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Objetivo

A melanina é um pigmento natural encontrado
na maioria dos organismos, é um absorvente
de luz eficaz, sendo capaz de dissipar mais de
99,9% da radiacdo UV absorvida. Em casos
em que o efeito fotoprotetor da melanina nao
é suficiente, podem se desenvolver danos na
pele que culminam em cancer. Uma modali-
dade terapéutica que vem sendo estudada para
o tratamento nado invasivo de lesdes pré cance-
rosas é a Terapia Sonodinamica (TSD)!. Com
o intuito de ajudar na compreensao dos efei-
tos sonodinamicos sobre tumores pigmentados
durante a TSD, esse projeto tem como objetivo
estudar as alteracdes das propriedades épticas
da melanina durante a interacdo com o ultras-
som terapéutico, em especial sua curva de ab-
sorbancia.

Meétodos e Procedimentos

Utilizando melanina sintética em pé dissolvida
em hidréxido de sodio (NaOH, pH = 13,0), séo
preparadas diversas solugdes com diferentes
concentracoes, para posterior analise. Em se-
guida, cada solugcdo é colocada em uma cu-
beta de quartzo com caminho éptico de 1 cm
e levada para analise éptica em um espectro-
fotobmetro (Varian Cary 50), para que sua curva
de absorbancia seja analisada em todas as eta-
pas. Posteriormente cada solugao passa por um
processo de sonicagao com um ultrassom (SO-
NOPULSE Il ,Ibramed, Brasil), por aproximada-
mente dois minutos, e é novamente levada para
a devida medicao da sua curva de absorbancia,
0 processo se repete até que o tratamento com-
plete 10 minutos. Todas as solugbes estuda-
das sdo diluidas com diferente concentragoes
(0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL e 0,025 mg/mL) e so-
nicada com diferentes intensidades (1 W/cm?;
1,5 W/cm? e 2 W/cm?). Desse modo é possivel
uma analise quantitativa mais precisa dos resul-
tados e da influéncia de cada parametro durante
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a medicdo. Por fim, serdo analisados diversos
graficos de Absorbancia por Comprimento de
Onda, para cada par intensidade e concentragéo
dos experimentos.

Resultados

Inicialmente, por meio das curvas de ab-
sorbancia obtidas a partir da sonicagdo com
concentracdes diferentes de uma mesma
solucdo de Melanina com NaOH, é possivel
construir um grafico relacionando a absorbancia
da molécula pelo tempo de exposicdo ao
Ultrassom com intensidade fixa de 1,5 W/cm?.
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Figura 1: Espectro de Absor¢ao com
intensidade constante

Desse modo, observa-se que todas as trés
concentragdes de solucdo quando submetidas
a um mesmo tratamento adquirem cada vez
mais capacidade de absorgao de luz, entretanto,
quanto menor a concentragdo, maior 0 aumento
da absorbancia. Considerando, portanto, o co-
eficiente angular de cada reta, que por sua vez
indica o quanto a absorbancia da molécula au-
menta conforme o tempo de tratamento, pode-se
construir o seguinte grafico de coeficiente angu-



lar em funcdo da concentracao da solugao.
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Figura 2: Constante de crescimento da
absorbancia em fungao da concentracao.

Observa-se, assim, que quanto menor a
concentragao, maior o aumento da absorbancia.
Seguindo a mesma linha de raciocinio, en-
tretanto diferenciando, neste momento os
parametros do Ultrassom, especificamente
sua intensidade, e mantendo uma mesma
concentracdo para a solugao, de 0,05 mg/mL,
constréi-se o seguinte grafico:
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Figura 3: Espectro de Absor¢ao com
concentragao constante

Observa-se novamente que a absorbancia da
solugdo aumenta conforme o tempo de trata-
mento, independente da intensidade. Conside-
rando novamente o coeficiente angular de cada
reta, constréi-se o seguinte grafico:
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Figura 4: Constante de crescimento da
absorbancia em fungao da intensidade.

Nota-se portanto, que quanto menor a intensi-
dade, maior o aumento da absorbancia.

Conclusoes

A partir dos resultados até entao alcangados, é
possivel inferir algumas discussdes. A solucao
apresentou comportamento divergente do es-
perado, visto que normalmente, quando uma
molécula é submetida a tratamentos com Ul-
trassom, ou lIrradiacdo de Luz, ocorre uma
degradagao da molécula e consequentemente
uma queda em sua absorbancia, entretanto,
com os experimento realizado, percebe-se que,
no lugar de uma degradacao da molécula, houve
uma formagao de produtos (sonoprodutos), ou-
tra evidéncia para tal afirmagao é de que du-
rante todo o tratamento nao houve alteracao
no formato da curva de absorbancia, apenas
seu deslocamento ascendente. Ademais, notou-
se que quanto menor a concentragdo de me-
lanina, maior é seu aumento de absorcao de
luz, o mesmo ocorre quanto menor for a inten-
sidade utilizada para a sonicacdo. A razao para
cada um destes comportamentos ainda sera es-
tudada, incluindo a investigagao do sonoproduto
obtido, bem como sua causa.
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Objectives

Melanin is a natural pigment found in most or-
ganisms, it is an effective light absorber, being
able to dissipate more than 99.9 of the absorbed
UV radiation. In cases where the photoprotec-
tive effect of melanin is not sufficient, damage
to the skin can develop and culminate in cancer.
A therapeutic modality that has been studied for
the non-invasive treatment of precancerous lesi-
ons is Sonodynamic Therapy (TSD) L. In order to
help understand the sonodynamic effects on pig-
mented tumors during a TSD2, this project aims
to study the changes in the optical properties of
melanin during an interaction with therapeutic ul-
trasound, in particular its absorbance curve.

Materials and Methods

Using synthetic powdered melanin dissolved in
sodium hydroxide (NaOH, pH = 13.0), several
solutions with different concentrations are pre-
pared for further analysis. Then, each solution
is placed in a quartz cuvette with a 1 cm opti-
cal path and taken for optical analysis in a spec-
trophotometer (Varian Cary 50), so that its ab-
sorbance curve can be analyzed at all stages.
Subsequently, each solution undergoes a soni-
cation process with an ultrasound (SONOPULSE
[, Ibramed, Brazil), for approximately two minu-
tes, and is again taken for the proper measure-
ment of its absorbance curve. All studied soluti-
ons are diluted with different concentrations (0.1
mg/mL; 0.05 mg/mL and 0.025 mg/mL) and so-
nicated with different intensities (1 W/cm?; 1.5
W/cm 2 and 2 W/cm?). In this way, a more accu-
rate quantitative analysis of the results and influ-
ence of each parameter during measurement is
possible. Finally, several graphs of Absorbance
by Wavelength will be analyzed, for each inten-
sity and concentration pair of the experiments.
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Results

Initially, through the absorbance curves obtained
from sonication with different concentrations of
the same Melanin solution with NaOH, it is pos-
sible to build a graph relating the absorbance of
the molecule by the time of exposure to Ultra-
sound with a fixed intensity of 1.5 W/ cm?.
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Figura 1: Absorption spectrum with constant
intensity.

Thus, it is observed that all three solution con-
centrations, when subjected to the same treat-
ment, acquire more and more light absorption
capacity, however, the lower the concentration,
the greater the increase in absorbance. Consi-
dering, therefore, the slope of each line, which
in turn indicates how much the molecule’s ab-
sorbance increases with the treatment time, it is
possible to construct the following graph of the
slope as a function of the solution concentration.
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Figura 2: Absorbance growth constant as a
function of concentration.

Thus, it is observed that the lower the concen-
tration, the greater the increase in absorbance.
Following the same line of reasoning, however
differentiating, at this time, the parameters of the
Ultrasound, specifically its intensity, and main-
taining the same concentration for the solution,
0.05 mg/mL, the following graph is constructed:
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Figura 3: Absorption spectrum with constant
concentration.

Again, it is observed that the absorbance of
the solution increases with the treatment time,
regardless of the intensity. Considering again
the angular coefficient of each line, the following
graph is constructed:
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Figura 4: Absorbance growth constant as a
function of intensity.

Note, therefore, that the lower the intensity, the
greater the increase in absorbance.

Conclusions

From the results achieved so far, it is possible
to infer some behaviors of the melanin molecule.
The solution behaved differently from what was
expected, since normally, when a molecule is
subjected to treatments with Ultrasound, or Light
Irradiation, there is a degradation of the mole-
cule and consequently a drop in its absorbance,
however, with the experiments carried out, it is
noticed that, instead of a degradation of the mo-
lecule, there was a formation of products (sleep
products), another evidence for such assertion
is that during the entire treatment there was no
change in the shape of the absorbance curve,
only its upward displacement. Furthermore, it
was noted that the lower the concentration of me-
lanin, the greater the increase in light absorp-
tion, the same occurs with the lower the inten-
sity used for sonication. The reason for each of
these behaviors will still be studied, including the
sonication of the pure solvent for the analysis of
possible sonoproducts, and its further investiga-
tion.
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