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RESUMO
Joyzcie Laura da Silva Gongalves. Estudos Espectroscépicos de Porfirinas Complexadas Com
Cu™.

As porfirinas sdo interessantes devido as suas favoraveis caracteristicas de aplicacéo
biomédicas. Estudos mostram que as metaloporfirinas paramagnéticas tém apresentado
resultados promissores como agentes de contraste em imagens por ressonancia magnética
nuclear. Em meio aquoso, estes compostos tém a capacidade de formar agregados moleculares
que minimizam sua eficiéncia para fins terapéuticos. Portanto, o estudo das propriedades
espectroscopicas de porfirina na presenca de sistemas biofisicos modelo pode subsidiar uma
maior compreensdo da interagdo das porfirinas com tecidos existentes em meio fisiologico.No
presente trabalho, foram utilizadas técnicas espectroscopicas para investigar a influéncia do pH,
forca idnica em duas porfirinas complexas com Cu®": meso-tetrakis (N-metil-4-
piridil),CUTMPYP e meso-tetrakis(2-bipiridinil-2-cloro-1-ruténio) CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s e
interagdo destas com sistemas biofisicos modelo. Como modelo simplificado de membranas
utilizou-se os surfactantes iénicos brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), dodecil sulfato de
sodio (SDS) e o surfactante ndo idnico éter estearilico de polioxietileno 20 (Brij 78) na forma
micelar. Os espectros eletrébnicos mostraram que o comportamento espectroscopico da CuTMPyP
foi independente do pH e da forga idnica, pois variando-se o pH de 0,5 a 13,0 apenas uma espécie
é observada em solucdo. Na presenca de surfactantes foi observado que devido a fatores
eletrostaticos ndo ha uma interacdo efetiva dessa porfirina com as micelas de CTAB e BRI1J 78.
Entretanto, na presenca de SDS foi observada uma interacdo efetiva entre a porfirina e as micelas
de SDS. Com o aumento da concentracdo de SDS em solucdo observou-se um decréscimo
gradual na intensidade da banda de Soret inicialmente centrada em 425 nm até que a
concentracdo de SDS atinja 3,12x10™ mol.L™. Posteriormente a essa concentracdo inicia-se um
deslocamento espectral para comprimento de ondas maiores e a intensidade de absorcdo da
banda de Soret passa a aumentar com 0 aumento da concentracdo de SDS. Portanto, devido a
interagdo preferencial com micelas anifnicas, ressalta-se a importancia do fator eletrostatico.
Esses resultados foram confirmados por RPE e DCM. A estrutura hiperfina correspondente ao
acoplamento com os quatros nitrogénios do anel macrociclico. Nao foram identificadas
mudancas em func¢do do pH nos ligantes axiais ao Cu. O valor calculado foi go=2,075. Para a
porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, foram observadas trés espécies distintas em solucéo, cujos
valores de pH de transicdo foram pK;=3,5+ 0,5 e pK,= 10,6+ 0,6, para as formas diprotonada,
monoprotonada e desprotonada. Neste caso, o comportamento espectral da porfirina sofre
influéncia da forca ibnica, quando da presenca de NaCl com concentracdo superior a 5,9x10™
mol.L™! N&o h4 interacdes efetivas entre a porfirina e os surfactantes CTAB e Brij 78. Todavia, a
uma intensa interacdo com o surfactante aniénico. Um decréscimo da banda de Soret centrada
em 417 nm foi observado com o aumento da concentracdo de SDS em solucdo até uma
concentracdo igual a 5,1x10™* mol.L™ Posteriormente, um discreto efeito batocrémico foi
observado. Cita-se novamente, a influéncia dos fatores eletrostaticos. Os resultados de DCM e
RPE corroboram com os obtidos por UV-Vis. A estrutura hiperfina resultante da interacdo do
dos elétrons m delocalizados sobre os nucleos de nitrogénios foram observado apenas na
presenca de micelas de SDS. Os espectros de RPE a 77K apresentam simetria axial com gy
~2.345 e g1=2.026 na presenga e auséncia de micelas.

Devido a alta concentragdo de ambas as porfirinas empregadas, apenas a forma livre da
porfirina e sua interagdo com micelas de SDS foram observadas através de DCM e RPE. Em
suma, os fatores eletrostaticos se apresentaram como o fator mais importante no processo de
interacdo das porfirinas.

Palavras chaves: porfirina, espectroscopia, micelas.

vii



ABSTRACT
Joyce Laura da Silva Gongalves. Spectroscopies studies of porphyrins complexed with Cu®*

Porphyrins are very interesting because their favorables characteristics on biomedical
applications. Paramagnetic metalloporphyrins have been studied and were exhibited promising
results as contrast agents in nuclear magnetic resonance imaging. In aqueous medium, these
compounds have the ability to form aggregates that minimize their effectiveness for therapeutic
purposes. Therefore, the investigation of properties of porphyrin in the presence of biological
systems model can support a better understanding of the interaction of porphyrins with tissues in
the blood. In the present study we used spectroscopic techniques, to investigated the influence of
pH, ionic strength in the two porphyrins complexed with Cu®*": meso-tetrakis (N-methyl-4-
pyridyl),CuTMPyP and meso-tetrakis(2-bipyridinil-2-chlorine-1-ruthenium)
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4, and their interaction with biological model systems. As model systems
we used the cationic surfactant cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), the nonionic
polyoxyethylene stearyl ether (20) (Brij 78) and anionic sodium dodecyl sulfate (SDS) in
micellar form. The optical absorption showed that the CuTMPyP was insensitive in the pH
range of 0,5 to 13,0 and only one specie was observed. This porphyrin were not influenced by
ionic strength. No significant interaction of porphyrin with micelles of CTAB and Brij 78 were
occurred. However, in the presence of SDS an effective interaction of porphyrin and SDS was
observed. Optical spectra reveal a decrease of de Soret band at 425 nm with increasing SDS

concentration until 3,12 x10™4 mol L™L. Over this range there is a small red shift in the Soret
band and its absorbance increasing with SDS concentration. In conclusion, due to preferential
interaction with anionic micelles, the electrostatic factor seems to be more relevant. This result
was confirmed by EPR and MCD results. A superhyperfine structure corresponds to four
equally coupled nitrogens, i.e., nine lines pattern was observed. Then in the used pH range there
is neither change in the binding of Cu in the porphyrin ring nor axial ligands exchanges. The
value of go=2,075 was calculated. Three distinct species in solution equilibrium to the optical
absorption spectrum for CuTPyP{Ru(bipy),Cl}s were showed. The pK;=3,5+ 0,5 and pK,=
10,6+ 0,6, whose forms are diprotonated, monoprotonated and no protonated were reported. In
this case, the ionic strength above 5,9x10™ mol.L™ were denoted. No significant interaction of
porphyrin with micelles of CTAB and Brij 78 were occurred again. However, there was a high
interaction with anionic surfactant. A decrease of de Soret band at 417 nm with increasing SDS
concentration until 5,1x10* mol.L™  were observed. Thereafter, a small red shift in the Soret
band and its absorbance increasing with SDS concentration were observed. One more time, the
electrostatic factor was very relevant. The MCD and EPR were in agreement with this results.
The hyperfine structure resulted from the interaction between delocalized n electron and N
magnetic nuclei was just observed in presence of SDS micelles. EPR data at 77 K presented a
typical axial spectrum with g, = 2.345 and gL =~ 2.026 for all situations. Due to high
concentration of both porphyrins used, only free form of porphyrin and theirself interaction of
SDS micelles were observed in MCD and EPR spectra. Moreover, the electrostatic factor
proved to be the most important factor in interactions of porphyrins.

Keywords: porphyrins, spectroscopy, micelles.
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1. INTRODUCAO

Porfirinas sdo sistemas ciclicos conjugados constituidos de quaro pirrois ligados por pontes
de carbono. Estes compostos sdo capazes de sofrer complexacdo a ions metalicos através dos
atomos de nitrogénio dos anéis pirrdlicos, denominadas, entdo porfirinas metaladas.

Devido ao sistema conjugado presente nas porfirinas formado por grupos de atomos
ligados covalentemente, denominados cromdéforos, suas transicbes de mais alta energia ocorrem
principalmente na regido do visivel do espectro eletromagnético, proximo a 410 nm.

A alta simetria e a combinagdo do grande ndmero de anéis arométicos coordenados ao metal
central tornam as porfirinas versateis do ponto de vista quimico. Na natureza as porfirinas e
macrociclos semelhantes como clorinas e bacterioclorinas sdo encontradas com diferentes funcoes,
particularmente as complexadas a metais. Como exemplo, cita-se 0 grupo prostético da heme
proteina que tem seu papel bioldgico diversificado incluindo transporte e armazenamento de
oxigénio (hemoglobina e mioglobina), transferéncia eletrénica (citocromos) e biocatalise (catalase,
peroxidade, citocromo P450) !. Dentre as metaloporfirinas, cita-se a clorofila, uma porfirina que
contém o magnésio, que é o pigmento fotossintético das plantas e a vitamina B,, uma porfirina
complexada com cobalto #°.

Os estudos com porfirinas e seus derivados tém se popularizado consideravelmente na
ciéncia, principalmente nas areas quimicas e bioldgicas. Isso se deve particularmente a algumas
caracteristicas que esses compostos exibem: alta afinidade pelos tecidos tumorais, atividade
fotodinamica, alta fotoestabilidade, baixa toxicidade e intensa absor¢do espectral, em torno de 600
nm, onde os tecidos biolégicos absorvem luz °. Devido a essas caracteristicas especificas, algumas
porfirinas, tém sido exploradas na medicina. A localizacdo preferencial de certas porfirinas em
células tumorais, juntamente com a habilidade de atuar como fotossensibilizador na producdo da
espécie altamente reativa denominada oxigénio singlete, que por sua vez exerce acgao citotoxica,
tem sido usado extensivamente em Terapia Fotodinamica (TFD) *. Quando complexadas com um
metal paramagnético estes compostos sdo explorados como agente de contraste em imagens por
ressonancia magnética nuclear (IRM).

IRM tornaram-se uma sofisticada e promissora técnica em diagndsticos clinicos.
Ressaltam-se suas caracteristicas favoraveis: 0 ndo uso de radiacdo ionizante, a alta resolucao e
contraste que elas exibem e a possibilidade de obtencdo de imagens funcionais ”. Além disso, esta

técnica tem causando um impacto revolucionario no campo de imagens satisfatorias médicas nao



invasivas e encontrando um crescente numero de aplicacbes em ciéncias biologicas.

Com o interesse crescente e desenvolvimento de pesquisas de importancia crucial da
quimica e fisica dos processos bioldgicos, a espectroscopia de ressonancia magnética aplicado a
medicina surgiu como uma ferramenta Util para a caracterizacdo do tecido humano e da organizacéao
dos sistemas bioldgicos. Seu uso tem rendido uma quantidade considerdvel de informacgdes sobre os
processos Vvitais, tanto em organismos simples como nos mais complexos sistemas Vivos.
Atualmente, utiliza-se a IRM principalmente para obter informac6es sobre processos metabolicos e
detalhes estruturais em mamiferos in vivo.

Apesar da IRM ja apresentar uma enorme potencialidade referente a contraste, ainda permite
a utilizacdo de agentes de contraste que aperfeicoam a visibilidade das imagens. Para isso, utilizam-
se substancias que apresentem elétrons desemparelhados na camada de valéncia, contribuindo
diretamente na formacdo do campo magnético local forte, modificando o tempo de relaxacdo
spin/spin (ty).

Espécies paramagnéticas devido a seus elétrons desemparelhados sdo agentes eficazes no
relaxamento de protons. Um composto é considerado um 6timo agente de contraste quando tem a
capacidade de se fixar especificamente em tecidos cancerosos, podendo assim, retardar o tempo de
relaxamento da agua. 1sso gera uma imagem diferenciada entre o tumor e os tecidos saudaveis
vizinhos. Em virtude das porfirinas empregadas neste estudo serem complexadas a um metal
paramagnético, neste caso, 0 Cu** e também devido & propriedade intrinseca das porfirinas terem
adesdo seletiva em tumores, justifica-se um estudo dos compostos em questdo visando um potencial
agente de contraste ',

Derivados porfirinicos tem sido estudados visando uma possivel aplicacdo biomédica
devido a uma propriedade intrinseca de adesdo seletiva a tecidos tumorais. Desde as investigacdes
iniciais, uma variedade de porfirinas complexadas com ions metélicos paramagnéticos tém sido
investigadas como potenciais agentes de contraste. 1sso se deve principalmente a relatos de que
algumas metaloporfirinas tém alta afinidade por lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) que estdo
presentes em maior quantidade em tecidos de crescimento anormal e por apresentarem elétrons
desemparelhados. Geralmente, os elementos quimicos da série dos lantanideos e 0 Mn®* sdo
utilizados como agente de contraste neste diagnostico ndo invasivo de patologia. Atualmente o ion
gadolinio é o elemento mais utilizado clinicamente como agente de contraste. As propriedades
paramagneticas de outros metais, especificamente do manganés e do cobre tém sido exploradas

como possiveis agentes de contraste, porém o maior empecilho, até o presente momento, é a sua



toxicidade. Estudos mostram que essa desvantagem pode ser amenizada quando o metal estd
complexado a uma macromolécula, como por exemplo, o anel macrociclico de uma porfirina.

Todavia, em solucdo aquosa as porfirinas tém a capacidade de formar agregados
moleculares que minimizam sua eficiéncia quando utilizados para fins terapéuticos ®°. Estes
agregados ocorrem devido a véarios fatores distintos: estéricos e eletrostaticos, forca ibnica, pH,
presenca de membranas e proteinas *°. A protonagdo pode afetar de maneira crucial a estrutura
eletrdnica das porfirinas **2, bem como sua simetria.

Espécies diméricas (ou poliméricas) podem se formar através de quatro maneiras distintas.
A primeira situacdo é o resultado direto de ligagdes, ou pontes entre dois ou mais anéis porfirinicos,
desde que o0 espaco existente entre 0s anéis seja suficiente para que aja interacdo intramolecular. A
segunda é através de ligacdo covalente envolvendo o centro metalico e moléculas de oxigénio
existentes no solvente, frequentemente através de pontes de p—0xo. A terceira é a associagao
realizada através de ligacdes entre os substituintes periféricos, comumente chamada de agregados
do tipo J. E, finalmente, a formacdo de complexos tipo sanduiche, cuja ligacdo é feita entre os
centro metalicos das porfirinas. Para esta situacdo os agregados sdo conhecidos normalmente como
agregados do tipo H.

Vérias metaloporfirinas apresentam tendéncia a formacao de polimeros. As propriedades
dos dimeros vém sendo estudadas em solucdo aquosa e outros meios. Uma caracteristica
interessante € a diferenca do espectro Gtico entre dimeros e monémeros. Ao contrario do sinal do
dimero, o sinal devido ao mondmero € intenso e bem definido. Isto torna a absorcdo eletrénica uma
poderosa ferramenta na investigacéo de possiveis agregaces de porfirinas .

Em funcdo de a droga ser introduzida no paciente geralmente por via intravenosa, a
agregacdo do farmaco inviabilizaria seu uso com este propo6sito, podendo provocar o entupimento
das veias e até mesmo o Obito do paciente. Portanto, um estudo da interacdo de porfirina com
componentes do tecido e do sangue sdo importantes uma vez que as drogas sdo introduzidas através
da corrente sangliinea em concentragdes relativamente altas e podem provocar efeitos colaterais.

Os sistemas bioldgicos, em sua grande maioria, Sdo extremamente complexos, porém, para
um estudo inicial pode-se fazer uso de sistemas mais simples capazes de mimetizar 0s processos
fisiolégicos. As membranas celulares sdo compostos funcionais que se fazem presente no sangue.
Dentre suas fungbes relatam-se fenbmenos de penetracdo, transporte, diferenciacdo morfologica,
entre outros ***°. Devido & complexidade das membranas bioldgicas, pode-se fazer uso de modelos

mais simples, como detergentes na forma de micelas, para uma avaliagdo preliminar, a fim de se



obter informacdes da interacio de drogas com as membranas celulares **2.

Os surfactantes séo classificados como cationico, anidnico ou neutro dependendo do grupo
funcional presente na extremidade de sua cadeia carbénica. Existem varios surfactantes diferentes,
sendo sua caracteristica comum a formacao espontanea de estruturas auto-organizadas acima de
uma determinada concentracdo, denominada micelas. Além de serem empregados como sistemas
modelos podem formar agregados moleculares com propriedades especiais interessantes para uma
possivel aplicacdo tecnoldgica de materiais mesoscopicos que sao intermediarios entre moléculas e
solidos.

Algumas porfirinas iénicas aquo-sollveis interagem com moléculas de surfactantes para a
formacdo de estruturas estaveis de complexos entre porfirinas e surfactantes, isto é, agregados
moleculares. A cinética para a formacdo desses agregados e sua forma estrutural sdo suscetiveis ao
tipo de surfactante (catibnico, aniénico ou neutro). A estrutura destes agregados podem ser
controladas pela concentragdo do surfactante e normalmente séo agregados do tipo J e H. Estudos
mostram que o processo de formacdo de agregados do tipo J para a porfirina aniénica H,TPPS, é
mais rapido e eficiente na presenca de surfactantes catiénicos, sendo que esta agregacao pode ser
controlada variando-se a concentragdo do surfactante .

Com o intuito de realizar uma avaliagdo preliminar da potencialidade de porfirina como
agente de contraste em IRM, no presente trabalho, investigou-se a influéncia do pH, forca idnica e
presenca de micelas através de andlise espectroscdpica da porfirina. Para tanto selecionou-se as
porfirinas catidnicas denominadas meso-tetrakis (N-metil-4-piridil) complexada com Cu?*,
CuTMPyP e a porfirina tetra piridil (2-bipiridinil-2-cloro-1-ruténio) complexada com Cu?*,
CuTPyP{Ru(bipy),Cl},;. Como sistema biofisico modelo utilizou-se micelas de surfactantes idnicos
brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) com propriedades catiénicas, dodecil sulfato de sédio
(SDS) com propriedades anidnicas e o surfactante ndo idnico éter estearilico de polioxietileno 20
(Brij 78).

Sd0 comuns os estudos de interacGes entre porfirinas e os surfactantes anionico SDS,
cationico CTAB e HPS e o neutro TRITON X-100. Normalmente estes compostos sdo vastamente
empregados devido a sua abundancia, uma vez que sao facilmente encontrados, bem como pelo seu
baixo custo e baixa toxicidade. Entretanto os surfactantes da familia Brij sdo pouco explorados em
trabalhos publicados na literatura, apesar de apresentarem as mesmas caracteristicas favoraveis dos
outros surfactantes acima citados. Isto torna seu comportamento perante as porfirinas interessante e

também favorece seu uso com o intuito estudos inéditos.



Neste trabalho propdem-se um estudo através de técnicas espectroscopicas: absorcdo na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), Dicroismo Circular Magnético (DCM) e Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR). Cita-se que alguns processos como espalhamento de luz,
mudancgas quimicas, agregacdo e dimerizacdo podem ser observados através das técnicas aqui

empregadas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Para uma potencial utilizacdo como farmacos, visando 0 seu uso como agente de contraste
em imagem de ressondncia magnética, investigar as propriedades eletrbnicas das porfirinas
CuTMPyP e CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s; e a interacdo destas porfirinas com sistemas biofisicos

modelo.

2.1. Objetivos especificos

Analisar a influéncia do pH e da forga iGnica no comportamento espectral das porfirinas
empregadas.

Investigar a interac&o das porfirinas complexadas com Cu®* com os surfactantes SDS,
CTAB e BRIJ 78 na forma micelar.

Para a realizagdo desse estudo se fez uso de técnicas espectroscopicas: absorcdo na regido do
ultravioleta e visivel (UV-Vis), Dicroismo Circular Magnético (DCM) e Ressonancia Paramagnética
Eletronica (RPE).



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.Porfirinas

As porfirinas sdo compostos ciclicos que contém quatro anéis pirrélicos ligados entre si por
atomos de carbono. A disposi¢do alternada das ligacBes simples e duplas constitui um sistema
eletronico altamente conjugado possibilitando a visualizagdo de cor da amostra, mesmo que em
solucdo, uma vez que suas transi¢des eletrénicas ocorrem na faixa do visivel e ultravioleta proximo
do espectro eletromagnético >°.

As porfirinas em um meio ndo perturbado normalmente encontram-se em conformacao
proxima a planar, com espaco suficiente para a insercdo de ion metalico central, porém tem a
flexibilidade suficiente para que os pirrdis, que a compdem, sofram desvios relativos entre si.
Efeitos dos ligantes extras em solucdo podem causar alguns desvios da planaridade. No caso das
porfirinas bases livres a protonacdo e desprotonacdo pode distorcer o plano molecular. Em
metaloporfirinas, este mesmo efeito pode ser causado pela adicdo de ligantes extras assimétricos .

Na Figura 3.1 a estrutura geral de um anel porfirinico pode ser visualizada. A nomenclatura
das porfirinas € dada numerando-se com algarismos romanos 0s aneis pirrélicos de | a IV, e

identificando os atomos de carbono pelas letras gregas a, 3, ¥ € 6. A posi¢cdo dos substituintes €

indicada com algarismos arabicos de 1 a 8, sendo ambas as discriminagdes no sentido horario.

Figura 1. Estrutura geral da porfirina.

Devido a complexidade da nomenclatura, pode-se fazer uso de uma nomenclatura trivial

para algumas porfirinas, como mostrado na Tabela 1:



Tabela 1. Detalhes da natureza dos substituintes de alguns derivados de porfirinas com ocorréncia

natural®.

Porfirina Substituintes
(carga periférica) | 1 2 3 4 5 6 7 8
OEP (0) Et Et Et Et Et Et Et Et
Etio-P 111 (0) Me Et Me Et Me Et Me Et
Uro-P 111 (8-) Ac P Ac P Ac iPr iPr Ac
Copro-P 11l (4-) | Me P Me P Me iPr iPr Me
Meso-P IX (2-) | Me Et Me Et Me P P Me
Hemato-P IX (2-) | Me HE Me HE Me P P Me
Proto-P IX (2-) Me \ Me \Y Me P P Me
Deutero-P IX (2-) | Me H Me H Me C P Me
Rhodo-P XV Me  MEt Me Et Me H P Me
Pyrro-P XV Me Et Me Et Me H P Me

onde Me= CHs; Et=CH,CH3; P=CH,CH,COOH; V= CH,=C; HE= CH(OH)CHy3; iPr=
CH(CH3)COOH; Ac=CH,COOH; C=COOH .

As pontes de carbono também sdo conhecidas como posi¢do meso, logo, porfirinas sintéticas
com substituintes nas pontes de carbono sdo chamadas de meso- porfirinas ou porfirinas -
substituidas. As porfirinas substituidas nas posices 5-, 10-, 15-, e 20- também sdo conhecidas
como meso porfirinas. Exemplos tipicos para esta classe sdo a tetrakis (fenil) porfirina (TPP) e
tetrakis (piridil) porfirina (TPyP) e seus derivados. A maior diferenca entre as porfirinas
denominadas TMPyP e TPyP é o grupo que se encontra ligado aos nitrogénios piridinicos. A classe
das TMPyP é em sua maioria catidnicas ou zweiterionicas apresentando substituintes alquilicos, ou
seja, pequenos grupos insaturados, ligados aos nitrogénios piridinicos. Ja as denominadas TPyP
apresentam grupos mais volumosos e complexos ligados aos mesmos nitrogénios 2*2*.

As porfirinas podem ser classificadas, basicamente, em duas classes: uma serie que ocorre
naturalmente com dois ou mais substituintes presentes nos anéis periféricos e uma série sintética de
porfirinas com substituintes nas pontes de carbono. Outra classificacdo das porfirinas é relativo a
sua solubilidade em agua: insoltveis e aquo soluveis. Dentre as sollveis em agua, classifica-se,
ainda em: as que ocorrem naturalmente com grupos periféricos de acidos carboxilicos e as e
porfirinas sintéticas ou meso substituidas, cita-se como exemplo a uroporfirina que é solivel em
solucdo alcalina e as porfirinas meso substituidas TPPS e TMPyP, respectivamente. Muitas das
porfirinas que ocorrem naturalmente incluindo a clorofila sdo insoltveis em agua.

Uma das propriedades mais importantes das porfirinas é a capacidade de sofrer complexagéo

com ions metalicos ligados com os atomos de nitrogénio dos anéis pirrdlicos. O macrociclo



porfirinico possui dois &tomos de nitrogénio capazes de aceitar protons e dois grupos NH capazes
de perder protons. Com a remocdo dos prétons do nitrogénio do NH da porfirina base livre e pela
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coordenacdo de diferentes ions de metais da-se origem a uma gama de metaloporfirinas
ocorre devido ao sistema da porfirina apresenta dois préotons ionizaveis, isto é, ligados aos
nitrogénios do macrociclo de forma extremamente fraca em meio que podem ser substituidos

facilmente por vérios ions metalicos que se d& através da reacdo 1:

H,P + M?** 2 MP + 2H* (1)

Para que ocorra a neutralizacao de carga, porfirinas com ions metalicos tri ou tetra valente se
ligam através de quelatos com ligantes no plano perpendicular ao plano da porfirina; M**PL;
M*PL,, onde M é o metal, P é porfirina e L é o ligante. H4 alguns casos cujas porfirinas com fons
metalicos divalentes apresentam os sitios penta e hexa coordenados ocupados por um ligante neutro
como por exemplo CO, O, piridina e 4gua (M**PL,).

As metaloporfirinas sdo possuidoras de caracteristicas funcionais em diferentes ramos da
ciéncia. Elas exibem sitios ativos em varias proteinas cujas funcGes vao desde transporte e
armazenamento de oxigénio (hemoglobina, mioglobina) passando por transporte de elétrons
(citocromo c, citocromo oxidase) até a conversdo de energia (clorofila). O mecanismo utilizado
pelas metaloporfirinas provém de diversas funcdes das mesmas que continuam sob foco de uma
extensiva investigacdo espectroscopica. Esse tipo de composto é altamente colorido e apresenta
forte absorcdo na regido do visivel devido ao grupo croméforo conjugado entre 0 macrociclo e o
tetrapirrol presente na molécula. Porfirinas complexadas a metais sdo importantes exemplos de
macrociclos complexos que tém atraido muito interesse de estudo em varias reacdes de oxigenacao
de hidrocarbonetos sob determinadas condicdes. Os estudos dessa classe de compostos imobilizadas
com polimeros orgédnicos amorfos e materiais inorganicos cristalinos tém sido explorado
consideravelmente. O processo de imobilizacdo de metaloporfirinas pode auxiliar a prevengdo de
agregacdo molecular ou reages de autodestruicdo biomolecular 2%°.

As propriedades dos compostos porfirinicos tém sido exploradas na quimica supramolecular
devido a relativa facilidade com que podem ser sintetizadas e a sua estabilidade e diversidade de
propriedades por conta das modificacBes no centro e na periferia do anel ?’. Outra aplicacdo para
estes compostos é como sensitizadores e catalisadores em um grande numero de sistemas quimicos

e fotoquimicos %. A sintese de modelos biomiméticos constituidos por porfirinas vem sendo



realizada com o objetivo de compreender os detalhes da fotossintese e propiciando o
desenvolvimento de materiais optico-eletrdnicos devido, principalmente, a caracteristica que as
porfirinas tém de atuarem tanto como doador quanto como receptor de energia 2.

A riqueza e diversidade da fotoquimica de metaloporfirinas sugerem sua potencial aplicacao
como sondas para estudo de estruturas e propriedades dindmicas de um grande nimero de sistemas
biol6gicos. Uma area que recebe atencdo especial € o estudo de metaloproteinas, em particular
heme proteinas, que contém uma ferro porfirina como centro do grupo prostético que é responsavel
pela cor vermelha da hemoglobina encontrada no sangue. A porfirina mais importante produzida
naturalmente pelo organismo é a chamada protoporfirina-1X que complexada com o Fe’ d& origem
ao grupo heme. Na forma de hemoglobina, cujo metal central tem nimero de oxidacdo (l1),
apresenta como funcdo ligar o oxigénio nos pulmdes; ja na forma de mioglobina, a funcdo é
armazenar o oxigénio nos musculos “>?*. Outros compostos porfirinicos de grande importancia sio
encontrados na natureza, como por exemplo, a clorofila, uma porfirina que contém o magnésio, que
é o pigmento fotossintético das plantas e a vitamina Bi,, uma metaloporfirina complexada com
cobalto #°. Estudos mostram que as porfirinas e metaloporfirinas sdo de importancia vital em
sistemas bioldgicos tanto no reino animal quanto no reino vegetal.

Porfirinas regulares sdo definidas como aquelas que a absor¢do Otica e emissao espectral sao
determinadas essencialmente pelos elétrons n do anel porfirinico com perturbagdo minima dos
elétrons do centro ligante, dentro dessa classe se encontram as porfirinas base livres as metaladas
com metais com valéncia Unica. As porfirinas cujo centro metalico € um metal de transicdo em
estados de valéncia diferentes (subniveis d ou f desemparelhados) sdo classificadas como porfirinas
irregulares. Nessas porfirinas os elétrons ndo ligantes dos subniveis d ou f do metal interagem
fortemente com os elétrons m e ©* do anel porfirinico. Isso ¢ evidenciado pela perturbagdo na
absorc¢do espectral tipica desse grupos de porfirinas quando comparada com as porfirinas regulares.
A causa dessa perturbacdo pode ser atribuida a presenca de ligantes nas posicdes axiais na quinta e
sexta coordenacdo, geralmente causando mudancas significativas na absorcdo e nas propriedades
fotofisicas desses compostos =.

Compostos porfirinicos sdo de grande interesse, principalmente do ponto de vista
biomédico, devido a uma gama de potenciais aplica¢des. Cada vez mais estes compostos vém sendo
empregados em fotodiagnosticos e procedimentos fotodindmicos. Portanto, ha uma necessidade
urgente de entendimento basico do fotoprocesso associado com metodos clinicos empiricos que

vem obtendo sucesso clinico. Como exemplo geral do seu uso voltado a medicina cita-se 0s
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modelos inorgénicos e farmacéuticos para aplica¢cdes em biosensores. E como exemplos especificos
tém-se principalmente o uso destes compostos como agentes fotossensibilizadores na Terapia
Fotodinamica, fotoinativador de virus e bactérias e como agentes de contraste em Imagens por
Ressonancia Magnética.

A Terapia Fotodindmica, do inglés Photodynamic therapy (PDT), é uma das mais novas e
promissoras técnicas que vém sendo exploradas para o controle e tratamento de doengas com
crescimento anormal dos tecidos. Esta técnica é baseada no uso de um fotossensibilizador que
absorva luz em comprimento de onda préoximo a 600nm e, quando irradiado na presenca de
oxigénio, produza radicais citotoxicos, como exemplo: o oxigénio singlete. Quando este radical é
formado reage com lipideos insaturados, aminoacidos e &cido nucléicos. Como os lipideos
insaturados e proteinas sdo os principais constituintes das membranas bioldgicas em presenca de
oxigénio singleto elas sdo facilmente foto-oxidadas, causando a morte tumoral via necrose ou

apoptose 2%,

Porfirinas sdo comumente utilizadas como fotossensibilizadores pois exibem
fotoatividade, ou seja, elas se ativam na incidéncia de luz. Além de baixa toxicidade no escuro,
fotossensibilidade ndo prolongada e farmacocinética favoravel, alta afinidade e penetracdo
seletivamente ao tecido doente, entre outras. No Brasil, a PDT teve inicio em 1998 no Hospital
Amaral de Carvalho em Jad-SP e no Hospital Sirio Libanés em S&o Paulo ***2. Os trabalhos iniciais
utilizavam um composto porfirinico denominado ALA com a finalidade de tratamento de tumores
cutaneos, acne, sardas entre outras modalidades *.

Um subgrupo da Terapia Fotodinamica é a chamada Inativacdo viral fotodindmica, do inglés
Photodynamic Viral Inactivation (PDI). Esta técnica consiste no uso de uma droga fotossensivel sob
ativacdo de luz para a erradicacdo fotodindmica de um virus ou outro organismo patogénico
indesejado. Portanto, a PDI se faz uma importante ferramenta em manipulacGes de bancos de
sangue, onde atuaria como um possivel removedor de particulas virais na corrente sanguinea. Cita-
se a remocdo do virus da AIDS ou hepatite, sem haver a remocao de tecidos necessarios no sangue.
Posteriormente, esta idéia foi generalizada para a PDI atuar como um agente esterilizante para
produtos biotecnolégicos 2°.

Ao complexar as porfirinas a um metal paramagnético, este inibe a sua propriedade fotoativa
e, portanto, ndo podem ser utilizadas como agentes fotossensibilizadores em PDT, entretanto
estudos recentes mostram um futuro promissor como agente de contraste em imagens por

ressonancia magnética >* sendo as porfirinas complexadas com Fe (111) e Mn (1) entre outras as que
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tém apresentado resultados promissores *. O estudo de porfirinas como agente de contraste em
IRM sera detalhado mais adiante.

Devido a complexidade dos sistemas bioldgicos e, com a intencdo de um melhor
entendimento desses processos utiliza-se modelos simplificados. Varios modelos simplificados de
porfirinas ligadas covalentemente a diferentes moléculas receptoras e doadoras tem sido
sintetizados para esta finalidade. Sistemas agregados compostos por surfactantes e/ou moléculas
lipidicas sdo sistemas biofisicos simplificados onde pode-se estudar processos fotossintéticos.
Todavia, compostos porfirinicos tém a capacidade de formar agregados moleculares em meio
aquoso que minimizam sua eficiéncia para fins terapéuticos como agentes fotossensibilizadores na
Terapia Fotodindmica, e agentes de contraste em Imagens por Ressonancia Magnética, por exemplo
®9 Dentre os fendmenos que determinam essas modificacdes, destaca-se a agregacdo, que pode
ocorrer devido a varios fatores distintos: estéricos e eletrostaticos, forca idnica, pH, presenca de

membranas e proteinas *°.

3.2. Imagens de Ressonancia Magnética

Atualmente as imagens de Ressonancia Magnética (IRM) tornaram-se uma técnica
promissora e difundida em diagnosticos clinicos por usar radiacdo ionizante, apresentar alta
resolucdo e contraste e a possibilidade de obtencdo de imagens funcionais '. Este método é
considerado rapido, seguro e fornecedor de informagfes sobre o estado quimico e fisico dos
materiais, bem como sobre o estado fisiolégico e as condi¢des de metabolismo em sistemas
bioldgicos, sem qualquer extracdo ou destruicdo da amostra ***’. Esta técnica é capaz de produzir
imagens muito detalhadas e com enorme resolucdo dos tecidos macios e 6rgdos de qualidade
comparavel e superior a tomografia computadorizada (TC) sem o0s seus efeitos secundarios
potencialmente adversos resultantes do uso de raio-X. Os trabalhos inicias para o desenvolvimento
da tecnica de Ressonancia Magneética Nuclear (RMN) datam de 1920. Desde entdo, esta técnica
vem sendo aperfeigoada para estudos in vivo até mesmo no préprio homem, com as mais variadas
amostras, inclusive liquidas e diluidas .

As aplicagdes clinicas da IRM s&o amplas, contudo a neurologia é uma das areas em que ela
é mais explorada, principalmente no diagnéstico de tumores. Entretanto, outras doencas

degenerativas, inflamatorias ou cardiovasculares podem ser detectadas através desta técnica. Como

12



exemplo clinico cita-se imagens da coluna vertebral onde se visualiza tumores, compresses ou
qualquer ma formacao na coluna. Outro exemplo s&o imagens da regido do abdémen onde pode ser
visualizada qualquer les@o ou alteracao de estrutura com nitidez de todos os 6rgéos.

A IRM fundamenta-se em principios fisicos requerentes de trés etapas: alinhamento
magnético dos 4tomos, excitacdo e deteccdo de radiofregiiéncia ***°. O alinhamento se refere &
propriedade magnética de nucleos de alguns atomos, que tendem a se orientar paralelamente quando
sofrem a influéncia de um campo magnético. E necessario um campo magnético intenso
(clinicamente utiliza-se 1,5 Tesla a uma frequéncia de 64 MHz para o hidrogénio) para que ocorra a
excitacdo. A deteccdo é feita da seguinte maneira: o equipamento detecta ondas de ressonancia e
determina a posi¢do no espaco e a intensidade da energia. Essa intensidade é mostrada como
“brilho” na imagem. Usualmente, utiliza-Se 0 nucleo de hidrogénio (proton) para produzir imagens
de ressonancia magnética, principalmente devido a abundancia de dgua em tecidos bioldgicos.

Em casos em que a visualizacdo precisa da IRM ¢é dificultada, a injecdo intravascular de
um agente de contraste torna o resultado mais claro. Um agente de contraste em IRM pode ser
administrado no paciente na intencdo de alterar o tempo de relaxacdo dos protons da agua nos
tecido. Isso provoca o0 aumento do contraste da imagem entre os tecidos normais e doentes. Pode
ainda ser usado como um indicativo do estado funcional de 6rgaos ou fluxo sanguineo **.

Vaérios fatores contribuem de forma direta para uma avaliacdo positiva da seguranca de um
agente de contraste. Dentre eles 0s principais estdo relacionados a toxicidade inerente do composto,
a sua estabilidade na circulacdo e ao seu grau de depuracdo no corpo humano. A eficiéncia de um
contraste empregado com o intuito de otimizar uma IRM depende de varios parametros
caracteristicos dos tecidos: densidade de prétons (que depende do conteldo de agua e de gordura),
mobilidade, difusdo e fluxo em vasos sanguineos. A incidéncia de adversidades ao uso de agente de
contraste em RM varia, aproximadamente, entre 2% e 4%, sendo as reacdes gerais encontradas

comumente nauseas, vomitos, entre outras *2.

As micro e nanoparticulas magnéticas foram primeiramente usadas como agentes de
contraste em imagem de ressonancia magnética “*. Utiliza-se, de um modo geral, os elementos
quimicos da série dos lantanideos devido a esses serem paramagnéticos. Dentre os lantanideos,
atualmente, o ion gadolinio é o unico elemento utilizado clinicamente como agente de contraste
445 0Os agentes de contraste que utilizam o fon Gd** sdo considerados bons porque este fon
paramagnetico metalico apresenta sete elétrons desemparelhados e alta eficiéncia sobre o tempo de

relaxamento. Atualmente, os dois quelantes de gadolineo mais estaveis sdo o Magnevist® e 0
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MultiHance®, ha também o Primovist® que é relativamente novo no mercado europeu e ainda ndo
foi aprovado para uso nos Estados Unidos.

A Food and Drug Administration (FDA), agéncia americana de regulamentacéo de drogas,
tém realizado pesquisas com enfoque em compostos que utilizam o gadolineo como principio ativo
de agentes de contraste, desde que doencas vém sendo associadas com 0 seu uso em altas
concentracfes ou em pacientes com historico de insuficiéncia renal, alergias entre outras. Dentre as
recomendac0es feitas por este 6rgdo estdo: evitar o uso em pacientes com insuficiéncia renal, evitar
0 USO em gestantes e criancas, considerar a possibilidade de uma medicacdo prévia na intencdo de
evitar o desencadeamento de processos alérgicos, etc.

Todavia, é importante diferenciar os agentes a base de gadolineo daqueles a base de
particulas de ferro e a base de manganés, os quais tém indicacdes mais restritas, pois apresentam
outros tipos de complica¢fes e sdo muito menos utilizados na rotina diaria dos servicos de RM em
todo o mundo. No Brasil, inclusive, tais contrastes ou ndo foram introduzidos ou tém seu uso muito
restrito, devido ao alto custo 2.

Comparando-se os agentes de contraste a base de gadolineo em relacdo aos contraste
iodado utilizado na radiologia convencional e nos exames de TC, o gadolineo é considerado mais
seguro, pois o volume administrado no paciente que faz uso de RM é de 5 a 15 vezes menor do que
o0 utilizado na TC. E, ainda que a distribuicdo corporal seja semelhante em ambos os casos, a
sensibilidade da RM ao Gd é comprovadamente maior que a da TC ao contraste iodado.

As IRM representam ndo s a densidade de prétons dos tecidos que contem uma
informacdo anatdmica muito rica, quando comparavel a da TC. Tais informacbes sdo utilizadas
como ferramentas para conhecimento sobre o estado fisiol6gico dos tecidos, fornecendo meios para
uma discriminacao mais sensivel entre tecidos saudaveis e patolégicos.

Referente a estrutura 6ssea, a IRM e a TC se equivalem, ja que nos 0ssos a densidade
protonica é baixa, porém na primeira técnica pode-se avaliar estruturas como hipocampos, ndcleos
da base e cerebelo e em alguns casos é uma ferramenta (til para pesquisa de transtornos mentais “°.
Cada composto quimico detectado no cérebro humano tem uma distribuicdo diferente de
freqiiéncias e pelas variacdes locais se obtém a informacao quimica ’. Estudos mostram que a IRM
é preferivel a radiologia convencional e a TC, em investigaces de existéncia de corpos estranhos
deixado apds procedimentos clinicos. Através das imagens obtidas por esta técnica € possivel
confirmar a hipdtese da existéncia de um fragmento de gaze cirdrgico envolvido por processo

inflamatério. Portanto, esta técnica pode induzir uma rapida definicdo de més condutas cirtrgicas *.
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Estudos realizados por Chen e colaboradores *’

, analisaram o efeito da presenca
metaloporfirinas anidnicas sobre o tempo de relaxamentos de &gua, resultando que o mesmo
aumenta linearmente com a presenca de porfirinas complexadas com Pd**, Cu®*, Fe** e Mn*". Ni e
colaboradores *” avaliaram a potencialidade de uma meso-porfirina complexada com gadolinio
como agente de contraste para determinacdo de necroses no miocérdio atraves de IRM. Zhang e
colaboradores *® realizaram estudos comparativos entre 0 comumente usado agente de contraste
Gd(DTPA)* e derivados de 4cido dietileno triamina pentacético e isoniazida complexados com fons
metalicos Mg®*, Co**, Ni** e Cu?*, cujos resultados mostraram que apenas o fon Mg®* conseguiu
superar 0 Gd(DTPA)* na eficiéncia no relaxamento da 4gua. A sintese bem como um estudo
comparativo in vitro e in vivo entre uma Mn?*- porfirina e o agente de contraste usado comumente
foi realizdo, sendo que a porfirina apresentou baixa citotoxidade, ligacdo especifica com o tumor
além de um melhor tempo de relaxamento da agua *°.

A andlise da influéncia de agente de contraste porfirinico complexado metais (Gd-MP ou
MnTPP) em ratos que sofreram infarto do miocardio, mostrou que as metaloporfirinas de Gd e Mn
aumentaram o contraste da imagem do miocardio infartado quando comparado com 0 miocéardio
normal em aproximadamente 300 % e 200 %, respectivamente *°. Outro estudo encefalico em ratos
fez uma comparagdo da eficiéncia de metaloporfirinas como agente de contraste em RM. Os
resultados mostraram que a porfirina Mn-(DPA-C,),-TPPS; é mais eficiente quando comparada
porfirina Mn-TPPS,, pois alem de uma melhor nitidez na imagem, o composto permanece por mais
tempo in vivo, sugerindo-se um tempo de meia vida de aproximadamente 10 dias. Concluiram,
ainda, que as principais vantagens do uso de metaloporfirinas como agente de contraste em IRM sao
a permeabilidade dos tecidos e possibilidade de analisar as estruturas neurais in vivo nos cérebros
de mamiferos, sem aparentes efeitos colaterais toxicos >.

Contudo, tém-se feito uso da IRM como uma ferramenta Util na fase de diagnostico de
patologias clinicas. O uso de agente de contraste para aperfeicoar a visibilidade da imagem vem
maximizar a eficiéncia desta técnica promissora, fazendo com que seu uso possa ser expandido ao
diagnostico de diversas patologias ndo limitadas as cerebrais. Os estudos de porfirinas complexadas
a metais paramagnéticos para 0 uso como agente de contraste em IRM vém se difundindo pelos
resultados satisfatorios de influéncia no tempo de relaxacdo dos prétons da agua na presenca desses
fons paramagnéticos complexados a macromoléculas com adesdo seletiva a tecidos com

crescimento anormal.
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3.3.Micelas

A palavra surfactante, uma simplificacdo do termo agente ativo de superficie, é empregada
para designar compostos naturais ou sintéticos anfifilicos, ou seja, compostos que apresentam na
mesma molécula uma parte apolar (hidréfoba) e uma parte polar (hidréfila) °2°3. Os tensoativos sdo
amplamente utilizados na Quimica, cujas principais finalidades sdo modificar o meio reacional
permitindo a solubilizacdo de espécies de baixa solubilidade ou otimizar o meio para influenciar a
velocidade reacional, a posicdo e o tempo que as reagcBes quimicas necessitam para atingirem o
equilibrio e em alguns casos até mesmo a estereoquimica da reacdo. Neste ultimo caso, as
caracteristicas dependem da natureza da reacdo, do tipo de reativo (eletrofilico, nucleofilico, etc) e
do tipo e forma (catidnica, anionica, etc) da micela >*. Cita-se ainda os biosurfactantes que s&o cuja
principal aplicacéo é na solubilizacdo de lipideos e de proteinas das membranas biolégicas *.

A classificacdo dos tensoativos € efetuada com base nos grupos polares encontrados na
molécula, comumente conhecidos como cabeca do surfactante. Um tensoativo tipico possui uma
estrutura que pode ser generalizada por R-X, onde R é uma cadeia de hidrocarboneto variando de 8
—18 atomos (normalmente linear) e X é o grupo cabega, polar (ou i6nico). Dependendo de X, os
tensoativos podem ser classificados como ndo iénicos catiénicos, aniénicos ou anféteros.

Sdo denominados idnicos quando carregados com cargas elétricas (anidnicos, catibnicos ou
zwiterionicos) e ndo idnicos quando neutros >*. O tensoativo catidnico possui em geral a formula
RnX+Y, onde R representa uma ou mais cadeias hidrofobicas, X é um elemento ou grupo com carga
positiva € Y é um contra ion. J& o tensoativo aniénico é proprietario das mesmas caracteristicas,
com excec¢do que X é carregado negativamente.

A parte apolar dos surfactantes conhecida como cauda é composta por grupos hidrofébicos,
em geral hidrocarbonetos. Esta parte da molécula apresenta uma baixa solubilidade em agua devido
a alta hidrofobicidade, provocada pela dificuldade em romper as fortes interacdes entre as
moléculas de dgua. Os grupos polares ndo idnicos apresentam um menor carater hidrofilico quando
comparados aos grupos carregados, visto que sua energia de interacdo com a dgua também € mais
baixa ***’. A principal caracteristica dos tensoativos anfoteros é que dependendo do pH da solugo
e da estrutura, pode prevalecer a espécie anidnica, catibnica ou neutra.

Os surfactantes podem ser insoltveis ou solGveis em solucdo aquosa. Os primeiros formam
cristais liquidos ou precipitados insoliveis em meio aquoso e incluem os principais grupos de

lipidios das membranas biologicas, como os fosfolipidios, os esterdides, e as proteinas de
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membrana. J& os sollveis sdo 0s que acima de uma determinada concentragdo critica (CMC), se
associam espontaneamente para formar as micelas >,

As micelas sdo agregados coloidais termodinamicamente estaveis e facilmente reprodutiveis
existentes antes da CMC na forma de mondémeros. Quando a concentracdo esta abaixo, porém
préxima da CMC, existe um equilibrio dindmico entre mondmeros e micelas. A combinagdo destas
propriedades distintas confere & molécula caracteristicas Gnicas na dissolucio aquosa >*. Atingindo-
se esta concentracdo as micelas normais passam a se auto organizarem formando uma esfera com
caudas hidrofobicas voltadas para o seu interior e os grupos hidrofilicos ou carregados, voltados
para fora como pode ser visualizado na Figura 2 *°. Cada micela é formada por um dado niimero de
agregacdo (numero de moléculas do surfactante que compde a micela), que geralmente rege o
tamanho e o formato do sistema micelar. Geralmente, possui um diametro entre 3-6 nm o que
representa de 30-200 mondmeros. Estes agregados podem participar de numerosas reacGes nas
quais a solubilizacdo de um ou mais reagentes na micela leva a uma significativa alteracdo na

cinética reacional %%,

;

Figura 2. Formacao do agregado micelar.

(Fonte: http://quark.gmc.ufsc.br/gmcweb/micela/)

O termo “micela normal” ¢ empregado para sistemas micelares onde o grupo cabeca
hidrofilico esta direcionado para o contato com a solugdo aquosa formando uma superficie polar,
enquanto que a cadeia linear (cauda) estd em sentido inverso ao da agua, formando um nucleo
central ndo polar. Nos sistemas de micelas reversas, as cabecas polares dos anfifilicos estdo
concentradas no interior do agregado e por esta razdo formam um nucleo central hidrofilico (Figura
3). Em contraste com a micela normal, o efeito catalitico das micelas reversas possuem um conjunto

mais complicado envolvendo outros fatores em adicdo ao eletrostatico e a consideracdo hidrofdbica.
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micela direta micela inversa
(a) (b)
Figura 3. Representacdo esquematica de tipos de micelas.

(Fonte: http://www.scielo.br/img/revistas/rbcf/v41n3/a03fig02.gif)

Uma propriedade importante das micelas é aumentar a solubilidade dos compostos pouco
soltveis. Normalmente, a quantidade de soluto solubilizada é diretamente proporcional a
concentracdo do surfactante na forma micelar. Este fenbmeno é atribuido ao balango das interacdes
de hidrofobicidade e eletrostatica ocorrendo entre os reagentes e o sistema micelar. Isto é esperado
porque a taxa da reacdo nucleofilica que envolve um extrato solubilizado neutro e um nucledfilo
pode ser acelerada por uma micela catiénica e inibida por uma micela anibénica. Efeito micelar
oposto pode ser esperado para uma reacdo eletrofilica envolvendo um substrato e um eletréfilo.
Quando sistemas envolvendo micelas ndo i6nicas ou anféteras sdo empregados, somente pequenos
efeitos na cinética reacional sdo esperados. Deve-se salientar que nem todos os incrementos ou
inibicdo da reacdo podem ser explicados pela simples consideracdo eletrostatica. Em varios casos, a
interacdo hidrofobica tem mais valor do que o desfavoravel efeito eletrostatico sendo necessario
leva-la em consideracao.

Outra propriedade importante das micelas é apresentarem uma estrutura muito similar as
membranas bioldgicas. As membranas celulares sdo sistemas funcionais onde ocorrem fenémenos
de penetracdo e transporte (Figura 4). Constituidas por uma dupla camada de fosfolipidios
organizados analogamente as micelas: cadeia apolar hidrocarbdnica apontando para dentro da
membrana e a parte polar das moléculas formam a superficie da membrana.

Entretanto, devido a complexidade das membranas bioldgicas, estudos mostram que atraveés
da substituicdo destas por sistemas biométricos constituidos de surfactantes pode-se obter resultados
satisfatorios para um estudo inicial, devido a semelhanca existente entre a estrutura de uma micela e

as membranas bioldgicas %% 2,
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Figura 4. Estrutura da membrana celular: a bicamada fosfolipidica cuja cadeia apolar
hidrocarbonica se posiciona na parte interior da membrana e a parte polar das
moléculas formam a porcao posterior da membrana.

(Fonte: http://www.qued.com.br)

Estudos em que os surfactantes sdo empregados como sistemas simplificados para mimetizar

% realizou um

membranas sdo comumente encontrados na literatura. Santiago e colaboradores
estudo do processo de agregacdo da porfirina TMPyYP na presenca de sistemas biofisicos modelo
fazendo-se uso de absor¢do e espalhamento de raio-X de baixo angulo. Os surfactantes empregados
foram o anidnico SDS, zwiteridnico HPS e no idnico TRITON X-100. Tulumello e Deber *
observaram que as micelas de SDS sdo amplamente capazes de mimetizar interagdes terciarias de
proteinas, lipideos e superficies aquo-expostas helicoidais presentes em proteinas.

Dentre os estudos em que se utilizam sistemas modelos, destacam-se os referentes a
interacdo de porfirinas e seus derivados com diferentes micelas, visto que para a viabilizagdo de
qualquer farmaco é necesséaria a investigacdo da interacao das drogas com as membranas biologicas.
Micelas formadas por fosfolipidios tém sido manipuladas para encapsular farmacos, podendo entdo
ser introduzidos com maior facilidade e liberados de forma controlada no organismo 2

As caracteristicas fotofisicas das porfirinas podem ser afetadas por sua agregacdo com
surfactantes, acarretando a diminuigdo de sua eficiéncia quando utilizados para fins terapéuticos.
Isso pode ocorrer devido a formagdo de estruturas estaveis de complexos porfirina-surfactante de

varias formas distintas. Esses agregados podem ndo ter estrutura definida ou apresentarem
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estruturas de agregados do tipo H e J. Um fator determinante na cinética de formacdo desses
agregados é o tipo de surfactante empregado e ainda o fator concentracéo relativa entre a porfirina e
o surfactante ®.

Para Maniasso **, atribui-se os efeitos micelares aos aspectos eletrostaticos. Isto é explicado
em consequéncia de uma micela catidnica interagir preferencialmente a uma aniénica com um
extrato anidnico, ocorrendo o0 oposto com uma micela anibnica. Quando s&o empregados
surfactantes ndo i6nicos ou anfoteros acima da CMC, esperam-se somente pequenos efeitos na

cinética reacional.

3.4.Técnicas Espectroscépicas

A espectroscopia é o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, sendo
um dos seus principais objetivos a determinacdo dos niveis de energia de atomos ou moléculas.
Através dos espectros atdbmicos e moleculares pode-se obter informagfes detalhadas sobre a
estrutura das moléculas (simetria molecular, distancias e angulos de ligacdo) e sobre as
propriedades quimicas (distribuicdo eletronica, forca de de ligacdo, processos intra e
intermoleculares) ®®. A radiacdo eletromagnética é um tipo de energia que é transmitido através do
espaco a enormes velocidades, consistindo em uma componente de campo elétrico com uma

componente do campo magnético, perpendiculares entre si na direcéo da propagagéo %,

Figura 5.Propagacao da radiacéo eletromagnética.

(Fonte: http://static.infoescola.com).
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Para ondas eletromagnéticas que se propagam em uma dada direcdo tém-se variaveis que
sdo 0 numero de ondas por segundo, chamado de frequéncia e o comprimento de onda (1) da onda
eletromagnética definida pela distancia linear entre os pontos maximos e minimos de onda
sucessivos. A unidade de frequéncia empregada normalmente é o hertz (Hz), que é equivalente a
um ciclo por segundo. Esta variaveis estdo relacionadas através da equacdo (2), onde c € a
velocidade da luz.

c=hv 2)

A interacdo entre uma molécula e a radiacdo eletromagnética origina uma diferenca na
energia eletronica AE, e o efeito desta interagdo da radiacdo com a matéria torna-se uma poderosa

ferramenta para obter-se informacdes sobre a estrutura microscopica da matéria.

estado excitado

@*
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Figura 6. Esquema da Interagdo da onda eletromagnética com uma molécula.

As técnicas espectroscdpicas fundamentam-se na deteccdo e andlise do feixe de radiacdo
eletromagnética proveniente da amostra do material sob investigacdo. Essa radiacdo pode ser
proveniente de um feixe que incidiu sobre a amostra e atenuada (espectroscopia de absorbancia ou
transmitdncia); um feixe que apo6s incidir sobre a amostra foi espalhado ou difratado
(espectroscopia de espalhamento); ou ainda ter se originado na prépria amostra, como resultado de
processos distintos (espectroscopia de emissdo). A espectroscopia abrange uma ampla faixa da
radiacdo eletromagnética, sendo classificada de acordo com a regido do espectro eletromagnético,
como ilustra a Figura 7. Essa regido inclui Raios-X, Ultravioleta, Visivel, Infravermelho,

Microondas e Radio-frequéncia ®.
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Figura 7: Espectro Eletromagnético.
(Fonte: http://200.156.70.12/sme/cursos/EQU/EQ20/modulol/aulal/intro/luz.html)

A Tabela 2 mostra algumas técnicas espectroscopicas e faixas tipicas de comprimento de
onda, que sdo utilizadas em sistemas bioldgicos:

Tabela 2. Técnicas Espectroscépicas e seus comprimentos de onda tipicos .

Fendmeno Frequéncia Comprimento de onda
Radiofrequéncia Ressonancia magnetica 10°a 10° 300 a 3m
nuclear
Micro-ondas Ressonancia 10" a 10* 30a0,3m
paramagnética eletronica
Infravermelho Rotac&o molecular 10" a 3x10™ 300 a 1pym
V|S|\_/el e Trarl15|(;ao eletrbnica 3%10% 3 106 1um a 300A
ultravioleta (elétrons externos)
Raios-X Transicdo eletronica 3x10%2 10% 10020,3 A
(elétrons internos)
Raio y TransicBes nucleares 10”2 10% 0,320,003 A

As porfirinas absorvem luz em comprimento de onda na faixa do visivel, tipicamente
préximo de 400 nm, porém, o meio em que elas se encontram pode modificar significativamente
seu comportamento. Sendo assim, algumas técnicas de espectroscopia se tornam ferramentas Uteis
para caracterizar essas modificagoes.
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3.4.1. Absorcédo na Regido do Ultravioleta e Visivel

A regido do espectro eletromagnético denominada visivel é definida em termos de faixa de
comprimento de onda que € perceptivel ao olho humano. A faixa usual de comprimento de onda
citado compreende de 380 nm na regido do azul/violeta até 750nm caracterizada pela regido do
vermelho. A regio do ultravioleta extende-se desde 380 até aproximadamente 100 nm .

As medidas de concentracdo de espécies através de técnicas Oticas sdo de grande valia.
Primeiramente, elas ndo introduzem nenhum ‘“corpo estranho”no sistema e, portanto, nao
perturbam o mesmo. Perturbacfes por sondas fisicas podem mascarar os resultados obtidos e
introduzir incertezas significativas. Diagndsticos 6ticos podem ser realizados com uma pequena
quantidade de amostra e através desta técnica é possivel a realizacdo um estudo detalhado de
estruturas ndo uniformes. O método também pode apresentar excelente resolucdo temporal,
possibilitando monitorar transicdes em um relativo curto espaco de tempo ™.

Ao se incidir um feixe de radiacdo eletromagnética em uma amostra transparente, uma
parte dessa radiacdo pode ser absorvida. Essa absorcao ocorre devido ao fato de todas as moléculas
possuirem elétrons que podem ser excitados, possivelmente na regido do UV-Visivel ou em outras
faixas de comprimento de onda. Neste processo “pacotes” de energia quantizada, denominada
fétons sdo transferidos para atomos, ions ou moléculas que compdem a amostra, promovendo
essas particulas para estados excitados de energia mais elevada. A relacdo entre a energia
absorvida em uma transicdo eletronica e a frequiéncia (AE), o comprimento de onda (1) e o

nimero de ondas (V) da radiacio que produz a transicdo é dada por:

AEzhv:h%=hC17 (3)

onde h ¢ a constante de Planck, ¢ ¢ a velocidade da luz e AE ¢ a energia absorvida pela molécula na
transicédo eletronica entre um estado de menor energia (estado fundamental) e um estado de maior
energia (estado excitado). As radiagdes ultravioleta e visivel tem energia apenas para provocar as
transicdes dos elétrons de valéncia, ou dos elétrons de ligagéo .

No caso da espectroscopia UV-Visivel, as transi¢cdes resultantes da absorcdo da radiacao
eletromagnética dessa regido do espectro sdo transicbes provenientes de niveis energéticos
eletrbnicos. Como a molécula absorve energia, um elétron é promovido de um orbital ocupado a um

orbital ndo ocupado com um potencial de maior energia. Geralmente, a transi¢cdo mais provavel é do
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orbital ocupado de maior energia (HOMO) para o orbital molecular ndo ocupado de menor energia
(LUMO) ™.

Varios tipos de absorcdo de energia sdo possiveis dependendo na natureza da ligacdo da
molécula. Na maioria das moléculas organicas sdo encontrados trés tipos distintos de orbitais
moleculares. Os orbitais ¢ envolvidos em ligagdes simples, os orbitais m em ligagdes multiplas e os
orbitais n sdo ocupados por pares de elétrons livre ndo ligantes. A absor¢do de radiagdo pode
ocasionar transicdes eletronicas distintas, entre elas quatro tipos principais: 6—c*, n—c*, n—n* e
n—7*, onde os orbitais indicados pelo asterisco sdo os orbitais ndo ligantes. Algumas transi¢des
o—0c* em compostos de ligacdes simples acontecem em cerca de 200nm na regido do ultravioleta
de véacuo e compostos contendo apenas ligagdes simples séo transparentes na regido do ultravioleta
proximo e visivel. J& absor¢des do tipo n—n* e n—n* ocorrem na regido do ultravioleta proximo e
visivel devido aos grupos cromoforos da molécula que contém elétrons de valéncia com energia de
excitacdo relativamente baixas. Destas transi¢des, a primeira € a que requer maior energia para
ocorrer como pode ser visualizado na Figura 8. Quanto menor for essa diferenca, maior sera o

comprimento de onda da absorgéo ¢"%"2,

Energia
=

Figura 8. Diagrama esquematico das transi¢des eletronicas.

Na técnica de UV-Visivel, a intensidade de um feixe de luz transmitido (I) através de uma

amostra, é comparada com a intensidade de luz incidente (l,), como ilustrado na Figura 9.

—| b }—

Figura 9. A Radiacéo incidente (lo) é atenuada (I) ao passar por uma amostra.
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Esta relacdo pode ser dada através da transmitancia (T) ou Absorbancia, como mostram as
equacoes (4) e (5):
T(%) = Il x 100% (4)

0

I
A=—IogT:IogT° (5)
A relacdo entre intensidade de absorcéo, a espessura da amostra e a concentracao das

espécies absorventes é dada pela Lei de Beer- Lambert:
I
log T" = A=¢ghc (6)

onde € (L/mol.cm) ¢ a absortividade molar do composto, ¢ a concentragao do soluto € b o caminho
6ptico percorrido através da amostra &">".

Em alguns casos, quando a concentracdo molar for alta, trazendo a absortividade molar
como uma funcgdo da concentracdo molar, a lei de Beer- Lambert ndo é obedecida. Isto pode ser
conseqliéncia do espalhamento ou mudancgas estruturais como dimerizacdo, agregagdo, ou
mudancas quimicas.

As porfirinas apresentam um sistema eletronico altamente conjugado® portanto, suas
transicoes eletrdnicas encontram-se na faixa do visivel e ultravioleta proximo '°. Em consequéncia
disto, a técnica de Uv-Vis é altamente difundida no estudo desta classe de compostos. Varias
monoazo (MAP) e diazo (DAP) porfirinas bases livre e complexadas com Cu?* foram estudadas por
técnicas espectroscopicas e eletroanaliticas. As analises foram realizadas separadamente entre as
porfirinas metaladas e ndo metaladas. Especificamente através de Uv-Vis foram comparados os
comprimentos de onda maximos das bandas de Soret e bandas Q das porfirinas H,MAP, H,DAP e
OEP, sendo esta denominada octaetilporfirina. Posteriormente, a mesma analise foi efetuada para as
porfirinas CUMAP, CuDAP e CuOEP. Os resultados de absorcdo ¢tica foram confirmados pela
técnica de Dicroismo Circular Magnético, Infravermelho, Voltametria ciclica e ainda calculos de
orbital molecular *. Lan e colaboradores " caracterizaram a banda de Soret e banda Q para cinco
porfirinas diferentes da familia TPP por Uv-Vis e RPE. Através dos resultados obtidos por Uv-vis
foi possivel atribuir as transicdes eletrbnicas que geram as bandas em questdo. Um estudo

76

semelhante foi realizado por Zheng e colaboradores " utilizando-se da mesma técnica, onde

25



atribuiram as transicoes eletronicas as referidas bandas caracteristicas das porfirinas e também a

simetria molecular do composto estudado.
3.4.2. Dicroismo Circular Magnético (DCM)

A técnica de Dicroismo Circular (DC) fundamenta-se no principio de que a radiacdo
eletromagnética € composta por vetores de campo elétrico e magnético em direcdes aleatdrias
quando ndo esta sofrendo acdo de nenhum fator externo. Caso estes vetores sejam alinhados de
forma que todos os pontos da radiagdo permanecam numa mesma direcdo da-se o nome de luz
polarizada.

Tanto a espectroscopia de DC como de DCM medem a diferenca de intensidade de luz
polarizada circularmente a esquerda e a direita. Entretanto, em contraste com a espectroscopia DC,
0s compostos ndo precisam exibir atividade Otica, e a analise do espectro de DCM gera informacdes
dos estados eletrdnicos, em particular, dos estados excitados ’’. No DCM, a amostra sofre a ac4o de
um campo magnético degenerado cujo nivel de energia € separado de acordo com o valor de J como
mostra a Figura 10. Este método baseia-se na diferenca na chamada regra de selecdo para luz
polarizada a esquerda (LPE) e luz polarizada a direita (LPD). Para luz LPE a regra de selecdo
apresenta AJ= +1 enquanto para LPD a regra de selecao ¢ AJ= -1 8 Uma amostra absorve em
comprimento de onda especifico, mas pode absorver em quantidades distintas a luz polarizada

circularmente a direita ou a esquerda.

(a)Auséncia de campo magnético
=
3 —
P } -
2 r
= LPE
LPE LPD S
2 —
1g —2 Diferenca nula
| LpD
(b)Presencga de campo magnético
_ N LPE
== & )
= L]
J=-1 =
r = > \/\
i
LPE LPD = [
2 J LPD Diferenga
g ;‘_‘2_ significativa

Figura 10. Absorbéancia de luz polarizada na (a) auséncia de campo magnético e (b)

presenca de campo magnético.
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Sem a presenga de um campo magnético tanto LPE como LPD absorvem a mesma
quantidade de energia, sendo a diferenca entre suas absor¢Ges nula. Porém na presenca de um
campo magnético uma das absorc¢des (LPD ou LPE) sera relativamente em maior quantidade que a
outra provocando uma diferenca entre suas absorcdes e tornando-a diferente de zero. A diferenca
entre a curva de absorcéo entre LPE e LPD produz um espectro de dicroismo circular magnético .
Dessa forma, o espectro de DCM é um gréfico da diferencga dos coeficientes de absor¢do molar para
a luz polarizada circularmente para a esquerda e para a direita em funcdo do comprimento de onda.
Estes espectros séo Uteis para visualizar detalhes que nos espectros de absor¢do UV-Vis ndo séo
perceptiveis, além de serem empregados em estudos de isomeria geométrica e 6ptica °. O
Dicroismo Circular Magnético atua como uma sonda 6ética de paramagnetismo que detalha as
propriedades elétricas e magnéticas do estado de oxidacdo do centro metalico. Também pode ser
usada para identificar e atribuir as propriedades do centro metalico.

O sinal de DCM ¢ proveniente de algumas transicGes observadas nos espectros de UV Vis,
porém as regras de selecdo sdo diferentes, uma vez que o mecanismo de selecdo depende da
intensidade do momento dipolar podendo fornecer informacg6es sobre a degenerescéncia do estado
fundamental e excitado, sendo estas essenciais para o entendimento da estrutura eletrnica

molecular de alta simetria. O sinal de DCM ¢é dado por:

Am a()” —a@)? (7)
T a)” +a()t

Sendo a(1)~ e a(1)* 0s coeficientes de absorcao de luz polarizada circularmente a esquerda e
a direita, respectivamente. A intensidade do sinal, convencionando-se a luz polarizada

circularmente a direita (Ipd) Am= -1, enquanto que para a luz é dada por:

of (E c,
ias (- 22) + (5. + ) s ®)

Através dessa equacdo de DCM constata-se que a intensidade do sinal exibido nos espectros
de DCM sdo analisados em termos de trés parametros de Faraday, denominados termos A, Be C. O
termo A é observado apenas em casos onde o elétron no estado excitado encontra-se localizado em
um orbital degenerado. Caso o elétron em seu estado fundamental localize-se em um orbital

degenerado, o termo C € observado. Os termos A e C de Faraday aparecem apenas em moléculas
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que apresentam mais de dois eixos de simetria, enquanto o termo B est4 presente em todas as
moléculas .

O efeito de polarizacdo pode ser induzido de modos diferentes, entre eles destaca-se a
polarizacdo linear e a polarizacdo circular. A Figura 11.a ilustra a primeira forma: a radiacdo se
propaga como setas paralelas a um determinado eixo. A radiacdo ainda pode-se propagar em
formato de espiral ao longo de um determinado eixo podendo ser circularmente polarizada a

esquerda (Figura 11.b) ou a direita (Figura 11.c) .

(a) Linear (b) LPE (c) LPD
i > == = —_§

17 & —

i ™

= I ]
|

Figura 11. Formas de luz polarizada (a) linearmente, (b) circularmente a esquerda e ()

circularmente a direita.

A espectroscopia de Dicroismo Circular Magnético (DCM) é uma técnica muito utilizada
nos estudos espectroscopicos de metaloporfirinas devido estas apresentarem um centro
paramagnético ®. Os sinais magnéticos observados no espectro de DCM dependem da simetria e
das propriedades magnéticas, por isto esta técnica pode detectar transicdes que no espectro de
absorcdo sdo de baixa intensidade ja que as bandas maiores de transicbes mais fortes inibem as
bandas menores de pequenas transi¢cdes. Portanto, os espectros de DCM complementam 0s
espectros de absor¢do no monitoramento das transicdes eletrdnicas . Esta técnica pode ser usada
juntamente com Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) e espectroscopia de absorcdo
eletronica para facilitar a atribuicdo do estado de oxidacdo e as transicdes eletronicas da entidade
molecular.

Mack e colaboradores®” fizeram uma andlise extensiva das  porfirinas
tetrabenzotriazoporfirinas substituidas perifericamente (TBTrAP) e tetranaftotriazoporfirina
(TNTrAP) utilizando absorgéo eletronica, dicroismo circular magnético e fluorescéncia de emisséo
e excitacao. Os resultados mostraram que para a porfirina
tetraneopentoxitetrabenzo[5,10,15]triazoporfirina, a banda da absor¢cdo maxima esti centrada em

652 e 699 nm, para a tetra-terchbutiltetrabenzo[5,10,15]triazoporfirina esta em 646 e 688 nm e para

28



tetraneopentoxitetranafto[5,10,15]triazoporfirina em 742 e 788nm. Também determinaram a
simetria molecular bem como a presenca do termo B de Faraday através dos espectros de dicroismo
circular magnético.

Derivados de ferro porfirinas substituidas por grupos altamente retiradores de elétrons foram
estudas através de absorcdo Otica, dicroismo circular magnético e ressonancia paramagnética
eletronica. Os espectros da adicdo do imidazol ao derivado porfirinico etilporfirinato complexado
com Fe** em cloroférmio mostraram quatro pontos isoshésticos em 396, 472, 523 e 588 nm.
Entretanto, foi observado que em baixas concentracfes havia um desvio desses pontos isosbéticos
atribuidos a formacéo de um agregado intermediario. Observaram ainda que conforme o nimero de
grupamentos CF3; aumentava, 0 potencial redox tornava-se mais positivo e portanto a redugdo da
porfirina era facilitada. A constante de equilibrio para o imadazol teve uma ligeira diminui¢do com
0 aumento no numero de grupamentos CF3. A banda de Soret tanto do cloreto como do agregado
intermediario foram deslocadas para comprimentos de ondas maiores com o potencial da porfirina
tornando-se mais positivo, embora as bandas de absor¢do visiveis sejam aparentemente
independentes do potencial redox nesses comprimento de ondas. A banda spectral de DCM mostra
que tanto o Fe®*" quanto as porfirinas cloradas estdo no estado de spin alto, aparentemente
semelhantes entre si na regido visivel da banda Q, enquanto eles sdo muito diferentes na regido da
banda Soret. O espectro de DCM na regido visivel da Q banda é composto apararentemente de um
termo A de Faraday juntamente com um termo B de Faraday. A intensidade do pico de DCM em
torno de 400 nm varia de acordo com o potencial redox da porfirina, enquanto as intensidades em
torno de 540 e 645 nm variam apenas ligeiramente. Isso indica que a banda no DCM para o Fe*'e
porfirinas cloradas sdo sensiveis a pequenas alteracdes no potencial redox da porfirina ou a retirada
dos grupos retiradores de elétrons dos substituintes porfirina®.

3.4.3. Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

A Espectroscopia de Ressonancia Paramagnetica Eletronica (RPE) € uma técnica que
detecta espécies paramagnéticas, isto €, que apresentam elétrons desemparelhados °. Esta técnica
tem sido amplamente utilizada em estudos envolvendo compostos que exibem essa propriedade, tais
como fons de metais de transicdo (Fe**, Cu?*, Mn**, Mo>*, Cr*', entre outros), metaloproteinas
(citocromos) e radicais livres intermediarios formados em reagdes bioquimicas. Cita-se ainda o uso

em sitios fisiologicos de acdo do ligante da hemoglobina e mioglobina por oxigénio 84,86
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As propriedades fundamentais de um elétron sdo massa, carga, momento magnético e
momento angular intrinseco, denominado spin. O componente mensurdvel do spin eletrénico tem a

magnitude de h/2w, produzindo dois estados quanticos de spin: ms=+1/2. O momento magnético do

elétron p se relaciona com 0 momento angular intrinseco através da seguinte express&o:

i=vhS 9)
onde h=h/2r e h é a constante de Plank cujo valor é igual a 6,63x10%"J.s? e » é a razéo
giromagnética.

Quando um elétron livre é submetido a um forte campo magnético externo (H,), seu
momento magnético ﬁ se alinha a favor do mesmo (Figura 12). A diferenca de energia entre os dois

niveis depende do campo magnético aplicado.

ms=-1/2

S=1/2

K

AE = guB

ms=+1/2

Figura 12. Diagrama de niveis de energia de um elétron desemparelhado.

As transicOes entre os dois estados de spin eletrénico (x1/2) podem ser induzidas através da
aplicacdo de radiacdo eletromagnética de freqiiéncia adequada para satisfazer a equacdo 10:
AE =hv=g8H, (10)

onde h é a constante de Planck, ¥ a frequéncia de radiacéo, Bo magneton de Bohr cujo valor é
2,00232 para o elétron livre, H, € 0o campo magnético externo aplicado e g é a constante
giromagnética. O valor de g proximo a 2 é uma caracteristica do comportamento de radicais livres,
entretanto ndo € uma propriedade exclusiva desse tipo de molécula.

Quando a fregiiéncia da radiacéo eletromagnética e o campo aplicado satisfazem a condigédo
de ressonancia (equacao 10) a transicao é efetuada, sendo que a posicdo exata das linhas do campo

magnético do espectro de RPE caracterizada pelo valor da constante giromagnética é especifica
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para cada molécula. Esta separacdo de energia entre os dois estados é chamada de separacdo de
Zeeman e aumenta linearmente com o aumento do campo magnético.

Um espectrometro de RPE normalmente opera a uma frequéncia fixa e variando-se o campo
magnético até condicdo de ressonancia (equacédo 10) seja satisfeita ocorrendo, portanto, a absorcéo
de energia de microondas pelo sistema de spins. A energia do féton hv deve corresponder
exatamente a separacdo de energia AE, para que isto ocorra. Esta absor¢do de energia ocorre
sempre que o0 vetor da componente magneética do campo oscilante seja perpendicular com o campo
magnético estatico H.

A intensidade do sinal na ressonancia paramagnética eletrénica é dada por diversos fatores
interligados. Dentre eles destaca-se a frequiéncia utilizada no experimento — geralmente 9,5 GHz, a
concentragdo da amostra paramagnética, a quantidade de radiacdo ressonante aplicada, a
probabilidade de transicéo e a temperatura &’. O espectros de RPE registrara a primeira derivada da
absorcdo detectando apenas as mudancas na absorcdo da amostra (Figura 13). Através dessa
deteccdo o numero de centros paramagnéticos é proporcional a area sob a curva de absor¢do
ressonante, que é dada pela integral dupla do sinal exibido no mesmo . Uma das formas de se
efetuar essa quantizacao é através da largura da linha e amplitude do sinal existente no espectro da
primeira derivada da intensidade do sinal de absorcéo ®°, expressado matematicamente por:

Area=1.AH? (11)
onde | é a amplitude do sinal e AH é a largura da linha. Fazendo-se uso de programas

computacionais a area sob a curva é gerada através da dupla integracéo sob o sinal adquirido.

Sinal de absorgao

Sinal registrado
(Primeira derivada)

Figura 13. Curva de absor¢cdo de um composto paramagnético e sinal registrado no RPE
(primeira derivada da absorcao) deste composto.

A interacdo entre 0S momentos magnéticos de ions paramagnéticos muito proximos produz

31



um forte acoplamento dipolar. Este efeito é caracterizado no espectro de RPE pela presenca de
linhas muito largas. Este tipo de sinal dificulta a aquisicdo de informagOes a respeito das
caracteristicas fisicas e quimicas da amostra *.

Portanto, para que haja a observacdo de um sinal no espectro de RPE, é necessaria a
existéncia de diferenca entre a populagdo encontrada no estado de maior energia e no estado de
menor energia. Os efeitos provocados pela interacdo nuclear da amostra com 0 campo magnético
externo aplicado resulta na largura de linha e a forma da mesma no espectros de RPE, sendo
denominado tempo de relaxacdo. Ao tempo necessario para o spin do estado excitado retornar ao
estado de menor energia denomina-se relaxamento de spin.

As interacBes magnéticas observadas entre o spin eletrénico e o spin nuclear produzem no
espectro de RPE um conjunto de varias linhas. Varios ions metalicos contém mais de um elétron
desemparelhado, gerando a presenca de um numero elevado de dipolos muito préximos numa
molécula que causa o alargamento das linhas do espectro de RPE. Esta €, em geral, a principal
responsavel pela dificuldade em se observar amostras em solucdo. O resultado produzido por este
conjunto de linhas no espectro de RPE é conhecido como estrutura hiperfina do espectro. A maior
razdo para isto ocorrer é que o elétron ndo interage apenas com 0 campo magnético externo
aplicado, porém ha também uma interacdo magnética com o nlcleo da amostra, em maior ou menor
intensidade. Através do numero de linhas e suas intensidades relativas pode-se deduzir 0 nimero e o
spin do ndcleo que cada elétron esta interagindo. A separacdo entre as linhas é determinado pelo
momento magnético do ncleo e a forte interacdo entre o spin eletrdnico e cada spin nuclear . A
estrutura hiperfina em um espectro de RPE ajuda a identificar os radicais presentes na amostra, bem
como mapear o orbital molecular ocupado pelo elétron %2784,

O momento magnético nuclear € restringido a poucas orientacGes espaciais em relacdo ao
campo magnético aplicado externamente. A energia magnética do elétron é diretamente
influenciada pela orientacdo do momento magnético nuclear (Figura 14). Como resultado desta
interacdo denominada acoplamento hiperfino, o espectro de RPE é desdobrado em multipletes,
sendo que cada nivel do spin eletronico gera a degenerescéncia 2S + 1 componentes, onde S é 0

spin da molécula.
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Figura 14. Orientagio de energia do momento magnético ® minimo, intermediério e

méaximo (esquerda para a direita) em funcdo do campo magnético Ho aplicado.

No caso de solidos e as solugdes congeladas, em que acoplamentos produzidos na RPE
dependem da direcdo do campo magnético, uma vez que movimento rotacional randémico das
moléculas é lento, diz-se que o tipo de acomplamento existente é anisotropico. Portanto, ha valores
de g e A paralelos e perpendiculares. Devido ao rapido movimento rotacional randémico das
moléculas em solucdo, a orientacdo do campo magnético é irrelevante, sendo que quando nao ha
anisotropia o espectro € o mesmo indiferente do campo magnético. Por isso, é feita uma média de
todos os acoplamentos da amostra e diz-se que 0 seu comportamnto € isotrépico, sendo que o valor
de g e A sdo conhecidos como constante de acoplamento isotropico, ag € Vvalor de g isotrépico, go.

Uma das caracteristicas do espectro de RPE é que em alguns casos a posicdo do
acoplamento de linhas (dado especificamente pelos valores de g e constantes hiperfinas) depende da
direcdo do campo magnético relativo aos eixos moleculares. Essa anisotropia espectral ndo é
encontrada em sistemas onde o elétron livre é extensivamente delocalizado e portanto a anisotropia
é pequena, e também porque o movimento de rotacdo rondémico rapido deles é relativamente
pequeno. A anisotropia espectral é muito importante na interpretacdo dos espectros de ions de
metais de transicdo. Cita-se ainda que amostras solubilizadas em solu¢do ndo viscosa normalmente
perdem as caracteristicas anisotropicas. Nesse caso, espectro permanece 0 mesmo, independente da
orientacdo do campo magnético, valores de g e estrutura do acoplamento hiperfino, sdo na realidade
a media dos valores do eixo principal conhecidos como constante de acoplamento hiperfino
isotropico .

Os espectros de RPE normalmente sdo analisados através dos parametros g e A. A Tabela 3

apresenta alguns valores caracteristicos de g para sistemas biolégicos.
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Tabela 3. Valores tipicos para espécies paramagnéticas em sistemas bioldgicos .

Valores de g
Fe>* (spin baixo) 1,4-3,1
(spin alto) 2,0-9,7
cu®* 2,0-2,4
Spin label nitréxido 2,0020-2,0090

Os espectros provenientes de ions de metais de transicdo sdo mais complexos que de
radicais livres. Os elétrons com spins desemparelhados que sdo identificados no espectro de RPE
sdo inicialmente localizados nos orbitais d de transicdo do ion metélico. A configuracdo eletrdnica
do fon metalico Cu?* apresenta nove elétrons no orbital d, sendo cinco deles com spin positivo e

quatro deles com spin negativo, o que resulta em s= +1/2.

cu® <l il I YT N Y B Y s=1/2

As porfirinas sdo compostos que podem ser analisadas por RPE, desde que apresentem
elétrons desemparelhados. Especificamente as porfirinas complexadas a metais paramagnéticos
fazem uso dessa técnica. Entretanto se a porfirina for diamagnética é possivel introduzir no
ambiente da amostra um agente externo que atua como um marcador de spin chamado spin label.
Kadish e colaboradores™ investigaram espectroscopicamente o efeito micelar na agregagdo de
porfirinas. Utilizando-se de RPE analisaram as porfirinas CuTPPS e VOoTPPS. Para a primeira
porfirina determinou-se os valores de g na auséncia de surfactante e na presenca de NaCl, SDS e
TX-100. Néao foi observado a estrutura hiperfina nem na forma monomérica e nem na forma
agregada, ou seja, os resultados sdo independente da concentragdo da porfirina. O mesmo ocorre na
presenca de NaCl. Ao se adicionar surfactante abaixo da CMC ndo é observado nenhuma mudanca
no espectro. Acima da CMC ¢é possivel observar a interacdo entre a porfirina e o surfactante TX-
100, bem como realizar o calculo da constante de acoplamento superhiperfino. Para a porfirina
VOTPPS foram realizados experimentos na auséncia de surfactante e na presenca de CTAB e SDS,
sendo que ndo ha interacdo entre a porfirina e o surfactante aniénico.

Algumas porfirinas da familia TPP (TPP, TPP-COOH, TPP-NO, e TPP-NH,) foram
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analisadas espectroscopicamente sem a adi¢do de spin-label e em temperatura ambiente por RPE e
UV-Vis. Isto foi possivel devido ao elétron desemparelhado existente no macrociclo porfirinico.
Através dos espectros de RPE caracterizou-se o valor de g de cada porfirina, bem como a presenca
da estrutura hiperfina exclusivamente no espectro da TPP. Nesse caso, esta estrutura foi gerada pela
interacdo entre o elétron desemparelhado no anel porfirinico com os nlcleos magnéticos (atomos de
hidrogénio e nitrogénio) provenientes do mesmo anel. Este estudo ainda determinou-se os fatores
que influenciam o espectro de RPE das porfirinas sendo: a natureza do radical ligado ao macrociclo
porfirinico, as condi¢bes de disposicdo dos elétrons do centro metalico e o efeito eletrénico do
impedimento estérico, bem como a cristalinidade da estrutura do composto . Analises de
diferentes porfirinas base livres e metaladas foram feitas sob condi¢fes distintas (temperatura
ambiente, baixas temperaturas com a amostra imersa em nitrogénio liquido e presenca de luz) sem
influenciar diretamente o espectro. Para as porfirinas base livres é possivel observar a estrutura
hiperfina resultante da interacdo do elétron desemparelhado do macrociclo com os &tomos de
nitrogénio existentes no mesmo. Para as porfirinas complexadas com metais diamagnéticos (Zn e
Ni) os resultados foram semelhantes aos obtidos para as porfirinas base livres. Em metaloporfirinas
paramagnéticas (Fe-Cl, Mn, Co) o sinal existente no espectro de RPE é intenso devido ao elétron
desemparelhado do centro metalico, mascarando o sinal devido a interagdo do elétron

desemparelhado do anel porfirinico .
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais e Equipamentos

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se as porfirinas catidnicas meso-tetrakis (N-metil-4-

piridil) complexada com Cu**, CUTMPYP e a porfirina tetra piridil (2-bipiridinil-2-cloro-1-ruténio)
complexada com Cu?*, CuTPyP{Ru(bipy),Cl}s, sintetizadas *** pelo Laboratério de Quimica

Supramolecular e Nanotecnologia da USP, coordenado pelo professor Koiti Araki e gentilmente

cedidas para 0 nosso estudo. Suas estruturas moleculares estao representadas na Figura 15.
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Figura 15. Estrutura molecular das porfirinas (@) CuTMPyP e (b)
CuTPyP{Ru(bipy),Cl}..

Como modelos simplificados de membranas foram utilizados os surfactantes idnicos dodecil

sulfato de sodio (SDS) da Sigma e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) da Riedel de Haén, e o
ndo ibnico polioxietileno 20 éter estearilico (Brij 78), também da Sigma, cujas estruturas

moleculares estdo apresentadas na Figura 16.
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Figura 16. Estrutura molecular dos surfactantes (a) SDS, (b) CTAB e (c) Brij 78.

As mudancas de valores de pH das solucdes foram controladas por meio do pHmetro da
marca Noxtron modelo Nox-68, equipado com eletrodo de vidro Ag/AgCl.

Os espectros eletrdnicos na regido ultravioleta e visivel foram obtidos através de um
espectrofotdbmetro modelo Cary 50 BIO da marca Varian, no laboratério Multiusuario da Pos
Graduacdo em Quimica Universidade Estadual do Centro-Oeste, campus de Guarapuava,
utilizando-se uma cubeta de quartzo, com duas faces polidas e caminho 6tico | =1,00 cm.

Os espectros de Dicroismo Circular Magnético foram obtidos no espectropolarimetro
pertencente ao grupo de Biofisica Molecular do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) da
Universidade de Séo Paulo, campus de Sdo Carlos, marca Jasco modelo J-720 equipado com
eletroima (8600 Gauss) com configuracdo Faraday. Foram realizadas medidas utilizando-se uma
cubeta de quartzo com I=0,5cm.

As medidas de Ressonancia Paramagnética Eletronica foram realizadas em um
espectrémetro também pertencente a Biofisica, modelo Elexsys E580 da marca Bruker operando em
banda-X (9,5 GHz). Para a porfirina CuTMPyP foram obtidos espectros em temperatura ambiente e
para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4 as amostras foram congeladas em temperatura préxima de
70K. As amostras em temperatura ambiente foram colocadas em tubos capilares de vidro e
posteriormente inseridas em um tubo de quartzo de 3,0 mm de didmetro interno. J& as amostras
resfriadas foram inseridas diretamente no tubo de quartzo e resfriadas por uma serpentina imersa em
nitrogénio liquido.

Com excecdo das analises de RPE para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s, as medidas
restantes foram realizadas a 25°C e em todas as analises os reagentes utilizados foram de grau

analitico e sem purificagOes preévias.
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4.2) Procedimento experimental

Para andlise de absorcéo Gtica de ambas as porfirinas realizou-se titulagcbes em funcdo do pH
em solucdo tampao de acetato fosfato de sédio 0,020 mol.L™ empregando-se varredura entre 300nm
a 700nm, sendo a concentracdo da porfirina na ordem de 10° mol.L™. O pH foi variado na faixa de
0,5 a 13,5 utilizando-se aliquotas de solucdes estoques de HCI e NaOH em vérias concentracgdes, e
tomando-se medidas a cerca de 0,5 unidade de pH.

Com o intuito de se investigar a interacdo da porfirina com os surfactantes, foram realizados
experimentos da porfirina CUTMPyP em acetato fosfato de sédio 0,020 mol.L™ em pH fixo e igual
a 7,0 adicionando- se aliquotas de diferentes concentracBes dos surfactantes empregados neste
estudo (SDS, CTAB e Brij 78) até que atingissem a CMC. Os valores das CMCs dos surfactantes

estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de concentracao micelar critica dos surfactantes SDS,CTAB e Brij 78.

Surfactante | CMC(mol.L™)
sDs* 8,1x 107
CTAB® 9,2x10™
Brij78™ 4,6 x107

Para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s 0 mesmo experimento foi realizado em trés valores
de pH distintos: 2,0; 7,0 e 12,0. Para o experimento em pH 2,0 a porfirina foi solubilizada em
solucdo tampdo de acetato de sédio 0,020 mol.L™. No experimento realizado em pH 7,0 o solvente
empregado foi o acetato fosfato de sédio 0,020 mol.L™ e em pH 12,0 utilizou-se o borato de sédio
0,020 mol.L™ para a solubilizagdo da porfirina.

Os espectros de Dicroismo Circular Magnético foram obtidos num intervalo de 350 a 700
nm para a porfirina CUTMPyYP em solucéo tampao de acetato fosfato de sédio 0,020 mol.L™ nos
valores de pH 3,0; 7,0; e 12,0 e na presenca de surfactantes SDS, CTAB e Brij 78. A anélise de
DCM para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, foi realizada no intervalo de 300 a 650 nm nos
valores de pH 2,0; 7,0; e 12,0, sendo o solvente empregado acetato de sodio, acetato fosfato de
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sodio e borato de sédio 0,020 mol.L™, respectivamente. Em cada pH foi realizado o experimento
em presenca dos surfactantes. As concentragdes de porfirinas bem como de surfactantes utilizados

estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de concentracdo empregados para as amostras e surfactantes SDS,CTAB e Brij

78 empregados para analise de DCM.

oH [Porfirina] | [CTAB] | [Brij 78] | [SDS4] [SDS;]
(mol.L™Y | (mol.L™) | (mol.L™) | (mol.LY) | (mol.L™)
3,0;
CuTMPyP 70e | 40x10° | 2,2x10? | 3,6 x10™ | 5,0x10™ | 4,2 x10™
12,0
. 2,0;
CUTPYPARUCIDY) |2 e | 10x10° | 1,0x10° | 60x10° | 4,0x10° | 1,0 x102
Cl 12,0

Para a analise de Ressonancia Paramagnética Eletronica foram preparadas amostras da
porfirina CUTMPYP com concentrago igual a 1x10™ mol.L™ em soluc&o tamp&o nos valores de pH
3,0; 7,0; e 12,0. A concentragdo empregada para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4 foi de 1x107
mol.L™ e o experimento realizado em valores de pH 2,0; 7,0; e 12,0. Para ambas as porfirinas foram
realizados experimentos em pH fixo e igual a 7,0 em presenca dos surfactantes, cujas concentragdes
empregadas sdo iguais aos empregados nas analises de DCM e estdo listados na Tabela 5. Para tais
experimentos foram utilizadas as seguintes condigdes: modulacdo dos sinais em 100 KHz,
amplitude de modulacdo 4 Gauss e a poténcia de microondas de 20mW e quatro repeticdes de
ciclos. Os demais parametros foram escolhidos de modo a se obter espectros sem distorcéo

AH

instrumental,ou seja, com velocidade de varredura menor que

onde AH ¢ a largura da linha e t

a constante de tempo utilizada. A calibracdo dos espectros foi realizada medindo-se a microonda em

um freqgliéncimetro HP.
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4.3) Andlise dos dados

Os espectros de UV-Vis foram analisados utilizando-se o algoritimo "Convex Constraint
Algorithm" (CCA) desenvolvido por Perczel e coloboradores ®. O CCA é um método geral de
deconvolugédo para um conjunto completo de funcbes que séo obtidas pela combinagédo linear de
outras funcdes. Este programa requer a definicdo do nimero de funcgdes base (fi), isto €, é necessario

definir o nimero de componentes puras. Teoricamente qualquer conjunto de fungdes pode ser
processado desde gque exista um conjunto confiavel de dados experimentais.

Os espectros de DCM foram analisados fazendo-se uso de smothing, do tipo Percentile Filter
com numero de pontos igual a 5 e porcentagem de 40.

Os calculos de valores de g e A foram realizados da seguinte forma: considere a posicdo de

g e A indicados no espectro hipotético de RPE que esta representado na Figura 17.

Figura 17. Espectro de RPE tipico de uma proteina de cobre (benzilamina
oxidase) em solugdo congelada a -150°C ¥,

Para os célculo de gi e g+, utilizou-se as seguintes equacoes:

h. vy
g1 = B. I\-)IX (12)
_ hovy (13)
5 T B.H,
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onde h é a constante de Planck, v a frequéncia de radiacéo, Bo magneton de Bohr cujo valor é
9,2700.10%* J.T* para o elétron livre, H, é 0 campo magnético externo aplicado. O valor da
frequéncia de radiacdo € proveniente das condi¢des do espectro e para a banda X é proxima a
9,5GHz.

Para a porfirina CuTMPYP os experimentos foram realizados em temperatura ambiente,
portanto os valores de g e a sdo isotropicos como descrito na sesséo 3.4.3. Portanto os valores de go

e Ay sdo calculados utilizando-se as seguintes equaces:

1
go=3 (g1 + 2g1) (14)

AO = % (A” + ZAJ_) (15)

Para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4 os valores anisotrépicos de gi, g1, Ai e AL foram

calculados segundo as equacdes (12) e (13), e a Figura 17, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CuTMPyP

5.1.1. Absorcdo na Regido do Ultravioleta e Visivel (Uv-Vis)

Um estudo inicial para a verificagdo da estabilidade foi realizada para a porfirina CuTMPyP,
visto que, algumas porfirinas sdo degradaveis. Os espectros eletrénicos da degradacdo para esta
porfirina em tamp&o de acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™* e pH 7,0, em funcdo do tempo, sdo
mostrados na Figura 18(a) cujos resultados mostram claramente que ndo ha& decréscimo
significativo na absorbancia nem deslocamento espectral, evidenciando a ndo existéncia de
degradacdo. A Figura 18(b) apresenta detalhadamente o comportamento espectroscépico da
absorcdo em funcdo do tempo para a mesma porfirina. Observa-se um aumento da absorbancia em
435 nm com o decorrer do tempo, explicado provavelmente porque ha uma maior solubilizacéo
desta porfirina em solucdo apds um dado periodo de tempo, ou seja, 0 estado de equilibrio desta
porfirina em solucdo € atingido cerca de 3 horas ap6s o seu preparo. Verifica-se que apds 3 horas, a
absorbancia em 425 nm ndo varia em funcdo do tempo. Ap6s 7 horas de experimento a porfirina
permanece estavel, contudo, conclui-se que a porfirina CuUTMPYP ndo é degradada neste intervalo

de tempo.
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Figura 18. (a) Espectros eletronicos da porfirina CuUTMPyP em solucdo de acetato fosfato
de sédio 0,02 mol.L™, pH 7,0 em funcdo do tempo (b) absorcdo desta
porfirina em 425 nm em funcdo do tempo. A concentracdo de porfirina

empregada foi 2,0x10™ mol.L™.

Determinou-se a absortividade molar para a porfirina CUTMPyYP em solucdo tampéo de
acetato fosfato de sodio 0,02 mol.L™ em pH 7,0 a temperatura ambiente. A Figura 19 mostra os
espectros de absorcdo Gtica da porfirina em diferentes concentraces e verifica-se que ha um
aumento de intensidade do sinal em funcdo da concentracdo. Observa-se a presenca de uma banda
bem definida caracteristica de todas as porfirinas centrada em 425nm, denominada banda de Soret e
duas bandas de menor intensidade centradas em 550nm e 590nm na regido da banda Q
caracteristicas de metaloporfirinas. As transi¢des eletronicas devido ao macrociclo sdo responsaveis
pela producdo do sinal na banda de Soret, enquanto que as transicdes produzidas nos aneis
periféricos produzem a banda Q *. Pode-se observar ainda que através dessa figura a visualizagdo
da banda Q se faz possivel apenas quando a concentragdo da porfirina se encontra relativamente

alta.
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Figura 19. Espectros de absorcéo Otica para a porfirina CUTMPyP em solucdo de acetato
fosfato de sodio 0,02 mol.L™, pH 7,0, em diferentes concentracdes. Ampliacio

na regido na banda Q.

O gréfico da absorbancia em 425 nm da porfirina em funcdo da concentracdo da
CuTMPyP, mostrado na Figura 20, permite a determinacdo do valor da absortividade molar para
esta porfirina cujo valor é de 9,77x10* M™cm™, em pH 7,0. Dados relativos a um estudo
semelhante, porém em solventes distintos podem ser encontrados na literatura. Komath e
colaboradores *° determinaram para a mesma porfirina o valor de 2,75x10° Mcm™ em
comprimento de onda 424 nm e meio tamponado de PBS (0,02 mol.L™ de tampao de fosfato
contendo 0,15 mol.L™* de NaCl em pH= 7.4). Os resultados apresentam algumas discrepancias dos

encontrados aqui em virtude dos diferentes solventes utilizados.

3.0

254

= = N
o o =}
1 1 1
L ]

L ]

Absorbancia 425 nm

o
o
1

[ )

...

A, =0,04+9,77x 10" [CUTMPyP]

R=0,99897

o
o

T T T T T T
0.0 5.0x10° 1.0x10° 15x10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10°
[CuTMPyYP] mol.L™

Figura 20. Absorbancia em 425 nm em fungdo concentracdo da CuTMPYP, em tampéo
acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™ e pH 7,0.
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O gréfico da Figura 20 ainda mostra que na faixa investigada, isto ¢, de 5,0x10” mol.L™ até
3,0x10™ mol.L™ a Lei de Beer-Lambert é obedecida. Este fato é relevante, pois a literatura mostra
que algumas porfirinas tem tendéncia a se agregarem acima de uma determinada concentragéo %
Deste modo, assegurou-se que em todos os experimentos realizados ao longo do estudo em questéo
a porfirina CuTMPYP obedeceu a lei de Beer-Lambert.

A Tabela 6 apresenta alguns valores de absortividade molar para diversas porfirinas.

Tabela 6. Valores de absortividade molar para diversas metaloporfirinas®.

Porfirina Améximo emax X10° (M.cm™)
CuTPPS 411 1,91
ZnTPPS 422 3,70
CuTCPP 412 1,53
ZnTCPP 422 1,62

Para a verificacdo da influéncia da forca idnica nas propriedades eletrénicas da CUTMPYP,
também foram realizados experimentos de titulacbes desta porfirina com concentracdo de 12
umol.L™* em funcdo da concentracdo de NaCl até praticamente a saturacdo do meio. Os resultados
mostraram que na faixa estudada, o comportamento espectral desta porfirina é independente da
concentracdo de sal presente no meio, sugerindo a existéncia de apenas uma Unica espécie em

solucdo, como pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21. Espectros eletronicos da porfirina CuTMPyYP em funcdo da concentracdo de
NaCl. ([CuTMPyP]= 12 pmol.L™).
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Os espectros eletronicos da titulagdo da porfirina CuTMPyP, em solugdo tampdo acetato

fosfato de sodio 0,02 mol.L™, em funcéo do pH estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Espectros de absorcao Otica da porfirina em solucéo de acetato fosfato de sddio
0,02 mol.L™ em diferentes pH. ((CuTMPyP]=9 pmol.L').

Na Figura 22 pode-se observar que variando-se 0 pH na faixa sob investigacdo, cujo
intervalo estende-se desde 0,5 a 13,5 0s espectros eletronicos ndo sofreram alteracdes significativas.
Uma discreta diminuicdo na banda de Soret foi observada que pode ser atribuida a perturbacéo do
sistema, devido a variacdo do pH modificado com aliquotas de solu¢des de diferentes concentracdes
de HCI e NaOH. Nenhum ponto isosbéstico é observado, sugerindo a existéncia de apenas uma
espécie em solugdo, ou seja, a CuTMPyYP ndo sofre processo de dimerizacdo ou agregacao

influenciado pelo pH do meio.

Estudos mostram que as porfirinas catidnicas sofrem agregacdes influenciadas pelo meio em
que se encontram solubilizadas. O processo de dimerizacdo na presenca de KCI da porfirina base
livie H,TPPC foi observado '®*. Gandini e colaboradores % analisaram a influencia do pH e da
forca idnica para porfirina complexada com Fe®**, FeTMPyP e observou-se a presenca de quatro

valores de pH criticos em meio tamponado e de apenas trés em presenca de NaCl.

Para investigar a interacdo da porfirina com os surfactantes catiénico CTAB, aniénico SDS
e ndo ibnico Brij 78 através das propriedades eletrdnicas da porfirina catibnica CuTMPYP em
solugdo tampdo de acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™ em pH fixo e igual a 7,0, realizou-se
titulacGes desta porfirina em presenca destes compostos variando-se a concentracdo de surfactante

em solucéo desde 0 mol.L™ até concentracdes superiores a CMC.
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A Figura 23 mostra alguns espectros da porfirina CuTMPyYP em solucdo de acetato fosfato
de s6dio 0,02 mol.L™ e pH 7,0 em funcéo da concentracdo do surfactante anidnico em solucéo. Na
presenca de moléculas de SDS esperava-se uma grande interacdo porfirina-micela visto que 0s
fatores eletrostaticos sdo de grande importancia no processo de interacdo das porfirinas. Através da
titulacdo da CuTMPYP em funcdo da concentracdo de SDS a interagdo porfirina-micela pode ser

observada 1%3-1%°,
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Figura 23. Espectros de absor¢do 6tica da porfirina em solucdo de acetato fosfato de sédio

0,02 mol.L™ em funcdo da concentracdo de SDS em solucdo. ([CuTMPyP]= 7
pmol.L™).

Com o aumento da concentracdo de SDS em solucdo observou-se um decréscimo gradual na
intensidade da banda de Soret inicialmente centrada em 425 nm até que a concentracdo de SDS
atinja 3,12x10™ mol.L™. Posteriormente a essa concentracdo inicia-se um deslocamento espectral
para comprimento de ondas maiores e a intensidade de absorcéo da banda de Soret passa a aumentar
com 0 aumento da concentracdo de SDS. Em meio micelar a interacdo porfirina-micela de SDS &
evidenciada pelo deslocamento batocromico do espectro cuja banda de Soret encontra-se centrada
em 429 nm. Apds a concentragdo de 1,77x10° a banda de Soret, se mantém praticamente constate
até o final da titulagdo. O processo de interacdo porfirina-SDS, abaixo da CMC pode ser observado
macroscopicamente pelo desaparecimento na coloragdo da solucdo contendo porfirina, seguido do

seu reaparecimento com o aumento da concentracdo de SDS em solucéo.
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Um estudo semelhante foi realizado por Yaffe e colaboradores'®

através de absorcéo Otica,
ressonancia de espalhamento de luz, potencial & e espectroscopia de energia dispersiva de raio -X
para a porfirina catibnica cloreto de ferro meso-tetrakis (N-metil-4-piridil), FeETMPyP em
concentracdes de SDS abaixo da CMC, cujos resultados mostraram duas transicdes de fase
macroscopica, precipitacdo e redissolugdo como funcdo da concentragdo de SDS. Como ocorre para
a CUTMPyP, para a FeTMPyP também foi observado macroscopicamente a mudanca na coloragao
da porfirina até atingir uma concentracdo de SDS, na qual ocorre uma interacdo entre a porfirina e o
agregado pré-micelar e posteriormente, com o0 aumento da concentracdo de SDS ocorre 0
reaparecimento da coloracéo da porfirina.

Para um detalhamento do comportamento espectroscopico da porfirina CuTMPYP, o
conjunto de espectros experimentais da Figura 23 foi submetido a analise computacional
considerando-se a existéncia da combinacao linear de trés componentes puras em solugdo. Como
resultado desta andlise, obteve-se os espectros da deconvolucdo das trés espécies puras neste
equilibrio apresentados na Figura 24(a). As contribuicbes das trés espécies, em fungdo da
concentracdo de SDS em solucdo estdo mostradas na Figura 24(b). Pela analise deste grafico
obteve-se os valores de pK da transi¢cdo da primeira espécie para a segunda e da transicdo da
segunda para a terceira espécie. Os valores de pK encontrados foram pK;= 4,37x10®° mol.L™ e pKy=
8,01x10™ mol.L™ . Atribuiu-se ao espectro com a banda de Soret centrada em 425 nm a forma livre
da porfirina, a centrada em 424 nm a agregado pré-micelar e para a forma de interagcdo porfirina-

micela a centrada em 429 nm.
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Figura 24. (a) Componentes da deconvolucao dos espectros 6tico da CuTMPyP
em acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™. (b) Contribuicdes das
FracOes das trés espécies da CuTMPYP existentes no equilibrio em

funcéo da concentragdo de SDS em solugéo.

As interacBes da porfirinas H,TMPyP** com o surfactante SDS foram analisadas através de
absorcédo eletrdnica, bem como de outras técnicas espectroscopicas. Os resultados mostraram um

comportamento analogo ao da porfirina CuTMPYP aqui demonstrados. A interagdo ocorre atraves
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de um equilibrio duplo entre mondmero, agregado pré micelar e 0 monémero solubilizado em
micelas de SDS. Os resultados obtidos por UV-vis para esta porfirina foram confirmados a com a
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia que afirma que trés espécies diferentes estdo presentes
ao longo da titulacdo da porfirina H,TMPyP*" com este surfactante anidnico .

Os graficos das Figura 25(a) e 25(b) apresentam a absorbancia porfirina em 425nm em
funcéo da concentracdo do surfactantes CTAB e Brij 78.
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Figura 25. Absorbancia em 425 nm porfirina CUTMPYP em fungdo da concentragdo do
surfactante em pH=7,0 (a) CTAB ([CuTMPyP]= 6 umol.L™) e (b) Brij 78
([CuTMPyP]= 8 pumol.L™).

Observa-se, através das Figura 25(a) e 25(b), que a interacdo da porfirina com o surfactante
catibnico e néo idnico é praticamente nulo, pois a absorbancia em 425 nm se mantém em toda a
faixa de concentracdo investigada. Considerando que a porfirina CUTMPYP ¢é catibnica e que 0
surfactante CTAB também apresentam uma superficie hidrofébica com carga positiva, devido a
repulsdo de cargas observa-se a ndo interacdo porfirina-CTAB ao longo de toda a faixa de
concentracdo estudada para este surfactante. Um fendmeno semelhante ocorre para o surfactante

ndo ibnico Brij 78. N&@o se observam mudancgas espectrais significativas, quando aumenta-se
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gradativamente a concentragcdo deste surfactante, indicando assim que ndo ocorre uma interacao

entre a CUTMPYP e o surfactante néo idnico.

Os resultados até aqui obtidos podem ser resumidos no grafico da Figura 26, os espectros
eletrénicos da porfirina CUTMPyYP (pH 7,0) em solugdo tampéo de acetato fosfato de sodio 0,02

mol.L™ e em outros trés diferentes meios micelares.

1,0
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BRIJ 78
—— CTAB
—— Acetato/
fosfato de sodio

0,8

Absorbancia

300 I 4(I)O I 5(I)O I 6(|)0
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Figura 26. Espectros de absorcdo Otica da porfirina CuTMPYP em solucdo de acetato
fosfato de sédio 0,02 mol.L™ e em meio micelar de SDS, CTAB e Brij 78.

Na presenca do surfactante aniénico SDS ocorre um deslocamento batocromico de ambas as
bandas no espectro desta porfirina, enquanto que na presenca dos outros surfactantes catidnico e o
ndo idnico esse fendmeno ndo € observado. Isto sugere que ha uma interacdo entre a porfirina
catibnica CUTMPYP e as micelas do surfactante aniénico como também reportado por Kadish e

colaboradores'®.

5.1.2. Dicroismo Circular Magnético (DCM)
Com o intuito de se caracterizar o0 comportamento espectroscopico da porfirina CUTMyP em

solugdo tampdo de acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™, a titulagdo da mesma foi realizada em

valores de pH distintos utilizando o Dicroismo Circular Magnético. Observa-se na Figura 27(a), que
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0s espectros sdo constituidos por dois picos positivos em 409 e 452 nm e um pico negativo de
grande intensidade em 427 nm na regido da banda de Soret (350 a 500nm). Na regido na banda Q
(500 a 750 nm) é possivel observar a presenca de dois picos positivos centrados em 540 e 595 nm e
dois picos negativos de menor intensidade com minimos em 578 e 562nm. E possivel afirmar que
ndo ha nenhum ponto isosbéstico, portanto sugere-se a existéncia de apenas uma espécie em
solucdo independente do pH do meio. Através da Figura 27(b) é observado que também ndo
ocorrem mudancas quando os surfactantes CTAB e Brij 78 estdo presentes em solucdo na forma

micelar.
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Figura 27. (a) Espectros de DMC de solucdo tampdo de acetato fosfato de sodio 0,02 mol.L
! de CuTMPYP (40x10° mol.L™Y) na presenca de um campo magnético de 8600
Gauss (a) em diferentes valores de pH e (b) na presenca de CTAB e Brij 78.
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Os espectros de DCM para diferentes concentracdes de SDS estdo apresentados na Figura

28.
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Figura 28. Espectros de DMC de solucéo tampéo de acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™ de
CuTMPyP (40x10° mol.L™") na presenca de um campo magnético de 8600

Gauss e presenca de SDS em diferentes concentracdes e pH 7,0.

Com o aumento da concentracdo de SDS em solucdo ndo houve o surgimento de nenhum
novo pico, porem um deslocamento discreto para comprimento de ondas maiores em ambas as
bandas do espectro foi observado indicando uma interacdo entre a porfirina e as micelas de SDS.
Diferentemente do observado em oOtica, ndo foi possivel observar as trés espécies existentes em
equilibrio em funcdo da concentracdo de SDS propostas pela absorgéo 6tica no estudo realizado por
DCM. Este fato se justifica em consequéncia da alta concentragdo da amostra empregada para

DCM, cerca de cinco vezes, em relacdo ao experimento realizado utilizando absorc¢éo otica.
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5.1.3. Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

A porfirina CuTMPyP foi estudada por RPE em solugdo de acetato fosfato de sodio 0,02
mol.L ™! em temperatura ambiente, em diferentes valores de pH e na presenca de surfactantes. Os
experimentos foram realizados de modo a monitorar o estado de oxidagdo do centro metélico e/ou
possiveis modificacbes estruturais decorrentes da formacdo de agregados moleculares. Os picos
observados nos espectros de RPE sdo unicamente referentes ao centro metalico da porfirina uma
vez que o macrociclo bem como os radicais ndo apresentam elétrons desemparelhados, cuja
presenca é necessaria para analise por RPE, visto que esta técnica baseia-se na detec¢do de espécies
paramagnéticas.

O numero de linhas da interacdo é dado pela multiplicidade dos estados de spin nuclear é
dado por 2S+1, no caso do Cu®", S=3/2 8 portanto espera-se que 0s espectros exibissem um
quarteto e, como 0s momentos nucleares e magnéticos deste ion sdo similares, as linhas sdo
préximas e nem sempre é possivel distingui-las, principalmente quando elas sdo largas. A Figura 29

apresenta os espectros de RPE para a CuTPMPyP em diferentes valores de pH.

T T T
2500 3000 3500 4000
Campo Magnético (Gauss)

Figura 29. Espectros de RPE a temperatura ambiente de CuTMPyP em pH 3,0 e 12,0.
([CuTMPyP]= 1mmol.L™).
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Os experimentos para a porfirina CuTMPyP foram realizados em solugdo e temperatura
ambiente, o valor de go e Ao para 0 Cu**, nestas condicdes é isotropico. Observa-se na Figura 29, a
presenca de quatro linhas de RPE com @=2,075 para ambos os valores de pH. O
acoplamento hiperfino é evidenciado por nove linhas presentes no espectro correspondente a
interacdo do acoplamento do Cu®* com os quatro nitrogénios equivalentes existentes no macrociclo
porfirinico. Ndo foi observada nenhuma mudanca espectral nos ligantes axiais e nem nos
equatoriais em funcdo do pH, portanto confirma-se o modelo proposto pela absorcéo 6tica e DCM
da existéncia de apenas uma espécie em solucéo independente do pH do meio.

Normalmente em complexos de Cu (Il) coordenado com &tomos de nitrogénio pode-se
observar nos espectros de RPE no sinal perpendicular ao Cu®*, um conjunto de linhas separadas por
10 a 30 Gauss. Este conjunto de linhas é devido a interacdo super-hiperfina proveniente da interacao
do elétron desemparelhado do Cu** com o ntcleo do nitrogénio ligante. Em alguns casos, o elétron
desemparelhado pode estar deslocalizado sobre diversos 4tomos idénticos, entdo, o numero de
linhas sera dado por 2nl+1, onde n € o nimero de nacleos equivalentes com quem o elétron
desemparelhado interage. Para a porfirina CUTMPYP existem quatro nitrogénios equivalentes do
macrociclo porfirinico, e, como | para o nitrogénio é igual a 1, a interacdo hiperfina deve ser
composta por nove linhas ressonantes.

O cobre (**Cu ou ®*Cu) tem spin nuclear S = 3/2, o qual dé origem a quatro linhas ressonantes
e ao desdobramento hiperfino, devido aos elétrons d estarem deslocalizados, por sobre os
nitrogénios do macrociclo porfirinico. O centro metélico da porfirina CuTMPyP é composto pelo
fon cobre no seu estado de oxidago (I1). Nesta configuracdo os nove elétrons de valéncia do Cu®",
localizados no subnivel d. O ion metélico esta coordenado a seis ligantes, cujas ligacGes axiais
diferem em comprimento das equatoriais. O elétron desemparelhado est4 localizado no orbital dx?-
y%, portanto as transicées possiveis sa0 dx*-y*2dyy e dx*-y*2dy,,dy, **

A interacdo hiperfina sé pode ocorrer quando o elétron desemparelhado possuir uma
probabilidade finita de densidade de nucleo. Logo, elétrons em orbitais p, d, f e superiores, que tém
funcbes de onda com nos no nucleo (densidade eletronica nula) precisam ter algum carater de
orbital s para que possa ocorrer a interacdo via interacdo de contato. Como o elétron
desemparelhado do Cu?* esta localizado no orbital dx*-y?, as ligagdes formadas sio do tipo o, visto
que estdo em orbitais moleculares ligantes hibridos e apresentam um ligeiro carater s. Quanto maior
a densidade eletronica nestes orbitais moleculares maior sera o valor de A e maior o carater

covalente das ligagdes.
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Basu e colaboradores'®, estudaram a porfirina Cu(TPP) através de RPE solubilizada em
tolueno a temperatura ambiente e em solucdo congelada. A temperatura ambiente os espectros de
RPE desta porfirina exibiram quatro linhas caracteristicas dos isotopos naturais de maior
abundancia do cobre (3Cu,°Cu). O Cu®* possui S=3/2, portanto apresenta quatro (2nl+1 =
2x1x3/2+1=4) linhas de ressonancia. Sob condi¢des experimentais, 0s dois isétopos ndo podem ser
diferenciados. O valor de g isotrdpico obtido para esta porfirina foi de 2.117. O espectro apresenta
ainda o acoplamento hiperfino composto por nove linhas distintas devido ao acoplamento da
porfirina com atomos de nitrogénio do anel macrociclico. A teoria do campo cristalino prediz que o
elétron desemparelhado para esta porfirina esta localizado no orbital 3dx?y?, localizagdo esta,
direcionada aos nitrogénios. Complexos de cobre foram analisados  por Gancheva e
colaboradores'® através técnicas espectroscopicas com o objetivo de observar a influéncia do
solvente empregado. Os resultados obtidos para os dois complexos empregando-se RPE a
temperatura ambiente apresentaram go= 2,065 e 2,060 em DMFA, e go=2, 067 e 2,063 em DMSO.
Os valores de A, variaram de 570 a 580 Gauss para DMFA e de 520 a 530 Gauss para DMSO.
Utilizou-se um complexo de cobre solubilizado em tolueno como referéncia para analise dos dados,
uma vez que go=2,047 e Ag= 720 Gauss. Estes resultados condizem com o numero de linhas
encontrados nos espectros de RPE bem como os valores de go obtidos para a porfirina CuTMPYP.

Como reportado*®

, 0 solvente empregado influencia de forma significativa no comportamento
espectroscopico dos compostos, portanto, as discrepancias podem ser atribuidas aos diferentes
solventes empregados nos estudos.

Os espectros de RPE da porfirina CuTMPYP na presenca de micelas do surfactante catidnico
CTAB e Brij 78 estdo apresentados na Figura 30. Os resultados experimentais obtidos foram
semelhantes ao da porfirina CUTMPYP em soluc&o tamp&o de acetato fosfato de sodio 0,02 mol.L™
na auséncia de micelas, indicando assim que ndo ha mudancas no comportamento espectral da
porfirina quando micelas catidnicas estdo presentes. As quatro linhas de RPE em g=2,073 podem
ser observados também na presenca de CTAB, e g=2,079 na presenca de Brij 78. Na presenca de
ambos os surfactantes a estrutura super-hiperfina é composta por nove linhas ressonantes devido ao
acoplamento Cu®* com os quatro nitrogénios também estdo presentes. Devido & carga na parte
hidrofobica da micela, o surfactante catibnico CTAB exibe um potencial de superficie positivo e
considerando a existéncia de uma também carga positiva localizada nos anéis periféricos da
porfirina, esperava-se realmente que houvesse uma repulséo entre as cargas, de modo a ndo haver

uma interacdo porfirina-micela. Um comportamento espectral semelhante é observado quando
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micelas do surfactante ndo ibnico Brij 78 estdo presentes em solugdo. A auséncia de mudancas
espectrais significativas na presenca de micelas de CTAB e Brij 78 caracteriza a existéncia de
somente uma espécie em solucdo sugerindo a ndo existéncia de interacdo porfirina micela de

surfactante catidnico e ndo idnico.

—— CTAB
1 —Brij78
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Figura 30. Espectros de RPE a temperatura ambiente de CUTMPYP pH 7,0 na presenca de
micelas de CTAB e Brij 78. ((CuTMPyP]= 1mmol.L™).

Na presenca de surfactante aniénico, ocorreram dois comportamentos distintos dependentes
da concentracdo de SDS presente em solucdo que estdo ilustrados na Figura 31. O experimento
realizado com concentracdo de SDS= 5,0 x10™ mol.L™?, isto &, abaixo da CMC apresentou um
espectro semelhante a auséncia de surfactante em solucéo: as quatro linhas de RPE em g= 2,075
estdo presentes no espectro bem como as nove linhas de ressonancia da estrutura super-hiperfina.

Portanto, nestas condigdes experimentais, ndo foi observado nenhuma interagéo entre a porfirina e
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surfactante anionico. Todavia, quando micelas de SDS estdo presentes no meio ([SDS]= 4,2 x10™
mol.LY) é possivel a identificacdo de uma forte interacdo entre a porfirina e as micela de SDS
atraves da um afinamento das linhas. As quatro linhas de RPE estdo presente no espectro que
apresenta g=2,077. A estrutura hiperfina é, novamente, composta por nove linhas de ressonancia.
Além da permanéncia do sinal de RPE, ndo ha deslocamento espectral, conclui-se, portanto que a
interacdo entre a porfirina e as micelas de SDS néo se d& através de processos de agregacdo. Cita-se
que nao foi possivel observar a interacdo entre a porfirina e 0 ambiente pré-micelar com preciséo,
pois a alta concentracéo de porfirina empregada (1x10°mol.L™ para RPE) pode ter mascarado esta
interacdo. Apenas a forma livre da porfirina CuTMPYP e a forma solubilizada em micelas de SDS
foram observadas por esta técnica.

—— SDS abaixo da cmc
—— SDS acima da cmc
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Figura 31. Espectros de RPE a temperatura ambiente de CUTMPyYP em pH 7,0 na presenca
de SDS abaixo (5,0 x10* mol.L™") e acima (4,2 x10™ mol.L") da CMC.
([CuTMPyP]= 1mmol.L™).
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A Tabela 7 exibe um resumo dos resultados obtidos através da técnica de RPE. Nela sdo
encontrados os valores de go e oo calculados a partir dos espectros de RPE para a porfirina
CuTMPyP (vide item 4.3).

Tabela 7. Valores de go e Ag calculados a partir dos espectros de RPE para a porfirina CuTMPyP.

do Ao (Gauss)
CuTMPyP em pH 3 2,075 134
CuTMPYP em pH12 2,075 136
CuTMPyP +CTAB 2,073 135
CuTMPyP +Brij 78 2,079 135
CUTMPYP +SDS; 2,075 134
CuTMPyYP +SDS; 2,077 130
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5.2. CuTPyP{Ru(bipy),Cl},

5.2.1. Absorcao na Regido do Ultravioleta e Visivel (Uv-Vis)

A avaliagéo da estabilidade da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, foi realizado em tampé&o de

acetato fosfato de s6dio 0,02 mol.L™* e pH 7,0 e os resultados obtidos encontram-se na Figura 32.
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Figura 32. Analise do comportamento espectroscopico da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4
em solucdo de acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™ e pH 7,0 . (a) Espectros
eletronicos da porfirina em fungdo do comprimento de onda e (b) absor¢do em
comprimento de onda maximo de 409 nm em funcdo do tempo. A concentracdo

de porfirina empregada foi cerca de 1,0x10°° mol.L™.

Ao contrario do que ocorre com a porfirina CuTMPyYP, os espectros da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy),Cl}s sdo modificados significativamente com o decorrer do experimento. E
possivel observar na Figura 32(a) a existéncia de um deslocamento batocrdmico e também um
aumento da absorbéancia ao longo do tempo, sendo que o tempo de decorréncia deste experimento
foi superior ao realizado para a CuTMPyYP devido as mudangas significativas para esta porfirina.
Nas primeiras oito horas decorrentes do experimento, a flutuacéo nos valores de absor¢éo € pequena
e a formacgdo de um patamar estavel de valores de absorcéo é observado. Porém, devido a mudancas

espectrais, sugere-se que decorrido a este periodo a porfirina inicie um processo de queda de
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estabilidade. A Figura 32(b) detalha o comportamento espectral da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, onde, como ocorre para a porfirina CUTMPyP, também é observado o
aumento da dissolucdo da porfirina em solucdo ao longo do tempo.

A determinacdo da absortividade molar em solucao tampé&o de acetato fosfato de sodio 0,02
mol.L®, pH 7,0 e temperatura ambiente também foi realizada para a porfirina
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}.. Na Figura 33(a) séo apresentados os espectros obtidos neste experimento.
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Figura 33. (a) Espectros de absorcdo 6tica para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s em
solucdo de acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™ em diferentes concentragées.
(b) Absorbancia em 409 nm em funcdo concentracdo da
CuTPyP{Ru(bipy)-Cl}s, em tampdo acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™ e pH
7,0.

E possivel observar espectros tipicos de metaloporfirinas, ou seja, as transicdes eletronicas
devido ao macrociclo geram uma banda de Soret bem definida centrada em 409 nm e as transicGes
produzidas nos anéis periféricos produzem duas bandas Q de menor intensidade centradas em 549 e
593 nm. A intensidade de absor¢do aumenta com o aumento da concentracdo, porém essa relacao
ndo é diretamente proporcional. A partir da concentragdo de CuTPyP{Ru(bipy),Cl}, em solucdo
maior a 3x10° mol.L™ é possivel observar o fendmeno de auto agregacdo desta porfirina,

evidenciado pelo alargamento da banda de Soret e desvio da Lei de Beer- Lambert, que pode ser
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melhor visualizado na Figura 33(b). O valor da absortividade molar para esta porfirina é de
9,64x10° Mtcm™ em pH 7,0, sendo este determinado pelo mesmo método ja descrito
anteriormente para a porfirina CuTMPyP. Cita-se que a lei de Beer-Lambert foi seguida na
realizacdo dos experimentos utilizando-se as técnicas de ultravioleta e visivel e dicroismo circular
magnético, ao contrario do que ocorreu nos experimentos de ressonancia paramagnética eletronica.
Este fato € justificado pelas diferentes concentragbes exigidas para que o aparelho instrumental
detecte o sinal da amostra.

Para verificar a influéncia da forca i6nica nas propriedades eletronicas da
CuTPyP{Ru(bipy).Cl},, realizou-se titulacbes desta porfirina em uma concentragédo fixa em funcéo
da concentracdo de NaCl. Ao longo desta adicdo, verificou-se que a presenca deste sal alterou

significativamente os espectros opticos da porfirina, como mostra a Figura 34.
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Figura 34. (a) Espectros eletronicos da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}sem funcédo da
concentracdo de NaCl.(b) Contribuicdes das fracdes monomeéricas e ndo

monoméricas em funcdo da concentracéo de NaCl.

Pode-se observar nesta figura que ha um ligeiro deslocamento para comprimentos de onda
maiores e alteracbes na intensidade da banda de Soret dos espectros, indicando que ha um
consideravel efeito da forca ibnica nas propriedades eletronicas desta porfirina. Pode-se observar

que abaixo de 5,9x10™" mol.L™" de NaCl em solucéo esta porfirina existe predominantemente na
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forma monomérica. Acima desta concentracdo ha uma transi¢do para a forma ndo monomeérica.
Deste modo assegura-se que em todos os experimentos realizados, com a porfirina em solugéo
tampédo acetato fosfato de 0,02 mol.L™, inicialmente a porfirina em solucio encontrava-se na forma
monomeérica.

Com a finalidade de descobrir as diferentes formas possiveis da CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s ao
longo do pH investigado, bem como analisar possivel formacdo de agregados, visto que a auto
agregacao foi anteriormente observada para esta porfirina, foram realizados experimentos
variando-se o pH do meio de 0,5 a 13,5. Os espectros eletronicos da titulagdo da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy)-Cl}4, em solucéo tampéo acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™, em funcéo do pH
estdo apresentados na Figura 35. Neste experimento observa-se a presenca da banda de Soret
proxima a 415 nm em meio &cido, bem como o seu deslocamento para comprimento de ondas

menores com a alcalinizacdo do meio, e as duas banda Q centradas em 549 e 593 nm.

Absorbancia

T T T
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 35. Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy),Cl}, em funcdo do pH em solucdo acetato fosfato de sédio
0,02 mol.L™.

As bandas centradas em 292, 356 e a banda larga em torno de 490 nm sdo caracteristicas dos
grupos [Ru(bipy).Cl(pyP)]". A banda em 292 nm pode ser atribuida a transicdo m—m* das
bipiridinas, enquanto que a banda em 356 e 490 nm podem ser atribuidos, respectivamente, a
transicdo de campo ligante e a transicdo de transferéncia de carga metal-ligante, dos elétrons =
localizados no subnivel d do Ru?* para o subnivel p na sua forman* da piridina, por analogia com

a atribuicdo do espectro eletrénico [Ru(bipy)s]**. As bandas centradas em 415 sdo atribuidas as

63



transi¢des devido ao macrociclo porfirinico e as bandas centradas em 544 e 582 sdo atribuidas as
transicBes devido ao anel periférico, sendo denominadas Qu.0) € Q) respectivamente®. As
bandas na regido do ultravioleta foram retiradas dos espectros exibidos neste trabalho, visto que se
projetavam de forma concomitante com as bandas de Soret e Q apresentas nos espectros.

Os espectros da CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, apresentados na Figura 35 mostram que houve
mudangas significativas com a alteracdo do pH do meio. Observa-se um deslocamento
hipsocrémico, ou seja, um deslocamento espectral para comprimentos de ondas menores com a
alcalinizacdo da solucdo desta porfirina. Observa-se ainda nesta figura a presenca de pelo menos um
ponto isosbéstico, centrado em 475nm, indicando a presenca de pelo menos duas espécies distintas

107108 ‘sygere-se que o equilibrio existente para a porfirina

neste equilibrio. Baseando-se na literatura
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, apresenta trés transicbes devido a protonacdo da bipiridina do radical

periférico, conforme mostra o esquema descrito abaixo:

[CuTMPyP{Ru(bipy),Cl},]** = [CuTMPyP{Ru(bipy)3 Cl},]3* + H* (14)

[CuTMPyP{Ru(bipy)3 Cl},]13* = [CuTMPyP{Ru(bipy); Cl},]3* + H* (15)

O conjunto de espectros experimentais apresentados na Figura 35 foi submetido a analise
computacional considerando-se a existéncia da combinacdo linear de trés componentes puras em
solucdo. Como resultado desta analise, obteve-se 0s espectros da deconvolucdo das trés espécies

puras neste equilibrio apresentados na Figura 36.
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Figura 36. Componentes da deconvolugdo dos espectros 6tico da CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4
em acetato fosfato de sodio 0,02 mol/L em funcdo do pH.
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As contribuices das trés espécies, em funcdo do pH estdo mostradas na Figura 37. Pela
andlise deste gréfico obteve-se os valores de pK da transi¢do da primeira espécie para a segunda e
da transicdo da segunda para a terceira espécie. Os valores de pK encontrados foram pK;=3,5+ 0,5
e pKy= 10,6% 0,6. Atribuiu-se ao espectro com a banda de Soret centrada em 419 nm a forma

diprotonada, monoprotonada centrada em 413 nm e para a desprotonada em 409 nm.
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0.6 1 —&— Diprotonada
o —e— Monoprotonada
& —4A— Desprotonada
& 0.4
0.2 1
0.0 1
T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura 37. Contribuicdes das Fracdes das trés espécies da CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, existentes

no equilibrio em funcgéo do pH.

Baseado na premissa de que trés espécies distintas estdo presentes em funcdo do pH,
investigou-se 0 comportamento espectroscopico desta porfirina fazendo-se uso da titulacdo da
porfirina, em uma concentracédo fixa, em funcdo da concentragédo dos surfactantes CTAB, BRIJ 78 e
SDS. Essas analises foram efetuadas em pH 2,0; 7,0 e 12,0 nos solventes previamente descritos na
sessdo 3.2. Os resultados obtidos para esta titulagdo da CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4 em funcdo da

concentragdo dos surfactantes em pH igual a 7,0 estdo representados na Figura 38.
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Figura 38. Absorbancia em 413 nm porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}sem funcdo da
concentragéo do surfactante em pH=7,0 €)) CTAB
([CuTPyP{Ru(bipy):Cl}4]=0,8mol.L’™"); (b) Brij 78
([CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s]= 0,7 pmol.L™) e (c) SDS ([CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4]=
0,8 pmol.L™).
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E possivel observar através das Figura 38(a) que ndo héa interacio entre o surfactante
catiénico e a CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4, visto que a oscilacdo nos valores de absor¢do da porfirina é
praticamente nulo quando comparada ao efeito causado pelos outros surfactantes. Fato este,
esperado devido a repulsdo eletrostatica entre a carga positiva localizada na cabeca polar do
surfactante e as cargas positivas nos nitrogénios periféricos da porfirina. Na presenca do
surfactante ndo idnico ha um aumento discreto nos valores de absor¢do da porfirina com o0 aumento
da concentracdo do surfactante presente em solucdo, indicando uma pequena interacdo entre a
porfirina e este surfactante. A repulsdo Coulombiana entre a porfirina e o surfactante opéem-se a
formacdo de agregados pré micelares e mesmo da concretizacdo do processo de micelizagdo. Isto é
evidenciado quando ndo ha mudancas espectrais com o0 aumento da concentracdo de surfactante em
solucdo .

Entretanto, em funcdo da concentracdo de surfactante anidnico presente no meio €
identificado uma grande interacdo entre a porfirina e o SDS, caracterizado por duas faixas
diferentes de concentragdo do surfactante: abaixo da CMC é sugerido a existéncia de um interacao
pré micelar seguido de solubilizacdo da porfirina na micela.

Na presenca de moléculas de SDS esperava-se uma grande interacdo porfirina-surfactante
visto que os fatores eletrostaticos sdo de grande importancia no processo de interacdo das porfirinas.
O comportamento complexo da porfirina CuTPyP{Ru(bipy),Cl}s na presenca do surfactante
anionico € ilustrado na Figura 38(c) onde verifica-se comportamentos distintos em determinadas
regibes de concentracdo. Aumentando-se a concentracdo de SDS em solucdo houve um decréscimo
gradual na intensidade da banda de Soret inicialmente centrada em 417 nm até que a concentracao
de SDS atingisse 5,1x10” mol.L™ (Regido 1). Posteriormente a essa concentragdo ocorre um
deslocamento espectral para comprimento de ondas maiores e a intensidade de absor¢do da banda
de Soret passa a aumentar com o aumento da concentracdo de SDS, cuja absorcdo da porfirina
supera a intensidade inicial (Regido 11). Apds uma concentracdo de 2,3x10 a banda de Soret, se
mantém praticamente constante até o final da titulacdo (Regido I11). Em meio micelar a interacdo
porfirina-micela de SDS é evidenciada pelo deslocamento batocrémico do espectro cuja banda de
Soret encontra-se centrada em 419 nm . Os espectros eletronicos para a titulacdo da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy)-Cl}., em solucdo tampéo acetato fosfato de sédio 0,02 mol.L™* em presenca do
surfactante anidnico e pH 7,0 sdo mostrados na Figura 39.
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Figura 39. Espectros de absorc¢do ética da porfirina em solucdo de acetato fosfato de sddio
0,02 mol.L™* em funcdo da concentracdo de SDS em soluco.
([CuTPyP{Ru(bipy)-Cl}4]= 1,0 pmol.L'}).

Para algumas porfirinas, as interacGes entre a porfirina e o surfactante a pH neutro se déo
atraves do equilibrio duplo entre mondmero, interacdo pré micelar e a micelizagdo propriamente
dita da seguinte forma:

M2A, 2M, (16)
onde M e a forma monomeérica, A,, € 0 interagdo pré micelar e M, € o mondmero solubilizado em
meio micelar.

Em casos em que este fendbmeno ocorre, 0 deslocamento espectral da absorcdo € muito
pequeno e a presenca de um ponto isoshéstico ndo definido claramente é observada *°2. Contudo,
esses agregados sao atribuidos a tipos de agregados de estrutura ndo especifica, ndo podendo ser
atribuido como agregados do tipo J ou H.

O conjunto de espectros experimentais da Figura 39 foi submetido a analise computacional
considerando-se a existéncia de trés componentes puras. Os resultados da decomposi¢do do
conjunto de espectros, gerados pelo programa CCA, estdo apresentados na Figura 40 onde
diferentes espécies sdo caracterizadas como forma livre da porfirina, pré interagdo e forma
solubilizada em micela, cujos valores de absor¢cdo maxima da banda de Soret estdo centradas em

417, 415 e 419 nm, respectivamente.
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Figura 40. Componentes da deconvolucao dos espectros ético da CuTPyP{Ru(bipy).Cl},
em acetato fosfato de s6dio 0,02 mol.L™.

Na Figura 41 é apresentada as contribuicBes das trés espécies, em funcdo da concentracdo
de SDS presente em solugdo. Pela andlise deste grafico obteve-se os valores de pK da transicao da
primeira espécie para a segunda e da transicdo da segunda para a terceira espécie. Os valores de pK
encontrados foram pK;=2,11x10" mol.L™e pK,= 8,58x10™ mol.L™ . Para facilitar a compreensio da
interacdo CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s-SDS na Tabela 8 sdo apresentados os resultados experimentais
para a titulacdo da porfirina em funcdo da concentracdo deste surfactante divididas em regides de

concentragdo de SDS e um resumo do comportamento exibido.

Tabela 8- Concentracdo de SDS nas diferentes regides e comportamento exibido em pH 7,0.

Regido [SDS]? [SDS]]I Comportamento exibido méiimo trgrlfsi%go
(mol.L™) | (mol.L™) (Banda de Soret) (nm) (mol.LY)
| 0 1,98x10" diminui 417 pKy=
I 1,98x10* | 2,3x10° |desloca A maiores e aumenta| 415 2,11x10°
3 2 . pKo=
11 2,3x10 2,3x10 praticamente constante 419 8,58x10™

[SDS]o= concentracgéo inicial de SDS, [SDS]f= concentracéo final de SDS.
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Figura  41. Contribuicbes  das  Fragdes das trés  espécies  da

CuTPyP{Ru(bipy).Cl}existentes no equilibrio em fungdo da concentracdo de

SDS em solucéo.

Segundo Tanforf e colaboradores '® h4 uma diferenca entre pré-agregados micelares e
micelas. Esta diferenca esta associada ao fato que micelas sdo agregadas com estrutura bem
definida e nimero de agregados conhecidos, enquanto que agregados pré-micelares podem assumir
qualquer forma e nimero de agregados.

A analise do comportamento espectroscopico para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}; em
funcédo da concentracdo dos surfactantes CTAB, Brij 78 e SDS foi realizada para pH 2,0 e pH 12,0.
Os resultados foram semelhantes aos obtidos em pH 7,0. A ndo interacdo entre a porfirina e 0s
surfactantes cationico e ndo ionico foi mais uma vez observada. A formacgdo do pré interacéo
micelar em concentrac6es de SDS abaixo da CMC e a interacdo da porfirina solubilizada nas micela

de SDS também foram observados, analogamente ao pH 7,0.
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5.2.2. Dicroismo Circular Magnético (DCM)

Para se obter um detalhamento na caracterizacdo do comportamento espectroscépico da
porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s;, bem como monitorar a formagdo de agregados moleculares,
foram realizados experimentos desta porfirina em diferentes valores de pH distintos: 2,0; 7,0 e 12,0,
cujos solventes foram descritos anteriormente na sessao 3.2. Os resultados obtidos por esta técnica

estdo mostrados na Figura 42.
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Figura 42. Espectros de DMC da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s (1x10®° mol.L™) na

presenca de um campo magnético de 8600 Gauss em diferentes meios e valores de pH.

No experimento realizado em pH 7,0 foi observado um pico bem definido positivo e de
grande intensidade centrado em 400 nm decorrente das transi¢cfes provenientes do macrociclo
porfirinico, cujas transi¢es originam a banda de Soret. Na regido da banda Q dois picos positivos
centrados em 542 e 588nm estdo presentes bem como um pico negativo centrado em 564nm. Em
pH 2,0 é possivel observar dois picos positivos, sendo um de maior intensidade centrado em
aproximadamente 400 nm e um de menor intensidade centrado em 440 nm, ambos pertencente as
transicdes decorrentes da banda de Soret do anel porfirinico. Na regido da banda Q os picos
presentes sdo em mesma quantidade e posi¢do aos encontrados no experimento realizado em pH
7,0. Em pH 12,0 além do intenso pico positivo centrado em 400 nm ha um pico alargado em 440
nm bem como um pico negativo em 413 nm. Nas transicdes devido a regido dos anéis periféricos ha

um comportamento semelhante ao pH 7,0. Em suma, mudancas na constituicdo de picos existentes
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nos espectros obtidos em fungéo do pH, principalmente nas transi¢cdes provenientes do macrociclo
porfirinico foram observadas. Nas trés condi¢des empregadas o espectro é constituido de um
intenso pico positivo em aproximadamente 400 nm, porém em cada pH em que o experimento foi
realizado os espectros apresentam comportamento distinto. Confirma-se, portanto, que o pH do
meio é de extrema importancia para 0 comportamento espectroscopico da porfirina, visto que, a
existéncia de trés espécies distintas em equilibrio na solucdo também foi observada atraves dos
experimento de DCM.

A interacdo entre a porfirina e os surfactantes catidnico e ndo iénico na sua forma micelar
esta ilustrada na Figura 43. Os espectros de DCM em pH 7,0 na auséncia de micelas e na presenca
de micelas de CTAB e Brij 78 apresentaram algumas discrepancias, porém ha praticamente uma
sobreposicao de bandas de mesmo comprimento de onda de intensidade. Isto é conseqiiéncia da nao
interacdo entre a porfirina e estes surfactantes. Este fato era esperado devido a repulsdo de cargas
entre a porfirina catibnica e o surfactante também carregado positivamente. O surfactante néo
ibnico, apesar de ndo ser repelido eletrostaticamente, ndo exerce nenhuma influéncia sobre a

porfirina. Cita-se que 0 mesmo comportamento foi observado para os valores de pH 2,0 e 12,0.

——pH7
> | ——pH 7+ CTAB
' ——pH 7 +Brij 78

Intensidade

T T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 43. Espectros de DMC da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s (1x10®° mol.L™) na
presenca de um campo magnético de 8600 Gauss em pH 7,0 na auséncia e

presenca de micelas de CTAB e Brij 78.
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Os espectros de DCM para diferentes concentragdes de SDS estdo representadas na Figura

44,

" ——pH7
6 ——pH 7 +SDS,
5 ——pH 7 + DS,

Intensidade

300 I SéO I 4(|)0 I 4é0 I 5(|)0 I SéO I 6(|)0 I 650

Comprimento de onda (nm)
Figura 44. Espectros de DMC da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4 (1x10®° mol.L™) na
presenca de um campo magnético de 8600 Gauss em solucdo tampdo de
acetato fosfato de sddio 0,02 mol.L™ na presenca de SDS; (4x10®° mol.L™") e

SDS2 (1x10% mol.L™Y).

Observa-se através da Figura 43 que com o surfactante anionico presente abaixo da CMC,
ndo houve o surgimento de nenhum novo pico bem como nenhum deslocamento espectral é
observado quando comparado ao comportamento espectral na auséncia do surfactante. Quando
micelas de SDS se fazem presente no meio observa-se um discreto deslocamento para comprimento
de ondas maiores em ambas as bandas do espectro bem como um aumento na intensidade do sinal,
desse modo caracterizando a interacdo entre a porfirina e as micelas de SDS.

Para os estudos de DCM utilizou se uma concentracdo de 1x10™ mol.L™ da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s; enquanto que para os estudos de absorcdo eletrdnica a concentracao
empregada foi de cerca de 1x10®° mol.L™ para a mesma amostra. Portanto, a alta concentragéo de
porfirina empregada para a obtencdo do sinal para as analises de DCM, cerca de dez vezes maior,

pode estar mascarando os resultados obtidos.
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5.2.2. Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

Os experimentos de RPE para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy),Cl}, foram realizados em
solugdes congeladas a 77K nos solventes ja abordados na sessdo 3.2, em trés diferentes valores de
pH (2,0; 7,0 e 12,0) e também na presenca dos surfactantes CTAB, Brij 78 e SDS. Os experimentos
foram realizados para monitorar possiveis modificacGes estruturais decorrentes da formacgdo de
agregados moleculares.

Esperava-se que 0s espectros de RPE para esta porfirina apresentassem quatro linhas
distintas, pois 0 numero de linhas da interacdo é dado pela multiplicidade dos estados de spin
nuclear (2S+1) e, no caso do Cu®*, S=3/2 ®. Esto apresentados na Figura 45 apresenta 0s espectros
de RPE para a CuTPyP{Ru(bipy).Cl}sem diferentes valores de pH.

;

—— pH2
—— pH7
—— pH12

T T T T T
2000 2500 3000 3500 4000
Campo Magnético (Gauss)

Figura 45. Espectros de RPE a 77k da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4em pH 2,0; 7,0 e
12,0. ([CuTPyP{Ru(bipy),Cl}s]= 1mmol.L ™).

Para espectros de solucbes congeladas, os acoplamentos produzidos na RPE dependem da
direcdo do campo magnético, portanto h4 uma anisotropia devido ao baixo movimento rotacional
randdmico das moléculas. Nesse caso, ha valores de g e A paralelos e perpendiculares que podem
ser calculados através dos espectros, como descrito no item 4.3.

Os experimentos para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s foram realizados em solucéo

congelada a 77K, portanto, os espectros de RPE apresentam valore de g paralelo (gi) e g
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perpendicular (g1) e A paralelo (A1) e A perpendicular (A1) para o Cu?*, que nestas condicées, é

anisotropico. Observa-se na Figura 44, a presenca de quatro linhas de RPE com g igual a 2,345;

2,347 e 2,342 para o pH 2,0; 7,0 e 12,0, respectivamente. Os valores de g. sdo iguais a 2,080 para
pH 7,0 e 2,076 para os valores de pH 2,0 e 12,0. O acoplamento hiperfino correspondente a
interacdo do acoplamento do Cu** com os quatro nitrogénios existentes no macrociclo porfirinico
ndo é observado claramente em funcdo do pH. A concentragdo de porfirina empregada nos trés
valores de pH é exatamente a mesma, porém as intensidades de sinais exibidas nos espectros
diferem de forma significativa, principalmente na regido de acoplamento dos ligantes axiais.
Ressalta-se que todos os experimentos foram realizados com os mesmos valores de ganho. Dessa
forma, conclui-se que o pH do meio exerce influéncia sobre 0 comportamento espectroscépico da
porfirina, pois a existéncia de trés espécies distintas em equilibrio na solucdo foi novamente
observada através dos experimento de RPE.

Como descrito na sessdo 5.1.3, as linhas observadas nos espectros de RPE da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, sio referentes ao Cu?* inserido no centro do anel porfirinico, uma vez que o
macrociclo porfirinico e os radicais periféricos ndo apresentam elétrons desemparelhados. O ion
metalico Cu®* apresenta nove elétrons em sua camada de valéncia, localizados no subnivel d. Nesta
configuracdo o ion metélico estd coordenado a seis ligantes, cujas ligacdes axiais diferem em
comprimento das equatoriais e o elétron desemparelhado esta localizado no orbital dx?-y?.

Complexos cristalinicos de [Cu(meso)]3[Co(CN)s]2.9.5H,0 solubilizados em DMF a 77 K,
foram analisados por RPE cujo espectro exibe quatro linhas de RPE para o Cu®*, S = 3/2. Os
resultados mostraram os valores de g, = 2,33 e gL = 2,01. Foi determinada a localizacdo do elétron
desemparelhado, baseado na premissa g// > g.> 2, encontrando-se no orbital dx?-y***°. Anélises de
RPE foram realizadas para dois complexos sintetizados de cobre solubilizados em metanol a 77k.

Os espectros apresentaram quatro linhas e simetria axial com valores de gi = 2.194, gL = 2.046 e g

= 2.226, gL = 2.076, respectivamente **. Estes resultados condizem com o nimero de linhas
encontrados nos espectros de RPE bem como os valores de g, e gL obtidos para a porfirina
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}s. As sutis discrepancias podem ser atribuidas aos diferentes solventes
empregados nos estudos.

Os espectros de RPE da porfirina CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, na presenca de micelas do
surfactante catiénico CTAB e Brij 78 estdo apresentados na Figura 46. Os resultados experimentais
obtidos foram semelhantes ao da porfirina CuTPyP{Ru(bipy),Cl}, na auséncia de micelas,
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indicando que ndo ha mudancas comportamento espectral da porfirina quando micelas catidnicas e

ndo idnicas estdo presentes. As quatro linhas de RPE em @i=2,342 podem ser observados na

presenca de CTAB e Brij 78 e g1= 2,077 e 2,084 para o surfactante cationico e ndo ibnico,
respectivamente. Semelhantemente ao que ocorre em funcdo do pH, na presenca de ambos 0s
surfactantes o acoplamento hiperfino devido ao acoplamento Cu®** com os quatro nitrogénios n&o
foi identificado com precisdo. Esperava-se realmente que houvesse uma repulsdo eletrostatica entre
as cargas da porfirina catiénica e a carga positiva na cabeca polar da micela de CTAB, de modo a
ndo haver uma interacdo porfirina-micela. Analogamente, quando micelas do surfactante ndo iénico
Brij 78 estdo presentes em solucdo ndo ocorrem mudancas espectrais significativas, evidenciando a

néo interacdo entre a porfirina-micela de Brij 78.

——pH 7+ CTAB
——pH 7 + Brij 78

T T T T T T T T T
2000 2500 3000 3500 4000
Campo Magnético (Gauss)

Figura 46. Espectros de RPE a 77 K de CuTPyP{Ru(bipy).Cl}sem pH 7,0 na presenca de
micelas de CTAB e Brij 78. ([CuTPyP{Ru(bipy)2Cl}s]= 1mmol.L™).

Na presenca de surfactante aniénico, ocorreram dois comportamentos distintos dependentes
da concentracdo de SDS presente em solugdo que estdo ilustrados na Figura 47. O experimento

realizado com concentracdo de SDS= 4,0 x10™ mol.L™?, isto &, abaixo da CMC apresentou um

espectro semelhante a auséncia de surfactante em solucédo: as quatro linhas de RPE em ¢1=2,345 e

gL = 2,079 estdo presentes no espectro bem como um acoplamento hiperfino impreciso. Portanto,
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nestas condicGes experimentais, ndo foi observado nenhuma agregacdo pré-micelar. Todavia,
quando micelas de SDS estdo presentes no meio ([SDS]= 1,0 x102 mol.L™") é possivel a

identificacdo da forte interacdo entre a porfirina e as micela de SDS através das mudancas

espectrais aparentes. As quatro linhas de RPE estdo presentes no espectro que apresenta gi=2,344 e

gL = 2,045. Apenas na presenca de micelas de SDS é observado o acoplamento hiperfino, composto
por nove linhas de ressonancia devido aos elétrons d do Cu?* estarem deslocalizados, por sobre
0s quatro nitrogénios equivalentes existentes no macrociclo porfirinico. Nao foi observado nenhum
deslocamento espectral, entretanto a presenca nitida da estrutura hiperfina e as diferencas no valor
de gL evidenciam esta a interacdo da porfirina com as micelas de SDS. Sugere-se ainda que, a
porfirina na sua forma monomérica, quando inserida nas micelas de SDS favoreca a interagdo do
centro metalico com os nitrogénios do macrociclo porfirinico, uma vez que o acoplamento hiperfino
apenas podde ser observado nestas condicdes. Ressalta-se ainda, que a alta concentracédo de porfirina
empregada (1x10°mol.L™) para a analise de RPE pode ter mascarado a interagdo entre a porfirina e
0 surfactante anionico abaixo da CMC, pois apenas a forma livre da porfirina
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}se a forma solubilizada em micelas de SDS foram observadas por esta

técnica.

— SDS abaixo da cmc
—— SDS acima da cmc

20I00 ' 25I00 ' 30IOO ' 35IOO ' 40IOO
Campo Magnético (Gauss)
Figura 47. Espectros de RPE a 77 K de CuTPyP{Ru(bipy).Cl}sem pH 7,0 na presenca de
SDS abaixo (4,0 x10° mol.L™") e acima (1,0 x10? mol.L") da CMC.

([CuTPyP{Ru(bipy)-Cl}s]= 1mmol.L™).
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A Tabela 9 apresenta um resumo do comportamento espectroscépico da porfirina

CuTPyP{Ru(bipy).Cl}, através dos valores de gi, g+, Aie ALcalculados a partir dos espectros.

Tabela 9: Valores de gi, g+, Aie ALcalculados a partir dos espectros de RPE.

CuTPyP{Ru(bipy),Cl}4 gl gL Al AL
pH 2,0 2,345 2,077 193 179

pH 7,0 2,348 2,080 205 175

pH 12,0 2,342 2,076 206 186

pH 7,0 + CTAB 2,342 2,077 209 181

pH 7,0 + Brij 78 2,342 2,084 209 180

pH 7,0 + SDS; 2,345 2,079 217 178

pH 7,0 + SDS; 2,344 2,045 205 174

Contudo, as interacdes da porfirina catibnica CuTPyP{Ru(bipy).Cl}4 ocorrem por fatores
eletrostaticos, uma vez que ocorre a interacdo preferencial com o surfactante aniénico. Caso
houvesse agregacdao molecular a soma liquida dos spins dos agregados de cobre seria zero e,
portanto, ndo seria possivel observar nenhum sinal de RPE. Como era esperado, 0 comportamento
espectroscopico desta porfirina mostra que ndo ha a formacdo de agregados moleculares nem em
fungdo do pH e nem na presenca de micelas, visto que o sinal de RPE foi observado ao longo de
todo o estudo desenvolvido.
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6. CONCLUSAO

Os resultados experimentais mostraram a porfirina CuTMPYP é estavel num periodo de oito
horas e ha uma Unica espécie em solucdo em funcdo do pH, visto que os espectros ndao sofreram
alteracbes drasticas em toda a faixa de pH investigado. Cita-se ainda que o comportamento
espectral desta porfirina ndo sofre influéncia da forca idnica. Na presenca do surfactante aniénico
SDS hé um interacdo efetiva entre a CUTMPYP e o tensoativo na forma pré e micelar. Devido a
fatores eletrostaticos, ndo foram observadas interacfes efetivas desta porfirina com as micelas
cationicas de CTAB e Brij 78.

Fazendo-se uso das técnicas de DCM e RPE pdde-se confirmar a existéncia de uma Unica
espécie em solucdo e ambas as técnicas corroboram que ndo ha uma interacdo significativa entre a
porfirina e as micelas dos surfactantes CTAB e Brij 78. Calculou-se o valor de go=2,075 e
observou-se a estrutura super-hiperfina composta por nove linhas ressonantes devido ao
acoplamento da Cu®* com os nitrogénios do anél periférico.

Para a porfirina CuTPyP{Ru(bipy),Cl}4 os resultados indicam que o pH do meio é de
extrema importancia para 0 comportamento espectroscépico da porfirina, visto que os espectros de
UV-Vis sofreram alteracGes significativas  exibindo trés espécies distintas em solucéo ao longo do
pH estudado. Os valores de pH em que essas transi¢cdes ocorrem foram pK;=3,5% 0,5 e pK,= 10,6t
0,6, atribuiu-se as transi¢cdes da forma diprotonada, para a forma monoprotonada e posteriormente
para a desprotonada da bipiridina localizada na regido periférica do macrociclo porfirinico.
Observou-se ainda, que esta porfirina apresenta estabilidade num periodo de oito horas e
posteriormente inicia um processo de perda de estabilidade. O comportamento espectral da porfirina
sofre influéncia da forca idnica, quando da presenca de NaCl com concentrac&o superior a 5,9x10™
mol.L™ Na presenca do surfactante aniénico SDS ha uma interacdo efetiva entre a
CuTPyP{Ru(bipy).Cl}; na forma pré e micelar do tensoativo, sendo que esta interacdo ndo ocorre
com as micelas do surfactante ndo idnico Brij78, bem como com as micelas do surfactante catiénico
CTAB.

As técnicas de DCM e RPE ratificaram a existéncia de trés espécies distintas em solugéo,
bem como a néo interacdo entre a porfirina e as micelas de CTAB e Brij 78. A estrutura super-
hiperfina devido ao acoplamento Cu** com os nitrogénios foi observada apenas na presenca de
micelas de SDS. Através da técnica de RPE foi possivel calcular os valores de g, ~ 2.345 ¢ gL =

2.026, bem como caracterizar que essa interagdo ndo se da por processos de agregacao e sim devido
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a fatores eletrostaticos.

Ressalta-se que ndo foi possivel observar a interagdo entre a porfirina e o ambiente pré-
micelar para ambas as porfirinas, pois a alta concentracdo de porfirina exigida para a obtencéo de
sinal satisfatorio pode ter mascarado esta interacdo. Apenas a forma livre de ambas as porfirina e a
forma solubilizada nas micelas de SDS foram observadas por estas técnicas.

Em suma, destaca-se que devido a interacdo preferencial com o surfactante anibnico,
conclui-se que ha um efeito consideravel das cargas superficiais das micelas na estrutura eletronica
das porfirinas e que fatores eletrostaticos séo fundamentais no processo de interacdo das mesmas.
Cita-se ainda que esta interacdo € predominantemente eletrostatica, visto que ndo foram observados
processos de agregacdo através da técnica de RPE.

Contudo, em razdo de ambas as porfirina catidnicas ndo sofrerem agregacdo influenciada
pelo pH ou forca idnica do meio e ainda interagirem de forma significativa atraves da solubilizacéo
em micelas de surfactante de carga oposta devido a atracdo eletrostatica, torna-se viavel seu
emprego com finalidade terapéuticas. Além disso, devido ao Cu?* exibir paramagnetismo tem a
capacidade de retardar o tempo de relaxamento dos prétons da agua, portanto ostenta potencial

como agente de contraste em IRM.

80



10.

11.

12.

13.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

WIJESEKERA, T.P.; DOLPHIN, D. Syntetic Aspects of Porphyrin and Metalloporphyrin
Chemistry. In: Sheldon, R.A. (Ed.): Metalloporphyrins in catalytic oxidations. New York:
Marcel Dekker. 1994, p.193-239.

ANNINO, J. S. Quimica Clinica - Principios e Métodos. 4ed. S&o Paulo: Manole, 1978,
440p.

MURRAY, R. K. Porphyrins and Bile Pigments. In: Harper's Biochemistry. Connecticut:
Appleton & Lange, 2000, p. 359-373.

FOGUEL, D. Bioquimica I. In: POIAN, A.T. Bioquimica I. Rio de Janeiro: Fundacdo
CECIERJ, 2005.p.149-151.

LEE, J.D. Quimica inorgéanica nao téo concisa. Sao Paulo: Edgard Blicher, 1999.527p.

SIMPLICIO, F. l.; MAIONCHI, F.; HIOKA, N. Terapia fotodindmica: aspectos
farmacoldgicos, aplicagdes e avangos recentes no desenvolvimento de medicamentos.
Quimica Nova, Séo Paulo, v.25, n. 5, p.801-807, 2002.

MASON, G.F. BEHAR, K.L, KRYSTAL, J.H. ROTHMAN, D. AplicacGes da ressonancia
magnética para medidas espectroscopicas da neurotransmissdo. Revista Brasileira de
Psiquiatria, Sdo Paulo n.23(Supl I), p. 6-10, 2001.

CHEN, C.; COHEN, J.S.; MYERS, C.E. and SOHN, M. Paramagnetic metalloporphyrins as
potential contrast agents in NMR imaging. Federation of European Blochemlcal Societies,
v. 168, n. 1, p. 70-74, 1984.

GANDINI, S.C.M.; YUSHMANOV, V.E.; BORISSEVITCH, LE.; TABAK, M. Interaction
of the Tetra(4-sulfonatophenyl)porphyrin with lonic Surfactants: Aggregation and Location
in Micelles. Langmuir, v.15, n.19, p.6233- 6243, 1999.

CANNON, R.K. Pharmaceutics and Drug Delivery Aspects of Heme and Porphyrin Therapy.
Journal of Pharmaceutical Sciences, Chicago, v. 83, n.5, p.435-446, 1993.

TOMINAGA, T.T.; SOARES, D.; SANTOS, M.A.D.; SILVA, J.C.Z; BORGES, C.P.F.
Estudos espectroscopicos da porfirina catidnica meso-tetrakis (N-metil-4-piridil) (TMPyP)
em presenca de micelas ionicas de CTAB, SDS E HPS. Publ. UEPG Ci. Exatas Terra, Ci.
Agr. Eng.: Ponta Grossa, v.10, n. 2, p. 7-14, 2004.

GONCALVES, J.L.S.; DEDA, D.; TOMINAGA, T.T. Agregacéo da Porfirina Aquo-soluvel
Meso-tetrakis(4-fenilsulfonato)Porfirina na Presenca da Albumina de Soro Bovino. Revista
Ciéncias Exatas e Naturais, v.11 n. 2, Jul/Dez, 2009.

LEZNOFF, C.C.; LEVER, A.B.P. Phthalocyanines: Properties and Applications. New
York: VCH Publishers, Inc, v.1, 1989.436p.

81



14.

15.

16

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

STRYER, L. Biochemistry. New York: W.H. 4.ed. 1995, 1064p.
LEHNINGER, A.L. Principios de Bioquimica. Séo Paulo: Sarvier, 1995.1202 p.

BORISSEVITCH, I. E.; BORGES, C. P. F; YUSHMANOV, V.E.; TABAK, M.
Localization of dipyridamole molecules in ionic micelles: effect of micelle and drug charges,
Biochemistry and Biophysica Acta, v. 1238, p. 57-62, 1995.

SONG, X. Z.; JIA, S. L.; MIURA, M.; MA, J. G.; SHELNUTT,J. A. Electron transfer
photosensitized by a tin lipoporphyrin in solution, micelles, and at water-organic solvent
interfaces, Journal of Photochemistry and Photobiology A; Chemistry, v.113, p.233-241,
1998.

COLLINS-GOLD, L.C.; BARBER, D. C.; HAGAN W. J.; GIBSON, S. L.; HILF, R;
WHITTEN, D.G.. Synthetic porphyrin at interfaces: photosensitization and related reactions
of atropisomers of o-substituted tetraphenylporphine derivatives in films, reversed micelles
and membranes, Photochemistry and Photobiology, v. 48, n. 2, p.165-175, 1988.

LOMAX, E. Making the Best Use of Surfactant Interactions. Speciality Chemicals, v. 13, n.
4, p. 223-227, 1993.

KALYANASYNDARUM, K. Photochemistry in microheterogeneus system. Academic
Press , New York , 1987.

TOMINAGA, T. T. Estudos espectroscopicos de porfirinas aquo-soltveis em funcdo do
pH e da interacdo com albumina de soro bovino. S&o Carlos: 1997. 148p. Tese
(Doutorado em "Fisico-Quimica"), Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo.

MAITI, N.C; MAZUMDAR, S.; PERIASAMY, N. J- and H-Aggregates of Porphyrin
Surfactant Complexes: Time-Resolved Fluorescence and Other Spectroscopic Studies.
Jounal of Physical Chemistry B, v. 102, n.09, p. 1528-1538, 1998.

KALYANASUNDARAM, K. Photochemistry of polypyridine and porphyrin complexes.
London: Academic Press,1992.626p.

WORTHINGTON, P. HAMBRIGTH, P. WILLIAMS, R.F.X. Reduction potentials of
seventy-five free base porphyrin molecules: Reactivity correlations and the prediction of
potentials. Journal of Inorganic Biochemistry, v.12, n.4, april, p.281-291, 1980.

SMITH, K.M. General features of the structure and chemistry of porphiryn compounds. In:
SMITH, K.M. Porphyrins and Metallopophyrins. Amsterdam: Elsevier Scientific
Publishing Company, 1975.

NAKAGAKI, S. CASTRO, K.A.D.F. MACHADO,G.S. HALMA, M. DRECHSEL, S.M.
WYPYCH, F. Catalytic Activity in Oxidation Reactions of Anionic Iron (Il11) Porphyrins
Immobilized on Raw and Grafted Chrysotile. J. Braz. Chem. Soc. Brazil, v.17, n.8, p.1672-
1678, 2006.

82



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

DOVIDAUSKAS, S. Quimica supramolecular de porfirino-clusters. Sdo Paulo, 2001.
143p. Tese (Doutorado em "Quimica Inorgénica"), Instituto de Quimica, Universidade de
Sédo Paulo.

NERI, C.R.; SERRA, O.A.; VINHADO, F.D.; MAESTRIN, A.P.J.; IAMAMOTO, Y,
FERREIRA, A.G. Dimer Derivative Of Zn And Mn Porfirin: Synthesis, Caracterization And
Energy Transfer Studies . Eclética Quimica. Sdo Paulo, v. 27, p. 231-248, 2002.

SESSLER, J.L.; WEGHORN, S.J. Expanded, contracted & isomeric porphyrins. New
York: Pergamon Press, 1st ed, 1997. 520p.

MACHADO, A. E. da H. Terapia fotodindmica: principios, potencial de aplicacdo e
perspectivas. Quimica Nova, Sdo Paulo, v.23, n.2, p. 237-243, 2000.

ANDRADE, S. M.; COSTA, S. M. B. Aggregation Kinetics of Meso-tetrakis(4-
sulfonatophenyl) Porphine in the Presence of Proteins: Temperature and lonic Strength
Effects. Journal of Fluorescence, v.12, n.1, 2002.

DOUGHERTY, T. J. Photodynamic therapy. Photochemistry and Photobiology, v.58, n.6,
p.895-900, 1993.

MENEZES, P F C ; BERNAL, C; IMASATO, H ; BAGNATO, V S ; PERUSSI, J. R.
Photodynamic Activity of Different Dyes. Laser Physics, v. 17, p. 468-471, 2007.

YUSHMANOV, V. E.; IMASATO, H.; TOMINAGA, T. T.; TABAK, M. 1H NMR and
electronic absorption spectroscopy of paramagnetic water-soluble meso-tetraarylsubstituted
cationic and anionic metalloporphyrins. New York: Journal of Inorganic Biochemistry,
v.61, p. 233-250, 1996.

GANDINI, S. C. M.; Y USHMANOV, V. E; TABAK, M. Interaction of Fe(lll)- and Zn(ll)-
tetra(4-sulfonatophenyl) porphyrins with ionic and nonionic surfactants: aggregation and
binding. Journal of Inorganic Biochemistry, v.85, p.263-277, 2001.

BOTTOMLEY, P.A. NMR imaging techniques and applications: A review. Review of
Scientific Instruments, New York, v. 53, n. 9, p. 1319-1337, 1982.

CLARK, C.J.; HOCKINGS, P.D.; JOYCE, D.C.; MAZUCCO, R.A. Application of magnetic
resonance imaging to pre- and post-harvest studies of fruits and vegetables. Postharvest
Biology and Technology, Amsterdam, n. 11, p. 1-21, 1997.

GERALDES, C.F.G.C.; Imagem Através da ressonancia Magnética Nuclear (IRM). Boletim
da Sociedade Portuguesa de Quimica. p. 47-57, 2009.

GONCALVES, L. YACUBIAN, J. MARQUES, LAFER, A.P. B.; CALIL R.; CASTRO, C.
C.; CERRI G.G.; GATTAZ W.F. Revista de Psiquiatria Clinica. v.25, n.1, p.43-45, 1998.

YAMASHITA, H. AMARO, E.J. Aspectos basicos de tomografia computadorizada e
ressonancia magnética. Revista Brasileira de Psiquiatria, Sdo Paulo, n.23(Supl 1), p.2-3,

83



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

2001.

YAN, G.; ZHUO,R.. Research progress of magnetic resonance imaging contrast agents.
Chinese Science Bulletin, v.46, n.15, august, p.1233-1237, 2001.

ELIAS JUNIOR, J.; SANTOS, A.C.; KOENIGKAM-SANTOS, M.; NOGUEIRA-
BARBOSA, M. H.; MUGLIA, V.F. Complicacbes do uso intravenoso de agentes de
contraste a base de gadolinio para ressonancia magnética. Radiol Bras, v.41, n.4, jul/ago,
p.263-267, 2008.

PANKHURST, A. Q.; CONNOLY, J.; JONES, K. S.;DOBSON, J. Applications of magnetic
nanoparticles in biomedicine. Journal of Physics D: Applied Physics. v. 36,p. R167-R181,
2003.

PUCHE, R. S.; CARO, P.; Rare Earths - Cursos de Verano de El Escorial. Madrid:Editorial
Complutense, 1998.

KOENING, S.H. SPILLER, M. BROWN, R.D Ill, Wolf GL. Relaxation of water protons in
the intra- and extracellular regions of blood containing Gd(DTPA). Magn. Reson. Med.v.3,
p.791-795, 1986.

MARTINS, M. C. B.; AMARAL, R. P. G.;;ANDRADE, C.S; LUCATO, L.T.; LEITE, C.C.
Caracteristicas de imagem na ressonancia magnéticade gossipiboma intracraniano: relato de
caso e revisdo. Radiol. Bras, v.42, n.6, Nov/Dez, p.407—-409, 2009.

CHEN, C.; COHEN, J.S.; MYERS, C.E. and SOHN, M. Paramagnetic metalloporphyrins as
potential contrast agents in NMR imaging. Federation of European Blochemlical Societies,
v. 168, n. 1, p. 70-74, 1984.

NI, Y.; PISLARU, C.; BOSMANS, H.; PISLARU, S.; MIAO, Y., WERF, F.V;
SEMMLER, W.; MARCHAL, G. Validation of Intracoronary Delivery of Metalloporphyrin
as an in Vivo "Histochemical Staining” for Myocardial Infarction with MR Imaging”.
Academic Radiology, v.5, n. 1, p. 37-41,1998.

ZHANG, D.; YANG, Z.; ZHANG, S.; YANG, R. Synthesis, characterization and relaxation
properties of four non-ion transition metal manganese(ll), cobalt(ll), nickel(ll) and copper
(I1) complexes with derivatives from diethylene triamine pentaacetic acid and isoniazid.
Transition Metal Chemistry, v.31, p. 333-336, 2006.

ZHANG, Z.; HE,R.; YAN, K.; GUO, Q.; LU, Y.; WANG, X. LEI, H.; LI, Z. Synthesis and
in vitro and in vivo evaluation of manganese(l1l) porphyrin—dextran as a novel MRI contrast
agent. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 19, p. 6675-6678, 2009.

MARCHAL, G.; NI,Y.; HERIJGERS, P.; FLAMENG, W.;PETRE, C.; BOSMANS, H.; YU,
J.; EBERT, W.; HILGER, C.S.; PFEFFERER, D.; SEMMLER, W.; BAERT, A.L.
Paramagneiic metalloporphyrins: infarct avid contrast agents for diagnosis of acute
myocardial infarction by MRI. Eur. Radiol. v.6, p.2-8 , 1996.

84



52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

LEE, T.; ZHANG, X.; DHAR, S.; FAAS, H.; LIPPARD,S.J.; JASANOFF,A. In Vivo
Imaging with a Cell-Permeable Porphyrin-Based MRI Contrast Agent. Chemistry &
Biology. v.17, june, p.665-673, 2010.

MARTINEZ, R. C.; GONZALDO, E. R.; CORDERO, B. M.; PAVON, J. L. P.; PINTO, C. G.;
LAESPADA, E. F. Surfactant cloud point extraction and preconcentration of organic
compounds prior to chromatography and capillary electrophoresis. J. Chromatogr. , v. 902,
p. 251-265, 2000.

PRAMAURO, E.; PELIZZETTI, E. Micelles: a new dimension in analytical chemistry.
Trends Anal. Chem., v. 7, p. 260.272, 1988.

WEEST, C.C; HARWELL, J.H. Surfactants and subsurface remediation.Environ Sci. and
Techn., v26, p.2324-2330, 1992.

ROCHA, J. M. S. Aplicacbes de agentes tensioactivos em biotecnologia. Boletim de
Biotecnologia. p.5-11, 2000.

HELENIUS, A.; SIMONS, K. Solubilization of membranes by detergents. Biochim.
Biophys. Acta, v. 415, p.29-79, 1975.

LICHTENBERG, D., ROBSON, R.J. e DENNIS, E.A. Solubilization of phospholipids by
detergents. Structural and Kinetic aspects., Biochim. Biophys. Acta, v.737, p.285-304, 1983.

HINZE, W.L. Solution chemistry of surfactants. K.L. Mittal, New York: Plenunn Press,
1979.

FENDLER, J.H. Membrane mimetic chemistry characterizations and applications of
micelles, microemulsions, monolayers, bilayers, vesicles, host-guest systems, and
polyions. New York: John Wiley, 1992, 522p.

MANIASSO, N. Ambientes micelares em Quimica Analitica. Sdo Paulo: Quimica Nova,
v.24,n.1, p.87-93, 2001.

ATKINS, P.; JONES, L. Principios de Quimica — Questionando a vida moderna e 0 meio
ambiente. Porto Alegre: Bookman, 2001, 914p.

SANTIAGO, P.S.; GANDINI, S.C.M.; MOREIRA, L.M.; TABAK, M. Interaction of
cationic water-soluble meso-tetrakis (4-N-methylpyridiniumyl) porphyrin (TMPyP) with
ionic and nonionic micelles: aggregation and binding. Journal of Porphyrins and
Phthalocyanines, v.12, p. 942-952, 2008.

TULUMELLO, D.V.; DEBER, C.M. SDS Micelles as a Membrane-Mimetic Environment
for Transmembrane Segments. Biochemistry, v.48 n. 51, p. 12096-12103, 2009.

KADISH, K.M.; SMITH,K.M.; GUILARD, R. The Porphyrin Handbook. San
Diego:Academic Press, v.18, 2003, 354p.

85



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

CHANG, R. Principios basicos de espectroscopia. Madrid: Ac, 1977. 312p.

THOMAS, M.J.K . Ultraviolet and visible spectroscopy. New York: J. Willey, 2ed, 1996.
229p.

SKOOG, D. A.; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A. Principios de Analise Instrumental.
Porto Alegre: Bookman, CARACELLLI, I. et al. (trad), 5ed, 2002. 999p.

ITO, J.A. Técnicas Espectroscdpicas em Biofisica. Caderno de Fisica da UEFS, Sao Paulo,
v.01, n.3, p.21-29, 2004.

LINNE, M.A. Spectroscopic measurement an introduction to the fundamentals.
Amsterdan: Academic Press, 2002, 414p.

PAVIA, D.L; LAMPMAN, M.; KRIZ, G.S. Introduction to spectroscopy a guide for
students of organic chemistry. Fort Worth: Harcourt Brace College Publishers, 2 ed, 1996.
511p.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.. Identificacdo espectrofotométria de compostos
organicos, 6.ed., Rio de Janeiro: Livros Técnicos e Cientificos, 2000. 460p.

PERKAMPUS, H. H. UV-VIS Spectroscopy and its Applications, Berlin: Springer-Verlag,
1992. 244p.

MIWA, H.; ISHII. K.; NOBAYASHI, N. Electronic Structures of Zinc and Palladium
Tetraazaporphyrin Derivatives Controlled by Fused Benzo Rings. Chemistry - A European
Journal, v. 10, n. 18, p. 4422-4435, September, 2004.

LAN, M.; ZHAO, H.; YUAN, H.; JIANG, C.; ZUO, S. JIANG, Y.Absorption and EPR
spectra of some porphyrins and metalloporphyrins. Dyes and Pigments. 74, 2007 p.357-362,
2007.

ZHENG, W. SHAN, N. YU, L. WANG, X. UV -visible, fluorescence and EPR properties of
porphyrins and metalloporphyrins. Dyes and Pigments. 77 , p.153-157, 2008.

KOBAYASHI N, NAKAI K. Applications of magnetic circular dichroism spectroscopy to
porphyrins and phthalocyanines. Chemical communications (Cambridge, England). n. 40,
pp. 4077-4092, 2007.

BALL, D.W. The Baseline Dichroism Spectroscopy. Spectroscopy,v.19, n.11, p.28-31,
November, 2004.

SHRIVER, D.F.; ATIKINS, P. Quimica Inorganica. Porto Alegre: Bookmam, 4ed, 2003.
848p.

SOLOMON, E. I.; PAVEL, E. G.; LOEB, K. E.; CAMPOCHIARO, C. Magnetic circular
dichroism spectroscopy as a probe of the geometric and electronic structure of non-heme

86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kobayashi%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakai%20K%22%5BAuthor%5D

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

ferrous enzymes. Coordination Chemistry Review, v.144, October, p.369-460, 1995.

DOUGLAS, LN.; RUNCIMAN, W.A. Application of Magnetic Circular Dichroism
Spectroscopy to the Optical Spectra of Natural and Irradiated Diamonds. Physics and
Chemistry of Minerals, p.129-136, 1977.

MACK, J.; KOBAYASHI, N.; LEZNOFF, C.C.; STILLMAN, M. Absorption, Fluorescence,
and Magnetic Circular Dichroism Spectra of and Molecular Orbital Calculations on
Tetrabenzotriazaporphyrins and Tetranaphthotriazaporphyrins. Inorganic Chemistry, v.36,
n.24 p.5624 5634, 1997.

YOSHIMURA, T.; TOI, J.H.; INABA, S.; OGOSHI, H. Iron( Il1l) Porphyrins Substituted
with Highly Electron-Withdrawing CF3 Groups: Electronic Absorption, MCD, and EPR
Spectral Study. Inorganic Chemistry, v. 30, n. 23, p. 4315-4321,1991.

KNOWLES, P.F.; MARSH, D.; RATTLE, H.W.E. Magnetic Ressonance of Biomolecules.
New York: John Wiley & Sons, 1976. 343p.

DONOSO, J.P.; BARBERIS, G.E. Descricdo quantica de espectros de Ressonancia
Paramagnética Eletronica. Revista Brasileira de Ensino de Fisica, v. 19, n. 1, marco, p.125-
135, 1997.

BERLINER, L. J. Biological Magnetic Resonance. New York: Plenum Press, v.14, 1998.

BERSOHN,M. and BAIRD, J. An Introduction to Electron Paramagnetic Resonance.
New York: W.A. BENJAMIM, INC ,1966. 274p.

DICKSON, F. E.; PETRAKIS, L.. Application of Electron Spin Resonance and Eletronic
Spectroscopy to the characterization of Vanadium Species in Petroleum Fractions.
Analytical Chemistry, v.46, n.8, p.1129-1130, 1974.

FARACH, H.A.; POOLE JR, C.P. Low-Temperature Spin Orientation in Cobalt Tutton's
Salt. Il. Physical Review B, v.5, p.1879-1875, 1972.

GOODMAN, B.A.; HALL, E.L. Electron paramagnetic spectroscopy. In: Wilson, M.J.
Clay Mineralogy: Spectroscopic and Chemical Determinative Methods. London:
Chapman and Hall, 1994, p.173-225.

KADISH, K.M.; MAIYA, G. B.; ARAULLO, C.; GUILARD, R. Micellar Effects on the
Aggregation of Tetraanionic Porphyrins. Spectroscopic Characterization of Free-Base meso
-Tetrakis( 4-sulfonatophenyl)porphyrin, (TPPS)H,, and (TPPS)M (M = Zn(Il), Cu(ll),
V0?") in Aqueous Micellar Media. Inorganic Chemistry, v. 28, n. 14, p.2125-2131, 1989.

ARAKI, K. Propriedades supramoleculares de porfirinas polinucleares. 1994. 171p. Tese
(Doutorado em Ciéncias. Area: Quimica Inorganica)- Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
SP.

ARAKI, K.; TOMA, H.E. Synthesis and characterization of a multibridged porphyrin

87


http://publish.aps.org/search/field/author/Farach_Horacio_A

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

complex ruthenium(ii) groups containing peripheral bis(bipyridine). J. Coord. Chem, v.
30, p. 9-17, 1993.

MORAES, S. L.; REZENDE, M. O. O. Determinacdo da concentracdo micelar critica de
acidos humicos por medidas de condutividade e espectroscopia. Quim. Nova, 2004, v.27,
n.5, p. 701-705, 2004.

MODARESSI, A.; SIFAOUI, H.; GRZESIAK, B.; SOLIMANDO, R.; DOMANSKA, U.;
ROGALSKI, M. CTAB aggregation in aqueous solutions of ammonium based ionic liquids;
conductimetric studies. Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 296, p.104—
108, 2007.

HAIT, S.K.; MOULIK, S.P. Determination of Critical Micelle Concentration (CMC) of
Nonionic Surfactants by Donor—Acceptor Interaction with lodine and Correlation of CMC
with Hydrophile—Lipophile Balance and Other Parameters of the Surfactants. Journal of
Surfactants and Detergents. v.4, n.3, July, p.303-309, 2001.

PERCZEL, A.; PARK, K.; FASMAN, G. D. Analysis of the circular-dichroism spectrum of
proteins using the convex constraint algorithm - a practical guide. Analytical Biochemistry,
v.203, n.1, p.83-93, 1992.

STILLMAN, M.J e NYOKONG, T. Absorption and Magnetic Circular Dichroism Spectral
Properties of Phthalocyanines Part 1:Complexes of the Dianion, Pc(-2). In: LEZNOFF, C.C e
LEVER, A.B.P. Phthalocyanines Properties and Applications. New York: VCH,19809.
p.139-158.

KOMATH, S.S.; KENOTH, R.; GIRIBABU, L., MAIYA, B.G., SWAMY, M.J.
Fluorescence and absorption spectroscopic studies on the interaction of porphyrins with
snake gourd (Trichosanthes anguina) seed lectin. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Bio, v. 55 p. 49-55, 2000.

KANO, K.; TAKEI, M. HASIMOTO, S. Cationic Porphyrins in Water. ‘H NMR and
Fluorescence Studies on Dimer and Molecular Complex Formation. Journal of Physic
Chemistry, v. 94, n. 2181-2187, 1990.

HOFSTRA,U.; KOEHORST, R.B.M.; SCHAAFSMA, T.J. Excited-state properties of
water-soluble porphyrin dimers. Chemical Physics Letters, v. 130, n. 6, p. 555-559, 1986.

GANDINI, S.C.M.; VIDOTO, E.A.; NASCIMENTO, O. R.; TABAK, M. Spectroscopic
study of a water-soluble iron(Ill) meso-tetrakis(4-Nmethylpyridiniumyl) porphyrin in
aqueous solution: effects of pH and salt. Journal of Inorganic Biochemistry, v. 94, p. 127—
137, 2003.

KADISH, K.M.; MAIYA, B.G.; MCADAMS, C.A. Spectroscopic Characterization of meso-
Tetrakis (I-methylpyridinium-4-yl) porphyrins, [(TMpyP)H21** and [(TMPYP)M]*,in
Aqueous Micellar Media, Where M = V0%, Cu(ll), and Zn(Il). The Journal of Physical
Chemistry, v. 95, N. 1, p.427-431,1991.

88



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

YAFFE, O.; KORIN, E.; BETTELHEIM, A. Interaction of Fe(lll) Tetrakis(4-N-
methylpyridinium)porphyrin with Sodium Dodecyl Sulfate at Submicellar Concentrations.
Langmuir, v. 24, p. 11514-11517, 2008.

BASU, P. Use of EPR Spectroscopy in Elucidating Electronic Structures of Paramagnetic
Transition Metal Complexes. Journal of Chemical Education, v.78, n.5, May, p.666-6609.
2001.

GANCHEVA, V.; YORDANOV, N.D.; KOEV, L. EPR and electronic spectral properties of
aryl-substituted bis(dithiophosphato)copper(ll) complexes. Spectrochimica Acta Part A,
v.69, p.1317-1321, 2008.

MASSTTI, M.; BOLLETTA, F.; SERPONE, N.; MOGGI, L.; BALZANI, V. Kinetics of
ligand substitution of tris(2,2'bipyridine)chromium(lll) in aqueous solutions. Inorg.
Chem., v.15, n.9, p. 2048-2051, 1976.

SHINOZAKI, K.; KAIZU, Y.; HIRAI, H.;, KOBAYASHI,H. Protonation and complex
formation of [(2,2'-bipyrazine)bis(2,2'-bipyridine)ruthenium(l1)](2+) in the lowest excited
state. Inorg. Chem., v.28, n.19, p.3675-3679, 1989.

TANFORD, C. The Hydrophobic Effect — Formation of Micelles and Biological
Membranes. 2. Ed, New York, John Wiley & Sons, 1980. 233 p.

ISHIRUJI, F.H.O.; SPEZIALI, N.L.; VAZ, M.G.F.; NUNES, F. Synthesis, Crystal Structure
and Properties of the Cyano-bridged Heteropolynuclear [Cu(meso)]s[Co(CN)g]29.5H,0
Compound. J. Braz. Chem. Soc., v. 21, n. 7, p.1195-1200, 2010.

NANDA, P.K.; BERA, M.; FERREIRA, AM.C.; PADUAN-FILHO.; RAY, D. A.

Formation of out of plane oxime metallacycles in [Cu;] and [Cu4] complexes. Polyhedron,
v.28, p.4065-4071, 20009.

89



