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Resumo: Com o intuito de verificar a influéncia do solvente sobre o azul de metileno, corante que
apresenta grande potencial para uso em Terapia Fotodindmica (TFD), foram feitos estudos
espectroscopicos de fluorescéncia em misturas dgual/etanol e dgua/acetonitrila. Devido ao fato de
apresentar hidrofobicidade, tanto a emissdo quanto a excitagdo do azul de metileno, foram melhor
visualizadas quando a concentragdo de um dos solventes organicos usados prevalecia. A
formagédo de agregados diméricos ou oligoméricos em misturas com alta propor¢ao de agua, tende
a dificultar a aplicacdo em TFD, uma vez que o fendmeno de auto-agregacao diminui a capacidade
de formacédo de oxigénio singlete. Nos espectros de emissdo e excitacdo obtidos, foi possivel
perceber um decréscimo da intensidade de fluorescéncia nas misturas com mais de 30% de agua,
consequiéncia da formacdo de agregados. O presente estudo servird de apoio para pesquisas
posteriores, onde se averiguari a proporcao de solventes para se atingir uma melhor atividade
fotodindmica para corantes diversos aplicaveis a TFD.
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Area de conhecimento: Quimica e Engenharia Biomédica.

Introducéo
agregados, como por exemplo, a agua,

O azul de metileno (AM) é um
corante aromatico heterociclico solavel em
agua ou em alcool. Possui rendimento
guantico de formagédo de oxigénio singlete da
ordem de 0,5 e baixo potencial de reducéo
(REDMOND 1999). E um corante pouco
téxico, que absorve intensamente na regido
do UV-visivel (Amax = 664nm em agua) e
mostra boa eficiéncia fotodindmica na morte
de células cancerigenas, podendo ser
excitado por luz mono e policroméatica dentro
da janela terapéutica (TARDIVO et al. 2004).
E um corante que possui uma estrutura
basica de carater hidrofilico, porém quando
metilado apresenta hidrofobicidade (LIMA,
2004). Possui tendéncia a formar agregados
devido & presenca de agentes agregadores
como polieletrélitos, ou em funcdo de
solventes que favorecem a formacgédo de

dependendo da concentragdo de AM em
solucdo. A formacdo de agregados altera a
eficiéncia da fotossensibiliza¢do, diminuindo
a quantidade de oxigénio singlete gerada na
presenca de um estimulo luminoso
(WAINWRIGHT et al.,, 1997; FALJONI -
ALARIO, 2003; SEVERINO et al., 2003). O
fenbmeno de auto-agregacdo pode ser
minimizado pela inclusdo na estrutura de
substituintes  carregados  positiva  ou
negativamente, em virtude da repulsdo
eletrostatica, aumentando a hidrofilicidade do
corante (MACHADO, 2000, GABRIELLI et al.,
2003).

A principal aplicagdo do azul de
metileno estd dentro do ramo da TFD como
agente fotossensibilizante, porém nao
apenas em Oncologia. Estudos tém
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trabalhado a possibilidade de aplicacdes
farmacoldgicas (STOCCHE et al., 2004).

No presente trabalho, foi feito o
estudo da influéncia do solvente nas
propriedades espectroscopicas e fotofisicas
(excitagcdo, emissdo e RLS) do Azul de
Metileno.

Materiais e Métodos

Foram utlizadas onze solucdes
contendo AM (50 uL da solucdo estoque de
azul de metileno com concentracdo de
1,25x10% molll) em 2 mL de diferentes
proporcdes  4gualetanol e onze de
agua/acetonitrila, variando-as de 0 a 100%
de agua. O AM (Aldrich, 85%) foi
previamente recristalizado em
acetona/metanol. As medidas foram feitas a
temperatura de 298 K. A agua empregada no
preparo das solucdes era de grau Milli-Q, e
0s solventes de grau espectroscépico.

Os espectros de excitagcdo e emissao
foram obtidos em um espectrofluorimetro
Jobin-Yvon Spex FloroMax-2. Os espectros
de emissédo foram tomados a partir dos picos
de méximo de intensidade indicados nos
espectros de excitacdo das amostras. As
amostras foram condicionadas em cubetas, e
as medidas feitas no modo front-face.

Estudos de RLS (Espalhamento de
luz ressonante) foram realizados por meio da
varredura simultanea de monocromadores de
emissdo e excitacdo, no intervalo de 200 a
800 nm com AX = 0 nm, a fim de verificar o
processo de auto-agregacao.

Resultados e discusséo

Os espectros de fluorescéncia sao
largos, apresentando a mesma estrutura.
Suas intensidades de emissédo dependem da
proporcao de 4gua presente no solvente.

As figuras 1 e 2 apresentam o0s
espectros de emissdo do AM nas misturas
agua/etanol e agua/acetonitrila
respectivamente. Os dados evidenciam o
decréscimo da intensidade das amostras de
acordo com o0 aumento da porcentagem de
agua. Isso acontece devido a presenca do
grupo CHs na estrutura do AM, que, por ndo
interagir com a agua, favorece a formacao de
agregados a medida que cresce a proporcao
de agua na mistura de solventes.

—0% de dgua
dgua

e
e agua
e dgua
5 e agua
2x1074 e dgua
e dgua
e agua
e dgua
e
d

1x10°

Intensidade de Emissao

Figura 1: Espectro de emissdo do AM para a
mistura agua/etanol.
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Figura 2: Espectro de emissdo do AM para a
mistura dgua/acetonitrila.

Nas figuras 3 e 4 a dependéncia dos
valores de maximo de emissdo do AM com a
proporcdo de agua nas misturas fica mais
evidente. Esta dependéncia € ainda mais
evidente na figura 3, para a mistura
agua/acetonitrila pelo fato da acetonitrila ser
um solvente ndo — protico.
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Figura 3: Variacdo do comprimento de onda
maximo de emissdo em funcdo da
porcentagem de 4gua para mistura
agua/acetonitrila.
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Figura 4: Variacdo do comprimento de onda
maximo de emissdo em funcdo da
porcentagem de &gua para mistura
agua/etanol.

Ha ainda a questdo da viscosidade,
visto que esta aumenta de acordo com a
variagdo do comprimento de onda maximo de
emissdo e excitacdo, em funcéo do teor de
agua, para a mistura agua/acetonitrila
(Figuras 5 e 6). O aumento da viscosidade
impede a rotacdo do grupo CHs; na molécula
de AM, resultando em aumento da
intensidade de fluorescéncia ( NEUMANN et
al. 1993).
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Figura 5: Variacdo do comprimento de onda
méximo de emissdo em funcdo da
viscosidade em mistura dgua/acetonitrila.
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Figura 6: Variagdo do comprimento de onda
méaximo de excitacdo em fungdo da
viscosidade em mistura dgua/acetonitrila.

Para misturas de solvente com mais
de 30% de 4gua, ha um intenso decréscimo
nas intensidades de fluorescéncia, em
decorréncia da auto-agregacdo do AM em
meio aquoso. A figura 7 apresenta esse
fendbmeno por meio do espectro RLS
(Espalhamento de luz ressonante): quanto
maior a porcentagem de &gua, maior 0O
namero de agregados em solugéo.
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Figura 7: Variacdo da Intensidade de Sinal
RLS em funcéo da porcentagem de agua em
mistura agua/etanol.

Mesmo em altas concentra¢des de
agua a emissdo nao desaparece por
completo o que indica que, na concentracdo
empregada, nem todas as moléculas de AM
formaram agregados (Figura 1). E importante
ressaltar que o fendmeno de auto-agregacao
nao estqd apenas ligado ao solvente, mas
também a concentracdo e solubilidade do
substrato.

Com o emprego de uma mistura de
solventes orgéanicos (etanol/acetonitrila, por
exemplo), o0 ambiente favorece a
permanéncia dos corantes na forma
monomeérica, 0 que é manifestado por altas
intensidades de excitagdo e emissao.

Conclusao

Os dados mostram que parametros
fisico-quimicos tendem a interferir
diretamente na fotofisica do AM. Estes dados
servirdo de apoio para estudos posteriores,
com o intuito de mostrar a proporcdo
adequada de solvente para uma melhor
emissdo/excitagdo do AM, levando em
consideracdo o fenbmeno de auto-
agregacao.
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