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RESUMO

ESTUDC DA INTERAGAO DE PORFIRINAS COM MELANINA POR

ESPECTROSCOPIA OPTICA

No presente trabalho estudou-se os processos de interagio
entre uma série de porfirinas catidnicas e a melanina. Utilizou-se
as porfirinas (2Zn-(tetra(4-N-Metilpiridil)porfina): Zn-TMPYP,
(Zn-(tetra(4-N-Benzilpiridil)porfina): Zn-TBzPyP, as respectivas
porfirinas de base livre (TMPYP e TBzPyP) e a melanina sintética
obtida a partir da auto-oxidagdo da dihidroxifenilalanina
(L-DOPA) . 0 trabalho baseou-se em trés técnicas espectroscépicas
complementares: espectroscopia eletrénica (absorg¢do na regido do
ultravioleta-visivel), fluorescéncia e espalhamento Raman
ressonante.

Demonstrou-se a formag¢ao de complexos estdaveis como resultado
da interag¢io porfirina-melanina.

A partir dos dados de espectroscopia Raman fez-se uma
atribuigdo de bandas vibracionais para as porfirinas,
comparando-se com os dados disponiveis na literatura para
porfirinas semelhantes., Discutiu-se as possiveis mudangas de
estruturas provocadas pela melanina na porfirina, baseadas nas
diferengas entre os espectros Raman das porfirinas puras e dos
complexos porfirina-melanina.

Sugeriu-se uma nova interpretacgao para os espectros
eletrdnicos das porfirinas baseada no modelo de Gouterman (modelo
de quatro orbitais). A partir dessa interpretagdao do espectro
eletrdnico analisou-se a perturbag¢dc causada pela melanina nos
orbitais moleculares da porfirina fazendo-se uma discussio dos
espectros de emissdo fluorescente das mesmas.

Estimou-se a taxa de transferéncia de energia da porfirina para
melanina através da supressido da fluorescéncia da porfirina,
usando-se medidas de fluorescéncia com resolugao temporal.
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Demonstrou-se que a fluorescéncia do complexo
porfirina-melanina tem um tempo de vida menor que 5 ps.

Utilizou-se as medidas de supressao de fluorescéncia em regime
estacionario para determinar as constantes de dissociagao do
complexo porfirina-melanina e os possiveis sitios de ligagdo da
melanina.

Os resultados evidenciam a importante propriedade do polimero
de melanina em atuar como eficiente meio para a dissipacgao
nao radiativa de estados eletrénicos excitados.



ABSTRACT

STUDY OF THE PORPHYRIN-MELANIN INTERACTION BY OPTICAL SPECTROSCOPY

In this work we studied the interaction between socme cationic
porphyrins and melanin. The porphyrins used were

~ Zn-tetra(4-N-Methylpyridyl)porphine:Zn-TMPYP,

Zn-tetra (4-N-Benzylpyridyl)porphine: Zn-TBzPyP, and their
respective free bases porphyrins (TMPyP and TBzPyP). Synthetic
melanin was  obtained from the autoc-oxidation of the
3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA).

From ressonance Raman spectra an attribution is made to the
vibrational bands of the porphirins, analysing the effects of the
substituents. The possible changes in the porphyrin structure
due to the interaction with melanin are discussed based on the
modifications of the ressonance Raman spectra of the
porphyrins in the presence of melanin.

From optical absorption and fluorescence measurements it is
suggested a new interpretation to the eletronic spectra of the
porphyrins based on the Gouterman’s model. The perturbation due to
the melanin in the molecular orbitals of the porphyrins is also
analysed.

An estimation of the energy transfer rate to the melanin by
time resolved fluorescence measurements of the porphyrin-melanin
solution is made. It 1is demonstrated that the fluorescence
lifetime of the porphyrin-melanin complexes are lesser than 5ps.

The dissociatin constants of the porphyrin-melanin complexes
and possible sites of binding of the melanin are determined by
fluorescence quenching of the porphyrins as observed by steady
state measurements.

The results show clearly the important role of the melanin to
act as an eficient way to the non-radiative dissipation of the
excited eletronic states of the porphyrins.



I. INTRODUCXO

I.1 - PORFIRINAS

As porfirinas pertencem a uma categoria de moléculas de
importdncia fundamental para a vida na Terra. E conhecido o
seu papel no transporte e armazenamento de oxigénio, nos animais
de respiracdo intravenosa. O grupo heme da hemoglobina ¢ uma
porfirina com um &tomo de ferro na posigdo central, que é
responsavel pelo transporte de oxigénio para as células e também
pela eliminagdo do gas carbdnico produzido pelo metabolismo
celular [1]. A mioglobina, uma hematoproteina que estd presente
nos misculos de todos os vertebrados e invertebrados e é
responsavel pelo armazenamento de oxigénio nas células, também tem
como centro ativo um grupo heme, que se liga reversivelmente ao
oxigénio.

O grupo heme é também o Jgrupo ativo dos citocromos, heme
proteinas que tém como principal fungdo bioldégica o transporte de
hidrogénio ou eletrons, em virtude da alterndncia da valéncia do
atomo de ferro do grupo heme [2]. Os citocromos sdo encontrados
em praticamente todos os seres vivos, desde as bactérias até o
homem.

Outra atividade bioldgica na qual uma porfirina esta
diretamente envolvida é a fotossintese. A absor¢do da luz solar &
a primeira etapa de um processo fotogquimico bastante complexo e é
feita pela clorofila, cujo croméforo €& um derivado da porfirina
com um atomo de magnésio coordenado na posigdo central.

No comego dos anos 70 dois acontecimentos independentes
levaram ao surgimento de um grande interesse pelas propriedades
opticas de uma variedade de porfirinas sintéticas [3]:

1) Surgiu a primeira crise mundial de energia com a guerra do Yom
Kippur no Oriente Médio e a tomada de consciéncia pelos paises
consumidores de petréleo de que suas fontes de energia poderiam



estar sujeitas a embargo pelos paises da OPEP. Urgia, portanto,

que sSe procurassem novas fontes de energia, se possivel
inesgotaveis.
2) Foi observado que o] estado excitado do ion

tris(2,2’~bipiridino) ruténio [Ru(bpy)?], podia sensibilizar
rea¢des de transferéncia de eletrons.

A associagdo dos dois fatos vem do reconhecimento de que a
reagdo de transferéncia de eletrons do estado excitado do
Ru(bpy‘)z+ e, por extensdo, de outros compostos de coordenacido em
solucdo, poderia levar a formagdc de espécies ricas em energia, as
quais, através da manipulagdo de suas reag¢des subsequentes
poderiam chegar a um combustivel armazenavel. A idéia central do
problema era imitar o processo da fotossintese e encontrar um
sistema molecular que absorvesse a energia solar e, através de uma
reagioc de transferéncia de eletrons, catalizasse a decomposigdoc de
dgua em oxigénio e hidrogénio, que sdaoc fontes de energia
armazenaveis. Para isso era necessario que fosse um absorvedor
eficiente da luz do sol, eficiente doador de eletrons no estado
excitado e também que fosse solivel em agua.

E durante essa época que se sintetiza uma série de porfirinas
e metaloporfirinas, entre elas as porfirinas TMPYP (tetra
(4-N-metilpiridil)porfina} e Zn-TMPYP, como potenciais
sensibilizadores da reagac de produgdo de H2 atavés da
deconmposicdaoc da agua [4-6].

I.2 - MELANINAS

As melaninas naturais s&o biopoclimeros de estrutura
heterogénea que estdo presentes tanto em animais como em vegetais.
Nos animais superiores, a melanina & encontrada em regides
iluminadas como a pele, pelos e olhos e em érgdos n&oc iluminados
como cérebro, medula e ouvido interno.

Os diferentes grupos de polimeros classificados genericamente

como melaninas podem ser agrupados em trés classes, quantoc a cor e



precursores quimicos [7]:

- eumelaninas, pigmentos de c¢b6r marron escura ou nedgra, Jque
aparecem em maior gquantidade na espécie humana. E encontrada
principalmente em regides iluminadas como na pele, cabelo e globo
ocular. Sao encontradas também em regides nido iluminadas como no
ouvido interno e na "substantia nigra" do cérebro. As eumelaninas
sdo sintetizadas a partir da tirosina e da L-DOPA, pela ac¢ido da
enzima tirosinase.

- feomelaninas, que apresentam vadrios tons de marron ou amarelado
e sio encontradas em varias espécies animais e em menor quantidade
na espécie humana, nas pessoas de cabelos claros. S83oc sintetizadas
a partir da L-DOPA em presenga de cisteina.

- alomelaninas, pigmentos de colora¢do marron escura ou negra, gque
sdo encontrados em varias espécies de plantas, onde aparecem
principalmente nas sementes, hos esporos e nas cascas das frutas.
Nessa classe de melaninas pode-se agrupar também os Adcidos humicos
e fulvicos. Seus precursores tipicos sdo as moléculas de catecol.

Dessas clas s es de melanina, a eumelanina apresenta
propriedades fisicas bastante semelhantes as da melanina sintética
obtida a partir da auto-oxidag¢do da L-DOPA.

Uma forma possivel para a estrutura do polimero de melanina é
mostrade na figura I.1 [7]. A estrutura basica de polimero sido os
derivados do indol como a indeol-gquinona, dihidroxi-indol
(hidroquinona) e hidroxi-indol (semiquinona), resultantes da
ciclizac¢do da tirosina e da L-DOPA. Esses grupos sdo ligados entre
si principalmente através de liga¢des carbono-carbono, o que da um
carater extremamente ressonante para as liga¢des-m do polimero.
Esse carater ressonante e os varios tamanhos de cadeias poliméricas
sdao responsdveis pelo espectro eletrdénico caracteristico das
melaninas, com absorbdncia crescente do vermelho ao ultravioleta,
sem estrutura de banda definida. No polimero de melanina existe
um grande numero de grupos carboxilicos e OH fendlicos, gque
se acredita serem os responsaveis pela formagdo de complexos da
melanina com metais e outros sistemas catidénicos [8].

Nao é ainda totalmente conhecida a fung¢do da melanina,

principalmente quando localizada em regides nao iluminadas. Quando



FIGURA I.1 -~ Modelo da estrutura da melanina



localizada em regides iluminadas, a melanina teria principalmente
a fungdo fotoprotetora, devido a sua capacidade de absorver a
radiagdo visivel e principalmente o wultravioleta [9]. Nessas
condi¢bes, a melanina tomaria parte em processos de transferéncia
de eletrons [10]. Experiéncias mostram gque o neurotédxico
metilfenilpiridina (MPP'), uma droga que causa sintomas de mal de
Parkinson, pode formar compostos estdveis com a melanina [11].
Sabe-se também gue a auséncia do horménio dopamina (um possivel
precursor da melanina) pode 1levar pacientes a apresentarem
sintomas de mal de Parkinson. Recentemente, experiéncias feitas in
vitro com melaninas sintéticas mostraram a potencial utilizag¢do do
polimero como inibidor da replicagac e atividade do virus HIV-1 (o
virus da AIDS) [12]. Dessa forma, a compreensdo da fungao
bioldgica do pigmento nos seres vivos passa por estudo de suas
intera¢des com outras moléculas de interésse bioldgico.

I.3 - INTERAGCAQ DE MELANINAS E PORFIRINAS COM
OUTRAS MOLECULAS

Quando em presenca de oxigénio, a melanina induz a formagao
de superdxido e, sob iluminagdo, a interagdo com oxigénio leva a
formag¢ao de perdxido de hidrogénio e de radicais hidroxila [13].

Varios autores tém estudado a interagdo da melanina com
outros sistemas bioldgicos . Pascutti [14] estudou a interacgdo da
melanina com a albumina sérica bovina (BSA) utilizando a técnica
de ressondncia paramagnética eletrénica. Ficou demonstrado que sob
iluminagdo, a presenga da BSA leva a um aumento do numero de
radicais livres na melanina. Também é comprovade que a interacgio
da melanina com corantes como Rose Bengal leva a um significativo
aumento dos radicais livres fotoinduzidos superior a 50 vezes na
melanina e também ao consumo de oxigénio [15,16].

Haberman et al [17] estudaram as propriedades de oxi-redugdo
do complexo de melanina com a protoporfirina. Bielec et al [18]
estudaram a interagdo da melanina com uma série de porfirinas como
a hematoporfirina (HP), a tetra(4-sulfonato-fenil)porfirina



(TPPS), a tetra(4-N,N,N,N-trimetil-anilina)porfina (TAP) e a
tetra(4-N-metilpiridil)porfina (TMPyP). Esses autores analisaram a
supressdo de fluorescéncia das porfirinas por fluorescéncia
estdtica e a supressido de estados tripletos das porfirinas por
"flash fotdlise".

A interagdo da melanina com sensitizadores também poderia ser
importante em fototerapia. Porfirinas naturais tém sido utilizadas
como sensitizadores em terapia fotodindmica, particularmente a
protoporfirina IX [19] e o derivado da hematoporfirina [20], dque
na verdade & um complexo onde a forga ativa é um dimero da
hematoporfirina [21]. Também tem sido estudado o potencial
terapéutico de uma série de porfirinas sintéticas [20,21].

Uma série de trabalhos mostram que porfirinas catiénicas
como a TMPyP podem-se ligar a estrutura do DNA por intercalagdo
entre as duplas hélices do mesmo, impedindo sua duplicagao
[22,25]. Sistemas com esta propriedade tém o potencial de impedir
0 crescimento de tumores malignos. Outra possibilidade de
aplicagdo das porfirinas em fototerapia vem da sua capacidade de
se agregar Aas ceélulas cancerosas [26,27]. Uma série de
experimentos tém demonstrado que em estado excitado as porfirinas
podem gerar oxigénio singleto que destruiria estas células.

I.4 - OBJETIVOS

As células pigmentadas apresentam melaninas como
protagonistas primarios da interagdao com a radiagdo luminosa.
Acredita-se que o conhecimento da funcdo bioldgica do pigmento
passa pela compreensdo, tanto de suas propriedades intrinsecas,
como dos mecanismos através dos gquais interage com outras
moléculas de interesse bioldgico. Por outro lado, reconhecendo-se
a importédncia das porfirinas em processos fotofisicos e aplicacgdes
em campos da biofisica que vao do armazenamento de energia solar
através da fotossintese a terapia fotodindmica do cancer, é
importante o conhecimento das propriedades dpticas desta classe de



moléculas e dos possiveis mecanismos de interagcdao das mesmas com
outros sistemas bioldégicos. Nesse sentido, é importante o estudo
das estruturas eletrdénica e vibracional das porfirinas, que se
relacionam diretamente com os processos fotofisicos envolvendo
estas moléculas. Além disso, deve-se tentar entender de dque
maneira essas estruturas sao afetadas pela interagcdo com as
melaninas.

Com este objetivo, estudamos a interagdo entre uma série de
porfirinas catidénicas e a melanina sintética obtida a partir da
auto-oxidagdo da dihidroxifenilalanina(L-DOPA). As porfirinas
estudadas foram as recém-sintetizadas
Zn-tetra(4-N-benzilpiridil)porfina, 2n-TBzPyP, sua base 1livre
tetra(4-N-benzilpiridil)porfina, TBzPyP [281] e também as
porfirinas ja conhecidas Zn-tetra(4-N-metilpiridil)porfina,
Zn-TMPYP e a base livre tetra(4-N-metilpiridil)porfina, TMPyP.

A utilizagao de porfirinas sintéticas no estudo da interagao
porfirina/melanina pode ser particularmente util pelo fatc de se
poder manusear com uma série de parametros estruturais das mesmas
tais como os grupos substituintes, o metal central, a carga total
da molécula e sua hidrofobicidade. © <conhecimento desses
parametros e de seus efeitos nas propriedades da porfirina a serem
estudadas pode ser de grande utilidade para um melhor conhecimento
sobre a estrutura vibracional e eletrdnica das porfirinas e de
como se da a interagdo porfirina/melanina.

Foram utilizadas as técnicas de absorgdo dptica na regido

UVv-visivel, fluorescéncia estatica e resolvida no tempo e
espectroscopia Raman ressonante. A cada uma destas técnicas é&
dedicado um capitulo da tese, onde sao estudadas as
porfirinas isoladas e os complexos porfirina/melanina. N&o sao
mostrados dados da melanina isclada, pois o polimero naoc apresenta
nenhum detalhe de banda na regido UV-visivel, ndo é& fluorescente e
é um espalhador Raman muito fraco.

No capitulo III é feito um estudo das 4 porfirinas isoladas
por absorgdo UV-visivel. E feita uma analise do efeito de cada um
do grupos substituintes nas energias dos orbitais moleculares das

porfirinas. Com base nesta analise é discutida a formagdo dos



complexos porfirina/melanina.

No capitulo IV estudamos as porfirinas e complexos
porfirina/melanina por espectroscopia Raman ressonante. <Como o
espectro Raman ressonante € diretamente dependente das
propriedades eletrdnicas dos estados excitados [29-33], o
conhecimento de propriedades do sistema como transferéncia de
cargas, atividades de oxidagdo e redugdo e outras podem estar
diretamente ligadas a propriedades do espectro Raman ressonante.
Considerando que duas das porfirinas (TBzPyP e 2ZnTBzPyP) séao
estudadas por espectroscopia Raman pela primeira vez e
considerando que os grupos substituintes podem alterar bastante o
espectro Raman das porfirinas [34-40 ], é feita uma discussido
bastante longa do espectro vibracional das porfirinas.

No capitulo V usamos os dados de fluorescéncia estdatica e com
resolugido temporal para discutir mais propriamente a formagdo do
complexo porfirina/melanina. E estimada uma taxa de transferéncia
de energia da porfirina para a melanina e sadao calculadas as
constantes de dissociagdao do complexo. Também ¢é discutida a
influéncia da hidrofobicidade e hidrofilicidade dos grupos
substituintes, do metal e dos hidrogénios centrais das porfirinas,
na formagdo do complexo porfirina/melanina.
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II-MATERIAIS E METODOS

II.1 MATERIAL UTILIZADO
MELANINA

A melanina sintética foi obtida a partir da auto-oxidagdo da
IL-DOPA [41]. Foi preparada uma solugdo de L-DOPA de 0,5mg/ml em
dgua bidestilada, e o pH da solugdo elevado a 9,0 por adigédo de
hidréxido de sddio (NaOH). Esta solugdo foi mantida por um periodo
de 5 dias a temperatura ambiente e sob fluxo de oxigénio, formando
uma solugdo escura resultante da auto-oxidagdo e polimerizagao da
L-dopa. A seguir foli lavada varias vezes em saco de didlise para
eliminar os polimeros de peso molecular menor que 5000. O material
retido no saco de dialise foi liofilizado a 40°C, restando um pé
preto que é solivel em agua numa faixa de pH entre 4,0 e 9,0. ©
peso molecular médio do polimero de melanina assim obtido foi
estimado em 12.000.

PORFIRINAS

As porfirinas estudadas neste trabalho foram sintetizadas
pelo Prof. G.Azzellini, do Instituto de Quimica-USP. As porfirinas
TMPYP e 2Zn-TMPyP foram sintetizadas de acordo com método ja
estabelecido [42]. A porfirina TBzPyP foi preparada por alquilagao
da tetra-piridil-porfina(TPyP) com cloreto de benzila em mistura
cloroférmio/etanol. A porfirina (Zn-TBzPyP) foi obtida pela
alguilac¢ao da porfirina 2Zn-TPyP com cloreto de benzila em mistura
cloroformio/etanol, sendo garantida uma pureza superior a 98,5% em
todas as amostras. Os pesos moleculares destas porfirinas, levando
em conta os contra-ions séo: TMPyP = 1363,6; TBzPyP = 1084,5;
Zn-TMPYyP = 1120,0 e Zn-TBzPyP = 1147,9 g/mol.

Os complexos porfirinas/melanina em pd, dos quais obtivemos
espectros Raman, foram preparados a partir de solug¢des aquosas de
porfirinas em concentracdes 10" a 10-5mol/1 e aproximadamente
igual quantidade em massa de melanina. Embora tanto a melanina



gquanto as porfirinas catidnicas sejam aquossoliveis em pH 7,0, as
solugdes porfirina/melanina depois de algum tempo (dependendo das
concentragdes) acabam formando um complexo insoluvel que
precipita em proporgdo aproximada de 1:1 em massa, ficando o
excesso de porfirina ou melanina na solugido. O precipitado foi
separado por centrifugagido e liofilizado.

II.2  EQUIPAMENTO
ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO GPTICA

Nos experimentos de absorgdo 6ptica foram utilizados os
espectrofotdémetros "CARL ZEISS"-~mod. DMR-21 e/ou "VARIAN DMS 200",
Nas medidas de absorgaoc éptica das porfirinas puras usamos a agua
destilada como referéncia (branco), enguanto que os espectros
das solugdes porfirina/melanina foram obtidos com relagdo a uma
solugdo aquosa de igual concentragdo de melanina. Os experimentos
com o0s complexos porfirina/melanina foram feitos em tampao
fosfato, pH 7,0 em concentragdo entre 10 e 100mM.

FLUORESCENCIA ESTATICA

As medidas de fluorescéncia estatica foram feitas com
espectrofluorimetros "PERKIN-ELMER mod.LS-5" ou "AMINCO
SLM-8000". As concentragdes foram ajustadas para que as
absorbancias das porfirinas e das solugdes porfirina/melanina nao
fossem maiores que 0,1. Como a melanina desloca as posigdes das
bandas dos espectros das porfirinas (ver dados de absorgéio
o6ptica de solugdes porfirina/melanina), procuramos sempre gque
possivel, excitar a fluorescéncia no ponto isosbéstico das
solugdes porfirina/melanina, para evitar que uma possivel variacéo
na absorbancia alterasse a intensidade da fluorescéncia.
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FLUORESCENCIA COM RESOLUGAO TEMPORAL

0 equipamento de resolucdo temporal € baseado num sistema de
contagem de féton unico, "single photon counting" [43].

0 equipamento consta de um laser de corante bombeado por um
laser de argbnio "SPECTRA PHYSICS"™ pulsado e com sistema "cavity
damping", gque pode gerar pulsos com largura temporal de 15ps,
operando a uma frequéncia de 825 khz. A emissdao fluorescente &
detectada por uma placa microcanal "Hamamatsu 1564-01". A curva
experimental de emissac fluorescente em funcio do tempo é ajustada
a uma curva de decaimento multiexponencial pelo método de minimos
quadrados. A adequacgido da curva de decaimento experimental a curva
teérica gerada pelo ajuste multiexponencial & feita pela.
minimizagdo da distribuigdo residual entre os pontos das duas
curvas.

ESPECTROSCOPIA RAMAN

Obtivemos os espectros Raman com espectrdometro "Jobin Yvon-
mod. RAMANLOG H2GS", equipado com fotomultiplicadora "RCA-C31034a"
refrigerada por nitrogénio liquide. A aquisigdo de dados foi feita
por um contador de foétons acoplado a um microcomputador, ambos
desenvolvidos no Instituto de Fisica da USP [44]. A excitacao
Raman foi feita com um laser de argdnio, que tem varias linhas
entre 457,9 e 514,5nm, o que permitiu levantar o perfil parcial de
excitagdo Raman para as quatro porfirinas. Para a calibragédo do
espectrémetro, utilizamos as linhas de emissdo atdmica do argdnio
do tubo do laser e seus deslocamentos em relagdo as linhas de
emissao laser. Com este sistema de calibrac¢do,as posigdes das
bandas dos espectros Raman sao determinadas com uma precisao
maxima de ¥ 1,0 cm .

Para minimizar os problemas de degradagio das amostras pela
radiagiao do laser, os espectros foram obtidos com as amostras em
celas rotatorias, tanto para as medidas em liquido quanto em
s6lido. Para a obtencdo de espectros de porfirinas e complexos
porfirina/melanina em sdélido, as amostras foram dispersas em
brometo de potéassio (KBr), numa proporgdo aproximada de
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200mg KBr/lmg amostra. Com isso procuramos evitar o problema de
auto-absor¢dc pelas amostras, além de maximizar a relagéio
sinal/ruido para os espectros.

No caso dos espectros em solugdaoc aquosa, a maximiza¢do do
sinal Raman exige uma solugcac concentrada para que se tenha um
grande numerc de moléculas espalhadoras e, aoc mesmo tempo, a
solucdo deve ser suficientemente diluida para que sua absorbincia
nao atenue totalmente a radia¢do do laser. Essa maximizacao foi
obtida para concentracdes de porfirina na faixa de 0,1 - 0,3 mM.

Para as amostras sélidas, tanto de porfirinas puras quanto de
complexos porfirina/melanina foi possivel obter espectros
excitados em todas linhas de laser entre © violeta (457,9nm) e o
verde (514,5nm). Para as amostras em solucgdo obtivemos apenas os
espectros com excitacdo na regido da banda Soret (457,9nm), uma
vez que para excitacdo nos outros comprimentos de onda a relacgao
sinal/ruido é piorada pelo efeito da "prompt fluorescence".

Por dquestdes praticas, todos os espectros Raman foram
divididos en dois intervalos, com resolucgodes espectrais
diferentes. No intervale 100-500cm . trabalhamos com resolugao
espectral de 4~5cm (fendas mais fechadas), para minimizar o
espalhamento de Rayleigh devido & proximidade da 1linha de
excitacdo. No intervalo 500-1700cm ', trabalhamos com resolucio
espectral de 7-90m-1, que é menor que a largura da maior parte das
bandas vibracionais das amostras.

Para todas as porfirinas, registramos os espectros Raman para
deslocamentos entre 100 e 1700 cm_l, com excitacdo proximo a banda
Soret (457,9nm) e no minimo mais dois comprimentos de onda
proximos a banda Q(0,1). Neste caso, quando possivel, utilizamos
as linhas 488,0 e 514,5nm. Com isso foi possivel levantar um
perfil parcial de ressonancia para as quatro porfirinas e

complexos porfirina/melanina.
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III -ESPECTRO DE ABSORCAO OPTICA DAS PORFIRINAS E COMPLEXOS
PORFIRINA/MELANINA

III.1- A ESTRUTURA ELETRONICA E O ESPECTRO DE ABSORCAO DAS
PORFIRINAS

As porfirinas sdo derivadas da porfina, um macrociclo formado
por quatro anéis pirrélicos 1ligados através de uma ponte
constituida de um atomo de carbono com uma ligacao-m coordenada e
estabilizados por um metal ( nas metaloporfirinas) ou dois atomos
de hidrogénio ( nas porfirinas de base livre ) ligados aos atomos
de nitrogénio do centro do anel ( fig.III.1).

Nas porfirinas de base 1livre, os Aatomos de hidrogénio
podem~se ligar a nitrogénios adjacentes ou opostos. Considerando
a porfirina como uma estrutura planar, com a ligagdo dos
hidrogénios a nitrogénios opostos, a porfirina é classificada no
grupo de ponto de simetria D, . enquanto a ligagdo a nitogénios
adjacentes abaixaria drasticamente a simetria da molécula para
C.- Embora as duas estruturas possam estabilizar o macrocicle, as
evidéncias experimentais indicam que a estrutura mais provavel é
com os atomos de hidrogénio ligados a nitrogénios opostos.

Na porfina, todos os carbonos das posigdes B e m sdo ligados
a dtomos de hidrogénio. As porfirinas estudadas neste trabalho
tém atomos de hidrogénio nas posigdes B e grupos metil-piridil ou
benzil-piridil nas posig¢des m.

Todas as porfirinas de base livre tém espectro eletrdnico
bastante semelhante, caracterizado por uma banda de absorcgaoc
proxima a 400 nm, chamada banda Soret ou banda B, e quatro bandas
na regiao 500 - 650 nm, as bandas Q. A banda Soret & bastante
intensa (g > 105), enquanto as bandas na regido visivel sdoc de
uma a duas ordens de grandeza mais fracas. As posicbes e as
intensidades das bandas dependem da natureza dos substituintes

periféricos.
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R = @NLCHE‘O .
R = ;/ N,

FIGURA III.1 - Estrutura da porfirina e substituintes.
(A) macrociclo (B) benzilpiridil
(C) metilpiridil
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Quando da formagdo de uma metaloporfirina, as quatro bandas
da regido visivel sdo reduzidas a duas, enqguanto a banda Soret é
apenas ligeiramente deslocada para o vermelho. Esta simplificacédo
dos espectros de absorcido das metaloporfirinas com relacdo as de
base livre & atribuida a um aumento da simetria de D2h para D_ . A
similaridade dos espectros eletrdénicos das metaloporfirinas e sua
pouca dependéncia com o metal central sdo uma evidéncia adicional
de gque a absorgiac das metaloporfirinas & devida ao mesmo
crombforo. Devido ao fato de que a banda Q nas metaloporfirinas
(a banda de energia mais baixa) apresentar uma banda satélite com
deslocamento constante (para o azul), & aceito por consensoc que
esta banda satélite seja um ramo vibracional Q(1,0) da banda
fundamental Q(0,0). Nas porfirinas de base 1livre, onde as duas
bandas Q se desmembram em 4, atribui-se igualmente duas bandas
como dois ramos vibracionais Qx(l,O) e Qy(l,O) das bandas
fundamentais QX(O,O) e Qy(0,0)

Nos Gltimos anos tem aparecido varios modelos empiricos gque
tentam explicar a estrutura eletrdénica das porfirinas,
principalmente baseados nos modelos de orbitais moleculares [45].
Devido & complexidade da molécula, os calculos exatos de orbitais
moleculares (MO) nao s&c efetuados por dificuldades de céalculo,
tornando necessaria a utilizagdo de modelos  aproximados,
semi-empiricos e/ou fenomenolégicos.

Como as porfirinas sdo sistemas altamente n-conjugados e
como as transigdes eletrénicas das mesmas caem principalmente nas
regides visivel e UV proximo, uma das principais aproximagdes que
se faz no estudo do espectro eletrdnico das porfirinas &
considerar que as transigdes envolvem unicamente os eletrons m.
outra simplificagao vem do alto grau de simetria do macrociclo. As
transigdes para os estados excitados devem obedecer as regras de
transformagio dos grupos de ponto D, Dbpara as metaloporfirinas e
D, Ppara as porfirinas de base livre.

Os primeiros estudos da estrutura eletrdnica baseiam-se no
chamado "modelo de orbital molecular de elé&tron livre" [46], que
& uma extensdo do problema da particula na caixa. Simpson [47] e
Kuhn [48] tratam a porfirina como um anel de raio r, em cuja
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circunferéncia os elétrons-n podem-se mover livremente. Esses
autores tomam como refeféncia o anel de 18 membros da porfirina
(fig.III.2), com 18 elétron-m. Nao é& levada em conta a diferenga
entre os &tomos de carbono e nitrogénio. Nesse sistema, as
energias dos elétrons-m sao dadas por:

E - —----2' n= 0 ’ 1’ 2-.. III'l

onde n € o numero quintico associado ao anel e corresponde
essencialmente a um momento angular.

De acordo com a regra de Hund, os orbitais associados aos
nimeros quanticos 0, ¥1, %2, %3 e ¥4 sao preenchidos no estado
fundamental. A primeira transigao eletrdnica viria necessariamente
de 4 = ¥4 = v =35, correspondendo a passagem de um elétron do
"orbital molecular superior ocupado" (HOMO) para o "orbital
molecular inferior desocupado" (LUMO), que daria quatro transigdes
degeneradas, com variacdes de momento angular An = ¥1 ou An =%9.
Esse modelo prevé a primeira transicdao em 16 100 em™ (620nm), o
que esta qualitativamente de acordo com oS resultados
experimentais para a banda Q das porfirinas.

Um modelo semelhante ao de elétrons livres foi desenvolvido
por Moflitt [46], que considera o anel interno de 16 membros
como o coragdao da porfirina, tratando-o como um polieno cicliceo de
16 atomos e 18 elétrons-m. Nesses polienos, os orbitais
moleculares tém a seguinte forma:

6
exp(2niup/16)xp ITI.2

=1

¢, = N

-] g

onde xp ¢ um orbital atémico centrado no atomo p, e N é um fator
de normalizagao. As energias dos orbitais sac dadas por:

wu = a <+ 2Bcos(2nu/16) ITI.3
com a = <x | h_| x>
P ef P
g = <xP l h £ ] xp+1 >

le



Figura III.2 - Porfirina como uma superposicdo de polienos
ciclicos

(a) base 1livre, onde os aneis de 18 membros na diregdo x

(tracejado) e y (continuo) ndo sdo equivalentes

(b) metaloporfirina, onde os 2 anéis sao equivalentes
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No polieno ciclico, os orbitais s&o preenchidos tal como no
modelo de elétrons livres, ou seja, os orbitais com u = 0,...,74
sdo preenchidos no estado fundamental e a primeira transigéao
eletrdnica corresponde a g = ¥4 =3 VY = 5. 0 modelo do polienc
ciclico é o primeiro a tentar justificar o desmembramento da banda
Q quando da passagem da metaloporfirina para a base livre. Moflitt
mostra que no caso de um polienoc ciclico de (4v+2) membros, a
degenerescéncia do primeiro estado excitado é dquebrada por
interagdes eletrdnicas [46]. Entdo a passagem de uma
metaloporfirina para uma base livre é interpretada pelo autor como
uma mudanga de um anel de 16 para um de 18 membros. Na fig.III.2
pode-se ver como um anel de 18 membros sobrepde-se ao de 16 no
esqueleto da porfirina.

Longuet-Higgins et al [45] tentam aplicar o modelo de
orbitais moleculares de Huckel (HMO) ao estudo da estrutura
eletrdnica das porfirinas. Levando em conta os apectos de simetria
da molécula, os autores obtém dois orbitais superiores preenchidos

de espécies an") e am(n) e dois orbitais inferiores
degenerados nao preenchidos de espécie ez(n*). Na figura III.3
sdo mostrados os orbitais superiores ocupados a, e a. nao

degenerados e os orbitais inferiores desocupados e, degenerados
[45]. Os calculos de HMO colocam a transigao a,> eg com energia
mais baixa que a 2 e - Entdo a primeira transicao é
identificada com a banda Q e a segunda com a banda Soret. E
previsto o desmembramento da banda Q em duas componentes Qx Qy
(também é previsto o desmembramento da banda Soret) nas porfirinas
de base livre (simetria Dag pois no grupoc de ponto D2h a
espécie Eg se desmembra em B2CJ e Eh , hado degeneradas. Este
modelo nado prevé a difereng¢a de intensidade entre as bandas Q e a
banda Soret, uma vez gque os momentos de dipolo de transigio
permanecem iguais para as duas bandas .

Cada um desses modelos explica alguns aspectos isolados do
espectro das porfirinas mas ndo conseguem explicar simultaneamente
detalhes como:

a) as posicdes das bandas, ou seja, as energias envolvidas nas
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transigoes;

b) a diferenga de intensidade entre as bandas Q e a banda Soret;
c) o desmembramento das bandas Q ( e nao desmembramento da banda
Soret) quando da passagem de uma metaloporfirina para uma base
livre.

Como uma evolugao desses modelos, temos o modelc de Gouterman
[49] ou modelo de 4 orbitais, aceito até hoje para a interpretagéo
do espectro de absorgac o6ptica das porfirinas. Gouterman procura
unir os modelos de elétron livre do polieno ciclico e o modelo de
orbitais moleculares de Hickel. O modelc da énfase ao
cardter ressonante do anel internc de 16 membros com 18 elétrons-n
deslocalizados, como no casce do pelieno ciclice [50]. Para uma
porfirina de simetria D, r ©S orbitais moleculares HOMO e LUMO
tém o mesmo aspecto que os do modelo de Huckel (fig.III.3 ).
Pode-se notar que os orbitais HOMO tém 4 planos nodais enquanto os
orbitais LUMO tém 5 planos nodais, em analogia com os orbitais dos
modelos de elétrons livres e do polieno ciclico.

Gouterman no entanto impde uma diferenga fundamental entre o
modelo de 4 orbitais e o HMO. O calculo de orbitais moleculares no
modelo de Huckel prevé que o orbital a deve ser mais energético
que o a associando as bandas Q e Soret as transigdes a2 eg
e a > e ;respectivamente, com momentos de dipolos de igual
intensidade. Para dar conta da diferenga de intensidade entre as
bandas Q e Soret, Gouterman impde como pontc de partida que os
orbitais a e a, sejam '"acidentalmente" degenerados, tornando a
banda Q proibida e a banda Soret permitida. O autor muda a
nomenclatura dos orbitais para torna-la compativel com sistemas de
simetria mais baixa que D, - Assim, os arbitais passam a ser

b2 P lo1 » C, e C, en lugar de a ra, e e.g , respectivamente,

Se os orbitais b e b, sdo degenerados, as transigdes
singletos podem-se misturar por interagdo de configuracio, dando
alguma intensidade as bandas Q, proibidas. Se designarmos por Q e
B os estados excitados de uma porfirina, teremos os seguintes
estados Q0 e B° :

B = (1/2)"* [( b, 5 ¢,) = (b, »c)]
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FIGURA III.3 - Orbitais moleculares de uma metaloporfirina
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Q: = (]_/2)”2 [( b1 > cz) + (bz > cl)]

III.4
B; = (1/2)*"% ¢ b »c) + (b, »c)]
Q= (1/2)"* (b »¢c) - (b, > c)]

O0s estados Q° ddo as bandas @ (proibidas) e os estados B’ dao
as bandas Soret (permitidas). Esta configuragido faz com que as
transicées eletrénicas tenham momentos de dipolos de transicgao
polarizados nas diregées x ou y. Como as configuragdes de
polarizagbes diferentes ndo se misturam, pode-se descrever os
estados Q para uma porfirina a partir da interagao de
configuragdo [51]:

o = @®+a B
* * * X III.5
- 0 0
QY Qy * Ay By
A= omap{ s - e - te(e) - o] |

IITI.s6

A, = 3kt { [e(c,) - €(b)] - [e(c) - €(b))] }

onde AE é a diferencade energia entre as bandas B e Q, s(bl) é a

energia do orbital b1 e assim por diante. A intensidade das bandas
Qx e Qy é proporcional a Aie Aj,respectivamente.

A construgdo do espectro de absorcdo da porfirina, de acordo
com o modelo de 4 orbitais, é feita entdo da sequinte maneira:
os parédmetros dos orbitais moleculares sdc ajustados de modo a
levar os orbitais ]:)1 e 1:)2 proximos da degenerescéncia (os
orbitais c, e c sdo degenerados na metaloporfirina). Nesta
situagcado a banda Soret é permitida e a banda Q proibida. Devido a

degenerescéncia dos orbitais inferiores, aparece entre eles uma
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interagdo de configuragdo, levando a uma separagdo dos orbitais b1
e b2 , tornando a banda Q parcialmente permitida.

A partir do modeloc de 4 orbitais pode-se explicar as mudangas
nos espectros das porfirinas quando da passagem da metaloporfirina
para a base livre, principalmente na regido da banda Q. Como o
orbital b, ndo contem densidade eletrénica sobre os atomos de
nitrogénio, ele nao deve se alterar gquando da passagem da
metaloporfirina para a base livre. O orbital c, sO0 tem densidade
eletrdnica sobre os nitrogénios dos pirrédis 1 e 3, enquanto o
orbital c, sé tem densidade eletrénica sobre os nitrogénios 2 e 4.
Com a protonagao dos nitrogénios dos anéis 2 e 4, a energia do
orbital c, sera abaixada em relagiao a do orbital c, e os dois
orbitais se tornardo polarizados nas diregées x e Yy,
respectivamente. Com isso a banda Q sera desmembrada em duas
componentes Q e Qy ,também polarizadas.

Também de acordo com este modelo, a banda Soret é& bastante
sensivel a substituigcdo nas posigdes meso (os carbonos c)
enquanto as bandas Q sdc mais sensiveis a substituigdes nos
carbonos CB . De fato , resultados experimentais mostram que no
caso da metaloclorina (dihidrogenagdao dos carbonos CB de um dos
anéis pirrélicos) a banda Soret praticamente nao se altera,
enquanto a banda Q, além de separar as componentes Qx e Qy, é
deslocada para © vermelho e tem a componente de menor energia
fortemente intensificada [51] .

Existem alguns pontos obscuros no modelo de Gouterman, como
por exemplo, a imposigdoc de que os orbitais b1 e b2 sejam
degenerados como ponto de partida para a formulagdo do modelo. Na
verdade, o orbital molecular b (a ) se comporta como um polieno
ciclico de 20 membros, enquantoc o orbital bl(aa) se comporta
efetivamente como um polieno de 16 membros.

Um ponto importante de desacordo entre o modelo e os
resultados experimentais é o comportamento da banda Soret nas
porfirinas de base livre. De acordo com o modelo, na porfirina de
base livre, a banda Soret deveria sofrer o mesmc desmembramento
que a banda Q, uma vez gque se originaria de um orbital (bl) para
os orbitais c ec ndo mais degenerados.
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Essa incompatibilidade do modelc com ©os resultados
experimentais poderia ser resolvida se admitissemos que , nas
porfirinas de base livre o orbital b fosse polarizado como o sio
os orbitais c e c,. Dessa maneira uma das transigdes b1 » ¢ ou
b =» c, seria proibida pois viria de orbitais polarizados
perpendicularmente. Com isso, nas porfirinas de base livre a
banda Soret teria uma Gnica componente permitida, de acordo com os

resultados experimentais.
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IITI.2 UMA INTERPRETACKO EMPIRICA PARA O ESPECTRO DE
ABSORQKO OPTICA DAS PORFIRINAS

Os espectros de absorgdo 6ptica das quatro porfirinas séo
mostrados na figura III.4. Na tabela III.1, mostramos um sumdrio
das propriedades ©6pticas ( posigcdo das bandas de absorgao,
atribuicdo de banda e coeficiente de extingao molar) das quatro
porfirinas estudadas neste trabalho. A seguir, nesta secgdo é
feita uma tentativa de reinterpretacio dos espectros de absorgéo

das porfirinas.

TABELA III.1 - Bandas (nm) do espectro de absorgao Optica das
porfirinas medidas em tampdo fosfato 10mM, pH 7,0. Os nameros

entre paréntesis representam 5/104 (coeficiente de extingdo molar)

B Q(0,1) [Q(0,0) Qy(o,l) Qy(OfO) Q (0,1) [ (0,0)

TMPyP 421 519 556 585 642

(24,0) (1,5) [(0,56) (0,65) ( 0,15)
TBzPyP 424 523 558 586 644

(19,0) (1,40) | (0,62) (0,62) (0,25)
ZnTMPYP 436 565 607

(21,0) |(2,50) |(0,81)
ZNTBzPYyP| 442 566 609

(17,0) |[(1,60) |(0,62)

Esta tentativa de interpretagdo do espectro de absorcgio
doptica das porfirinas & feita a partir do modelo de 4 orbitais de

Gouterman, acrescido das suposigbes feitas no fim da secgio
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Figura III.4

A) 7nTBzpyp

Espectro de absor¢do de porfirinas na regido

770 - 370 nm

B ) ZnTMPyP
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anterior. Partindo do modelo de Gouterman, fazemos duas

considerag¢des adicionais:

a) O orbital b2 , que da origem a banda Q tem a mesma

B

qualquer que seja o© Atomo ou grupo gque ocupe a Pposigéao

energia , qualquer gque seja o substituinte nas posigdes C_, e
central. Essa suposigao é baseada nas propriedades nodais do
orbital b2 , que apresenta densidade eletrénica nula tanto nos

carbonos CB quanto nos nitrogénios dos anéis pirrélicos.

b) O orbital b , que dd origem a banda Soret, é polarizado
na porfirina de base livre, tornando proibida a transigdo para um
dos orbitais superiores, c, ou c,. A questdoc da polarizagido do
momento de dipolo de transigdo associado ao orbital b ha que ser
analisada em profundidade, pelas suas implicag¢des. Um argumento a
favor desta hipétese é que ela permite construir o espectro de
absorgdo éptica das porfirinas levando em conta os efeitos dos
substituintes ou, sequndo a Jjustificativa de Gouterman para o
modelo de 4 orbitais "explains why grass is green and blood is
red" [51].

Como os dados experimentais (o numerc de onda da banda de
absorgdo) fornecem apenas a informagao sobre a diferenga de
energia entre dois orbitais moleculares, a medida da energia
envolvida numa transigdo eletrénica nédoc permite avaliar o efeito
de um determinado substituinte sobre cada um dos orbitais, uma vez
gque o substituinte pode afetar simultaneamente os dois orbitais
envolvidos. Nesse sentido, a hipétese de que um dos orbitais (no
caso o orbital b2) permanece inalterado & a chave para se estudar
o efeito dos substituintes sobre os outros orbitais moleculares.

Tomando como base o modelo de 4 orbitais com as suposigdes
acima, construimos o diagrama de niveis de energia dos orbitais
moleculares das porfirinas (fig.III.5), usando os dados espectrais
de cada porfirina, mostrados na tabela III.1l. A partir desse
diagrama pode-se identificar os efeitos dos substituintes sobre a
energia de cada um dos orbitais das porfirinas.
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Figura III.S - Dijagrama de niveis de energia dos orbitais

moleculares das porfirinas, onde se obsesrva os efeitos dos grupos
substituintes com relacdo aos orbitais da zinco-porfirina [51]. Qs
valores de energia sdo dados em numero de onda { cm™)
(a) Zn-porfina {b) Zn-TMPyP {c) Zn-TBzPyP {d) TMPyP
{e) TBzPyP
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A PASSAGEM METALOPORFIRINA » BASE LIVRE

Das substituigdes que se podem fazer nas porfirinas, uma das
gue mais alteram seus espectros & a troca do metal central por
dois Atomos de hidrogénio .

Para os dois grupos de porfirinas agui estudados
(tetra-metilpiridil e tetra-benzilpiridil), o desmembramento
observado entre as bandas QX(O,O) e Qy(0,0) guando da passagem da
metaloporfirina para a base livre foi de aproximadamente 2400cm *.
Esse "Yspliting" & ainda maior no caso de porfirinas pirrol
substituidas, como na octaetil-porfirina base livre (HzoEP), onde
a separagdo entre as bandas Qy(0,0) e QX(O,O) é de aproximadamente
3100 cm '
metal ou hidrogénios centrais exercem um papel muito importante na

[52]. A intensidade desse desdobramento sugere gue o

estabilizagdo do macrociclo, o qual nd3c foi ainda devidamente
analisado.

Gouterman [49] prevé gue ao se substituir o metal central por
dois prétons em posigdes opostas nos nitrogénios dos anéis
pirrdélicos, o orbital c, , que contem esses proétons, & abaixado
com relagdo ao orbital c, "desprotonado®. Por outrec lado, ao
fazermos o orbital b, independente dos meso-substituintes e do
metal central, podemos medir o comportamento dos orbitais cl(b29)
e cz(bsg) da base livre um em relagdoc ao outro, e também o
comportamento desses orbitais em relag¢do ao orbital degenerado c =

2
diagrama da fig.III.5, a passagem da metaloporfirina para a base

c ( eg) da metaloporfirina. Conforme podemos observar no

livre provoca um deslocamento gquase simétrico dos orbitais c,ec,
em relagio ao orbital degenerado (ez) da metaloporfirina.

A hipdétese do abaixamento do orbital "“protonado" c, em
relagao a c,6 ao orbital degenerado eg é reforcada pelo espectro da
porfirina dicatiénica PHTMPyPZ* , mostrado na figura III.6 e cujo
diagrama de niveis de energia & mostrado na figura III.7. Nessa
espécie, obtida em solugido da respectiva porfirina em meio acido,
& forgada a ligagdo de dois prdétons adicionais nos nitrogénios
inicialmente "livres", tornando os orbitais c. e c novamente

degenerados e devolvendo ao sistema a simetria D, da
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FIGURA III.6 - Espectros de absorgdo éptica da porfirina H,TMPYP e
das espécies dianiénica (TMPsz-) e dicatidnica
(HQTMPyP‘?*), medidos em pH > 11 e em pH < 0,5,
respectivamente.

(1) TMPYP (2) TMPYP* (3) H4TMPyP2+
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metaloporfirina. A partir do diagrama da figura III.7, podemos
constatar que os dois prétons adicionados estabilizam os orbitais
c, ec, ao nivel dos orbitais ¢ inferiores das porfirinas de base
livre,

Com relagdo ao orbital 1ligante inferior kﬁ , a posigdo do
mesmo nas diversas porfirinas também estid de acordo com nossa
interpretagao para o espectro das porfirinas. O levantamento desse
orbital de 695cm™’ na troca ZnTMPyP = HTMPYP e de 592cm ' na
troca ZnTBzPyP » H TBzPyP é consistente com a suposicdao de que o

Zn ligado por coordenacgdo estabiliza melhor o macrociclo do que os

dois proétons isolados.

Q EFEITO DOS MESO-SUBSTITUINTES

E sabido da literatura que grupos n-coordenados gquando
ligados aos carbonos Cm das porfirinas acoplam-se ao sistema de
elétrons-m do macrociclo, provocando uma perturbacdo gue pode
alterar significativamente as energias dos orbitais das mesmas.
Dados experimentais de Edwards et al [52) para solugdes de
porfirinas em benzeno mostram gque para a substituicdo da
zinco-porfina - (ZnP) pela porfirina meso-substituida
zinco-tetrafenilporfina (ZnTPP), o orbital eg ( cl,cz) & abaixado
de = 850cm ', enquanto o orbital b1 & levantado de = 560cm .
Lembramos ainda uma vez que também neste caso o orbital b2 nao é
afetado pelos substituintes.

Comparando os dados espectrais da ZnP com a ZnTMPyP, por
exemplo, notamos gque a substituigdo dos prodétons pelos grupos
metilpiridil nos carbonos C  provoca um abaixamento dos orbitais
c, maior que 1300cm © e um levantamento de b de = 650cm .

Infelizmente esta comparagdo & prejudicada pelo fato dos
dados serem obtidos usando-se solventes diferentes, o que pode
alterar significativamente os espectros das porfirinas. De
qualquer modo observa-se que pelo menos qualitativamente, tanto o
fenil como o metilpiridil provocam o mesmo efeito, ou seja,

abaixam a energia dos orbitais superiores (c, e c,) e levantam a
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do orbital b1 e coincidentemente quase na mesma proporgao.

A substituigdo do grupo metilpiridil (nas porfirinas H TMPYP
e ZnTMPYP ) pelo benzilpiridil (nas H TBzPYP e ZnTBzPyP ) provoca
uma alteragdo nos orbitais ¢, c, e b1 que mantém a tendéncia de
intensificar o efeito causado pelo metilpiridil em rela¢do ao H na
posigdo meso na 2nP. Como se pode observar no diagrama da figura
ITI.5, o segundo anel aromatico provoca uma perturbagao muito
menor que © primeiro sobre o macrociclo da porfirina. Isto pode
ser atribuidoc &4 blindagem causada pelo grupo piridil e ainda
(principalmente) ao carbono alifdtico que separa os anéis de
piridina e benzeno, rompendo o© carater aromiatico do sistema e
minimizando a interag¢ao via ressondncia entre o anel benzénico e o

macrociclo.

32



III.3 ESPECTROS ELETRaNICOS DE SOLUCBES PORFIRINA/MELANINA

Os espectros de absorcdo optica das solugdes
porfirina/melanina sdo mostrados nas figuras III.8 a III.1l. Em
cada figura sdc mostrados varios espectros de absorgdo da
porfirina em varias concentragdes de melanina. Como estamos
interessados na possivel alteragio gque a melanina provoca no
espectro eletrdénico das porfirinas, nos espectros mostrados &
subtraida a absorgdo devida & melanina. Essa subtragdo é
conseguida com o uso de uma mesma concentragdo de melanina tanto
na cela de amostra guanto na de referéncia.

TABELA III.2 - Posigdo de bandas (nm) do espectro de absorgdaoc
6ptica de solugdes porfirina/melanina. Os nimeros entre paréntesis

referem~se 3 posigdo das bandas na porfirina pura.

solucao B Q(0,1) |Q(0,0) ]Q(0,1) @ (0,0) [Q(0,1)|Q (0,0)
H TMPYP/ | 436 . 528 | 565 595 654
melanina | (421) ‘ (519) | (556) (585) (642)
H,TBZPYP/ | 439 530 570 595 J 658
melanina | (424) (520) (558) (586) (644)
ZnPMPYP/
relanmina | 450 575 614

(436) | (565) | (607)
ZnTBzPyP/| 458 576 615
melanina | 441y | (566) | (609)

0 espectro de absorgac optica da melanina isoclada ndo
apresenta nenhum pico de intensidade, mostrando uma densidade

éptica monotonicamente do  vermelho para o violeta, uma
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Al(nm)

FIGURA III.8 - Espectro de absorgaoc de TMPYP/melanina
[TMPYP] = 8.10°°M (= 10,91 ug/ml)
[melanina] (pg/ml)
(a) © (b) 4 (c) 8 (d) 12
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FIGURA III.9 - Espectro de absorc¢ao de TBzPyP e TBzPyP/melanina
[TBzPyP] = 5.10°°M (= 5,42 ug/ml)
[melanina] (ug/ml)
(1) © (2) 3,3 (3) 10,0
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FIGURA III.10 - Espectro de absorgdc de Zn-TBzPyP/melanina
[Zn-TBzPyP] = 8 uM (= 9,18 ug/ml)
[melanina] (upg/ml)
J (a) © (b) 4 (c) 8 (d) 12
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FIGURA ITIT.11 -

Espectro de absorgédo de Zn-TMPyP/melanina
(Zn-TMPYP] = 5 uM (= 5,60 pg/ml)
(melanina)] (pg/ml)

(1) 0,0 (2) 3,3 (3) 6,3
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caracteristica dos semicondutores amorfos [53].

A hipdtese mails provavel para a formagdaoc do agregado
porfirina/menanina é através da interacdo eletrostatica entre o Nt
do grupeo piridil e os varios grupos carregados negativamente gque
estdo presentes na melanina. Este complexo formado & relativamente
insolivel em &gua devido & neutralizagdo parcial das cargas das
duas espécies. Se este modelo estiver correto, & de se esperar gque
a melanina provogque no espectro de absorgdo das porfirinas, o
mesmo tipo de efeito que os grupos fenil, metilpiridil ou
benzilpiridil.

Nas figuras III.12 e III.13 sdo mostrados os diagramas de
niveis de energia dos orbitais moleculares de cada uma das
porfirinas e respectivos complexos porfirina/melanina, onde se
pode observar o efeito da melanina sobre cada um dos orbitais
moleculares das porfirinas.

Como podemos observar nestes diagramas, a melanina provoca o
abaixamento dos orbitais c,ec,eo levantamento do orbital b1 P
exatamente como no caso dos meso-substituintes aromaticos
analisados anteriormente. Isto reforga a idéia de gque a formagao
do complexo se dad principalmente devido & interagdo eletrostética
entre os grupos piridil e os grupos negativamente carregados da
melanina. Neste caso, a melanina tem o papel de perturbar a nuvem
eletrénica dos elétrons-mn do macrociclo, aumentando sua
deslocalizacgdo.

Por outro lado, deve-se notar que a melanina causa alterag¢des
diferenciadas nos orbitais das zinco-porfirinas e das base livres.
Enquanto nas base livres a melanina provoca um abaixamento dos
orbitais c, ec, comparavel ao levantamento do orbital b1 , nas
metaloporfirinas o levantamento de b1 & comparativamente muito
maior gue o abaixamento de c e c,. Uma explicagdo para este
comportamento diferenciado & gue nas metaloporfirinas deve haver
uma interacgdo adicional com a melanina, possivelmente envolvendo o
zinco que se ligaria através de sua quinta coordenagdo com sitios

negativos da melanina.

38



& 2
k _ T4 g I
]( €q ) H !
)
i
1
o — r~ e~ - (=3
™ M~ © f= od o~ o ;’;
]| 2 3 8| 2 8| 2
alu
od
a
< ° .,
i i
a - -® - = 777
2 — - = T L
. [
A 8 C )
Figura III1.12 - Diagrama de niveis de energia dos orbitais
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moleculares de porfirinas e complexos porfirina/melanina
(a) TMPyP (b) TMPyP/melanina
(c) TBzPyP (d) TBzPyP/melanina

40



IV.—~ ESPECTROS RAMAN DAS PORFIRINAS

Nesta segd@o apresentamos os espectros Raman ressonantes das
guatro porfirinas em pd, com excitagao em varios comprimentos de
onda do laser de argdnio.

Na figura IV.1 sdo mostrados os espectros Raman ressonantes
da porfirina Zn-TMPyP na regido de 500 a 1700 cmt.os espectros
dessa porfirina na regido de 100 a 500 cm! sd3o mostrados na
figura 1IV.2. As posigOes das bandas observadas bem como as
intensidades relativas para excitag¢do nos varios comprimentos de
onda sdo mostrados na tabela IV.1l. As intensidades sao tomadas com
relagdo ao estiramento simétrico v do KNO3 (Av = 1053 cm;ﬂ em
concentragdo arbitraria, gque & assumido nao ressonante. Para
deslocamentos abaixo de 500 cm ' nido foi usado nenhum padrao de
referéncia e as bandas sao designadas simplesmente como forte (s),
média (m) e fraca (w).

Analogamente, os espectros Raman das outras porfirinas
isoladas sd3o mostrados nas figuras a segquir. O espectro da

-

porfirina TMPyP é mostrado nas figuras IV.3 e IV.4. O espectro
Raman da porfirina TBzPyP & mostrado nas figuras IV.5 e 1IV.6,
enquanto o da porfirina 2Zn-TBzPyP & mostrado nas figuras IV.7 e
Iv.8.

Na tabela IV.2 sao mostradas as posig¢des de bandas para os
espectros Raman das quatro porfirinas observados com
excitagdo em algum dos comprimentos de onda.

As intensidades de bandas dos espectros Raman das porfirinas
TMPYyP, TBzPYyP e Zn-TBzPyP sdo analisadas mais adiante , juntamente

com oS espectros Raman dos complexos porfirina/melanina.
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Figura IV.1 - Espectro Raman ressonante da porfirina Zn-TMPyP na

regido de deslocamentos de 500 a 1700 cm_l, excitado com os
comprimentos de onda: 457,29 nm (a); 488,0 nm (b) e 514,5 nm (c)
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Figura IV.2 - Espectro Raman ressonante da porfirina Zn-TMPyP na

regido de deslocamentos de 100 a 500 cmq, excitado com os

comprimentos de onda de 457,9nm (a); 488,0 (b) e 514,5nm (c)
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Tabela IV.1- Intensidade relativa das bandas do espectro

porfirina Zn-TMPYP entre 100 e 1700 cm '

comprimento de onda de excitagdo (nm)

457,9 476,5 488, 0 496,5 514,5
Av(cm 1) intensidade relativa
1643 198 160 125 86 73
1555 171 175 152 142 162
1531 .
1517
1502 41 50 58
1449 38 44 31 30 31
1384 17 20 96
1353 160 131 116 92 81
1329
1300
1282
1255 124 115 102 90 95
1215 180 152 135 114 115
1193 120 106 99 85 85
1098 33 23 25 31 26
1052
1002 100 100 100 100 100
856
812
792 58 38 37 32 35
733 28 56 281
716 W w W
669 40 29 25 30 38
615 W w W w W

a4

Raman



S

568 \ \ W W
446 W

406 m m
381 s 5

327

305 w

289 W
248 w

227 w(sh)
220 m
185(a) w W

onde w, m, S e sh sdo abreviag¢des para banda fraca,

ombro (banda mal resolvida), respectivamente.
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Figura IV.3 - Espectro Raman ressonante da porfirina TMPyP na

regido de deslocamentos de 500 a 1700 cm !, excitado com os
comprimentos de onda de 457,9nm (a); 488nm (b) e 514,5nm (c)
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Figura IV.4 - Espectro Raman ressonante da porfirina TMPyP na
regido de deslocamentos de 100 a 500 cm™, excitado com os
comprimentos de onda de 457,9nm (a); 488,0nm (b) e 514,5mm (c)
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Figura IV.5 - Espectro Raman ressonante da porfirina TBzPyP na

regido de deslocamentos de 500 a 1700 cm™, excitado com os
comprimentos de onda de 457,9nm (a); 488,0nm (b) e 514,5mm (c)
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Figura IV.6 - Espectro Raman ressonante da porfirina TBzPyP na
regido de deslocamentos de 100 a 500 cm, excitado com os
comprimentos de onda de 457,9nm (a); 488,0nm (b) e 514,5nm (c¢)
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Figura IV.7 - Espectro Raman ressonante da porfirina Zn-TBzPyP na
regido de deslocamentos de 500 a 1700 cm™, excitado com os
comprimentos de onda de 457,9nm (a); 488,0nm(b) e 514,5nm (c)
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Figura 1V.8 - Espectro Raman ressonante da porfirina Zn-TBzPyP na
regiac de deslocamentos de 100 a 500 cm', excitado com os
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Tabela IV.2 - Posigéo

das bandas dos espectros Raman das 4

porfirinas, entre 100 e 1700 cm™

Av (emh)
Zn-TMPYP TMPYP
1643 1645
1580(sh)
1555 1556
1531 1523
1517
1502 1500
1449 144371457
1384 1383
1368
1353
1329 1336
1310
1300 1296
1282
1255 1255
1215 1219
1193 1190
1098 1099
1052 1062
1002 1002
967
866 865
846
812 808
792 794

TBzPyP

1638

1558/1567

1529

1505
1448/1460
(1384)
1374
1357

1336

1296

1250

1215

1158
1096
(1058)
1004
969
868
847
812

796

52

Zn-TBzPyP

1638

1558

1504
1453

1384

1355

1301
1285
1256

1216

1157
1099
1051

1002

(858)

818

808



733
716

669

568

445

406

381
327
305
289
248
227

221

(185)

737

720(sh)

667

640

578

391

383

332

313

288

224

208

185

109

53

736
720(sh)
667
635
579

556

(396)
386

328

293

217

734

715

669

632

577

562

444

404

386

380

288

227

223



IV.1 - SOBRE O ESPALHAMENTO RAMAN RESSONANTE

0 espalhamento Raman ocorre quando um foéton interage com uma
molécula levando-a a um estado eletrénico intermediario
(virtual), que é uma superposigdo dos auto-estados de energia da
molécula. O processo é completado com a emissdo (espalhamento) de
um foéton com energia diferente da incidente e o© retorno da
molécula ao estado fundamental. Supondo gque |m> representa o
estado vibracional fundamental do estado eletrdénico fundamental,
|n> representa um estado vibracional excitado do estado eletrénico
fundamental e |e> representa um estado eletrdnico excitado. ©
espalhamento Raman envolve duas transigdes simulténeas: de |[m> a
|e> e de |e> a |n>. 0 espalhamento Raman oferece portanto,
informagdées scbre a diferenga de energia entre os estados
vibracionais excitados hu> e o estado vibracional fundamental
|m>, ambos do estado eletrdnico fundamental de uma molécula.

A intensidade I da radiacao espalhada devido a
transigdo |m> = |n> é dada por [29]:

I =12—8—"5(v:v)"1)j|(ac)|2 Iv.1
mn 904 0 mn 0 pa PCT’ mn '
onde apo € o tensor de polarizabilidade dado por:
1 <n|uc|e><e|up|m> <n|u0|e><e]up|m>
o = .
( pU)mn h v - v + 1ile + v + v_ + 1ile V.2
e em 0 en 0

onde v, e I0 sdo respectivamente, a frequéncia e a intensidade da
luz incidente; gmé a frequéncia do modo vibracional envolvido no
espalhamento; o é a poa—-ésima componente do tensor de

pc

polarizabilidade e u_ é a p-ésima componente de um operador

p
dipolo.

Quando <e|p|m> é finito para um estado real |e>, a transigao
de |m> a |e> é acompanhada por absorgdo de luz centrada na
frequéncia v._ e meia largura 2le, sendo sua intensidade maxima
proporcional a |<e|u|m>|2. Se a energia do foéton de excitacgdo
Raman (hvo) é proxima da energia da transigao eletrdnica (hv_), o
primeiro termo « serd intensificado e teremos o chamado

po
espalhamento Raman ressonante. Apenas os modos de vibracao
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envolvidos no croméforo da banda de absorgdo sdo intensificados
via espalhamento Raman ressonante [54].

Supondo que a fungdo de onda de uma molécula possa ser
separada em suas partes vibraciocnal e eletrénica (aproximacgdao de
Born - Openheimer [55,56]), podemos representi-las por

|lm> = |g>.

i>; |n> =|g>.|j> e |e> = |r>.|v>, onde |g> e |r> s&o
fungdes de onda  puramente eletrdnicas e |i>, |[j> e |v> sdo
puramente vibracionais. Nessa aproximagdoc & postulado gque as
fungdes de onda vibracionais nos estados eletrdnicos fundamental e
excitado tém a mesma forma exceto pela origem das coordenadas (a
estrutura de equilibrio) gque difere nos dois estados. Os
principais termos que contribuem para o tensor de polarizabilidade
na condigdo de ressondncia com um dado estado eletrdnico, |r>,

podem ser agrupados em dois:

r _ r r
(Bpgtyy = Bogdyy v (Bygly Iv.3
M MY . .
(A_)yF = -9 p <jlv><v]i> ' IV.4
po’ 1y h v + (v-1)Av - v + 1iIr :
rg a <]

v

B )" M;r h'™ M;g <j|Q, |v><v|i>
B = . +
poct) g (v - v) v Vg + (v -Lav -v + il'r
Mgof h:r Mrs Z <j|v><v|Qa|i> IV.5
+ r .
hz(v - v ) Vrg + (v—J.)Ava - Vo + 1I'r
r s v
onde Mi' = <g§ |uc|% >
hgg = energia de separag¢do entre |r> e |g>
Ava = frequéncia da coordenada normal Qa
h = 8H _ vy s
. = B0 operador de acoplamento vibrénico para o modo
a

normal Q
a
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O termo A contém o fator de Franck-Condon, <j|v><v|i> que
depende do deslocamento da origem. Para modos de vibragac nao
totalmente simétricos, o deslocamento da origem sob excitagdo
eletrénica € nulo. Portanto, © termo A somente da origem a
vibragdées totalmente simétricas. Quando os deslocamentos nucleares
envolvidos num dado modo vibracional ocorrem aoc 1longo da
deformagdo molecular produzida pela excitagdo eletrodnica, tal
vibragdoc ganha forte intensificagdo Raman através do termo A. Por
outro lado, o termo B é importante para modos de vibragdao néo
totalmente simétricos. Quandc uma dada vibragdaoc ajuda a misturar
dois estados eletrdnicos, |[r> e |s>, o termo B também &
importante. Um tratamento tedrico para a intensificagdc Raman nas
porfirinas foli desenvolvido por Shelnut et al [31-34]. Nas
metalo-porfirinas que tém simetria D, , OS orbitais moleculares
superiores ocupados (HOMO) pertecem as espécies a, e a.,
enquanto o orbital molecular inferior desocupado (LUMO) pertence a
espécie e [51]. As principais transigdes eletrdnicas que déo
origem as bandas BD(Soret) e Q tém simetria E . Desde que os
dipolos de transigidc das bandas Q e B estdo no plano da
“porfirina, as vibragdes que dao origem a valores finitos de
<BD|ha|QD> nos termos B sdo restritos aos modos no plano, com
simetrias A1g' Azg, Blg e Bzg. Entdo, os modos de vibracdo
pertencentes a quaisquer dessas espécies de simetria devem ser
intensificados via ressondncia sob excitacido Raman na regido das
bandas B e Q.

A teoria de grupo prevé que dos modos de vibragdoc no plano,
apenas aqueles pertencentes as espécies de simetria A1g' Blg e
Bzg sdo ativos no Raman normal (ndo ressonante). No entanto, em
virtude da ressondncia com as bandas de absorgdo Q e B é previsto
que os modos da espécie Azg ganhem intensidade [33]. Os modos das
espécies Azg, Blg e BZg sdo intensificados principalmente por
excitagdo na banda Q, enquanto os da espécie Alg sao
intensificados por excitacdo na regido da banda B. 0s modos da

espécie Alg sdo polarizados, os modos Azg sdo anomalamente

polarizados enquanto os modos BIg e Bzg sdo despolarizados.
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IV.2 - INTERPRETACAO DOS ESPECTROS RAMAN DAS PORFIRINAS

ESTRUTURA E MODOS DE VIBRACEO DAS PORFIRINAS

Na discussdo dos espectros Raman das porfirinas mostrados
neste trabalho, partimos do modelo desenvolvido por Kitagawa et al
[34] numa série de artigos com varias niquel-porfirinas.
Kitagawa adota um modelo planar de simetria D,,r com os grupos
laterais considerados como massas puntuais. Este modelo pode ser
estendido a porfirinas meso-substituidas e a porfirinas com
substituic8o nos anéis pirrdlicos, se forem adotadas massas
puntuais generalizadas para substituintes nas posigdes c_(X) ou
CB(Y)' Quando os grupos laterais sdo poliatémicos, como & o caso
das porfirinas agqui estudadas, hd que se considerar os modos de
vibragdoc associados a esses dgrupos. C esquema para esta

configuracdo & mostrado na figura IV.9.

Figura IV.9 - Diagrama estrutural de uma metaloporfirina com
substituintes periféricos genéricos x e y [38]

No estudo do espectro vibracional das ©porfirinas &
conveniente separar os modos de vibracdo em dois grupos: os modos
de vibracgdo no plano do macrociclo e os modos fora do plano (OCP).
Como os momentos de dipolo de transicgdes eletrdénicas associados

aos elétrons-n das porfirinas estao no plano do macrociclo, para
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uma porfirina de estrutura planar naoc distorcida apenas os modos
de vibragdo no plano sdo intensificados no espalhamento Raman
ressonante. 0s modos de vibragdo O00OP, gquando aparecem, sao
atribuidos a um abaixamento da simetria da molécula,
principalmente a deformagdes da estrutura planar, como veremos
adiante.

No caso de uma porfirina de simetria D, - considerando-se os
grupos laterais como massas puntuais, tem-se 37 atomos e 71 (2n-3)
graus de liberdade para movimentos no plano. Esses graus de
liberdade dao origem a 71 modos mormais de vibragdo que, de acordo
com a teoria de grupos, sdo classificados como:

= O9A + 9B+ B8A_ + 9B + 18E (IV.6)
ig 1g 29 29

no plano u

Como a simetria D, apresenta centro de inversao, os modos de
vibragdao ativos no Raman sao inativos no infravermelho e
vice-versa. Assim, as porfirinas apresentam 18 modos de vibracgao
fundamentais E ativos no infravermelho e 35 modos ativos no
Raman. Os 18 modos ativos no infravermelho vem da simetria E,
sdo duplamente degenerados. Com isso os 71 graus de liberdade no
plano dao origem a 53 frequéncias fundamentais.

A maneira convencional de se analisar os modos normais de
vibragao de um sistema molecular é usar suas coordenadas internas
como base, ou seja, considerar os estiramentos e deformagdes
angulares. No entanto, no caso especifico das porfirinas, é
ilustrativo considerar-se as coordenadas locais de cada anel
pirrélico [38]. Para o tratamento das coordenadas locais , as
vibragdées do anel pirrdlico sédo acrescentados os modos de vibragéio
CB-Y ' Ca—cm e Cm—x. A conveniéncia de se usar as coordenadas
locais do anel pirrdlico & salientada por Li et al [57].

Devido a sua estrutura geométrica, os modos de vibragdo de
uma porfirina sao bastante deslocalizados, fazendo com que um
modo onde predomina a variagdo de determinada coordenada interna
seja bastante dependente das coordenadas adjacentes e mesmo ndo
adjacentes. Assim, por exemplo, na porfirina NiOEP o modo mais
localizado & atribuido ao estiramento v(CB-CB), com apenas 45% de
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distribuicdo de energia potencial (PED), sendo o restante
atribuido aos modos v(Ca-CB), v(ca-cm)' 6(CaCBCB) e outros com
menor potencial [37].

Devido a essa deslocalizagdo, a frequéncia correspondente a
determinada variagdao de coordenada local de um anel pirrdlico é
dependente da relagao de fase com que essa coordenada varia nos
outros anéis do macrociclo. A partir da relagao de fase com que as
variagdes de coordenadas ocorrem em cada anel pirrédlico e da
simetria interna dessas variagdes chega-se ao mesmo conjunto de
modos de vibragdo dado pela equagao IV.6.

0 anel pirrdélico apresenta uma simetria local c2 , Ccom um
eixo de simetria C, que passa pelo atomo de nitrogénio e pelo
ponto médio da ligacgao CB—CB. Cada modo de vibragdo é classificado
de simétrico ou assimétrico em relagdo ac eixo de simetria C, ou
ainda com relagdo ao eixo c; (que passa pela bissetriz do angulo
c,~C_-C,).

Deste modo, no sistema de coordenadas locais temos os
seguintes modos de vibragao:

- um estiramento CB_CB'
- um estiramento correspondente a um quarto de anel em que as

ligagdes C,Cg e C, N se alongam em oposicao de fase,

B

- dois estiramentos CB—Y simétrico e assimétrico (com
relagdo ao eixo C;),

- dois estiramentos de meio anel ,paralelo ac eixo c; (simétrico)
ao eixo que passa por Ca e pelo ponto médio da ligagéo ca—_CB'
- duas deformagdes do anel (simétrica e assimétrica),

- um modo de respiragdo do anel em que todas as ligagdes se
expandem ao mesmo tempo,

B

~ dois estiramentos c,¢C (simétrico e assimétrico com
m

- duas deformagdes C_,-Y (simétrica e assimétrica),
relagdao ao eixo c;),

- um estiramento C -X (simétrico com relagao a Cz),

- um estiramento N-M, onde M pode ser um metal ou hidrogénio (na
base livre),

- uma deformagéo cm—x (assimétrica),

- uma translagdo tangencial do anel pirrdélico e

- uma rotagdo do anel pirrélico.
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Os modos de vibragio nas coordenadas locais sdo apresentados
esquematicamente na Fig.IV.10 A seguir, é feita a transposigdo da
simetria 1local do anel pirrédlico para a simetria D, do
macrociclo.

MODOS DE VIBRAGAO DE ESPECIES Alg E qu

Quando considerados na porfirina, os modos de vibracgio
simétricos com relagido ao eixo C, do anel pirrélico sdo
classificados nas espécies de simetria 11\1‘J e B1g' Os modos de
espécie Alg sdo representados por vibragbes de todos os anéis
pirrélicos em fase, enquantc que nos modos de espécie qu os anéis
adjacentes vibram em oposig¢ido de fase. A partir da fig.IV.10,
podemos classificar sete pares de modos de vibragdo que sao
praticamente equivalentes em termos das coordenadas locais do
pirrol.

Esses pares sdo o0s segulintes: v(CB—CB) (Vz,V“),' v (meio
anel)s(v4,v12); v(CB—Y)E(vs,v“); v{respiragido do anel)(vs,vis):
§ (deformagio anel)s(v7,v16): v(N—M)(vB,vla) e S(CB-Y)S(vg,Vn). As
diferencas de frequéncia para esses pares de vibrag¢des nas duas
espécies de simetria é dada pelc maior ou menor acoplamento com o
carbono C_ou os grupos ligados a ele.

Os modos de vibracdo envolvendo diretamente os carbonos C sdo

classificados como A1g’ B. guando o deslocamento do carbono C é
m

2g
simétrico com relagdc ao eixo C; e classificado como B , A

g g
quando o deslocamento de c é assimétrico em relagdo a C;. Assim,
os modos da espécie Alg sdo completados com os ©pares
v(Cm-X)s(vl,v27(B2g)) e V(Ca-cm)s(va’vze(Bzg)) enquanto os modos
da espécie B1g sdo completados com os pares
V(Ca_cm)as(vlo’vw (AZg)) e S(Cm-X) (V13’v21 (AZg)) )
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MODOS DE VIBRAGCAO DE ESPECIES A, E B,

Os modos de vibracdoc das espécies AZg e E%g sdo assimétricos
com relagdo ao eixo C; dos anéis pirrdlicos. Quando os anéis
vibram em fase os modos sdo classificados na espécie A:g e para os
anéis adjacentes vibrando em oposigdo de fase os modos de vibragédo
pertencem 3 especie de simetria Baf

Podemos entdo classificar os seguintes pares de modos de
vibracdo das espécies de simetria Azge qu gue correspondem a
movimentos andlogos dos atomos dos anéis pirrdélicos na porfirinas:
20'”29); V(llzmwl)as(vzz'l)ao); V(CB-Y)as(vza'v31);
1Vsa) 8 (rot. snel) (v, ¥, )i 8(Ca=¥)  (v,0,v,)
e & (trans. mml)(V35). No Gltimo par, a translacdao em fase dos

v (1/ade anel) (Vv

-3 (def.anel)as(liz

anéis pirrélicos tangencial ao anel porfiriniceo leva a uma rotagao
no plano da porfirina, de modo gue esta & uma coordenada
redundante.

Na tabela IV.3 sd3o mostrados os modos normais de vibragdo de
uma metaloporfirina de simetria D de acordo com as coordenadas
locais e sua contribuigcdo & cada espécie de simetria. E usada a
notagdo original de Kitagawa et al [35] para a NiOEP, onde as
bandas sdo numeradas por blocos de simetria decrescente e dentro
de cada bloco as bandas sdo numeradas a partir da freguéncia mais
alta.

0 espectro de vibragdo de uma porfirina & modificado quando
da passagem da metaloporfirina para a respectiva base livre. Com
a substituig¢do do metal central por dois prdtons, o modelo da
porfirina passarda a ter 38 Atomos e terd 73 modos normais de
vibragdo permitidos em vez dos 71 da metaloporfirina. A simetria
do sistema serda reduzida de b,, bpara D__ (como ja wvimos no
capitulo anterior) e a classificagdo dos modos normais de vibragdo

em cada espécie de simetria agora & dada por:

= 19A + 18B + 18B + 18B Iv.7
g

noe plane 1g 2u 3u

Para compararmos os espectros de vibragao das porfirinas de
base livre com os das respectivas metaloporfirinas, precisamos da

correlagdo entre as espécies de simetria dos grupos de ponto D2h e
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Tabela IV.3 - Modos normais de porfirina de

termos de coordenadas locals

coordenada local

vwCCm—XD

» CC -C D
8 d m

=8

» CC_-—-C_ D
s BB

v CC -C D
a o m

vCpirreoldirs4e anel
DSCpirrol)ifz anel
&CC XD

m

Cc,-Y)
vs( g

v Cpirrolldir2z anel
as

vasCCB—Y)

& Cpirrold

as
vipirrol-suspirod
& Cpirrold

a
SCpirrol-rotd
PCN-MD
6°9CCﬁ—Y)

6SCC3—Y)

SCpirrol-trans)

total

ig

10

11

12

13

i4

15

15

i8

17

2g

io

20

21

22

23

24

25

26

simetria D4h,

2g

27

20

29

3o

91

32

33

34

as

em

E X
- Ird
)]
ap
40
41
42
43
44
45
46
47
48
40
SO
51
52

v
53
is

= redundante com a rotagZo da molécula



Du;‘ Esta correlag¢do & dada pela Tabela IV.4 [59]:

TABELA IV.4 Correlacdo entre as representagdes irredutiveis dos
grupos de ponto Dmle Dm

D4h DZh
1g

A
B1h g
1u A

u
2u
2q
B P1q
2q
2u

Blu
1u
E B + B
g 2g 3g
Eu B2u + B3u

0 abaixamento da simetria leva a modifica¢des importantes no
espectro de vibrac¢ioc das porfirinas. Essas modificac¢des sdo mais
facilmente compreensiveis se tentarmos construir o espectro a
partir das coordenadas locais dos anéis pirrdlicos. Como vemos da
tabela IV.4, a primeira consegquéncia do abaixamento da simetria é
o levantamento da degenerescéncia dos modos E ativos no
infravervelho. Com isso espera-se © dobro no numero de modos
fundamentais das porfirinas, no infravermelho.

Para a determinacdo dos modos ativos no Raman, devemos levar
em conta que os anéis pirrélicos protonados e desprotonados nao

sdo mais equivalentes. Como os modos dos anéis sdo acoplados, as
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vibragfes associadas a modos internos dos pirrdis devem ser
contadas em dobro. Entdo, apesar de as quatro espécies do grupo
I%h ativas no Raman colapsarem para duas no dgrupo ij ;fem—-se o
mesmo numero de modos de vibracido associados aos modos internos
dos anéis pirrélicos. A esses modos devemos acrescentar os
estiramentos e deformagdes v(N-H) e & (N-H) dos prdtons centrais de
acordo com a fase, essas vibracbes dd3o origem a modos simétricos
ou antissimétricos em relagdo ao centro de inversdo da porfirina.
Outra diferenga entre a estrutura D4h e a DD, & gue engquanto na
metaloporfirina a translagdo radial do pirrol & redundante com o
estiramento metal-nitrogénio, na base livre a translag¢do radial
leva a um modo genuino da porfirina.

Na tabela IV.5 sdo mostrados os modos normais de vibrac¢do de
uma porfirina-modelo base livre de 38 Atomos e simetria D, -
Mantivemos a mesma numerag¢do de bandas usada nas porfirinas de
simetria th . As designagdes pyr-H e pyr referem-se aos modos
internos dos anéis pirrbélicos protonados e desprotonados,
respectivamente.

Quando nas porfirinas as posigdes X e Y em vez de &atomos
isolados sdo ocupadas por conjuntos de atomos ha gue se considerar
também os modos de vibracao correspondentes a esses conjuntos de
Atomos. Para as porfirinas estudadas neste trabalho, devemos
considerar principalmente os modos normais de vibragdo nos grupos
piridil que podem ser intensificados por acoplamento vibracional
com os modos do esqueleto ou ainda devido a uma maior
deslocalizagdo dos orbitais-m do macrociclo envolvendo © grupo
piridil. Essa deslocalizagdo & possivel se considerarmos os anéis
piridil formando uma estrutura coplanar com o macrociclo, o due
estd de acordo com a literatura a respeito dessas porfirinas [5].

No caso das porfirinas meso-substituidas, dos 35 modos
normais de vibracdo que se espera ativos no Raman, aqueles quatro
correspondentes aos estiramentos CB-H caem na regido de 3100
em™'. Como os protons periféricos sdo desacoplados do sistema de
eletrons m do macrociclo, o0s estiramentos envolvendo esses atomos
ndo sdo intensificados por espectroscopia Raman ressonante.
Tem-se, entdo, que dos 35 modos normais de vibragcdo espera-se

encontrar no maximo 31 frequéncias fundamentais atribuiveis ao
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Tabela IV.S5 - Modos normais de porfirina de simetria Dzh » ©m
termos de coordenadas locais
D A B B
2h g 1g 2u u
coord. local| D A B A E
4h ig 1g 2g 2g
pCCm—XD v v &
1 27 3da asb
v CC ~-C D v v v
as ol m 10 1p 3?7a 3?b
v CC.—C.> ir-H®| »
2 B3 r P 2 3asdb
pir vli vaao.
v CC -C D v v
s fa | m k-] 28 3pa aohb
vCi1-4 anel)d pir—-H v
20 40b
pir 29 Ysoa
v Cirzaneld pir-H v
s 4 41b
pir Yia2 YVeta
&SCC =MD v v v
m 13 21 42a 42%
vBCCﬁ—Y) pir-H v 3b
pir Yie Yiaa
v (1-2aneld| pir-H v
as 22 44b
piI" 30 v44a.
vasccﬁ—Y) pir-H Yoa “sb
pir a4 Yesa
6QSCerroL) pir—H LA «5b
pir v
az 46a
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rCrespirod pir-H vﬁ . v"?b
pir vis v47a

6=Cpirrol) pir-H v, v4ab
pir vid vd.na.

&Cpir.rot)d pir-H 1)25 v‘pb
pil"' 33 v"d

(trans. rad. v 9 v 7)

a 18 S0a S50b
6asccf3_Y) Y26 34 v51c Ys1b
6BCCB—Y) vp Yo vsza vszb
&Ctrans. tg.D d v v

35 53a 53b
VCN-HD VCN-HD © v CNHD
e as
SCN-HD SCN-HD & CNHD
as s
total 19 18 18 18

W

a 2 procuramos manter a mesma numerag¢io usada nas metaloporfirinas

b 2 pir-H e pir referem-se a aneis pirrol protonados e
desprotonados, respectivamente
c = para esses modos relacionados aos prétons centrais, a

designacZo de simétrico e assimétrico refere-se ao centro de
inversZo da molécula
d 3 redundante com resteite a rotag¥o da molécula em torno de seu

ei xo
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macrociclo. 0 modelo de porfirina planar de 37 Aatomos prevé
ainda a existéncia de 34 modos de vibragao OOP. Para uma
porfirina de simetria D,, esses modos sdo classificados como
[38]:

r = 3A + B6A + 5B + 4B + B8E (IV.8)

Para a simetria D4h, apenas os modos Eg sdo ativos no Raman.
Como esses modos sdo ndo totalmente simétricos, requerem
acoplamento vibrénico para intensificag¢dao Raman ressonante. Mas,
por questdes de simetria, esses modos sdo incapazes de se
acoplarem com as transigdes eletrdnicas n-n no plano, uma vez gque

1g
nido contém explicitamente a representacgio Eg . Com isso, de acordo

essas transicbdes tém simetria E e EX E = A + A + B+ B
u u u 29 1g 2q9

com o modelo de Gouterman (modelo de 4 orbitais) para porfirinas
planas ndo pode haver intensificagcdo Raman ressonante para nenhum
modo de vibragdo OOP. A ativagao intensificada de modos de
vibragao fora do plano e intensificagdo via Raman ressonante
exige um abaixamento da simetria da molécula, para que as regras
de selegcao possam ser relaxadas. Um possivel abaixamento da
simetria pode ter origem no desvio da planicidade do macrociclo,
permitindo o acoplamento de modos fora do planoc com transigdes
eletrdnicas n-m .

Recentemente, Li et al [39] obtiveram o espectro Raman
ressonante. da porfirina NiOEP cristalizada em estrutura
tetragonal. A cristalizagdo da porfirina nessa estrutura provoca
uma distorgdo com relagido a planicidade, com isso os autores
observaram uma série de bandas as quais atribuiram vibragdes fora
do plano. Isso foli possivel porgque a distorgdo provoca o
abaixamento da simetria de D, para o grupo de ponto Sa onde os
modos Aiu e A2u se transformam como B e o0s modos B1u e Bzu se
transformam como A e os modos Eg se transformam como E. Essas
classes de simetria sdo as mesmas pelas quais os modos de vibragdo
no plano sdo transformados, o que permite que os modos OOP sejam
intensificados via acoplamento vibrénico com as transigdes

-~ L] '
eletrdnicas n-m .
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Na Fig.IV.1l1 sdoc mostrados os modos de vibrag¢do OQP na
configura¢do de coordenadas locais.

Dos modos de vibragdo O0OOP, aqueles correspondentes as
deformagdes yCH OOP (e yNH OOP nas porfirinas de base livre) sio
previstos gque ocorram na regido 800-1200 cm™ enquanto os
restantes sao esperados a frequéncias mais baixas, coincidindo com
as frequéncias de deformagidoco do macrocicle no plano. Isto
dificulta a interpretacdo do espectro Raman na regido de baixas
frequéncias, uma vez que a intensificagdoc Raman dos modos OOP se
dA as custas do abaixamento de simetria do sistema, o gqual por sua

vez relaxa as regras de selegdo para as vibragdes no plano.
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Iv.3 ATRIBUIQKO DAS BANDAS DOS ESPECTROS RAMAN

No caso das porfirinas meso-substituidas o acoplamento
cinematico entre modos de vibragido de anéis ligados ao carbono c_
e alguns medos do anel pirrdélico parece ser responsavel pela

" alteragdo do espectro Raman de porfirinas como a NiTPP em relagido

as porfirinas "normais" como a NiOEP. No caso da NiTPP, Li et al
[36] observam, que em dgeral, os modos de vibragdo envolvendo os
estiramentos CB-CB, Ca-CB e C -C sao acoplados cinematicamente
aos modos do grupo fenil, provocandoe o deslocamento para
frequéncias mais baixas com relagdo as bandas da NiOEP.

Por sua forma estrutural, esperamos que as porfirinas
estudadas neste trabalho apresentem um comportamento espectral
mais préximo ao da NiTPP que da NiOEP, com os grupos MPy e BzPy
fazendo © acoplamento com o anel pirrélico, como €& feito pelo
grupo fenil no caso da porfirina NiTPP. Seguindo este raciocinio,
esperamos que esses modos de vibragdo do anel pirrdlico apresentem
intensificagido e frequéncias semelhantes as da NiTPP, de modo que
usaremos a interpretagdo dos espectros dessa porfirina como
referéncia para nossa atribuigio de frequéncia.

A banda fundamental de frequéncia mais alta (1635—1650cm’5 é
atribuida por Nakamoto et al [40] e Song e Yoon [58] a um modo
simétrico do anel piridil. Esta atribuig¢do € consistente com a
intensificagdo via SERS (Espalhamento Raman Intensificado em
Superficie) e a polarizagdo parcial da mesma, o que estd de acordo
com a especie de simetria AM. A intensificagdo ressonante dessa
banda por excitagdo na banda Soret poderia ser justificada pelo
acoplamento dinadmico entre os estiramentos envolvendo o carbono C
e o estiramento simétrico CB-CB. A atribuigdo desta banda a u:rl\
modo de vibragdo do piridil acoplado ao estiramento (Cm-cpy)
também estd de acordo com o© abaixamento da mesma em
aproximadamente 10cm ' quando da troca do grupo metil pelo piridil
nos substituintes laterais.

Quanto a banda em 1550-1560cmq, é atribuida como estiramento
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simétrico vs(cB- CB) ,vz(Ahﬁ, pois ¢é polarizada e é
intensificada com excitagdc na banda Soret , o gque esta de acordo
com a teoria de intensificacdo de modos de vibragdo de simetria
Aw . Embora esta banda seja observada préximo de 1600cm ' nas
porfirinas NiOEP [26,27] e NiOMP [28], seu deslocamento para
frequéncias mais baixas por efeito da alquilagdao do carbono C_
esta de acordo com o que foi discutido logo acima. A banda fraca
em 1500-1505cm ' ndo intensificada com excitacdo na banda Soret
pode ser classificada como g“(CB-CB) 'iP (Bm)'

A banda em aproximadamente 1450cm & atribuida por Nakamoto
et al [40] como vs(ca- CB) (An;)' De acordo com nossa
interpretacido, essa banda seria melhor atribuida como Vo
v_(C,-C.). que estd de acordo com a atribuicdo para a NiTPP. ©
estiramento simétrico vs(ca-CB) pode ser atribuido a banda
intensa que aparece a sequir e esta localizada em aproximadamente
1350cm’'. De acordo com seu perfil de ressonancia pode ser
atribuida como a banda v, Alg v(pirrol-1/z anel). Esta banda
apresenta um deslocamento de aproximadamente 20 cm 'para baixo com
relacdo aos valores conhecidos para a NiOEP e NiTPP e é sensivel
ao metalo-substituinte.

A banda em 1300cm ' pode ser atribuida como vlzuaq)
v(pirrol-i/2 anel), enquanto a que aparece em = 1380cm” ‘como uma
banda fraca com excitagdo na banda de absorgcido Q(0,1) e néao

observada com excita¢do na banda Soret, poderia ser atribuida ao

estiramento vas(ca—CB), Bﬁf Essas duas bandas apresentam
caracteristicas semelhantes, pois sdo depolarizadas e

intensificadas por excitagdao na banda de absorgiao Q(0,1). Nossa
atribuicdo para essas bandas discorda da de Nakamoto et al [40],

que atribuem a banda em 1300cm ' ao estiramento V,.(Cq~Cgls B, . e

'
nio observam nenhuma banda em 1380cm = nos espectroszgdas
porfirinas TMPyP e Zn-TMPyP em solugdo aquosa.

0 par de bandas intensas gque aparece nas quatro porfirinas
! e 1245/1255cm” ! ndo pode ser atribuido a

modos do "esqueleto" da porfirina, sendo portanto classificado a

nas regides 1210/1220cm
principio, como um modo interno do grupo piridil ou envolvendo o

estiramento v(Cm— pr). Essas duas bandas apresentam o mesmo

comportamento quanto a polarizagdo e intensificagdo com excitacao
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na banda Soret, o que permite atribui-las & mesma espécie de
simetria Alg. Fazemos a atribuigdo da banda de frequéncia mais
alta ao estiramento Vl(Cm- pr ) com base em que ela € mais
sensivel A substituicdo do grupo metil pelo benzil, e a variacgio
da massa do substituinte tende a afetar mais este estiramento que
a um modo interno do anel. A banda observada em 1210-1220cm
seria entdo atribuida a uma deformagio simétrica do anel piridil.
0 estiramento antissimétrico vas(cm-cpy), Bzg é atribuido a banda
fraca que aparece como um ombro em 1281cm 'na porfirina ZnTMPYP e
em 1275cm = na ZnTBzPyP.

Existe uma certa confusdo quanto a nomenclatura dos modos de
vibracédo V(Cm—X), onde X € um grupo de &atomos como OsS grupos
metil-piridil ou benzil-piridil das porfirinas estudadas neste
trabalho. Na vibracdo gque corresponde de fato ao estiramento
v(C ~X), o grupo metil-piridil ou benzil-piridil deve ser encarado
como uma unidade rigida, ou seja, os atomos do grupo devem se
deslocar paralelamente, sem deformagcdo do anel. No caso do

metil-piridil, esta banda é esperada em aproximadamente 200cm”

enquanto no benzil-piridil deve ocorrer por volta de 100cm” .
Nesta discussdo, mantivemos a notagido adotada por Li e
colaboradores [36], que classificam como v(Cm-X) as bandas
observadas na regido correspondente aos estiramentos v(c-C),
apesar de estas terem uma grande participagdo de deformag¢des do
anel piridil. As bandas observadas em frequéncias mais baixas séo
classificadas como modos internos do anel.

Nas porfirinas TMPYP e ZnTMPyP € observada uma banda forte em
1190cm—1, que classificamos na espécie de simetria A&g' Para essa
banda, ndo existe equivalente em outras porfirinas, de modo que a
mesma € atribuida como uma deformagdo simétrica do anel piridil,
envolvendo também o acoplamento com o estiramento metil-piridil,
V(N+-CH3). Essa atribuigidc & consistente com nossos dados para as
porfirinas TBzPyP e Zn-TBzPyP, onde esta banda & (presumivelmente)

deslocada para = 1150cm . As bandas observadas em 1095 e

1050cm sdo atribuidas respectivamente a deformacao
as(CB_H)'Vg(An;) e deformagdo &(C-H) do anel piridil, de acordo
com a literatura.

Existe uma controvérsia quanto a atribuicdo da banda bastante
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intensa que aparece em = 1000cm™? para as 4 porfirinas: ela é
classificada por Song e Yoon [57] como suspiro do anel piridil e
por Nakamoto como vas(ca-cm). O problema destas atribuigdes é que
esta banda é pouco intensificada wvia SERS no primeiro caso, o que
é contra a interpretacdo do espectro SERS para estas porfirinas.
Quanto a atribuicgao como Vas(ca-cm)' esta frequéncia € muito mais
baixa que os valores citados na literatura para este modo de
vibragdo em outras porfirinas (1460-1520cm™’). Além disso,
cdlculos de constante de forga [36] mostram que o modo
correspondente ac suspiro do anel pirrélico pode deslocar-se de
804cm_ ' na porfirina NiOEP para 1004cm ' na NiTPP, devido ao
acoplamento cinematico com o respiro do anel fenilico. Por
comparagdo com a atribuigdo para o espectro da porfirina NiTPP,
fazemos a atribuigcdo desta banda também ao modo Dg(rﬁpho
pirrol) .

Nas porfirinas de base 1livre observamos uma banda de
intensidade média em 967-969cm” . Medidas feitas com a porfirina
TMPyP em solucdo aquosa mostram que em meio acido (pH < 1,0), esta
banda e a de =~ 1000 cm

Kalyanassundaran [5], em meio acido, a porfirina TMPyP pode ser

fundem-se numa unica banda. De acordo com
protonada segundo a seguinte equacgdo de equilibrio:
H_TMPYP + 2nt 5 HSTHPyP+ + H 5 H4TMPyP2+' IV.9
De acordo com esses dados, atribuimos a banda de 967-969¢cm °
aoc respiro do anel pirrdélico desprotonado, enquanto a banda de =
1000 cm ' ¢é atribuida ao respiro do anel protonado. Essa
atribuicido da frequéncia mais baixa ao modo do anel desprotonado é
também baseada em Li e 2Zgierski [57], que atribuem as bandas de
971 e 956cm respectivamente ao respiro dos anéis protonado e
desprotonado.

Na regido 790- 820cm ' existem duas bandas de intensidade
variavel dependendo da porfirina . Nas porfirinas TMPyP e ZnTMPyP,
observamos uma banda de intensidade média em 795cm = e outra muito
fraca em 808cm '. Nas benzo-porfirinas, a segunda banda &
deslocada para frequéncias mais altas, aparecendo respectivamente
em 812cm ' na TBzPYP e emn g8l6cm ' na Zn-TBzPyP. As duas bandas
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apresentam caracteristicas da espécie de simetria Alg. Nakamoto et
al [40] atribuem a banda de 795cm ' a modos dos
meso-substituintes, como uma mistura de estiramente v(C-C) do
grupo piridil e estiramento v(N+-CH3). No entanto, Spiro et al
[38] observam que para porfirinas meso-substituidas com grupos
ciclicos como a NiTPP, o acoplamento dindmico pode levar a uma
mistura dos modos de deformagdo do grupc fenil com modos do
pirrol. No caso da Ni-porfirina, a deformagdo simétrica v_,

! na NiP (niquel-porfina) para

§(pirrol) A~ passa de 732cm”
889cm © na NiTPP [36]. De acordo com esse raciocinio, é possivel
prever um acoplamento das deformagdes dos grupos pirrel e piridil,
levando a uma mistura desses modos de vibragdo, permitindo

1

classificar a banda de 795-810cm = como 8 (pirrol), v  a . A

banda de = 810cm_1, pela sensibilidade a substituigdo ;o ;:etil
pelo benzil, seria atribuida a um modo do piridil.

A banda observada na regiao 730-740cm”’ é dominante no
espectro Raman das quatro porfirinas estudadas quando se excita na
regido da banda Q e ndo é observada quando se excita na banda
Soret, quer seja em sélido ou ligquido. Descartamos a possibilidade
de atribuigcdo & vibragdo do piridil porque esta mesma banda é
observada no espectro Raman da hemina e da hematoporfirina com
as amostras dispersas em KBr. Consideramos duas possibilidades
para atribuigdo desta banda: a deformag¢do do pirrol, no plano,
3as(p1rrol), 154 B e a deformagac fora do plano 7 (dobradura

pirrol) , V“Blu.mEstallg ultima estaria de acordo com a atribuigdo de
Li et al [37] para a porfirina NiOEP cristalizada em estrutura nao
planar.

A banda em 667-67lcm ~, pela sua intensificacdo via SERS [58]
pode ser atribuida a um modo do substituinte, possivelmente a
deformacgio 3(C—N*—CH3) ou a(c-N“—C)mm“ A

observadas em 630-640cm ‘e 570-580cm podem ser atribuidas a

enquanto as bandas

deformagdes do anel pirrélico QOOP ( o Ege ¥, B -

Na regido de frequéncias abaixo de 500cm-1, o espectro Raman
mostrou-se muito mais sensivel a intensificag¢do ressonante que nas
frequéncias mais altas. Com excitagdo em 488nm, as quatro
porfirinas apresentam uma banda muito intensa em » 380cm '. Nas

porfirinas de base livre esta banda desaparece com excitacdo em
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457,9nm. Como esta banda é observada também em outras porfirinas
como a protoporfirina-IX e a hematoporfirina, nés a atribuimos a
um modo do macrociclo. De acorde com a literatura, nesta regiio
nido se espera nenhum modo fundamental do macrociclo no plano. A
atribui¢do mais provavel para esta banda seria ao modo OOP
716(B20) , correspondente a inclinag¢do do pirrol em tornc do eixo
formado pelas ligagdes c-c - Pelas mesmas razdes, a banda
observada em = 280cm & é atribuida a uma deformagao do esqueleto
da porfirina.

A banda observada em 405 cm ' nas Zn-porfirinas e néo
observada nas de base livre é atribuida ao estiramento totalmente
simétrico v (Zn-N), L%(Am). 0 correspondente estiramentc nao
totalmente simétrico v (Zn-N), Vm(Bm) é atribuido a banda
observada em ~ 225cm .. Na literatura ndo existe um acordo quanto
a atribuicdao do estiramento metal-nitrogénio, em termos de
coordenandas internas da molécula de porfirina. O estiramento
totalmente simétrico v (M-N), VBUHg) corresponde ao respiro do
grande anel da porfirina, enquanto o estiramento LHB(BN) equivale
a uma deformagdoc do mesmo anel. Kitagawa et al [34] prevéem a
banda de espécie B _ em 187cm ' e minimizam a contribuigdo do
estiramento (M-N) no modo Alg correspondente. Por outro lado,
Spiro et al [38] atribuem como v(M-N) l&g a banda observada em
360, 369 e 402cm ' nas porfirinas NiOEP, NiP e NiTPP,
respectivamente, enquanto o v(N-M) Bm é atribuido as bandas
observadas em 168, 237 e 277cm’ - nas mesmas porfirinas. A grande
diferengca de frequéncia entre os modos de espécie Alg e Bzg é
atribuida a que o primeiro modo tem uma contribuigdo muito grande
das deformagodes a(q;%ca) e dos estiramentos V(ca-cm)' enquanto o
mode v (M-N) Blg seria um estiramento metal-nitrogénio "puro".

Considerando o estiramento v (M-N) Alg comoe um respiro do
esqueleto da porfirina, poderiamos atribuir a este modo de
vibracdo as bandas observadas em 332cm . na TMPYP e em 327cm | na
TBzPyP, e ndoc observadas nas Zn-porfirinas.

As bandas de frequéncias mais baixas das porfirinas TMPyP e
Zn-TMPYP saoc observadas em = 1850m_1, enquanto que na TBzPyP
observamos uma banda em 109cm '. Como estas bandas sdo excludentes

para estas porfirinas, consideramos a possibilidade de que
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correspondam ac mesmo modo de vibragdo. No casco das porfirinas
TMPYP e Zn-TMPyP, esta banda ocorre numa frequéncia préxima a
atribuida por Li et al [36] para o estiramento qu do grupc fenil
na NiTPP, observada em 202cm !. Levando-se em conta as massas dos
grupos fenil, metil-piridil e benzil-piridil, estas bandas cairiam
em frequéncias préximas as observadas neste trabalho. Nesse
estiramento, considera-se a massa do substituinte na posigdo meso
como uma massa puntual e o modo de vibragdo & semelhante ao
estiramento v(cm-H) das porfirinas ndo substituidas.

Na tabela 1V.6 apresentamos a reprodugdo dos dados espectrais
da tabela IV.2, acrescida da atribuigdo de bandas aqui discutidas.
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Tabela IV.6

Atribuig¢doc de bandas dos espectros

Raman das 4 porfirinas, entre 100 e 1700 cm '

Av (cm™)

Zn—-TMPYP TMPYP

1643

1555

1531

1517

1502

1449

1384

1353

1329

1300

1282

1255

1215

1193

1098

1052

1002

866

812

792

1645

1580(sh)

1556 1558/1567

1523

1500

144371457 144871460

1383

1368

1336

1310

1296

1255

1219

1190

1099

1062

1002

267

865

846

808

794

TBzPyP

1638

1529

1505

(1384)
1374
1357

1336

1296

1250

1215

1158
1096

(1058)
1004
969
868
847
812

796

Zn-TBzPyP

1638 v(p

1558 Vz

1504 v,
11

1453 v,

1384 v,
29

1355 v,
q

1301 Vose

1285
1256 v,

1216

1157

1099 v o,
1051

1002 Ve

v
15

(858)

818

808 v_,
=
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atribuicgio
D4h DZh
iridil A
i 1) lqg Aq
v (Cc.=C
v (Cg=Cg) A, A,
v cC_-
as B CB) qu Aq
Vs(cd_cm) Alg Aq

v (174 anel)B B
as 2q lg

v (1/2anel) A .
s 1g 9
v(172 anel1) Big A
g9

v (€ -C
S( m py) Alq Aq

Vipiridil)
d(plridil); V(N+-CH3)

S(ptridi1); v(N+—CH3)

& (C,-H A
5( B ) lgqg Ag
5 _(C-H)
Vs(resp.pir.) Alq Ag
v (resp.plr.) A
s g
S(piriatr1)
& (ptrro1l) Aig A
s g



733 737 736 734 ¥(pirrol), OOP

716 720(sh) 720(sh) 715
669 667 667 669 d(piridil)
640 635 632
568 578 579 577 ¥(pirro1), OOP
556 562
445 444
406 404 Vgr v (Zn-N) Aig
391 (396) 386
381 383 386 380 L OOP
327 332 328
305 313
289 288 293 288 7, Q0P
248
227 227 Vg’ v (Zn-N) Big
221 224 217 223
208
(185) 185 v(Cm—Py)
109 v(Cm—Py) ?
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IV.4 - ESPECTROS RAMAN DOS COMPLEXOS PORFIRINA/MELANINA

Para deslocamentos no intervalo de 500 a 1700 cm ,

apresentamos os espectros Raman dos complexos porfirina/melanina
com excitagdo na regido da banda Soret (457,9nm), gque sdo muito
semelhantes aos espectros das porfirinas puras, e com excitacgdo em
488,0 ou 514,5nm, onde os espectros dos complexos apresentam
diferencas com relagdo aos respectivos espectros das porfirinas
puras. Para facilidade de comparag¢do, mostramos o espectro Raman
das porfirinas puras juntamente com o dos complexos. Os espectros
Raman dos complexos Zn=-TMPyP/melanina, TMPYP/melanina e
TBzPyP/melanina com excitag¢do em 457,9 e 488,0nm sdo mostrados nas
figuras IV.12 a IV.15. Em cada figura é mostrado também o espectro
da porfirina pura com excita¢do em 488,0nm. Na figura IV.12 &
mostrado o espectro do complexe Zn-TBzPyP/melanina com excitacgdo
em 457,9 e 514,5nn, jgntamente com o espectro da Zn-TBzPyP pura
com excitacdo em 514,5nm.

No intervalo de deslocamentos entre 100 e 500 cm ', os
espectros Raman dos complexos porfirina/melanina sdo bastante
diferentes daqueles das porfirinas puras. Como os espectros Raman
das porfirinas neste intervalo de deslocamento sd3oc muito sensiveis
ao comprimento de onda de excitagdo, apresentamos os espectros dos
complexos sobrepostos aos respectivos espectros das respectivas
porfirinas isoladas, para cada um dos comprimentos de onda de
excitacdo. Os espectros Raman dos complexos porfirina/melanina das
porfirinas Zn-TMPyP, TMPYP, TBzPyP e Zn-TBzPyP sd3o mostrados
nas figuras IV.16 a IV.19.

As posigdes de bandas dos complexos porfirina/melanina, com
intensidade em fungdo do comprimento de onda de excitag¢do, sao
mostradas nas tabelas IV.7 a IV.10. E feita a comparacao direta
entre as intensidades das bandas nos complexos e respectivas
porfirinas puras nos mesmos comprimentos de onda de excitagdo e,

quando for o caso, & mostrada a variag¢do A(Av) entre a posicgdo da

banda na porfirina pura e no complexo.
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Figura IV.12 - Espectro Raman ressonante do complexo

In-TBzPyP/melanina na regido de deslocamentos de 500 a 1700cm™
a) excitagao em 457,9am; b) excitagdo em 514,5nm; c¢) Zn-TBzPyP

sem melanina, excitagdo em 514,5nm
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Figura IV.13 - Espectro Raman ressonante do complexo

TBzPyP/melanina na regiio de deslocamentos entre 500 e 1700 cm™
a) excitagdo em 457,9nm; b) excitacao em 488,0nm; c) TBzPyP
sem melanina, excitagdo em 488,0nm
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INTENSIDADE (u.a.)
v,]

500 1700
NUMERO DE ONDA (cm™Y

Figura IV.14 - Espectro Raman ressonante do complexo
TMPyP/melanina na regido de deslocamentos entre 500 e 1700 cm™

a) excitacao em 457,9nm; b) excitacdo em 488,0nm; c) TMPyP sem
melanina, excitagao em 488,0nm

.83



A
-
(o] B8
3
~—
W
Q
<
2
wn
<
W
~
2 \/\/\j
LW U C
500 1700
NUMERO DE ONDA (cm™)
Figura 1IV. 15 - E spectro Raman ressonante do complexo

Zn-TMPyP/melanina na regido de deslocamentos entre 500 e 1700cm

a) excitacdo em 457,9nm; b) excitagdo em 488,0nm; c) 2Zn-TMPyP

sem melanina, excitagdo em 488,0nm
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INTENSIDADE (u.a.)

NUMERO DE ONDA(cm™Y

Figura IV.16 - Espectro Raman ressonante da porfirina Zn-TMPyP

{(curva superior) sobreposto ao do complexo ZIn-TMPyP/melanina
{curva inferior), regiio de 100 a 500 cm™. a) excitacdo em 457,9nm;
b) excitagdo em 488,0nm; c) excitacdo em 514,5nm
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INTENSIDADE (u.q.)

NUMERO DE ONDA (cm’Y)

Figura 1V.17 - Espectro Raman ressonante da porfirina TBzPyP
(curva superior) sobreposto ao do complexo TBzPyP/melanina (curva
inferior), regido de 100 a 500 cm™. a) excitagdo em 457,9nm; b)
excitagdo em 488,0nm; c) excitacdo em 514,5nm
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INTENSIDADE (u.a.)
({%
41] b

NUMERO DE oONDA (cm™Y

Figura IV.18 - Espectro Raman ressonante da porfirina TMPyP (curva
superior) sobreposto ao do complexo TMPyP/melanina (curva
inferior), regidoc de 100 a 500 cm, a) excitagdo em 457,9nm; b)

excitacdo em 488,0nm; c) excita¢do em 514,5nm
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INTENSIDADE (u.a.)
ﬁ

100 "
NUMERO DE ONDA (cm™)

Figura IV.19 - Espectro Raman ressonante da porfirina Zn-TBzPyP
{curva superior) sobreposto ao do complexo ZIn-TBzPyP/melanina
(curva inferior), regido de 100 a 500 cm™. a) excitacio em
457,9nm; b) excitacdo em 488,0nm: c) excitagdo em 514,5nm
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Tabela 1IV.7 - Posic3o e intensidade de bandas do espectro Raman de
Zn~-TMPyP e Zn-TMPyP/melanina entre 100 e 1700 cm'l, para excitacio
em 457,9; 488,0 e 514,5 nm

Zn-TMPyP Zn-TMPyP/melanina
Aviem™) Intensidade Av(cm ) Intensidade AlAv)
em fungiao de Aexc em fungido de Acxc
457,9 488,0 514,5 457,9 488,0 514,5
1643 Vs s m 1643 vs ] o
1355 vs s S 1556 Vs s -1
1531 1530 sh sh l
1517 -——
1502 1508 w m -6
1449 m m m 1454 m m -5
1384 w s 1384 ] o
1353 vs s m 1355 Vs vs -2
1329 ' 1327 sh sh 2
1300 1302 w vs -2
1282 _——
1255 s s s 1254 5 s 1
1215 vs S S 1219 Vs Vs -4
1193 S m m 1193 s s 0
1098 w w w 1102 m w -4
1052 1056 w w -4
1002 s ] S 1001 S s l
-—-- 872 w w
866 855 w w 11
812 813 w w -1
792 m w w 792 s s 0
733 W vs 734 w Vs -1
716 w w 717 w sh -1
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669 w
615 w
568 w
~445 w,br
406 s
381 s
327

305 w
289

248 w
227 m
220

sh

w,br

670

567

~444

406

380

308

289

245

226

184

w,br

w,br

w,sh

br = banda larga

90




Tabela IV,8 - Posigdo e intensidade das bandas do espectro Raman
de TMPYP e TMPyP/melanina, regido de 100 a 1700 cm '

TMPyP TMPyP/melanina
av(cm™) intensidade avicm™) intensidade A(Av)
em fungao de hexc em fungao de J\exc
457,9 488,0 514,5 457,9 488,0 514,5

1645 m w 1642 s m 3
1580 sh 1580 sh 0
1556 Vs s s 1555 s s s 1
1520 1535 ~15
1500 1502 -2
i 1477

1443 w w 1451 w w -8
1383 w w 1383 Vs vs 0
1368 w 1368 w 0
-—=- 1354 w m

1336 w W 1334 w w 2
1310 -

1296 m w 1299 m s S -3
1255 vs s s 1253 m s s 2
1219 s m m 1218 s s s 1
1190 m w w 1192 m s s -2
1099 m w 1101 w w -2
1062 1057 5
1002 s s 5 1001 s s s 1
967 m m 968 m w -1
808 812 -4
794 m w 793 w m 1
737 W 734 w Vs Vs 3
720 sh 712 8
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667

640

578

391

383

332

314

288

208

184

w w
w w
w w
w, br vs
m m
w
vs
w w

w,br

668

377

565

383

334

300

287

224

186

m,br

w,br

w,br

vs
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Tabela IV.92 - Posigdo e intensidade de bandas do espectro Raman
ressonante de TBzPyP e TBzPyP/melanina na regido de 100 a 1700 cm!

TBzPyP TBzPyP/melani na
intensidade intensidade

[I(A )1 [T(Aa )]
Av(cm™') 457,9 °Z§3,o 514,5 Avicm™')  457,9 485),‘8 514,5 A(Av)
1638 ] s w 1638 s m w 0
1567 s, br vs,br vs,br 1568 br br vs,br -1
1558 s s sh 1558 vs vs sh o
1529 w w w 1529 w w w 0
1505 w m s 1506 w 'm m -1
1460 sh sh s ,sh 1464 w sh -4
1448 m m s,br 1450 m m m -2
-——=- 1384 vs vs
1371 w w m, br 1374 sh m,sh -3
-———- 1363 m sh
1357 w w m, br 1356 w 1
13386 w m 5 1334 m m 2
-—-- 1302 s s
1296 m m w 1297 m sh m -1
1250 5 s ] 1250 s s s 0
1215 ] s w 1218 s S m -3
1158 m,br m.,br m,br 1161 m, br -3
1096 w m m 1104 w w w -8
-——- 1058
1004 s s m 1003 s m w 1
969 m s w 969 m w o
812 sh sh 814 w w -2
796 w m 802 w ~6
736 w w 735 m vs 1
715 w w ---
667 w w 669 w -2
635 m w 637 w -2
579 w w 578 w 1
556 w w w 558 w -
442 w 442 w
406 m, br 406 m, sh w,sh
--- 396 m,br
386 m w 386 m m w 0
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327
290
217
109

326
293
218
109
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Tabela IV.10 - Posicdc e intensidade de bandas do espectro Raman de
Zn-TBzPYP e zZn-TBzPyP/melanina no intervalo de frequéncias de 100

-1
1700 .
2 en In-TBzPyP/melanina

Zn-TBzPyP
av(cm™) inten s idade av{cm™') intens i dade A(av)
[I(Acxc)] [I(Aexc)]
A 457,9 488,0 514,5 457,9 488,0 514,5

1638 S Vs s 1638 Vs ] m o
1558 Vs s vs 1557 s s s 1
1529 sh sh sh 1529 sh sh sh 0]
1504 m m m 1503 w m m 1
1453 m m m 1453 w w w 0}
1384 w w 1384 m Vs 0]
1355 s s 5 1355 s s s o
1301 m m m 1303 w w Vs -2
1285 sh sh -—--

1256 s s s 1256 s m m o
1216 vs vs vs 1218 s s 5 -2
1157 s, br s ,br s,br 1161 s m m -4
1099 w w m 1092 7
1051 w w w 1055 -4
1002 s 5 5 1002 s 5 s o
818 w vw,sh w 817 w I
808 w W w 806 2
734 ms m 733 LAY s Vs l
715 sh

669 m wm m 673 w w w -4
632 wm w 638 -6
577 w w 574 3
562 w w 357 5
444 VW 441 vw,br 3
404 w w 401 m, br w 3
386 m

380 m 381 m S -1
288 mw mw 287 vw m

227 m ms ms 227 m s 0
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Iv.5 - INTERPRETACXO DOS ESPECTROS RAMAN DOS COMPLEXOS
PORFIRINA/MELANINA

Na andlise do espectro Raman dos complexos
porfirina/melanina, devemos levar em conta os varios fatores que
possam modificar estes espectros com relagdo ao das respectivas
porfirinas puras:

- A intera¢do da melanina com a porfirina modifica a estrutura
eletrénica desta dltima, deslocando a posigdo das bandas do
espectro de absorgdoc Optica para o vermelho. Esse deslocamento
pode alterar as energias de ligagde na porfirina e,
consequentemente, deslocando as posigdes das bandas do espectro de
vibracgdo.

- Como estamos estudando o espectro Raman na condigdo de
ressonancia, a alteracdao do espectro de absorgdo pode modificar o
perfil de ressondncia das bandas Raman ressonantes, com alteracdo
na relagdo de intensidade entre as mesmas.

- As ligagdes das porfirinas com a melanina podem provocar um
abaixamento da simetria das primeiras, intensificando bandas que
ndo apareciam no espectro das porfirinas isoladas.

Considerando que a interagdo porfirina/melanina deva se dar
por interacdo eletrostatica entre as cargas positivas dos grupos
piridil das porfirinas e cargas negativas das melaninas, ndo se
eépera uma grande variagdo nas constantes de forga das ligagdes do
esqueleto das porfirinas. Com isso, ndo é& previsto um grande
deslocamento nas posi¢gdes das bandas atribuidas a modos de
estiramento do esqueleto, no planc do mesmo.

Os resultados experimentais confirmam um deslocamento muito
pequeno das bandas dos espectros Raman correspondentes a modos de
estiramento do macrociclo das porfirinas. Por outro lado, os
espectros Raman dos guatro complexos apresentam comportamento

similar em dois aspectos:

-a) Quando excitados na regido da banda Soret (457,9nm), os
espectros dos quatro complexos sdo praticamente idénticos aos das

porfirinas puras.

-b) Quando excitados em 488,0 ou 514,5nm, os espectros dos

complexos apresentam intensificagdo de trés bandas em 735, 1300 e
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1385 cm '. Estas bandas eram fracas ou ausentes para excitagdo das

porfirinas puras nos mesmos comprimentos de onda.

Existe uma contradigdo entre a explicagdo gque se poderia dar
para a intensificag¢do destas bandas e © deslocamento para o
vermelho que a melanina provoca no espectro de absor¢do Optica das
porfirinas. Nas porfirinas puras estas bandas sdc¢ intensificadas
por excitagdo na regiao da banda de absorgdo Q(0,1), o que esta de
acordo com a sua atribuicdo a modos de vibragido das espécies de
simetria Big ou Bzg. Com o deslocamento do espectro de absorc¢do
para o vermelho, a excitagdo no mesmc comprimento de onda de
488,0nm & deslocada para mails longe da banda Q(0,1l) em vez de se
aproximar da mesma. Com isso, a intensifica¢do destas bandas nédo
pode ser dada em termos de aproximag¢do da condig8o de ressonéncia,
mesmo porgue outros modos de mesma espécie de simetria ndo séo
intensificados por ressonancia, no complexo porfirina/melanina.

Podemos entdo pensar em explicar a intensificag¢do destas
bandas em termos de abaixamento da simetria no complexo com
relagdo & simetria original das porfirinas tomadas como Dan.
Considerando esta interpretacao poderiamos utilizar a
intensificacdao destas bandas tanto para monitorar qualitativamente
a forma¢do do complexo porfirina/melanina quanto para discutir o
desvio da simetria da proépria porfirina pura.

Considerando a banda em 735 cm = como uma deformagido OOP,
como fol feito na secdo anterior, e desde que esta banda & muito
fraca nas porfirinas de base livre e forte nas zinco-porfirinas,
com excitagdo em 514,5nm, podemos supor que estas porfirinas tém
um desvio com relag¢do & planicidade maior que nas de base livre.
Isto implica que o Atomo de =zinco deve estar fora do plano do
macrocicloe ou ainda estar ligado na quinta coordena¢do, por
exemplo, a uma molécula de agqua.

Para a regido espectral de 100 a 500 cmq, as mudangas nos
espectros Raman, quanto & intensifica¢do de bandas & muito mais
drastica, a ponto de em alguns casos os espectros do complexo
porfirina/melanina e da respectiva porfirina pura serem totalmente
diferentes entre si. A interpretacido do espectro Raman ressonante
das porfirinas nessa regido espectral Jja é& bastante complexa
justamente pelo fato de que nesta regido ocorrem os modos de
deformacaoc tanto no plano quanto fora do plano do macrociclo.
Também nesta regido ndo observamos deslocamento significativo na

posi¢do das bandas do espectro Raman, indicando que no complexo
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ndo ocorre uma grande alteragdo na estrutura eletrdnica das
porfirinas. Por outro lado, a variagdo de intensidade das bandas
nos complexos, além do aparecimento de outras bandas & indicativo
de alteragdo na simetria das porfirinas. Uma tentativa de
atribuigdo para as bandas observadas nos complexos nessa regido
seria totalmente especulativa, portanto podemocs afirmar, a
principio, que estas bandas sdo indicativas da deformag¢do do

esqueleto das porfirinas com relagdo & planicidade.

98



V. FLUORESCENCIA DE PORFIRINA E DOS COMPLEX0OS PORFIRINA/MELANINA

FLUORESCENCIA ESTATICA

Os espectros de emissdo fluorescente das quatro porfirinas
estudadas neste trabalho sdao mostradas nas figuras V.1l a V.4. Cada
figura mostra uma série de curvas correspondendo as varias
concentragdes de melanina. Os espectros das porfirinas Zn-TMPYP e
Zn-TBzPyP mostram um "vale" em aproximadamente 630nm devido a um
problema de ganho do espectrofluorimetro nessa regialo.

FLUORESCENCIA COM RESOLUGAO TEMPORAL

Nas figuras V.5 e V.6 sado mostradas as qualidades de ajustes
para as curvas de decaimento das porfirinas TMPyP e Zn-TMPYP puras
e em solugdes porfirina/melanina, em ajustes para duas e trés
exponenciais. As curvas de decaimento da TBzPyP e TBzPyP/melanina
mostram comportamento semelhante as analogas de TMPyP. 8]
decaimento da Zn-TBzPyP e Zn-TBzPyP/melanina mostram uma variacgao
do tempo de vida com o comprimento de onda de emissdo, o que é
atribuido & contaminacdo da Zn~-TBzPyP pela base livre TBzPyP.

Nas tabelas V.1l a V.4 sao mostrados os tempos de vida para as
quatro porfirinas, em ajustes para duas e trés exponenciais, em
fungdo da concentragao total de melanina na solugdo. Também sio
mostradas as relagdes entre as intensidades de fluorescéncia das

porfirinas puras (Io) e de solugdes pofirina/melanina (I).
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FIGURA V.1 - Espectro de fluorescéncia da porfirina TMPyP

(10ug/ml) para varias concentragdées de melanina (pg/ml). Curvas
(1) 0,0 (2) 1,6 (3) 3,3 (4) 5,0 (5) 6,5 (6) 8,1 (7)
10,0 (8) 11,5 (9) 13,0
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FIGURA V.2 - Fluorescéncia da porfirina zn-TMPyP (12 ug/ml) para
varias concentracdes de melanina (ug/ml). Curvas (1) 0,0 (2) 5,0
(3) 15,0 (6) 18,0 (7) 24,0
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_—_____'-‘—-—-—_*
600 T - 850
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)
FIGURA V.3 - Fluorescéncia de TBzPyP (10 ug/ml) em varias
concentragdées de melanina (ug/ml). Curvas (1) 0,0 (2 2,0

(3) 4,0 (4) 6,0 (5) 8,0 (6) 10,0 (7) 12,0

INTENSIDADE (u.a.)
O

580 800
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura V.4 - Fluorescéncia de Zn-TBzPyP (10ug/ml) para vdrias
concentracdbes de melanina (pg/ml)

curva (1)0,0 (2)3,0 (3)6,0 (4)9,0 (5)12,0 (6)15,0

(7)18,0 (8)21,0 (9)27,0
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Figura V.5 - Distribuicdo de residuos de ajuste do decaimento da
porfirina TMPyP (10ug/ml) e TMPyP/melanina

(a) TMPyP 2 exponenciais

(b) TMPyP 3 exponenciais

(c) TMPyP + melanina (20pg/ml1) 2 exponenciais

(d) TMPyP + melanina (20pg/ml1) 3 exponenciais
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Figura V.6 - Distribuigdo de residucs de ajuste do decaimento da
porfirina Zn-TMPyP (12pg/ml} e Zn-TMPyP/melanina

{a) Zn-TMPyP 2 exponenciais

(b) Zn-THPyP 3 exponenciais

(c) Zn-TMPyP + melanina (24ug/m1) 2 exponenciais

(d) Zn-TMPyP + melanina (24ug/m1) 3 exponenciais
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Tabela V.1 - Tempos de vida, contribuigcdo da componente e variacao
de intensidade (IO/I) da porfirina TMPYP em varias concentragdes

de melanina. A, . =586mm; A . = 675mm
(melanina] I/1 tempos de vida(ns) |contribui¢do da componente (%)
(ug/ml ) T, T, T, F1 F2 F3
0 1,00 | 5,016 1,435 0,048 92 8 0
1,6 1,10
3,3 1,30
5,0 1,50 5,004 1,412 10,028 90 10 0
6,5 1,90
8,1 2,20
10,0 2,80 | 5,000 1,338 0,009 90 9 0
11,5 3,60
13,0 5,40
14,5 9,30
15,0 5,000 1,310 0,003 91
20,0 4,990 1,300 0,002 89 9 1

Tabela V.2 - Tempos de vida, contribuigdo da componente e variacgao
de intensidade (IO/I) da porfirina Zn-TMPYP em Varias
concentra¢des de melanina. A = 580nm; A = 650nm

exc emis

(melanina] I,/1 tempos de vida contr. da componente (%)
(rng/ml) T, T, T, F1 F2 F3
0 1,00 1,372 1,110 0,008 65 36 0
1,25
1,298 0,862 0,120 95 5 0
10 2,50
12 1,313 0,880 0,057 91 8 1
15 7,10
18 1,298 0,589 0,021 95
24 71,9 1,310 0,762 0,004 90
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Tabela V.3 - Tempos de vida, contribuigao da componente e variagéao

de intensidade (I /I) da porfirina TBzPyP em varias concentrag¢des

de melanina. A = 586nm; A = 675nm
exc emls

[mel] tempo de wvida(ns) contr. componente (%)

(ug/ml) IO/I T, T, T, F F F,
0 1,00 4,184 1,661 0,254 88 11 2
2 1,14
4 1,45
6 2,00 4,151 1,765 0,079 89 11 0
8 3,10
12 16,0 4,169 1,914 0,057 87 13
18 4,098 1,700 0,037 88 11 1
24 4,110 1,713 0,002 86 12 2

Tabela V.4 - Tempos de vida, contribuigdaoc da componente e variagao

de intensidade(IO/I) da porfirina Zn-TBzPyP em varias
concentragdes de melanina. A___ = 566nm; nig — 620nm
[mel] IO/I tempo de vida(ns) contr. componente (%)
(ug/ml) T, T, F1 F2
0 1,00 1,167 0,042 99 1
3 1,12 '
5 1,168 0,063 99 1
6 1,38
10 1,168 0,001 96
15 3,06 1,169 0,003 94 6
21 5,29
27 39,3

105



V.1l- SOBRE A ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

0 ESPECTRO DE EMISSAO DE UMA MOLECULA "SIMPLES"

0 fendmeno de emissdo (fluorescéncia e fosforescéncia) é
observado em muitas substancias aromaticas e envolve
essencialmente transi¢des dos elétrons-n dessas substincias. Para
as moléculas mais simples, o espectro de fluorescéncia pode ser
representado esquematicamente pela participacdo de um estado
singleto fundamental §, + um estado singleto excitado S, , um
estado tripleto excitado T e as componentes vibrdnicas destes
estados ( os estados de Franck-Condon ). Neste caso, o espectro de
emissdo ¢é aproximadamente uma imagem especular do espectro de
absorgdo.

De S1 o sistema pode decair para o estado fundamental Si1 = So

seja por emissdc de um féton (fluorescéncia), com taxa de

decaimento kf ou por processo ndo radiativo com constante k1' onde
k. e equivalente a probabilidade de emissdo esponténea k_. Ainda
de S1 o sistema pode se converter de singleto em tripleto através
da transigdoc ndo radiativa S1 = Ti1 com taxa k.. De T1 o sistema
pode decair para o estado fundamental pela transig¢do T1 = So por
processo ndo radiativo com taxa k3 ou por emissdo de féton
(fosforescéncia) com taxa de decaimento kp. Ainda do estado T
pode haver uma repopulagdo do estado S:1 através do cruzamento
intersistema T:1 » 51 com taxa k__. A representagdo esquematica das
etapas envolvidas no processc de emissao é mostrada no diagrama de

Jablonski da figura V.7.
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Figura V.7 - Diagrama de Jablonski simplificado da
fluorescéncia

Geralmente existe uma diferenga muito grande entre as
meias-vidas dos estados singleto T, entre 107 a 10 '% e estados
tripleto T, 10"%°s. Dependendo de T, e da distancia e acoplamento
entre os estados T1 e Sl, a repopulacao de S1 via cruzamento
intersistema s, ¢ T pode se tornar significativa e provocar a
chamada fluorescéncia atrasada. De acordo com o diagrama de
Jablonski, a cinética de excitagdo e emissdo de um sistema de
moléculas pode ser descrita pelas trés equagdes a sequir [51]:

ds,/dt = -ks_ + (k, + k)S + (k + k)T (V.1)

I

ds,/dt = ks - (k, + k + k)81t + k_ T, (V.2)

0

dT,/dt = k,5 - (k + k + k_,)T (V.3)

21 1

Em regime estacionario (iluminagdo continua) a populagio

média dos estados excitados é constante e temos:
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ds /dt = ds /dt = dT /dt = 0

com isto as equagdes V.1l a V.3 tornam-se:

kS, = (k, + k)S + (k + k)T, (V.4)
kS, = (k_+k, +X,)S = k_ T (V.5)
k,S, = (k_+k +k )T = T = (k,S)/(k +k +k_) (V.6)

Substituindo T em a’ ou b’, temos:

( kp + ka)kz
kso=[(kf+k1)+ k+ k + k ]S1=
P 3 -2
(kr + k1 + kz)(kp +-k3 ) + k-z(kr + k1) < .7
B K + kK +K ) (V.7)
p 3 -2

Mas SD &€ o total de moléculas excitadas e krS1 é€ o total de
moléculas que fluorescem. Definimos o rendimento quantico ¢ . para

a fluorescéncia como:

ko (k + Kk, +k_)

P (KSIGS) = g TR )k, k) vk, vE) V¥

Analogamente, eliminando S em V.4 ou V.5 e substituindo em

V.6, temos o rendimento quantico ¢ para a fosforescéncia:
P

k k
2P (V.9)

P
(kf + k1 + kz)(kp + ka) + k._z(kf + k1)

Em sistemas onde a taxa de repopulagao de S1 via cruzamento
intersistema k2 € negligenciavel, as férmulas para os rendimentos

guéanticos ¢r e ¢ reduzem-se simplesmente a:
P
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Kk
f
p. = (V.10)
£ kf + k1 + k2

k,k
o, = 2 (V.11)
(k. +k +k)(k +k)

Podemos resolver as equagdes de emissdc fluorescente e
fosforescente, partindc de uma condigdc de ndc iluminagdo (k=0)
imediatamente apdés um pulso de luz que popula o estadc Si. Nessas

condi¢bes podemos escrever as equagdes V.2 e V.3 como:

ds
1 = —
3t - (kr + k1 + kz)s1 + k_2T1 (V.12)
dT1
I = kzs1 - (kp +k3 + k_z)T1 (V.13)

Se a taxa de repopulagao kK, tiver origem unimolecular, ndo
envolvendo processos de colisdes ou interagdes com © meio, as

solugdes das equagdes acopladas V.12 e V.13 sdoc dadas por:

. s A A~ (k¥ -k )t
s (t) = sf[l - —E;-] e” (Kev KOt 4 gk _e
- K ke (V.14)
s °k L P

T (t) = --1-3-2 [ ek, k)t e~ (Kt k)t ] (V.15)

X

£

onde
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0 termo k_2 embutido em k da a repopulagdo de s, a partir
de T e €& responsdvel pela fluorescéncia atrasada, uma componente
da emissao fluorescente cujo tempo de vida é essencialmente aquele
da fosforescéncia. E importante notar que as equagdes (V.14) e
(V.15) descrevem um processo de desexcitagdo monomolecular que &
valido no limite de solugbes diluidas onde se pode desprezar os
efeitos das colisdes moleculares. Esta andlise tampouco leva em
conta as interag¢des das moléculas com o ambiente.

No limite para k_, » 0 , também k » 0 e as equagdes para a
fluorescéncia e fosforescéncia tornam-se desacopladas:

—k:t (V.16)

T = e (V.17)

Na maioria dos sistemas reais, a taxa k_2 de repopulagao de
S1 a partir de T, é muito pequena, além do que fluorescéncia
atrasada ocorre numa escala de tempo muito maior que a da
fluorescéncia normal. Deste modo, as equagdes para a emissdo podem
ser escritas como em (V.16) e (V.17) sem se cometer erro
consideravel.

O MODELO PARA O ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DAS
PORFIRINAS

0 espectro de emissdo das porfirinas € mais complexo pois as
mesmas tém um espectro de absorgdo dptica muito particular, como
vimos no capitulo III. A interpretacdo do espectro de
fluorescéncia deve levar em conta os detalhes do espectro de
absorcgéo.

Consideremos algumas evidéncias experimentais que devem
ser levadas em conta no processo de absorgdo/emissdo das
porfirinas:

a) Qualquer gque seja o estado excitado na absorgdo, a
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fluorescéncia se da sempre a partir do estado singleto de energia
mais baixa. As tentativas de se observar o "espectro de emissdo da
banda Soret" tém sido mal sucedidas.

b) Nas porfirinas de base livre, onde o estado e, (C1=Ca) se
desmembra em b2g e b3g , a fluorescéncia & uma imagem especular da
banda Q de energia mais baixa. Nao tem sido observado o
espectro de emissdo correspondente 3 banda Qy .

Comecemos analisando o espectro de fluorescéncia da
metaloporfirina, que aparentemente & mais simples que o da base
livre.

Nas metaloporfirinas os dois orbitais moleculares superiores
ocupados (HOMO) s3o préximos em energia e sdo bastante misturados
por interacdo de configuragdo. Os estados excitados podem ser
ocupados a partir de qualquer dos estados definidos por esses dois
orbitais. Com isso, para as porfirinas ndo podemos definir um
"estado fundamental” no sentido usual do termo. De acordo com o
modelo de Gouterman, a banda Soret e a banda Q vém de transicdes
dos estados a, e a  para o mesmo estado degenerado eg.
Considerando a fluorescéncia como uma propriedade do estado
excitado, deveriamos observar a fluorescéncia tanto a partir da
banda Q quanto da banda Soret. Na literatura ndo encontramos uma
explicacdo de porgque se observa apenas a transicgédo eg = a e nao
a transicdo e = a, ., que seria responsavel pela fluorescéncia da
banda Soret.

Neste trabalho, & proposta uma explicagdo simples para a
fluorescéncia da metaloporfirina, considerando a participacao de
dois elétrons no processo e usando alguma analogia com a
luminescéncia dos semicondutores.

Podemos supor que a excitacgido da molécula na banda Soret gera
a deficiéncia de um elétron no orbital a,, r que é energeticamente
inferior ao orbital a . KEssa deficiéncia de elétron &
equivalente ao '"buraco" gerado na banda de valéncia de um
semicondutor ao se arrancar um elétron para a banda de conducgio.
Devido a forte interacdo de configuracdo entre os estados a e
a ;, 1imediatamente apds a excitagdo da molécula, um elétron

2u

"decai" de a  bara a , transportando o "buraco" para o orbital
u

2u

a . - Por "imediatamente" , & suficiente pensarmos numa escala de
u
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tempo de picossegundos, a ordem de grandeza envolvida nos
processos de conversdo interna.

Quando o sistema decai de e , © orbital a,. ja esta ocupado,
restando o orbital a ~como o unico caminho para desativacgao
fluorescente do estado excitado. Esse processo ¢é mostrado
esquematicamente na figura V.8.

[ 1 [ —  — 1 eg
M
) -+
a
l iu
[c]
a
2u
a b ol

Figura V.8 -~ Modelo para o espectro de fluorescéncia de uma
metaloporfirina

a) absorgdo de um foton com excitagdo na banda Soret, criando um
buraco no orbital a

b) rearranjo dos orbitais a, e a, , com o buraco indo para o
orbital superior

c}) emissdo de um féton na regido da banda Q, com o sistema

decaindo para o "estado fundamental" a, .

Nas porfirinas de base livre devemos ter em conta que o
orbital eg nic €é mais degenerado, levando aos orbitais bzg
(superior) e b3g (inferior). Os resultados experimentais mostram
que a emissdo fluorescente se da apenas a partir do orbital bag,
pois a forma do espectro de emissdoc € a mesma para excitagao nas
bandas Q;‘ ' Qy ou na banda Soret. Isso mostra que se o sistema é
levado ao orbital b2g , decai para b3g por um processo de
conversdo interna num intervale de tempo suficientemente curto
para minimizar a fluorescéncia com origem em bzg .

A partir destas constatagdes e usando as consideragdes feitas

no caso das metaloporfirinas, podemos construir um "Diagrama de
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Jablonski modificado" para fluorescéncia de uma porfirina de base
livre, quando excitada na regido da banda Soret. Este diagrama é&
mostrado na figura V.9, onde néo consideramos a participag¢do dos
estados tripleto no processo de emissdo da porfirina. Como podemos
observar neste diagrama, para a absorgdo 6ptica podemos chamar de
estado fundamental ao estado A2u , a partir do qual o sistema é
excitado. JA para a fluorescéncia, o estado fundamental deveria
ser atribuido ao estado Am , onde termina o processo.

a

2u

Figura V.9 - "Diagrama de Jablonski" da fluorescéncia de uma
porfirina de base livre, excitada na banda Soret

De um modo geral, para estudarmos as propriedades do espectro
de emissdo de uma porfirina, ¢ suficiente considerarmos como
origem de todo © processo a populagdo do estado e (nas
metaloporfirinas) ou b3g (na porfirina de base livre). Nesge caso,
ndo € relevante se o estado fol populado a partir de a2u
(excitagdo na banda Soret) ou de a (excitagdao na banda Q).
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Podemos designar o estado I%q (ou Eq) como S1' o "primeiro estado
singleto excitado" e o estado Am conmo So , © estado fundamental
da porfirina.

Esta interpretagdo do espectro de fluorescéncia das
porfirinas pode ser usada para explicar o "fundo continuo" gque
aparece nos espectros Raman dessas moléculas.

Nas Zn-porfirinas obteve-se sem problemas os espectros Raman
ressonantes com excitagdo na regido do violeta (457,9 nm) ao verde
(514,5 nm). Para as porfirinas de base livre o espectro com
excitacdao em 514,5 nm apresenta um fundo continuo que mascara a
intensidade das bandas do espectro Raman.

Comparando esses comprimentos de onda com os espectros de
absorcao optica dessas moléculas, observamos gque no caso das
metaloporfirinas tanto a excitagdo quanto a radiacdo espalhada
(L;x— Avhumn) ocorrem no intervalo de energia entre a banda Soret
e a banda Q(0,1). Nas porfirinas de base livre, para excitagdo no
violeta e no azul (488,0 nm), o espectro Raman também cai entre os
maximos das bandas Soret e da banda Qy(o,l). Ja para excitagao em
514,5 nm, a varredura do espectro Raman € feita no intervalo de
energia entre as bandas Qy(o,l) e Qy(0,0).

Podemos interpretar esse fundo como uma "fluorescéncia
rapida" ou uma fluorescéncia que é emitida a partir de uma
configuragdo de nao egquilibrio entre os estados B3g e Ba; . A nao
observagdao deste tipo de fluorescéncia com varredura do
espectro Raman seria devido a gque a aniquilagdo do par
"elétron-buraco" entre os estados A _ e Abu ocorreria num tempo
muito menor gue o tempo de relaxamento dos estados vibracionais
excitados.
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A SUPRESSAO DA FLUORESCENCIA

Como Jja vimos anteriormente, a fluorescéncia de uma
substancia isolada corresponde ao decaimento do estado singleto

excitado:

*
gg _ _ {(V.18)
dc! T (kf * km')sl (1/T0) s,

gue podemos escrever em termos da concentragido da substédncia em

guestdo, que chamaremos de agora em diante de doador (D).

*
gé%-] = - (k_+ k) [D*] -(1/T)) (0" (V.19)

A presenca de uma substdncia aceptora de energia na solugido
{(que chamaremos de substdncia A ) pode criar outros mecanismos de
desativacao do estado excitado D* da molécula doadora. A esses
mecanismos adicionais nao fluorescentes de desativacdo de p*
chamamos de supressdo dindmica de fluorescéncia . Por outro lado,
se as moléculas A e D formarem alguma espécie de agregado nho
estado fundamental, temos que levar em conta este '"quenching
estatico" provocado pela retirada de moléculas livres D da
solugao. Este tipo de complexos no estado fundamental ocorre com
muita frequéncia entre substadncias iénicas com cargas de sinais
contrarios.

No caso de ocorrer simultaneamente supressdes de
fluorescéncia por  processos estdtico e dinamico, com
fluorescéncia do complexo formado, a cinética de desativacido do
estado excitado pode tornar-se complicada.

No caso geral, as etapas envolvidas no processo de
excitacgdo/desexcitagdo do sistema doador/aceptor podem ser

agrupadas come segue [60]:
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I3 *

I) D + hv -» D ( excitagdo de D por absorgao de
um féton de enegia hv )
k
IT) p* £ >-D + hv’ ( fluorescéncia de D* )
* l'{nr . ~ s . *
III) D s D + calor (decaimento ndo radiativo de D )
Iv ) D + A —— D + a¥ (supressdo por transferéncia de
energia )
* k1 * -
V) D +A ——— (D-—=3) ( formagao de complexo no estado
excitado, "exciplex" )
VI ) D+ A K > (D=--3) (formagao de complexc no estado

fundamental )

VII) (D--A) + hv——£il:§le (D-—A)* (excitagao do complexo)

k’
VIII) (D--A) —© 5 (D--A) + hv" (fluorescéncia do complexo)

’

IX) (D--a)" ", (D--A) + calor (decaimento ndo ragiativo

do complexo (D--A) )

X) (D--A)* --------- >D" + A ( dissociagdo do exciplex )

As etapas I-IX podem ser visualizadas no esquema abaixo [66]

*
p* + 2 —XK 5 (D=-2)
” N ka W\
- r
15 k_ |k, I(1-3) k! k!
J d l l
D + A - K > (D-2a)

Neste esquema geral, a solugdo do problema da supressdo de
fluorescéncia leva a uma equagdao com um grande nimero de

pardametros, dificultando a andlise do processo como um todo. Néao
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levando em conta a possibilidade de formagdo de exciplex, o nimero
de parametros reduz-se bastante.

Neste caso, & ainda ilustrativo partir da situagdc mais
simplificada, o que permite uma compreensido razodvel da supressio
da fluorescéncia.

Analisaremos as seguintes situagdes:
1) - N&do ocorre a formacdo de complexo no estado fundamental (K=0)

2) - Ocorre a formagdo de complexo no estado fundamental, mas o

mesmo nao é fluocrescente

3) - HA a formagdo de complexo no estado fundamental, e tanto este

como o doador podem emitir independentemente

1) No primeiro caso, a supressdo de fluorescéncia ocorre
devido ao chamado "quenching dindmico". Esse processo é limitado
pela difusibilidade das moléculas na solugdo, sendo portanto
dependente da viscosidade do meio e da concentragdo do aceptor.

Despresando a absorgdo do aceptor no comprimento de
onda de excitagdo, a equagdoc (V.19) pode ser escrita neste caso

cOomo.

*
G- = kD - (k. +k_+Xk(A]l)D (V.20)

Resolvendo esta equagdo para o estado estacionirio temos:

k D= {kr + Xk o+ Kk [A] }D* (V.21)

ex

A eficiéncia quantica da fluorescéncia na auséncia e na

presenga do aceptor é& dada por:
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po = k /(k_ +k_ ) x To
p = k/(k +k +k[A]) « I
po/p = Io/I = 1+ T k,[A] = 1+ K [A] (V.22)

onde K =<1 € a contante de Stern-volmer

k
sY o Q
IG/I é a relagdo entre as intensidades de fluorescéncia da

porfirina isclada e da solugdo porfirina/melanina.

Resolvendo a equacgdo (V.20) para condig¢des de
auséncia de luz tem-se:

ap”jat = - {kf k4 kQ[A]} = =(1/T)D"

na auséncia de A:

* * *
dp'/dt = -(k_+k_}D = (1/To)D

t/T = 1 + tkI[A]l = 1 +K_[A] (V.23)

Nessas condigbées as medidas feitas en estado
estaciondrio Io/I 1levam ao mesmo resultado que as feitas com
resolugao temporal to/t . Em ambos os casos obtem-se uma func¢ao

linear que sera proporcional a concentragdo do doador [A].

2) No segundo caso, © equilibrio do complexo doador/aceptor no

estado fundamental & dado por:

K
D + A ————2 opa (V.24)
- -LDA]
X = I517A)

Podemos escrever a equagao (V.19) como:
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an*/dt = kD5 - {k +k _+Xk.IA] Y (V.25)

8 = [1+-2% k(a]

D

onde £ -1
[ ] = TIT¥TBKIA]

€ e ¢ Dséio os coeficientes de extingdo do complexo (DA) e do
doador livre D, respectivamente.

-

kexDoa é a fracdo da energia total que & absorvida pelas moléculas
do doador gque continuam 1livres. O restante da energia
kexDo(l-a) é absorvida pelo conmplexo [AD].

Qutra vez, resolvendo o problema para estado estacionéario,

temos:

XK D& = [k +k o+ k[A]] D" (V.26)
o £ nr Q

ex

Agora, a fragdo das moléculas iniciais que foi excitada é&:

[kr + knr + kQ[A]J -5 *
&

A razao entre as intensidades na auséncia e na presenga do
aceptor, agora & dada por:

k / (kf + knr)

Lo _ £ _
I k8 / (k, +k__+k[&])
= (1 + TXJIA]) (1 + BKIA]) (V.27)

Por outro lado, resolvendo a equagdao V.25 em condigdes de
auséncia de luz, encontramos ainda:
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*
-db_ _ _ (k. +k +k [A])D* (V.28)
dt f nr Q

© que da a relagao de Stern-Volmer:

=20 = 1 + Tk [A] (V.29)
0 Q
T
Das equagbes V.27 e V.28, temos:
Io/I = (to/t)(l + BK[A]) (V.30)

3) No terceiro caso, podemos escrever as edquagdes para a

desexcitagao de D* e (DA)* COomo:

ap*/at = § - (k. + k X *

D /dt = k_Dod - (k + k + o[A1)D (V.31)
* *

d(Da) /dt =k_Do(1-8) - (k! + k’ )[DA] (V.32)

Nesta dltima equagéao, k; & a constante de decaimento por
fluorescéncia e k;ré a constante para a soma de todos os processos
ndo radiativos para o complexc decador-aceptor

Resolvendo as equagdes (V.31) e (V.32) para kex = 0

(experimento com resolugiao temporal), temos:

D*(t) = Do e T (V.33)
(DA)* () = (DA)) e Tma (V.34)
onde 1/t = (kr + knr + kQ[A]) e 1/t'DA = (k; + k;r)

Neste caso, a fluorescéncia passa a ter duas componentes
tempos de vida independentes entre si. O tempo de vida do doador
dependera da concentragdo do aceptor livre [A], enquanto o tempo

de vida do complexo (DA)* serd independente da concentragido do
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aceptor livre. Resolvendo essas equagdes para
estado estacionario, temos:

p* = (k,__Dos)/(k, +k__ + k,[A]) (V.35)

A intensidade da fluorescéncia do doador livre sera:

Io = k D* — kfkex[“'o-"-c:5
r 1+ 'r:oko[A]
*
(DA) = [kexDo(l-S)]/ (k; + k;r ) = kextDADo(l - 8) (V.36)

%
A intensidade da fluorescéncia do complexo (DA) sera:

- ’ = ’ -
1, = k/[(pa] ] k’k_t_ D (1 - &)
A relagao entre as intensidades de fluorescéncia medidas na

auséncia e na presen¢a do supressor neste caso serad dada por:

kk T D

f ex 0 O
I + I
D

To/I = To/(I + I) =

D A

Substituindo os valores de ID e ﬁm temos:

1+ Tk [A]

I/I = ~ (V.37)
§+ (1-8)(9,/e, )1+ TkI[A]
0

onde PoalPp = KiTp, /X,
fazendo 8 + (1 - 8)B =8 [1 - B (1 - 1/8)]
e lembrando que 1 - 1/8 = - BK[A], no divisor da equagao V.37,
temos:

Ppa

1/ {a + (1 - 8) ——— (1 + 'r:oko[A}} =
Yo
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1 + BK[A]

'pDA
1 + BK[A]--22- ( 1+ TkI[A] }

o

L)

Substituindo esse valor na equagdo V.37, obtemos finalmente:

ro/1 = (1 + roinA]) (1 + Bk[A]) (V. 38)
1 + Bk[A] ==2%- (1 + Tk, [A])
‘pD

Numa situagdo em gque os coeficientes de extingdo molar da
porfirina livre e do complexo porfirina/melanina sejam

aproximadamente iguais, temos B = 1, esta eguagdo torna-se:

(1L + T k [A]) (1 + K[A]
Io/I = 22 — (V.39)
1 + K[AI(p,, /@) ( 1 + Tk [A])

Quando a eficiéncia quéntica da fluorescéncia do complexo for
insignificante, ou seja, guando b, 0 a eguagao V.39 torna-se
egquivalente a equagdo V.27 que da a relagdo de intensidade para o
complexo nao fluorescente.

A partir da situacdo mais simples proposta no inicio desta
secgdo, chegamos as equagdes V.22 e V.23, gque afirmam que as
variagdes de intensidade (Io/I) e de tempo de vida (To/T) para os
complexos porfirina/melanina sdo as mesmas, © gue evidentemente
ndo concorda com nossos resultados experimentais.

As medidas de fluorescéncia dos complexos porfirina/melanina
mostram gque a melanina provoca uma variagdo muito brusca na
intensidade relativa da fluorescéncia (supressdo) das porfirinas,
enguanto os tempos de vida das mesmas sdo muito pouco alterados.
Isto mostra que a supressao estatica tem um papel muito mais
importante que a dindmica no total da supressao da fluorescéncia
da porfirina pela melanina. Temos entdo gque partir das equagdes
V.27 e V.39 para analisar a fluorescéncia dos complexos

porfirina/melanina.
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V.2 - A TAXA DE TRANSFERENCIA DE ENERGIA PORFIRINA = MELANINA

A equagdo V.39 pressupde uma fluorescéncia do complexo
porfirina/melanina com um rendimento quéntico:

Poa = k;/(k:‘ + k'nm)

onde ki e ki sdo respectivamente as taxas de fluorescéncia e de
decaimento nadc radiativo do estado excitado do complexo
porfirina/melanina. Podemos admitir k; igual a taxa k. de
fluorescéncia da porfirina pura pois ambos s6 dependem da meia
vida radiativa do estado excitado da porfirina.

Conforme se observa nas tabelas V.1 a V.4 (pag. 104), para
concentragdes mais altas de melanina, a fluorescéncia dos
complexos porfirina/melanina apresenta uma componente com tempo
de vida ultra curto ( T < 5 ps ). E dificil precisar o tempo de
vida desta componente, pois o mesmo estd no limite de resolugdo do
equipamento utilizado. Considerando esta componente como devida &
fluorescéncia do complexo porfirina/melanina, podemos estimar a
taxa de transferéncia de energia da porfirina para a melanina no
estado excitado.

Tomando, por exemplo, a porfirina TMPYyP cuja fluorescéncia
tem rendimento qudntico de 0,024 e tempo de vida de 5,0 ns,
determinamos a taxa de fluorescéncia kr :

o= =% = k7o

0,024 .

5,0 . 10° s

1

6-
k, = ¢ / T = 4,8 . 10° s

Para um tempo de vida de aproximadamente 3 ps para o complexo
porfirina/melanina, temos:

o = kT = 4,8 .,10°'. 3.107%s = 1,5 .10°°

DA f DA
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Podemos  escrever (o] tempo de vida para o] complexo

porfirina/melanina como:

T = (V.40)

Nesta equag¢do, admitimos que as taxas de emissdo radiativa e
ndo radiativa da porfirina pura permanecem inalterados, com o
termo k“: representando a taxa de transferéncia de energia de
excitag¢ido da porfirina para a melanina. Para estimar o valor desta

taxa, escrevemos:

6 —
k = K/p, - 1/To = 4,8 . 10 s ~ 2,0 . 10°s”

1,5 . 10

1

TE

Para os outros complexos porfirina/melanina encontramos taxas

de transferéncia de eletrons da mesma ordem de grandeza.
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A CONSTANTE DE ASSOCIAGAC DO COMPLEXO PORFIRINA/MELANINA
- GRAFICO DE SCATCHARD-

Como acabamos de ver, a possivel fluorescéncia do complexo
porfirina/melanina tem um rendimento quintico tdo baixo que o
termo wm/ ¢, na equagdo V.39 pode ser negligenciado com relagdo a
unidade (wm/ P, = 1dﬁ). Desse modo, para analisarmos as relagdes
entre as intensidades de fluorescéncia da porfirina pura e da
porfirina/melanina podemos usar a equagdo V.27 em vez de V.39.
Também podemos reescrever a equagdo V.27 na forma:

2
I/ I=1+ (K, + K)[A] + K K[A]
[(I/ I) - 1]1(1/ [A]) = [K + K] + K_K[A] (V.41)

Usando os dados de fluorescéncia das tabelas V.1 a V.4,
construimos os graficos de [(Io/ I)-1](1/[A]) versus [A] para as
quatro porfirinas (FIG. V.10). De acordo com a equagcédo V.41l era de
se esperar que esses graficos se ajustassem para uma reta, de onde

se poderia obter © termo constante (K5 + K) e o coeficiente

Y
angular (st'K) .

0 desvio positivo da linearidade nos quatro graficos da
figura V.10 implica que o termo que multiplica [A] na equagdo V.41
ndo deve ser constante com ¢ aumento da concentracdo de melanina.
Estes dados nos obrigam a levar em conta alguns aspectos da
interagac porfirina/melanina que nao foram considerados até agora
na discussdo da supressdo da fluorescéncia. No modelo proposto
nesta secgdao consideramos a interagac porfirina/melanina como
ocorrendo entre duas moléculas simples na porporgdo de uma
molécula de porfirina para uma de melanina.

As porfirinas tetracatidnicas tém quatro sitios equivalentes
que a principio poderiam ligar-se a melanina (os quatro radicais
piridil). Consideremos que a ligagdo da porfirina & melanina por
qualquer um desses sitios ja seja suficiente para suprimir a
fluorescéncia. Consideremos também que esses sitios sejanm

totalmente independentes com respeito a associagdo com a melanina,
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ou seja, numa porfirina j4 ligada a melanina por um sitio, os
trés restantes tém igual probabilidade de ligagdo gque aqueles das
porfirinas 1livres. Segundo este raciocinio, o aumento da
concentra¢do de melanina aumentaria também a probabilidade de
"moléculas" de melanina se associarem a porfirinas j4 ligadas e
portanto ndoc fluorescentes. Isto levaria necessariamente a um
desvio negativo da lineaaridade dos graficos dados pela equagdo
V.41, exatamente o contrario do que foi observado
experimentalmente.

Consideremos agora o problema do ponto de vista dos sitios de
ligag¢do da melanina.

As melaninas sdo polimeros de estrutura heterogénea, com uma
grande gquantidade de cargas negativas que sd8o estabilizadas
principalmente por grupos carboxilicos e fendlicos, os quais se
localizam principalmente nas extremidades do polimero. Com base
neste modelo podemos supor gque a melanina pode se ligar a
porfirina através de vadrios sitios equivalentes (com mesma
constante de dissociagdo) ou mesmo de diferentes espécies de
sitios (com diferentes constantes de dissociagado)

Para analisar o problema deste ponto de vista contruimos, a
partir da emissdo de solugdes de porfirina/melanina, os graficos
conhecidos como "Plot Scatchard". Para a construg¢do destes
graficos sdo feitas as seguintes aproximag¢des:

a) A porfirina 1ligada a melanina é considerada néao
fluorescente. Com isto, toda a fluorescéncia observada € atribuida

a porfirina ndo complexada.

b) A porfirina & considerada como uma molécula pequena,

com um unico sitio disponivel para associa¢do com a melanina.

c) A nmelanina, por sua vez, é encarada como uma
macromolécula com vVvarios sitios possiveis de ligagdo com a
porfirina, podendo inclusive haver sitios ndo egquivalentes, {(com
diferentes constantes de dissociagdo).

Neste caso, o grafico de Scatchard é dade pela eguagdo [61]:
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v _ n _ v
T T K K (v.42)
onde:
[L] = é a concentragdo do ligante (porfirina) livre
v > € o nimero de moles de ligantes 1ligados por mol da

macromolécula (v = [P]lp/[Mel]
n » € o namero de sitios ligados por macromoclécula

K > constante de dissociacgio

Neste experimento empregou-se a fluorescéncia estatica e
usou~se uma concentracdo fixa de melanina, de modo que o valor de
v s6 depende da concentragiac da porfirina. A essa concentracio
fixa de melanina s&o adicionadas aliquotas conhecidas de
porfirina. Em sequida é medida a intensidade da fluorescéncia da
solugdo do composto e comparada com a fluorescéncia da solugdo de
porfirina na mesma concentragdo . Como admitimos que a
fluorescéncia & devida unicamemente a porfirina livre [P1. .
pode-se determinar as concentragdes de porfirina 1livre e
complexada com melanina, [P]b. Os valores de [P]f e [P]b assim
obtidos para varias concentragdes totais de porfirina [P]t, assim
como Os parametros v e v/[P]f sdo mostrados nas tabelas V.5 a Vv.8.
Os respectivos graficos de Scatchard sdo mostrados nas figuras
vV.1ll a V.1l4.

Para uma macromolécula com uma Unica classe de sitios de
ligagdo (um unico valor de K) o grafico de v/[Pl, vs v (equagido
V.42) da uma reta com coeficiente angular -1/K. A intersegdo com o
eixo das abscissas da o valor de n (n = v), enquanto no limite

¥ > 0 tem~se n/K = v/L (intersegdo com o eixo das ordenadas). Os
graficos correspondentes as solugbes porfirina/melanina, no
entanto, podem ser ajustados para duas retas distintas. Isto
evidencia a existéncia de dois valores diferentes de K e de duas
classes distintas de sitios de ligagdo. A andlise desses graficos
é feita como segue.

Consideramos a principio que a melanina tem duas classes de
sitios de ligagdo com constantes muito diferentes entre si (por

exemplo, K «KZ). Entdao no limite para v -» 0 temos:
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TABELA V.5 Dados para obtengdo do grafico de Scatchard para o
complexo TMPyP/melanina. (As concentra¢des sao dadas em ug/ml)

[Mel] I /I, [P], tat [P], [(Plg 4 V/[P],.
1,020 = ~m———- 0,1364  =====  —memmem— mmmee e
1,020 0,0333 0,2055 0,007 0,198 0,194 28,40
1,020 0,0489 0,273 0,013 0,259 0,254 19,03
1,020 00,0772 0,348 0,026 0,322 0,315 12,16
1,015 0,1210 0,409 0,049 0,360 0,355 7,23
1,015 0,1680 0,480 0,083 0,397 0,391 4,70
1,013 0,2253 0,551 0,130 0,421 0,416 3,21
1,010 00,2566 0,620 0,164 0,456 0,451 2,75
1,004 0,2975 0,690 0,211 0,479 0,477 2,26
1,002 0,3360 0,764 0,256 0,507 0,506 1,98
1,000 0,444 0,818 0,282 0,536 0,536 1,90
I/I0 = intensidade relativa da fluorescéncia do complexo

porfirina/melanina em relacdo & mesma concentragdo de porfirina
livre.
v = [P], / [Mel]
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TABELA V.6
complexo ZnTBzPyP/melanina.

Dados para obtenc@o do grafico de Scatchard para o
(As concentragoes sdo dadas em ug/ml)

[Mel] /1, (Pl ota [(P1, (Pl v v/[P],
0,615 0,009 0,0940 0,00574 0,0907 0,148 25,697
0,614 0,002 0,141 0,00230 0,139 0,226 98,174
0,612 0,038 0,187 0,00689 0,181 0,295 42,816
0,611 0,056 0,234 0,0126 0,221 0,362 28,662
0,610 0,105 0,280 0,0295 0,250 0,411 13,919
0,608 0,150 0,326 0,0489 0,277 0,455 9,313
0,608 0,222 0,372 00,0828 0,289 0,476 5,749
0,606 0,262 0,417 0,109 0,308 0,509 4,659
0,605 0,309 0,463 0,143 0,320 0,530 3,703
0,604 0,347 0,508 0,176 0,332 0,550 3,118
0,602 0,390 0,553 0,216 0,337 0,560 2,592
0,601 0,420 0,599 0,251 0,347 0,577 2,298
0,600 0,446 0,643 0,286 0,356 0,594 2,074
0,599 0,476 0,688 0,328 0,360 0,601 1,832
0,598 0,494 0,731 0,361 0,370 0,620 1,716
0,596
I J intensidade relativa da fluorescéncia do complexo

porfirina/melanina em relagdo & mesma concentragdo de melanina

livre.

v = [P], / (Mel]
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TABELA V.7 Dados para obtencdo do grafico de Scatchard para o
complexo TBzPyP/melanina. (As concentragtes sdo dadas em ug/ml)

[Mel]  I/I, [Pl [P],  [P], v v/[P],
0,520 0,034 0,895 0,003 0,086 0,166 54,74
0,519 0,070 0,134 0,010 0,124 0,240 24,86
0,514 0,097 0,178 0,017 0,161 0,313 18,17
0,513 0,126 0,222 0,028 0,194 0,380 13,55
0,512 0,177 0,266 0,047 0,219 0,428 9,07
0,511 0,232 0,310 0,072 0,238 0,466 6,47
0,510 0,264 0,354 0,093 0,260 0,511 5,47
0,509 0,307 0,397 0,122 0,275 0,541 4,44
0,508 0,325 0,440 0,143 0,297 0,586 4,09
0,507 0,358 0,483 0,173 0,310 0,612 3,54
0,506 0,380 0,526 0,200 0,326 0,645 3,22
0,505 0,403 0,569 0,229 0,340 0,672 2,93
0,504 0,425 0,611 0,260 0,352 0,697 2,69
0,503 0,445 0,654 0,291 0,363 0,721 2,48
I/I, = intensidade relativa da fluorescéncia do complexo

porfirina/melanina em rela¢do a mesma concentra¢do de porfirina
livre.
v = [P], / [Mel]
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TABELA V.8 Dados para obtengdc do grafico de Scatchard para o

complexo ZnTMPyP/melanina. (As concentragdes sido dadas em ug/ml)

(Mell  I/I, [Pl (Pl [P, v v/ [P],
1,227 0,021 0,138 0,003 0,135 0,110 37,70
1,224 0,034 0,183 0,006 0,177 0,144 23,04
1,222 0,048 0,228 0,011 0,217 0,178 16,19
1,220 0,086 0,273 0,024 0,249 0,204 8,48
1.217 0,120 0,318 0,038 0,280 0,231 6,12
1,215 0,157 0,362 0,056 0,306 0,252 4,47
1,212 0,182 0,407 0,074 0,333 0,274 3,69
1,210 0.229 0,452 0,103 0,348 0,288 2,78
1,207 0,252 0,496 0,125 0,371 0,307 2,46
1,205 0,284 0,540 0,156 0,384 0,318 2,04
1,202 0.306 0,584 0,17¢ 0,405 0,337 1,88
1,200 0,341 0,627 0,214 0,413 0,345 1,61
1,198 0,372 0,671 0,250 0,421 0,352 1,41
1,195 0,390 0,713 0,279 0,435 0,364 1,30
I/I0 = intensidade relativa da fluorescéncia do complexo

porfirina/melanina em relagdo a mesma concentragdo de porfirina
livre.
v = [P]b / [Mel)]
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Figura ¥.11 - Grdfico de Scatchard da complexagda TBzPyP/melanina
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Figura V.12 - Grafico de Scatchard da complexagdao TMPyP/melanina
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v/[P]f = nl/ K1 + nz/ K2= nl/ K1

Também para baixas concentra¢ées a ligagdc porfirina/melanina
privilegia aqueles sitios com constantes de dissociagdc mais
baixa. Com isto, para baixas concentracgdes de porfirina (mencres
valores de v) a equacgdo V.42 pode ser escrita como:

v/[P]f = rh/ K1 - v/ K1 V.43

Com essa equagac determinamos os valores de n e K1‘

A medida que se aumenta a concentracdo de porfirina, o sitio
de constante K vai se tornando saturado e a porfirina tende a se
ligar ao sitio de menor constante de dissoclagdo. Agora escrevemos
a equagdo V.42 como

v/[P]f = nz/ K2 - v/ Kﬁ V.44

e determinamos os valores de K2 e n,.

Com base nas equagdes V.42 e V.43, ajustamos retas aos pontos
experimentais das figuras V.11 a V.14. Com essas retas determinamos
os valores das constantes de dissociagdc Kl e dos parametros n,
para associagdc da melanina com as gquatro porfirinas. Esses
valores sdo mostrados na tabela V.9.

Tabela V.9 - Constantes de dissociagéao Klem mg/l e concentragdoc de
porfirinas ligadas por unidade de concentragao de melanina (nJ.

Os valores entre paréntesis sac dados pumol/l.

K1 K2 n1 n2
TBzPYP 12 (11) 88 (81) 0,55 0,52
TMPYP 7.8 (5,7) 87 (64) 0,41 0,28
ZnTBzPyP 4,6 (4,0) 87 (76) 0,49 0,28
ZnTMPyP 3,3 (3,0) 41 (37) 0,23 0,18
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Da tabela V.9 podemos concluir claramente que a melanina
apresenta com relac¢ao 3 ligacdao com as porfirinas dois sitios de
ligacdo com constante de dissociagio diferindo de guase uma ordem
de grandeza. Essa diferenga poderia ser devida aos diferentes
sitios da melanina que se associam & porfirina, como por exemplo
grupos carboxilicos e grupos fendlicos. Além diso, a tabela V.9
fornece alguns pontos a serem discutidos:

As constantes de dissociacido para ligagdo da melanina com as

quatro porfirinas podem ser agrupadas na seguinte ordem:
Ki(TBzPyP) > K1 (TMPYP) > Ki (ZnTBzPYP) > Kl { ZnTMPYP)

ou seja, as zinco-porfirinas apresentam maior afinidade de ligacgdo
(menores valores das constantes Kl) que as respectivas porfirinas
de base livre, enquanto as porfirinas com grupos benzil apresentam
menor afinidade de ligagdo que agquelas com grupos metil.

Os parametros n., due dio o nuimero de sitios da melanina
disponiveis para liga¢do com as porfirinas sio maiores para as
tetrabenzilpiridil que para as tetrametilpiridil porfirinas e séo

agrupados na seguinte ordem:
n (TBzPyP) > n (ZnTBzPyP) > n (TMPYP) > n_ (ZnTMPYP)

Sabe-se gue as melaninas podem-se ligar com ions metdlicos
divalentes e trivalentes como Mg'>, 2zn™ e Al1"”, que formam
quelatos com os residuos carboxilicos e semi-quinonas ([67]. Na
porfirina, o ion zinco ja estd ligado em tetracocordenac¢ic com os
nitrogénios dos anéis pirrélicos. A ligagdo da porfirina com os
residuos negativamente carregados da melanina ocorreria entdo
através da quinta coordenag¢do com o residuo localizado na posicdo
axial do anel da porfirina. Esse arranjo estrutural poderia levar
a um abaixamento da constante de dissociacgdo das metalo-porfirinas
mas, por problemas de impedimento estérico, o acesso dos residuos

da melanina seria dificultado, causando um abaixamento dos
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parémetros n nas zinco-porfirinas com relagdo as de base livre.
Por outro lado, devemos considerar também que a distribuigio dos
grupos ionizados na melanina nao é totalmente homogénea. Calculos
de orbitais moleculares {67] sugerem que na melanina as cargas
negativas se 1localizam preferencialmente nas extremidades do
polimero. Esta distribuicdo de grupos carregados pode criar
regides com carater hidrofébico em torno do polimero, facilitando
uma maior interagdo da melanina com as porfirinas mais
hidrofébicas. Considerando que o radical benzilpiridil é mais
fortemente hidrofébico que o metilpiridil e que o esqueleto da
Zn-porfirina tem carater hidrofilico, podemos dizer que os valores
dos paradmetros n dados pelo grafico de Scatchard sdo diretamente
proporciocnais a hidrofobicidade das respectivas porfirinas. Isto
poderia explicar a aparente contradicdo de que a melanina suprime
mais fortemente a fluorescéncia da TBzPyP (ver fig. V.10) e ao
mesmo tempo esta porfirina apresenta menor afinidade de ligagédo
(maior valor de constante de dissociagdao) com aa melanina. A
interagao ©porfirina/melanina seria facilitada pelo carater
hidrofébico de ambas, o gue permitiria o acesso da porfirina a um
nimero maior de sitios negativamente carregados do polimero.
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VI . CONCLUSOES

Com base no modelo de Gouterman de quatro orbitais, fol dada
uma interpretag¢doc qualitativa para os espectros de absorgido dptica
das quatro porfirinas e dos respectivos complexos -
porfirina-melanina.

A partir do espectro de absorgic ¢éptica das porfirinas foram

construidos diagramas de niveis de energia onde sdo quantificadas
as perturbagdes causadas por cada um dos substituintes sobre os
-orbitais moleculares das porfirinas. Os espectros de absorgiao
éptica dos complexos porfirina/melanina mostraram uma forte
interagido entre as estruturas-m da melanina com as das porfirinas,
responsdavel pelo abaixamento da energia orbital destas udltimas.
Este abaixamento ocorre de modo gquase igual tanto nas
metaloporfirinas quanto nas porfirinas de base livre, o que sugere
que o metal tem pouca participagdo na interagdo eletrédnica
porfirina/melanina.

Também fol proposto um modelo para o espectro de fluorescéncia
das porfirinas, onde a nao observagdo de emissdo correspondente a
banda Soret foi atribuida a forte interagdo entre os orbitais a, .
e a . De acordo com esse modelo, nas porfirinas de base livre a
fluorescéncia normal é correspondente a banda Q - Pode também
ocorrer a emissdo envolvendo a banda Qy, mas essa emissdo
corresponde a uma "fluorescéncia rdpida" emitida a partir de uma
configuragio de ndo equilibrio e sua intensidade é algumas ordens
de grandeza inferior a da fluorescéncia normal.

Fol feita uma atribuicdo de bandas para as quatro porfirinas
com base nos espectros Raman ressonantes das mesmas dispersas em
KBr. Em alguns casos, foram utilizados os dados dos espectros
obtidos em solugdo aquosa. Os resultados mostraram gque o
acoplamento entre os elétrons-m do macrociclo e dos grupos piridil
pode levar a intensificagio dos modos de vibracgido destes grupos.
Estes resultados estdo de acordo com os dados da literatura
sobre o espectro Raman da porfirina NiTPP, onde as bandas do grupo
fenil sdo intensificadas devido ao acoplamento com modos do
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macrociclo.

Os espectros Raman dos complexos porfirina-melanina
apresentaram poucas diferengas em relagdo ao das respectivas
porfirinas puras. Estes dados sdo consistentes com a teoria do
espalhamento Raman ressonante segqundo a qual apenas os modos de
vibragao acoplados ao cromdéforo sdao intensificados. Como se prevé
que a associagdo porfirina-melanina se dé& através dos grupos
positivos dos substituintes, espera-se gque esta néo afete
significativamente o espectro Raman das mesmas. As principais
diferengas entre os respectivos espectros foram observadas na
regido dos modos de baixa frequéncia, onde sdo esperados os modos
de vibragdc fora do plano(0.0.P.). Essas diferengas puderam entdo
ser atribuidas a deformagao dco macrociclo com relagac a estrutura
planar, o que pode tornar ativos alguns modos 0.0.P. no complexo
que sao inativos na porfirina pura.

Os dados de fluorescéncia estatica e rescolvida no tempo para
solugées de melanina-porfirina mostraram que a supressao de
fluorescéncia das porfirinas pela melanina deve-se essencialmente
a formagac de complexo no estado fundamental com forte supreésao
de fluorescéncia e quase nenhuma variagdaoc nos tempos de vida dos
estados excitados das porfirinas em fungdo da concentragdo de
melanina.

A partir dos dados de supressaco de fluorescéncia estatica das
solugées porfirina-melanina e usando a aproximagdo de que o
complexo porfirina-melanina é nao fluorescente, foi feito um
estudo da formagdo do complexc através da andlise dos graficos de
Scatchard. Para as quatro porfirinas foram encontradas duas
constantes de dissociagdo bastante distintas, © que pode ser
atribuido a diferentes sitios de ligagdoc da melanina. Na melanina
supbe-se que os principais centros possiveis de ligagao com uma
porfirina catidénica sejam os grupos fendlicos e carboxilicos que
apresentam diferentes reatividades. Ha que se notar dque a
porfirina que apresentou a constante de dissociagdo mais alta
(TBzPyP) fol a que teve a fluorescéncia mais fortemente suprimida
pela melanina. Esta contradig¢dao foi explicada pela andlise dos
paridmetros n, do grafico de Scatchard, que fornece a densidade de
sitios que a melanina oferece para ligagdoc com a porfirina. No
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caso da TBzPyP, o alto valor dos parametros n, sugere que além da
interagcdoc de carater eletrostatico, a interagac de carater
hidrofébico tem uma contribuigdo relevante na formagaoc do
complexo porfirina/melanina.

Os dados de fluorescéncia com resolugdo temporal para altas
concentragdes de melanina mostraram uma componente de
fluorescéncia com tempo de vida = 5ps. A partir desta componente,
que atribuimos a fluorescéncia residual do complexo, foi estimada
a taxa de transferéncia de energia da porfirina para a melanina em
K . > 10''s™. Essa dissipagdo poderia envolver tanto a formagao
de radicais 1livres via um estado tripletc na melanina como
processos térmicos relacionados a relaxagdo vibracional dessa
molécula.

Estes resultados mostraram a importante propriedade do
polimero de melanina em atuar como eficiente meio para dissipagéao
nao radiativa de energia de excitagdo da porfirina.

Estudos da interagdo porfirina/melanina por EPR continuo[é68]

mostraram que no complexo porfirina/melanina sob iluminagac ha um
pequeno aumento do numero de radicais 1livres fotoinduzidos na
melanina. O problema de se analisar radicais 1livres por EPR
continuo é que esta técnica sé consegue detectar radicais livres
estabilizados, enquanto no processo de desexcitag¢do da porfirina
pela melanina podem aparecer radicais livres transientes com tempo
de vida demasiado curtos para serem detectados via EPR.
Um outro processo de dissipacdo ndo radiativa poderia envolver a
relaxagdo dos estados eletrdnicos excitados via interagdo direta
com vibragdes moleculares na melanina. Foi verificado por técnicas
de espectroscopia fotoacustica que isto ocorre em amostras puras
de melanina sintética [69]. O uso destas técnicas no estudo do
complexo porfirina/melanina poderia ser bastante elucidativo.

Cabe também analisar como a porfirina ligando-se a melanina
pode atuar como auxiliar na terapia fotodindmica de tumores.
Considera-se que o mecanismo mais eficiente de atuagdo das
porfirinas neste processo de tratamento seja a geragido de
oxigénioc singleto que pode detruir as células cancerosas. No
complexo porfirina/melanina, a supressdo de fluorescéncia da
porfirina pela melanina cumpre o papel de impedir a formagdo de
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oxigénio singleto. Com isso a melanina desempenharia exatamente o
papel de protegido contra a a¢do da porfirina, a menos que
consideremos o aparecimento de radicais livres transientes como
uma etapa possivel neste processo. Fica entdo a questdo de se o
mecanismo de atuagdo das porfirinas se dd via radicais 1livres
transientes ou por processos de dissipagdo térmica.
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APENDICE

ALGUMAS CONSIDERACOES SOBRE A FLUORESCENCIA

A absorgdo e emissdo de luz por um sistema eletrdénico pode
ser descrita por meio da quantizagdo do campo eletromagnético. O
campo eletromagnético guantizado & equivalente a um comjunto de
infinitos osciladores harménicos quantizados com frequéncia igual
4 frequéncia dos quanta de luz. A hamiltoniana total do sistema
campo de radiagio mais sistema eletrénico pode ser escrita como a
soma de uma hamiltoniana do sistema eletrénico (Qﬂ) mais campo
de radiagdo (Hnm) com uma hamiltoniana de interagdo do sistema
eletrénico com o campo de radiagao (H_.) [60]:

H= H, +H_ (a.2)

onde H o = H + H

el rad

O estado estaciondrio ndo perturbado do sistema & dade por

autofungdes de Ho que podem ser escritas como:

- el ph
Y Voo (F) @00 (a.2)
1 - ~o s .
Onde w; representa o0 m-ésimo estado eletrdnico do sistema com
energia E;! e ¢ significa que existem ni1 fétons com energia
’

- . h . 1] L} -
E:h; nz fétons com energia E: , € assim por diante. A transigio a

=

um estado ¥n ocorre devido & perturbacgiaoc H ¢

b o= wni(m) .ot (A.3)

onde deve ser satisfeita a relagéo

E) -& = L, (M - n) E) (A.4)
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A probabilidade de transigdo & proporcional ao quadrado do
elemento de matriz

< ¥

ml Higel ¥ > (A.5)

Os processos de emissdo espontd@nea e absorg¢do de um féton sio

devidos ao termo (e/mc)P.A(r) em H onde P & o momento do

int?
elétron e A(r) o potencial vetor do campo de radiagdo. Se
assumirmos que Esm > En, a probabilidade de emissdo esponténea de

um féton ser& dada por [62] :

W = 8AE.Y. Dy | (A.86)
3hé
e a probabilidade de absorgéo Wm‘sera dada por:
3 2
o 3R A
onde
- el el
v = (1/h) (Ej E )
3 -1
p(v) = -880Y__ [exp{hv/kT} -1 ]
c
p(v) & a densidade de fétons com frequéncia v
1 1
Mm = e< wn" (ry | L :‘br; (r) > (A.8)

é o momento de transigdo eletrdnica entre os estados m e n
n = indice de refragao do meio

Consideremos um sistema de moléculas num estado eletrdnico
excitado m. Admitamos a principio que as moléculas ndo interagem
entre si e que o UGnico caminho de desativagdo do estado excitado
é via emissdo de um féton e transigdo para o estado fundamental.
Se num instante t=0 havia n, moléculas no estado excitado m, esse

nimero decrescerd com o tempo de acordo com a equagio:
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dn/dt = ’kJ1 (A.9)

onde k & aproximadamente igual & probabilidade de emissdo
esponténea W . Temos entdo:

n(t) = nbexp(—ket) = noexp(—t/ro) (A.10)

onde To & a meia vida radiativa do estado excitado

Existe uma ¢uantidade adimensional chamada forga de oscilador
("oscilator strenght"), £ _, que & usada para expressar a
probabilidade de transigdao. O "oscilator strenght" & relacionado
com a probabilidade de emissido espontdnea e com o coeficiente B de

Einstein, como segue:

2

me
k (A.11)
mn anezvz €

2

£ _ ..mhe B _ _8mmy_ | M| (A.12)
nm 2 2

ne 3he
deve ser notado que fom = - fmn

Dessas equagdes pode-se encontrar quantidades experimentais
que estdo relacionadas com o "oscilator strenght™.

Seja p(v) a densidade de energia de radiagdo com frequéncia
entre v e v + dv. De acordo com a lei de Beer, a variacgao desta
densidade apés o fluxo de energia incidente atravessar uma

espessura dx de uma determinada substincia sera dada por:

do(v) = =(1n 10).g [Mlp(v,0)dx (A.13)

onde €, & o coeficiente de extingdo molar e [M] & a concentragdo
molar da substéancia.

A energia dpdv, absorvida por uma espessura dx sera dada
por:

-dp(v)dv = (1n 10)e [M]p(v,0)dpdx (A.14)
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A taxa de absorgdo de energia (energia absorvida por segundo
sera:

=cdpdv = (ln 10)cev[M]p(v,0)dvdx {A.15)

e o numero de fétons absorvidos por segundo sera:

- (c/hv)dp(v)dr = (c/hv)(ln 10)ev[M]. p(v,0)dvdx (A.16)
Seja n o nimero de moléculas no estado fundamental que podem

absorver luz. Definindo An(v)dv como o numerc de molé&culas dque

sd3o excitadas por segundo por absorgdoc de luz com energia entre hv
e h(v + dv), temos:

An (v)dv = - (c/hv)dp(v)dv = (c/hv) (1n 10)ev[M]p(v,0)dvdx (A.17)
An{y)dv _ 10°¢c 1nlo '
safeide. o (egoimio. ] e e, dz. (A.18)

Como na pratica tanto a absorgdo como a emissdo ocorrem num
intervalo finito de frequéncia, precisamos integrar a equagdo
sobre esse intervalo. Considerando o intervalo de frequéncia
suficientemente estreito para que p(r) possa ser considerado
constante, temos:

3
An = 10 ¢ _1n 10
n = NE p(v)[ £, dv/v (A.19)
De acordo com a definigdo An/n = W = B__p(v). Entéo:
_ 3
Bom = -10.c.1n_10. { e, Av/v (A.20)

Pelo fato de que o espectro tem uma largura finita e pela

equagao A.12, temos:
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- 3
£ = J(afnm/av)dv = _mg_10’1n_10_ Jevdv (A.21)

Escrevendo a freguéncia v em termos de nGmero de onda

(v=r/c), a equagdo A.21 fica sendo ( em unidades cys):

3 2
£ = 2,303._10"mc ] e dv = 4,32 . 10 ® e dv (A.22)
nm n’ezN 1 24 v

Das relagbBes entre B e ke, temos:

_ 2 _ -9 2
k, = (2/3)v° £ 2,88 . 10 % vadv (A.23)

Quando o sistema estudado estd imerso num meio com indice de

refragdo n, a equagdo 24 tera a forma:

X = 2,88 . 107°n%° J £s dv (A.24)

A integral acima pode ser calculada numericamente sobre a
regido da banda de absorgdo em dquestdaoc. Num caso simples onde a
banda de absorgdo tem a forma gaussiana, esta integral podera ser

aproximada para:

[IH
[y
B>
<

J C;dV max  1/2 (A.23)

onde ¢ & o coeficiente de extingdo molar no maximo da banda de
.

1AX

absorgio e A;“? é& a largura em cm da banda onde o £ tem a metade

de seu valor mdximo. Neste caso podemos escrever:

kK = 1/To 2,88 . 10 °n* v’ ¢ AD (A.26)

e max max 1/2
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As equagdes A.24 e A.25 sdo equivalentes experimentais das

equagbes tedricas A.ll e A.12, onde se pode escrever:

|2 11 2

= 1,085 . 10 v | Q| (A.27)
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onde

Qnm = < !ﬁnl Zrl l,llm > = (l/e)Mnnm
_ =2 _ 11-3 2
k, = (2/3) vo £ . = 1,085 . 10 V7| Qnm| (A.28)
0 ACOPLAMENTO  VIBRONICO DAS  TRANSICOES ELETRONICAS E O
PRINCIPIO DE FRANCK-CONDON
As transigbes eletrdnicas sdo geralmente acompanhadas de

transigdes vibracionals e rotacionais. Para amostras em solu¢do em
geral e para moléculas complexas, mesmo em estado gasoso, as
estruturas rotacionais ndo sdo resolvidas, seja por problemas de
equipamentos ou por problemas de largura de linha dos proprios
espectros, de modo que a contribuicdo rotacional nido é levada em
conta no estudo do espectro eletrdénico de moléculas complexas. A
contribui¢do vibracional no entanto, tem um papel importante no
estudo das transicdes eletrdnicas e no préprio fenémeno da
fluorescéncia.

A forma da estrutura vibracional no espectro vibrénico pode
ser compreendida com base na aproximac¢do de Born-Oppenheimer e no
principio de Frank-Condon. Na aproxima¢doc de Born-Oppenheimer, as
fungdes de onda do estado fundamental w:l e de um estado vibrénico
excitado w;l podem ser escritas como:

el ~
¥n = VYpun =¥, Ppen
(A.29)
el _ ~
wm - wmv’ l’[’m ¢mv’

e os momentos de transigdo Mmm em termos dessas novas fungdes
podem ser escritas como:
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M =e<y | L | >=

nm n m

= e < ¢nv" (R)I Qnm(R)l ¢mv' (R) > = eann,mv: (A.30)
onde
Qun(R) = Iw,’; (R,x) L r ¥, (R,r) dr (A.31)

e Qmﬂumv' representam a contribui¢do relativa da transigéo
nv" » mv’ ao momento de transigdo Mnm que & a soma sobre
todas as contribuigdes vibrénicas.

A probabilidade de transicdo total ou a forga de oscilador da
transig¢do n =» m & dada pela soma sobre todos o©os niveis
vibracionais do estado excitado mediados pelo fator populacional g,
(no caso de equilibrio térmico d, é o fator de Boltzman). No
equilibrio térmico a populagao de niveis vibracionais excitados do
estado eletrdnico fundamental & muito pequena (exceto para
temperaturas muito altas), polis a energia vibracional & muito
maior que KT. Com isso a forga de oscilador em equilibrio térmico

pode ser escrita como:

fnm = E gvll fnvf"m = f = _EEI_T.IE

. 2
v no,m 3h Ev*'vno,mv'!Qno,mv'|

(A.32)

como C%m & uma fungdo de R, pode-se expandi-lo em série de Taylor

em torno da configuragdo de equilibrio nuclear, obtendo:

QR = Q (R) + I L EE R.oteun. (A.33)

onde R representa o i-ésimo modo normal de vibragao. Para uma
transicdo simetricamente permitida Q_ (Re) #0, enguanto que para
uma transigdo proibida por simetria Q  (Re)=0.

Para uma transigdo simetricamente permitida, quando se puder
desprezar os termos de ordem superior na equagdo A2.33, a
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forgca de oscilador & dada por:

f = f =

nv",mv’® noO, m
2 2
=(4nmc / 3h) | Qnm(Re) I y Vno,mv '’ | Sno,mv'l (A.34)
onde
Sno,mv’ = J ¢n0(R)¢nv' (R)dR (A.35)

As equacgdes A.34 e A.35 mostram gue a contribuigdo de cada
componente vibrénico para a forga de oscilador e para a
probabilidade de transigdo & proporcional ao quadrado da integral
de recobrimento vibracional Sno,mv’. Este resultado contém a
esséncia do principio de Franck-Condon segundo o gqual durante uma
transigcdo eletrdnica a molécula permanece praticamente em sua
configuracdo de equilibrio inicial.

Fenomenologicamente podemos interpretar o principio de
Franck-Condon considerando gque as transigdes eletrdnicas ocorrem
numa escala de tempo de 10° a 10™'° segundos, enquanto as
transigdes puramente vibracionais, gue correspondem a mudangas de
configuragdes nucleares, ocorrem tipicamente numa escala de 1073
segundos. Devido a essa diferengca de escala de tempo, o tempo de
transigdo eletrdnica é& demasiado c¢urto para gque ocorra uma
alteragcdo significativa na configuracdo nuclear da molécula.

Quando a configuracdo de equilibrio de um estado eletrénico
excitado é diferente da do estado fundamental (Fig. A.1) a
transicao eletrdnica acontece para um estado vibracional do
estado eletrénico excitado, o chamado "estado Franck-Condon". Como
a relaxagdo para a configuracdo de equilibrio de energia mais
baixa ocorre num tempo muito menor que o tempo de vida do estado
eletrdnico excitado, a emissdo da fluorescéncia ocorre da
configuragdo de equilibrio do estado eletrdnico excitado para um
estado de Franck-Condon do estado eletrdnico fundamental. ©
principio de Franck-Condon & responsavel pelo "red shift"
observado na fluorescéncia.

Na figura A.2 é& mostrado o esquema dessas transi¢bes em

termos das coordenadas de configurac¢ao da molécula. Quanto maior a
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FIGURA A.1 -Curvas de energia potencial mostrando dois estados

eletrénicos e niveis vibracionais (estados de Franck-Condon).

AEm

FIGURA A.2 - Diagramas de

coordenadas de configuragido mostrando os

estados de Franck-Condon e o estado de equilibrio no processo de

absor¢ao e emissao de luz.
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diferenca AR = R’ - Rg ,maior serid a diferen¢a em energia entre o
n

espectro de absor¢do e o de emisséao.

Pode-se considerar a possibilidade de a molécula emitir a
partir de qualquer configuragdo do estado de Franck-Condon.
Admitindo a taxa de emissao ke constante em gualquer estado de
Franck-Condon, & de se esperar que durante o processo de rearranjo
das configuragdes nucleares uma fragdo das moléculas possa emitir
com uma energia hv;(Fig.A.Z ) maior que hv_. Essa emiss3o teri um
espectro continuo e serd desprezivel com relagao ao total de
fluorescéncia mas pode mascarar o Raman do sistema que & algumas
ordens de grandeza mais fraco que a fluorescéncia normalmente

observada.

TRANSICOES SPIN-PROIBIDAS E TRANSIGOES NAO RADIATIVAS

A parte eletrdénica da fungdo de onda molecular (eqg.A.29) pode
ser escrita como o produto de uma fungidoc espacial por uma fungao
de spin:

b, =13 (r) ©:(s) (A.36)

Um estado molecular pode ter multiplicidade de spin singleto,
dubleto, tripleto, etc, dependendo de que o nimerc gquidntico de
spin seja 0, 1/2, 1, etc. Para estados de mesma multiplicidade, a

integral da parte de spin (eqg. A.36) & igual & unidade e néo

altera a probabilidade de transigdo eletrénica, ou seja:

[ © (s) ® (s)dt_ = 1  (A.37)

Para estados de multiplicidades diferentes a mesma integral
serad nula devido & ortogonalidade das fungdes de onda de spin. Com
isso , as transi¢gOes eletrénicas entre estados de diferentes

multiplicidades sdo "spin proibidas". No entanto, uma perturbacio

pode levar a uma "mistura"® de estados de multiplicidades
diferentes, permitindo transigdes entre tais estados
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"jimpuros"([63].

Essa perturbacdo & causada pela interag¢do do spin eletrénico
com o movimento orbital dos elétrons, a interacgdo "spin-érbita",
que pode ser definida por uma hamiltoniana perturbativa Hso.

A dnica situacio em que Hso pode ser definida precisamente &
para um atomo mono-eletrodnico, quando se tem [64]:

Hso =( e/2m°c’) 1/R {8u(R)/r)L.$ = ¢(r) L.S (A.38)

onde L & o operador momento angular, $ o operador de spin e ¢(r)
& uma funcido que sé depende do potencial do nlcleo. Nos casos de
moléculas poliatdémicas pode-se fazer uma representagido aproximada
da fung¢do de onda que resulta do acoplamento spin-dérbita na forma:

— L] L]
yoo= ¥° + Ay (A.39)
onde u: pode representar um estado tripleto ndo perturbado, w:
um estado singleto que pode acoplar com © tripleto devido a
interagdo e A mede a intensidade do acoplamento. A pode ser

representada por [65]:

<y ° lw_° >
N _ s 50 T (A.40)
ET - Es
ET e Es sdo as energias dos estados tripleto e singleto,

respectivamente. E assumido por simplicidade a existéncia de um
Gnico estado singleto e um tripleto que podem se acoplar. Devido
ao acoplamento spin-6rbita, © momento de transic¢ao Mnm pode agora

ser escrito como:

M = < ¥

S50 S0 |

ey r | w1 > (A.41)

onde w“ & a funcido de onda molecular de um estado tripletec sob
a perturbagdo spin-érbita e w a fungdo de onda do estado

fundamental. Temos entio:

M = e< ¥

50 T

|Zr|w1>+he<w:|2r|wl> (A.42)
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0 primeiro termo da equagdoc A.42 é nulo pois envolve
estados ndo perturbados de multiplicidades diferentes e o segundo
contém um termo de transigdo independente de spin. Com isso temos:

(A.43)

Come © termo Hso & uma perturbagidc, €& muito menor que a
Hamiltoniana ndo perturbada. Com isso, o momento de transigao
entre estados de multiplicidade diferentes & muito menor que entre
estados de mesma multiplicidade.

Os processos de emissdo envolvendo transigdes entre estados
de mesma multiplicidade sdo definidos como fluorescéncia e aqueles
entre estados de diferentes multiplicidades s&o chamados
fosforescéncia. As restric¢des a transigdes spin-proibidas explicam
porque a meia-vida radiativa no caso da fosforescéncia geralmente
& maior que 1073 segundos. Enguanto gue na fluorescéncia a
meia-vida radiativa na maioria das moléculas estd na faixa de 107°
a 10”° sequndos.

Os processos de fluorescéncia e fosforescéncia envolvem ainda
a interagao entre estados excitados com transigdes nao radiativas
entre estados excitados de mesma mnultiplicidade (processo de
conversdo interna) via estados de Franck-Condon ou entre estados
de diferentes multiplicidades '(cruzamento intersistema). E&
possivel ainda a transic¢do ndc radiativa dos estados excitados
para o estado fundamental, também baseado no principio de
Franck-Condon. Na maloria dos sistemas moleculares o primeiro
estado excitado & um estado tripleto com energia muito préxima a
do estadc singleto. Devide a essa proximidade em energia, os
estados excitados tripleto (T,) e singleto (51) sofrem uma
interagdoc tdo intensa a ponto de ndo se poder falar na existéncia
de estados tripleto e singleto "puros" mas numa configuragdo entre
os dois estados. Essa proximidade pode permitir também gue no
equilibrio o estado de maior energia (singleto) seja populado
termicamente a partir do estado tripleto, sabendo-se que o estado

tripleto tem tempo de vida muito maior gue o singleto.
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