrganismos diversos, como virus e

fungos (CARNEIRO et al., 2022).

Na presenca de metemoglobinemia, o azul de metileno revela uma dualidade de efeitos
dependendo de suas concentragdes. Em concentragdes baixas, acelera a conversao para
hemoglobina, enquanto em concentragdes elevadas, manifesta o efeito oposto, promovendo a
formacao de metemoglobina, resultando na chamada metemoglobinemia paradoxal,
caracterizada pela conversao do ion ferroso da hemoglobina reduzida em ion férrico (SANTOS,

2022).

No cendrio de intoxica¢do por cianeto, o AM desempenha uma fungao crucial ao se
combinar com o cianeto, gerando a cianometemoglobina. Essa interagao € significativa para
evitar a interferéncia do cianeto com o sistema citocromo, contribuindo assim para a mitigacao

dos efeitos téxicos do cianeto (SANTOS, 2022).

Além disso, o AM demonstra a capacidade de restaurar o tonus vascular, especialmente

em casos de choque e sindromes vasoplégicas. Esse efeito ocorre devido a inibigao direta da
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sintase endotelial do éxido nitrico, através da oxidacdo do ferro ferroso ligado a enzima. 0 AM
também atua como inibidor da guanilato ciclase soldvel, inibindo o 6xido nitrico e 0 GMP
ciclico, resultando na redugdo do vasorelaxamento. Esses mecanismos conferem ao AM uma
abordagem multifacetada no suporte ao tonus vascular em condigdes criticas, destacando sua

versatilidade em diferentes contextos fisiopatoldgicos (SANTOS, 2022).
2.5.2. FARMACOCINETICA

A absorc¢do oral do AM apresenta uma variacao de 50% a 95%. Quando administrado
via endovenosa, o inicio de sua a¢do na redu¢do da metemoglobina ocorre entre 30 a 60
minutos. No plasma, a substancia esta predominantemente ligada a proteinas. O pico de acao
por via oral é atingido em 1 a 2 horas, enquanto, por via endovenosa, ocorre aproximadamente

apo6s 30 minutos (SANTOS, 2022).

O AM passa por metabolismo de primeira passagem e sofre reducgao periférica para azul
de leucometileno. Sua eliminagdo ocorre principalmente através da bile, fezes e urina, sendo a
forma inalterada da droga predominante, enquanto cerca de um terco é eliminado como

metabolito. A meia-vida de eliminagdo variade 5 a 6,5 horas (SANTOS, 2022).
2.5.3. MECANISMO DE ACAO DO AZUL DE METILENO

O AM atua principalmente na redu¢do da metemoglobinemia, convertendo a forma
oxidada da hemoglobina (Fe*3) para a forma reduzida (Fe*), aumentando assim a capacidade
de ligacdo de oxigénio da hemoglobina e melhorando o fornecimento de oxigénio aos tecidos.
Essa propriedade, compartilhada pela vitamina C, oferece uma alternativa de tratamento para a
metemoglobinemia. Além disso, o AM exerce efeito inibitério sobre as enzimas eNOS, iNOS
e guanilato ciclase, resultando na vasoconstricdo dos vasos sanguineos ao inibir o relaxamento
muscular liso vascular. No contexto do tratamento da maléria, o AM demonstrou melhorar a
resposta da cloroquina, reduzindo sua resisténcia e inibindo a glutationa redutase do
Plasmodium falciparum, uma enzima que impede a formacdo de subprodutos desencadeadores

da resposta imunolodgica contra as espécies de Plasmodium (BISTAS; SANGHAVI, 2023).

O Azul de Metileno possui atributos vantajosos para sua aplicacdo na Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana. Destacam-se a significativa absorcao na faixa de 664 nm,
alinhada a "Janela Terapéutica", um consideravel rendimento quantico de oxigénio singlete e

baixa toxicidade. E relevante notar que este composto é comumente utilizado na pratica médica
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para diversas finalidades terapéuticas, em concentragdes superiores as empregadas na TFDa

(WAINWRIGHT, 2007; HARRIS, 2004).

A carga positiva e a geometria planar do AM facilitam sua intercalagdo com a estrutura
do DNA, especialmente em regides ricas em guanina-citosina. Esse processo resulta na quebra
da cadeia e degradacao oxidativa das bases por meio do oxigénio singlete, conforme descrito
por Wainwright em 2000. Adicionalmente, entre os constituintes celulares, o AM apresenta
propensao a se acumular preferencialmente na mitocéndria. Essa preferéncia é atribuida a
atragdo do corante pelo ambiente eletroquimico negativo encontrado na matriz mitocondrial,

conforme observado por Severino et al. em 2003.
2.5.4. AZUL DE METILENO E TFD

E amplamente conhecido que o AM é frequentemente empregado como um agente FS.
A sua agdo fotodinamica é capaz de induzir a fotoxidacdo de substratos biol6gicos por meio da
formacdo de EROs (AMARAL et al., 2010; NERI et al., 2021). Além disso, ja foi documentado
que o AM, mesmo na auséncia de luz visivel, pode se intercalar na estrutura do DNA,

ocasionando danos diretos a essa molécula (COSTA et al, 2014; PERUSSI, 2007).

Para administracdo do agente FS, o AM é administrado no paciente por via oral,
intravenosa ou topica, dependendo da condi¢do médica que esta sendo tratada, sendo absorvido

pelas células-alvo, onde se acumula (DUTRA, 2013).

Em irradiacdo com luz adequada, apés a administracao do AM, o médico irradia a area
afetada com luz de uma frequéncia especifica que corresponde a faixa de absor¢do do corante

FS. Aluz ativa o AM, que gera oxigénio singlete e outras EROs (DUTRA, 2013).

Ja em destruicao das células-alvo, as EROs geradas durante a ativacdo do AM causam

danos as células-alvo, resultando em apoptose ou necrose (DUTRA, 2013).

O AM tem sido usado em varias aplica¢des clinicas de TFD, incluindo o tratamento de
certos tipos de cancer, infec¢des bacterianas e flingicas, e algumas condig¢des de pele. Além
disso, 0 AM também pode ser usado como um corante vital durante procedimentos médicos

para melhorar a visualizacdo de tecidos (PETRELLIS, 2014; GROKOSKI et al., 2018).

Para alguns tratamentos a TFD ja foram executadas como tratamento de cancer de

bexiga, infecgdes bacterianas e fungicas, vasculatura anormal na retina, entre outras. Além das
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aplicacdes mencionadas acima, o AM também tem sido investigado como um agente FS em
outras areas, como tratamento de algumas formas de cancer de pele, tumores gastrointestinais

e outras doencas (PETRELLIS, 2014; OLIVEIRA, 2019).

Como ja corroborado por Longo & Azevedo (2010) demonstrando que o tratamento
com AM nas concentragdes de 25 e 50 ug/mL ndo evidenciou atividade antimicrobiana em
todas as culturas bacterianas analisadas. No caso das culturas provenientes de dentina cariada,
a fluéncia de energia de 6,8 J/cm?® ndo manifestou efeito fotodinAmico quando associada ao AM.
Porém, as fluéncias de 20,55 J/cm? e 61,65 ] /cm?* mostraram-se eficazes na reducio da carga
microbiana, sendo a fluéncia de 61,65 J/cm? a mais recomendada para a aplicagdo da TFDa. As
culturas de E. coli demonstraram suscetibilidade a atividade antibacteriana da TFD em todas as
fluéncias de energia testadas. Os resultados evidenciam que a TFD mediada pelo AM, nas
concentracgoes de 25 e 50 pg/mL, em combinagdo com a irradiagdo do laser nas fluéncias de
20,55 e 61,65 ] /cm?, resultou em uma redugao significativa da carga bacteriana nas culturas

provenientes de amostras de dentina cariada analisadas.
2.5.5. APLICACOES DO AZUL DE METILENO NA AREA DA SAUDE

0 AM, pertencente a familia das fenotiazinas, é reconhecido ha séculos na pratica
farmacéutica, sendo utilizado no tratamento de infec¢des urinarias e malaria. Sua capacidade
de atravessar a barreira hematoencefalica, especialmente quando administrado intraperitoneal,
intraduodenal ou intravenosamente, apresenta alta biodisponibilidade cerebral, influenciando
diversos alvos na regido cerebral. Descobertas iniciais sugeriram que o AM contribui para a
retencdo de memdria, com estudos subsequentes, desde 1978 até 2009, abrangendo areas como

anestesiologia, tratamentos psiquiatricos e depressao (OLIVEIRA, C. et al., 2019).

Recentes investigacdes destacam o papel significativo do AM no enfrentamento do
Alzheimer, atuando como inibidor da agrega¢do da proteina tau e reduzindo a formacgao de
placas senis, notando-se uma melhoria em fung¢des cognitivas em pacientes tratados em
comparagao com placebos. Em contextos de envelhecimento precoce, o estresse oxidativo gera
EROs que danificam membranas celulares. 0 AM atua como receptor desses elétrons,
formando-se através de reagdes enzimaticas catalisadas pela xantina oxidase. Tal intera¢do
reduz a lesdo e a sequestragdo de neutrdfilos, evidenciando beneficios em analises histolégicas

e minimizando o inchago intersticial (OLIVEIRA, C. et al., 2019).
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Estudos abordando o AM no tratamento da malaria sdo amplamente discutidos na
literatura. A malaria, uma doenca infecciosa prevalente em paises subdesenvolvidos, representa
uma séria ameaca global a sadde. Causada por protozoarios parasitas do género Plasmodium,
transmitidos por mosquitos infectados, o foco de pesquisa tem sido avaliar medicamentos com

atividade antimalarica, incluindo o AM como tratamento auxiliar (GALVAN et al,, 2021).

Devido a facilidade de acesso e custo reduzido em comparagdo com outros
antimalaricos, como o artesunato-amodiaquina e a primaquina, o0 AM tem sido utilizado,
especialmente em populacdes mais vulneraveis, como criancas menores de cinco anos. Doses,
administradas oralmente em comprimidos ou minicomprimidos, foram ajustadas conforme a
idade do paciente. No entanto, efeitos colaterais, como nduseas e vomitos, foram associados a
administracdo oral, especialmente em criancgas. Estratégias como a administracdo com
alimentos e doces, como mel, foram exploradas para melhorar a aceitagdo, embora limitadas

paraeliminar totalmente os efeitos colaterais (GALVAN et al., 2021).

Apesar das adversidades, estudos indicam resultados notaveis, como a eliminag¢do do
Plasmodium falciparum em monoterapia com AM e a maior eficacia em terapias combinadas
com outros antimaldaricos. As propriedades organolépticas do AM em relacao a malaria

apresentam perspectivas promissoras (GALVAN etal., 2021).

O choque séptico, caracterizado por profundas alteragdes hemodinamicas, representa
um desafio significativo em unidades de terapia intensiva e é uma principal causa de morbidade
e mortalidade. Mesmo em economias desenvolvidas, o choque séptico continua sendo uma
preocupacdo de sadde publica. No contexto do choque séptico, 0 AM demonstra promissora
eficacia, melhorando o estado hemodindamico por meio do aumento do débito cardiaco e da
resisténcia vascular sistémica. Estudos incluidos nesta revisao destacam a seguranca da
administracdo intravenosa de AM, observando melhorias sem efeitos adversos em dosagens de
1 a 3 mg/kg. Contudo, doses excessivas podem ter efeitos adversos na perfusao de tecidos

viscerais, sendo importante observar limites seguros para evitar complicagdes, inclusive letais

(GALVAN etal,, 2021).

0 AM tem sido amplamente estudado para o tratamento da dor lombar discogénica
cronica, uma condicdo marcada pela degeneracdo dos discos intervertebrais,
predominantemente causada por fatores mecanicos. Essa forma de dor, que se agrava ao sentar,

tossir ou espirrar, aliviando-se ao caminhar ou levantar, frequentemente vem acompanhada de
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sintomas neurologicos avangados, como dorméncia, fraqueza e incontinéncia urinaria. Com
uma prevaléncia global estimada em 11,9%, a dor lombar discogénica impde uma alta demanda
de tratamento e custos associados. O AM, administrado para desativar pequenas fibras
nociceptivas e reduzir processos inflamatorios de degeneracgao discal ao inibir a producdo de
oxido nitrico, emerge como uma opg¢ao terapéutica alternativa. Contudo, efeitos adversos
transitdrios, incluindo aumento da dor, tontura, dor irradiada, infec¢do do trato urinario e fadiga,

foram relatados nos seis meses seguintes a exposicao (GALVAN etal., 2021).

O AM revelou-se uma opcao terapéutica valiosa para transtornos psiquiatricos, com
destaque para o TAB e o TEPT. No tratamento do TAB, o AM demonstrou a reducao
significativa de sintomas residuais de depressao e ansiedade. Sua a¢do, baseada em mecanismos
neuroprotetores, envolve o aumento dos niveis de serotonina/dopamina e a inibicdo da sintase
do 6xido nitrico, contribuindo para a neurogénese e tratamento de sintomas remanescentes. A
terapia oral com 195 mg de AM mostrou-se bem tolerada, apresentando apenas efeitos
colaterais leves, como cromaturia e retencdo de liquidos. No contexto do TEPT, o AM
evidenciou ser um tratamento adjuvante promissor, melhorando os efeitos da terapia de
exposicdo imaginal, notadamente associada a melhoria da retengdo de memoria, aprendizado e
qualidade de vida. A administracdo oral de 290 mg de AM foi considerada segura, apresentando

apenas efeitos colaterais leves (GALVAN et al., 2021).

Pacientes com dor neuropatica refrataria, caracterizada por niveis elevados de NO,
encontram no AM uma alternativa promissora. O AM atua como inibidor direto da éxido nitrico
sintase e bloqueia o acimulo de cGMP, elementos-chave nos processos de dor neuropatica. A
administra¢ao de AM, em doses como 2 mg/kg ou 0,02 mg/kg, demonstrou eficacia, embora
alguns pacientes tenham relatado efeitos adversos transitorios, como dor abdominal e ndusea.
Nao ha consenso sobre a dosagem ideal de AM para tratar a dor neuropatica, mas estudos
apontam para uma dose em bolus de 2 mg/kg administrada ao longo de uma hora (GALVAN

etal, 2021).

A doenga hemorroidaria, conhecida como "hemorroidas", resulta na dilatagdo dos vasos
sanguineos submucosos anorretais devido a pressdo venosa aumentada no plexo venoso retal.
Apesar de tratamentos conservadores recomendados, como mudancas no estilo de vida, a
hemorroidectomia aberta pode levar a niveis substanciais de dor pés-operatoria. Estudos
investigam a administragdo prévia de azul de metileno combinada com anestésico local para

reduzir a dor ap6s a hemorroidectomia. O AM, associado a ablacdo temporaria das terminagdes
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nervosas perianais, mostra-se promissor no controle da dor pds-operatoria, sem efeitos adversos
significativos. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para validar a eficicia e seguranga

dessa abordagem (GALVAN et al., 2021).

A dor lombar crénica, uma condi¢ao globalmente prevalente, muitas vezes requer
tratamento cirurgico, sendo a discectomia lombar uma interven¢do comum. Contudo, essa
cirurgia estd associada a altos niveis de dor pds-operatéria, aumentando o tempo de internagdo
e afetando sistemas de saide. O AM surge como uma alternativa para controlar a dor apds a
discectomia lombar. Estudos indicam que uma tinica dose de 0,5% de AM foi eficaz na redugao
da dor p6s-operatdria, sem efeitos adversos significativos. Estes resultados apontam para o

potencial do AM como uma opg¢ao analgésica eficaz (GALVAN et al,, 2021).

Traumas toracolombares podem levar a lesdes graves, exigindo fixacdo de parafusos
pediculares posteriores. A dor pds-operatdria é comum nesses casos, motivando a busca por
abordagens alternativas, como o uso de AM. Estudos indicam que inje¢des intradérmicas ou
intravenosas de AM foram eficazes no controle da dor pos-fixacdes toracolombares. A
administracdo peridural de 0,5% de AM mostrou-se eficaz, embora seja necessario mais estudo
para consolidar seu uso clinico. A simplicidade e acessibilidade dessa abordagem destacam seu
potencial, mas pesquisas adicionais com amostras maiores sdo necessarias para uma

compreensao mais completa dos efeitos alongo prazo (GALVAN etal., 2021).

A sindrome vasoplégica, caracterizada por vasodilata¢cdo descontrolada e hipotensao,
demanda tratamentos alternativos eficazes. 0 AM surge como uma op¢ao promissora,
influenciando a NO sintase para inibir a vasodilatacdo e aumentar a pressao arterial média.
Comparado a noradrenalina, 0 AM mostrou-se mais eficaz e seguro no tratamento da sindrome
vasoplégica. No entanto, recomenda-se mais pesquisa comparativa com outras drogas
vasopressoricas. Limita¢des incluem a busca em uma tunica base de dados, sugerindo a
necessidade de estudos futuros para avaliar a eficacia, seguranca e mecanismo de acdo do AM

em diversas condi¢des de saude (GALVAN et al., 2021).

O AM possui aprovagdo da FDA para tratar a metemoglobinemia, uma condi¢do em que
ocorre a oxidacdo do Fe*2 da hemoglobina para Fe*3, resultando na reducdo da capacidade de
transporte de oxigénio. A metemoglobinemia geralmente se manifesta com cianose nos labios
e extremidades, além de uma caracteristica "urina cor de chocolate" e hipéxia. Essa condi¢cao

pode ser desencadeada por exposicdo a certos medicamentos, como dapsona (utilizada na
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profilaxia de Mycoplasma leprae e Pneumocystis jirovecii), benzocaina (um anestésico local),
fontes de 4gua em altitudes elevadas e nitritos, como nitroglicerina ou nitrito de amila, que sao

usados no tratamento da doenca arterial coronariana (BISTAS; SANGHAVI, 2023).

O AM possui diversas indicag¢des, algumas das quais nao sao aprovadas pela FDA. Uma
delas é seu uso na sindrome vasoplégica, um tipo de choque distributivo que ocorre durante
procedimentos coronarianos, especialmente na revascularizagdo do miocardio, quando o uso de
epinefrina é refratario, visando aumentar a resisténcia vascular sistémica. Qutra aplicacao é
durante mastectomias, onde é utilizado como corante para mapear linfonodos e identificar
possiveis sinais de malignidade. Além disso, o AM pode ser empregado para reduzir a dor pos-

injecdo quando administrado antes da propofol (BISTAS; SANGHAVI, 2023).

Fora das indica¢bes aprovadas, o AM demonstra eficacia no tratamento do Plasmodium
falciparum em areas com resisténcia a cloroquina e a pirimetamina-sulfadoxina. Também é
utilizado no tratamento da encefalopatia induzida pela ifosfamida, prevenindo a formacao de
metabolitos neurotoxicos responsaveis por essa condicdo. Outra aplicagdo inclui a identificacao

das glandulas paratireoides durante paratireoidectomias (BISTAS; SANGHAV], 2023).

O uso off-label do AM no tratamento e profilaxia da encefalopatia induzida por
ifosfamida é administrado oralmente ou por via intravenosa, geralmente na dose tinica de 50
mg ou a cada 4 a 8 horas até o desaparecimento dos sintomas. Em casos de profilaxia, a dose
recomendada é de 50 mg, administrada oral ou intravenosamente, a cada 4 ou 8 horas no dia

anterior ou no dia dos cursos subsequentes de ifosfamida (SANTOS, 2022).

Embora haja plausibilidade biolégica para o uso do AM na sepse e choque séptico,
estudos sdo escassos e controversos em relacdo a melhora na taxa de mortalidade, nao sendo

recomendado pelas diretrizes da sepse (SANTOS, 2022).

Outras indicagdes off-label incluem o uso como agente topico para cromoscopia
diagnostica, tratamento de onicomicose, mapeamento do linfonodo sentinela em cirurgias de
cancer de mama, enfrentamento de superdosagem de betabloqueadores ou bloqueadores dos
canais de calcio, e no tratamento da sindrome de vasoplegia associada a cirurgia cardiaca. Essas
aplicagdes mostram a versatilidade do azul de metileno em diversas areas da pratica clinica

(SANTOS, 2022).
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2.5.6. EFEITOS ADVERSOS E SUAS APLICACOES

0 AM, apesar de seus beneficios terapéuticos, ndo esta isento de contraindica¢oes e
efeitos colaterais, demandando precaucgoes ao ser administrado. Pacientes com deficiéncia de
glicose-6-fosfato desidrogenase sdo suscetiveis a efeitos adversos metabdlicos, como anemia
hemolitica. O uso indiscriminado pode resultar na colora¢do azul-esverdeada da urina,
associada a reducdo do eritrécito que converte o azul de metileno em azul de leucometileno. A
magnitude dessas consequéncias esta diretamente relacionada a dosagem (2 mg/kg) e a forma
de administracdo (conforme indicado na Tabela 5). Recomenda-se a consulta médica prévia ao

uso do AM para evitar tais efeitos adversos (BISTAS; SANGHAVI, 2023).

A descoloracdo verde-azulada da urina figura entre os efeitos adversos mais comuns do
AM. Além disso, a dor nos membros ap6s administracao intravenosa é uma ocorréncia
frequente. O AM, quando combinado com outros medicamentos serotoninérgicos, como ISRSs,
SNRIs, IMAOs e TCAs, pode contribuir para a sindrome da serotonina devido a sua atividade
IMAQO. Essa sindrome, caracterizada pelo aumento da atividade simpatica e neuromuscular,
apresenta sintomas como diaforese, clonus e tremores. Em adultos, o AM pode provocar
sintomas relacionados ao sistema nervoso central, incluindo tonturas, confusio e dores de
cabeca. A administracdo em neonatos pode resultar em hiperbilirrubinemia, depressao
respiratoria, edema pulmonar, fototoxicidade e anemia hemolitica. Portanto, é crucial
considerar esses potenciais efeitos colaterais e contraindicacdes antes da utilizacao do AM,

especialmente em determinados grupos populacionais (BISTAS; SANGHAVI, 2023).

Tabela S - Reacoes adversas de acordo com a via de administracao

Vias de administragio Efeitos adversos
Oral Confusio, dor de cabega, febre, nduseas, vomito, dor
abdominal, diafosere.
Intravenosa Arritmia cardiaca, vasoconstri¢do coronariana,
diminuicdo do fluxo sanguineo.
Subcutdneas/Intradérmica Abcessos necroticos.

Fonte: OLIVEIRA et al, 2019 (Modificada).

O AM é contraindicado em pacientes que tenham manifestado hipersensibilidade ou
anafilaxia ap6s administracdes anteriores e naqueles com deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase, devido a predisposicdo para anemia hemolitica. Individuos que desenvolvem
anemia hemolitica nesse contexto podem apresentar ictericia e corpos de Heinz caracteristicos
no esfregaco de sangue periférico. Mulheres gravidas também tém contraindicacdo ao AM, com

a FDA atribuindo uma classificacdo de classe X de gravidez devido a casos de atresia intestinal



47

e morte fetal apds injecdo intra-amniotica, especialmente no segundo trimestre (BISTAS;

SANGHAVI, 2023).

Em casos de anafilaxia, ndo ha antidoto especifico para tratar a toxicidade do AM.
Recomenda-se interromper imediatamente a administracao do medicamento e fornecer
cuidados de suporte. Embora casos graves de choque anafilatico relacionado ao AM sejam
raros, é essencial adotar medidas adequadas em resposta a essa rea¢ao adversa. A combinac¢ao
do AM com medicamentos que incluem ou potencializam a serotonina pode levar a
complica¢des graves, dada sua propriedade inibidora da monoamina oxidase. Doses superiores

a 5 mg/kg podem precipitar toxicidade serotoninérgica (BISTAS; SANGHAVI, 2023).

Quando interage com a dapsona, um antibiético da classe das sulfonas, utilizado no
tratamento de doengas autoimunes, o AM pode produzir anemia hemolitica ao oxidar a
hemoglobina. Além disso, o AM atua como IMAO, sendo necessario precaucdo ao ser
administrado em pacientes que fazem uso de medicamentos serotoninérgicos, como citalopram,
escitalopram, fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina e sertralina, devido ao risco de interacdao
medicamentosa (OLIVEIRA et al,, 2019). Em doses terapéuticas inferiores a 2 mg/kg, o AM é
considerado seguro, mas a exposicdo a niveis superiores a 7 mg/kg pode resultar em diversos
efeitos adversos. A sindrome serotoninérgica pode ocorrer com a combinac¢do de agentes
serotoninérgicos e AM na dose de 5 mg/kg. Cautela também é recomendada em pacientes com
insuficiéncia renal, devido a capacidade do AM de reduzir o fluxo sanguineo renal. Portanto, a
administracdo de AM requer uma avaliacao cuidadosa do histérico médico e do perfil de
medicacdo do paciente para evitar possiveis complica¢des e efeitos colaterais (BISTAS;

SANGHAVI, 2023).
2.6. APLICACOES DO TFD NA AREA DA SAUDE

ATFD € uma técnica versatil e promissora que pode ser aplicada em diversas areas
médicas (CARNEIRO et al.,, 2022). Contudo, durante a exposicao a luz, os pacientes podem
experimentar dor, manifestada como queimacao, ardéncia ou prurido restrito a area tratada. O
desconforto e a dor surgem minutos apo6s o inicio da irradiacdo, indicando a resposta nervosa
e/ou o dano tecidual causado pelo oxigénio reativo. O principal efeito colateral, que é a dor,

persiste por algumas horas e tende a diminuir com o tempo (ISSA etal., 2010).

Em relacdo aos FS sistémicos, a principal complicacao é a fotossensibilidade cutanea

generalizada. O ALA, por exemplo, pode causar nausea e vomito em uma proporg¢ao de 7% a
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19%, além de provocar alteragdes transitorias nas enzimas hepaticas. No contexto da terapia
fotodindmica topica, o eritema e o edema podem ser gerenciados com corticoides tépicos ou,
em alguns casos, sistémicos. O processo normal inclui a formacgao de crostas, descamacgdo e
prurido com intensidade variavel ao longo de duas a oito semanas. Fotofobia e desconforto
ocular sao possiveis. Discromias geralmente sao reversiveis em alguns meses. Complica¢des
graves, como bolhas, tlceras ou necrose, sao raras e sugerem uma exposicao de alta energia
com fototoxicidade. Além disso, deve-se considerar a possibilidade de reacdes alérgicas aos

fotossensibilizantes ou aos veiculos utilizados (ISSA et al., 2010).
2.6.1. TRATAMENTO DE CANCER

A aplicagido mais conhecida do TFD é no tratamento de certos tipos de cancer. E
especialmente eficaz no tratamento de tumores superficiais e lesdes pré-cancerigenas na pele,
esofago, pulmoes e outros 6rgdos. A TFD envolve a administracdo de um agente FS que se
acumula nas células cancerosas e, em seguida, € ativado por luz especifica, gerando EROs que
destroem as células malignas (Figura 4) (ALGORRI et al, 2021; MOGHISSI et al, 2007; WU
etal, 2019; BIEL, 2006).

A TFD tem sido investigada como uma alternativa no tratamento de tumores
ginecoldgicos, como o cancer de colo do dtero e o cancer de endométrio (UNANYAN et al,

2021; MATOBA et al, 2018).

Figura 4 - Representacao da aplicacao clinica do protocolo PDT para o tratamento de

tumor solido e localizado.
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Fonte: CORREIA et al,, 2021 (Modificado)

2.6.2. OFTALMOLOGIA

Na oftalmologia, a TFD é empregada para tratar certos disturbios da retina, como a

DMRI com neovascularizacao subfoveal (KAISER et al, 2012; YOU et al, 2023).
2.6.3. ODONTOLOGIA

O TFD é uma opg¢ao de tratamento para infecgdes dentarias, como periodontite
(inflamacdo das gengivas) e endodontite (infeccdo do canal radicular). Também é usado para a
desinfec¢ao de canais radiculares durante o tratamento de canal (GURSOY et al, 2013; SOUZA
et al, 2020).

2.6.4. TERAPIA VASCULAR

ATFD pode ser utilizada para tratar malformacdes vasculares, como malformacgdes
venosas e linfaticas, bem como para reduzir o tamanho de hemangiomas (ZHANG et al, 2021;

VALDEBRAN et al, 2017).

A TFD é estudada para o tratamento de estenoses (estreitamentos) em vasos sanguineos

e outras doencas vasculares (MAIER et al, 2002; NAKAGISHI et al, 2008; WANG et al, 2023).
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2.6.5. INFECCOES BACTERIANAS, FUNGICAS, VIRAIS E PROTOZOARIAS,
E INFLAMACOES

Microrganismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras e virus, tém a capacidade de
serem eliminados por meio da exposicdo a luz visivel quando tratados com um
fotossensibilizador adequado (GAD, 2004). A TFD tem sido estudada como uma abordagem
para o tratamento de infec¢des bacterianas, fingicas e protozodrias com resisténcia
medicamentosa, sendo especialmente util em casos de infec¢des localizadas, como a

periodontite e a leishmaniose (VARZANDEH et al, 2021; SALVI et al, 2020; QI et al, 2019).

A preocupante resisténcia de bactérias patogénicas a antibiéticos tem impulsionado a
busca por terapias alternativas, destacando a Terapia Fotodinadmica antimicrobiana (GAD,
2004; ZEINA, 2002). Diferentemente da Terapia Fotodinamica de cancer, a TFD pode ser
localmente aplicada, proporcionando uma opg¢ao eficaz para infecgoes localizadas. A TFD tem
demonstrado eficacia significativa na redu¢do de microrganismos, sem desenvolvimento
notdrio de resisténcia microbiana (HAMBLIN, 2004). Bactérias Gram-positivas tendem a ser
mais susceptiveis a TFD do que Gram-negativas devido a diferengas estruturais em suas paredes
celulares (MAISCH, 2005). Fungos, como a Candida albicans, apresentam resisténcia
adicional devido a membrana nuclear, superada pelo uso de conjugados de
fotossensibilizadores (DEMIDOVA, 2005). A hidrofobicidade e carga dos
fotossensibilizadores influenciam suas interagdes com as organelas, tornando os positivamente
carregados mais eficientes em bactérias (TARDIVO, 2005). O Helicobacter pylori, causador
de ulceras gastricas, foi erradicado em um teste clinico de TFD, destacando a promissora
aplicagdo clinica dessa abordagem. O caminho biossintético do heme em bactérias, semelhante
ao de células de mamiferos, permite o uso de porfirinas como alvo em TFD (HAMBLIN, 2004).
A aplicacao topica de ALA-5 e luz vermelha mostrou sucesso no tratamento da acne,
eliminando inflamag¢des por semanas. A TFD surge como uma alternativa eficiente e
promissora no combate a infec¢des, contribuindo para superar desafios associados a resisténcia

antimicrobiana (MEFFERT, 1990; WILDER-SMITH, 2002).

Leveduras, como Saccharomyces marxianus, servem como organismos-modelo para
avaliar o dano celular por TFD em células eucaridticas (LAMBRECHTS, 2005). O aumento de
infecgdes flingicas, especialmente em pacientes imunocomprometidos, tem gerado a
necessidade crescente de tratamentos fungicidas eficazes. Atualmente, a maioria dos agentes

disponiveis é fungistatica, apenas inibindo a multiplicagdo, e o uso frequente de antiftiingicos
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convencionais contribui para o surgimento de cepas resistentes (CARRE, 1999). Diante desse
cendrio, a TFD em fungos, com foco em patégenos como Candida albicans, torna-se uma area
de pesquisa promissora. Estudos tém explorado diversos fotossensibilizadores, incluindo
hematoporfirinas anidnicas, clorinas, ftalocianinas Cl-Al hidrofébicas, azul de toluidina e
porfirinas cationicas (STRAKHOVSKAYA, 2002). Observou-se que a membrana
citoplasmatica € frequentemente o alvo desses tratamentos (LAMBRECHTS, 2005). Apesar do
interesse renovado na TFD para fungos, os estudos sistematicos ainda sdo limitados em
comparacdo com pesquisas em bactérias, especialmente no que diz respeito as caracteristicas
moleculares essenciais para a eficacia do fotossensibilizador em diferentes espécies de

microrganismos (HAMBLIN, 2004).

A maioria dos estudos concentra-se na esterilizacdo de sangue e produtos sanguineos in
vitro, com foco principal em virus. Em aplica¢des clinicas, a TFD tem se mostrado eficaz no
tratamento do papilomavirus, onde terapias convencionais enfrentam desafios de recorréncias
multiplas. A utilizagao do éter de diematoporfirina resultou em uma redugao significativa na
taxa de crescimento do papiloma em pacientes acompanhados por trés anos (SHIKOWITZ,

1998).

Outros estudos exploram a eficacia de porfirinas na inativacdo de patdgenos humanos,
como o virus da hepatite A, em liquidos bioldgicos. Experimentos demonstraram uma
inativacdo de 99,9% tanto para o virus da hepatite A quanto para o bacteriéfago MS2, indicando
que a TFD pode ser uma abordagem segura para remover virus ndo envelopados em meios
aquosos. Observa-se uma maior susceptibilidade de virus envelopados com lipideos a TFD em

comparacao com cepas nao-envelopadas (CASTEEL, 2004).

Outro estudo mostrou a relevancia da TFD no contexto do virus da herpes simplex, uma
causa comum de infecgdes virais em humanos. A resisténcia emergente aos fArmacos antivirais
tradicionais e os efeitos colaterais destacam a necessidade de desenvolver novas abordagens
terapéuticas. Nesse sentido, estudos preliminares mostraram a fotoatividade de derivados da
meso-tetrafenilporfirina contra o virus da herpes simplex, alcancando 99% de inativacdo do
virus apés 15 minutos de irradiacdo. Esses resultados indicam a promissora aplicacdo da TFD

como uma alternativa efetiva e segura no combate a infec¢des virais (SILVA, 2005).

A TFD destaca também a eficacia no combate a parasitas humanos patogénicos, como

o Plasmodium falciparum responsavel pela malaria e o Trypanosoma cruzi causador da doenca
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de Chagas. A combinacao de fotossensibilizadores, como derivados de N-feoforbideo e
ftalocianinas de silicio, com luz demonstra a capacidade de inativagao desses parasitas. Além
disso, a TFD também se mostra eficaz na eliminacdo de ovos de helmintos humanos em agua
de esgoto, utilizando porfirina catiénica meso-substituida e luz (KLIUKIENE, 1996;

GRELLIER, 1997; ALOUINI, 2001).

A TFD pode ser aplicada para tratar algumas doengas inflamatoérias, como a DIP e a

artrite reumatoide (WICKENHEISSER et al, 2019; ZHANG et al, 2022).
2.6.6. DERMATOLOGIA

A TFD é amplamente utilizada na dermatologia para o tratamento de varias condigdes
de pele, incluindo acne, queratose actinica (lesdes pré-cancerosas), carcinomas basocelulares
superficiais, doenca de Bowen e alguns tipos de psoriase (TANG et al, 2020; PATEL et al,
2014; WANG et al, 2014; FANG et al, 2021).

2.6.6.1. TRANSPLANTE DE PELE

A pele desempenha varias fungdes essenciais no organismo, como protec¢do contra
agressoes e infec¢des, regulagdo da temperatura e alerta para estimulos externos. Lesdes graves
na pele, como queimaduras de terceiro grau, podem ser fatais sem intervengao rapida e
especializada. Os médicos reconhecem a eficacia da pele humana como a melhor bandagem
para queimaduras graves. Quando um paciente ndo pode ser seu proprio doador de pele,
enxertos de pele de um doador falecido sdo essenciais para a cura. O enxerto de pele é um
procedimento cirirgico no qual um segmento de tecido, composto por epiderme e derme, é
transplantado de uma area doadora para uma area receptora. Este procedimento é vital para
cobrir areas do corpo que perderam substancia cutanea devido a lesdes, queimaduras ou
cirurgias. A cirurgia de enxerto de pele envolve a retirada de uma porg¢ao de pele de uma area
doadora, que é entdo fixada na area danificada. Existem varios tipos de enxertos de pele,
incluindo autoenxerto (doador e receptor sdo a mesma pessoa), homoenxerto (doador e receptor
sdo da mesma espécie) e xenoenxerto (de espécies diferentes). A cirurgia de enxerto de pele
pode apresentar complicagdes, como infecgdes e problemas relacionados ao tipo de enxerto. A
equipe de enfermagem desempenha um papel crucial na observacdo pds-operatdria e no cuidado
do paciente, especialmente para evitar complicacoes como infecgdes e seromas. O sucesso do
enxerto de pele depende da adequada preparagao do leito receptor e da escolha cuidadosa do

tipo de enxerto (SILVA et al,, [s.d.]).
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O transplante de pele de doador alogénico é uma abordagem temporaria para tratar
queimaduras e feridas cronicas. Utilizado em queimaduras de espessura total, a pele alogénica
serve como cobertura temporaria até que pele autéloga suficiente esteja disponivel. A técnica
sanduiche envolve cobrir a pele autéloga com pele alogénica para prevenir desidratagdo. A
rejeicdo da pele alogénica ocorre devido a imunogenicidade, desencadeando uma resposta
imune que destroéi o enxerto em cerca de 10 a 14 dias. As células epidérmicas de Langerhans
desempenham um papel na rejeicao, migrando para os linfonodos, onde as células T sdo
ativadas. Estratégias para reduzir a rejeicdo incluem supressao imunolégica do receptor e pré-
tratamento do enxerto. O pré-tratamento da pele alogénica com glicocorticoides, como a
dexametasona, retarda a rejei¢do, enquanto o armazenamento em glicerol preserva a pele,
prolongando o inicio da rejeicdo em média 6 dias. Essas abordagens mostram resultados

clinicos superiores em comparacao com enxertos crio-preservados (FILHO et al., 2009).
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3. OBJETIVOS
3.1.GERAL

Avaliar a degradacdo do azul de metileno com exposi¢do de luz em comprimento de

onda 660 nm para a utilizagdo do mesmo em terapia fotodinamica antimicrobiana.

3.2.ESPECIFICOS

e Dosar o azul de metileno em diferentes densidades de energia;
e Pesar o azul de metileno;
e Diluir o azul de metileno na agua;

e Dosar a absorvancia do azul de metileno no espectrofotometro;

4. JUSTIFICATIVA

Os avangos da medicina se tornam cada vez mais ageis, proporcionando, um diagnéstico
de doencas mais rapido, bem como a possibilidade de cura dessas doengas. As inovacgdes
tecnoldgicas, como a robdtica, Telemedicina e wearables, permitem a melhora em tratamentos
e mudangas para o futuro da area da saude. Isso tem acontecido por uma série de motivos, que
incluem o aumento no investimento global em pesquisa de ponta, populariza¢do de

determinados tipos de materiais e também o aumento do conhecimento da informatica.

Por isso, a medicina e a tecnologia, juntas, tém dado grandes passos rumo a novidades
para prevenir e tratar doencas graves, bem como um aumento na expectativa de vida mundial,

como o caso da terapia fotodindmica antimicrobiana.
5. METODOLOGIA
5.1. CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental, analitico e quantitativo. Realizou-se um estudo

in vitro da degradacdo do azul de metileno.
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5.2. REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Foi utilizado o fotossensibilizador azul de metileno (Sigma Aldrich®, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Este agente fotossensibilizante foi diluido em 1 litro de agua destilada apara atingir a

concentracdo de 20 uM.

Aluz usada para ativar o azul de metileno na PDT foi um equipamento de fonte de luz
LED com comprimento de onda especifico de 660 + 10 nm, com uma irradiancia constante de

1=0,017W/cm2.

Foi utilizado o equipamento cedido pela Universidade Estadual de Goias, o
espectrofotdometro da marca Perkin Elmer, modelo Lambda 35 (Figura 5), juntamente com
cubetas de quartzo (Figura 6), que permitem uma melhor analise de elementos no espectro

UV/vis.

Figura 5 - Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 35

Fonte: Elaboracdo prépria.

Figura 6 - Cubetas de Quartzo para leitura no Espectrofotometro
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Fonte: Elaboracdo prépria.

O espectrofotdometro UV-VIS gera uma planilha no Excel com os nimeros obtidos pela
leitura da amostra, para transformar em planilha em grafico, é utilizado o software Origin. O
Origin é um software grafico para analise de dados e estatistica desenvolvido pela Originlab

para execucdo em plataforma Windows.

Neste estudo, foram realizadas diluigdes de azul de metileno de acordo com um
protocolo especifico e em triplicata. A escolha de realizar experimentos em triplicata é
amplamente aceita em laboratorios de ensino, pois equilibra a precisao dos resultados com o

esfor¢o necessario.

A média dos trés resultados obtidos nas dilui¢oes é considerada a melhor estimativa do
contetido do analito nas amostras, enquanto o desvio padrao fornece uma medida da variacao

experimental associada as determinagdes, conforme descrito por Passari etal (2011).
53. PROTOCOLO

Foram pesados em balanca analitica 36 mg de azul de metileno em 0,1 L de 4gua
destilada em um balao volumétrico de 100 mL. Apos a preparacao, foi diluido para 20 uM,

onde foi analisado a degradacao do azul de metileno em exposicdo de luz 660 nm nos
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respectivas dosagem, para otimiza¢ao e compreensao da degradagao do azul de metileno: t=0

J/cm?,t=20]/cm?,t=40]/cm?, t=60]/cm?2, t=80 ] /cm? e t=84 ] /cm?2.

Para a execucdo do protocolo, foi utilizado uma placa de cultivo celular estéril,
produzida em poliestireno e fundo plano, e um aparelho que emitia luz azul de 660 nm. Para ter
uma melhor visdo da degradacgéo foi analisado em triplicata, cada um com 3 mL de azul de

metileno de concentragdo 20 uM.

As dilui¢cdes do azul de metileno foram preparadas de acordo com o protocolo
estabelecido e em trés repeti¢cdes. A execucao de experimentos em triplicata é uma pratica
comum em laboratérios de ensino, uma vez que representa um equilibrio aceitavel entre
precisdo e esfor¢o. A média dos trés resultados é considerada a estimativa mais confiavel do
contetdo do analito na amostra, enquanto o desvio padrao fornece uma medida da variacao

experimental associada a determinacdo (PASSARI etal, 2011).

Foi feito a diluicdo do azul de metileno em uma balanca analitica e um
Erlenmeyer. Ap6s a diluicdo, o Erlenmeyer foi resguardado com aluminio (Figura 7) para que
ndo houvesse degradagdo da amostra feita. Com a utilizagdo de uma placa de cultivo celular
estéril (Figura 8) e uma micropipeta de 1.000 pL, fornecida pela Universidade Estadual de
Goias, foram colocadas as trés amostras em sequencial para que a distribuicao de luz seja
igualmente disseminada para as amostras serem degradadas igualmente. A cada fim de
exposicdo da luz foi removida a aliquota de 3 mL e transferida para a cubeta de quartzo para
analise no espectrofotdbmetro. Enquanto uma amostra era analisada, as outras ficavam cobertas

por aluminio para ndo obter degradacgao externa.
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Figura 7 - Erlenmeyer com Azul de Metileno protegido com aluminio para nao haver
fotodegradacao

Fonte: Elaboracgio prépria.

Figura 8 - Placa de Cultivo Celular utilizado para armazenar as amostras durante o
experimento

Fonte: site Spectrun.
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6. RESULTADO E DISCUSSAO

Foram feitas as medidas em 0 ] /cm?, 20 J/cm?, 40 ] /cm?, 60 ] /cm?, 80 ] /cm? e 84 ] /cm?
para a utilizagdo do azul de metileno como profilaxia e foram analisadas por espectrofotometria

de UV-VIS a degradacdo das trés amostras, gerando um grafico de média dessas amostras.

Esta investigacdo foi conduzida sob iluminac¢do na faixa de comprimento de onda de
660 nm, com uma dose de luz de 5 J/cm? No contexto de um protocolo de Terapia
Fotodindmica, o fendmeno de fotobranqueamento é um indicador da eficdcia de um
fotossensibilizador. Ele ocorre devido a formagado de 102 e EROs. O fotobranqueamento é,
portanto, uma maneira de avaliar a capacidade de gerar as espécies oxidativas necessarias para

alcangar um efeito fotoantimicrobiano (PERUSSI, 2007).

Como visto nas Figuras 9 a 12, os picos de absor¢do da solucao inicial do Azul de
Metileno sdo mostrados na regido do visivel a 660 nm e na regiao do UV por volta de 240-250
e 280-290 nm. O pico localizado em 660 nm corresponde ao grupo croméforo do corante
(ligacao dimetilamino) (PAM), enquanto que os picos presentes entre 280 a 290 nm sao
atribuidos aos anéis benzeno da molécula do AM (PABAM) e os picos presentes entre 240 a
250 nm sao atribuidos a degradacao do azul de metileno (PD). O rapido decaimento da banda
de absor¢do a 660 nm pode ser atribuido a N-desmetilagdo do AM, corroborando com a
clivagem do grupo cromoéforo responsavel pela coloragao do corante. As bandas localizadas a
240 a 250 nm e 280 a 290 nm diminuiram significativamente, ndo sendo observada a formagao
de novas bandas. Tal fato implica que uma decomposicdo oxidativa sem formacdo de

intermedidrios.

Assim, reacdes de N-desmetilacdo, desaminacdo e degradacgao oxidativa se fizeram
presentes durante a reagdo do Azul de Metileno com a incidéncia da luz. Sendo necessario testes
mais especificos de identificacdo molecular, como por exemplo Ressonancia Magnética
Nuclear, Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas, Espectroscopia Raman,
Espectroscopia Infravermelha ou Difratometria de Raio X, para a identificacdo desse

degradante para esclarecer se pode causar algum dano no processo de TFD.

Na literatura, em um estudo feito pelo Ferreira (2022) do azul de metileno, podemos
constatar que obteve uma fotodegradacao para uma concentracdo de 10 mg L-1 de azul de
metileno utilizando-se 0,5 (50,8%) e 1 g (60,1%) de catalisador. Outro estudo realizado pelo

Fukuro e Okuse (2018) mostrou possuir uma taxa final de degradacdo pouco maior que 60%.
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Porém é visto que para ter uma degradacdo maior é utilizado um catalizador em conjunto para

ter uma degradacdo de acima de 80%.

Figura 9 - Espectro de Absorcio da Amostra 1 de Azul de Metileno em 660 nm
(PAM), Anéis Benzeno de Azul de Metileno em 280-290 nm (PABAM) e do Degradante
em 240-250 nm (PD)
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Fonte: Elaboracio prépria.

Figura 10 - Espectro de Absorciao da Amostra 2 de Azul de Metileno em 660 nm
(PAM), Anéis Benzeno de Azul de Metileno em 280-290 nm (PABAM) e do Degradante
em 240-250 nm (PD)
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Fonte: Elaboracio propria.

Figura 11 - Espectro de Absor¢io da Amostra 3 de Azul de Metileno em 660 nm
(PAM), Anéis Benzeno de Azul de Metileno em 280-290 nm (PABAM) e do Degradante
em 240-250 nm (PD)
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Fonte: Elaboracio prépria.

Figura 12 - Espectro de Absorcao das Médias das Amostras de Azul de Metileno em 660
nm (PAM), Anéis Benzeno de Azul de Metileno em 280-290 nm (PABAM) e do
Degradante em 240-250 nm (PD)
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Fonte: Elaboracdo prépria.

Na Figura 13 foi verificado que no pico de Azul de Metileno na amostra 01 em 0 ] /cm?
obteve um valor de absorbancia de 0,688 a.u. em um comprimento de onda de 662 nm. Na
dose de luz em 20 J/cm? obteve um valor de absorbancia de 0,562 a.u. em um comprimento de
onda de 662 nm, 18% (A) a menos que o primeiro tempo analisado. Na dose de luz 40 ] /cm?
obteve um valor de absorbancia de 0,465 em um comprimento de onda de 661 nm, 14% (B) a
menos depois de exposto a luz. Na dose de luz de 60 ]/cm? obteve um valor de absorbancia de
0,347 a.u. em um comprimento de onda de 661 nm, 17% (C) a menos que a dose de luz anterior.
Na dose de luz 80 ] /cm? obteve um valor de absorbancia de 0,294 a.u. em um comprimento de
onda 659 nm, 8% (D) a menos depois de exposto a luz. Na ultima dose de luz, 84 ]/cm?, obteve
um valor de absorbancia de 0,261 a.u. em um comprimento de onda 660 nm, 5% (E) a menos

depois de exposto a luz.

Para todas as densidades de energia avaliadas, a amostra 01 apresentou uma média
degradacdo de 12% entre as energias avaliadas, sendo o maior ponto em comprimento de onda
em 662 nm e o menor em 659 nm. E apresentou uma diferenca total de 62% (F) entre a amostra

de 0] /cm? para a amostra de 84]/cm? (Tabela 6).
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Figura 13 - Espectro de Absorcio da Amostra 1 de Azul de Metileno e a Porcentagem de

Degradacio
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Fonte: Elaboragio propria.

Tabela 6 - Porcentagem de degradaciao Azul de Metileno 01

Densidades de nm  Abs % Inicial % Final rotal
energia Degradacao %
0 J/cm? 662 0,688 100% -
20J/cm? 662 0,562 82% 18%
40J/cm? 661 0,465 68% 14%
60J/cm? 661 0,347 50% 17% oero
80J/cm? 659 0,294 43% 8%
84J/cm? 660 0,261 38% 5%

Fonte: Elaboragio propria.

Na Figura 14 foi verificado que no pico de Azul de Metileno na amostra 02 em 0 ] /cm?

obteve um valor de absorbancia de 0,6813 a.u. em um comprimento de onda de 662 nm. Na

dose de luz em 20 ] /cm? obteve um valor de absorbancia de 0,65 a.u. em um comprimento de

onda de 662 nm, 5% (G) a menos que o primeiro tempo analisado. Na dose de luz 40 ] /cm?

obteve um valor de absorbancia de 0,515 a.u. em um comprimento de onda de 663 nm, 20%

(H) a menos depois de exposto a luz. Na dose de luz de 60 ]/cm? obteve um valor de absorbancia

de 0,429 a.u. em um comprimento de onda de 662 nm, 13% (I) a menos que a dose de luz
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anterior. Na dose de luz 80 J/cm? obteve um valor de absorbancia de 0,327 a.u. em um
comprimento de onda 661 nm, 15% (J) a menos depois de exposto a luz. Na tltima dose de luz,
84]/cm?, obteve um valor de absorbancia de 0,296 a.u. em um comprimento de onda 661 nm,

5% (K) a menos depois de exposto a luz.

Para todas as densidades de energia avaliadas, a amostra 02 apresentou uma média
degradacdo de 11% entre as energias avaliadas, sendo o maior ponto em comprimento de onda
em 663 nm e o menor em 661 nm. E apresentou uma diferenca total de 57% (L) entre a amostra

de 0] /cm? para a amostra de 84]/cm? (Tabela 7).

Figura 14 - Espectro de Absor¢io da Amostra 2 de Azul de Metileno e a Porcentagem de

Degradacio
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Fonte: Elaboracio propria.

Tabela 7 - Porcentagem de degradacio Azul de Metileno 02

Densidades de nm Abs % Inicial % Final fotal
energia Degradacio %
0 J/cm? 662 0,6813 100% -
20J/cm? 662 0,65 95% 5%
40J/cm? 663 0,515 76% 20% 57%
60J/cm? 662 0,429 63% 13%
80J/cm? 661 0,327 48% 15%
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84J/cm? 661 0,296 43% 5%
Fonte: Elaboragio propria.

Na Figura 15 foi verificado que no pico de Azul de Metileno na amostra 03 em 0 ] /cm?
obteve um valor de absorbancia de 0,744 a.u. em um comprimento de onda de 662 nm. Na
dose de luz em 20 ]/cm? obteve um valor de absorbancia de 0,598 a.u. em um comprimento de
onda de 662 nm, 20% (M) a menos que o primeiro tempo analisado. Na dose de luz 40 J /cm?
obteve um valor de absorbancia de 0,508 a.u. em um comprimento de onda de 662 nm, 12%
(N) a menos depois de exposto a luz. Na dose de luz de 60 ]/cm? obteve um valor de absorbancia
de 0,426 a.u. em um comprimento de onda de 662 nm, 11% (0) a menos que a dose de luz
anterior. Na dose de luz 80 ]/cm2 obteve um valor de absorbancia de 0,311 a.u. em um
comprimento de onda 661 nm, 15% (P) a menos depois de exposto a luz. Na ultima dose de
luz, 84]/cm?, obteve um valor de absorbancia de 0,288 a.u. em um comprimento de onda 661

nm, 3% (Q) a menos depois de exposto a luz.

Para todas as densidades de energia avaliadas, a amostra 03 apresentou uma média
degradacdo de 12% entre as energias avaliadas, sendo o maior ponto em comprimento de onda
em 662 nm e o menor em 661 nm. E apresentou uma diferenca total de 61% (R) entre a amostra

de 0] /cm? para a amostra de 84]/cm? (Tabela 8).
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Figura 15 - Espectro de Absorcio da Amostra 3 de Azul de Metileno e a Porcentagem de

Degradacio
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Fonte: Elaboracdo prépria.
Tabela 8 - Porcentagem de degradacao Azul de Metileno 03
Densidades de nm Abs % Inicial % Final rotal
energia Degradacio %
0 J/cm? 662 0,744 100% =
20J/cm? 662 0,598 80% 20%
40J/cm? 662 0,508 68% 12%
60J/cm? 662 0,426 57% 11% o0
80J/cm? 661 0,311 42% 15%
84J/cm? 661 0,288 39% 3%

Fonte: Elaboracdo propria.

Na Figura 16 foi verificado que no pico de Azul de Metileno na média das amostras
analisadas em 0 ] /cm? obteve um valor de absorbancia de 0,746667 a.u. em um comprimento
de onda de 661 nm. Na dose de luz em 20 ]/ cm? obteve um valor de absorbancia de 0,603 a.u.
em um comprimento de onda de 661 nm, 19% (S) a menos que o primeiro tempo analisado. Na
dose de luz 40 J/cm? obteve um valor de absorbancia de 0,495 a.u. em um comprimento de onda
de 661 nm, 14% (T) a menos depois de exposto a luz. Na dose de luz de 60 ] /cm? obteve um

valor de absorbancia de 0,4 a.u. em um comprimento de onda de 661 nm, 13% (U) a menos que
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a dose de luz anterior. Na dose de luz 80 ] /cm? obteve um valor de absorbancia de 0,310333
a.u. em um comprimento de onda 661 nm, 12% (V) a menos depois de exposto a luz. Na tltima
dose de luz, 84]/cm?, obteve um valor de absorbancia de 0,281333 a.u. em um comprimento de

onda 661 nm, 4% (W) a menos depois de exposto a luz.

Para todas as densidades de energia avaliadas, a média das amostras apresentou uma
média degradacdo de 12% entre as energias, sendo o maior ponto em comprimento de onda em

661 nm. E apresentou uma diferenca de 62% (X) entre a amostra de 0] /cm? para a amostra de

84]/cm? (Tabela 9).

Figura 16 - Espectro de Absorc¢ao das Médias das Amostras de Azul de Metileno e a
Porcentagem de Degradacio

Média A.M. ——0Jlem?
——20 J/cm?2
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/ 80 J/ecm?
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Fonte: Elaboragio propria.

Tabela 9 - Média de Porcentagem de degradacio Azul de Metileno

Densidadesde  pm Abs % Inicial % Final Toral
energia Degradacio %
0 J/cm? 661  0,746667 100% =
20J/cm? 661 0,603 81% 19% 62%
40J/cm* 661 0,495 66% 14%

60J/cm? 661 0,4 54% 13%




70

80J/cm? 661 0,310333 42% 12%
84J/cm? 661 0,281333 38% 4%

Fonte: Elaboracdo propria.

7. CONCLUSAO

Neste estudo, foram realizadas medidas em diferentes densidades de energia (0 ] /cm?,
20 J/cm? 40 ] /cm?, 60 ]/cm?, 80 J/cm? e 84 ] /cm?) para avaliar a degradagio do azul de metileno
e sua viabilidade como agente profilatico. A analise, conduzida por espectrofotometria de UV-
vis, gerou graficos que ilustram a média das amostras, fornecendo insights valiosos para a

utilizacao do azul de metileno na profilaxia.

Este estudo foi conduzido sob a iluminagao na faixa de comprimento de onda de 660
nm, com uma dose de luz fixade 5]/ cm?. No contexto da Terapia Fotodinamica, o fendmeno
de fotobranqueamento foi explorado como um indicador da eficacia do fotossensibilizador.
Esse fendmeno, relacionado a formagdo de 10; e espécies reativas de oxigénio, revela a
capacidade do azul de metileno em gerar as espécies oxidativas necessarias para alcancar efeitos

fotoantimicrobianos desejados (PERUSSI, 2007).

As Figuras 9 a 12 apresentam uma andlise detalhada das amostras, destacando os picos
do grupo croméforo do corante no comprimento de onda de 660 nm, picos de anéis de benzeno
do azul de metileno em 280 a 290 nm e os picos de degradacdo entre os comprimentos de onda
de 240 nm a 250 nm. Observou-se uma redu¢do no PAM a cada tempo analisado, acompanhada
por um aumento no PD. No entanto, para uma identificacdo molecular mais precisa dos
degradantes e seus possiveis impactos nos processos de terapia fotodinamica, técnicas como
Ressonancia Magnética Nuclear, Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas,
Espectroscopia Raman, Espectroscopia Infravermelha ou Difratometria de Raio X podem ser

necessarias.

Além de ser de grande valia testes com equipamentos ultravioleta para entender as
reacdes moleculares que ocorreram durante a exposicdo a luz para elucidar a diminuicdo do
pico de azul de metileno e o aumento do pico de degradagao, para ter uma utilizacdo mais

precisa e potencializar o tratamento utilizando o azul de metileno e a terapia fotodinamica.
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Na revisao da literatura, destaca-se a fotodegradagao do azul de metileno em estudos
anteriores. Ferreira (2022) observou uma degradacdo significativa utilizando catalisadores,
enquanto Fukuro e Okuse (2018) relataram taxas de degradacdo superiores a 60%,
especialmente quando catalisadores estavam presentes. No presente estudo, os resultados
indicam uma degradagdo consistente nas amostras analisadas, com variagdes nas absorbancias

em diferentes densidades de energia.

Visualmente, a descolora¢do do azul de metileno foi notada apés a exposicado a luz,
indicando alteragdes na sua composicao (Figura 17). Essas mudancgas visuais sugerem a
ocorréncia de processos de fotodegradacgdo. No entanto, estudos mais aprofundados sao
necessarios para compreender completamente as alteragdes moleculares associadas a essa perda

de coloracao.

Figura 17 - Béquer 1 possui Azul de Metileno guardado do Erlenmeyer e protegido da exposi¢cao
da Luz com aluminio. Béquer 2 possui amostra de azul de metileno utilizada no experimento

com a exposicao da luz azul em comprimento de onda 660 nm

R | APPROX®

Fonte: Elaboracdo prépria.
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Em suma, este estudo fornece uma base valiosa para a compreensao da degradagao do
azul de metileno sob diferentes densidades de energia, contribuindo para futuras pesquisas na
aplicagdo da Terapia Fotodinamica antimicrobiana. As descobertas destacam a necessidade de
investigacdes mais detalhadas para elucidar os mecanismos moleculares subjacentes e otimizar
a eficacia da TFD, reforcando seu potencial como uma alternativa inovadora no campo da

saude.
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