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RESUMO  

Melaninas naturais extraídas do cabelo (eumelanina) foram 
caracterizadas por análise elementar, espectroscopia de infravermelho, 
microscopia eletrônica, espectroscopia paramagnética de ressonância e 
os pares redox identificados por eletroquímica. Os equilíbrios 
ácidos/básicos e de complexação da eumelanina na ausência e em 
presença do íon Fe(III) foram caracterizados por titulação 
potenciométrica. Os pKa’s determinados são: 4,35; 6,30; 10,50 e 12,81; 
correspondendo aos grupos: carboxílico, quinona-imina e catecol 
respectivamente.  
As constantes das interações detectadas com o íon Fe(III) são: 
log([Fe(Ac)2+]/[Fe3+][Ac-]) = 5,73 ; log([Fe(Qi)2+]/[Fe3+][Qi-]) = 5,20 ; 
log([Fe(Cat)(OH)/[Fe3+][Cat2-][OH-]) = 23,53 ; log([Fe(Cat)(Qi) 
(OH)]/[Fe(Cat)(OH)][Qi-]) = 5,66 ; log([Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2-[H+]/ 
Fe(Cat)(Qi)(OH-)] = -8,89 e log([Fe(Cat)2(OH)2

3-]/[Fe3+][Cat2-]2[OH-]2 

= 18,20. Cálculos teóricos foram empregados para a comprovação das 
espécies detectadas por titulação potenciométrica; Uma, duas ou três 
moléculas de água coordenadas ao centro metálico foram utilizadas 
como estruturas de partida em uma configuração octaédrica. 
No sistema ternário dois tipos majoritários de interações foram 
detectadas, envolvendo grupos da eumelanina com o íon Fe(III) em 
presença de ácido gálico: log([Fe(Ac)(AG)+]/[Fe3+][Ac-][AG-]) = 4,60 ; 
log([Fe(Qi)(AG)+]/[Fe3+][Qi)(AG)]) = 8,09. A distribuição das espécies 
mostra que o ácido gálico pode ser utilizado para carrear o íon Fe(III), 
liberando-o para a eumelanina. As espécies ternárias foram identificadas 
no estado sólido (pH ácido) por IV e EPR   

Palavras-chave: Eumelanina. Complexos de Fe(III). Melanoma. Ácido 
Gálico.  

  





ABSTRACT  

Natural melanins extracted from hair (eumelanin) were characterized by 
elemental analysis, infrared spectroscopy, electronic microscopy – field 
emission gun, electron paramagnetic resonance and the redox systems 
were elucidate by electrochemistry technique. The acid/base and 
complexation equilibria of eumelanin in the absence and the presence of 
Fe(III) ion were characterized by potentiometric titrations. The pKa’s 
are: 4.35, 6.30, 10.50 e 12.81; corresponding to the: carboxylic, quinine-
imine and catechol groups, respectively.       
The constants of the detected interactions with Fe(III) ion are: 
log([Fe(Ac)2+]/[Fe3+][Ac-]) = 5.73 , log([Fe(Qi)2+]/[Fe3+][Qi-]) = 5.20 , 
log([Fe(Cat)(OH)/[Fe3+][Cat2-][OH-]) = 23.53 , log([Fe(Cat)(Qi) 
(OH)]/[Fe(Cat)(OH)][Qi-]) = 5.66 , log([Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2-[H+]/ 
Fe(Cat)(Qi)(OH-)] = -8.89 e log([Fe(Cat)2(OH)2

3-]/[Fe3+][Cat2-]2[OH-]2 

= 18.20. Theoretical calculations was employed with one, two and tree 
water molecules coordinated to the metal center in an octahedral 
configuration. The results are in good agreement with the species 
detected by potentiometric titration. 
In the ternary system, two kinds of interactions with iron(III) were 
detected, involving groups of eumelanin and gallic acid: 
log([Fe(Ac)(AG)+]/[Fe3+][Ac-][AG-]) = 4,60 ; log([Fe(Qi)(AG)+]/[Fe3+] 
[Qi)(AG)]) = 8,09. The distribution species curves show that gallic acid 
can be utilized to carry the iron(III) ion to eumelanin. The ternary 
species were elucidated in solid state (acid pH values) by IR and EPR.      

Keywords: Eumelanin. Iron(III) complexes. Melanoma. Gallic Acid.
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1.1. INTRODUÇÃO   

1.1.2. Histórico e Fundamentação Teórica  

O estudo das melaninas começou a mais de 100 anos. 
Primeiramente, sem saber muito bem o que tal estudo representava, os 
biólogos Borquelot e Bertrand descobriram a enzima tirosinase, em 
fungos, em 1886, Bertrand identificou os amino-ácidos presentes na 
enzima e a detectou no substrato melanogênico.1 No inicio do século 
XX, muitos cientistas, na tentativa de isolar e descobrir a diferença de 
pigmentos que originam as cores de pele e cabelo, começaram a realizar 
tratamentos químicos com o intuito de obter as moléculas responsáveis 
pela pigmentação. Mesmo antes de se isolar a enzima responsável pela 
formação das melaninas, tem-se relatos sobre obtenção de melaninas, 
publicados por Davis e colaboradores, em 1896, quando realizaram a 
primeira extração do pigmento do cabelo utilizando apenas lavagem 
com HCl e NaOH para a degradação do cabelo e da matriz queratina, 
obtendo assim um pigmento impuro.2  

Em 1927, Raper elucidou os estágios iniciais da oxidação da 
tirosina em melanina, catalisada pela tirosinase. Ele identificou o 
vermelho intermediário dopacromo e isolou os intermediários 5,6-
dihidroxindol (DHI), e 5,6-dihidroxiindole-2-carboxílato (DHICA) 
apresentados na Figura 1.3           

Figura 1. Estrutura das subunidades que dão origem às 
eumelaninas encontradas na pele e cabelo escuros.  

Mason e colaboradores, no período de 1948 a 1955, tiveram 
participação importante na química das melaninas. Eles caracterizaram 
as subunidades DHI e DHICA por espectroscopia.4 Panizze e Nicolaus 
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detectaram as mesmas subunidades na urina humana,5 e Leonhardi que, 
mesmo sem sucesso, dedicou-se à obtenção do pigmento puro extraído 
da urina.1 Em 1968, foram sintetizados derivados do 5-cisteinildopa. E 
esses agregados estão presentes em pigmentos ligados à coloração do 
cabelo e da pele clara.6 Um pequeno esquema da formação das 
feomelaninas é mostrado no Esquema 1.          

Esquema 1: Formação das feomelaninas.   

Em 1986, Prota e colaboradores desenvolveram um método de 
síntese para eventuais estudos da melanina, tendo em vista que até então 
era impossível isolar o pigmento puro.7 

Ito e colaboradores, estabeleceram em 1985 um processo de 
microanálise para quantificar eumelaninas e feomelaninas com base na 
análise por HPLC dos produtos de degradação específica. Os métodos 
originais foram melhorados e agora são comumente utilizados como 
métodos padrão para análise de melaninas na urina. No mesmo ano, 
Chedekel e colaboradores conseguiram isolar o-quinonas específicas e 
identifica-las espectrofotometricamente e ajudaram na elucidadação do 
mecanismo de formação das melaninas.8,9 

No ano de 2000 Prota e colaboradores desenvolveram um método 
de extração de eumelaninas puras do cabelo.10 Ele utilizou uma série de 
aminoácidos e banhos químicos no qual degradam a matriz queratina e a 
matriz L-Dopa, assim conseguindo extrair um pigmento puro e 
observando a presença de precursores da tirosina (Figura 2) através de 
retrosíntese.       

Figura 2. Fórmula estrutural da tirosina. 
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Até 2002, os grupamentos majoritários presentes nas melaninas 
naturais eram apenas catecol,  fenol e o grupo carboxílico. Szpoganicz e 
colaboradores11 identificaram um fenomeno de tautomerismo 
envolvendo o grupamento catecol presente nas melaninas sintéticas 
DHI, incluindo um outro grupamento doador do oligomero: a quinona-
imina. A tautomerização é apresentada na Figura 3.  

  

Figura 3. Fenômeno de tautomerismo presente nas melaninas 
mostrando a formação dos grupamentos quinona-imina.  

Atualmente, com os grupamentos bem caracterizados por varias 
técnicas, o modelo mais aceito das eumelaninas é apresentado na Figura 
4.                

Figura 4. Na estrutura mais aceita atualmente para as 
eumelaninas, observam-se os três grupos majoritários presentes na 
molécula: no círculo azul  o grupamento ácido carboxílico (Ac), em 
verde o grupamento quinona-imina (Qi) e em vermelho o grupamento 
Catecol (Cat).  
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Os principais mecanismos da formação da melanina natural foram 
estudados por Rosei e colaboradores.12-13 Eles propuseram o modelo que 
é utilizado nos dias de hoje sobre a formação e oligomerização da 
melanina através da oxidação, catalisada pela enzima tirosinase, da 
Tirosina e do L-Dopa (Esquema 2). Inicialmente ocorre a hidroxilação 
do anel aromático da L-Tirosina catalisada pela enzima tirosinase 
(agindo como cresolase) e formando o 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-
Dopa) seguido de sua oxidação mais uma vez catalisada pela tirosinase 
(agindo como catecol oxidase). Observa-se a promiscuidade na função 
catalítica desta enzima.9 E por fim, ocorre o ataque nucleofílico 
intramolecular da amina terminal no carbono 6 do anel aromático 
seguido de oxidação, formando o L-dopacromo. Na etapa seguinte, 
podem ocorrer dois rearranjos intramoleculares distintos: o primeiro, 
com a transferência de um proton do carbono ß em relação ao 
grupamento carboxílico. E, posteriormente, o proton do carbono a migra 
para o meio. O subsequente rearranjo da molécula forma o 5,6-
dihidroxindol-2-carboxilato. Já o segundo rearranjo ocorre com a 
transferência do  proton ligado à amina, formando uma imina, e 
subsequente tranferência do elétron intramolecular, formando o 5,6-
dihidroxindol.   

A estrutura das eumelaninas teve maior aceitação depois dos 
estudos realizados por Napolitano e colaboradores, em 1996.14 

Anteriormente acreditava-se que as melaninas eram biopolimeros de 
grande peso molecular. Utilizando espectroscopia de massas “MALDI-
TOF”, comprovou-se que, contrariamente do que era proposto, as 
melaninas se organizam em camadas e em subunidades mensuráveis, 
sendo oligômeros e não polímeros de alto peso molecular. Cada 
oligômero não excede 1.5kDa da massa molecular. 
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Esquema 2. Melanogenese: mecanismo de formação das 
eumelaninas.  

As funções biológicas dos pigmentos de melanina estão 
intimamente relacionadas às suas características estruturais. Portanto, 
após os grandes progressos na análise química das melaninas na última 
década, a multidisciplinaridade dos especialistas das áreas da química, 
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bioquímica, biofísica, biologia celular, genética e dermatologia é 
altamente desejada, a fim de desfrutar do crescimento dos 
conhecimentos acerca da química das melaninas que ainda está em 
processo de aprimoramento.   

1.2. Importância, aplicações e caracterização das melaninas 
nos sistemas biológicos  

1.2.1. Importância da melanina em sistemas biológicos   

A cor do cabelo, pele e olhos nos animais depende principalmente 
da quantidade, qualidade e distribuição da melanina no organismo. Os 
melanócitos são responsáveis pela síntese das melaninas e são 
produzidos em organelas dentro de membranas, melanossomas, e o 
transporte de melanossomas para a camada epidérmica celular se dá 
pelos queratinócitos. Melanócitos em mamíferos e aves produzem dois 
tipos quimicamente distintos de pigmentos de melanina: o preto, das 
eumelaninas, e o marrom amarelado para o vermelho das 
feomelaninas15-18. 

Dentre os biopolímeros/bioligomeros, as melaninas são únicas em 
muitos aspectos. Muitas macromoléculas biológicas são bem 
caracterizadas. Proteínas, ácidos nucléicos e carboidratos são 
quimicamente bem caracterizados. Seus precursores (as unidades 
monoméricas) e modos de conexão entre as unidades monoméricas são 
conhecidos. E as seqüências das suas ligações podem ser determinadas 
com metodologias bem estabelecidas. Por outro lado, nós ainda não 
temos, por exemplo, um método para determinar com precisão a 
proporção de diversas unidades presentes nas melaninas. Isto é atribuído 
grande parte a propriedades químicas específicas das melaninas, tais 
como a sua baixa solubilidade em uma ampla gama de pH em condições 
normais, à heterogeneidade em suas características estruturais, e à falta 
de métodos para dividir os oligômeros da melanina em unidades 
monoméricas, com eficácia (todos os outros biopolímeros pode ser 
hidrolisados às correspondentes unidades de monômero).19,20 A Tabela 1 
apresenta as comparações entre as melaninas e outros biopolimeros 
encontrados na maioria dos sistemas biológicos.     
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Tabela 1: Comparação entre a melanina e outros 
biopolimeros/oligômeros.  

Biopolímero/oligômero Monômeros Tipo de Ligação 

Covalente 

Proteínas Aminoácidos Ligação Peptídica 

(C-N) 

Polissacarídeos Glicose, frutose, 

maltose  

Ligação 

Glicosídica 

(C-O) 

Ácidos Nucleícos Nucleotídeos Ligação Fosfato 

Diester 

(P-O) 

Melaninas Dihidroxindols 

Benzotiazinas 

Ligação Carbono-

Carbono 

(C-C) 

  

Outra aplicação descrita na literatura é da capacidade da melanina 
agir como anti-oxidante. Os avanços na descoberta dos grupamentos 
majoritários que constituem as melaninas levaram a uma hipótese de que 
ela pode agir como uma armadilha de radicais livres, protegendo as 
células dos efeitos desses radicais  formados em reações biológicas de 
oxidação-redução.21 Evidências experimentais sugerem que a melanina 
nas células pode ser um sistema antioxidante importante.22-29 Um 
antioxidante é definido como: "quaisquer substâncias que, quando 
presentes em baixa concentração em relação às de um substrato 
oxidável, significativamente acabam ou inibem a oxidação desse 
substrato. 

Há evidências experimentais e patológicas que um papel 
fundamental da melanina presente na pele é a imunossupressão da 
indução da luz UV em células epiteliais que podem desempenhar um 
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papel no câncer de pele. Estudos em animais também sugerem um papel 
para a suscetibilidade a doenças infecciosas.30 Houve dois estudos em 
humanos sobre os efeitos fotoprotetores de melanina em presença da luz 
UV induzida para a checagem da imunossupressão,31,32 e ambos 
chegaram à conclusão de que a pigmentação, mesmo em pessoas de pele 
clara, tiveram efeito sobre a capacidade de UV para suprimir a fase de 
indução da hipersensibilidade, que é considerada modelo para alguns 
dos eventos fotoimunologicos que são importantes no câncer de pele. As 
razões para isto não são conhecidas, mas uma explicação seria que um 
cromóforo superficial proveniente da melanogenese exibisse o papel de 
absorver a luz.  

1.2.2. Melanina como quelante natural  

A estrutura da eumelanina apresentada na Figura 4 mostra os 
principais quelantes presentes na melanina: catecol, quinona-imina e 
ácido carboxílico. Uma caracteristica importante é a presença de 
oxigênio em todos os quelantes, gerando um centro favorável para 
coordenação de um centro metálico. A Figura 5 apresenta as estruturas 
dos três quelantes terminais majoritários presentes nas eumelaninas.                    

Figura 5. Quelantes terminais majoritários presentes nas 
eumelaninas.  
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Pelo conceito ácido-base de Pearson, os ligantes oxigenados com 
grupos carboxilatos como doadores são  moderadamente duros.33 Sua 
troca por grupos catecolatos (duros) aumenta a seletividade por íons 
metálicos com maior concentração de carga. Os catecolatos constituem 
uma classe que possui inúmeros derivados bidentados, que a julgar pelas 
suas constantes de estabilidade “in vitro”, devem servir de base para a 
formação de complexantes efetivos para íons trivalentes.34 Já o 
grupamento quinona-imina, que possui um pKa menor do que os do 
catecol, tem sua coordenação com íons metálicos favorecida em valores 
de pH próximos da neutralidade.11  

1.2.3. Aplicação das interações de melaninas com íons 
metálicos e suas contribuições para a Química Bioinorgânica.    

A capacidade das melaninas em complexar íons metálicos 
é uma das suas principais propriedades químicas que influencia os 
efeitos biológicos desse pigmento.35-37 Como objetivo de elucidação de 
outras propriedades das melaninas, o estudo das interações de íons 
metálicos tem sido valioso, tanto para entender os efeitos biológicos 
dessas interações, como para investigar as estruturas e propriedades das 
melaninas. 

A coordenação, pelas melaninas, de íons metálicos multivalentes, 
é um fenômeno que depende do pH. As interações com íons metálicos 
normalmente aumenta com o aumento dos valores de pH. Este 
fenômeno indica que as melaninas se comportam como um ácido fraco 
de troca iônica. Isto é esperado porque o oligômero contém vários 
grupos funcionais que interagem com o centro metálico. Uma completa 
análise da complexação de íons metálicos pela melanina, exige controle 
preciso do pH da amostra. Grupos mais básicos coordenam melhor em 
valores mais elevados de pH. Enquanto grupos mais ácidos coordenam 
melhor em valores de pH menores. Usando o método potenciométrico, 
em combinação com programas computacionais e correlações 
espectroscópicas, Szpoganicz e colaboradores quantificaram os sítios de 
ligação de uma suspensão coloidal de melanina sintética DHI, e 
quantificaram as afinidades por íons divalentes Zn(II) e Cu(II).11 

Propuseram ainda modelos de complexação levando em consideração os 
grupos Catecol e Quinona-imina, conforme o Esquema 3:     
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Esquema 3. Possíveis interações entre a melanina sintética DHI e 
Zn(II) e Cu(II).  

Observa-se no Esquema 3 a dependência do pH na coordenação 
da melanina com o íon metálico. O aumento do pH favorece à formação 
dos complexos. A Tabela 2 apresenta as constantes dos equilíbrios que 
aparecem no sistema melanina DHI publicadas por Szpoganicz. Com os 
valores encontrados na Tabela 3, as curvas de distribuição das espécies 
formadas podem ser calculadas em função do pH. A Tabela 3 mostra as 
constantes de formação para os complexos formados entre a melanina 
DHI e Cu(II), e  DHI e Zn(II).             
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Tabela 2: Constantes de dissociação para o sistema melanina DHI 
publicadas por Szpoganicz e colaboradores.  

Equilíbrio -log Ka 

][

]][[

HQI

QIH

 
6,3 

][

]][[

22

2

CatCatHH

CatHCatHH

 

9,44 

][

]][[

2

2
2

CatHCatH

CatCatHH 10,56 

][

]][[
2

2

3

CatCatH

CatHCatH 11,7 

][

]][[
3

4

CatHCat

CatCatH 12,8 
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Tabela 3: Constantes de formação para os complexos de Cu(II) 
e Zn(II) com melanina sintética DHI.   

Inúmeras aplicações das interações das melaninas com centros 
metálicos são descritas na literatura.39 Deziderio e colaboradores 
estabilizaram filmes de melaninas sintéticas com aplicações ambientais 
propondo um método eficaz de produção de melanina sintética, e 
aplicaram adsorção de metais poluentes em soluções aquosas.39 

As ligações de metais com melaninas em sistemas biológicos 
também afetam a capacidade de melaninas nativas de proteger as células 
de espécies nocivas de compostos redox-ativos, tais como espécies 
reativas de oxigênio (ERO) e radicais gerados fotoquimicamente. Cu(II) 
e Zn(II), em especial, tem sido estudado por ter  afinidade com 
melaninas e comprovada capacidade de modificações eletroquímicas em 
sua estrutura.40 Um trabalho recente mostrou que o cobre (II) tem um 
significante efeito vinculativo sobre a estrutura dos agregados de 
melanina.41 O íon Cu(II) também é conhecido por acelerar processos de 

Equilíbrio Log K 

 
Cu(II) Zn(II) 

]][[

])([
2 QIM

QIM 10,2 9,3 

]][)([

])([ 2

QIQIM

QIM 7,9 5,6 

]][[

)]([
22 CatM

CatM 19,6 15,7 

])][([

])([
2

2
2

CatCatM

CatM 15,6 10,8 

]][)([

]))(([
2CatQIM

QICatM 20,9 14,9 
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Fenton e Haber-Weiss.42 Assim a ligação de metais às melaninas pode 
afetar dramaticamente sua capacidade redox.43,44  

Nesse contexto, Farmer e colaboradores estudaram o efeito de 
pequenos complexos mononucleares de Cu(II) e Zn(II) frente a células 
de melanomas.45 Esses compostos tendo como ligante ditiocarbamatos 
demonstraram serem tóxicos para células de melanomas com IC50 

próximo a de drogas comerciais utilizadas no tratamento anti-
melanomas. Mas, até agora, o mecanismo de ação dessas metalodrogas 
não é descrito na literatura. A estrutura dos complexos utilizados neste 
estudo é mostrada na Figura 6.   

C

S

S

N

CH2CH3

CH2CH3

C

S

S

N

H3CH2C

H3CH2C

M2+

 

Figura 6: Estruturas dos Zn(II) e Cu(II) ditiocarbamatos utilizados 
como fonte de metal induzido em células de melanomas.  

Estudos com Fe(III) são também descritos na literatura. Franz e 
colaboradores mais recentemente realizaram os primeiros estudos entre 
melaninas extraídas de cérebro, neuromelanina, e Fe(III).46 Além do íon 
Fe(III) poder catalisar a produção de radicais hidroxila (ação potencial 
anti-câncer melanoma), estudos comprovam a capacidade do centro de 
ferro contribuir para redução de até 50% do mal de Parkinson em 
pacientes tratados com compostos contendo esse íon metálico.48 Mesmo 
com esses estudos, ainda se sabe pouco como ocorrem as interações do 
Fe(III) pelas melaninas. 

Tendo em vista as inúmeras aplicações que as melaninas exibem, 
é viável salientar que este estudo torna-se altamente interdisciplinar, 
promovendo uma interação entre as mais diversas áreas como: Química, 
Física, Biologia, Bioquímica, Medicina, Ciências Tecnológicas e 
Ambientais. O Esquema 4 mostra um resumo de todas as aplicações 
citadas anteriormente e algumas funcionalidades presentes nas 
melaninas.  
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Esquema 4: Resumo das funcionalidades das melaninas.  

1.3. Câncer Melanoma  

O melanoma de pele em estágio mais avançado é o tipo de 
malignidade mais fácil de ser prevenida. Entretanto, nos últimos anos 
vem crescendo desenfreadamente, e representa hoje em dia quase um 
terço de todos os tipos de cânceres diagnosticados. Estatísticas 
comprovam que ocorre principalmente em pessoas jovens.47 Pessoas de 
pele mais clara possuem uma quantidade muito grande de feomelaninas, 
e estão mais suscetíveis a contrair este tipo de câncer.  

De acordo com a WHO (World Health Organization) existe no 
mundo um aumento de 2-3 milhões de casos por ano de melanoma. O 
Brasil contribui com cerca de 8-10% desta estimativa. A região Sul e 
Sudeste, mesmo tendo menor incidência de raios solares, exibe maior 
número de descendentes europeus. Assim, esta percentagem da 
população está menos protegida, contendo quantidades muito 
significativas de feomelanina presentes na pele. Já no norte e nordeste, 
mesmo exibindo uma grande e intensa exposição de radiação solar, a 
população na sua grande maioria é descendente de indígenas e africanos, 
possuindo maior proteção e mais imune a esse tipo de doença.48 O 
Esquema 5 apresenta a formação e proliferação do melanoma nas 
células publicado na Nature por Marais e colaboradores.49 
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Esquema 5: Formação dos melanomas (a) pele normal, (b) 
pequena lesão epitelial, (c) fase primária do crescimento do melanoma e 
(d) fase crítica do melanoma.  

Existem vários estágios de lesão melanocítica (Figura 7), cada um 
dos quais é marcado por um novo clone de células, com vantagens sobre 
o crescimento dos tecidos sadios. (a) Pele normal. Isso mostra uma 
distribuição uniforme dos melanócitos na camada da epiderme. (b) 
Pequena lesão, nos estágios iniciais, os melanócitos benignos após 
sofrerem algum tipo de lesão ou indução química reagem aumentando o 
número de melanócitos dendríticos (morfologicamente atípicos) que são 
aqueles ligados à defesa do organismo. Um excesso desse tipo de 
melanócitos pode trazer problemas à camada cutânea. (c) Fase primária 
do crescimento-melanoma. Esta é considerada o estágio maligno 
primário, onde os melanócitos dendríticos começam a ocupar o lugar 
dos sãos na camada da epiderme. (d) Fase crítica do crescimento-
melanoma. Esta é a etapa que é considerada como tendo potencial de 
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malignidade, levando diretamente ao melanoma maligno metastático, a 
fase mais mortal, pela infiltração dos sistemas vascular e linfática. 
Descreve a migração para cima ou empilhamento vertical de 
melanócitos, que é uma característica histológica do melanoma. A 
Figura 12 mostra os três estágios do desenvolvimento do melanoma, 
fazendo analogia com o esquema apresentado anteriormente.    

    (a)                                                                          (b)                                                                                                         

    

                                            (c)    

Figura 7: Estágios da formação e desenvolvimento do melanoma 
(a) pequena lesão proveniente de modificações químicas ou físicas na 
pele; (b) ocupação dos melanócitos dendríticos na epiderme; (c) 
melanoma maligno em estágio avançado, migração dos melanócitos 
malignos.  

1.4. Ácido Gálico: aspéctos gerais e aplicação como droga anti 
tumoral  

O ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico também conhecido como ácido 
gálico é um ácido orgânico de fórmula molecular (C6H2(OH)3COOH) e 
sua fórmula estrutural plana é apresentada na Figura 8.      
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Figura 8: Fórmula estrutural do ácido gálico.  

É encontrado amplamente em todo o reino vegetal. Altos teores 
de ácido gálico são encontrados em uvas, folhas de chá, lúpulo, e casca 
de carvalho. O ácido gálico existe em duas formas: como molécula livre 
e como parte dos taninos. O ácido gálico puro é um sólido orgânico 
cristalino, e seus sais e ésteres derivados do ácido gálico são chamados 
de galatos.50 Existem muitas aplicações na pesquisa química e na 
indústria, sendo usado como um padrão para a determinação do  teor de 
fenóis totais em diversas substâncias encontradas na natureza,51 e 
também usado para fazer tinturas.52 O ácido gálico é comumente 
utilizado na indústria farmacêutica, pois muitos estudos in vivo e in vitro 
em humanos, animais, e de cultura de células têm fornecido evidências 
para as seguintes ações de ácido gálico: (1) mostra uma citotoxicidade 
contra células cancerosas, sem prejudicar as  saudáveis;53 (2) pode ser 
usado para tratar albuminúria e diabetes;54 (3) ainda exibe potencial para 
ser um antifúngicida e ter propriedades antivirais;55 (4) usado como 
antioxidante, ajuda a proteger as células contra danos oxidativos 
humanos;56 (5) pode ser utilizado como um adstringente remoto em 
casos de hemorragia interna57 e (6) utilizados para tratar hemorróidas 
externas.58 

Mais especificamente como aplicação anti-tumoral, Kawada e 
colaboradores59 mostraram que o ácido gálico pode induzir morte em 
linhagens celulares de câncer de pulmão humano. Associado com a 
cisplatina, o ácido gálico apresentou um aumento na morte das células 
tumorais, quando comparado ao tratamento apenas com cisplatina. Esses 
estudos mostram que uma combinação do ácido gálico com outros 
fármacos que apresentam atividade antitumoral, pode ser mais efetiva do 
que o tratamento isolado. Ainda neste contexto, Sakaguchi e 
colaboradores60 mostraram que derivados do ácido gálico apresentaram 
maior citotoxidade do que o ácido gálico sozinho, em algumas linhagens 
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cancerosas. Esses derivados inibem a proliferação celular em cultura de 
células de tumor metastático, como melanoma, mastócito e linfoma.61   

1.4.1. Ácido gálico: aspectos estruturais e interações com íons 
metálicos  

Grande parte das aplicações citadas acima está relacionada com a 
estrutura molecular do ácido gálico, tanto em sua função de estabilizar 
um radical fenoxil por ressonância, gerado pela doação do hidrogênio 
fenólico, quanto a sua função de interagir com metais, fazendo desta 
molécula um potencial quelante. 

Análises conformacionais por métodos ab initio (otimização da 
geometria da molécula e cálculo de suas freqüências vibracionais, por 
meio de métodos computacionais), mostram que as energias calculadas 
para o ácido gálico e moléculas similares sugerem uma clara preferência 
por uma geometria planar em um sistema completamente conjugado.62,63 

Segundo estes estudos, esta preferência pela planaridade é previsível, 
uma vez que favorece o deslocamento de elétrons através de um sistema 
p expandido. Esta estabilidade molecular por deslocamento de elétrons 
em sistemas p conjugados, está fortemente correlacionada à capacidade 
antioxidante do ácido gálico, principalmente no que diz respeito à 
estabilização do radical fenoxil. Mesmo estudos iniciais sobre a relação 
estrutura/atividade de ácidos gálicos e derivados terem se concentrado 
na importância dos grupamentos fenólicos, indicando ser este um grupo 
importante tanto na estabilização de radicais livres64 quanto na 
complexação de metais, 65 a função do grupo carboxílico deve também 
ser avaliada. 

Em relação à complexação do ácido gálico por metais,  estudos 
realizados sobre o grupo carboxílico têm demonstrado sua participação 
nessas reações,66 uma vez que essa interação tende a ser facilitada em 
meio neutro ou levemente alcalino. Estudos espectroscópicos por UV e 
IR realizados por estes autores confirmam a existência de estruturas 
metal:AG, nas proporções 1:1 (nocaso do metal Pb2+) , 1:2 (no caso dos 
metais Cu2+ e Zn2+), 2:1 (também no caso dos metais Pb2+ e Cu2+) e 1:3 
(no caso de Al3+); vale lembrar que a estequiometrica da interação 
depende de condições específicas como temperatura, pH e concentração 
do ligante e do metal. 

Em relação aos grupamentos fenolatos, estudos revelam que a 
interação ocorre com metais trivalentes em valores de pH neutro e 
alcalino, na proporção de 1:2 e 1:3. Com metais divalentes citados 
anteriormente, a interação 1:1 é predominante até pH elevado, ainda 
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podendo formar espécies 1:2 mistas, um centro mononuclear 
coordenado pelo carboxilato em uma molécula e pelos fenolatos de 
outra. É cabivel argumentar que os diversos estudos da interação do 
ácido gálico com diferentes metais demonstram justamente que 
extrapolações de um complexo para outro não podem ser utilizadas, no 
que diz respeito ao sítio ligante e aos mecanismos de complexação, 
posto que a natureza do complexo varia com o íon considerado. 

Por fim, vale mencionar que a capacidade do ácido gálico em 
interagir com metais trivalentes como Fe(III) e Al(III) depende da 
concentração deste metal. Conforme reportado por Deiana,67 o ácido 
gálico é capaz de reduzir Fe(III), formando o-quinona ou decompondo-
se completamente. A literatura relata ainda uma decomposição gradual 
de complexos M(III)-AG, conforme o mecanismo proposto no Esquema 
6.                

Esquema 6: Produtos de interação do ácido gálico com Fe(III) 
aumentando a relação molar do íon metálico.           



47  

1.5. Objetivos do trabalho  

Com a finalidade de se obter informações e entendimento acerca 
da caracterização estrutural da melanina natural extraída do cabelo 
(eumelanina), sua afinidade pelo íon Fe(III), e a competição dessas 
interações em presença de ácido gálico, visando aplicações anti-câncer, 
este trabalho tem os objetivos específicos:  

 
Extração da melanina natural (eumelanina) do cabelo preto 

pelo método de Prota modificado.  

 

Caracterização da eumelanina no estado sólido por análise 
elementar CHN, espectroscopia de infravermelho e análise da 
morfologia por microscopia eletrônica de força de campo. 
Caracterização em solução por titulação potenciométrica 
(determinação dos pKa’s), espectroscopia de infravermelho por 
refletância e eletroquímica (voltametria cíclica e onda quadrada). 
Cálculos computacional dos principais grupamentos presentes.  

 

Medir as interações do íon Fe(III) com a eumelanina, por 
titulação potenciométrica e calcular a distribuição das interações em 
função do pH.  

 

Isolar o complexo Fe(III)-eumelanina no estado sólido e 
caracterizá-lo por espectroscopia de infravermelho e EPR, 
comparando com os resultados obtidos em solução. Efetuar os 
cálculos de simulação computacional das interações detectadas no 
estado sólido e em solução.    

 

Estudar o comportamento do ácido gálico em solução por 
titulação potenciométrica, espectrofotométrica e por voltametria 
cíclica e de onda quadrada.  

 

Realizar titulações potenciométricas do ácido gálico em 
presença de Fe(III) para calcular as constantes de formação das 
espécies do complexo Fe(III)-AG em solução.  

 

Calcular a distribuição das espécies do sistema ternário 
Fe(III)-AG-eumelanina e avaliar as  interações em função do pH, 
determinando onde a complexação do íon Fe(III) é mais favorecida.  
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Parte Experimental                

        
Capítulo II 
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2.1. Reagentes, metodologia e instrumentação  

2.1.1. Reagentes utilizados no trabalho  

Os reagentes, materiais, gases e solventes utilizados neste 
trabalho foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem 
purificação prévia e ausência de tratamentos especiais: ácido clorídrico 
37% (Nuclear QMC Ltada), hidróxido de potássio livre de CO2 em 
ampolas da Backer Dilut-It, argônio (White Martins), ftalato ácido de 
potássio (Reagen S.A.), EDTA dissódico (Vetec), dimetil sulfóxido e 
acetona P.A. (Nuclear QMC Ltada), cloreto de ferro(III) hexahidratado 
(Vetec), hidrogenio fosfato de sódio mono/di básico (Vetec), ácido 
gálico (Vetec), ditiotreitol extra puro (Sigma-Aldrich), protease K extra 
purificada (Sigma-Aldrich), papaína 99,8% (Sigma-Aldrich), triton X-
100 (Sigma-Aldrich). Os seguintes reagentes deuterados foram 
utilizados para o experimento de infravermelho em solução: D2O, DCl e 
NaOD 99,9% átomos D (Acros-Organics). Por sua vez, foram utilizados  
hexafluorfosfato de tetrabutilamônio (recristalização em etanol), cabelo 
negro coletado de um doador caucasiano, e lavado exaustivamente com 
acetona para extração da eumelanina.   

2.2. Metodologia e instrumentação  

2.2.1. Análise elementar (CHNS)  

As medidas para a determinação dos percentuais de carbono, 
hidrogênio e nitrogênio foram realizadas em um analisador elementar de 
CHNS – Carlo Erba modelo E-1110, na Central de Análises do 
Departamento de Química – UFSC.  

2.2.2. Espectroscopia de Infravermelho (IV)  

Os espectros na região do infravermelho foram obtidos em um 
espectrofotômetro Perkin-Elmer FT-IR 1600 com sistema de registro 
computadorizado, na região de 4000 a 400cm-1, na Central de Análises 
do Departamento de Química – UFSC. As amostras de melanina pura, 
em presença do metal e do sistema ternário, foram analisadas em 
pastilhas de KBr.    



50  

2.2.3. Espectroscopia de Infravermelho por Refletância  

A espectroscopia de Reflexão Interna ou Refletância Total 
Atenuada (ATR) é uma técnica utilizada para se obter espectros no 
infravermelho de amostras como: pastas, adesivos e pó que não podem 
ser analisados pelos métodos normais, como filmes e amostras em 
solução. 

O princípio deste tipo de espectroscopia baseia-se no fato de que 
quando um feixe de radiação passa de um meio mais denso (cristal de 
ATR) para um meio menos denso (amostra), ocorre reflexão. A fração 
do feixe de luz incidente que é refletida, aumenta conforme o ângulo de 
incidência. E quando excede a um determinado ângulo crítico, a reflexão 
é completa. No ponto de reflexão (de acordo com observações 
experimentais), o feixe atua como se penetrasse uma pequena distância 
dentro da amostra. A profundidade de penetração (dp) é dada pela 
equação abaixo:  

1/22
121 ])/n(n-)[sen2(n2

dp   (Equação 1)  

Onde, 
n1 = índice de refração (cristal ATR); 
n2 = índice de refração (amostra);  

= o ângulo de incidência;  
= o comprimento de onda da radiação.  

A radiação de penetração é chamada onda evanescente. Se a 
amostra absorve em certo comprimento de onda evanescente, há uma 
atenuação do feixe a comprimentos de onda correspondentes às bandas 
de absorção no infravermelho, originando o espectro. 

Em nosso trabalho utilizou-se a técnica de ATR para detectar a 
desprotonação dos grupamentos carboxílicos na molécula de melanina, 
evidenciando assim este grupo e seu respectivo pKa. Uma quantidade de 
5mg de eumelanina foi dissolvida em uma solução de D2O em um 
banho ultra-sonico, e seu pH ajustado para 7, com uma solução 0,001 de 
NaOD. Alíquotas de 20µL de DCl foram adicionadas à solução. E à 
cada adição foi registrado um espectro. No final, montou-se um gráfico 
pH vs intensidade para obtenção do respectivo pKa.  
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2.2.4. Microscopia Eletrônica de Força de Campo (FEG)  

Microscopia eletrônica de força de campo (FEG) foi aplicada 
para o estudo nanomolecular e morfológico da estrutura da melanina 
isolada, comparando com outras encontradas na literatura. A vantagem 
deste tipo de microscopia está no filamento utilizado para a descarga do 
feixe de elétrons na amostra. Na microscopia de varredura (comumente 
utilizada) utiliza-se filamento de tungstênio. E na força de campo 
utiliza-se o chamado “Field Emission Gun”. Em aplicações onde o alto 
brilho da fonte não é muito necessário, como para médios aumentos (na 
faixa de 10.000 vezes e que são os aumentos normalmente usados para a 
análise de materiais), e onde se deseja um feixe bastante estável (caso da 
micro-análise), o filamento de tungstênio pode ser considerado como a 
melhor opção de fonte70. 

Em nosso caso, estaria viável o uso do MEV, pois se adequada 
bem à micro-análise. Mas o aumento de cerca de 50-200 mil vezes 
necessita o uso do FEG que dispõe altos brilhos da fonte e melhor 
resolução de imagem. 

As amostras serão colocadas em “stubs” e fixadas com cola prata. 
Após a secagem, será recoberta com ouro para a análise no microscópio 
eletrônico marca Phillips, modelo XL 30 no Laboratório Central de 
Microscopia Eletrônica da UFSC.  

2.2.5. Espectroscopia de Ressonância Paramagnética 
Eletrônica (EPR)  

Também conhecida como ressonância de spin eletrônico, a 
ressonância paramagnética eletrônica (EPR) é o nome dado ao processo 
de absorção de microondas por átomos, íons ou moléculas 
paramagnéticas, com no mínimo um elétron desemparelhado, em 
presença de um campo magnético. Esta técnica tem por objetivo mapear 
a distribuição de elétrons desemparelhados de uma molécula, 
fornecendo várias informações sobre os estados de spin nos mais 
diversos sítios paramagnéticos. 

A energia, devido à interação do momento magnético do elétron 
desemparelhado com o campo magnético externo, é descrita pela 
equação 2:  

E = g.µB.B.ms  (Equação 2) 
Onde, 
E = energia  
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g = constante conhecida como fator g, para o elétron      
livre ge é igual a 2,0023 
µb = magnéton de Bohr para o elétron (9,2740154 x 10-24  

J.T-1)   
ms = número quântico de spin  

Para as aquisições dos espectros de EPR, uma quantidade das 
amostras é colocada dentro de uma cavidade cujas dimensões são 
ajustadas. E em seguida, a amostra é submetida à radiação de 
microondas com freqüência fixa e conhecida. O fluxo do campo 
magnético aplicado é modificado, provocando uma variação de energia 
até ocorrer ressonância e também a transição de spin com a absorção de 
energia, que é detectada pelo equipamento.  

2.2.6. Titulações Potenciométricas  

A técnica de titulação potenciométrica é muito empregada para 
estudos de medidas de equilíbrio de complexos metálicos em solução. O 
eletrodo de vidro é utilizado nas medidas de concentração de íons 
hidrogênio. Nesse tipo de titulação, adiciona-se uma base padronizada, 
em incrementos de volume conhecidos, a um sistema contendo um 
ligante conhecido na ausência ou na presença do íon metálico. A 
potenciometria nos fornece as espécies formadas em solução. Para 
comprovação das espécies detectadas, utilizam-se medidas 
espectroscópicas como absorbâncias espectrofotométricas ou 
ressonância magnética nuclear.  

Os experimentos foram realizados em sistema aquoso devido à 
solubilidade do ligante e dos complexos formados na faixa de pH 
estudada. Cada sistema em consideração foi estudado em uma célula 
termostatizada a 25,00 ± 0,05oC refrigerada mecanicamente por um 
banho de circulação termostatizado (Microquímica Ind. Com. Ltada), 
utilizando um titulador automatizado da Metrohm modelo Titrino Plus 
848 acoplado com um eletrodo de vidro e outro de referência do tipo 
Ag-AgCl e calibrados na célula com soluções diluídas de HCl para a 
leitura direta do pH (pH = -log[H+]) (Esquema 6). 
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Esquema 7: Cela termostatizada utilizada nos experimentos de 
titulação potenciométrica realizados neste trabalho.   

As medidas foram feitas indiretamente devido à baixa 
solubilidade da melanina e dos complexos formados em pH abaixo de 
quatro; com soluções contendo 10mg de eumelanina em ausência e 
presença de Fe(III); 17,8 mg de ácido gálico em presença e ausência de 
2:1 ligante:metal de Fe(III) e na proporção 1:1:1 eumelanina : AG : 
Fe(III), sendo utilizada força iônica ajustada para 0,100 mol.L-1 com 
KCl, sob fluxo de argônio para eliminar a presença de CO2 atmosférico. 
As soluções foram preparadas com água (bidestilada previamente na 
presença de KMnO4 e fervida). As soluções tituladas tiveram os pHs 
ajustados próximos de 12 com adição de uma solução padrão de KOH 
0,100 mol.L-1 isenta de CO2. As titulações foram realizadas com uma 
solução padrão de HCl 0,100mol.L-1 com adição de alíquotas de 0,1mL 
até pH ~ 4 com o auxílio da microbureta acoplada ao titulador. As 
adições sucessivas de ácido foram realizadas após a obtenção de valores 
constantes de pH (quando o equilíbrio é alcançado). 

O pKw da água contendo 0,100 mol.L-1 de KCl utilizado para os 
cálculos é de 13,7869. 
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No arquivo de entrada para o cálculo das constantes de 
estabilidade dos sistemas em estudo, envolvendo metal, necessita-se 
fornecer as constantes de hidrólise do metal. Foram utilizados os valores 
calculados para as condições experimentais deste trabalho, conforme 
Baes.68 A solução metálica de Fe(III) foi preparada a partir do sal 
metálico comercial e padronizada por titulação com EDTA (ácido 
etilenodiaminotetracético).69 No frasco contendo o metal trivalente, foi  
adicionado ácido clorídrico para evitar a hidrólise. O excesso de ácido 
foi determinado pelo método de Gran´s.72 

As titulações foram realizadas em triplicata e os valores 
apresentados referem-se à média dos experimentos. As constantes foram 
calculadas com o programa BEST7 e os diagramas de distribuição de 
espécies presentes em solução, em função do pH, foram obtidos com o 
programa SPECIES73. O programa BEST7 utiliza curvas de titulação 
para determinar as constantes de estabilidade e/ou as constantes de 
protonação dos ligantes e complexos, bem como a correta concentração 
do ligante utilizado. A entrada de dados para o programa consiste em 
fornecer o número de milimoles de cada componente, as constantes de 
equilíbrio inicialmente estimadas de todas as espécies que podem ser 
formadas a partir dos componentes da solução, e o perfil de pH 
determinado experimentalmente versus a composição da solução (HCl 
adicionado). O programa emprega equações de balanço de massa para 
todas as espécies presentes a cada incremento de ácido adicionado e 
resolve a concentração de cada espécie presente. As espécies sugeridas 
são aquelas adquiridas ou observadas a partir de evidências 
espectrofotométricas e que podem ser justificadas com base em 
princípios estabelecidos na química de coordenação em solução. 
Convencionalmente, este programa emprega constantes globais de 
protonação e de formação de complexos metálicos, designadas por ß. 

Nos cálculos, deve-se sempre buscar a minimização do desvio 
padrão (ajuste s ) do sistema entre os valores experimentais de pH 
encontrados na titulação e os calculados. O desvio padrão é calculado 
como um fator de peso de modo a aumentar a sensibilidade dos cálculos 
computacionais nas regiões de tamponamento do sistema, e diminuir a 
importância das inflexões.73   

2.2.7. Titulação espectrofotométrica  

A titulação é acompanhada pelas mudanças ocorridas no espectro 
eletrônico do ácido gálico, na região entre 200 e 500nm, com o aumento 
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contínuo do pH do meio. O experimento foi realizado em um 
equipamento Varian modelo CARY 50BIO no Laboratório de Catálise 
Biomimética - Departamento de Química da UFSC, acoplado com uma 
sonda em solução. 

As titulações foram realizadas em solução aquosa, sob atmosfera 
inerte. Trabalhou-se em uma temperatura constante de 25oC, controlada 
pela circulação de água termostatizada. Diluiu-se 0,1mmol de ácido 
gálico em 100mL de água bidestilada e fervida, utilizou-se KOH 2M 
como titulante, adicionaram-se alíquotas de 20µL à solução, e a leitura 
do pH foi feita após estabilização do equilíbrio. As determinações dos 
pKa’s foram realizadas pelo método gráfico (pH vs intensidade).    

2.2.8. Eletroquímica  

As investigações de espécies redox da melanina foram realizadas 
utilizando voltametria cíclica e voltametria de onda quadrada em um 
potenciostato-galvanostato PAR modelo 273, no Laboratório de 
Bioinorgânica e Cristalografia, Departamento de Química – UFSC. Os 
experimentos foram realizados em solução de dimetilsulfóxido, sob 
atmosfera de argônio à temperatura ambiente. Neste experimento foram 
utilizados hexafluorfosfato de tetrabutilamônio como eletrólito suporte e 
uma célula eletrolítica com três eletrodos: eletrodo de trabalho – 
carbono vítreo, eletrodo auxiliar – platina e eletrodo de referência – 
Ag/Ag+. Para calibrar o eletrodo de referência, utilizou-se o ferroceno 
como padrão interno.74  

2.2.9. Cálculos Teóricos  

Os cálculos de estrutura eletrônica para os ligantes e os 
complexos de ferro (III), incluindo otimizações de geometria e as 
freqüências de alongamento, foram realizados empregando a Teoria do 
Funcional da Densidade, empregando o funcional de correlação de 
Becke e de troca de Perdew, BP86, em conformação com as bases 
TZVP75-78. Os cálculos teóricos foram realizados utilizando o software 
Gaussian03.79 Os cálculos foram realizados nas dependências do Grupo 
de Estrutura Eletrônica Molecular do departamento de Química da 
UFSC, sob orientação do Prof. Dr. Giovanni Finoto Caramori.     
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2.2.10. Extração da eumelanina do cabelo  

A extração da melanina natural do cabelo (eumelanina) foi 
realizada pelo método enzimático de Prota10, com pequenas 
modificações, e é descrita a seguir: 

um montante de 4g de cabelo (lavado com acetona para retirada 
de possíveis contaminantes naturais e óleos) foi inicialmente 
homogeneizado em 50mL de um tampão fosfato 0,1M pH 7,5 e 
submetido aos seguintes tratamentos: 

(I) 1g de Ditioteritol foi adicionado ficando sob agitação em 37°C 
em atmosfera inerte de argônio durante 18horas. 50mg de Protease K e 
mais 0,2g de Ditiotreitol foram adicionadas e o sistema ficou mais 
18horas em agitação. A mistura resultante foi centrifugada durante 
30minutos(3300rpm) a 4oC. 

(II) O corpo de fundo foi lavado com água e colocado em 30mL 
de uma solução tampão fosfato 0,1M e adicionados 100mg de papaína. 
A mistura ficou sob agitação durante 18horas, sob atmosfera de argônio. 
Novamente foi centrifugada a mistura. 

(III) A suspensão preta foi coletada após lavagem e colocada 
novamente em 30ml do tampão, foram adicionados mais 100mg de 
protease K e cerca de 200mg ditiotreitol. E novamente colocada sob 
18horas de agitação em atmosfera inerte. 

(IV) A suspensão preta foi novamente centrifugada e colocada em 
30ml de tampão fosfato, e todo oxigênio presente retirado com argônio. 
Na solução livre de oxigênio foi adicionado TRITON X-100 no valor de 
1% m/v da concentração final e ficou sobre agitação durante 4 horas, 
mistura centrifugada (2500rpm). 

Após lavagem com MeOH e água, a suspensão foi tratada como 
no item (III). O pigmento final foi coletado, centrifugado e seco com 
NaOH uma noite, repousando com CaCl2 por 24horas para posteriores 
análises e experimentos. O Esquema 8 apresenta as etapas de extração 
com seus produtos e subprodutos.          
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Esquema 8: Etapas da extração da eumelanina do cabelo   

2.2.11. Preparação dos complexos de Fe(III)-(eumelanina)  

Os complexos de Fe(III)-(eumelanina) foram preparados 
analogamente aos M(II)-(feomelaninas) descritos por Bilinska41 e 
colaboradores, com pequenas modificações. 100mg de eumelanina 
foram homogeneizadas em H2O bidestilada e fervida e ultrassonificado 
a 80oC por 15 minutos, adicionaram-se 10mL de uma solução de Fe(III) 
0,01M e controlou-se o pH com HCl e NaOH 0,1M. Este procedimento 
foi repetido em diversos valores de pH, deixando-se a mistura sobre 
vigorosa agitação por 24h, para haver a interação necessária. E o 
produto foi isolado posteriormente para realização das análises. O 
complexo Fe(III)-eumelanina foi precipitado a 0oC em um banho de 
gelo, após o tempo de reação.    
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Resultado e Discussão: Extração e 
Caracterização da eumelanina do 
cabelo e sua afinidade por Fe(III)               

        

Capítulo III 
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3.1. Caracterização da eumelanina extraída do cabelo  

3.1.1. Análise elementar (CHNS)  

Antes de qualquer outro tipo de estudo ou aplicação de melaninas 
extraídas de fontes naturais, é preciso garantir seu grau de pureza, visto 
a complexidade da sua matriz e a gama de enzimas envolvidas na 
melanogenese.9 A análise de CHNS nos ajuda em dois aspectos: o 
primeiro, na análise da ausência de enxofre na amostra, tendo em vista 
que enzimas envolvidas no processo de produção possuem grupos 
cisteínicos10 garantindo que o oligômero isolado está livre de 
contaminantes contendo enxofre, como os próprios reagentes utilizados 
na extração. O segundo aspecto é a análise quantitativa, que nos permite 
comparar a melanina extraída do cabelo com outras fontes de 
eumelanina descritas na literatura Mesmo que haja diferença nas 
unidades monoméricas formadoras das melaninas, ainda haverá 
quantidades semelhantes de carbono, nitrogênio e oxigênio. A Tabela 4 
apresenta os teores desses átomos no oligômero extraído.  

Tabela 4: Teores de carbono, hidrogênio e nitrogênio para 
eumelanina extraída do cabelo  

Valores em % de C,H,N 

Carbono Hidrogênio Nitrogênio 

70,12 3,88 8,90 

% DP* 

                 0,91            0,70           1,31 

    * % de desvio padrão das análises  

Resultados semelhantes são reportados por Mosca12 e Sarna28 

para eumelaninas puras extraídas da pele e do cérebro, respectivamente. 
Vale ainda lembrar que a pureza do pigmento, bem como a natureza do 
oligômero, varia de cabelo para cabelo e ainda de acordo com as 
condições experimentais de extração e purificação.    



60  

3.1.2. Espectroscopia de Infravermelho   

O espectro de infravermelho da melanina natural (eumelanina) 
extraída do cabelo é mostrado na Figura 17.                    

Figura 9: Espectro de infravermelho da eumelanina extraída do 
cabelo pelo método de Prota modificado. Pastilha de KBr.   

As principais bandas de absorção responsáveis pela 
caracterização da eumelanina são: banda alargada em 3365cm-1 relativa 
ao estiramento O-H, e uma outra com intensidade elevada em 1664cm-

1, atribuída ao C=O. A razão da grande intensidade deve-se ao fato que 
são os três grupamentos majoritários presentes na melanina que exibem 
esses grupamentos funcionais característicos. Ainda vale lembrar que a 
ausência de ombros na banda característica dos grupamentos carbonila 
nos indica que os grupamentos carboxilatos encontram-se protonados.80 

Ainda notam-se duas bandas próximas, de fraca intensidade, em 1490 e 
1400 cm-1, características das vibrações C=C aromático e C=N de 
grupamentos imínicos presentes em anéis heterocíclicos, também 
presentes em moléculas derivadas da o-hidroxiquinolina,80 aqui 
caracterizada pelos grupamentos quinona-imina. Por fim destacamos 
uma banda de média intensidade em 1050cm-1 que é mencionada por 
Bilinska e colaboradores,41 atribuída a anéis aromáticos substituídos 
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também presentes em sistemas macromoleculares como substâncias 
húmicas, e ainda a sobreposição de um estiramento C-O, encontrado 
em eumelaninas extraídas do cérebro.   

3.1.3. Microscopia Eletrônica de Força de Campo   

A morfologia que assume as eumelaninas é outra forma 
importante de caracterização, pois se podem comparar melaninas 
extraídas de outras fontes. Simon e colaboradores81 realizaram os 
primeiros trabalhos de microscopia eletrônica de melaninas extraídas da 
pele e de animais marinhos. Comparando com melaninas DHI sintéticas, 
foi observada a diferença discrepante entre as duas morfologias. 
Enquanto as melaninas sintéticas se agregam em camadas amorfas, as 
eumalaninas extraídas de Sepia officinalis apresentam-se em pequenas 
esferas de 50-100nm, devido à limitação da microscopia eletrônica de 
varredura, não se podendo avaliar sua morfologia com um aumento 
maior. Com a microscopia eletrônica de força (Field Emission Gun) de 
campo, é possível um grande aumento sem perda significativa de 
resolução da imagem. As imagens de FEG das eumelaninas extraídas do 
cabelo estão apresentadas na Figura 10. 

(a)                                             (b) 
                                                              

(c)                                                              (d)             

Figura 10: Imagens de microscopia eletrônica de força de campo 
para as eumelaninas, aumento de (a) 50000, (b) 150000, (c) 270000 e 
(d) 400000 vezes. 
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Observa-se uma morfologia diferenciada em relação às 

publicadas por Simon em trabalhos anteriores. As eumelaninas extraídas 
do cabelo apresentam-se na forma de bastonetes com tamanhos que 
variam de 0,5 até 1 µm (Figura 18 a,b). Entretanto, pode-se ver que com 
aumentos maiores nota-se a presença de nanobastonetes na estrutura 
maior (Figura 18 c,d) com tamanhos em torno de 10nm. Morfologia 
semelhante foi observada por Chio,82 que realizou trabalhos com 
eumelaninas extraídas da pele. Pode-se com essa análise observar que 
diferentes tipos de melaninas exibem morfologias diferentes em escala 
micrométrica, mas em escala nanométrica as melaninas extraídas de 
fontes naturais exibem formas semelhantes.  

3.1.4. Eletroquímica   

O comportamento eletroquímico das eumelaninas foi avaliado 
por voltametria cíclica e de onda quadrada. O voltamograma cíclico é 
apresentado na Figura 11.                   

Figura 11: Voltamogramas cíclicos da eumelanina extraída do 
cabelo, obtidos a diferentes velocidades de varredura em DMSO, a 
25oC. Eletrólito suporte: 0,1mol.L-1 TBAP; trabalho: eletrodo de 
carbono vítreo; referência: Ag/Ag+, contra-eletrodo: fio de Pt; padrão 
interno: Fc/Fc+. 
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Com base no comportamento da variação da corrente de cada 

pico (ip) em função da velocidade de varredura (v) (curvas ip vs. v1/2), as 
reações redox evidenciadas neste trabalho foram caracterizadas como 
quase-reversíveis e irreversíveis, de acordo com a equação de Randles-
Sevcik (Equação 3).83  

ip = 2,686 x 105n3/2AcD1/2v1/2   (Equação 3)  

Onde: ip é a corrente do pico em A 
n é o número de elétrons envolvidos na semi-reação 
A é a área do eletrodo em cm2 

D refere-se ao coeficiente de difusão em cm2/s 
C é a concentração em mol/cm3 

V é a velocidade de varredura em V/s   

O voltamograma cíclico evidencia dois processos distintos: um 
irreversível com Epc = 55mV vs NHE atribuído à formação de uma 
espécie semi-quinona, e outro, que exibe um aumento na reversibilidade 
com o aumento da velocidade de varredura com E1/2 = -479mV vs NHE 
atribuído ao par redox semi-quinona/quinona. Esse processo reforça as 
evidências da presença de grupamentos catecol como uma das 
subunidades monoméricas presentes nas eumelaninas.        

Figura 12: Processos redox elucidando a formação eletroquímica 
de quinonas, e comprovando a existência de grupamentos catecol como 
precursores das eumelaninas.   

Para cada corrida eletroquímica, limpou-se o eletrodo de 
trabalho para a posterior análise. Um processo bastante utilizado para 
realizar o estudo de espécies eletroquímicamente estáveis é realizar uma 
corrida com o eletrodo sujo. A Figura 21 apresenta o voltamograma 
cíclico da eumelanina com o eletrodo sem limpeza entre as corridas.     
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Figura 13: Voltamograma cíclico da eumelanina extraída do 
cabelo sem limpeza de eletrodo, obtidos a 100mV/s em DMSO, a 25oC. 
Eletrólito suporte: 0,1mol.L-1 TBAP; trabalho: eletrodo de carbono 
vítreo; referência: Ag/Ag+, contra-eletrodo: fio de Pt; padrão interno: 
Fc/Fc+.   

Observa-se na Figura 21 em comparação com os 
voltamogramas da Figura 19, uma diminuição na intensidade do 
processo redox atribuído à formação de semi-quinona e um aumento de 
intensidade seguido de um deslocamento do Epc referente ao processo 
semi-quinona/quinona. Essas modificações são atribuídas a espécies 
eletroquímicamente estáveis depositadas na superfície do eletrodo de 
trabalho.    

Processos semelhantes são evidenciados em melaninas 
sintéticas derivadas da L-Dopa40, evidenciando também a formação de 
semi-quinonas. Vale salientar que estudos redox envolvendo 
feomelaninas elucidam potenciais de meia onda menores que os 
encontrados neste trabalho, sendo assim mostrando sua fraca atuação 
como anti-oxidante, tornando o indivíduo com grandes quantidades de 
feomelanina sujeito mais facilmente a danos oxidativos na pele e no 
cabelo.  

Para comprovação dos processos redox envolvendo as 
eumelaninas foi realizada também voltametria de onda quadrada. O 
voltamograma é apresentado na Figura 14.  
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Figura 14: Voltamograma de onda quadrada da eumalnina, 
obtidos em DMSO, a 25oC. Eletrólito suporte: 0,1mol.L-1 TBAP; 
trabalho: eletrodo de carbono vítreo; referência: Ag/Ag+, contra-
eletrodo: fio de Pt; padrão interno: Fc/Fc+.   

Observam-se duas ondas: a primeira com Epr = 50mV vs NHE, 
correspondente à formação da semi-quinona também evidenciada por 
voltametria cíclica, e a segunda com Epr = -499mV vs NHE relativa ao 
par semi-quinona/quinona. Nota-se também a assimetria da onda. 
Farmer e colaboradores41 associam esse fenômeno a processos redox 
múltiplos envolvendo oligômeros com quantidades diferentes de 
monômeros. No caso das melaninas, este estudo nos leva a ter mais uma 
prova que a molécula se agrega em unidades mensuráveis e não em 
polímeros de cadeia longa.    

3.1.5. Estudos potenciométricos de equilíbrio    

O estudo dos equilíbrios das eumelaninas é de suma 
importância para que possamos entender de que forma a molécula se 
comporta em solução, visto que dependendo da forma que a molécula se 
encontra é suscetível a mudanças de propriedades físicas e químicas 
como, por exemplo, diferentes atividades redoxes e diferentes modos de 
coordenação com íons metálicos. A Figura 15 mostra a curva de 
titulação da eumelanina.  
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Figura 15: Curva de titulação potenciométrica reversa da 
eumelanina sob atmosfera inerte. T = 25oC, µ = 0,1 KCl, eletrodo de 
vidro combinado.     

Observam-se duas regiões tamponadas bem definidas e um 
tampão discreto. A região com valores de pH entre 10 e 12 é atribuída à 
desprotonação do grupo Catecol (Cat). E em valores de pH entre 3 e 5, a 
região tamponada é devida à desprotonação dos grupos Acéticos (Ac). 
Já a região tamponada discreta em pH próximo de 6 é atribuída ao 
tautômero quinona-imina (QI) evidenciado por Szpoganicz e 
colaboradores, nas melaninas sintéticas DHI.11 A Tabela 5 mostra os 
valores de pKa calculados com o programa Best 7 para as eumelaninas 
levando em consideração as regiões tamponadas e grupos presentes no 
sistema.          
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Tabela 5: valores de pKa encontrados para a eumelanina extraída 
do cabelo.  

Equilíbrio -LogKa* 

][

]][[

HAc

HAc

 
4,35 (0,10) 

][

]][[

HQi

HQi

 

6,30 (0,08) 

][

]][[

2CatH

HHCat

 

10,50 (0,12) 

][

]][[ 2

CatH

HCat 12,81 (0,09) 

             * Valores obtidos pelas médias de três titulações, os valores em 

parênteses representam o desvio padrão de cada resultado.  

Os valores de pKa dos grupamentos quinona-imina e catecol 
para o sistema eumelanina foram muito semelhantes aos encontrados 
por Szpoganicz e colaboradores para as melaninas sintéticas, fato este 
pode estar associado com o número de monômeros por unidade 
oligomérica de ambas as melaninas, isto é, mesmo possuindo 
morfologias diferentes as melaninas naturais extraídas do cabelo 
eumelaninas e as sintética DHI possuem quantidades de subunidades 
semelhantes. 

A presença de quinona-imina também detectada pode sugerir 
uma explicação para a deposição de uma espécie estável no eletrodo de 
trabalho no estudo eletroquímico. Com a oxidação dos grupamentos 
catecol gerando quinonas, pode estar havendo a tautomerização agora 
não mais pelo catecol como apresentado na Figura 3, e sim pela quinona 
como apresentado na Figura 16, e com fundamentação teórica nos 
estudos de Szpoganicz em melaninas sintéticas DHI.  
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Figura 16: Possível tautomerização do grupamento quinona, 

gerando quinona-imina suportado por estudos potenciométricos e 
eletroquímicos.   

A distribuição de espécies em função do pH para a 
eumelanina é apresentada na Figura 17.   

 

Figura 17: Curvas de distribuição dos grupos protonados e não 
protonados da eumelanina em função do pH, acetato = 1,98mmol, 
quinona-imina = 0,83mmol e catecol = 1,34mmol por grama de 
eumelanina.   

A representação dos equilíbrios apresentados na curva de 
distribuição de espécies é mostrado no Esquema 9. 
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Esquema 9: Equilíbrios ácido/base presentes nas melaninas 
naturais “eumelaninas”.  

3.1.6. Espectroscopia de Infravermelho por refletância  

A prática de espectroscopia de infravermelho por refletância é 
bastante utilizada para caracterização de macromoléculas em solução. 
Nakamoto e colaboradores reportam a detecção de pKa’s do EDTA, das 
interações com metais e de sistemas enzimáticos contendo grupamentos 
carboxílicos por infravermelho em solução. Vale salientar que o uso do 
D2O no lugar da H2O é possível observar no espectro de infravermelho 
bandas nas regiões de 4000-2900, 2000-1300 e 1100-900cm-1. Na 
prática, pode-se relacionar os resultados de determinação dos pKa’s por 
titulação potenciométrica com os encontrados por infravermelho em 
solução.    

Os espectros de infravermelho coletados variando o 
pD de 3 até 7,5 estão apresentados na Figura 18.         
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Figura 18: Espectros de infravermelho por refletância da 
eumelanina, variando-se o pD de 3 até 7,5 a temperatura ambiente.  

Observa-se um decaimento da banda em 1680cm-1 atribuída ao 
estiramento C=O, dos grupamentos presentes na eumelanina citados na 
sessão 3.1.2, com o aumento do pH da solução ocorre respectivamente 
uma diminuição da banda e a formação de um ombro em 1590cm-1 

atribuído ao estiramento de grupamentos C=O de ácido carboxílico 
desprotonado, evidenciados por Nakamoto realizando estudos de 
equilíbrio do EDTA.80 Este fato está associado à desprotonação dos 
grupamentos carboxílicos presentes na eumelanina. Foi realizado 
também a correlação entre intensidade do sinal em 1680cm-1 e o pD, a 
relação pH e pD é apresentada na Equações 3 e 4.84  

pK(D2O) – pK(H2O) = 0,41 + 0,020.pK(H2O)   (Equação 4)  

pD – pH = 0,41 + 0,020.pH         (Equação 5)  

O gráfico correlacionando o pD com a intensidade da banda em 
1680cm-1 é mostrado na Figura 19.       
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Figura 19: Curva mostrando a correlação entre intensidade em 
1680cm-1 e pD, o triangulo representa a primeira derivada da 
concentração de D+ em relação a intensidade.  

Observa-se na Figura 19 uma curva de formato sigmoidal, 
também reportada por Nakamoto e colaboradores nesses sistemas.80 Este 
formato de curva nos permite calcular o pKD da espécie através da 
derivada primeira (gráfico em triangulo), o valor encontrado foi de 4,81. 
Aplicando a equação 4 pode-se chegar a um valor de pKa = 4,31; o valor 
encontrado por titulação potenciométrica para o pKa do grupamento 
carboxílico foi de 4,35. Vale lembrar também que o experimento de 
titulação por infravermelho foi realizado apenas uma vez, e não em 
triplicata como o potenciométrico devido a dificuldade da técnica.   

3.1.7. Cálculos teóricos   

As estruturas dos três grupos majoritários presentes na 
eumelanina (carboxílico, catecol e quinona-imina) foram otimizadas, e 
também realizado o estudo de espectroscopia vibracional, 
correlacionando com os dados experimentais. As estruturas otimizadas 
são apresentadas na Figura 20.       
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Figura 20: Estruturas otimizadas para os grupamentos 

majoritários presentes nas eumelaninas, onde: (a) representa o 
grupamento carboxílico, (b) quinona-imina e (c) catecol. As distâncias 
de ligação são apresentadas em angstroms.  

Analisando a Figura 20 podemos tirar considerações 
importantes referentes a estrutura das eumelaninas. Observa-se que os 
quelantes terminais apresentam-se na forma planar, característica essa 
que favorece a complexação com centros metálicos. Ainda podemos 
comparar a distância de ligação carbono-nitrogênio dos grupamentos 
iminicos e observa-se uma distancia de 1,312 nos grupamentos 
quinona-imina tendo um maior caráter de dupla ligação quando 
comparado com os grupamentos catecol e acetato observando distancias 
de 1,385 e 1,376 respectivamente; sendo assim com uma estrutura de 
mínimo podemos provar a existência do tautomero nas eumelaninas por 
otimização estrutural, estudo inédito na literatura.     

Também para efeito de comparação com os resultados 
experimentais, foram simulados os espectros de infravermelho para as 
três estruturas otimizadas. Os espectros eletrônicos estão apresentados 
na Figura 21.              
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Figura 21: Espectros de infravermelho teóricos para os 
grupamenos majoritários presentes nas eumelaninas.   

O espectro calculado para o grupamento quinona-imina 
apresenta um estiramento O-H em 3666cm-1, seguido de dois 
pequenos picos em 3052 e 3088cm-1, respectivamente, atribuídos as 
vibrações C-H de grupamentos indólicos, também apresenta bandas em 
1605 e 1532cm-1, representando estiramentos C=C e C=O 
respectivamente. Por último, e com grande importância o estiramento 
C-O em 1051cm-1. Esses estiramentos são também evidenciados no 

espectro experimental caracterizando o grupamento em estudo.   
O grupamento catecol apresenta uma banda característica 

da vibração O-H na molécula. Vimos novamente um pequeno 
estiramento em 3000cm-1 atribuído ao grupamento C-H do anel 
indólico, e uma pequena banda atribuída ao estiramento C=C do anel 
presente na molécula em 1532cm-1. Por último, uma banda em 1052cm-1 

atribuída ao estiramento C-O presente na molécula. Vale lembrar que 
no espectro experimental mostrado na sessão 3.1.2. a banda alargada em 
1530-1688cm-1 correspondente ao estiramento das C=O e não há 
contribuição dos grupos catecol para este estiramento, visto a ausência 
de carbonila em sua estrutura.  

O último espectro simulado foi do grupo carboxílico. 
Observa-se uma banda relativa ao estiramento O-H em 3583cm-1. O 
espectro exibe também vibrações fracas em 3020cm-1, relacionadas ao 
C-H do anel indólico. A banda com maior intensidade corresponde ao 
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C=O em 1681cm-1, muito mais intensa que do grupamento quinona-
imina. E, por último, a vibração correspondente ao estiramento C-O em 
1052cm-1. A Tabela 6 apresenta a comparação das principais 

frequências relacionadas aos estiramentos observados 
experimentalmente e calculados.   

Em resumo, o espectro experimental exibe uma sobreposição de 
bandas relacionadas aos principais estiramentos relacionados com os 
três grupamentos majoritários presentes nas eumelaninas.  

Tabela 6: Resumo das principais frequências experimentais e 
teóricas relacionadas com as principais bandas encontradas para a 
eumelanina.              

Grupamento ( ) Teórico (cm-1) Experimental 
(cm-1) 

Ac (C=C) -  

  

(C-O) 1070 1051 

  

(C=O) 1614 1530-1688 
(large) 

 

QI (C=C) 1532 1530-1688 
(large) 

  

(C-O) 1022 1051 

  

(C=O) 1605 1530-1688 
(large) 

 

Cat (C=C) 1532 1530-1688 
(large) 

  

(C-O) 1052 1051 
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3.2. Caracterização das interações entre Fe(III) e eumelaninas  

3.2.1. Titulação Potenciométrica   

A curva de titulação da eumelanina em presença e na ausência do 
íon Fe(III) é mostrada na Figura 22.                    

Figura 22: Curva de titulação da eumelanina livre e em presença 
de Fe(III) sob atmosfera inerte de argônio. T = 25oC, µ = 0,1 KCl.   

Como na melanina livre, observa-se na curva em presença do íon 
metálico três regiões tamponadas. O tampão em valores de pH acima de 
10 é relativo a protonação do grupamento catecol; o que aparece entre os 
valores de pH 3 e 5 é devido ao grupamento carboxílico e um tampão 
discreto aparece em pH 6-7 referente ao grupo quinona-imina.  

Observa-se o deslocamento da curva quando comparada a 
melanina livre, devido a complexação do íon Fe(III) por esses 
grupamentos. Observa-se também um aumento no tampão relativo aos 
grupamentos quinona-imina no sistema eumelanina-Fe(III), mostrando 
uma moderada interação por esses grupamentos também. Todas as 
interações detectadas através dos tampões apresentados na Figura 22 
foram calculados e aparecem na Tabela 7. No cálculo destas constantes 
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o programa Best7 leva em conta a hidrólise do íon metálico e os pKa”s 
dos grupos presentes na eumelanina. As constantes determinadas 
permitiram calcular as curvas de distribuição de espécies em função do 
pH.    

Tabela 7: Constantes de formação para os complexos detectados 
no sistema eumelanina-Fe(III).                     

Na curva de distribuição das espécies em função do pH (Figura 
23) observa-se a formação das espécies [Fe(Ac)]2+ e [Fe(Qi)]2+ em pH 2 
com máximos de 41 e 58% respectivamente em pH 2,5; complexos 
envolvendo esses dois grupamentos em solução são favoráveis nesses 
valores de pH devido a facilidade com que o metal desprotona esses 
grupamentos em valores de pH ácido. A interação [Fe(Cat)OH] aparece 
em valores de pH acima de 2 com máximo de 98% em pH 4,9. É 
evidente a interação do grupo catecol em valores de pH abaixo de 4 em 
presença de Fe(III), com uma constante elevada (Tabela 7). Em valores 
de pH acima de 4 ocorre uma interação mista, [Fe(Cat)(Qi)(OH]-, com 
máximo de 80% em pH 7,80. Acima de pH 7 aparecem mais duas 
maneiras do íon Fe(III) interagir com a eumelanina. A desprotonação da 
segunda molécula de água do centro metálico da espécie mista origina 
um centro dihidróxido, [Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2-, com um máximo de 
ocorrência de 63% em pH 9,10. A outra interação ocorre acima de pH 9, 
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[Fe(Cat)2(OH)2]
3-. A Tabela 7 apresenta os valores das constantes dos 

equilíbrios das interações detectadas.                      

Figura 23: Curva de distribuição de espécies para o sistema 
eumelanina-Fe(III), onde: (a) [Fe(Ac)]2+, (b) [Fe(Qi)]2+, (c) 
[Fe(Cat)OH], (d) [Fe(Cat)(Qi)(OH)]-, (e) [Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2-, (f)  
[Fe(Cat)2(OH)2]

3-.    

Comparando os valores das constantes de equilíbrio com as 
encontradas por nosso grupo com melaninas DHI sintéticas coordenadas 
com Fe(III), observa-se similaridades quanto à distribuição dessas 
interações e com os valores de suas constantes de equilíbrio.85 As 
primeiras espécies a serem formadas em pH ácido são com o grupo 
quinona-imina seguido do catecol. O grupo acetato nas melaninas 
sintéticas é ausente.   

O Esquema 10 mostra todas as interações envolvendo os 
equilíbrios detectados no sistema eumelanina-Fe(III).     
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Esquema 10: Equilíbrios e suas constantes envolvidos no sistema 
eumelanina-Fe(III).     
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3.2.2. Espectroscopia de Infravermelho   

Conhecendo as espécies encontradas em solução no sistema 
eumelanina-Fe(III), realizamos o estudo no estado sólido, isolando os 
complexos formados em três valores diferentes de pH. Os espectros de 
infravermelho da eumelanina livre, e complexada pelo íon Fe(III) 
isolada em valores de pH 3, 5 e 10 são apresentados na Figura 24.                        

Figura 24: Espectros de infravermelho da eumelanina livre e 
complexada com o íon Fe(III) em pH 3, 5 e 10. Pastilhas de KBr.   

Como discutido na sessão 3.1.2. e 3.1.7. a eumelanina apresenta 
uma banda alargada com um mínimo em 1664cm-1 atribuída ao 
estiramento C=O e C=C relacionada a sobreposição dos grupamentos 
majoritários (Ac, Qi e Cat) e ainda uma banda em 1050cm-1 associada a 
estiramentos C-O. Observa-se nos espectros dos complexos os 
deslocamentos característicos referentes a complexação com o íon 
Fe(III). No espectro eumelanina Fe(III) pH 3, um deslocamento de 
50cm-1 na banda atribuída aos estiramentos C=O e um deslocamento na 
banda relativa ao modo C-O de 8cm-1. Já no espectro em pH 5, 
observa-se uma banda em 1613cm-1, muito semelhante a encontrada em 
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pH 3, mas também um deslocamento de 15cm-1  na banda referente ao 
modo C-O. Levando em consideração as espécies encontradas em 
solução em pH 3, as espécies majoritárias são [Fe(Ac)]2+ e  [Fe(Qi)]2+ 

tendo cerca de 20% da espécie [Fe(Cat)OH] esses deslocamentos podem 
ser associados à formação dessas espécies no estado sólido. Entretanto 
em pH 5 a espécie majoritária é apenas [Fe(Cat)OH] onde foi observado 
um maior deslocamento atribuído ao estiramento C-O e a banda 
deslocada referente aos estiramentos C=O e C=C se mantiveram 
constantes levando a crer a interação pelo grupamento catecol neste pH 
em estado sólido.  

Todavia em pH 10, as bandas relacionadas aos estiramentos 
C=O e C=C encontram-se bastante deslocadas quando comparadas a 

eumelanina livre, neste pH as espécies 2:1 ligante:metal ( 
[Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2- e [Fe(Cat)2(OH)2]
3- ) são predominantes, e 

esperava-se este grande deslocamento referente a esses grupos, devido a 
contribuição dos grupamentos quinona-imina e catecol.              

3.2.3. Cálculos Teóricos   

Para obtenção de informações estruturais e confirmação das 
espécies propostas em equilíbrio apresentadas no Esquema 10, realizou-
se otimização estrutural das principais espécies encontradas em toda a 
faixa de pH. Utilizando o método e função BP86/TZVP, foram 
inicialmente consideradas estruturas com geometria octaedrica devido a 
característica do sistema, íon Fe(III) contendo ligantes oxigenados, 
contendo os ligantes bidentados nas posições equatoriais e moléculas de 
água ou hidróxido (dependendo do pH que a espécie se encontra) nas 
posições axiais. Para as espécies [Fe(Ac)]2+ e [Fe(Qi)]2+ formadas em 
pH ácido foram utilizadas quatro moléculas de água para obtenção da 
estrutura octaédrica [Fe(L)(H2O)4]

2+. Para a espécie [Fe(OH)(Cat)] 
foram consideradas três moléculas de água e diferentes situações iniciais 
para avaliarmos o efeito da hidroxila coordenada ao centro metálico. As 
posições iniciais de entrada no cálculo estão apresentadas na Figura 25. 
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Figura 25: Estruturas octaedricas iniciais consideradas para o 

cálculo da espécie [Fe(OH)(Cat)(H2O)3], considerando a hidroxila em 
três vértices diferentes do octaedro: duas na posição equatorial (x-y) e 
uma na posição axial (z).     

Em pH alcalino foi considerada a espécie [Fe(OH)2(Cat)2]
3- com 

uma geometria inicial octaédrica, e visto a camada fechada contendo 
dois íons hidroxila coordenados ao centro de Fe(III) pela influência do 
pH, não houve a necessidade da utilização de moléculas de água 
coordenadas ao metal. As estruturas otimizadas para as espécies 
consideradas nos cálculos estão apresentadas na Figura 26.                       
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Figura 26: Estruturas otimizadas de (a) [Fe(Ac)(H2O)4]
2+ ; (b) 

[Fe(Qi)(H2O)4]
2+ ; (c) (d) (e) [Fe(Cat)(OH)(H2O)3] estruturas otimizadas 

a partir das posições específicas do íon hidroxila mostrados na Figura 
35; (f) [Fe(OH)2(Cat)2]

3-.   

De acordo com a Figura 26, podemos observar que as estruturas 
para as espécies [Fe(Ac)(H2O)4]

2+ e [Fe(Qi)(H2O)4]
2+ otimizadas 

formam complexos com geometria octaédrica distorcida, já esperado 
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para esses tipos de complexos. Já para o complexo [Fe(Cat)(OH)(H2O)3] 
considerações importantes podem ser feitas: primeiramente no cálculo 
da geometria octaédrica para o complexo com a hidroxila na posição 
axial, obtendo-se como resultado uma migração deste grupo para 
posição axial, com estes dados fizemos as outras possibilidades de 
conformação inicial apresentadas na Figura 25. Em todos os casos a 
hidroxila ficou em posição equatorial, e houve a saída de uma molécula 
de água coordenada ao centro metálico para realização de uma ligação 
de hidrogênio ou com a própria hidroxila, ou com o oxigênio do 
grupamento catecol coordenado ao centro metálico.   

Uma conformação mais exata simulando o ambiente de 
coordenação em solução poderia ser feita utilizando moléculas de água 
solvatando o complexo, mas para isto, exige um grande tempo para 
otimização estrutural. Estudos serão realizados no futuro, mesmo assim, 
podemos fazer uma comparação acerca da constante de formação para a 
espécie 1:1 catecol:Fe(III) em relação ao grupamento acetato e quinona-
imina. Observa-se um logK mais alto para a espécie [Fe(Cat)(OH)] 
(Tabela 7, sessão 3.2.1), podendo ser supostamente correlacionado com 
a estabilidade proporcionada pela ligação de hidrogênio entre as 
moléculas de água do meio obtida pelos cálculos de otimização 
estrutural.  

A ultima espécie simulada computacionalmente foi a 
[Fe(OH)2(Cat)2]

3-, neste caso agora com dois íons hidroxila e observa-se 
também a saída de um oxigênio do grupamento catecol para formação 
de uma ligação de hidrogênio com os grupamentos hidróxidos; também 
podendo ser atribuído sua alta constante de formação a este fato. Altas 
constantes de formação para este grupamento também foram 
identificadas em melaninas sintéticas DHI85, e como essas espécies tem 
seu máximo em pH geralmente maior que 4, a desprotonação de uma 
molécula de água ligada ao centro metálico pode estar correlacionada 
com possíveis ligações de hidrogênio como apresentadas aqui, e assim 
terem também elevadas constantes de formação.  

Para se obter uma maior correlação entre os dados teóricos e 
experimentais também foram calculadas as vibrações dos complexos 
simulados e comparados com os experimentais apresentados na sessão 
3.2.2. A Figura 27 mostra os espectros de infravermelho simulados para 
as espécies majoritárias utilizando matrix Hessiana com valores 
baseados na função/método BP88/TZVP.  
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Figura 27:  Espectro de infravermelho simulado para os 
complexos majoritários encontrados no sistema eumelanina:Fe(III).   

No espectro teórico do complexo [Fe(Qi)(H2O)4]
2+ e 

[Fe(Ac)(H2O)4]
2+ pode-se destacar como estiramentos relevantes: C=O 

em 1541 e 1540cm-1 respectivamente, com deslocamento de 64 e 74cm-1 

em comparação com o ligante livre. Também se destaca um 
deslocamento de 11 e 18cm-1 relativo ao grupamento C-O indicando a 
coordenação ao centro metálico por esses grupos, também encontradas 
no espectro teórico mostrando a interação por esses grupamentos no pH 
isolado.  

Os modos C=C e C-O encontrados para a espécie 
[Fe(Cat)(OH)(H2O)3] estão em 1572 e 1118 cm-1, respectivamente, há 
apenas uma ligeira mudança em relação à espécie anterior, o que indica 
a coordenação do grupo catecolatos e confirma os dados obtidos 
experimentalmente.     

De acordo com os espectros simulados, observou-se que as 
mudanças no número de onda relacionados aos estiramentos C=C das 
C-O do complexo [Fe (Cat)2(OH)2]

3- são maiores que no 
[Fe(Cat)(OH)(H2O)3], levando a indícios de uma formação 2:1 
catecol:metal. Essas mudanças em 1500 e 1016cm-1 mostram a interação 
entre os grupos quelantes presentes na melanina e o centro  metálico, 
como observado anteriormente na parte experimental. Um resumo das 
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principais mudanças observadas nos estiramentos é apresentado na 
Tabela 8.  

Tabela 8: Resumo dos principais estiramentos encontrados no 
sistema Fe(III):eumelanina comparando os deslocamentos com os 
deslocamentos encontrados experimentalmente.     

Simon e Hong86 estudaram as interações entre eumelaninas 
extraídas de animais marinhos com cátions divalentes, e também foram 
observados e reportados os decaimentos de energia relacionadas com os 
estiramentos C=O e C-O devido à complexação com o centro 
metálico. Em nosso trabalho também foi visto este decaimento e as 
interações caracterizadas, e sugerido os grupamentos envolvidos nestas 
interações.           

Espécie pH  ( )  / (cm-1) 
Teórico 

(cm-1) 
Experimental 

 

[Fe(Qi)]2-  3  (C=C) (C=O) 
(C-O)  

(C=C) (C=O) 
(C-O)  

1541/64 
1006/16  

1540/74 
1059/11  

50 
8  

50 
8   [Fe(Ac)]2-                            

[Fe(Cat)(OH)] 5 (C=C) 1512/20 17 

  

(C-O) 1037/15 15 

[Fe(Cat)2(OH)2]3-

 

10 (C=C) 1503/29 25 

  

(C-O) 1032/20 16 
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3.2.4. Espectroscopia de Ressonância Paramagnética 

Eletrônica    

Os espectros de EPR da melanina isolada em pH 3 e 10 são 
apresentado na Figura 38.                  

Figura 28: Espectros de EPR do complexo eumelanina:Fe(III) 
isolado em pH 3 e 10, obtidos a 77K.    

Observa-se nos espectros apresentados na Figura 38 que em pH 3, 
há um sinal em g = 4,140, característico de um centro de Fe(III) alto 
spin. Há também o sinal discreto em g = 2,003 correspondente a um 
elétron, neste caso atribuído a um radical semi-quinona. Esta espécie 
também foi observada no estudo de eletroquímica e caracteriza os 
grupos de doadores estudados e suporta a estrutura de melanina proposta 
com a formação de espécies radicalares evidenciado neste trabalho e em 
outros descritos na literatura.87 O espectro de EPR em pH 10, revela um 
sinal em g = 4,141, também atribuído a um centro de Fe(III) com 
configuração de alto spin, mas com um ambiente de coordenação 
diferentes que estão sendo vinculados aos grupos catecol e quinona-
imina. O sinal característico da espécie radicalar, revela a formação 
acentuada de semi-quinonas caracterizando uma interação entre catecol 
e Fe (III) em pH 10. Barreto e colaboradores87 em estudos sobre a 
interação de metais com ligantes dioxolanos observaram um espectro 
similar, com ambos os sinais que mostram a interação de metais 
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divalentes e trivalentes por estes grupos. As interações observadas em 
pH 3 a partir dos resultados de EPR é suportada pela análise de 
espectroscopia de infravermelho e por titulação potenciométrica e aqui é 
atribuída a coordenação do centro metálico com os grupamentos 
quinona-imina e carboxílico.                                         
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Resultado e Discussão: Afinidade da 

eumelanina por Fe(III) em presença de 

ácido gálico               

        

Capítulo IV 
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4.1. Caracterização do Sistema Fe(III)-Ácido Gálico  

4.1.1. Titulação potenciométrica e espectrofotométrica do 
ácido gálico  

Medir as constantes de equilíbrio do ácido gálico e o íon Fe(III) é 
necessário para avaliar a competição deste pelo íon metálico.   

Inicialmente foram calculados os valores de pKa para o ácido 
gálico livre, a curva de titulação está mostrada na Figura 29.                      

Figura 29: Curva de titulação de 1mmol de ácido gálico sob 
atmosfera inerte. T = 25oC, µ = 0,1 KCl.   

Observa-se na curva três regiões tamponadas, relativas aos 3 
pKas existentes no ácido gálico, uma região em pH em torno de 4 
relativo a desprotonação dos grupamentos ácido presentes; outra região 
em pH próximo de 8 relativa a desprotonação de uma das hidroxilas 
presentes na molécula e a terceira região em torno de 11, relativo a 
desprotonação do segundo hidrogênio de uma das hidroxilas restantes. 
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Para uma comparação dos valores de pKa do ácido gálico 
também foi realizado a titulação espectrofotométrica, acompanhando o 
deslocamento das bandas relativa as espécies geradas no meio com o 
aumento do pH. Os espectros eletrônicos obtidos estão apresentados na 
Figura 40.                    

Figura 30: Espectros eletrônicos obtidos a partir da variação de 
pH 3 - 12 de uma solução contendo 1 mmol de ácido gálico em 20mL de 
solução a temperatura ambiente.   

Observa-se que com o aumento de pH ocorre um deslocamento 
batocrômico. No espectro do ácido gálico foi plotado três gráficos Abs 
vs pH, utilizando valores de absorbância de 230, 260 e 293nm para o 
cálculo do pKa de cada equilíbrio. Também observa-se dois pontos 
isosbésticos: um mal definido em 240nm e um bem definido em 268 
nm. Os valores de pKa apresentados são a média dos valores 
encontrados por titulação potenciométrica e espectrofotométrica. 

O Esquema 11 apresenta um esquema mostrando as 
desprotonações e os respectivos pKa’s calculados para este sistema.      
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Esquema 11: Desprotonações do ácido gálico e seus respectivos 
valores de pKa.  

Os valores de pKa da literatura encontrados para o ácido gálico 
são 4,25; 8,62 e 11,33 respectivamente,88 validando os valores 
encontrados. Eles serão utilizados no cálculo das constantes de 
equilíbrio das espécies formadas entre o ácido gálico e o íon Fe(III).  

4.1.2. Titulação potenciométrica do sistema Fe(III)-AG  

Com os valores obtidos para os pKa’s do ácido gálico e com a 
curva de titulação do ácido gálico em presença de Fe(III) é possível 
calcular as constantes de formação que serão utilizadas para a análise do 
sistema melanina-Fe(III)-ácido gálico. A curva de titulação do ácido 
gálico em presença de Fe(III) é mostrada na Figura 31. Observa-se um 
deslocamento da curva em presença do íon metálico devido a interação 
com o ligante. O deslocamento pelo íon metálico das regiões 
tamponadas dos segundo e terceiro pKa’s do AG mostra que o Fe(III) 
está coordenando com duas das três hidroxilas do anel aromático. O 
deslocamento da região tamponada relativa ao grupamento ácido do AG, 
indica que o íon Fe(III) coordena-se com o grupamento ácido 
desprotonado em valores de pH ácidos.70       
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Figura 31: Curva de titulação do ácido gálico (AG) em presença e 
ausência de Fe(III) na proporção 2:1 ligante:metal 0,1:0,05mmol sob 
atmosfera inerte. T = 25oC, µ = 0,1 KCl, eletrodo de vidro combinado.   

Estas colocações foram levadas em consideração para realização 
do cálculo das constantes dos equilíbrios envolvidos neste sistema: log( 
[FeL]/[Fe][L]) = 14,93 ;  log([Fe(OH)L][H+]/[FeL]) = -4,00 , e 
log([Fe(OH)L2]/[Fe(OH)L][L] = 12,70 , onde L = AG. A distribuição de 
espécies é apresentada no Esquema 12.               
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Figura 32: Curva de distribuição de espécies metálicas para o 
sistema Fe(III)-AG 1:2, onde a curva inicial em pH ácido representa 
Fe(III) livre.  

Na Figura 32 aparecem as curvas de distribuição das espécies 
existentes no sistema Fe(III)-AG. Observa-se a formação da espécie 1:1 
entre ácido gálico e Fe(III) com máximo de formação em pH 2,93. Essa 
espécie apresenta o metal coordenado ao grupo carboxílico. Com o 
aumento do pH, ocorre a desprotonação de uma molécula de água ligada 
ao centro metálico, gerando a espécie [Fe(GA)(OH)]-, com máximo de 
formação de 93% em pH 5. Estudos na literatura sugerem que em 
sistemas semelhantes contendo catecolatos e fenolatos,  neste  pH, a 
desprotonação desses grupamentos ocorre com maior facilidade pela sua 
coordenação com o centro metálico.89 De acordo com a curva de 
titulação, também pode-se observar essa interação, conforme descrito 
anteriormente. A adição de uma segunda molécula de AG na esfera de 
coordenação do metal origina a espécie 2:1 ligante:metal. Um esquema 
mostrando as possíveis espécies detectadas em solução para o sistema 
Fe(III)-AG, bem como suas constantes de equilíbrio são apresentadas no 
Esquema 12.   
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Esquema 12: Estruturas sugeridas detectadas no sistema Fe(III)-
AG bem como suas constantes de equilíbrio.   

4.1.3. Gráfico de Job do sistema Fe(III)-AG  

Os gráficos de Job, ou “Job plots” em inglês, são úteis para se 
obter informação sobre a estequiometria de formação de complexos, 
adutos ou compostos de inclusão. Saber por exemplo se um metal 
coordena-se com um, dois, ou mais ligantes em determinadas condições. 
Basicamente, varia-se a concentração de metal e ligante e mede-se uma 
propriedade físico-quimica, para obtenção do gráfico: propriedade vs 
fração molar do componente que será acompanhada. Com base na 
Figura 33, escolheu-se dois valores de pH 4,5 e 7,5 (tampão acetato e 
fosfato respectivamente) onde foram feitos os experimentos, a Tabela 9 
mostra a variação de concentração de cada solução em cada pH.        
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Tabela 9: Variação de concentração de ácido gálico e Fe(III) em 
cada solução para montagem do gráfico de Job.    

Foi acompanhado a absorbância em  = 300nm atribuída a 
transferência de carga ligante metal do ácido gálico para o centro de 
Fe(III).  

O gráfico de Job para o sistema Fe(III)-AG é mostrado na Figura 
33.              

Solução  AG  Fe(III) Relação 
AG/Fe(III) 

1 0,1 0,9 0,11 

2 0,2 0,8 0,25 

3 0,3 0,7 0,43 

4 0,4 0,6 0,67 

5 0,5 0,5 1 

6 0,6 0,4 1,5 

7 0,7 0,3 2,33 

8 0,8 0,2 4 

9 0,9 0,1 9 
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Figura 33: Gráfico de Job para as interações entre ácido gálico e 
Fe(III) em solução aquosa.  

Observa-se no gráfico de Job que em pH 4,5 ocorre a formação 
de uma espécie 1:1 AG:Fe(III) e em pH 7,5 pode-se atribuir o máximo a 
formação de 2:1 ligante:metal; esses dados vem a confirmar a 
estequiometria encontrada por titulação potenciométrica para o sistema 
Fe(III)-AG. 

Com as constantes e estequiometria desse sistema confirmadas 
podemos realizar os cálculos da distribuição das espécies no sistema 
ternário eumelanina-Fe(III)-ácido gálico.  

4.2. Caracterização do Sistema Ternário eumelanina-Fe(III)-
Ácido Gálico  

4.2.1. Titulação Potenciométrica  

Com as constantes de formação determinadas para os sistemas 
eumelanina-Fe(III) e Fe(III)-AG, foi realizado o estudo em solução do 
sistema ternário, eumelanina-Fe(III)-Ácido Gálico, verificando a 
formação de espécies mistas. Este estudo permitiu predizer a preferência 
de coordenação do íon Fe(III) com relação aos dois ligantes, relação 
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essa que será útil no entendimento dos mecanismos de drogas anti-
melanomas. 

Para a especiação do sistema ternário, foram levadas em 
consideração todas as espécies coordenadas pela eumelanina  através 
dos três grupamentos majoritários (acetato, quinona-imina e catecol) na 
proporção 1:1 e 2:1 ligante metal. As espécies Fe(III)-AG foram 
consideradas nas mesmas proporção e as espécies de coordenação 
mistas, contendo eumelanina e ácido gálico coordenados 
simultaneamente ao centro de Fe(III) também foram consideradas. Em 
todos os cálculos a hidrólise do íon metálico foi levada em consideração. 

A curva de titulação para o sistema ternário é apresentada na 
Figura 34.                     

Figura 34: Curva de titulação do sistema ternário eumelanina-
Fe(III)-Ácido Gálico. T = 25oC; 0,1 mmol de AG; 0,1 mmol de Fe(III) 
em presença de 0,1mmol de eumelaninas (considerando os grupamentos 
doadores detectados na sessão 3.1) atmosfera de argonio e µ = 0,1M 
KCl.  

Observa-se na Figura 34 três regiões tamponadas distintas: a 
primeira em valores de pH  9-11 atribuída as interações do centro Fe(III) 
com os grupamentos catecol das eumelaninas. Uma segunda região 
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tamponada atribuída a interação do centro metálico com os grupamentos 
quinona-imina e com o ácido gálico, e por último em pH próximo de 4 
as interações com os grupamentos acetato e também pelo ácido gálico.  

A curva de distribuição de espécies para o sistema ternário 
eumelanina-Fe(III)-Ácido Gálico e um esquema mostrando as principais 
espécies detectadas neste sistema são apresentadas nas Figuras 35 e 
Esquema 13, respectivamente.                     

Figura 35: Curvas de distribuição de espécies para o sistema 
ternário eumelanina-Fe(III)-Ácido Gálico. Onde (a) = [Fe(Ac)]2+; (b) = 
[Fe(Ac)(AG)]+; (c) = [Fe(AG)]2+; (d) = [Fe(Cat)]+ (e) = [Fe(AG)(OH)]+; 
(f) = [Fe(Cat)(OH)]; (g) = [Fe(Qi)(AG)]+; (h) = [Fe(Qi)(Cat)]; (i) = 
[Fe(Cat)(AG)]- ;  (j) = [Fe(Cat)(Qi)(OH)]-; (k) = [Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2-; 
(l) = [Fe(cat)2(OH)2]

3-.         
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Esquema 13: Interações existentes no sistema ternário 

eumelanina-Fe(III)-Ácido Gálico em toda faixa de pH.  
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A Figura 35 e o esquema 13 mostram as interações existentes no 
sistema ternário. Observamos que em valores de pH abaixo de 4,  o íon 
Fe(III) interage com eumelanina (espécie “a” e “d”), destaque para a 
interação do íon Fe(III) com o grupo acetato da eumelanina, [Fe(Ac)]2+, 
com máximo de formação de 88% em pH 2. A espécie 1:1 AG-Fe(III) 
(espécie “c” e “e”) e as  espécies mistas contendo tanto a eumelanina 
quanto o ácido gálico também são formadas (espécie  “b”).  

Em valores de pH entre 5 e 7, destacam-se duas interações 
fundamentais que revelam que o centro de Fe(III) majoritariamente está 
coordenado com as eumelaninas e não com o ácido gálico: 
[Fe(Cat)(OH)] com máximo de formação de 70% em pH 5,10 e a 
espécie [Fe(Qi)(Cat)] com máximo de 56% em valor de pH 6,67. Já em 
valores de pH entre 7 e 8 que são os de interesse biológico aparecem três 
tipos de interações com o centro metálico: [Fe(Qi)(AG)]+, [Fe(Qi)(Cat)] 
e [Fe(Cat)(Qi)(OH)]-,  mostrando que as interações majoritários do íon 
Fe(III) ocorrem pelos grupamentos doadores da eumelanina. Estas 
interações poderão ser úteis para o entendimento do mecanismo 
envolvendo complexos de Fe(III) com o AG e derivados em células 
melanoma, que contém resíduos de melanina. Pode-se ver que parte do 
íon Fe(III) está complexado com a melanina livre e não com o ácido 
gálico. 

Por último, observa-se as interações em valores de pH acima de 
8: [Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2- e [Fe(Cat)2(OH)2]
3-.  

Ao final da titulação reversa do sistema ternário em pH ácido, 
houve a precipitação de um sólido de cor escura. Esse sólido foi filtrado, 
seco a vácuo e armazenado em um dessecador. Para uma possível 
comparação com as espécies detectadas neste pH, foram feitas análise 
por espectroscopia de infravermelho e ressonância paramagnética 
eletrônica do sólido obtido, sendo os resultados apresentados nas sessões 
4.2.2. e 4.2.3, respectivamente.   

4.2.2. Espectroscopia de Infravermelho  

Os espectros de infravermelho do ácido gálico, do sistema 
eumelanina:Fe(III) e do sistema ternário em estudo é apresentado na 
Figura 36.     
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] 
Figura 36: Espectros de infravermelho do ácido gálico livre, do 

sistema eumelanina:Fe(III) em pH 3 e do sistema ternário 
eumelanina:Fe(III):AG em pH 3. Pastilhas de KBr.  

Um dos principais estiramentos observados no sistema ternário 
foi 1606cm-1 relativo aos estiramentos C=O atribuido ao grupamento 
carboxílico do ácido gálico e também presente nas eumelaninas. Pode-se 
observar que no sistema eumelanina Fe(III), em pH 3, este estiramento 
ocorre em 1614cm-1 e no sistema ternário, é mais deslocado devido a 
interação do centro de Fe(III) com o ácido gálico. Também em solução 
neste pH foram encontradas as interações [Fe(Ac)]2+ e [Fe(Ac)(AG)]+, 
levando a crer que estas espécies se mantém no estado sólido. 

Outro estiramento importante do ácido gálico e das eumelaninas 
foi em 1039cm-1, atribuído ao C-O que aparece deslocado 11cm-1 da 
melanina livre devido a interação com o centro de Fe(III). No espectro 
do sistema ternário aparece também uma banda muito intensa em 
1381cm-1, atribuída aos grupamentos hidróxidos. A mesma banda é 
visível no espectro do ácido gálico livre, mostrando que a interação 
neste valor de pH ocorre pelo grupamento carboxílico e não pelos 
grupamentos fenólicos. Com a atribuição das bandas e comparação com 
o deslocamento do ligante livre, pode-se compreender de como o centro 
de Fe(III) está coordenado no estado sólido em pH 3. 



103  

4.2.3. Espectroscopia de Ressonância Paramagnética 
Eletrônica  

Com o objetivo de comprovar o ambiente de coordenação do 
centro de Fe(III) na amostra e termos conhecimento acerca do seu 
estado de spin quando complexado com os ligantes estudados, o sólido 
isolado em pH 3 foi analisado por EPR. O espectro de EPR para o 
sistema ternário está apresentado na Figura 37.                   

Figura 37: Espectros de EPR do sistema ternário 
eumelanina:Fe(III):AG obtidos a 77K.  

Observa-se na Figura 37, um sinal de g = 4,145 (S = 5/2) 
atribuído a um centro de Fe(III) mononuclear de baixa simetria e alto 
spin como relata Barros e colaboradores.87 Sinais semelhantes foram 
encontrados também no estudo da interação com as eumelaninas e 
Fe(III) descritos na sessão 3.2.4 deste trabalho. Outro sinal de destaque 
em g = 2,005 atribuído ao radical orgânico proveniente da natureza dos 
ligantes em estudo. Observa-se também um desdobramento deste sinal, 
atribuído a coordenação mista entre a eumelanina e o ácido gálico neste 
pH. Chsteen e colaboradores, 90 descrevem este tipo de desdobramento 
atribuído também a radicais orgânicos em centros metálicos 
mononucleares de Fe(III) com ligantes mistos como em nosso caso. 
Com os valores de g encontrados para este sistema juntamente com os 
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dados obtidos por espectroscopia de infravermelho é possível verificar 
que o ambiente de coordenação do complexo proposto em solução é o 
mesmo no estado sólido neste pH. Os estudos em outros valores de pH 
estão sendo realizados, visto a dificuldade de se precipitar os complexos 
em soluções mais alcalinas.                           
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Considerações Finais                 

        

Capítulo IV 
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Extração e caracterização das eumelaninas extraídas do cabelo

  
A extração da eumelanina do cabelo pelo método de Prota com 

pequenas modificações foi efetuada com sucesso. As melaninas foram 
caracterizadas por análise elementar CHNS que mostrou ausência de 
enxofre e percentagens coerentes com melaninas extraídas de outras 
fontes descritas na literatura, espectroscopia de infravermelho que 
mostrou os principais estiramentos característicos dos três grupamentos 
majoritários presentes nas eumelaninas: acetato, quinona-imina e 
carboxílico. Com a microscopia de força de campo foi possível analisar 
a morfologia das eumelaninas que se mostram na forma de bastonetes.  

Em solução o comportamento eletroquímico foi analisado por 
voltametria cíclica e onda quadrada que evidenciaram o processo redox 
que ocorre nas melaninas: catecol/semi-quinona/quinona, e também a 
deposição de espécies estáveis no eletrodo de trabalho. A titulação 
potenciométrica foi útil para determinação dos pKa’s da melanina e na 
determinação das constantes de formação com centros metálicos. As 
eumelaninas apresentam quatro valores de pKa: pKa1 = 4,35; pKa2 = 
6,30; pKa3 = 10,50 e pKa4 = 12,81 relativos a desprotonação dos grupos 
carboxílicos, quinona-imina e catecol respectivamente, e a 
espectroscopia de infravermelho por refletância nos permitiu comprovar 
o primeiro pKa. Por fim os cálculos teóricos elucidaram os grupamentos 
majoritários e estudos de espectroscopia vibracional que puderam ser 
comparados com o experimental.  

Interação das eumelaninas com o íon Fe(III)

  

Os estudos em solução mostraram que em pH ácido existem três 
interações majoritárias: [Fe(Ac)]2+ , [Fe(Qi)]2+ e [Fe(Cat)OH] com 
máximos de 58, 41 e 98% em pH 2,5; 2,4 e 4,9 respectivamente, em pH 
7 a espécie majoritária é a mista [Fe(Cat)(Qi)(OH)]- com máximo de 
80% em pH 7,8; por último se formam duas espécies dihidróxidas em 
pH acima de 8: [Fe(Cat)(Qi)(OH)2]

2- e  [Fe(Cat)2(OH)2]
3- com máximos 

de 62 e 60% em valores de pH 9,4 e 11 respectivamente, os valores das 
constantes de formação e pKa para o sistema Fe(III)-eumelanina 
também foram calculados.  

Foram também isolados os complexos em três valores de pH 
diferentes para comparação com as estruturas propostas em solução. O 
sólido foi analisado por espectroscopia de infravermelho e foi possível 
correlacionar os deslocamentos das bandas características da 
eumelanina depois de complexadas com o metal. Cálculos teóricos 
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também foram feitos para comparação dos estudos experimentais e 
revelaram uma boa correlação com as interações encontradas em 
solução. Por último, foi realizado espectroscopia de EPR que nos 
mostrou diferentes ambientes de coordenação quando a melanina foi 
isolada em pH 3 e em pH 10, confirmando os dados obtidos por IV.  

Estudo do Sistema Ternário Eumelanina:Fe(III):AG

  
Os estudos em solução da interação das eumelaninas por Fe(III) 

em presença de ácido gálico nos mostraram que em valores de pH entre 
7 e 8 que são os de interesse biológico existem a competição de três 
espécies: [Fe(Qi)(AG)]+, [Fe(Qi)(Cat)] e [Fe(Cat)(Qi)(OH)]-, mostrando 
também que as interações majoritários do íon Fe(III) ocorrem pelos 
grupamentos doadores da eumelanina sendo a principal conclusão deste 
sistema. Essas interações comprovam que o centro metálico tem 
afinidade pelas melaninas mesmo complexado com o ácido gálico. 
Sendo assim, o uso de derivados do AG podem ser potenciais ligantes 
para metais trivalentes que tenham como alvo a interação com as 
melaninas. A viabilidade deste estudo pode ser amparada também em 
trabalhos anteriores descritos na literatura, que mostram que este ligante 
tem importante potencial anti-melanoma.  
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Perspectivas Futuras e Continuação do 
Trabalho                  

        

Capítulo VI 
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O trabalho apresentado nessa dissertação de caracterização das 
eumelaninas extraídas do cabelo e interações por Fe(III) na presença e 
ausência de ácido gálico nos encorajam a continua-lo.   

Para uma caracterização mais completa da eumelanina, 
principalmente dos monômeros que a compõe é viável realizar 
experimentos de ESI-MS, que nos elucidaria o peso molecular e os 
fragmentos que podem ser utilizados para o cálculo da massa molar dos 
monômeros. Também outro estudo importante que deve ser realizado é a 
degradação ácida do oligômero seguida de análise por CG-MS, 
destacando os produtos de degradação e assim podendo ser associado 
com os grupos majoritários; pode-se realizar também estudos 
eletroquímicos variando o pH em função do potencial para determinação 
dos pKa’s fenólicos e também da relação número de prótons/elétrons 
envolvidos nas reações redox.  

Para uma melhor caracterização das interações com Fe(III), 
estudos eletroquímicos podem ser realizados para avaliar possíveis 
deslocamentos de potencial do ligante e identificar o sinal de redução do 
íon Fe(III). O estudo da variação do pH em função do potencial 
permitirá a determinação dos pKa’s dos componentes sistema. Estudo de 
microscopia eletrônica possibilitará comparar as morfologias das 
eumelaninas complexadas e livres. Cálculos teóricos permitirão verificar 
o efeito da solvatação, adicionando-se moléculas de água para verificar 
as possíveis interações existentes entre solvente-complexo.    

Já com parte do estudo do sistema ternário 
eumelanina:Fe(III):GA efetuado pode-se realizar testes com diferentes 
solventes e diferentes temperaturas para tentar-se obter os sólidos em 
diferentes valores de pH’s para termos mais informações sobre as 
características dessas interações no estado sólido, realizando outros 
estudos como eletroquímica, microscopia eletrônica e ESI-MS para uma 
elucidação maior para se propor um mecanismo de interação entre 
Fe(III) e as eumelaninas a partir de um complexo desse metal.  
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Por ultimo, esses resultados nos encorajam a pesquisar e realizar 
a síntese e caracterização de complexos de Fe(III) com ligantes 
derivados do ácido gálico, medindo suas constantes de equilíbrio com o 
íon metálico, selecionando aqueles que possam liberar o íon Fe(III) para 
a melanina e, por fim, realizando atividade biológica sobre as células 
melanoma.                                      
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