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RESUMO

O estudo das porfirinas e compostos semelhantes como drogas terapêuticas
tem crescido nos últimos anos devido a algumas de suas propriedades: alta afinidade
pelos tecidos tumorais, atividade fotodinâmica, alta fotoestabilidade e intensa absorção
espectral onde os tecidos biológicos são relativamente transparentes. Neste trabalho,
analisou-se a interação da porfirina catiônica meso-tetrakis (N-metil-4-piridil), TMPyP,
com os detergentes N-hexadecil-N,N,dimetil-3-amônio-1-propanosulfato, HPS,
brometo de cetiltrimetilamônio, CTAB, e dodecil sulfato de sódio, SDS, na forma de
micelas, utilizando-se absorção ótica na região do ultravioleta e do visível. Foram
realizados experimentos para determinação de pK em meio aquoso e em acetato-
fosfato na presença e ausência dos surfactantes. Os espectros obtidos foram
analisados utilizando o algoritmo “Convex Constraint Algorithm” (CCA). Observou-
se um equilíbrio em duas etapas envolvendo as espécies H4TMPyP6+, H2TMPyP4+

e TMPyP2+, estando o pK1 abaixo de 1,5 e o pK2 aparecendo acima de 12,5. O
valor do pK1 foi alterado devido à presença de micelas de SDS demonstrando uma
interação porfirina-micela. A análise dos resultados experimentais apresentados
indicou que a interação da porfirina aquo-solúvel TMPyP com os detergentes
investigados é predominantemente decorrente de interações Coulombianas.
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ABSTRACT

The importance of porphyrins and related compounds as therapeutic drugs
has increased significantly over the last years. They have high affinity and toxicity
for tumor tissues, high photostability, photodynamic activity, intense absorption in a
spectral region where biological tissues are relatively transparent (around 600 nm).
In the present work, optical absorption was used to study the interaction of cationic
meso-tetrakis (4-N-methyl-pyridiniumyl)porphyrin (TMPyP) with HPS, CTAB and
SDS. The surfactant concentrations were above their critical micelle concentration
(cmc). The pH titration experiments were performed in order to determine the pK
value of porphyrin, in an aqueous solution, and in acetate-phosphate, with or without
surfactants. The absorption spectra obtained were analyzed by using the convex
constraint algorithm (CCA). A two-step equilibrium involving H4TMPyP6+,
H2TMPyP4+ and TMPyP2+ species was observed, then two pK values were
determined. The pK1 value was below 1,5 and the pK2 value was above 12,5. The
presence of micelles of SDS induced a decrease in the pK1 value, indicating its
interaction with porphyrin. In the presence of HPS and CTAB, no significant pK
value changes were observed. Analyses of experimental data show that the interaction
is significantly modulated by electrostatic factors.

Key words: TMPyP, SDS, CTAB, HPS, pK

Introdução

As porfirinas e seus derivados constituem uma
classe de moléculas que desempenham papéis vitais
no funcionamento de muitos sistemas bioquímicos tais
como, fotossíntese, transferência de elétrons na cadeia
respiratória e transporte e armazenamento de oxigênio
(White et al., 1968). Das várias aplicações das porfi-
rinas e derivados, uma das mais significativas é a sua
utilização na Medicina. O estudo das porfirinas e com-
postos semelhantes como drogas terapêuticas tem cres-
cido nos últimos anos graças a algumas de suas pro-
priedades: alta afinidade pelos tecidos tumorais, ativi-
dade fotodinâmica, alta fotoestabilidade e intensa ab-
sorção espectral em região na qual os tecidos biológi-
cos são relativamente transparentes (em torno de 600
nm) (Bonnett, 1995; Kessel, 1984; Dougherty 1993;
Hamblin, 1994; Dickson, 1995; Borissevitch et al.,
1996). Por essas propriedades as porfirinas possuem
aplicações na Medicina: correção da desordem do
metabolismo do heme, tratamento de psoríasis, ate-
romas, infecções bacterianas e virais, detecção de cân-
cer por fluorescência, terapia fotodinâmica (TFD) (tam-
bém conhecida como PDT, sigla de photodynamic

therapy).
A primeira geração de agentes fototerapêuticos,

baseada em misturas de derivados porfirínicos, tem-se
mostrado eficiente no tratamento de tumores de diver-
sas procedências, malignos ou não. Esses agentes ten-
dem a concentrar-se seletivamente no tecido lesado
por um mecanismo ainda não totalmente esclarecido.
Sabe-se que a seletividade decorre da associação do
agente fototerapêutico com as lipoproteínas do plas-
ma, as quais o transportam para as células anormais,
visto que essas células possuem um número muito gran-
de de receptores de lipoproteínas de baixa densidade
(Machado, 2000). Desse modo, incidindo-se luz de
comprimento de onda de 630 nm, via fibra ótica, ocorre
a fotossensibilização dessas porfirinas que interagem
com as moléculas de oxigênio transferindo energia,
assumindo uma forma ativa, podendo oxidar qualquer
outro composto, provocando uma reação em cadeia
que destrói as células cancerosas (Simplicio et al.,
2002). Atualmente, a terapia fotodinâmica é utilizada
na detecção e no delineamento de lesões por fluores-
cência (Machado, 2000). Essa terapia já está sendo
utilizada no Brasil, por exemplo, em pacientes no Hos-
pital Sírio-Libanês, em São Paulo. Outras aplicações
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envolvem o tratamento de psoríasis, ateromas, infec-
ções bacterianas e virais (Kessel, 1984; Cannon, 1993).

As membranas, além da função de barreira que
separa dois tipos de meio, são sistemas funcionais onde
ocorrem fenômenos de penetração, transporte, dife-
renciação morfológica, entre outros (Stryer, 1992;
Lehninger, 1995). Devido à complexidade das mem-
branas biológicas, utilizam-se modelos mais simples,
como detergentes na forma de micelas, para um estu-
do inicial de um grande número de fenômenos que ocor-
rem nas membranas, a fim de obter informações da
interação de drogas com as membranas celulares
(Borissevitch et al., 1995; Song et al., 1998; Collins-
Gold, 1988; Lomax, 1993; Kalyanasyndarum, 1987;
Tominaga, 1997). O estudo da interação de porfirina
com membranas e outros componentes do tecido e do
sangue são importantes porque, em geral, as drogas
são introduzidas através da corrente sangüínea em con-
centrações relativamente altas e podem provocar efei-
tos colaterais.

Estudos mostraram que as porfirinas altamente
hidrofóbicas são capazes de penetrar na região lipídi-
ca de membranas, e as moderadamente hidrofóbicas
distribuem-se preferencialmente nas partes polares de
membranas ricas em proteínas (Ricchelli et al., 1993).
Embora estudos mostrem que as porfirinas polares se
distribuem nos compartimentos aquosos, sendo despre-
zível sua ligação com membranas celulares (Ricchelli
et al., 1986), foram observadas interações de porfirinas
sintéticas solúveis em água com micelas iônicas (Kadish
et al., 1991).

Uma vez que o estudo das propriedades espec-
troscópicas das porfirinas nas micelas pode dar subsí-
dios importantes para a compreensão da interação das
porfirinas com as membranas biológicas, e da relação
dessa interação com a ação farmacológica, neste tra-
balho, determinou-se os pKs da porfirina catiônica
meso-tetrakis (N-metil-4-piridil), TMPyP, na ausên-
cia e na presença de micelas de brometo de cetiltri-
metilamônio, CTAB, dodecil sulfato de sódio, SDS, e
N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amônio-1-propano-
sulfonato, HPS.

Materiais e Métodos

Na realização deste trabalho, utilizou-se a porfi-
rina catiônica, cloreto de meso-tetrakis (N-metil-4-
piridil), TMPyP, da Calbiochem, cuja estrutura mole-
cular está apresentada na Figura 1.

Os surfactantes dodecil sulfato de sódio (SDS)
e N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amônio-1-propano-
sulfonato (HPS), ambos da Sigma, e brometo de cetil-
trimetilamônio (CTAB) da Riedel de Haën foram utili-
zados sem purificações prévias. Todas as soluções fo-
ram preparadas em água destilada e deionizada, e as
medidas foram realizadas em temperatura de 20oC. Em
todos os experimentos, foram utilizadas soluções fres-
cas de porfirinas e surfactantes.
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Figura 1 - Estrutura da porfirina catiônica TMPyP.

Para determinação dos pKs foram realizadas
titulações das soluções da porfirina em função do pH
em solução aquosa, em solução acetato-fosfato 20 e
250 mmol/L, na ausência e na presença de micelas de
SDS, HPS e CTAB. O pH das soluções foi variado
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de 0,5 a 14,0, utilizando-se soluções estoque de NaOH
e HCl, tomando-se medidas a cada 0,5 unidade de
pH. Os espectros de absorção na região ultravioleta e
visível, analisados na faixa de 350 a 700 nm, foram
obtidos em um espectrofotômetro Cary 100 Varian,
utilizando-se uma cubeta de quartzo, com duas faces
polidas e caminho ótico l = 1,00 cm. Assegurou-se
que a absorbância das porfirinas fosse menor que 1,0
na banda de Soret. As medidas de pH das soluções
foram realizadas em um pHmetro Digimed equipado
com eletrodo de vidro de Ag/AgCl.

Nos experimentos em presença de surfactantes,
as concentrações de surfactantes utilizadas foram
maiores que a concentração micelar crítica, cmc,
para garantir a completa  interação  porfirina-micela.
Os valores das cmcs dos surfactantes estão apre-
sentados na Tabela 1. Foram utilizadas concentra-
ções de 40 mmol/L para SDS e 20 mmol/L para
CTAB e HPS.

surfactantes cmc (mol/L) 

SDS 8,0 x 10 -3 
HPS 5,0 x 10 -5 

CTAB 9,2 x 10-4 

Tabela 1 - Valores de concentração micelar crítica dos
detergentes SDS, HPS e CTAB.

Os espectros de absorção obtidos foram anali-
sados utilizando o algoritmo “Convex Constraint
Algorithm” (CCA), que permitiu a decomposição de
um conjunto de espectros em espectros bases que
correspondem a diferentes formas no equilíbrio em fun-
ção do pH. (Perczel et al., 1992; Borissevitch et al.,
1996).

Os valores de pKs das porfirinas na ausência e
na presença de micelas foram determinados atra-
vés do ajuste dos dados utilizando-se a função
sigmoidal. Para cada experimento, foram realizados
pelo menos três titulações independentes e os re-
sultados apresentados representam a média dos
dados obtidos.

Resultados e discussão

Determinação de pK em solução homogênea
Alguns dos espectros obtidos na titulação da

porfirina catiônica TMPyP em acetato-fosfato 20 mmol/
L em função do pH na faixa de pH de 0,5 até 7,0 e de
7,0 até  14,0 estão apresentados nas Figuras 2a e 2b,
respectivamente. Observa-se que tanto a acidificação
(Figura 2a) quanto a alcalinização (Figura 2b) da solu-
ção de porfirina resultaram em um deslocamento espec-
tral para comprimentos de onda maiores. Observa-se
também a presença de um ponto isosbéstico em 432
nm quando se diminui o pH da solução, e um outro
ponto isosbéstico em 436 nm quando se aumenta o
pH da solução. Isso sugere a existência de três espé-
cies na faixa de pH de 0,5 a 14,0.
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Figura 2 - Espectros de absorção na região visível e
ultravioleta da porfirina TMPyP em acetato-
fosfato 20 mmol/L em função do pH (a) na
faixa de pH de 0,5 até 7,0 (b) na faixa de pH
de 7,0 até 14,0.
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As porfirinas catiônicas piridínio substituídas,

quando em meio neutro, apresentam dois prótons nos
nitrogênios pirrólicos, estando na forma de base livre
(H2P). Em meio ácido, a porfirina pode ser protonada
por até dois H+, formando as espécies monoprotonada
(H3P

+) e diprotonada (H4P
2+). Geralmente, as porfirinas

apresentam coloração violeta quando protonadas, mas
algumas porfirinas meso substituídas, entre elas a
TMPyP, apresentam coloração verde na forma ácida.
Esse comportamento é explicado pelas interações en-
tre o anel piridil e o sistema π do macrociclo. Devido
às interações de van der Waals e Coulombianas en-
volvidas, o anel perde a sua planaridade com a inser-
ção do primeiro próton, aumentando as interações en-
tre o substituinte meso e o anel porfirínico, originando
a coloração verde. A nova configuração da molécula
facilita a entrada do segundo próton (Liegel, 1996;
Pasternack et al., 1976). A determinação das duas
constantes de protonação separadamente só é conse-
guida a partir do acompanhamento das bandas Q iso-
ladamente. Analisando-se a região na banda de Soret,
pode-se determinar somente a constante de ionização
total da espécie diprotonada à base livre (Liegel, 1996).

Estudos conduzidos por Pasternack em meio
aquoso, analisando a banda de Soret e as bandas Q,
mostraram que a porfirina catiônica TMPyP apresenta
duas transições na faixa de pH de 0 a 14. A primeira
devido à transição da forma diprotonada, H4TMPyP6+,
para base livre, H2TMPyP4+, e a segunda transição da
forma H2TMPyP4+ para a forma desprotonada,
TMPyP2+. Essa última transição provoca uma mudan-
ça de coloração acima do pH 14, formando a espécie
desprotonada que apresenta espectro com banda de
Soret centrada em 450 nm e bandas no visível em 577
e 623 nm (Pasternack et al., 1972).

Com base nos resultados apresentados na lite-
ratura e nos resultados obtidos nesse trabalho propõe-
se um equilíbrio na faixa de pH de 0,5 a 14,0 como
mostra o esquema descrito a seguir:

H4TMPyP6 +                          H2TMPyP4+  +  2 H+

H2TMPyP4+                       TMPyP2+   +   2 H+

Portanto, o conjunto de espectros experimen-
tais apresentados nas Figuras 2a e 2b foi analisado

considerando-se como sendo resultante da combina-
ção linear de três componentes puras: a espécie dipro-
tonada, a base livre e a desprotonada. O resultado da
análise dos espectros de absorção utilizando-se o algo-
ritmo “Convex Constraint Algorithm” (CCA) estão
apresentados nas Figuras 3a, 3b e 3c.
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Figura 3 - (a) Componentes da deconvolução dos
espectros óticos da porfirina TMPyP em
acetato-fosfato 20 mmol/L; (b) Frações das
componentes em função do pH na faixa de
pH de 0,5 até 7,0; (c) Frações dessas compo-
nentes em função do pH na faixa de pH de
7,0 até 14,0.

Na Figura 3a estão representados os espectros
de absorção das espécies. O espectro com banda de
Soret centrada em 443 nm foi atribuído à forma
diprotonada (H4TMPyP6+), o espectro centrado em
422 nm foi atribuído à espécie base livre (H2TMPyP4+),
e o centrado em 451 nm foi atribuído à forma despro-
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tonada (TMPyP2+). As contribuições das três compo-
nentes em cada espectro experimental em função do
pH estão representadas nas Figuras 3b e 3c.

O ajuste dos dados experimentais utilizando-se
uma função sigmoidal, permitiu a obtenção dos valo-
res de pK para as transições da primeira para a segun-
da espécie (pK1) e da segunda espécie para a terceira
(pK2). O valores de pKs obtidos em acetato-fosfato
20 mmol/L foram pK1 = 1,4 e pK2 = 12,8.

O comportamento dessa porfirina em função do
pH também foi analisado em solução aquosa obten-
do-se pK1 = 1,0 e pK2 = 13,0. Em solução acetato-
fosfato 250 mmol/L cujos resultados foram pK1 = 1,5
e pK2 = 12,7. Pode-se verificar pequenas alterações
quando comparamos os pKs obtidos em água com os
obtidos em solução acetato-fosfato. Os valores de pKs,
para ambas as transições, não tiveram mudanças sig-
nificativas quando se aumentou a concentração da so-
lução acetato-fosfato, mostrando que nessas condições
o aumento da força iônica não influencia o valor do
pK.

Determinação de pK em presença de
micelas

Com o intuito de avaliar o efeito das micelas nos
valores de pKs da porfirina TMPyP, realizaram-se
titulações em função do pH em concentração fixa, tan-
to da porfirina como dos surfactantes. As mudanças
espectrais das diferentes formas existentes no equilí-
brio permitiram determinar os valores de pKs na pre-
sença das diversas micelas utilizadas e, assim avaliar
os deslocamentos dos pKs devido a interação com as
micelas. A dependência da absorção da porfirina
TMPyP com o pH foi estudado na presença de CTAC
(20 mmol/L), de SDS (40 mmoL/L) e de HPS (20
mmol/L). Essas concentrações de surfactantes foram
utilizadas de modo que houvesse a formação de micelas
e para garantir a completa interação porfirina-micela.

Em experimentos realizados em presença de
SDS em função do pH, verificou-se a interação da por-

firina com as micelas de SDS, a qual foi responsável
por mudanças nos valores de pKs. Na análise espec-
trofotométrica na faixa de pH 2,0 a 14,0, observa-se
que na presença de micelas de SDS, só está presente
uma espécie de porfirina: a base livre. Abaixo de pH
1,0, começa-se a observar algumas alterações no es-
pectro de absorção, principalmente na região das ban-
das Q, indicando o início da protonação, no entanto o
experimento não permitiu a determinação precisa do
valor do pK1, devendo o seu valor estar próximo de
0,0.

A diminuição do valor de pK1 com relação ao
obtido em acetato-fosfato indica que a porfirina interage
com a micela de SDS, e que essa interação protege a
porfirina dificultando sua protonação. Esse efeito pode
ser explicado por fatores eletrostáticos, a micela de
SDS é carregada negativamente, o que dificultaria a
protonação da porfirina. Também, deve-se considerar
a alteração na distribuição de carga do anel porfirínico
ocasionada pela interação porfirina-micela.

Acima de pH 7,0 observa-se somente a pre-
sença da espécie base livre, não sendo observada a
transição em pH alcalino (pK2), isso sugere que na
presença de SDS essa transição deve ocorrer em pHs
muito altos, não sendo possível observá-la experimen-
talmente pelo método utilizado.

Com relação aos experimentos realizados para
analisar o comportamento da porfirina em presença do
surfactante zwiteriônico HPS vemos que, comparan-
do-se os resultados obtidos em presença de micelas
de HPS com os obtidos em solução acetato-fosfato,
não se observou mudanças significativas na forma dos
espectros. Observou-se uma pequena variação no va-
lor de pK1, um deslocamento negativo com pK1 = 0,8
e nenhuma variação no valor de pK2, como mostram
os gráficos apresentados na Figura 4. Portanto, o com-
portamento de protonação e desprotonação da porfirina
praticamente não se altera com relação ao observado
em acetato-fosfato, indicando pequena interação da
porfirina com as micelas de HPS.
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Figura 4 - Frações das componentes da deconvolução
dos espectros óticos da porfirina TMPyP em
acetato-fosfato 20 mmol/L em presença de
20 mmol/L de HPS em função do pH (a)
faixa de pH de 0,5 a pH 7,0 (b) faixa de pH
de 7,0 até 14,0.
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Nos experimentos realizados em presença do
surfactante catiônico CTAB em solução acetato-fosfato
20 mmol/L, não foram observadas mudanças
mensuráveis nos valores pKs em relação aos dados
obtidos em solução acetato-fosfato, indicando que não
há interação entre as micelas de CTAB e a porfirina.

Portanto, analisando os dados obtidos na pre-
sença dos três surfactantes estudados pode-se obser-
var que há deslocamento do valor de pK quando
micelas de SDS e HPS estão presentes. Há um deslo-
camento maior em presença de micelas aniônicas de
SDS, do que em presença do surfactante  zwiteriônico
de HPS indicando uma interação mais efetiva da
porfirina com essas micelas. Os deslocamentos de pKs
observados podem ser explicados através de um con-

siderável efeito das cargas superficiais das micelas na
estrutura eletrônica da porfirina, e indicam uma interação
maior com as micelas de SDS do que com micelas de
HPS. A falta de interação entre a porfirina estudada e
a micela catiônica CTAB pode ser atribuída à repulsão
Coulombiana que ocorre entre a micela positiva e a
porfirina, também carregada positivamente.

Conclusão

Os resultados obtidos mostram que a porfirina
catiônica TMPyP é melhor incorporada em micelas
aniônicas (SDS) que em micelas catiônicas (CTAB).
Portanto, embora a solubilização de porfirinas em re-
giões apolares de micelas deva-se, geralmente, a inte-
rações hidrofóbicas não-específicas, quando ambas as
moléculas são carregadas, a interação é modulada, sig-
nificativamente, por fatores eletrostáticos.
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