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Melanin and melanogenesis have been fascinating subjects for
Chemists not only because of the widespread presence of pigments
in nature but also because of the complexity of their

structures and functions.
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Resumo

Melanina € um pigmento escuro formado pela oligomerizagcdo de moléculas,
com grupos majoritarios catecol e quinone-imina, provenientes da oxidacdo da
tirosina sob acdo de enzimas, este oligbmero possui grande afinidade por ions
metalicos. Os ions metalicos associados as melaninas induzem a formacdo de
espécies oxigenadas reativas nos melandécitos, que contribuem para a morte de
células com melanomas.

Neste trabalho, utilizamos melaninas sintéticas derivadas da hidrolise basica
do 5,6-diacetoxi-indol(DAl), caracterizando-as e utilizando para estudar sua afinidade
por Fe(lll). O estudo de caracterizacdo foi realizado em estado sélido por
espectroscopia na regiao do infravermelho, espectroscopia de energia dispersiva de
Raios X e a morfologia do oligbmero estudada por microscopia eletronica de
varredura e forca de campo. Em solucao foram estudados os equilibrios envolvendo
0s grupos doadores da melanina com o centro metalico.

Com o objetivo de confirmar as espécies resultantes do estudo de equilibrio,
foram realizados caracteriza¢cdes em solucao por espectroscopia no UV-Visivel. E o
comportamento redox do sistema DHI-Fe(lll) foi elucidado por voltametria ciclica e de
onda quadrada.

Os resultados obtidos no IV do estado sélido mostraram que o oligbmero
precipitado em pH acido coordena ao centro metdlico pelos grupos catecol, ja em pH
alcalino a coordenacao ocorre pelos grupos quinone-imina. Resultado semelhante foi
obtido em solucdo onde as constantes de formacao para as duas interagfes foram

calculadas. As espécies também foram caracterizadas por espectroscopia UV-Vis.
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1. Introducéo

Melanina € obtida naturalmente da polimerizacdo de um aminoacido chamado
tirosina sob acdo de enzimas.'? S&o oligbmeros e um dos pigmentos com maior
atencao atual. Na ultima década pode se entender que as melaninas sao agregados
e nado polimeros de cadeia longas: as subunidades fundamentais, dihidroxindol (DHI)
e dihidroxindol-carboxilato (DHICA) oligomerizam para formar protomoléculas de 3 a
10 unidades indol que se agrupam em camadas, formando agregados nano
moleculares.®

Acredita-se que os raios ultravioleta provocam o aumento da atividade da
tirosinase nos melanossomas.* Células com melanomas tém demonstrado
sensibilidade acentuada quanto a inducdo de ions metalicos, que pode ser
consequiéncia do comportamento pré-oxidante do pigmento melanina.’

fons zn(Il), Cu(ll) e Fe(lll) sdo toxicos para as melanomas. Foi sugerido que
fragmentos de melanina nos melanomas acumulam ions metalicos, aumentando o
processo oxidativo, produzindo ROS (espécies oxigenadas reativas), que vence as
defesas dos melanomas.*®

Szpoganicz e colaboradores caracterizaram as interagdes da melanina
sintética com os fons Cu(ll) e Zn(ll).* Nesse estudo, as constantes dos equilibrios
detectados foram determinadas.

Pela dificuldade de isolar a melanina natural, utilizam-se melaninas sintéticas
com a mesma unidade indol para realizacdo dos experimentos. A sintese da
melanina foi realizada pelo método de Prota que consiste na hidrolise basica do
diacetoxindol (DAI) produzindo o dihidroxindol (DHI).”

Foi planejado o estudo de microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia de emissdo de campo (FEG)® acoplado com o analisador por energia
dispersiva (EDS) para determinacdo elementar da melanina.

O estudo modelo das interacdes do ion Fe(lll) com a melanina sintética foi
acompanhado por titulagcdo potenciométrica, que é muito eficaz na determinacéo de
interacbes quimicas e por isso, a potenciometria € a técnica escolhida para
caracterizar os equilibrios acido-base e de complexagéo envolvendo as melaninas e
o ion Fe(lll). Além do estudo potenciométrico foram realizadas espectroscopias no
infra-vervelho e UV-Visivel para comprovacédo dessas interacdes.”*?

Estudos de eletroquimica envolvendo a melanina em presenca do ion

metalico foram realizados com o intuito de observarmos a presenca do metal no
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sistema, estudos eletroquimicos como voltametria ciclica e EPR foram realizado

por Farmer e colaboradores envolvendo ions Cu(ll) e Zn(ll) complexados em meio

celular.>*
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2. Reviséo Bibliografica

2.1 Fundamentacédo Tedrica, Histdrico e Relevancia do Assunto

Os primeiros relatos sobre a obtencdo da melanina foram publicados por
Davis e colaboradores™ em 1869, onde realizaram a primeira extracéo do pigmento
do cabelo utilizando apenas lavagem com HCI e NaOH para a degradacao do cabelo
e da matriz queratina, obtendo assim um pigmento impuro.

Gortner e colaboradores® estudaram a origem da melanina natural
(eumelanina) presente na pele e no cabelo e obtiveram como resultado a

polimerizacdo de um aminoacido, a tirosina (Figura 1).

Figura 1: Formula estrutural da tirosina.

Ja tendo conhecimento que a melanina é proveniente da tirosina Young e
colaboradores? realizaram a primeira andlise elementar do pigmento extraido por
Davis, sendo C = 53.56 %, H=5.11 %, N= 15.47 %, S = 2.53 %.

Em 1986 Prota e colaboradores’ desenvolveram um método de sintese para
eventuais estudos da melanina, tendo em vista que até entdo era impossivel isolar o
pigmento puro. Devido a oxidacdo da tirosina, foi desenvolvida a sintese a partir da
hidrélise basica do Diacetoxiindol obtendo assim o dihidroxiindol, que se oligomeriza

na presenca do dioxigénio (Figura 2).

Q
|

H H
T : M HO ™ O
HaC Of \ KOH I S ) e ,-;,’:f”
) | > v 2 me—]
HaC —r s L '/ 02 HO /JW M
| o

Q
3,6 - Diacetostindol (DA 5,6 - Dihidroztindol (DHT) Acetato

Figura 2: Reacao de sintese do precursor da melanina sintética.
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Uma andlise mais detalhada sobre a superficie e estrutura das melaninas

so foi possivel apds o desenvolvimento de novos equipamentos e aperfeicoamento
nas técnicas de extracdo e sintese. Entre 1994 e 1997 foram estudados os principais

mecanismos da formacdo da melanina natural. Rosei e colaboradores'®*®

propuseram o modelo que é utlizado nos dias de hoje sobre a formacédo e
oligomerizacdo da melanina através da oxidacao, catalisada pela enzima tirosinase,

da Tirosina e do L-Dopa (Figura 3).

COCOH ,j
HO COOH °© COCH
Oy OHY
o NH, Tirosinasc NH, NH,
HO O
lirosina L-Dopa Radical Livre Organico
o HO o COOH
CQOH —_— COOH -—
\N NH,
o HO N o

Leucodopacromo o-Dopaquinona

Dopacromo

5,6-Dihidroxi-indol Indol-5,6-quinona
HO 1)
\ COCH \ COCH
Ho N 5 Y

acido 5,6-Dihidroxi-indol-2-carboxilico Indol-5,6-quinona-2-carboxilico MEL ANIN A
-

Figura 3: Mecanismo de oxidag&o da tirosina a melanina — Melanogénese.

Somente em 2000, Prota®® realizou a extracdo da melanina natural do cabelo
e da pele sem impurezas. Ele utilizou uma série de aminoacidos e banhos quimicos
no qual degradam a matriz queratina e a matriz L-Dopa, assim conseguindo extrair
um pigmento puro; porém a extracdo € uma técnica que exige alto custo e muito
tempo, sendo grande parte dos estudos realizados com melaninas sintéticas e

depois expandidos para as naturais extraidas de mamiferos.
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Com os avancos de Prota, foram realizadas andlises mais detalhadas

utilizando-se microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie de melaninas
naturais e sintéticas. Simon e colaboradores® conduziram os experimentos para a
diferenciacdo dos dois oligdbmeros. Como resultado, observaram que a melanina
natural se comporta de forma ordenada e a sintética de forma amorfa (Figura 5). As
melaninas naturais apresentam oligbmeros em torno de 15nm enquanto a sintética

DHI se aglomera em camadas (Figura 5).

Figura 4: Diferenca dos agregados segundo Simon; a direita a melanina sintética e a

esquerda a melanina natural.

Outras caracteriza¢des foram realizadas, como a de Bilinska, que foi um dos
primeiros estudos de infravermelho da melanina natural e sintética.’?° Foi constatado
em seu trabalho trés bandas caracteristicas: uma banda em 3300cm™ atribuida aos
grupamentos catecois, outra banda em 1625cm™ atribuida a v C=C ef/ou grupos
carbonilas contendo nitrogénio heterociclico, e 1470cm™ relativo aos grupos o-
hidroxiquinolina (v C-N de iminas), esta ultima estrutura, proposta por Szpoganicz e

colaboradores, é relativa ao tautomerismo da molécula (Figura 6).

o)
0
C N \
HO
N o \N
H
Catecol (Cat) Quinone-Imina (Ql)

Figura 5: Fendbmeno de tautomerismo existente na molécula precursora da melanina

sintética, representando o grupo quinone-imina.
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Farmer e colaboradores mostraram que a interacdo metal-melanina

consegue extinguir as células melanoma, isto &, células cancerigenas®. Neste
trabalho foi demonstrado o EPR aplicado a andlise da interacdo metal-melanina e
que os complexos formados com Zn** e Cu®" sob meio oxidativo induzem a
producdo de espécies peroxidas e radicais hidroxil, responsaveis pela degradacao

das células melanomas.
2.2 Classificacdo das Melaninas

Na natureza existem varios tipos de melaninas existentes mas trés destacam-
se por serem as mais encontradas: (i) as Eumelaninas, (ii) as Feomelaninas e (iii) as
Alomelaninas.

As eumelaninas (i) sdo as mais comuns encontradas nos animais. S&o
compostos formados a partir da oxidacdo da tirosina, dopa, dopamina, via reagao
entre os derivados indélicos de unidades DHI e DHICA (Figura 3). Apresentam-se
geralmente como pigmentos de tonalidade negra a marrom, responsaveis pela

coloracdo escura dos cabelos e pele.?

Figura 6: Estrutura proposta para as eumelaninas.

Feomelaninas (ii) constituem os pigmentos mais claros, de tonalidade que
variam de amarelo a vermelho. S&o obtidas a partir de reacdes envolvendo cisteina,

geralmente estruturadas em mondmeros benzotiazidas (Figura 7).%



HOOC

T

NH,
S
HO COOH N COOH
x
j@)\ — | \)\ — FEOMELANINAS
NH NH;
HO A : HO 7

Cisteinildopa Benzotiazinilalaninas

Figura 7: Esquema proposto para a formagéo das feomelaninas.

Mais comuns no reino vegetal estdo as alomelaninas (iii), que sado formadas
durante a “polimerizacédo” oxidativa de substratos fendlicos, como catecol e outros

polihidroxiaromaticos na presenca da enzima poli-fenoloxidades.??

16
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar a melanina sintética DHI, e determinar suas

interacdes com o ion Fe(lll).
3.2 Objetivos especificos
) Sintetizar a melanina DHI através da hidrélise basica do Diacetoxindol  (DAI)
gue oligomeriza e da origem a melanina sintética, e seus complexos formados
com o ion Fe(lll).
o Purificar o composto sintetizado para posteriores analises.
o Utilizar microscopia eletrénica de varredura e de forca de campo para
observar a morfologia do bio-oligomero e as diferencas da presenca do ion

Fe(Ill).

o Aplicar o analisador por energia dispersiva para identificar a presenca do ion

Fe(lll) no material.

o Realizar titulagbes potenciométricas para determinar as constantes de

formacdo e as interagdes com o ion metalico.

o Caracterizar a melanina sintética em presenca e auséncia do ion metalico por

espectroscopia de infravermelho e UV-Visivel.

. Elucidar as espécies redox presentes no sistema melanina DHI-Fe(lll) por

voltametria ciclica e de onda quadrada.
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4. Materiais e métodos

4.1 Materiais, métodos e instrumentacao

4.1.1 Materiais

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados na sintese
e nas analises foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem purificacéo
prévia: diacetoxindol obtido da TCI América, Portland, OR., &cido cloridrico 37%
(Nuclear QMC Ltada), hidroxido de potéassio livre de CO, em ampolas da Backer
Dilut-It, Argbénio (White Martins), Ftalato Acido de Potassio (Reagen S.A.), EDTA
dissodico (Vetec), Dimetil Sulféxido e Diclorometano (Nuclear QMC Ltada), cloreto
de ferro(lll) hexahidratado (Vetec).

4.2 Métodos e instrumentacao

4.2.1 Espectroscopia no infravermelho — IV

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro  Perkin-Elmer FT-IR 1600 com sistema de registro
computadorizado, na regido de 4000 a 400cm™, na Central de Anélises do
Departamento de Quimica — UFSC. As amostras de melanina pura e em presenca
do metal foram analisadas em pastilhas de KBr.

4.2.2 Espectroscopia no UV-Vis

Os espectros na regido do ultravioleta-visivel foram obtidos em um
espectrofotdbmetro da Varian modelo CARY 50BIO no Laboratério de Catélise
Biomimeética - Departamento de Quimica da UFSC. As medidas foram realizadas em
cubetas de quartzo com capacidade para 4mL e 1cm de caminho 6tico. Uma série de
solu¢des contendo concentracdes apropriadas de melanina DHI na faixa de pH
compreendida entre 7 e 10 foram medidas em presenca e auséncia de aliquotas de

metal entre 200 e 400nm.*
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4.2.3 Titulagdo potenciométrica

A técnica de titulagdo potenciométrica € muito empregada para estudos de
medidas de equilibrio de complexos metalicos em solucdo, podendo-se usar o
eletrodo de vidro, muito preciso nas medidas de concentracdo de ions hidrogénio.
Nesse tipo de titulacdo, adiciona-se uma base ou um &cido padronizados, em
incrementos de volume conhecidos, ao sistema contendo um ligante, na auséncia ou
na presenca de ion metalico. A potenciometria nos fornece as espécies formadas em
solucdo, para comprovagdo dessas espécies utilizam-se medidas espectroscopicas
como estudos de absorbancias espectrofotométricas ou ressonancia magnética
nuclear.?

Os experimentos foram realizados em sistema totalmente aquoso devido a
solubilidade da melanina DHI e dos complexos formados na faixa de pH estudada.
Cada sistema em consideracéo foi estudado em uma célula termostatizada a 25,00
0,05°C refrigerada mecanicamente por um banho de circulacdo termostatizado
(Microquimica Ind. Com. Ltda). Foi utilizado um titulador automatizado da Metrohm
modelo Titrino Plus 848 acoplado com um eletrodo de vidro e outro de referéncia do
tipo Ag-AgCl, calibrados na célula com solu¢des diluidas de HCI para a leitura direta
do pH (pH = -log[H"]). As medidas foram feitas indiretamente devido a baixa
solubilidade da melanina em pH abaixo de quatro; com solu¢des contendo 20ml de
melanina DHI e forca ibnica ajustada para 0,100 mol.L* com KCI, sob fluxo de
argbnio para eliminar a presenca de CO, atmosférico. As solu¢des foram preparadas
com agua (bidestilada na presenca de KMnO, e previamente fervida). As solugfes
tituladas tiveram os valores de pH ajustados proximo de 12 com adigcdo de uma
solucdo padrdo de KOH 0,100 mol.L* isenta de CO,. Para as titulacées foi utilizada
uma solucdo padrdo de HCI 0,100mol.L™*, com adicdo de aliquotas de 0,1mL até pH
~ 4 com o auxilio da microbureta acoplada ao titulador. As adi¢cdes sucessivas de
acido foram realizadas apds a obtencéo de valores constantes de pH.

O pK, da agua contendo 0,100mol.L* de KCI utilizado para os calculos foi de
13,78.%

No arquivo de entrada para o calculo das constantes de estabilidade dos
sistemas em estudo, envolvendo metal, é necessario também fornecer as constantes
de hidrélise do metal. Os valores dessas constantes foram calculados para as

condicdes experimentais deste trabalho, conforme Baes.” A solucdo metalica de
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Fe(lll) foi preparada a partir do sal metalico comercial e padronizada por titulacdo

com EDTA (&cido etilenodiaminotetracético).?® Para evitar a hidrélise do metal
trivalente, adiciona-se &cido cloridrico na solugéo. A quantidade de &cido adicionado
é determinada quantitativamente pelo método de Gran's.?’

As titulacbes foram realizadas em triplicata e os valores apresentados
referem-se a média dos experimentos. As constantes foram calculadas com o
programa BEST7 e os diagramas de distribuicdo de espécies presentes em solucao,
em funcdo do pH, foram obtidos com o programa SPECIES.?*?® O programa BEST7
utiliza curvas de titulacdo para determinar as constantes de estabilidade e/ou as
constantes de protonagdo dos ligantes e complexos, bem como a correta
concentracdo do ligante utilizado. A entrada de dados para o programa consiste em
fornecer o nimero de milimoles de cada componente, as constantes de equilibrio
inicialmente estimadas de cada interacdo que possa existir a partir dos componentes
da solucao e o perfil de pH determinado experimentalmente versus o volume de HCI
adicionado. O programa emprega equacdes de balanco de massa para todas as
espécies presentes a cada incremento de acido adicionado e resolve a concentragcao
de cada espécie presente, minimizando o erro entre a curva experimental e a
calculada. As interacdes sugeridas sdo aquelas adquiridas ou observadas a partir de
evidéncias espectrofotométricas e que podem ser justificadas com base em
principios  estabelecidos na quimica de coordenacdo em  solugao.
Convencionalmente, este programa emprega constantes globais de protonacéo e de
formacdo de complexos metélicos, designadas por R3.

Nos célculos deve-se sempre buscar a minimizacéo do desvio padrédo (ajuste
s) do sistema, entre os valores experimentais de pH encontrados na titulagdo e os
calculados. O desvio padréo é calculado como um fator de peso de modo aumentar
a sensibilidade dos calculos computacionais nas regides de tamponamento do

sistema e diminuir a importancia das inflexdes.?®

4.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e For¢ca de Campo (FEG)

Foi utilizada microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de for¢a de campo
(FEG) para o estudo nanomolecular e morfolégico da estrutura da melanina isolada e
diferencia-la em auséncia e presenca do ion metalico. A principal diferenca dos dois
tipos de microscopia esta no filamento utilizado para a descarga do feixe de elétrons

na amostra, na microscopia de varredura utiliza-se filamento de tungsténio, e na
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forca de campo utiliza-se o chamado “Field Emission Gun”. Em aplica¢des onde o

alto brilho da fonte ndo é muito necessario, como para médios aumentos (na faixa de
10 000x e que sdo os aumentos normalmente usados para a analise de materiais), e
onde se deseja um feixe bastante estavel (caso da micro-analise), o filamento de
tungsténio pode ser considerado como a melhor opgéo de fonte.?

Em nosso caso, estaria viavel o uso do MEV, pois se adapta bem a micro-
analise, mas o aumento de 50-200 mil vezes necessita 0 uso do FEG que dispdes de
altos brilhos da fonte e melhor resolugdo de imagem. As amostras foram colocadas
em “stubs” e fixadas com cola prata. Apés a secagem, foi recoberta com ouro para a
analise no microscopio eletrobnico marca Phillips, modelo XL 30 no Laboratério

Central de Microscopia Eletronica da UFSC.
4.2.5 Eletroquimica

A investigacdo de espécies redox da melanina em presenca de Fe(lll) foi
realizada utilizando voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada em um
potenciostato-galvanostato PAR modelo 273, no Laboratorio de Bioinorganica e
Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. Os experimentos foram realizados
em solucao de dimetilsulféxido, sob atmosfera de argdnio a temperatura ambiente.
Neste experimento utilizou-se hexafluorofosfato de tetrabutilaménio como eletrélito
suporte e uma célula eletrolitica com trés eletrodos: eletrodo de trabalho — carbono
vitreo; eletrodo auxiliar — platina; eletrodo de referéncia — Ag/Ag”, calibrado com o

ferroceno como padrao interno.*

4.3 Sintese da melanina DHI e Fe(lll)-(DHI)

A sintese da melanina DHI segue o método de Prota e colaboradores’ onde
120mg (0.5145mmol) de 5,6-diacetoxindol (DAI) foi hidrolisada em presenca de
250ml de uma solucdo aquosa contendo um excesso molar de 20% de KOH
(2.28mmol). A mistura reacional é deixada sob agitacdo por aproximadamente 6
horas. O DAI ndo é solavel em agua (Figura 8 A e B) e fica precipitado em meio
aquoso, entretanto com o decorrer da reacdo o DAI é consumido formando o DHI e
oligomerizando formando uma solucdo escura (melanina DHI) (Figura 8 C). O
isolamento do material é feito em meio acido em baixas temperaturas onde a

solubilidade da melanina é diminuida.
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Para o estudo da interacdo com Fe(lll) a melanina sintetizada foi deixada

em presenca de 1:2 molar Fe(lll)/DAI utilizando FeCl;.6H,O por 24h em 2 diferentes
pHs seguindo o procedimento realizado por Bilinska® com os fons Cu(ll) e Zn(ll) para
haver a interacdo necessaria e isolado posteriormente para realizagdo das analises,
o Fe(Il)-DHI é precipitado a 0°C. Vestigios de DAI ainda presentes no material

isolado séo retirados por recristalizagdo da melanina em diclorometano.

Figura 8: Experimento da reacdo de hidrélise do DAI ao DHI. (A) Mostra o comego da

reagcdo onde pode ser visto em branco o DAI que néo reagiu. (B) Com o avanco da
reacdo o DAI é consumido formando a melanina DHI. (C) No final da reacdo com

todo o DAI consumido temos o produto.
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5. Resultados e discussdes

5.1 Caracterizagdo da melanina DHI

5.1.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho mostra que, em virtude da oligomerizacao,
o DAI é convertido em DHI sofrendo uma mudanca muito brusca em sua estrutura,
como consequéncia, o espectro do produto final resultante do processo de hidrdlise
€ muito diferente quando comparado ao do composto inicial (Figura 9). Contudo, o
produto final possui caracteristicas espectroscépicas tipicas da melanina referente a
grupos catecol em v(-OH)3300cm™ e quinone-imina em v(C=0)1630cm™ e v(C-

N)1472cm™ como referenciadas por Bilinska®%

e a principal diferenca em relacédo ao
DAl é o desaparecimento da banda em v(C=0)1750cm™ relativo a carbonila do
ester. O aumento destes grupamentos funcionais na estrutura da melanina pode

aumentar a possibilidade de quelagéo desta estrutura a espécies metalicas.

DAl
1750 —
DHI
1630 — \
1472
T T T T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000

nimero de onda (cm'1)

Figura 9: Espectroscopia de infravermelho do composto de partida DAI em

comparagao com as melaninas quimicamente sintetizadas DHI.
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5.2 Caracterizacao das interagdes com Fe(lll)

5.2.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

O espectro de IV da melanina sintética isolada em presenca e auséncia de
fons metélicos em pH 4 e 10 é mostrado na Figura 10. Bilinska e colaboradores®
fizeram os primeiros estudos de IV da melanina e identificaram grupos
caracteristicos presentes em melaninas sintéticas. Uma banda em 3300cm™
atribuida aos grupamentos catecois, outra banda em 1625cm™ atribuida a vC=C e/ou
grupos carboxilatos contendo nitrogénio heterociclico, e 1470cm™ relativo a vC-N de

grupos imina, também presentes em moléculas derivadas da o-hidroxiquinolina.

DHI

_ 4
Felll(DHI) pH = 10 16é5 1350

T
1000 500

T
4000 3500

T T T T
3000 2500 2000 1500

numero de onda (cm™)

Figura 10: Espectroscopia de infravermelho da melanina DHI pura e em presenca de
Fe(lll) em pH 4 e 10.

A complexacdo do metal € identificada pelo deslocamento da banda em
1625cm™ e 1470cm™para valores de freqiiéncias menores relativos & coordenacéo
do metal pelos grupos quinona-imina. Em pH 4 ndo ocorre deslocamento indicando
gue em valores de pH &cidos apenas existe a coordenacdo do metal pelo grupo
catecol. JA& em pH 10 ocorre um deslocamento dessas bandas, devido a
coordenacdo do metal pelos grupamentos quinone-imina. Nakamoto®! reporta o
deslocamento de vC=0 para menores numeros de onda quando complexados por

ions metalicos e é visivel em nosso sistema. Esses resultados estdo de acordo com
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os estudos de equilibrio potenciométrico mostrando onde ocorre a coordenacao do

metal em diferentes valores de pH.

5.2.2 Espectroscopia naregido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de UV-Vis com adicdo de aliquotas de Fe(lll) estédo
representados na Figura 10. Szpoganicz e colaboradores* reportaram uma banda
em A = 230nm relativa aos grupos catecol presentes na melanina sintética. Mosca e
colaboradores® mostraram em seu trabalho uma banda em A = 235nm relativa ao
grupamento catecol e um ombro em A = 280nm relativo a modifica¢cdes estruturais no
bio-oligbmero, e relataram a diferenca espectral de diferentes tipos de melaninas

sintetizadas de variados modos.

@ | (b)

Absorbancia

0,0
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comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)

Figura 11: Espectros de UV-Vis contendo 0,713umol (na proporcdo 2 : 1 catecol :
qguinone-imina) de melanina sintética com adi¢des de aliquotas de 0,1umol de Fe(lll),
em pH 7 (a) e em pH 10 (b).

Os espectros mostrados acima revelam uma banda em A = 228nm e um
ombro em A = 270nm, atribuidas a transicdo p » p* aromatica do grupamento
catecol em sistemas condensados e um deslocamento batocromico devido a
presenca de quinone-imina respectivamente. O comportamento da interagcdo do
metal com os grupamentos catecol que sdo majoritarios no sistema melanina DHI se
mostra no aumento da absorbancia com a adi¢éo de aliquotas de Fe(lll) que podem
ser vistas em ambos o0s espectros. Ja a interacdo do metal com a quinona-imina
pode ser observado no espectro em pH 10 no desaparecimento do ombro com a

adicao de aliquotas de ion metélico.
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Essas mudancas estdo de acordo com os estudos de equilibrio

potenciométrico e espectroscopia no infravermelho, que nos mostram que em pH
neutro e &cido, a interacdo do metal € dada pelos grupamentos catecois. E, em pH
alcalino acima de 9, ocorre a interacdo de um grupamento quinona-imina na esfera

de coordenacgédo do ion metalico.

5.2.3 Estudo de equilibrio potenciométrico

As curvas de titulacdo potenciométrica em presenca e auséncia de ions
metalicos sdo mostradas na Figura 12. A melanina DHI livre apresenta duas regidoes
tamponadas distintas: um tampao em pH entre 9 e 12 relativo a protonagédo dos
grupos catecois (Cat) e proximo de 6 devido relativo a protonacdo dos grupos
quinona-imina (QI)*. As curvas envolvendo os sistemas metélicos estéo localizadas
abaixo da curva da melanina livre, indicando a coordenacgdo do ion metalico com os

grupos doadores da molécula da melanina.
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Figura 12: Curva de titulagdo reversa da melanina DHI em presenca e

auséncia de ions metalicos.

A quantidade de grupos doadores Catecol e Quinone-imina calculada em

nosso estudo estd mostrada na Tabela 1.
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Tabelal: Quantidades molares dos grupos doadores por grama de melanina DHI,

calculadas a partir de titulacdo potenciométrica*

Grupo presente na melanina sintética Quantidades em mmol/g (DP)**
Quinone-imina 1,402 (0,012)
Catecol 2,799 (0,016)

*V alores obtidos através da média de 3 titulagdes.

**Desvio Padrdo dos Resultados.

Uma comparacdo entre as interacfes de metais divalentes como Cu(ll) e
Zn(ll) estudada por Szpoganicz e colaboradores, e este estudo envolvendo Fe(lll)
pode ser observada na curva, em presenca de Fe(lll) o deslocamento € maior,
evidenciando uma complexa¢do mais forte com a melanina, em comparacao aos
ions divalentes.

O diagrama de distribuicdo das espécies em func¢do do pH para o sistema
DHI-Fe(lll) é mostrado na Figura 13, e apontam as possiveis espécies formadas
resultantes da interagéo da melanina com o ion metalico na faixa de pH estudado.

A formacéo das espécies, mono e binuclear, protonados, ndo protonados e espécies
hidréxidas foram investigados sob as condicdes experimentais desse trabalho,
ambos formam espécies hidréxidas.

A formacéo das espécies, mono e binuclear, protonadas e ndo protonadas, e
espécies hidroxidas foram investigadas sob as condi¢cdes experimentais deste
trabalho, ambas formas espécies hidroxidas.

Em pH &cido a espécie monohidroxida Fe(OH)(CatH,Cat) € predominante.
Com a elevacédo do pH, a espécie dihidroxida [Fe(OH),(CatH,Cat)] é favorecida, com
um maximo de 80% em pH proximo de 9,5. Em valores de pH acima de 9, duas
novas espécies sdo formadas: a espécie contendo um catecol monoprotonado
[Fe(OH),(CatHCat)]* e ainda a associacdo de uma molécula de quinone-imina,
[Fe(OH),(Qi)(CatHCat)]*.
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Figura 13: Diagrama de distribuicdo de espécies em funcdo do pH para o sistema
DHI-Fe(lll), (2:1 equivalentes).

As constantes de estabilidade das espécies identificadas por titulacdo

potenciométrica estdo mostradas na Tabela 2.

Tabela2: Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies formadas para o

sistema melanina DHI-Fe(lll)*

Equilibrio LogK (DP)**

[Fe(OH)(CatHCat)] / [Fe* ][CatH,Cat*][OH ] 42.52 (1.03)
[Fe(OH)x(CatH,Cat)] [H']/ [Fe(OH)(CatH,Cat)] -8.63 (0.11)
[Fe(OH),(CatHCat)]* [H*] / [Fe(OH)(CatHCat)] -10.80 (0.09)
[Fe(OH),(Qi’)(CatHCat)]* / [Fe*'][CatHCat*][OH ][ Qi 26.31 (1.22)

*Obtidas a partir da média de trés ou mais titul acoes.

**Desvio Padréo dos Resultados

As altas constantes de formacdo para as espécies Cat e QI se deve ao
grande efeito quelato existente no oligbmero, e aos grupos doadores oxigenados
gue favorecem a formacao de complexos com Fe(lll) devido ao grande caréater 4cido
duro do centro metdlico. Essas espécies formadas sdo evidenciadas no esquema a

sequir.
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Esquema 1: Modelos estruturais para as espécies formadas no sistema DHI-Fe(lll).
5.2.4 Microscopia eletrénica
A Figura 14 mostra a imagem de FEG das melaninas sintetizadas e utilizadas

neste trabalho com aumento de 50 e 150 mil vezes, vemos que elas se apresentam

em forma de camadas amorfas que esta de acordo com o estudo de Simon. A forma
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lateral das camadas assimétricas tem comprimento de 3 a 300um, mostrando a

morfologia do oligbmero. Simon ainda relata que essa morfologia caracteristica se da

devido a molécula precursora (DHI) ser planar.

Figura 14: Imagem de Microscopia de For¢ca de Campo das melaninas DHI utilizadas
neste trabalho.

Com a presenca de Fe(lll) as melaninas se comportam em uma morfologia
diferente, apenas a melanina DHI se apresenta na forma de camadas; em presenca
do ion metélico essas camadas sdo transformadas em aglomerados. A imagem de
MEV acoplado com EDX (Figura 15) mostra os aglomerados com aumento de 15 e
20mil vezes. O espectro de EDX revela que a quantidade de Fe(lll) € muito pequena
comparada com a do ligante, devido a interacao Fe(lll)-DHI acontecer apenas pelos
grupos catecol e quinone-imina, preservando o resto da estrutura do oligbmero. A
presenca de potassio no espectro de EDX é relativa a neutralizacdo de anions
gerados em solugao antes da precipitacdo do material.
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Figura 15: Imagem de Microscopia Eletrdnica de Varredura acoplada com EDX do
complexo melanina DHI-Fe(lll).
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5.2.5 Eletroquimica

O comportamento eletroquimico da melanina DHI em presenca de Fe(lll) foi
avaliado em uma solu¢cdo de DMSO a temperatura ambiente sob atmosfera de
argbnio. Os voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura e de
onda quadrada sdo mostrados na Figura 16.
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Figura 16: Voltamogramas ciclicos (a), obtidos a diferentes velocidades de varredura,
e o voltamograma de onda quadrada (b) para o sistema DHI-Fe(lll) em DMSO, a
25°C. Eletrdlito suporte: 0,1mol.L”* TBAP; trabalho: eletrodo de carbono vitreo:

referéncia: Ag/Ag”, contra-eletrodo: fio de Pt; padrdo interno: Fc/Fc”.

Com base no comportamento da variagdo da corrente de cada pico (ip) em

funcdo da velocidade de varredura (v) (curvas ip Vs. v'?), as reacdes redox

evidenciadas neste trabalho foram caracterizadas, como quase-reversiveis de

acordo com a equacéo de Randles-Sevcik (Equacéo 1).*

i, = 2,686 x 10°n*?AcD*A'? (Equacéo 1)

Onde: ip € a corrente do pico em A
n é o numero de elétrons envolvidos na semi-reacao

A é a area do eletrodo em cm?
D refere-se ao coeficiente de difusdo em cm?/s
C é a concentracdo em mol/cm?®

V é a velocidade de varredura em V/s
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O voltamograma apresenta trés regides bem definidas mostrando os

processos redox: o primeiro em Epa = -0,948V vs NHE relativo ao processo de
oxidagdo dos grupos quinone-imina a semi-quinona, com 0 aumento da variagao
para potenciais mais positivos observamos o segundo processo redox em Epa = -
0,200V vs NHE que aumenta com a velocidade de varredura relativo ao par
catecol/semi-quinona®, no voltamograma de onda quadrada observa-se a nao
simetria da onda, isto pode ter ocorrido devido a processos mdultiplos envolvendo
catecol e quinone-imina em algumas unidades indol gerando semi-quinona (Figura
17), e um em Epa = 0,74V vs NHE com E1/2 = 0,77V relativo ao par redox

Fe(l)/Fe(lll), o processo envolvendo o centro metalico é evidenciado no

voltamograma de onda quadrada.
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Figura 17: Processo redox envolvendo a oxidacao do catecol a quinona.
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6. Conclusdes e Perspectivas

Neste trabalho estudou-se a coordenacdo de ions Fe(lll) com melaninas
sintetizadas a partir da hidrélise béasica 5,6-diacetoxi-indol. As melaninas DHI foram
caracterizadas por analise elementar e espectroscopia na regiao do infravermelho
pelo surgimento de duas bandas caracteristicas do grupamento quinone-imina.

A interacdo com o ion metdlico foi caracterizada por espectroscopia no 1V,
correlacionando o deslocamento das bandas de absorcdo dos grupamentos em
auséncia e presenca do metal. Em solugdo as interacBes metal-melanina foram
caracterizadas no UV-Vis onde se observou a variacdo espectral com a adi¢do de
aliquotas de uma solucédo de Fe(lll) e observou-se a interacdo com os diferentes
grupos doadores. Os equilibrios, e as espécies formadas em diferentes pHs foram
estudados por titulagdo potenciométrica que junto com UV-Vis demonstraram que
em pH &cido a melanina coordena-se pelos grupamentos catecol e em pH alcalino
pelos grupos quinone-imina. As elevadas constantes de formacao séo atribuidas ao
efeito quelato proporcionado pelo oligbmero, caracteristico dos grupos doadores e 0s
pKa's foram calculados para o sistema. O estudo eletroquimico mostrou o0s
processos redox envolvendo a melanina sintética em presenca de Fe(lll), mostrando
a interacao Fe(lll)-melanina.

A morfologia das melaninas sintéticas foi observada por MEV e FEG aonde
vimos o comportamento amorfo em camadas. Na presenca do metal se comportava
na forma de aglomerados, mas sem evidencias de uma estrutura cristalina.

Como perspectivas deste trabalho estdo os estudos in vitro de células
melanoma, com a indugdo de Fe(lll). A procura de ligantes de baixa toxicidade que
possam bombear metais para dentro de células com melanoma, e o célculo das
constantes de formacdo desses complexos para certificar-se que possam liberar o

ion metalico para a melanina natural.
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