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INFLUENCE OF DIFFERENT WATER-ETHANOL SOLVENT SYSTEMS ON THE SPECTROSCOPIC AND PHYSICO-
CHEMICAL PROPERTIES OF THE MACROCYCLIC COMPOUNDS PHEOPHYTIN AND CHLOROPHYLL o. This work
focus on the influence of solvent on the photophysical properties of chlorophyll o and pheophytin. Both compounds are related to the
photosynthesis process and are considered prototypes of photosensitizers in Photodynamic Therapy. Fluorescence measurements were

developed using water/ethanol mixtures at different compositions, since both solvents could be employed in biological applications.

The spectroscopic properties of these compounds undergo profound changes depending on water content in the ethanol due to auto-

aggregation processes. The major hydrophobicity and the lower dielectric constant of ethanol when compared with water precluded

significantly the auto-aggregation process of these compounds.

Keywords: chlorophyll o; pheophytin; aggregation.

INTRODUCAO

Clorofila € um pigmento importante com func¢do fundamental
na fotossintese em todos os vegetais autotréficos.! Além disso, a
clorofila € precursora de bacterioclorofilas, que sdo compostos
importantes para varias bactérias fotossintéticas.” Em virtude destes
fatos decorre o alto interesse por estudos deste composto e seus
derivados. Porém, devido a insolubilidade da clorofila em dgua, a
maioria das pesquisas € feita utilizando uma mistura de 4gua com
solvente orginico adequado.’

O conhecimento do processo de fotossintese, isto €, de todo o
processo de transformacdo da energia solar em energia quimica na
reacdo da fotossintese de bactérias, algas e plantas superiores, ainda
representa um verdadeiro desafio, tanto do ponto de vista teérico
como experimental. Dentre as clorofilas encontradas na natureza, a
clorofila o € a mais frequente e tem papel fundamental como doadora
de elétrons nas reagdes fotoquimicas de fotossintese de oxigénio,
nas quais dois tipos de fotossistemas, tipo I (PSI) e tipo II (PSII),
trabalham cooperativamente sobre o fluxo de elétrons da dgua para
NADP*. O cofator reduzido, NADPH, € entdo utilizado para a fixagdo
do CO,.* Os fotossistemas I e II tém sido intensamente estudados
na literatura.>’

A clorofila oo € um derivado da porfirina classificada como
clorina, contendo Mg?* (Figura 1). Clorinas possuem um de seus
aneis pirrdlicos na forma reduzida quando comparadas com as por-
firinas, resultando em uma maior absortividade molar nas bandas Q
(transicdes eletronicas m-n*) devido a um decréscimo de simetria.
Estas bandas apresentam comprimento de onda em torno de 600
nm, portanto dentro da “janela fototerapéutica” relativa a Terapia

*e-mail: huederpaulo@yahoo.com.br.

Fotodindmica (TFD),? e por este motivo constituem uma importante
classe de compostos empregados em TFD.*!2 Esta possibilidade tem
estimulado os estudos sobre as propriedades fotofisicas de clorinas
substituidas e ndo-substituidas.'*!*

Entretanto, clorinas como a clorofila o t€m uma longa cadeia
apolar (Figura 1), o que confere elevado cardter hidrofébico a sua
estrutura, caracteristica responsdvel pela maior tendéncia a auto-
agregacdo apresentada por esses compostos em solventes polares
como, por exemplo, a dgua. A formagao de agregados de clorofilas,
clorinas e vdrias porfirinas sintéticas tem sido observada em di-
versos ambientes. O fendmeno de agregagdo e de dimerizagdo de
porfirinas e de metaloporfirinas desempenha um papel significativo
no seu comportamento fotofisico em solugdes aquosas,'>!¢ inclusive
prejudicando significativamente o seu emprego clinico em TFD.!:!8
Os auto-agregados podem ser induzidos de varias formas, tais como
variagdes de pH e de concentragdo idnica, modificacdes de solventes,
funcionalizagdo de mondmero e adi¢do de surfactante! e sdo devidos
a interagdes de van der Waals, ligagcdes de hidrogénio, interagoes
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Figura 1. Estrutura da clorofila o.
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eletrostdticas e ligagdes coordenadas metal-ligante.”

O rendimento quantico de producdo de oxigé€nio molecular
singleto ('0,) a partir de porfirinas em diferentes estados de agre-
gacgdo tem sido investigado na literatura.?!>> Esses estudos tém
demonstrado que a fotoexcitagdo de compostos de uso clinico em
TFD, como Photofrin®, produz oxigénio molecular singlete com
rendimentos significativamente menores do que a fotoexcitagdo de
hematoporfirinas (Hp), o que leva a conclusdo de que o rendimento
quantico de producdo de oxigénio singleto por um sensibilizador
agregado € notavelmente menor do que aquele obtido a partir da
forma monomérica. De fato, porfirinas agregadas e monoméricas
apresentam diferencas de rendimentos quanticos, espectros de
absorcdo e de fluorescéncia.

Embora Photofrin® tenha demonstrado ser eficaz no tratamento de
muitos tipos de cancer, ele possui algumas propriedades indesejaveis,
como a baixa absorg¢éo de luz dentro da “janela fototerapéutica”,?
além de nao ser rapidamente eliminado da pele causando fotossen-
sibilizag@o residual no paciente. Desta forma, varios grupos tém
estudado protétipos fotossensibilizadores de segunda geracio, tais
como as clorinas, a fim de melhorar os resultados clinicos da TFD.?

Clorofila o pode ser modificada gerando a feofitina (Pheo), onde
o fon Mg?* é substituido por dois d4tomos de hidrogénio. Este derivado
pode ser obtido através de uma reagéo de hidrélise dcida (Figura 2).%*
Na verdade, a transi¢@o clorofila-feofitina tem sido avaliada em vdrias
condigdes, como em silica mesoporosa, uma vez que esta reagao ¢
importante em vérias abordagens tecnoldgicas.
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Figura 2. Esquema das reagoes de obtengdo da feofitina a partir da clorofila
o por hidrdlise dcida

Outras clorofilas também podem ser sintetizadas através da subs-
titui¢do do centro metdlico Mg** por Cu** e Zn*". Particularmente,
feofitina o apresenta maior tendéncia para a auto-agregacgio, quando
comparada com clorofila, devido a auséncia do centro catidnico e sua
consequente maior hidrofobicidade. De fato, o fon metdlico divalente
aumenta a polaridade dos compostos macrociclicos, atenuando o
cardter hidrofébico de todo o sistema quimico.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do
tipo de sistema solvente sobre as propriedades espectroscdpicas da
clorofila o (Chl) e feofitina (Pheo), buscando encontrar condi¢des
ideais para aplicag¢des de fotossensibilizadores em TFD.

PARTE EXPERIMENTAL

Chl e Pheo foram estudadas em solugdes compostas de misturas
dgua/etanol em diferentes composicdes. Foram preparadas onze
solugdes para cada fotossensibilizador (5 x 10° mol L' da solugdo
estoque contendo Chl ou Pheo, com concentragdes respectivamente
de 5,89 x 10*e 3,95 x 10* mol L'}, em 2 x 107 mol L*! de solugéo,
resultando em solugdes com as seguintes concentragdes: [Chl] = 1,47
x 10° mol L' e [Pheo] = 0,99 x 10°° mol L").

A dgua utilizada no preparo das solucdes foi de grau Milli-Q e o
etanol de grau espectroscopico. Os fotossensibilizadores Chl e Pheo
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foram obtidos a partir de extracdo do espinafre conforme sugerido por
Dolphin,? seguida de rea¢do com acido cloridrico (2 mol L) em etanol.
A purificacdo do sensibilizador foi feita por cromatografia (Chromatotron
Harrison Research, modelo 8924) tendo silica como fase estacionaria.
A caracterizagdo foi realizada por RMN 'H (Varian, Gemini 300 MHz).
Os espectros de absorcdo foram obtidos em um espectrofotdmetro
Cary-50 da Varian. Os espectros de excitagdo e emissdo foram obtidos
usando um espectrofluorimetro FloroMax-2 da Jobin-Yvon Spex
(Fenda de emissdo = Fenda de excitacdo = 1 mm). Os espectros de
emissdo foram obtidos usando o comprimento de onda de excitacio
correspondente ao de maior intensidade obtido nos espectros de ex-
citacdo das amostras. Também foi utilizado um espectrofluorimetro
Ocean Optics USB4000 configurado para fluorescéncia com Software
SpectraSuite para medidas de emisséo e espalhamento de luz.
Espectros de espalhamento de luz ressonante (RLS) foram obtidos
no intervalo entre 200 e 800 nm, com AA = 0 nm (modo sincrdnico),
a fim de monitorar o processo de auto-agregagao. Cubetas de quartzo
com caminho 6ptico de 1 cm foram empregadas nessas medidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitas pesquisas tém sido feitas no sentido de desenvolver e ex-
plorar agregados moleculares artificiais para emprego em dispositivos
Opticos ndo-lineares, dentre outros, ja que em geral essas estruturas
tendem a apresentar propriedades adequadas para a conversao de fre-
quéncias Opticas, processamento de informacao, transmisséo, arma-
zenamento, tudo isso associado a baixos custos de processamento.?’3

Sob as condi¢des experimentais aplicadas, os espectros de
fluorescéncia da Chl e Pheo apresentaram alargamento nas bandas
de emissdo muito similares entre si. As intensidades das bandas
variam de acordo com a razdo entre os solventes. Para ambos fotos-
sensibilizadores, os dados espectroscdpicos relativos a intensidade
de fluorescéncia demonstraram uma profunda dependéncia com a
proporg¢do de d4gua na mistura de solventes.

A Figura 3 ilustra a relagd@o entre a intensidade de excitacio da
Chl e a quantidade de dgua presente na mistura de solventes dgua/
etanol. Observa-se que a intensidade de excita¢do € maior em etanol
puro, onde a espécie presente nas condi¢cdes empregadas € a forma
monomeérica. A intensidade de excita¢do diminui significativamente
nas misturas de solventes com maior contetido de d4gua, em virtude do
processo de auto-agregacio do corante.'? Este fato pode ser devido a
caracteristicas peculiares da dgua, sobretudo a sua grande tendéncia
de formar ligacdes de hidrogénio. A alta polaridade conferida pela
4gua ao sistema solvente tende a favorecer o surgimento de interacdes
hidrofébicas entre os mondmeros da Chl, resultando em gradativa
agregacao' a medida que a propor¢ao de dgua aumenta no sistema.
A formacio de auto-agregados € ainda uma grande limitag@o para a
aplicacdo de fotossensibilizadores em TFD. 33132

Os espectros de absor¢do desses compostos mostram-se igual-
mente sensiveis a composi¢do da mistura de solventes. Através
das insercdes das Figuras 3 e 6 estd claro que os compostos estio
na forma monoméricas quando em etanol puro, com maximos de
absorcao na banda de Soret e na banda Q (a 665 e 667 nm para Chl
e Pheo, respectivamente). A medida que a porcentagem de etanol
diminui, observa-se uma perda de intensidade da banda Q referente
ao mondmero, fendmeno atribuido a auto-agregacdo. Para a Chl
observa-se um pequeno deslocamento espectral, enquanto que para
a Pheo hd a formag@o de uma banda adicional em 692 nm, muito
provavelmente decorrente da absorcido dos agregados. A presenca
ou auséncia de novas bandas de absor¢@o nos sistemas € explicada
pela Teoria do Exciton.?3 Segundo essa teoria, a perda de estrutura
e deslocamento para o vermelho da banda Q observada para esses
compostos, sobretudo no caso da Feofitina, pode ser atribuida as
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interacdes intermoleculares decorrentes da agregagdo, resultando
na formacdo de éxcitons, o que leva ao acoplamento das transi¢oes
permitidas. Isso resulta em importantes alteragdes na fotofisica des-
ses compostos, 0s quais podem se comportar como transportadores
de cargas, como sugerido por Hoffmann,* ou ao levantamento da
degenerescéncia, aumentando o desdobramento da banda em decor-
réncia de distor¢des moleculares.’’** Em estudo recente, Machado e
colaboradores,* reportaram que o espectro de absor¢do de agregados
de ftalocianina de zinco suportados em particulas nanométricas de
6xido de titanio apresenta uma perda marcante na estrutura da banda
Q decorrente das fortes interagdes intermoleculares entre moléculas
de ftalocianina de zinco no éxciton formado. Ademais, com base nas
caracteristicas espectrais observadas, concluiram que esses éxcitons
se comportam como agregados tipo J de Frenkel 3¢
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Figura 3. Espectro de excitagdo da clorofila o. (A, = 680 nm) para diferen-
tes misturas dgua/etanol. Inserto: Espectro de absor¢do da clorofila o para
diferentes misturas dgua/etanol

As Figuras 4 e 5 apresentam a emissdo de fluorescéncia da Chl
em misturas etanol/dgua. A intensidade de fluorescéncia apresenta
redug¢do gradual no intervalo de 0 a 40% de dgua, e mais rapidamente
entre 40 e 50%. De fato, com 50% de dgua, essa banda apresenta
diminui¢do mais significativa quando comparada as amostras com
menor conteudo de dgua. A partir de 60% de dgua, a fluorescéncia
da Chl € completamente suprimida, o que sugere a ocorréncia de um
intenso processo de agregacdo. Além disso, € possivel detectar um
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ligeiro deslocamento para o vermelho do maximo de emissdo, espe-
cialmente na faixa entre 20 e 40% de dgua, o que sugere a formacao
de éxcitons em virtude do aumento da constante dielétrica do meio.>”

O inserto da Figura 5 apresenta os experimentos de RLS, que estio
de acordo com esta proposta, uma vez que sob alta porcentagem de
etanol na mistura solvente o sinal RLS diminui, sugerindo uma menor
proporcao de agregados formados. Esses dados estdo de acordo com
os resultados obtidos por Agostiano,' que detectou pequeno deslo-
camento bactocromico da banda de absorcio, atribuido a varia¢des
na constante dielétrica e nas interagdes especificas soluto-solvente,
que acabam por favorecer a formagdo de agregados.!**3*4! Esse
deslocamento ocorre porque, além das fortes interacdes intermo-
leculares entre as estruturas macrociclicas, decorrente da formacao
dos agregados moleculares,*’ o orbital antiligante 1 é mais acessivel
e mais polarizdvel que o orbital ligante 7, o que € favorecido por um
aumento na polaridade do sistema de solventes.3%404245

A Figura 6 apresenta os espectros de excitacdo da Pheo. Para
misturas de solventes com maiores contetidos de etanol os espectros
exibem elevada intensidade de emissdo de fluorescéncia, o que indica
a presenga de maiores propor¢des de mondmeros isolados.

Os espectros de emissdo da Pheo nas diferentes misturas agua-
etanol (Figura 7) sugerem que esta espécie € mais suscetivel ao
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Figura 6. Espectro de excitagdo da feofitina (A, = 680 nm) para diferentes
misturas dgua/etanol. Inserto: Espectro de absor¢do da feofitina para dife-
rentes misturas dgua/etanol
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fendmeno de auto-agregacdo que a Chl, ocorrendo em menores
proporcdes de dgua no solvente. Este fato provavelmente se deve
a auséncia de centros catidnicos nesta clorina, o que a torna menos
hidrofilica. Desse modo, a supressdo da fluorescéncia dessa espécie
ocorre ja a baixas porcentagens de dgua, como mostrado na Figura 8.

A Figura 8 ilustra a dependéncia entre a intensidade de emissdo
de fluorescéncia da Pheo e a quantidade de d4gua no meio. O inserto
na Figura 8 mostra o crescente espalhamento de luz ressonante, o
qual ocorre a uma taxa muito maior que a observada para a Chl, a
medida que aumenta a concentracdo de d4gua na mistura.

E evidente que a adi¢do de um solvente organico como o etanol
deva favorecer a ocorréncia das formas monomeéricas dos derivados
de clorofila, o que € mostrado pelas altas intensidades de emissdo
e excitacdo. Apesar da significativa polaridade do etanol, este sol-
vente € suficientemente anfifilico para desestabilizar os agregados
formados em meio aquoso, ja que a regido hidrofébica desse com-
posto tende a favorecer a solvatagdo das unidades monoméricas
dos corantes hidrofébicos estudados. A acdo anfifilica do etanol €
semelhante a observada na interac¢do entre derivados de porfirina
e surfactantes. De fato, o equilibrio dos agregados de derivados de
porfirina, como as clorinas, nos sistemas micelas tem sido bastante
estudado, desde que surfactantes e outros contra-fons podem alterar
drasticamente a probabilidade de dimerizacdo e agregacdo da base
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livre das porfirinas iOnicas.**

A formagdo de agregados altera significativamente as proprie-
dades fisico-quimicas dos compostos estudados, o que pode ser
observado através das alteragdes nos seus espectros € em parametros
fotofisicos, tais como rendimentos quanticos, tempo de vida dos es-
tados singleto e tripleto e, consequentemente, com impacto negativo
na producéo de oxigénio molecular singleto."!72

CONCLUSAO

Os corantes estudados no presente artigo apresentam propriedades
de agregacdo semelhantes, dependentes da propor¢io dgua/etanol.
Neste contexto, € importante registrar a significativa absorg¢do eletro-
nica ao redor de 410 nm, bem como a chamada “janela terapéutica”,
entre 660 e 670 nm, com alta absortividade molar.

Devido a alta hidrofobicidade das clorinas Chl e Pheo, € esperado
que o processo de auto-agregacao ocorra em meio aquoso. O solvente
aquoso apresenta caracteristicas peculiares que induzem o processo
de auto-agregacdo dos compostos macrociclicos, tais como o grande
potencial para formar ligagdes de hidrogénio, especialmente em amos-
tras contendo grandes quantidades de dgua na mistura de solventes.

Este processo de agregagdo tende a ser intensificado, originando
uma supressao de fluorescéncia acentuada, o que € corroborado pelos
dados de RLS. E relevante notar que para a Pheo, o processo de auto-
agregacao ocorre com menor participagdo de dgua, quando comparado
com o sistema de solventes que promove a agregacdo de Chl. Isso ¢
causado pela auséncia do centro metdlico na Pheo, que torna este
composto mais hidrofébico do que Chl. E claro que a presenca de um
solvente que alia ligagdes hidrogénio de um lado e cadeia alquilica de
outro (carater ligeiramente mais hidrofébico) como etanol, atuando
de maneira semelhante aos surfactantes, favorece a solubilidade de
todo o sistema. Desta forma, as unidades de clorina sdo encontradas
predominantemente na forma monomérica, o que impede o processo de
agregacdo. Isto ocorre porque os mondmeros de clorina sdo solvatados
significativamente pelo etanol, que € bem conhecido como composto
anfifilico. Com efeito, o etanol poderia agir de forma semelhante aos
agentes ativos de superficie, comumente chamados surfactantes.

Estes dados espectroscépicos serdo correlacionados com novas
experiéncias, a fim de propor um solvente 6timo em propor¢ao dgua-
solvente organico. O estudo do sistema de solventes permitiria obter
um meio excelente para desenvolver ensaios iniciais envolvendo Chl
e Pheo como agente fototerapéutico para TFD, uma vez que agrega-
¢do € uma dificuldade relevante para este tipo de aplicagdo, devido
aos baixos rendimentos quanticos de geragdo de oxigénio singlete.
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