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Resumo: O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar a influéncia das propriedades do
solvente sobre o comportamento fotofisico do Azul de Toluidina (AT). Estudos espectroscopicos de
fluorescéncia foram efetuados em misturas agual/etanol, agua/acetonitrila e agua/dioxano. Por serem
hidrofébicas, as caracteristicas espectroscépicas desse composto sdo mais bem visualizadas quando a
mistura de solventes apresenta o solvente organico em maior proporcdo. Em altas concentracdes de agua,
o corante tende a formar agregados diméricos ou com estruturas maiores, 0 que dificultaria sua eventual
aplicacdo em Terapia Fotodindmica (TFD), uma vez que o fen6bmeno de auto-agregacdo diminui a
capacidade de formagdo de espécies reativas de oxigénio, tais como 0 oxigénio singleto. De fato, &
extremamente importante o desenvolvimento de novos estudos visando a uma melhor adequacdo da
proporcao de solventes para uma melhor absorcéo/emissédo dessas moléculas. Desta forma, além de uma
maior compreensao das propriedades fotofisicas de corantes, como, por exemplo, o AT, é possivel avaliar o
potencial deste tipo de fotossensibilizador para eventuais aplicag8es futuras no ramo da biomedicina.
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Introducéo

O corante fenotiazinico azul de toluidina
(AT) é um corante aromatico heterociclico solavel
em agua ou em alcool, que absorve intensamente
na regido espectroscédpica do ultravioleta-visivel.
E um agente fotossensibilizante muito eficaz na
inativacdo de organismos patogénicos como
bactérias e virus (WAINWRIGHT, 1997).
Ademais, este composto apresenta estrutura
quimica muito semelhante aquela referente ao
corante amplamente estudado na literatura Azul
de Metileno, sendo que ambos apresentam
significativa  similaridade quanto a certas
caracteristicas fotofisicas. Desta forma, o grande
conteldo de informacdes de carater fisico-
guimico referentes ao azul de metileno, incluindo
suas propriedades espectroscopicas e eventuais
potencialidades terapéuticas como agente
fotossensibilizante, poderia ser profundamente
explorado visando a uma compreensdo mais
pormenorizada deste sistema quimico.

Estudos com o AT mostraram a eficiéncia
deste composto organico como uma substancia
antifingica e bactericida, haja vista sua acgéo
inibidora do metabolismo de algumas bactérias

gram-positivas e gram-negativas (ITO, 1977;
WILSON, 1994; BHATTI et al., 1998).

A combinacdo de AT com um estimulo
luminoso favorece a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, como é o caso do oxigénio
singlete, que é uma espécie de oxigénio
citotoxico, cuja acdo bactericida estd bem
estabelecida na inibicdo de diversos
microorganismos, como por exemplo, bactérias
periodontopatogénicas (BHATTI et al., 1998). De
fato, a acdo oxidante das espécies reativas de
oxigénio pode causar, inclusive, fotodegradacgéo
em diferentes espécies de adenovirus (HIATT et
al., 1960).

Além de ser usado como droga
fotossensibilizante, o AT tem sido empregado
para avaliar a eficacia de métodos de coloracéo
na identificacdo de alteracbes no complexo DNA
— Proteina de espermatozéides humanos,
(ROCHA et al., 2002).

Realmente, a ampla possibilidade de
utilizacbes fotofisicas e fotoquimicas de AT o
predispde como interessante prototipo para
diversas aplicacBes na ciéncia e na tecnologia,
sobretudo em funcéo de seu elevado rendimento
guantico. Neste contexto, destaca-se a possivel
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aplicacdo como agente fotossensibilizante em
Terapia Fotodinamica (TFD).

No presente trabalho, foi desenvolvido um
amplo estudo da influéncia do sistema de
solvente nas propriedades espectroscépicas e
fotofisicas (excitagdo, emissdo e espalhamento
de luz ressonante (ELR) do Azul de Toluidina
(AT).

Materiais e Métodos

Foram utilizadas onze solu¢Bes contendo
AT em 2 mL de diferentes proporcdes
agualetanol, onze amostras de agua/acetonitrila e
onze exemplares de agua/dioxano, variando cada
um destes sistemas de solvente de 0 a 100% de
agua, utilizando de intervalos de 10 em 10%. O
AT (Aldrich, 85%) foi previamente recristalizado
em acetona/metanol. As medidas foram
efetuadas a temperatura de 298 K. A agua
empregada no preparo das solucfes era de grau
Milli-Q e os solventes de grau espectroscépico.

Os espectros de excitagdo e emisséo
foram obtidos em um espectrofluorimetro Jobin-
Yvon Spex FloroMax-2. Os espectros de emisséo
foram obtidos a partir dos picos de maximo de
intensidade indicados nos espectros de excitagdo
das amostras. As amostras foram condicionadas
em cubetas, e as medidas foram desenvolvidas
no modo front-face.

Estudos de ELR (Espalhamento de luz
ressonante) foram realizados por meio da
varredura simultdnea de monocromadores de
emissao e excitacdo, no intervalo de 200 a 800
nm com AA = 0 nanOmetros (nm) (este valor
corresponde ao intervalo de espera para coletar a
emissdo apOs a excitacdo), a fim de verificar
eventuais processos de auto-agregacao.

Resultados e discussao

Os espectros de fluorescéncia sdo largos
e apresentam o0 mesmo perfil espectral,
independente da mistura de solventes utilizada,
com espectros largos e bem definidos. Por outro
lado, as intensidades das bandas variam com a
propor¢cdo de solventes. Os dados evidenciam
uma dependéncia da fluorescéncia com a
proporcao de agua nas respectivas misturas.

As figuras 1 e 2 ilustram a emisséo de
fluorescéncia para o AT em misturas agua/etanol
e agual/acetonitrila, respectivamente. E possivel
perceber uma maior intensidade de fluorescéncia
em etanol e acetonitrila puros, com o composto
se apresentando na forma monomérica. Na
medida em que aumenta a proporcao de agua em
ambas as misturas, a intensidade de
fluorescéncia cai, fato associado com a auto-
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agregacdo do fotossensibilizante. O fenébmeno de
agregacdo esta associado as caracteristicas dos
solventes, pois a agua tende a favorecer a
agregacdo em virtude das moléculas de corantes
em geral serem hidrofobicas. De fato, estd bem
estabelecido na literatura que a agregacdo de
corantes € importante gerador de supressdo de
fluorescéncia em funcdo dos contatos gerados
neste processo.
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Figura 1: Espectro de emissdo do AT para
mistura agual/etanol, T = 298 K.

3.0x10°

——0% de 4gua
——10% de dgua
20% de agua
——30% de 4gua
40% de agua
——50% de dgua
60% de agua
——70% de dgua
——80% de 4gua
——90% de agua
——100% de 4gua

2.5x10°4

2.0x10°4

1.5x10°4

Intensidade

1.0x10°4

5.0x10"4

0.0 T T T
600 650 700 750 800

Figura 2: Espectro de Emissdo do AT para a
mistura agua/acetonitrila, T = 298 K.

Na Figura 3, onde o solvente organico é o
dioxano, o comportamento € praticamente o
mesmo quando ainda ha a interacdo de
solventes. Em dioxano puro, a intensidade de
fluorescéncia cai, mostrando que nao ha a
mesma interacdo das moléculas do corante com
as moléculas do solvente, como no caso do
etanol e a acetonitrila. O dioxano é um solvente
apolar e ndo prético, o que pode explicar algumas
das caracteristicas espectrais observadas.

Durante a formagédo da espécie agregada,
as unidades monoméricas se associam e se
estabelecem de maneiras diversas, sendo
possiveis diferentes orientacdes de momentos
dipolares de transicdo de cada monbémero
(KASHA, 1963; ARBELOA et al 1982). De fato, é
importante ressaltar que a razdo entre o0s
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diferentes solventes €é um importante fator
determinante da orientacdo de cada molécula de
Azul de Toluidina assim como a constante
dielétrica dos mesmos. Desta forma, diferentes
relacbes percentuais de concentragcdo podem
originar diferentes tipos de agregagdo e,
conseqiientemente, diferentes niveis alteragao
espectroscopica, tanto no que se refere a
absorcdo como em se tratando do rendimento
guantico de emissao de fluorescéncia.
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Figura 3: Espectro de Emissdo do AT para a
mistura agua/dioxano, T = 298 K.

Vale acrescentar que mesmo em altas
concentracbes de &gua a emissdo nao
desaparece por completo, o que indica que o0s
corantes ndo ficaram completamente agregados.
Com a adicdo de solvente orgénico (no caso do
etanol e da acetonitrila), o ambiente torna-se
favoravel aos corantes na forma monomérica,
originando, conseqlientemente, altas intensidades
de excitacao e emissao.

Estes decréscimos sé@o consideraveis, e
estdo relacionados com a diminuicdo do nimero
de monbmeros livres. Provavelmente, estas
condicbes de meio favorecem a formacédo de
pequeno agregado, como por exemplo, dimeros,
uma vez que este decréscimo € bastante
pronunciado para ser atribuido ao efeito do
solvente (MARGALIT et al., 1983)

Importante registrar outro fator decisivo
qgue diz respeito a questdo da viscosidade. A
viscosidade tende a induzir um aumento do
comprimento de onda maximo de emissédo, em
funcdo da porcentagem de agua nas diversas
misturas de solventes utilizados (Figura 4). A
viscosidade interfere diretamente nos processos
de desativacdo do estado excitado do corante
tornando-os mais lentos em meios mais viscosos.
Este aumento da viscosidade impede que haja
movimentos de rotacdo interna dos grupamentos
presentes na molécula do corante, resultando
num aumento da intensidade de fluorescéncia e,
como consequéncia, de uma menor supressao
dos estados excitados. O decréscimo no valor de
maximo de emissao a partir de 0,7 cP pode ser
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um indicativo de saturacdo do corante por
moléculas do  solvente  (via interacBes
intermoleculares como ligacdo hidrogénio e
interacdes dipolo-dipolo).
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Figura 4: Variacdo do comprimento de onda
maximo de emissdo em fungdo da viscosidade
para mistura agua/acetonitrila, T = 298 K.

A diminuicédo do deslocamento indica uma
menor solvatacdo do estado excitado dos
corantes. Altos valores de deslocamento indicam
uma reorganizacdo da orientacdo dos grupos
polares dos corantes. H& um aumento
significativo para alguns dos corantes na
intensidade de emissdo quando se varia a
propor¢do do solvente. Este efeito pode ser
atribuido a diminuicdo da polaridade dos
solventes. A diminuicdo da polaridade do solvente
aumenta a energia de ativacdo de conversdo do
estado excitado planar para um estado de
transferéncia de carga intramolecular,
aumentando o rendimento quéntico de
fluorescéncia, como ilustra a figura 5. Vale
registra que estd bem estabelecido na literatura a
tendéncia de deslocamento batocrdmico (para
maiores comprimentos de onda) com o aumento
da constante dielétrica do meio, como fungdo da
maior polarizibilidade e acessibilidade dos orbitais
pi anti-ligantes em relacdo aos orbitais pi ligantes,
0 que diminui a energia da transicdo eletronica
em questao. Também aqui ha um decréscimo nos
valores de maximo de emissdo que também
podem ser explicados em funcéo da solvatacdo
das moléculas do corante pelas do solvente.

Para misturas de solvente com mais de
30% de agua, ha um intenso decréscimo nas
intensidades de fluorescéncia, em decorréncia da
auto-agregacdo do AT em meio aquoso. A figura
6 apresenta esse fenbmeno por meio do espectro
RLS (Espalhamento de luz ressonante): quanto
maior a porcentagem de agua, maior o nimero de
agregados em solucéo.
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Figura 5: Variacdo do comprimento de onda
maximo de emissdo em funcdo da constante
dielétrica do sistema para mistura agua/dioxano,
T =298 K.
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Figura 6: Variacdo da Intensidade de Sinal RLS
em funcdo da porcentagem de agua em mistura
agua/etanol, T = 298 K.

Conclusao

O Azul de Toluidina apresenta
caracteristicas favoraveis para aplicagdo em
Terapia Fotodindmica como a absorcdo de luz na
faixa terapéutica entre 660 e 670 nm, com
elevadas absortividades molares (dados né&o
apresentados). De fato, assim como as
ftalocianinas, que sdo conhecidas como agentes
fotossensibilizantes de segunda geracdo, o
corante AT nao absorve, predominantemente, em
torno de 400 nm, como ocorre com a maioria das
porfirinas (primeira geracdo), o que evita a
competicdo pela radiacdo eletromagnética
incidente entre o fotossensibilizador e os
pigmentos inerentes a epiderme e a derme, como
por exemplo, a melanina e a hemoglobina, que
também apresentam maior absorcdo em
aproximadamente 400 nm.

Os dados mostram que parametros
fisico-quimicos utilizados nos experimentos tais
como viscosidade e constante dielétrica tendem a
interferir diretamente na fotofisica do AT. Estes
dados servirdo de apoio para estudos posteriores,
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com o intuito de mostrar a propor¢cdo adequada
de solvente para uma melhor emissao/excitacéo
do AT, levando em consideracdo o fendmeno de
auto-agregacao.
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