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AVALIAGAO DA PRODUGAO DE OXIGENIO SINGLETE MEDIANTE
APLICAGAO DE LASER EM SOLUGAO MICELAR

DIONIZIO, Lucas Menezes'; LINS, Renata Ferreira?;

RESUMO
O oxigénio singleto ('O:) é uma espécie excitada do oxigénio molecular, altamente
reativa e com aplicacdes relevantes em processos fotodinamicos, incluindo terapias
antimicrobianas e oncoldgicas. Entre os fotossensibilizadores mais utilizados,
destaca-se o azul de metileno (MB), capaz de gerar 'O. de maneira eficiente quando
ativado por radiacdo em 660 nm. A quantificacdo dessa espécie reativa é
usualmente realizada por meio do consumo da sonda quimica
1,3-difenilsobenzofurano (DPBF), que reage seletivamente com o 'O., apresentando
diminuicao da absorbancia em torno de 420 nm. Contudo, fatores do microambiente,
como a presencga de surfactantes e antioxidantes, podem alterar significativamente a
geragdo e a deteccdo do 'O.. Nesse contexto, o presente trabalho investigou a
influéncia do meio micelar formado pelo polisorbato 80 e da adi¢ao de a-tocoferol
sobre a disponibilidade do 'O. produzido pelo MB.Foram preparadas amostras
contendo trés sistemas distintos: (1) MB + DPBF, (2) MB + DPBF + polisorbato 80 e
(3) MB + DPBF + polisorbato 80 + a-tocoferol. Cada solugéo (3 mL em cubeta de
quartzo) foi irradiada em intervalos de até 180 segundos, utilizando laser de 660 nm

(100 mW). As medidas de absorbancia em 420 nm foram monitoradas em
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espectrofotdmetro, e a taxa de consumo do DPBF foi determinada por regressao
linear da curva de In(A(t)/A0) em funcdo do tempo, permitindo calcular a constante
aparente de velocidade (k). Os resultados mostraram que, na condi¢cao controle (MB
+ DPBF), houve a maior taxa de consumo da sonda, confirmando a intensa
producao de 'O.. Com a adicdo do polisorbato, observou-se reducido da constante
de velocidade, sugerindo que o surfactante modifica o microambiente da reacéo e
limita a difusdo do 'O. até o DPBF. Na presenca de a-tocoferol, a taxa de consumo
foi ainda menor, evidenciando a capacidade antioxidante do composto em
neutralizar parte do '0O.. Conclui-se que tanto o ambiente micelar quanto o
antioxidante modulam significativamente a detecgdo do 'O.. Esses achados
possuem implicagdes praticas distintas: enquanto em terapia fotodindmica a reducao
da disponibilidade de 'O. pode comprometer a eficacia terapéutica, em formulagdes
farmacéuticas e cosméticas esse efeito se mostra desejavel, por aumentar a
estabilidade de produtos fotossensiveis.

Palavras-chave: Oxigénio singleto; Azul de metileno; Terapia fotodinamica;

. INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

O oxigénio singleto ('O:) € uma espécie excitada do oxigénio molecular,
altamente reativa, com papel central em processos fotoquimicos e fotobioldgicos,
como na terapia fotodindmica (PDT) e na protegao de formulagbes farmacéuticas e
cosméticas sensiveis a luz. Entre os fotossensibilizadores, o azul de metileno (MB)
destaca-se por sua eficiéncia na produgao de 'O. quando ativado por radiagdo em
torno de 660 nm, sendo sua detecgcdo comumente realizada por meio da degradacéao
da sonda 1,3-difenilsobenzofurano (DPBF).

A eficiéncia da geracdo de 'O. depende do microambiente quimico.

Surfactantes como o polisorbato 80 podem formar micelas que alteram a difusao das
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espécies reativas, enquanto antioxidantes como o a-tocoferol atuam sequestrando o
'0.. Investigar como esses componentes modulam a geragdo e deteccdo do
oxigénio singleto é essencial para conciliar a manutengdo da reatividade desejada
em aplicacdes terapéuticas com a protecao contra oxidacdo em produtos cosméticos

e farmacéuticos, contribuindo para estratégias mais eficazes e seguras.

. BASE TEORICA

O oxigénio singleto ('O:) é a principal espécie reativa envolvida em processos
fotodindmicos, sendo sua detecgédo realizada por sondas como o DPBF, cuja
degradacao indica a disponibilidade da espécie (ENTRADAS, 2020; MARTIN;
MARIN, 2015;). Estudos recentes reforcam a relevancia desse processo em
sistemas mediados pelo azul de metileno (SZEWCZYK et al.,, 2025). O
microambiente quimico pode influenciar diretamente essa geragdo. Surfactantes
como o polisorbato formam micelas que alteram a difusdo e reatividade do 'O,
funcionando como barreiras difusionais (KUZNETSOVA; YAROSHENKO, 2014;
MARTIR; BRAUN, 1994).

Outro modulador importante € o a-tocoferol, capaz de neutralizar o 'O. por
mecanismos de quenching fisico e quimico, reduzindo sua disponibilidade
(FUKUZAWA et al., 1998; NIKI, 2014). Embora isso possa comprometer a eficiéncia
da terapia fotodindmica, é vantajoso na protecdo de formulagcbes sensiveis
(ATKINSON, 2007). A escolha do azul de metileno como fotossensibilizador se deve
a sua ampla caracterizagao, eficiéncia fotodinamica e ativagao em luz visivel (BUCK,
2009; DUTRA, 2013; ELIAS, 2021).

. OBJETIVOS

e Objetivo geral
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Investigar como o meio micelar de polisorbato e a presenga de a-tocoferol
influenciam a geracao e detecgao de oxigénio singleto ('O:) produzido pelo azul de
metileno ativado por laser, utilizando o DPBF como sonda quimica.

e Objetivos especificos
- Comparar a taxa de consumo do DPBF nos diferentes sistemas estudados
(MB+DPBF; MB+DPBF+polisorbato; MB+DPBF+polisorbato+a-tocoferol);

- Avaliar o efeito do meio micelar na disponibilidade de 'O;;

IV. METODOLOGIA

As amostras foram preparadas com azul de metileno (MB) como
fotossensibilizador, DPBF como sonda quimica, polisorbato 80 como surfactante e
a-tocoferol como antioxidante, em solugbes estoques de DMSO e agua ultrapura,
protegidas da luz. Na primeira etapa, investigaram-se diferentes concentragdes de
MB (6,25-25 uyM) em meio micelar; na segunda, MB foi fixado em 6,25 uM, e o
DPBF a 44 pM. As amostras foram testadas em trés condigdes: MB + DPBF; MB +
DPBF + polisorbato; e MB + DPBF + polisorbato + a-tocoferol. Cada amostra (3 mL)
foi irradiada com laser de 660 nm e a absorbancia em 420 nm monitorada. A taxa de
consumo do DPBF foi calculada a partir da regressao linear de In(A(t)/AO) versus
tempo, permitindo determinar a constante cinética aparente e a eficiéncia
antioxidante do  a-tocoferol.  Ensaios-controle = foram realizados sem

fotossensibilizador, sem irradiagdo e sem sonda.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO
O estudo investigou a geragéo de oxigénio singleto ('O:) pelo azul de metileno
(MB) fotoativado, usando a degradacdo do DPBF como sonda. Concentragbes mais

baixas de MB favoreceram maior geragao homogénea de 'O..
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DEGRADACEO DO DBPF EM DIFERENTES
CONCENTRACGES DE MB
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Figura 2: Curvas de degradacdo do DPBF em diferentes concentracbes de
MB ao longo do tempo de irradiagéo.

Com MB a 6,25 uM, testou-se o efeito de um surfactante (polisorbato 20) e do
antioxidante a-tocoferol. O surfactante reduziu a taxa de consumo do DPBF,
indicando que dificulta o acesso do 'O: a sonda. A adigdo do a-tocoferol diminuiu

ainda mais essa taxa, confirmando sua agao neutralizadora eficiente sobre o 'O..

INFLUENCIA DO TOCOFEROL EM
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AM+DBPF
—+—AM +DBPFN  —B—AM+DBPF+0S AM+DBPF+TOC
L L2
= 1 m
208
a2 0,6
“_; 0,4
z 0,2
= 0
S o 10 20 30 40 50 60 70
Q TEMPO ()

Figura 4: Perfis de absorbancia do DPBF em 420 nm ao longo do tempo para

as trés condigbes experimentais.
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A analise cinética mostrou que o polisorbato conferiu protecdo parcial ao
DPBF (32%), enquanto o a-tocoferol aumentou essa protecdo para 52%,
evidenciando seu papel como quencher fisico e quimico do 'O..

Esses resultados tém implicagdes praticas: em Terapia Fotodinamica,
antioxidantes podem reduzir a eficacia citotoxica do 'O, enquanto em formulagdes
cosméticas ou farmacéuticas, atuam como protecdo contra degradacao

foto-oxidativa.

VI. CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo mostrou que o azul de metileno ativado por laser gera oxigénio
singleto ('0:), cuja disponibilidade é reduzida pelo polisorbato e ainda mais pelo
a-tocoferol, evidenciando a acao antioxidante deste ultimo. Esses resultados indicam
que a interacdo entre fotossensibilizador, surfactante e antioxidante influencia o
comportamento do sistema, sendo prejudicial a eficacia da terapia fotodinamica, mas
benéfica em formulacbes cosméticas e farmacéuticas ao proteger contra a

foto-oxidagéo.
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