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SELF-AGGREGATION OF 5,10,15,20-TETRAKIS(4-METHOXYPHENYL)PORPHYRIN (TMPP): SPECTROSCOPIC STUDIES
AND MULTIVARIATE ANALYZES. In this work, the spectroscopic properties of 5,10,15,20-tetrakis(4-methoxyphenyl)porphyrin
(TMPP) in solvents of different polarities and water/ethanol mixtures were studied by electronic absorption spectroscopy and

resonance light scattering associated with statistical analysis. The molar absorption coefficient and emission maximum of TMPP

were dependent on solvent polarity. In the water/ethanol mixture, TMPP remained monomeric up to 25% of water, when it reaches its

critical aggregation percentage. Oblique head-to-tail aggregate was found at intermediate water content (35 — 55%), while formation

of a J-type aggregate was observed at higher water content (> 60%).

Keywords: photodynamic therapy; 5,10,15,20-tetrakis(4-methoxyphenyl)porphyrin; self-aggregation.

INTRODUCAO

As porfirinas e macrociclos andlogos sdo moléculas biolo-
gicamente importantes, apresentando fun¢des fundamentais no
metabolismo de seres vivos. Atuam como sitios ativos em diversos
processos bioldgicos, como na ligagdo e transporte de oxigénio (mio-
globina e hemoglobina),' captura de luz no processo de fotossintese
(clorofila),* transferéncia de elétrons (citocromo c)®’ e reagdes de
metil-transferases (coenzima cobalamina - vitamina B,,),%’ além de
atuarem como eficientes fotossensibilizadores (FS) em processos
cataliticos e fotodinamicos.'”

As porfirinas s@o FS potenciais para aplicacdo em Terapia
Fotodindmica (TFD)! devido as suas caracteristicas, como: afinidade
e seletividade por células neopldsicas, alto rendimento do estado
excitado triplete (®,), alto tempo de vida do estado triplete (t,) e,
alto rendimento quéntico de oxigénio singlete (®,)."*"* O estado
de agregacdo de moléculas fotoativas'® é fundamental na eficicia
fotodindmica do farmaco in vitro € in vivo, devido ao decréscimo
de biodisponibilidade e limita¢@o na capacidade de absorver luz de
moléculas agregadas. Além do que, estudos realizados mostraram
que as porfirinas monoméricas foram mais fotoativas em relagio as
espécies autoagregadas, com maior T, ¢ maior ®,."!8

Estudos de agregacio de porfirinas e compostos andlogos em dife-
rentes solventes e misturas dgua/solvente sdo realizados com frequén-
cia, para melhor compreensdo do estado de agregagdo e propriedades
das espécies autoassociadas em sistemas modelo simples de diferentes
polaridades.! A extensdo da formagdo de mondmeros € dependente
da constante dielétrica do meio, como exemplo a adi¢do de dlcool a
sistemas aquosos favorece a formacéo de mondmeros pela diminuicdo
da polaridade da mistura e aumento da constante dielétrica.?

A formagao de espécies agregadas pode ser caracterizada por téc-
nicas espectroscopicas, como espectroscopia de absorcao eletronica
e espalhamento de luz ressonante (RLS). A utilizacdo da espectros-
copia de absorg¢do eletrdnica deve-se ao fato de que a autoagregacio
leva a modificagdes drésticas no perfil espectral, como diminuicéo
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da intensidade de absorc¢do, alargamento e surgimento de bandas e
elevacdo da linha base.?'?? Enquanto a intensidade do sinal de RLS
é dependente do tamanho e quantidade de agregados presentes.”?
Porém, em muitos casos a caracterizagdo espectral das espécies mono-
mérica e agregada € dificultada pela alta sobreposicdo espectral entre
ambas as espécies. Nesse caso, andlises quimiométricas multivariadas
que isolam os espectros de cada espécie € uma ferramenta ttil, que
possibilita uma andlise mais precisa dos resultados.??’

As modificag¢des espectroscopicas observadas com a agregagao
de porfirinas, como o deslocamento espectral e o desdobramento de
bandas sdo explicadas pela teoria do Exciton,”® modelo mecanico-
quantico que considera as interacdes eletrostdticas entre os momentos
dipolares das unidades monoméricas. A orientac¢do relativa dos vetores
de transicdo das unidades monoméricas no agregado influenciam as
diferencas de energia e as probabilidades de transi¢ao do estado fun-
damental para o estado excitado. Quando esses vetores sdo paralelos,
tém-se dois tipos possiveis de agregados: tipo H (sandwich) e tipo
J (head-to-tail). Os agregados do tipo H sdo observados quando o
angulo (0) entre a direcdo dos momentos dipolares e a linha que une
os centros moleculares aproxima-se de 90" e a transicdo permitida
produz uma banda de maior energia (deslocamento hipsocrdmico).
Nos agregados do tipo J, 6 aproxima-se de 0° e a transi¢io permitida
produz um deslocamento na banda de absor¢@o para regides de me-
nor energia (deslocamento batocromico). Adicionalmente, quando
os vetores de momento de transi¢do ndo sdo paralelos pode-se ter
a presenca simultinea de bandas H e J, nesse caso t€ém-se os agre-
gados do tipo twisted sandwich-like e do tipo oblique head-to-tail.
As intensidades relativas das bandas nesses agregados dependem do
angulo entre os momentos de transi¢do das unidades monomeéricas
no agregado (o). Para o agregado twisted sandwich-like a banda H ¢
mais intensa do que a banda J, enquanto para o oblique head-to-tail
a banda J é mais intensa do que a banda H.*

Logo, neste trabalho investigaram-se as propriedades espec-
troscopicas da 5,10,15,20-tetrakis(4-metoxifenil)porfirina (TMPP —
Figura 1) em meio homogéneo constituido de solventes de diferentes
polaridades, bem como as caracteristicas espectroscopicas associadas
a estratégias estatisticas para caracterizacdo das espécies autoagre-
gadas do FS em misturas dgua/etanol.
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Figura 1. Formula estrutural da TMPP
PARTE EXPERIMENTAL
Caracterizacio espectroscopica da TMPP em meio homogéneo

Estudos das propriedades espectroscopicas da TMPP foram
realizados em solventes de diferentes polaridades através de espec-
troscopia de absorcgdo eletronica (DU 800 Beckman Coulter). Os
solventes utilizados foram diclorometano, acetona e etanol, cujas
permissividades relativas (€) sdo 8,93, 21,0 e 25,3, respectivamente.*

Os espectros de absor¢do eletronica foram obtidos a 25,0 °C para
a TMPP nos diferentes solventes em varias concentracdes (<10 umol
L") a partir de uma solug@o estoque de TMPP em diclorometano
(1,1x10*mol L'"). Para as solugdes de TMPP em acetona e etanol as
mesmas foram preparadas a partir de aliquotas da solucio estoque
de TMPP em diclorometano, evaporadas e ressolubilizadas com o
respectivo solvente. A partir dos espectros de absorcdo eletronica nas
diferentes concentracdes, foram estimados os valores de coeficiente
de absortividade molar (€) para as principais bandas de absorcio
utilizando a Lei de Lambert-Beer.’!

Autoagregacio da TMPP em misturas AgualEtanol

A autoagregacdo da TMPP (1,2 umol L) em diferentes misturas
dgua-etanol (v/v) foi avaliada por meio de espectroscopia de absor¢ao
eletronica (UV-Vis) e de espalhamento de luz ressonante (RLS) (AA=
0). Todas as medidas foram realizadas a 25,0 °C. A concentragio
relativa das espécies monomeérica e agregadas foi estimada a partir do
tratamento estatistico de Andlise das Componentes Principais (PCA),
andlise tipo-Q de Imbrie e método da matriz K. Adicionalmente,
obtiveram-se os espectros isolados de cada espécie (mondmeros e
agregados).*

RESULTADOS E DISCUSSOES

O espectro de absor¢do eletronica da TMPP monomérica (Figura
2A) apresenta uma banda em 420 nm denominada banda Soret (ou
B), referente a transi¢do S,—S, e 4 bandas Q em 518, 556, 593 e 650
nm, denominadas como Q,,, Q,;, Q,; € Q,, respectivamente, referente
as transicdes eletronicas do estado fundamental para o primeiro
estado excitado. Todas essas bandas de absor¢do sio originadas de
transi¢oes eletronicas do tipo T—7* entre os dois orbitais HOMO
e os dois LUMO.*

As caracteristicas espectrais da TMPP em solventes de diferentes
polaridades foram avaliadas utilizando-se etanol, acetona e dicloro-
metano. Verificou-se com o aumento da polaridade do solvente um
deslocamento hipsocrdmico das bandas caracteristicas de absor¢ao
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Figura 2. (A) Espectro de absor¢ao eletronica da TMPP (1,8 umol L) em

diclorometano a 25,0 °C (B) Amplia¢do da regido da banda Soret da TMPP

(1,8 umol L) solubilizada em etanol, acetona e diclorometano a 25,0 °C

(Figura 2B), além do decréscimo no coeficiente de absortividade mo-
lar naregido da banda Soret (420 nm) (Tabela 1). Naregido das bandas
Q, por sua vez, ndo sdo verificadas mudangas significativas no perfil
espectral e na intensidade de absor¢do com a mudanga do solvente.
Os valores de coeficiente de absortividade molar das principais bandas
da TMPP e seus respectivos maximos sdo apresentados na Tabela 1.

Autoagregacio da TMPP em misturas agua/etanol

Os estudos de autoagregacdao da TMPP (1,2 pmol L) foram
realizados em diferentes porcentagens de dgua/etanol (Figura 3). Em
misturas contendo baixo teor de dgua (< 40%) hd uma diminuicao da
intensidade da banda Soret (A = 417nm), sem a presenca de bandas
adicionais (Figura 3A). Em porcentagens de dgua entre 45 e 60%,
ocorrem mudancas mais drdsticas no espectro de absor¢ao da porfiri-
na, caracterizada pelo desaparecimento da banda Soret e consequente
aparecimento de duas bandas adicionais: uma em 448 e outra menos
intensa em 388 nm (Figura 3B). Conhecidamente, mudangas espec-
trais como diminui¢@o do pico relativo a mondmeros, alargamento de
bandas e surgimento de picos adicionais nos espectros de absor¢ao
eletronica UV-Vis sdo evidéncias de formagao de autoagregados do
FS.2122 A presenca de duas bandas adicionais de agregados uma de
maior energia (banda H) e outra de menor energia (banda J) indica
que os vetores do momento de transi¢do das unidades monoméricas
nos agregados ndo sio paralelos. Enquanto a maior intensidade da
banda J em relacdo a banda H observada € caracteristica de agregados
do tipo oblique head-to-tail®

Adicionalmente, em porcentagens de dgua acima de 65% verifi-
cou-se o desaparecimento das bandas adicionais observadas entre 45
e 60% agua/etanol (448 e 388 nm) e o aparecimento de outra banda
em 424 nm (Figura 3C). Essa banda adicional apresentou um deslo-
camento para comprimentos de onda de menor energia em relacéo a
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Tabela 1. Comprimento de onda de mdxima absorgdo (A,
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) e coeficiente de absortividade molar (¢) da TMPP em diferentes solventes organicos a 25,0 °C

Diclorometano Acetona Etanol
Ay (M) € (10° Lmol~'cm™) Ao (NM) € (10° Lmol~'cm™) Ao (NM) € (10° Lmol~'cm™)
Soret 420 476 417 389 417 373
Qu 518 13,9 515 13,9 515 13,6
Qu 556 9,30 551 9,90 551 9,30
Qy 593 4,30 592 4,30 592 4,20
Q 650 5,10 650 5,30 649 4,80

espécie monomeérica, caracteristica de agregado tipo J. Desse modo,
em altos teores de dgua (> 65%) verificou-se a formagao de agregados
diferenciais em relacio aqueles presentes em porcentagens de dgua
intermedidrias (45 a 60%).
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Figura 3. Espectros de absor¢ao eletréonica da TMPP (1,2 umol L") em dife-
rentes propor¢oes dgua/etanol a 25,0 °C (regido da banda Soret)

A partir dos espectros de absor¢do apresentados na Figura 3
plotou-se o grifico de intensidade de absorbancia pela porcentagem
de dgua (Figura 4). A Figura 4A apresenta a diminui¢do do pico
monomeérico em 416 nm com o aumento do teor de dgua. Verificou-se
uma queda brusca na intensidade de absor¢iao dos mondmeros devido
aformacdo de espécies agregadas na solugdo a partir de 25% de agua/
etanol, na qual se tem a porcentagem de dgua agregacional critica
(PAAC).** O pico relativo a mondmeros (416 nm) caiu a praticamente

zero em porcentagens de dgua em torno de 40%, mostrando a ine-
xisténcia de espécies monoméricas nesse sistema. Simultaneamente
a esta queda de absorbancia em 416 nm verificou-se o aumento da
intensidade de absor¢do em 433 e 450 nm (Figura 4B) referente a
formacao de autoagregados. Adicionalmente, em altas porcentagens
de dgua (> 60%) observou-se uma queda na absorcio do pico de 450
nm referente a espécie agregada. Concomitantemente a diminuigao
do sinal de absorbancia em 450 nm houve um aumento no sinal de
absorbancia referente ao pico de 433 nm, confirmando a presenca de
agregados diferenciais no sistema.

Paralelamente ao aumento do sinal de absorbancia em 433 nm,
observado em altos teores de agua (> 60%), verificou-se um aumento
na intensidade de absor¢do em 416 nm (Figura 4A) resultante da so-
breposicio espectral da espécie monomérica e do agregado formado.
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Figura 4. Intensidade de absor¢do em diferentes porcentagens dgua/etanol.
(A) 416 nm; (B) 450 e 433 nm

A formacdo de autoagregados da TMPP em diferentes misturas
dgua/etanol foi comprovada pelos espectros de espalhamento de
luz ressonante (Figura 5). Esta técnica tem sido utilizada para obter
informacdes a respeito de agregados grandes que espalham luz.>> A
vantagem da combinacdo dessas duas técnicas € que enquanto o sinal da
absorbancia € diretamente proporcional ao coeficiente de absortividade
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molar e a concentragdo das espécies absorventes no meio, o sinal de
RLS ¢é proporcional ao volume do agregado e sua concentra¢do.” Em
etanol e 10% dgua/etanol ndo se observou espalhamento, uma vez que a
TMPP esta na forma monomérica, como ja havia sido verificado a partir
dos espectros de absorcdo. Entretanto, com o aumento da porcentagem
de dgua, ja a partir de 35 % € possivel verificar discreto sinal de RLS
naregido de 440 nm (Figura 5A). Confrontando-se esse resultado com
aquele obtido por absor¢do, pode-se inferir que nessas condigdes os
autoagregados estdo presentes. Com o aumento da porcentagem de
dgua (35 a 65 %) verificou-se o aumento do sinal de espalhamento,
devido ao aumento na quantidade e tamanho de agregados (Figura 5A).
Por outro lado, com o teor de dgua superior a 70% verificou-se uma
queda no sinal de RLS, que praticamente desaparece em 80% de dgua
(Figura 5B e 5C). Esses resultados indicam a presenca de agregados
de tamanho e geometria diferenciados em altas porcentagens de dgua.
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Figura 5. (A) e (B) Espectros de RLS de solucoes de TMPP (1,2 umolL") em
diferentes teores dgua/etanol a 25,0 °C; (C) Intensidade de RLS em 450 nm
com a variag¢do da porcentagem de dgua

Anadlise Quimiométrica da autoagregacio da TMPP em
misturas agua/etanol

O processo de autoagrega¢do da TMPP (1,2 umol L') em diferen-
tes misturas dgua/etanol mostrou a formagao de agregados diferenciais
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com o aumento do teor de dgua. O equilibrio entre mondmeros e
agregados ¢ esquematizado abaixo:

Monoémero Agregado 1 Agregado 2

Como pode ser observado nos espectros de absorcdo eletrdnica
da TMPP em diferentes porcentagens dgua/etanol (Figura 3) tem-se
uma grande sobreposi¢do das espécies (mondmeros e agregados).
Assim, para calcular a concentracdo relativa de cada uma das espécies
(mondmero, agregado 1 e agregado 2) utilizou-se do tratamento esta-
tistico por métodos de Andlise das Componentes Principais (PCA),
andlise tipo-Q de Imbrie e método da matriz K.*?

As concentragdes relativas de cada espécie em diferentes porcen-
tagens de dgua/etanol estimadas por quimiometria por meio da analise
dos espectros eletronicos sdo apresentadas na Figura 6. Verifica-se
que em porcentagens de dgua inferiores a 30% tem-se predominan-
temente a TMPP na forma monomérica. Entre 35 e 55% dgua/etanol
a espécie agregada 1 prevalece e, em porcentagens de dgua maiores
do que 60% tem-se majoritariamente a espécie agregada 2. Esses
resultados estdo em concordancia com os discutidos anteriormente.
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Figura 6. Concentragdo relativa das espécies monoméricas e agregadas da
TMPP em diferentes porcentagens dgua/etanol

Adicionalmente, a aplicagio do teste da matriz-K permitiu estimar
os espectros das espécies monoméricas e agregadas puras, ilustra-
dos na Figura 7. A andlise dos espectros isolados de cada espécie,
sem sobreposicdo espectral, facilita a discussdo sobre os tipos de
agregados presentes. O espectro de absor¢ido isolado do agregado 1,
mostra além do total desaparecimento do pico relativo a mondmeros
(418 nm), o aparecimento de duas bandas adicionais, uma em torno
de 450 nm (maior intensidade) e outra em torno de 390 nm (menor
intensidade). Esse fato evidencia a presenca simultanea de bandas H
e J, caracteristica de agregados oblique head-to-tail
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Figura 7. Espectros isolados dos mondmeros e dos agregados 1 e 2 calculados
com o método da matriz-K
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O espectro isolado do agregado 2, presente em elevadas porcen-
tagens de dgua, apresentou uma grande sobreposi¢do espectral com
a espécie monomérica. Além disso, houve um alargamento na regifio
do vermelho, indicando a formacdo de agregado J. Como discutido
nos estudos de RLS, em altas porcentagens de dgua onde se tem o
agregado 2, tem-se a presenca de agregados relativamente grandes
e complexos.

A partir dos espectros isolados do mondmero e das diferentes es-
pécies agregadas determinou-se o coeficiente de absortividade molar
das espécies monoméricas e agregadas nos seus respectivos maximos
de absorcdo (Tabela 2). Os valores dos coeficientes de absortividade
molar encontrados para as espécies autoagregadas foram significa-
tivamente mais baixas do que para as espécies monomeéricas. Esse
fato estd de acordo com os apontamentos da literatura que reportam
a diminuicdo da intensidade de absor¢do com a formacio de espécies
autoagregadas no sistema.?*?!33

Tabela 2. Coeficiente de absortividade molar (¢) das espécies monoméricas e
agregadas nos comprimentos de onda de mdxima absor¢@o (A,

Minox (M) € (10° L mol! cm™)
Mondmero 417 297
Agregado 1 385 46,7
448 76,6
Agregado 2 417 100

CONCLUSOES

As caracteristicas espectrais da TMPP, como coeficiente de
absortividade molar e comprimento de onda de maxima emissao
foram dependentes da polaridade do solvente. O perfil agregacional
da TMPP em misturas dgua/etanol foi complexo, com diferentes
tipos de agregados, que possuem sobreposicdo espectral com as
espécies monoméricas. Em baixos teores de dgua (< 30%) a TMPP
permaneceu na forma monomérica, enquanto em porcentagens de
agua entre 35 e 55 % tem-se a presenca de agregados tipo oblique
head-to-tail. Em altos teores de dgua (> 60%) tem-se a formagdo de
outra espécie agregada, tipo J.
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