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RESUMO 

Vitorino, H.A. Compostos de ferro de interesse farmacológico: Avaliação da esta-

bilidade, toxicidade em organismos aquáticos, transporte em células e capacidade 

de gerar reservatórios de ferro lábil. 2015. (196p). Tese (Doutorado) – Programa de 

Pós-Graduação em Química. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Pau-

lo. 

  

 A sobrecarga de ferro é uma condição desfavorável tanto para humanos (porta-

dores de disfunções no metabolismo desse metal, ou submetidos a intensos regimes de 

transfusão) como, possivelmente, para os organismos aquáticos. Metalofármacos de 

ferro compreendem agentes anti-hipertensivos, anti-microbianos e suplementos mine-

rais; mais recentemente, o uso de nanomateriais magnéticos à base de ferro vem sendo 

proposto para diversas aplicações clínicas ou farmacológicas. Contudo, os possíveis 

danos por sobrecarga induzida desses compostos não são totalmente compreendidos 

tanto para humanos e no ambiente aquático. Neste trabalho se usaram fármacos comer-

ciais com diferentes revestimentos, de uso animal e humano, obtidos de diferentes in-

dústrias brasileiras. Também se sintetizaram derivados de ferroceno (Fc) (TMH-Fc, 

TMH2-Fc), e nanopartículas magnéticas solúveis em água de três tamanhos (5,8,12 nm) 

pelo método de decomposição térmica a partir do Fe(acac)3. Em seguida, se avaliou a 

estabilidade dos metalofármacos de ferro em meios fisiologicamente relevantes, frente a 

sideróforos e/ou moléculas envolvidas no transporte do metal (CAL, Fl-Tf, Fl-DFO), 

mostrando disponibilidade de ferro só para os derivados de Fc a pH 7,4. A capacidade 

de geração de espécies reativas de oxigênio, medida por oxidação da DHR, foi detecta-

da só para os derivados de Fc e nanomaterias. Um teste de toxicidade em Artemia salina 

de primeiro estágio foi positivo para o TMH-Fc (LC50 76,7 µM). Finalmente se estudou 

a capacidade de estocagem de ferro em células epiteliais de hepatopâncreas do caran-

guejo de mangue Ucides cordatus, em diferentes etapas de desenvolvimento (E, R, F e 

B). Todas mostraram transporte de metalofármacos e nanomaterias, e só os tipos celula-

res F e B incorporaram os derivados de Fc. Vários dos compostos de ferro estudados, 

com aplicações principalmente farmacológicas, poderiam ser disponibilizados no meio 

ambiente, principalmente no aquático. Os nossos resultados mostram que a capacidade 

de disponibilizar ferro e de gerar EROs podem ser quantificadas eficazmente por méto-

dos de fluorescência. Além disso, sua possível toxicidade pode ser monitorada no meio 



marinho por bioindicadores de toxicidade e de acúmulo de metais.   

 

Palavras-chave: ferro, Artemia salina, Ucides cordatus, toxicidade, fluorescência 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Vitorino, HA. Iron compound of pharmacological interest: Evaluation of stability, 

toxicity against aquatic organisms, transport in cells and capacity to generate la-

bile iron pool. 2015. (196p). Thesis (PhD) - Graduate Program in Chemistry. Institute 

of Chemistry, University of São Paulo, São Paulo. 

 

Iron overload is an unfavorable condition for both humans (patients with disor-

ders in the metabolism of the metal, or subjected to intense transfusion) and possibly to 

aquatic organisms. Iron metallodrugs include antihypertensive agents, antimicrobial and 

mineral supplements. More recently, the use of magnetic iron based nanomaterials has 

been proposed for various clinical or pharmacological applications. However, possible 

overload damage induced by these compounds is not fully understood for both humans 

and aquatic organisms. For this work, we used commercial drugs with different coat-

ings, for animal and human use, obtained from different Brazilian industries. Also we 

synthesized ferrocene (Fc) derivatives (TMH-Fc TMH2-Fc) and water soluble magnetic 

nanoparticles in three different sizes (5,8,12 nm) by the thermal decomposition method 

from Fe(acac)3. We evaluated the stability of iron metallodrugs in physiologically rele-

vant medium against siderophores and/or molecules involved in metal transport (CAL, 

Fl-Tf, Fl-DFO), where we found iron availability only for ferrocene derivatives at pH 

7.4. The ability to generate reactive oxygen species was measured by oxidation of DHR, 

and was present in the ferrocene derivative and nanomaterials. A toxicity assay on first 

stage Artemia salina was positive for TMH-Fc (LC50 76.7 µM). Finally, we studied the 

iron storage capacity of hepatopancreatic cells of a mangrove crab, Ucides cordatus, at 

different stages of development (E, R, F and B). All displayed transport of metallodrugs 

and nanomaterials, and only the cell types F and B incorporated ferrocene derivatives. 

Several of the iron compounds studied, particularly of pharmaceutical application, could 

be made available in the environment, especially in water. Our results show that the 

ability to supply iron and to generate ROS can be effectively quantified by fluorescence 

methods. In addition, their possible toxicity can be monitored in the marine environ-

ment with biomarkers of toxicity and accumulation of metals.  

Keywords: iron, Artemia salina, Ucides cordatus, toxicity, fluorescence 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Ferro  

 

O ferro é o segundo metal mais abundante na crosta terrestre, depois do alumí-

nio, e o mais abundante dos elementos de transição. Nos estágios iniciais da vida, gran-

de atividade vulcânica resultou numa atmosfera redutora, o que manteve o ferro pron-

tamente disponível como o íon Fe(II). Com o advento de organismos fotossintéticos, a 

concentração de oxigênio molecular na atmosfera aumentou, produzindo o ambiente 

oxidante que conduziu à predominância do atualmente observado ferro férrico, menos 

biodisponível1. As condições de mudança causaram uma pressão evolutiva, com a vida 

tendo que se adaptar ou para utilizar o mais solúvel mas menos abundante Cu+, ou traçar 

estratégias para solubilizar e reduzir o ferro férrico em presença de dioxigênio. Ambas 

as respostas evolutivas surgiram, significando uma nova bioquímica de ferro tornada 

possível após o advento do oxigênio2. 

 

A posição de ferro na tabela periódica, no meio da primeira fila do bloco de 

elementos de transição, implica que ele pode existir em vários estados de oxidação (de -

II a +VI). No entanto, nos sistemas biológicos os estados de oxidação importantes são 

Fe(II) (d6), Fe(III) (d5) e Fe(IV) (d4). Fe(IV) só está presente como um intermediário de 

reação no centro ativo de algumas enzimas e a maior parte da química solução de ferro é 

dominada pela sua capacidade do ciclo redox entre os estados Fe(II) e Fe(III)1 . Ambos 

os íons ferrosos e férricos ao hidrolisar em soluções aquosas formam complexos de hi-

dróxido de ferro insolúvel3. Como o Fe(II) só começa a hidrolisar a valores de pH a 8,5, 

de acordo com as condições fisiológicas de pH neutro o ferro ferroso livre pode existir 

em concentrações relativamente elevadas (~ 0,1 M)4. Para o Fe(III), a hidrólise começa 

a cerca de pH 2 e é um fator dominante a valores de pH neutros. De acordo com os va-

lores de pH fisiológico, a espécies mononuclear dominante é Fe(OH)3, que tem uma 

solubilidade de 10-12 M5. Nestas condições, a concentração do íon Fe(III) livre está limi-

tada a 10-20 M1. Esta baixa disponibilidade de Fe(III) levou à evolução de sideróforos e 

fitossideróforos por microrganismos e plantas, respectivamente, a fim de solubilizar e 

mobilizar as quantidades de ferro requeridas para o crescimento e desenvolvimento6. 

Nos seres vivos, o ferro está ligado às proteínas, quer incorporados em diferentes grupos 

protéticos ou diretamente quelado pela cadeia peptídica7. 
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A maneira mais simples de compreender e prever as reações de complexação de 

ferro é pela teoria ácido-base duro-macio (HSAB)8. Fe(III) é um íon relativamente pe-

queno com uma elevada densidade de carga, e assim, pode ser classificado como um 

ácido duro, e se espera que forme complexos estáveis com os doadores duros. Em sis-

temas biológicos, os mais prováveis doadores duros têm o átomo de oxigênio como 

ponto de coordenação e incluem ácidos carboxílicos, hidroxila e grupos fosfato. Fe(II) 

está em uma linha de fronteira de metal duro e macio, e em termos da teoria HSAB de-

verá favorecer ligantes de nitrogênio e enxofre, tais como histidina, porfirina, metionina 

e cisteína especialmente. O Fe(III) tem um número de coordenação 6, comumente for-

mando complexos octaédricos, mas em outros estados de oxidação como IV e V pode 

formar complexos bipiramidal trigonais9 e tetraédricos10 respectivamente. 

Uma boa escolha das condições de coordenação permite o controle do potencial 

de redução para o par de Fe3+ / Fe2+. Isto pode ser ajustado por ligantes bem escolhidos, 

para que os sítios de ferro abranjam quase toda a gama biologicamente significativa de 

potenciais de redução, a partir de -0.5 V até +0.6 V 11. 

 

1.1.1 Ferro na biologia  

 

O ferro é um elemento onipresente que exerce um papel central em praticamente 

todos os organismos vivos, está envolvido em processos essenciais para a vida, como o 

transporte, armazenagem e ativação de oxigênio molecular, redução de nucleotídeos e 

dinitrogênio, e de transporte de elétrons12. A adequação única para cumprir esses papéis 

decorre da abundância natural de ferro e a adequação de sua química aquosa, especial-

mente a extrema variabilidade de suas propriedades redox que podem ser afinadas por 

ligantes bem escolhidos 11 

 

O ferro é fundamental para a biologia dos organismos que vivem em um ambi-

ente rico em oxigênio. Ao fornecer um local de ligação específico para o oxigênio na 

porção de heme hemoglobina, o ferro aumenta muito a capacidade de transporte de oxi-

gênio em soluções aquosas e facilita a entrega de oxigênio para os tecidos de organis-

mos multicelulares13. O ferro um dos principais componentes da costra terrestre, mas 

seus benefícios são compensadas por sérias limitações para a sua utilidade biológica2. O 

ferro disponível serve como catalisador para a formação de radicais livres, muito peri-

gosos que danificam os componentes macromoleculares da célula14. 
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Em suma, existe no meio ambiente mais ferro em forma férrica (Fe(III)), que é 

praticamente insolúvel em água a pH neutro. E para enfrentar essas dificuldades, siste-

mas complexos de transporte e aquisição de ferro evoluíram em todos os organismos, e 

não surpreendentemente, o desequilíbrio nos níveis de ferro pode originar diversas de-

sordens em todos os organismos 15,16. 

 

1.1.2 O Ferro e o metabolismo humano 

 

Apesar de que a quantidade total de ferro no organismo de um homem adulto 

médio é de cerca de 4 g, apenas 0,5-2 mg ingressa e sai do corpo diariamente. A ho-

meostase de ferro vai se manter pela minuciosa regulação da absorção de ferro, porque 

não existe um mecanismo fisiológico exclusivo de excreção de ferro17. Em vez disso, o 

ferro normalmente deixa o corpo só através da perda de sangue menstrual e através da 

descamação de células epiteliais da pele e da mucosa do trato gastrointestinal, vias bilia-

res e urinário. A absorção de ferro é regulada em resposta ao nível de reservas de ferro 

do corpo e pôr a quantidade de ferro necessária para a eritropoiese. A deficiência de 

ferro nos tecidos e a eritropoiese podem acelerar a absorção de ferro muitas vezes, po-

dendo ser mais eficiente a eritropoiese do que a deficiência de ferro15,18. 

 

A distribuição do ferro dentro do corpo de uma pessoa normal está ilustrada na 

Figura 1.1. A porção maior, variando de 65% a 75% do total, é encontrada na hemo-

globina das células vermelhas do sangue. Uma vez que as células vermelhas do sangue 

alcançam o fim da sua vida útil, são fagocitadas por macrófagos reticuloendoteliais, que 

reciclam o ferro heme. A maior parte de ferro do corpo, por conseguinte, cicla através 

destes dois tipos de células derivadas de medula óssea. Outros tecidos usam pequenas 

quantidades de ferro. A maior parte do estoque de ferro do corpo é armazenado no fíga-

do, e em um homem adulto normal, a reserva de ferro no fígado pode variar de 0,5 a 1 

g. Crianças e mulheres menstruadas têm reservas de ferro do fígado muito menores por 

causa de suas necessidades acrescidas de ferro e aumento das perdas de ferro, respecti-

vamente. Na gravidez, uma fração significativa de ferro corporal total é desviada para o 

desenvolvimento do feto. Em situações de deficiência de ferro, precursores eritróides 

têm prioridade e a produção de células vermelhas do sangue continua à custa de outros 

tecidos15,19,20.  
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Figura 1.1: Distribuição de ferro dentro do corpo15 

 

A eritropoiese torna-se limitada uma vez que os estoques de ferro estão esgota-

dos21. Em contraste, na sobrecarga de ferro, a eritropoiese prossegue normalmente e o 

excesso de ferro é depositado em outros tecidos22. O fígado assume a principal carga de 

ferro, mas, com o tempo, os miócitos cardíacos, células acinares pancreáticas e outras 

células também se tornam carregadas com ferro15,19. 

 

A anemia ferropriva, que geralmente resulta de ingestão de ferro na dieta inade-

quada, ou perda excessiva de sangue, é a anemia nutricional e mais comum23. A falta de 

ferro também pode resultar de um defeito hereditário pouco comum (anemia microcíti-

ca) na absorção de ferro, mas a origem dos genes mutantes que levam a esta condição 

ainda não foi identificada em humanos24–27. A sobrecarga de ferro, pelo contrário é qua-

se sempre causada por uma tendência hereditária para absorver o excesso de ferro, ou 

por uma deficiência crônica que leva o paciente a necessitar de transfusões sangüíneas 

freqüentes. Existem várias desordens de sobrecarga de ferro que produzem sinais e sin-

tomas clínicos semelhantes (Caixa 1.1), e mutações causais foram identificados por 
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algumas delas, como a hemocromatose hereditária, que é mais compreendida das per-

turbações de sobrecarga de ferro. 

Caixa 1.1: Transtornos do metabolismo de ferro15. 

Transtornos do metabolismo do ferro 

Falta de ferro 

Manifestações principais 

• Anemia (palidez, fadiga, diminuição da tolerância ao exercício físico) 

• Fraqueza 

• Pica (alotriofagia) 

Causas 

• Ingestão de ferro na dieta inadequada 

• Perda de sangue 

• Intolerância ao leite infantil 

• Consumo de substâncias que interferem com absorção (por exemplo, antiácidos e farelo) 

• Perda de epitélio de absorção no intestino 

• Insuficiência gástrica, falta de suco gástrico 

Sobrecarga de ferro 

Manifestações principais 

• Fadiga 

• Depressão 

• Dor nas articulações 

• Aumento da pigmentação da pele 

• Doença hepática que pode progredir para cirrose 

• Aumento do risco de carcinoma hepatocelular 

• Cardiomiopatia e arritmias 

• Diabetes 

• Hipogonadismo, impotência 

Causas 

• Hemocromatose hereditária HH (tipo 1*, HFE associado)  

• Hemocromatose juvenil (tipo 2*)  

• Hemocromatose autossômica dominante  

• Hemocromatose não-HFE (Tipo 3*, TFR2-associada) 

• Anemia sideroblástica congênita 

• Aceruloplasminemia  

• Hemocromatose neonatal (de vários tipos)  

• Talassemias; Doença renal crônica (necessidade de transfusões) 

* Os três tipos de hemocromatose são designados de acordo com a classificação utilizada pelo banco de dados On Line Mendelian 

Inheritance in Man (OMIM)28 
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Até recentemente, pouco se sabia sobre como o ferro entra e sai de células de 

mamíferos. Como um grande íon carregado, o ferro não pode cruzar bicamadas lipídicas 

diretamente e por isso requer maquinaria celular para facilitar o seu transporte. A trans-

ferrina, uma proteína abundante no plasma que foi identificada há mais de meio século 

29, liga-se ao íon Fe(III) com alta afinidade e o solubiliza, atenuando a sua reatividade e 

o entregando às células. Este ciclo eficiente de endocitose mediada por receptor, desen-

cadeada pela ligação de transferrina a um receptor específico da superfície celular (Fi-

gura 1.2), é um dos processos mais bem compreendidos em biologia celular30,31. Mas o 

ciclo de transferrina não poderia explicar como o ferro atravessa a membrana endosso-

mal para entrar no citoplasma. Esta questão, dentre outras, como por exemplo como as 

células epiteliais de absorção que revestem o intestino absorvem ferro da dieta, e como 

uma célula regula a exportação de ferro, ficou sem resposta, e por muitos anos o estudo 

de transporte de ferro esteve em um impasse. Com o advento da genética molecular, no 

entanto, novas ferramentas se tornaram disponíveis para responder a estas perguntas 

importantes15,32,33. 

 

A holotransferrina (holo-Tf) liga-se a receptores de transferrina (TfR) na super-

fície da célula. Os complexos localizam poços revestidos por clatrina, os quais invagi-

nam para iniciar a endocitose19. Se formam endossomos especializados, e se tornam 

ácidos através da ação de uma bomba de prótons. A acidificação leva a alterações con-

formacionais proteicas que liberam o ferro da transferrina19. A acidificação também 

permite o transporte de ferro acoplado a prótons para fora dos endossomos através da 

atividade do transportador de metal divalente 1 (DMT1). Posteriormente , a apotransfer-

rina (apo-Tf) e o receptor de transferrina retornam à superfície celular, onde são dissoci-

ados a pH neutro . Ambas as proteínas participam de novas rodadas de entrega de ferro. 

Em células não-eritróides, o ferro é armazenado como ferritina e hemossiderina15. 
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Figura 1.2: O ciclo de transferrina15.  

 

1.1.3 Transporte de metais na célula  

 

Os metais são os poluentes mais comuns e estão presentes nas mais diversas 

áreas de costa em todo o mundo. Metais de transição, como por exemplo, cobre, zinco, 

ferro, cobalto ou manganês, são essenciais para a manutenção da saúde da maioria dos 

organismos, estando presente na composição de diversas proteínas envolvidas nas mais 

diversas funções biológicas34. No entanto, em excesso, esses metais se tornam tóxicos, 

ligando-se inapropriadamente a moléculas biológicas ou formando perigosos radicais 

livres. Portanto, para manter a homeostase desses metais, através do balanço entre ab-

sorção e excreção, é necessário haver um fino balanço de suas concentrações já que eles 

são vitais para os organismos na sua maioria34. 

 

Para manter a concentração de metais essenciais dentro do padrão fisiológico 

(que é variável entre os diversos grupos taxonômicos) são necessários diversos meca-

nismos que controlam a sua ingestão, acúmulo, distribuição e destoxificação35. As prin-

cipais rotas para a homeostase do metal são: regulação de transporte na membrana 

plasmática, ligação intracelular a proteínas, como metalotioneínas, e compartimentali-

zação em lisossomos, mitocôndrias e retículo endoplasmático, por exemplo36–39. 
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Existem três mecanismos homeostáticos para entrada de metais nas células: (i) 

ligação em sítios específicos como em moléculas ligantes (sendo a metalotioneína a 

mais importante); (ii) compartimentalização em vesículas de membranas, mais frequen-

temente presentes em lisossomos; (iii) formação de precipitados insolúveis como con-

creções Ca/Mg ou grânulos Ca/S. Estes mecanismos apresentam diversos graus de efi-

cácia em diferentes organismos e em diferentes tipos de células no mesmo organismo40. 

 

Várias rotas têm sido propostas para o transporte de metais através da membrana 

citoplasmática, sendo elas: (i) transporte iônico mediado por ligação do metal à mem-

brana; uma vez no citosol, o metal se liga a proteínas e então é continuadamente trans-

portado de forma passiva na célula, fazendo com que o metal se torne, consequentemen-

te, indisponível para retornar ao meio externo41; (ii) transporte através de canais de pro-

teínas onde os íons de metal são transportados por gradiente hidrofílico; (iii) difusão 

passiva do metal na bicamada lipídica dissolvida; e, (iv) endocitose – englobamento de 

partículas ferro-metálicas as quais são transferidas para vesículas intracelulares. Essas 

duas últimas rotas são, provavelmente, as de menor importância para a absorção típica 

de metais da solução pelos crustáceos aquáticos42–44. Além disso, a absorção junto à 

membrana celular é governada por transportadores específicos, transporte por canais de 

proteínas, difusão passiva de metais lipossolúveis e, também, por endocitose45.  

 

1.1.4 Transporte de ferro na célula  

 

Um aspecto importante do metabolismo do ferro é que diferentes tipos de célu-

las precisam lidar com ferro em maneiras diferentes. O transporte de ferro envolve tanto 

a sua importação (trazendo ferro na célula do ambiente externo) e sua exportação (libe-

rando ferro das células para uso em outros lugares). Processos ferro-importação e ferro-

exportação em diferentes tipos de células, de acordo com nossa compreensão atual de 

proteínas de ferro-transporte, são mostrados na Figura 1.3.  

 

Em células envolvidas na aquisição de ferro para o corpo, incluindo sinciciotro-

foblastos e enterócitos duodenais (Figura 1.3 a), o ferro deve atravessar duas duplas 

camadas lipídicas. E deve ser importado através de uma membrana e exportado através 

de outra à medida que se transporta através da barreira epitelial. Há pouco o nada de 
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transporte paracelular de ferro, entre células que estão unidas por junções apertadas e 

justas entre as membranas laterais, em indivíduos normais15,19.  

 

Os eritrócitos (Figura 1.3 b) são únicos entre os principais tipos de células en-

volvidas na manipulação de ferro. Embora tenham um processo de absorção de ferro 

altamente eficiente, todo o ferro de eritrócitos é mantido pela célula e a maior parte dele 

está comprometido com a síntese de hemoglobina. Portanto, é pouco provável que os 

eritrócitos possuam um aparelho para a exportação de ferro15,46. 

 

Dois principais tipos de células estão envolvidos no armazenamento de ferro: 

hepatócitos e macrófagos reticuloendoteliais. Os hepatócitos (Figura 1.3 c) funcionam 

como um depósito de armazenamento para a maior parte do ferro que não é necessário 

em outros lugares. Eles têm mecanismos para aquisição de ferro tanto ligado à transfer-

rina e ferro lábil que circula quando os sítios de ligação da transferrina estão totalmente 

ocupados O ferro em sistemas vivos parece predominantemente associado com proteí-

nas, mas também pode se encontrar em formas referidas como ferro lábil, ou seja, asso-

ciado a espécies menos estáveis e, portanto, mais reativas (e, em alguns casos, redox-

ativas) 47.O ferro não-ligado à transferrina é quase indetectável no plasma de indivíduos 

normais, mas pode estar presentes em quantidades significativas em indivíduos com 

sobrecarga de ferro. Os mecanismos de absorção de ferro ligado à transferrina e não 

ligado à transferrina diferem, mas uma vez dentro da célula, o ferro armazenado é mais 

encontrado na ferritina, uma envoltura de múltipla subunidades de proteínas que pode 

acomodar até 4500 átomos de ferro48. Os hepatócitos exportam ferro em resposta às 

necessidades dos tecidos, promovendo a sua ligação à transferrina para reentrar em cir-

culação. Os macrófagos reticuloendoteliais (Figura 1.3 d), do fígado e baço, também 

processam e armazenam ferro. Eles são importantes para a reciclagem de ferro a partir 

de células vermelhas senescentes do sangue. Dado que a maioria do ferro do organismo 

é encontrada na hemoglobina dos glóbulos vermelhos, a reciclagem de ferro é essencial 

para a homeostase de ferro. Os detalhes de reciclagem de ferro não são compreendidos, 

mas a heme oxigenasse provavelmente contribui para catalisar a liberação de ferro do 

heme. Como hepatócitos, os macrófagos têm um mecanismo para a exportação de ferro 

para a transferrina15,46,49. 
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Existem quatro tipos de células que tem funções especiais no manejo de ferro: 

enterócitos duodenais (Figura 1.3 a) que absorvem ferro não heme da dieta, que é redu-

zido por uma ferriredutase de membrana e transportado para dentro da célula através do 

transportador de metal divalente 1 (DMT1)50. Uma parte do ferro é armazenado no inte-

rior da célula na ferritina, o restante deve passar através da membrada basolateral para 

atingir ao plasma. Um exportador de ferro, ferroportina-1 (FPN-1), provavelmente rea-

liza a transferência do ferro basolateral em cooperação com a hefestina, uma possível 

ferroxidase. A hefestina é a homologa à oxidase de plasma ceruloplasmina (CP), que 

pode ter uma função análoga à da CP na exportação de ferro a partir de outras células. O 

ferro é absorvido e carregado pela apotransferrina (apo-Tf) para dar holotransferrina 

(holo-Tf) através de um mecanismo de captação de ferro na célula19. Precursores eri-

tróides (Figura 1.3 b) capturam ferro através do ciclo da transferrina, tal como descreve 

na Figura 1.2. Células eritróides provavelmente não tem nenhum mecanismo de expor-

tação de ferro; essencialmente todo o ferro nessas células é incorporado na hemoglobi-

na15. Os hepatócitos (Figura 1.3 c) capturam ferro através de pelo menos duas vias dis-

tintas. Tem o ciclo da transferrina e um sistema de transporte que leva o ferro não ligado 

à transferrina (NTBI, Non-transferrin-bound iron), já identificado51. Os hepatócitos 

armazenam ferro na ferritina; quando o ferro é necessário em outras partes do corpo, 

pode liberar ferro para a transferrina, através da FPN52. A CP parece ajudar a exportação 

de ferro a partir dos hepatócitos, mas sua função exata não é bem conhecida15. Os ma-

crófagos reticuloendoteliais (Figura 1.3 d) realizam a reciclagem do ferro. Eles ingerem 

os glóbulos vermelhos (RBC) envelhecidos e o lisam num compartimento fagolisosso-

mal. A hemoglobina é degradada e o ferro é liberado a partir do heme. A enzima heme 

oxigenasse pode participar neste processo. O mecanismo de exportação de ferro dos 

macrófagos ainda não é conhecido, mas novamente pode implicar a FPN-1 e CP, similar 

à exportação de ferro dos hepatócitos15. 
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Figura 1.3: Transporte de ferro celular15 

 

1.2 Estresse oxidativo 

 

Estresse oxidativo é a consequência de um desbalanço entre produção e elimina-

ção das espécies reativas de oxigênio (EROs), podendo se dar tanto pelo aumento na 

formação destas espécies quanto pela queda na capacidade antioxidante celular. A con-
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sequência da instalação desse processo é a perda das funções celulares que podem, em 

última instância ocasionar sua morte53.  

 

1.2.1 Espécies Reativas de Oxigênio 

 

  Radical livre é definido como qualquer átomo, molécula ou fragmento de molé-

cula contendo um ou mais elétrons não emparelhados na camada mais externa ou cama-

da de valência, o que lhes confere meia vida curta e alta reatividade com outras biomo-

léculas, principalmente proteínas, lipídeos e o ácido desoxirribonucléico (DNA)54.  

 

Existem, entretanto, moléculas altamente reativas, devido à sua instabilidade, 

mas que não apresentam elétrons desemparelhados na última camada e, assim, não po-

dem ser classificadas como radicais livres. Essas moléculas são derivadas do metabo-

lismo do oxigênio, sendo conhecidas como espécies reativas de oxigênio (EROs). Os 

radicais livres são: alcoxila (RO•), peroxila (RO2
•), ânion superóxido (O2

•–), hidropero-

xila (HO2
•), hidroxila (OH•), hidroperoxila (HO2

•)55 e dentre as espécies não radicalares, 

se tem, ozônio (O3), oxigênio singlet (1O2), peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido hipo-

cloroso (HOCl)56. As espécies reativas de oxigênio (EROs) são formadas durante o me-

tabolismo normal, por processos enzimáticos e não enzimáticos54 . O oxigênio, por cau-

sa à sua inerente configuração, tende a receber um elétron de cada vez e formar compos-

tos intermediários altamente reativos, ressaltando-se o ânion superóxido (O2
•–), o radical 

hidroxila (OH•) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 
57.  

 

O radical ânion superóxido (O2
•–) pode ser formado pela redução univalente do 

oxigênio molecular (O2) na cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria56 e no 

complexo de multicomponentes enzimáticos NADPH oxidase58, mas, ao contrário da 

maioria dos radicais livres, é inativo. Em meio aquoso, sua reação principal é a dismu-

tação, na qual se produz uma molécula de peróxido de hidrogênio (H2O2) e uma molé-

cula de oxigênio  

 

222
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Equação 1.1: Dismutação de dois ânions superóxidos (O2
•–) em peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e água (H2O).  

 

O radical ânion superóxido (O2
•–) participa de processos químicos relevantes no 

ambiente biológico. A principal função dele é contribuir na produção do radical hidroxi-

la (OH•) através de reação de oxidação do Fe2+ para Fe3+, produzindo o radical superó-

xido (reação de Haber-Weiss) que promove a formação de H2O2, que em presença de 

Fe2+ da origem a OH• (Reação de Fenton)54,59 . 
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Equação 1.2: Reação de Haber-Weiss e Reação de Fenton exemplificando a formação 

do ânion superóxido (O2
•–) para promover a formação do radical hidroxila (OH•) utili-

zando Fe2+.  

 

  O peróxido de hidrogênio, quando não eliminado do organismo pelas enzimas 

antioxidantes da família das peroxidasses (GPx) e catalases (CAT), pode gerar radicais 

hidroxilas (•OH). Apesar de causar efeitos danosos (peroxidação lipídica), o radical 

ânion superóxido (O2
•–) tem importância vital para as células de defesa e, sem ele, o 

organismo está desprotegido contra infecções causadas por vírus, bactérias e fungos, já 

que ele é gerado in vivo por fagócitos ou linfócitos e fibroblastos durante o processo 

inflamatório para combater corpos estranhos 54,60. 

 

O radical hidroxila (•OH) é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua 

meia-vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais frequen-

temente atacam as moléculas por abstração de hidrogênio e por adição a instaurações. 

Nos experimentos em laboratório, o radical hidroxila (•OH) pode facilmente ser seques-

trado por inúmeras moléculas devido à sua alta reatividade. No entanto, para que os 

resultados in vitro se reproduzam in vivo, é necessário ministrar altas concentrações de 

antioxidante para que este alcance o local onde o radical hidroxila esteja presente em 

(Reação de Haber-Weiss) 

(Reação de Fenton) 

Lenta 
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concentração suficiente para suprimi-lo, o que não é factível. Existem duas maneiras de 

controlar a presença do radical hidroxila (•OH): reparar os danos causados por ele ou 

inibir sua formação 59.  

 

1.2.2 Lipoperoxidação (LPO)  

 

Uma das consequências do estresse oxidativo, devido ao desequilíbrio favoreci-

do pelos pró-oxidantes sobre os níveis de antioxidantes, é originar danos oxidativos em 

células, tecidos e órgãos60. Tem sido reconhecido que níveis elevados de radicais livres 

ou espécies reativas de oxigênio (EROs) podem infligir danos diretos aos lipídios. As 

fontes primárias de produção de EROs endógenos são as mitocôndrias, membrana 

plasmática, retículo endoplasmático, e peroxissomos61 através de uma variedade de me-

canismos, incluindo reações enzimáticas e / ou auto-oxidação de vários compostos, tais 

como catecolaminas e hidroquinona. Diferentes estímulos exógenos, tais como a radia-

ção ionizante, radiação ultravioleta, o fumo do tabaco, infecções de agentes patogêni-

cos, toxinas ambientais, e exposição ao herbicida / insecticidas, são fontes in vivo para 

produção de EROs. Os dois EROs mais prevalentes que podem afetar profundamente os 

lipídios são principalmente radical hidroxila (HO∙) e hidroperoxila (HO∙2).  

 

O radical hidroperoxila (HO∙2) desempenha um papel importante na química da 

peroxidação lipídica. Esta forma protonada de superóxido produz H2O2 que pode reagir 

com os metais ativos redox incluindo ferro ou cobre para gerar mais HO∙ através de 

reações Fenton ou de Haber-Weiss (Equação 1.1). O HO∙2 é um oxidante muito mais 

forte do que o ânion superóxido-radical e poderia iniciar a oxidação da cadeia de fosfo-

lipídios polinsaturados, levando ao comprometimento da função da membrana 60,62. 

 

A lipoperoxidação (LPO) pode ser descrita como um processo em que oxidantes 

podem atacar os lipídeos contendo uma ou mais ligações duplas carbono-carbono. Esse 

é o caso especial dos ácidos graxos poli-insaturados (PUFA), que envolvem a captação 

de hidrogênio a partir de um átomo de carbono, e a inserção de oxigênio, resultando em 

radicais (hidro)peroxilipídeos 62. Glicolípideos, fosfolípideos (PLS) e colesterol (Ch) 

também são alvos bem conhecidos de modificação peroxidativa prejudicial e potencial-

mente letal, ou, ao menos, conduzir a danos que podem facilitar o desenvolvimento de 

vários estados patológicos e envelhecimento acelerado. O impacto de lipídeos na mem-
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brana da célula de oxidação e a forma como estes danos oxidativos estão envolvidos em 

ambos os processos fisiológicos e patológicos importantes condições foram analisadas 

em várias avaliações63–66. O processo global da LPO consiste em três etapas: iniciação, 

propagação, e terminação (Esquema 1.2) 62,67,68. 

  

Esquema 1.1: Processo de lipoperoxidação60: (1) Na iniciação, a abstração de um áto-

mo de hidrogênio alílico da cadeia de lipídio (LH) por um radical livre (R•) gera um 

radical lipídico (L•) centrado no carbono. (2) Na fase de propagação, L• reage rapida-

mente com o oxigênio para forma um radical LOO•. (3) Este retira um átomo de hidro-

gênio a partir de outra molécula de LH para formar outro radical lipídio L• e hidropero-

xilipídeo LOO• (4) A reação de terminação ocorre quando os antioxidantes doam um 

átomo de hidrogênio às espécies de radicais peroxila resultando na formação de produ-

tos não radicalares.60 

 

1.3 Detecção fluorimétrica de ferro 

 

A luminescência é geralmente considerada como a emissão de luz de um estado 

eletronicamente excitado e é dividida em duas categorias, fluorescência e fosforescên-

cia, dependendo da conformação do elétron no estado excitado. Em estados singletos 

excitados, Sn, o elétron no orbital excitado está emparelhado com relação ao elétron no 

orbital de estado fundamental, ou seja, é de spin oposto. O retorno ao estado fundamen-
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tal, S1 → S0, é permitido por spin e ocorre muito rapidamente pela emissão de um fóton, 

ou seja, fluorescência. Em contraste, quando o elétron no orbital excitado tem a mesma 

orientação de spin como o elétron estado fundamental, a transição para o estado funda-

mental, T1 → S0, é spin proibido e a emissão do fóton é relativamente mais lenta, ou 

seja, fosforescência69,70.  

 

Existem muitas formas de supressão de fluorescência. O supressor pode ser um 

doador de elétrons, e o estado excitado pode ser o aceptor. Os supressores podem atuar 

por transferência de energia de ressonância por fluorescência (FRET), um processo não-

radiativo, onde existe fluorescência do doador e receptor de sobreposição espectral ou o 

supressor pode ser um supressor por colisão. Neste caso, o fluoróforo retorna ao estado 

fundamental durante um encontro difusivo com um supressor, dentro do tempo de vida 

do estado excitado do fluoróforo, sem a emissão de um fóton (Figura 1.4 a)71. Para a 

supressão por colisão as moléculas não são alteradas quimicamente no processo71–73. 

 

Para halogênios, alguns pseudo-halogênios e alguns outros átomos pesados, a 

supressão é através da passagem intersistema para o estado tripleto excitado, promovido 

pelo acoplamento spin-órbita do fluoróforo excitado (singleto) e o halogênio após con-

tato. Uma vez que a emissão do estado tripleto é lenta, a emissão tripleto é susceptível 

de ser suprimida por outros processos (Figura 1.4 b)71. Outros mecanismos de supres-

são incluem supressão estática, onde fluoróforos formam complexos não-fluorescentes 

com supressores, um processo que não depende da difusão ou colisões moleculares. A 

supressão também pode ocorrer através de diversos processos triviais, tais como a ate-

nuação da excitação da luz pelo próprio fluoróforo ou outras espécies de absorção. Ex-

ceto por transferência de energia e estes processos triviais, os mecanismos de supressão 

envolvem o contato muito próximo entre o estado excitado de uma espécie fluorescente 

e o supressor e são por vezes referidos como supressores de contato71–73. 
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a 

b 

 

Figura 1.4: Diagrama de Jablonsky mostra: (a) absorção hνA; decaimento não 

radioativos ∑ 𝐾𝑛𝑟; decaimento radioativo hνF, i.e. fluorescência, e outros caminhos não 

radioativos para o estado fundamental de supressão de fluorescência por colisões e 

FRET. (b) supressão de fluorescência por íons de halogênios, onde o estado tripleto 

resultante pode ser despovoado por: processos não radioativos; decaimento radioativo 

hνP, i.e. fosforescência i ou supressão, por exemplo pelo O2 dissolvido.71. 
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Detectores de ferro por fluorescência são baseados em sondas ou moléculas sen-

síveis ao ferro, que sofrem mudanças rápidas e monitoráveis como resultado da intera-

ção com o ferro disponível74,75. Os sensores fluorescentes de ferro apresentam uma por-

ção sinalizadora (fluoróforo) com alto rendimento quântico e outra porção definida para 

fornecer a mais alta capacidade de complexação pelo ferro76.  

  

Fluoróforos comuns como o nitrobenzfurazan (NBD) ou fluoresceína (Fl) po-

dem ser acoplados a quelantes de ferro, tais como desferrioxamina (DFO) ou siderófo-

ros invertidos 77,78. O quelante aproxima o íon metálico do ambiente fluoróforo, e aquele 

desencadeia a supressão de fluorescência por transferência de carga ou de energia 79,80. 

O ferro catiônico é inerentemente paramagnético, e portanto, capaz de originar uma 

desativação não radioativa81.  

 

Vários quelantes e sideróforos têm sido utilizados como receptores de alta afini-

dade por ferro, com a fluoresceína como porção fluorescente. Na Figura 1.5 se mostram 

as primeiras sondas desenhadas para cumprir o papel de sensor de metais, que é repre-

sentado por NBD e Fl, análogos de desferroxamina (NBD-DFO e Fl-DFO) 75,82, sideró-

foros invertidos (RSF)83, DTPA (Fl-DTPA)84, EDTA (calceína), fenantrolina (Fl-Fen, 

verde) e transferrina marcada com fluoresceína (Fl-Tf) 85.  

 

Outros sideróforos naturais ou sintéticos, diferentes do DFO, podem ser acopla-

dos a sondas fluorescentes ou tornados intrinsicamente fluorescentes na busca de sinte-

tizar novas sondas fluorescentes específicos de ferro83,86–90. Os ligantes conjugados de 

fluoresceína mostrados na Figura 1.5 tem o mesmo rendimento de fluorescência da 

fluoresceína nativa em condições fisiológicas (pH 7,4). Quando complexados ao ferro, 

esses conjugados apresentam supressão de fluorescência 75. 

 

Em condições ambiente as sondas guardam uma estequiometria (metal:sonda) 

1:1 para o Fl-DFO, Fl-DTPA e CAL; 2:1 para a Fl-Tf, e 1:3 para a Fl-Phen91–93. A de-

tecção de ferro lábil pode ser conseguida sem saturar completamente a sonda. A eficiên-

cia da supressão máxima devido ao metal varia entre 70 e 90%, dependendo da sonda 

(Figura 1.6) com a CAL, Fl-Phen, e Fl-DFO mostrando valores mais elevados de su-

pressão (background insignificante), enquanto que a Fl-Tf mostra os menores valores de 

supressão com background significativo91.  
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Figura 1.5: Estruturas químicas de algumas sondas fluorescentes para ferro91. 
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Figura 1.5: Detecção de ferro por titulação fluorimétrica com diferente sondas vs. con-

centração de ferro91 

 

Devido ao interesse em estudar os reservatórios de ferro lábil celulares, muitas 

técnicas foram aprimoradas50,91,92,94–96. Métodos iniciais envolveram o monitoramento 

de pequenas quantidades de ferro lábil através da transferrina97, complexação com des-

ferrioxamina, detecção por espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica 

(EPR)98, e fracionamento de espécies citossólicas de baixo peso molecular e identifica-

ção de complexos que contem ferro em células 99. Uma necessidade de estudar o ferro 

lábil não-destrutivamente levou ao desenvolvimento de técnicas de fluorescência. O 

protocolo mais comum utiliza calceína-acetoximetila (CAL-AM), o éster de calceína 

que é membrana-permeável e não-fluorescente100. A CAL-AM é hidrolisada por estera-

ses intracelulares, liberando calceína, que se liga ao ferro no reservatório lábil. A su-

pressão da fluorescência resultante é usada para calcular a concentração de ferro total 

(Figura 1.7) Mas esta técnica não pode ser aplicada para o estudo de qualquer outro íon 

metálico, devido à pouca seletividade da calceína, que deveria ser contrabalançada com 

o enorme excesso de ferro em relação a outros íons metálicos no citossol. Um número 

de novos quelantes fluorescentes têm sido recentemente desenvolvidos para permitir 

imagens mais sofisticadas dos reservatórios de ferro lábil em células vivas, incluindo 

alguns que são seletivos para Fe(II) ou Fe(III) 94,101,102. 
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Figura 1.7: O método da calceína para a medição de reservatórios de ferro lábil (LIP). 

(A) As células são tratadas com o derivado acetometoxi da calceína (CAL-AM), que é 

não fluorescente e é permeável pela membrana. Na célula, o CAL-AM é hidrolisado a 

calceína (CAL), que é altamente fluorescente, mas é suprimida bruscamente mediante a 

ligação com ferro94. 

 

1.4 Fármacos no meio ambiente  

 

 

Atualmente, se reconhece que a água pode ser ao mesmo tempo uma fonte vital 

para os organismos vivos e um veículo para eliminação de poluentes. Esse antagonismo 

pode ser considerado como parte do atual problema no ambiente que está inserida no 

conflito entre natureza, tecnologia e indústria. Este paradigma é acompanhado pelo em-

prego de bioindicadores, que consistem em indicadores bioquímicos e celulares na pre-

sença de contaminantes através da análise de fluidos corpóreos bem como células ou 

tecidos, e atualmente parâmetros comportamentais têm sido reconhecidos por estabele-

cer interferências ecológicas juntamente com observações bioquímicas e/ou fisiológi-

cas103,104.  
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Muitas áreas estuarinas e costeiras em desenvolvimento são objeto de despejo de 

metais pelo homem e o acúmulo destes, especificamente ou não essenciais, é muito de-

pendente da concentração ambiental na água e o período ao qual os animais são expos-

tos a essas concentrações, além de existir também outros fatores que afetam processos 

de acúmulo, como temperatura e salinidade105. Nas últimas décadas, entretanto, em de-

corrência dos processos de urbanização e de industrialização, quantidades consideráveis 

de metais são introduzidas nos sistemas aquáticos.  

 

A porção costeira do mar está frequentemente contaminada por diversos tipos de 

poluentes e patógenos humanos devido à atividade humana106–108, e a mineração é con-

siderada uma das mais importantes fontes antropogênicas de metais, juntamente com a 

queima de combustível fóssil, incineração, processo e produção de substâncias quími-

cas. Além disso, o despejo industrial e atividades como extração de metal, representam 

contínua ameaça para o ambiente aquático109. 

 

A vida aquática está constantemente exposta à contaminação química devido ao 

aumento da variedade de atividades antropogênicas que podem induzir diversos meca-

nismos de toxicidade, cada um contribuindo para a variação dos estágios que levam à 

efeitos deletérios, podendo ao final, serem potencializados106,110. Muitos destes compo-

nentes perigosos tais como os metais, podem ser acumulados em tecidos de crustáceos 

em concentrações mais elevadas que aquelas encontradas na coluna de água e sedimen-

to111 , e, por isso, tanto os metais essenciais quanto os não essenciais podem se tornar 

tóxicos112. 

 

Problemas de poluição são comuns na costa do Atlântico, onde há constante 

despejo de metais, nutrientes e compostos orgânicos, e em diversos sistemas os efeitos 

diretos e indiretos de poluentes têm causado impactos ambientais e econômicos, os 

quais incluem o acúmulo de contaminantes na biota, causando considerável aumento de 

anomalias de reprodução e desenvolvimento relacionadas com a poluição. Além de tais 

efeitos, foram observadas alterações nas condições físicas, fisiológicas e bioquímicas de 

peixes e invertebrados em geral113. Como resultado da poluição através da introdução 

antropogênica direta e indireta de moléculas, surgem efeitos deletérios para fontes de 

habitat e até para a saúde humana104.  
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Poluentes como os metais acumulados em sedimentos atingidos por esgotos po-

dem ser prejudiciais para invertebrados bênticos expostos e podem ser carreados através 

da dieta, aos seres humanos, por exemplo, já que estes consomem frutos-do-mar. Tais 

contaminantes podem causar alterações dos processos biogeoquímicos e fisiológicos de 

organismos na base da cadeia alimentar, os quais podem ser quantificados por parâme-

tros biológicos estimados (frequentemente reportados como índices de estresse ou 

bioindicadores), cujas variações podem ser relacionadas com o status fisiológico dos 

animais113,114. 

 

Diversos estudos têm demonstrado a capacidade de organismos bênticos, próxi-

mos a esgotos, em acumular metais. Particularmente, as lagostas são conhecidas por 

acumular altas concentrações de metais oriundos do ambiente, principalmente no hepa-

topâncreas (glândula digestiva)115. Muitos contaminantes ambientais não somente en-

tram através das brânquias, mas também exercem efeitos tóxicos primários no epitélio 

branquial devido à interferência em um ou mais processos fisiológicos essenciais dos 

animais116. 

 

Muitos fármacos, utilizados na medicina humana e veterinária, são excretados na 

sua forma original ou como metabólitos, e são detectados em ambientes aquáticos em 

baixas concentrações (ng L–1 – μg L–1), mas que podem causar danos para o meio ambi-

ente e para a saúde humana 117,118.  

 

Nestes últimos anos várias pesquisas descreveram a presença de novos compos-

tos chamados de “poluentes emergentes”, em águas residuais e ambientes aquáticos119. 

A Environmental Protection Agency (EPA) dos EUA define poluentes emergentes co-

mo novos produtos químicos para os quais o descarte ainda não está legislado e que 

possuem efeitos desconhecidos sobre o meio ambiente e a saúde humana120. 

 

A presença de fármacos em ambientes aquáticos começou a receber atenção na 

década de 1970, onde uma pesquisa mostrou a presença de ácido clofíbrico, metabólito 

dos antilipêmicos clofibrato e etofibrato, na faixa de concentração de μg L–1, em efluen-

tes de estações de tratamento de esgoto (ETE) na cidade de Kansas, nos Estados Uni-

dos121. Desde então, uma grande quantidade de trabalhos relatam a presença de fárma-

cos em diversos ambiente aquáticos, em várias partes do mundo122–126.  
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No Brasil, uma das primeiras pesquisas publicadas sobre a presença de fármacos 

em ambientes aquáticos, detectou a presença de ibuprofeno, diclofenaco, ácido acetilsa-

licílico, entre outros em resíduos de ETE127. 

 

Em torno de 100.000 produtos farmacêuticos são atualmente registrados na Fo-

od and Drug Administration (FDA) 128. A excreção desses produtos ou de seus metabó-

litos é a principal fonte de contaminação de sistemas naturais por fármacos, sendo que 

os antibióticos representam a maior porcentagem desses produtos. Os antibióticos são 

usados em medicina veterinária, humana e em culturas aquáticas para prevenir infecções 

microbianas129.  

 

O Brasil é o nono maior mercado de fármacos e medicamentos do mundo, e pos-

sui grandes indústrias em seu território130. A indústria nacional lidera as vendas no mer-

cado interno e investe em pesquisas, como a fabricação de medicamentos genéricos. 

Segundo dados do Ministério da Saúde, o mercado farmacêutico movimenta anualmente 

em torno de R$ 54 bilhões (2014) com uma previsão para o 2017 de R$ 100 bilhões131. 

Em um estudo realizado em 2010, verificou-se a existência de 540 indústrias farmacêu-

ticas cadastradas no Brasil, sendo 90 produtoras de medicamentos genéricos132.  

 

Os fármacos são absorvidos pelo organismo e estão propensos a reações metabó-

licas. No entanto, uma quantidade significativa de fármaco administrado não é absorvi-

da pelo organismo e poderia ser eliminada através da urina, fezes ou esterco animal, 

podendo ser descartadas no esgoto doméstico133. Outra fonte de contaminação pode 

ocorrer através do descarte sem tratamento prévio de resíduos provenientes de indústrias 

farmacêuticas em aterros sanitários, contaminando águas subterrâneas e mananciais133. 

 

O Esquema 1.2 ilustra possíveis rotas dos fármacos no meio ambiente. Existem 

três destinos possíveis para os fármacos encontrados nas ETE134: os biodegradáveis que 

são mineralizados a dióxido de carbono e água (p. ex. ácido acetilsalicílico); os que são 

processados metabolicamente ou serão degradados parcialmente (p. ex. penicilinas); e 

os persistentes (p. ex. clofibrato) 133.  
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 Esquema 1.2: Possíveis rotas de fármacos no meio ambiente133. 

 

As pesquisas que têm como principal objetivo a detecção de fármacos no meio 

ambiente iniciaram-se a partir da década de 1970. Nos Estados Unidos esta área de pes-

quisa iniciou-se em 1976121, na Inglaterra em 1985134, na Alemanha em 1996135 e no 

Brasil, em 1997127 .  

 

Há quase vinte anos, detectaram-se diversos fármacos (diclofenaco, ibuprofeno, 

ácido acetilsalicílico, naproxeno ,cetoprofeno, fenoprofeno etc.)127,136 em amostras de 

águas residuais tratadas e não tratadas e em águas naturais, na cidade do Rio de 

Janeiro127. As concentrações dos fármacos encontrados nos efluentes de estações de 

tratamento de esgoto variaram entre 0,1 a 1 mg L–1. As taxas de remoção dos fármacos, 

após a passagem pela ETE, variaram entre 12 a 90%. Desse modo, devido à remoção 

parcial, foi possível detectar alguns fármacos em rios, em concentrações que variaram 

entre 0,002 e 0,5 μg L–1.  
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Outras pesquisas relatam a presença de fármacos em águas superficiais com um 

monitoramento espacial e sazonal na bacia do rio Atibaia, principal manancial de abas-

tecimento público da cidade de Campinas (SP)137. Dentre os fármacos encontrados, se 

ressaltam: diclofenaco de sódio (96 a 115 ng L–1), paracetamol (13 a 280 ng L–1) e ácido 

acetilsalicílico (618 a 1036 ng L–1). As maiores concentrações desses compostos foram 

observadas na época de seca e observou-se que o número de contaminantes aumentou 

ao longo do rio Atibaia, predominantemente a jusante da cidade de Campinas137.  

 

 Numa pesquisa elaborada na China (2007) , foram identificados nove usuais an-

tibióticos (ofloxacino, norfloxacina, roxitromicina , eritromicina, sulfadiazina, sulfadi-

midina, sulfametoxazol, amoxicilina e cloranfenicol) em amostras de água coletada no 

Victoria Harbour, Hong Kong e no Pearl River em Guangzhou138,139. Com exceção da 

amoxicilina, todos os antibióticos foram detectados no Pearl River durante as épocas de 

cheia e seca com concentrações que variaram entre 11 a 67 ng L–1 e entre 66 a 460 ng 

L–1, respectivamente139. A ocorrência, o destino, a influência sazonal e geográfica e a 

avaliação do risco ambiental dos onze fármacos mais consumidos em Portugal foram 

estudadas recentemente140 nas ETE e estações de tratamento de afluentes. As coletas 

foram realizadas em diferentes estações de tratamento por todo país durante o verão e a 

primavera, em 2013. Os fármacos mais encontrados foram os reguladores de lipídios 

(bezafibrato, genfibrozila e sinvastatina), os anti-inflamatórios (diclofenaco, ácido aceti-

lsalicílico e ibuprofeno) e os antibióticos (azitromicina e ciprofloxacina)138,139. Em uma 

revisão sobre a detecção de uma série de antibióticos e hormônios sintéticos em diferen-

tes efluentes e sistemas aquáticos do Vietnã 141, o antibiótico norfloxacina foi encontra-

do em efluentes hospitalares142 e em lagoas de cultura de camarão143 na faixa de concen-

tração entre 10 a 15 μg L–1 e 0,06 a 6,06 mg L–1, respectivamente.  

 

A contaminação de águas por fármacos está se tornando uma preocupação mun-

dial, com graves consequências ambientais. O conhecimento das causas, da ocorrência e 

dos efeitos dos fármacos como poluentes ambientais é necessário para a evolução de 

novas tecnologias nas ETE e no tratamento de resíduos industriais e melhor fiscalização 

governamental. 
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1.4.1 Metalofármacos de Fe e sua toxicidade 

 

As inúmeras atividades biológicas exercidas por íons metálicos têm há algum 

tempo estimulado o desenvolvimento de fármacos à base de metais (metalofármacos). 

Embora o uso de compostos inorgânicos para o tratamento de enfermidades seja muito 

antigo, até a descoberta da atividade antitumoral do complexo denominado cisplatina, 

[Pt(NH3)2Cl2], em 1965, não havia grande interesse em sintetizar ou entender as bases 

moleculares responsáveis pelo mecanismo de ação destes compostos. De fato, a desco-

berta da cisplatina impulsionou a pesquisa e o desenvolvimento de fármacos à base de 

metais144. Elementos inorgânicos têm um papel importante em processos biológicos. 

Alguns compostos orgânicos usados na medicina não apresentam uma ação puramente 

orgânica, sendo ativados ou biotransformados após a coordenação com íons metálicos, 

incluindo as metaloenzimas. Dessa forma, a coordenação de metais a fármacos e molé-

culas que não são utilizadas como medicamento, representa um considerável potencial 

para aumentar a quantidade de medicamentos disponíveis para o tratamento de enfermi-

dades145. No caso específico de compostos inorgânicos, a bioacumulação do íon metáli-

co pode causar efeitos colaterais graves e, portanto, devem ser investigados aspectos 

farmacológicos e fisiológicos in vivo utilizando modelos animais que comprovem a 

eficácia e segurança do composto antes da liberação do fármaco para testes clínicos em 

humanos146. 

 

Os seres humanos são expostos naturalmente a baixas concentrações de metais 

através da água ou de alimentos, porém essa faixa de concentração tem aumentado de-

vido a atividades antropogênicas, agrícolas e industriais145. Metais pesados em nível de 

traços são considerados um dos principais poluentes do meio ambiente. Em particular, a 

rápida difusão de metais pesados no ambiente necessita de uma determinação a níveis 

muito baixos, pois esses elementos tendem a se concentrar em todas as matrizes envol-

vidas, como alimentos, causando efeitos danosos, e em alguns casos, irreversíveis ao 

homem. Metalofármacos de Fe incluem suplementos à base de dextrano e/ou aminoáci-

dos, de uso humano ou veterinário, anti-hipertensivos, e derivados do ferroceno, como o 

ferroceno-TMH e a ferrocloroquina Figura 1.8, que apresentam atividade antitumoral e 

antimicrobiana, além de induzirem sobrecarga do metal até mais eficientemente do que 

os íons livres147 . Além disso, nanomateriais baseados em ferro, como Endorem® ou 

Feridex®, têm sido cada vez mais propostos como agentes carregadores, agentes de 
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contraste para imagens, direcionadores magnéticos de células e proteínas, e em terapia 

por hipertermia148–151. Portanto, é possível antecipar uma procura e produção maiores 

por derivados desse metal.  

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8: TMH-ferroceno (esquerda) e ferrocloroquina (direita). 

 

A possibilidade de sobrecarga de ferro e concomitante dano oxidativo induzida 

por alguns suplementos152 e derivados de ferroceno14,153,154 tem sido reconhecida (mas 

isso não tem sido avaliado para nanomateriais 150). Entretanto, até o momento os traba-

lhos se centraram na avaliação de aumento de NTBI em animais, sem avaliar os riscos 

de danos oxidativos (LPI), e especialmente suas estabilidades frente a complexantes 

competidores em meio fisiológico. Cremos que a compreensão desses fundamentos é 

necessária para racionalizar a toxicidade de metalofármacos de ferro e, por extensão, de 

outros metais.  

 

1.4.2 Nanofármacos 

 

Acredita-se que os nanofármacos podem atingir uma melhor relação risco-

benefício como o aumento da eficácia farmacológica nos órgãos-alvo e uma absorção 

toxicológica reduzida nos órgãos-alvo, tendo como resultado uma diminuição de efeitos 

adversos155.  

 

Os campos crescentes da nanociência e nanotecnologia tem transformado muitos 

setores da indústria, com aplicações inovadoras nas áreas de biotecnologia, eletrônica, 

cosmética, ciência de alimento e farmacêutica. Em particular, a aplicação estratégica das 

nanotecnologias para a pesquisa e desenvolvimento farmacêutico levou ao desenvolvi-
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mento com sucesso de nanofármacos, descritos como sistemas de administração de fár-

macos desenvolvidos para operar na faixa de tamanho de nanômetros com novas propri-

edades que proporcionam benefícios médicos no tratamento clínico de várias 

doenças156,157.  

 

A pesquisa sobre a distribuição racional e direcionamento de produtos farmacêu-

ticos, terapêuticos e agentes de diagnóstico está na vanguarda de projetos em nanofár-

macos. Os primeiros esforços em nanofármacos foram focados em melhorar as proprie-

dades moleculares dos agentes terapêuticos e de diagnóstico156. Mais recentemente, os 

pesquisadores da nanotecnologia tentaram aplicar novas modalidades de diagnóstico e 

terapêutico para uma melhora evolutiva na medicina. Os principais objetivos no desen-

volvimento de nanofármacos são o direcionamento de uma específico de entrega, maior 

segurança e biocompatibilidade, desenvolvimento mais rápido dos novos medicamentos 

com uma margem de segurança e melhoramento no comportamento farmacocinético156–

158 

 

Algumas décadas antes que a comunidade cientifica e autoridades reguladoras 

reconhecessem as características dos nanofármacos, as nanopartículas de ferro foram 

introduzidos na prática clínica, como por exemplo complexos de ferro via intravenosa 

como suplemento159. Excedendo seu uso para o tratamento de anemia, as nanopartículas 

de óxido de ferro foram ou estão sendo desenvolvidas para uma ampla gama de usos 

médicos160,161. Esses medicamentos estão formados comumente por magnetita com um 

revestimento de sacarídeo biocompatível162. A biocompatibilidade das nanopartículas de 

óxido de ferro com o órgão-alvo é o primeiro pré-requisito para iniciar estudos clínicos, 

já que desde há muito tempo se acredita que as nanopartículas de ferro têm baixa toxici-

dade, e são bem tolerados no corpo humano163. No entanto, com a aplicação crescente 

de nanopartículas de óxido de ferro, a ocorrência de efeitos tóxicos, tais como estresse 

oxidativo e reações inflamatórias, têm atraído cada vez mais atenção164. As nanopartícu-

las se acumulam nos lisossomos (após a internalização na célula), onde o pH baixo que-

bra o óxido de ferro do núcleo em íons de ferro163,165. Tem sido demostrado que a expo-

sição a nanopartículas de ferro pode induzir citotoxicidade por inalação pulmonar atra-

vés do estresse oxidativo e respostas inflamatórias em ratos163,166. Embora a substância 

ativa seja ferro em todos os produtos, diferenças claras na biodistribuição e toxicidade 
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entre os diferentes complexos têm sido mostrados em estudos clínicos167–170 e não clíni-

cos realizados171–174. 

 

Ademais, existem estudos que avaliam o uso de nanopartículas de ferro zero va-

lente (nZVI) para a descontaminação de águas residuais que apresentam fármacos como 

os principais contaminantes175–179 e alguns outros metais180,181. No entanto os nZVI 

apresentaram toxicidade em diferentes organismo aquáticos, especificamente três espé-

cies de fitoplâncton marinho, uma espécie de fitoplâncton de água doce, e uma espécie 

de zooplâncton de água doce (Daphnia magna),devido à alta atividade redox que apre-

senta182, somando isto aos metalofármacos de ferro presentes no ambiente, que serviri-

am como contaminantes específicos para outras espécies aquáticas 183.  

 

Assim, este trabalho poderia ser um dos pioneiros quanto à avaliação de toxici-

dade e danos fisiológicos de metalofármacos de ferro em organismos aquáticos. 

 

1.5 Bioindicadores de toxicidade aquática  

 

Bioindicadores são modelos animais utilizados para determinar o grau de con-

taminação de um determinado ambiente184.  

 

Os ecossistemas aquáticos vêm sofrendo crescente processo de contaminação 

oriundo de atividades industriais, agrícolas e urbanas. A mensuração apenas destes con-

taminantes no ambiente não traz respostas sobre os efeitos adversos que estas substân-

cias vêm causando nos organismos vivos presentes nestes ambientes184,185. 

 

Desta forma, no biomonitoramento dos corpos d’água devem ser incluídas fer-

ramentas biológicas que tragam respostas sobre o estresse e os efeitos que estes poluen-

tes vêm causando, possibilitando o estabelecimento de relações de causa-efeito186.  

 

Estas respostas biológicas, chamadas de bioindicadores, vêm sendo utilizadas 

para avaliar a exposição e o efeito causados por diferentes contaminantes, tais como, 

metais, compostos orgânicos e agrotóxicos. Os bioindicadores constituem uma aborda-

gem eficiente nos estudos de avaliação do risco e impacto ambiental, pois detectam de 

forma precoce os efeitos reais que estão ocorrendo aos seres vivos em situações de ex-
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posição a ambientes poluídos. O uso de bioindicadores é fundamental para que possam 

ser tomadas medidas mitigadoras e de proteção a estes ambientes186.  

 

1.5.1 Artemia salina (Crustacea, Branchiopoda) 

 

Modelos experimentais com Artemia salina (Figura 1.9) (Brachiopoda: Anos-

traca) são comumente utilizados para análise fisiológica comparativa entre crustáceos de 

ordens diferentes. Por serem facilmente manipuláveis em laboratório, fornecem possibi-

lidades de estudo em diversos estágios do desenvolvimento, desde náuplios até adultos. 

Artêmias são consideradas um modelo confortável e confiável para testes e experimen-

tos. Em 1956, foi publicado na Science o artigo “Artemia como organismo de bioteste”, 

alavancando as pesquisas e os testes com esses animais187.  

 

Artemia salina é um crustáceo da ordem Anostraca (sem carapaça) que vive em 

lagos de água salgada e salinas de todo o mundo, estando adaptada para sobrevivência 

em corpos d’água que sofrem grandes variações sazonais, podendo tolerar salinidades 

que flutuam de 3,5 a 70 ‰188. Aqueles crustáceos desempenham um importante papel 

na corrente de energia da cadeia alimentar189 e pode ser utilizada em ensaios de labora-

tório para determinar toxicidade de alguma substância através da estimativa da dose 

letal para 50% de uma população (valores de LC50)190.  

 

Animais dessa ordem são artrópodes primitivos que pouco se modificaram desde 

o período Triássico. Com um corpo segmentado e ligado a apêndices que parecem fo-

lhas, variam de tamanho entre 8-10 mm nos adultos machos e 10-12 mm nas fêmeas. O 

exoesqueleto é trocado periodicamente e nas fêmeas a muda precede todas as ovulações. 

 

Os náuplios são diecdísicos, tipo de ciclo da muda com estágio de pré-muda 

predominantemente maior do que a intermuda191, enquanto em adultos o período pre-

dominante do ciclo da muda é a intermuda192 .  

 

Artemia salina produz pequenos cistos que sobrenadam na água e são levados 

pelo vento e pela maré. Os cistos de Artemia tem um metabolismo inativo e não se de-

senvolvem se são mantidos secos. Quando esses cistos são imersos em água do mar, 

passam de formato bicôncavo, para esféricos, e dentro da casca, um embrião retoma as 



46 
 

atividades metabólicas. Depois de 20 horas aproximadamente (varia com temperatura e 

fotoperíodo)193, o cisto é rompido e um embrião aparece194. Enquanto embrião, ele per-

manece embaixo da casca do cisto vazio e o desenvolvimento do náuplio é completo em 

um período curto após a eclosão do cisto195.  

 

 

 

Figura 1.9 :Artemia salina  

 

1.5.2 Ucides cordatus (Crustacea, Brachyura, Ocypodidade) 

 

Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) é um caranguejo, considerado o maior 

Ocypodidae de mangue (Figura 1.10) e pertence à família Ucididae196, presente em 

mangues, um ambiente com condições flutuantes, devido ao ciclo de maré e à constante 

instabilidade do tempo, muito comuns em regiões tropicais. Ucides cordatus é conside-

rado um bom osmorregulador, capaz tanto de hipo quanto de hiperosmorregular e, em-

bora seja o gecarcinídeo aquático, possui dispositivos respiratórios que se assemelham 

aos dos caranguejos terrestres197. Além de ser um caranguejo que faz incursões terres-

tres na maré baixa, quando ocorre a limpeza da toca197, apresenta comportamentos de 

construção e alimentação fora da água por diversas horas, ficando, portanto, diretamente 

exposto a contaminantes depositados no ambiente197,198. 

 

O caranguejo Ucides cordatus está amplamente distribuído ao longo da costa 

brasileira, habitando tocas individuais com até 1 metro de profundidade, situadas abaixo 

http://www.obs-banyuls.fr 
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das árvores do mangue. Além destes, uma alta pressão predatória do Ucides cordatus é 

exercida pelos seres humanos que usam o caranguejo como alimento199 . 

 

Ucides cordatus é considerado um importante membro da fauna do manguezal 

na costa Atlântica do continente americano. É também, naturalmente, uma espécie ex-

posta a flutuações da salinidade, a qual pode variar de 2 a 33‰ e consegue manter uma 

concentração de sódio entre 300 e 390 mM, em salinidade acima de 34‰200 . Esses fa-

tores indicam a presença de mecanismos osmorregulatórios evoluídos capazes de bom-

bear NaCl do meio externo para hemolinfa em salinidade abaixo de 26‰ e também, em 

meios mais concentrados, secretarsódio e cloreto197. 

 

 

 

Figura 1.10: Caranguejo Ucides cordatus 

 

 

 

 

 

  

http://www.planetainvertebrados.com.br 
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Capítulo 2 

 

 

Objetivos  
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2. OBJETIVOS 

 

Fármacos em geral, sejam comerciais ou de pesquisa, e metalofármacos de ferro 

em particular, estão desenhados para ser estáveis e ao mesmo tempo ativos para desem-

penhar a função para a qual foram fabricados. Então, é importante entender a problemá-

tica destes compostos quando são liberados no meio ambiente, que interagem direta e 

indiretamente com nosso habitat. 

O primeiro objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade dos diferentes com-

postos de ferro por métodos de fluorescência, frente a ligantes fluorescentes de diferente 

natureza e de grande afinidade pelo ferro (DFO, CAL, Tf), em diferentes meios biologi-

camente relevantes, como soro sanguíneo (humano) e água do mar (crustáceos).  

  Uma vez avaliada a estabilidade, outro parâmetro importante foi determinar a 

capacidade oxidante desses compostos, tanto em solução como em animais inteiros.  

Um terceiro objetivo foi avaliar a toxicidade dos compostos de ferro em um bi-

omodelo de toxicidade aquática (Artemia salina) através da mortalidade (LC50).  

O quarto e último objetivo foi determinar, a nível celular, a quantidade de ferro 

transportado em linhagens de hepatopâncreas de caranguejos Ucides cordatus em dife-

rentes estágios de desenvolvimento (E, R, F e B).  
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Capítulo 3 

 

 

Parte Experimental  
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3. PARTE EXPERIMENTAL  

 

3.1 Compostos Comerciais de ferro 

 

Oito suplementos de ferro comerciais com diferentes envolturas orgânicas para o 

ferro(III), de uso humano e veterinário, de administração oral e intravenosa, foram obti-

dos de diferentes indústrias farmacêuticas do Brasil (tabela 1). 

 

Tabela 3.1: Fármacos comerciais de ferro(III) de diferentes procedências de in-

dústrias brasileiras. 

Nº Amostra Fármaco Composto principal Laboratório 

F 1 

 

Gleptoferril *† 

 

Complexo Macromolecu-

lar de ferro(III) -

Glucoheptonato dextrano 

 

Eurofarma Laboratórios Ltda. 

Industria Brasileira 

 

F 2 
Biovet/Bio-Ferr *† 

Complexo de Hidróxido 

de ferro(III) dextrano 

Laboratório BIOVET S.A. 

Industria Brasileira 

F 3 Dexiron*† 
Complexo de Hidróxido 

de ferro(III) dextrano 

FATEC S.A. 

Industria Brasileira 

F 4 Ferro dextrano*† 

Complexo de Hidróxido 

de ferro(III) dextrano 

Uzinas Chimicas Brasileiras S.A. 

Industria Brasileira 

F 5 
Fertal*† 

 

Complexo de Hidróxido 

de ferro(III) dextrano 

Mogivet Farmacêutica 

Industria Brasileira 

F 6 
Ferrodex*† 

 

Complexo de Hidróxido 

de ferro(III) dextrano 

Tortuga companhia Zootécnica 

Agraria 

Industria Brasileira 

F 7 Netrofer‡ ¥ 
Quelato de hidróxido 

ferro(III)-Glicinato 

EMS Sigma Pharma Ltda. 

Industria Brasileira 

F 8 
Noripurum‡¥ 

 

Complexo de Hidróxido 

ferro(III)-polimaltose 

Nycomed Pharma Ltda. 

Industria Brasileira 

* Administração intravenosa (IV), ¥ Administração oral (AO), † uso veterinário, ‡ uso 

humano  
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3.1.1 Análise por absorção atômica dos compostos de ferro comerciais 

 

A concentração de ferro dos fármacos comercias foi determinada por espectro-

metria de absorção atômica com chama (FAAS, AA6300 Shimadzu Atomic Absortion 

Spectrophotometer)201. A 500 µL de amostra são adicionados 5 mL de ácido nítrico e se 

aquece a 120 °C por 30 minutos. Em seguida se adicionam 5 mL de água Milli-Q e se 

transfere para um balão volumétrico de 10 mL completando o volume acom água Milli-

Q. Finalmente se prepara amostras de concentrações de 10 ppm para quantificar o con-

teúdo de ferro por FAAS201. A determinação das concentrações foi feita com ajuda de 

uma curva de calibração de ferro a partir do padrão 1000 ppm da Sigma-Aldrich em 

água Milli-Q. 

 

3.1.2 Análise por espectroscopia de absorção no UV – Vis  

 

Espectroscopia ultravioleta – visível (UV – Vis) é usada para mostrar a presença 

de a coordenação octaédrica de Fe(III) de spin alto. Os espectros obtidos foram registra-

dos a partir de concentrações de 200 μM dos fármacos comerciais numa faixa de 200-

1100 nm. As concentrações de ferro sacarose foram analisadas num HP 8453UV-Vis 

spectrophotometer. Todos os espectros foram registrados como absorbância em função 

do comprimento de onda em nanômetros.  

 

3.2 Compostos não comerciais de ferro 

  

3.2.1 Síntese de derivados de ferroceno  

 

Dois grupos de compostos não comerciais foram obtidos a partir do ferroceno e 

Fe(acac)3: 1) Derivados de ferroceno a partir da reação de acilação de Friedel-Crafts202 

do Ferroceno/ cloreto de 3,5,5-trimetilhexanoíla, e 2) nanopartículas de óxido de ferro 

hidrossolúveis pelo método de decomposição térmica do Fe(acac)3 em meio 

orgânico203,204, seguindo para ambas obtenções protocolos estabelecidos com algumas 

modificações. 

Foram obtidos através da reação entre ferroceno (Fc) e cloreto de 3,5,5-

trimetilhexanoíla, através de pequenas modificações no método de Nielsen205 . 
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3.2.1.1 Síntese de TMH-Ferroceno 

 

 Em meio inerte de gás nitrogênio (Air Products) e com agitação, preparou-se 

uma mistura de reação de 1,29 g (9,7 mmol) de cloreto de alumínio (Sigma Aldrich),em 

20,0 mL (25,5 mol) de diclorometano (Sigma Aldrich) e 1,50 g (8,1 mmol) de ferroceno 

(Sigma Aldrich) em 20,0 mL (25,5 mol) de diclorometano (Figura 1). O diclorometano 

foi saturado previamente com nitrogênio. Adicionou-se, gota a gota, 1,42 g (8,1 mmol) 

de cloreto de 3,5,5-trimetilhexanoíla (Sigma Aldrich) sob o sistema com água gelada (~ 

3 ºC). O esfriamento do sistema foi feito com ajuda de uma mistura de água com nitro-

gênio líquido. Deixou-se a mistura sob aquecimento (~ 22,5 ºC) e manteve-se o sistema 

reagindo por 24 horas. Finalmente, adicionou-se sobre a mistura 50 g de gelo de água 

Milli-Q. Separou-se a fase orgânica e esta foi concentrada por evaporação a pressão 

reduzida. Diluiu-se o resíduo oleoso em 10 mL de tolueno sem tratar (Synth) e separou-

se em uma coluna de gel sílica 60 (20 cm x 1 cm) (Merck) . A coluna foi eluída com 

tolueno e o eluato foi analisado por cromatografia em camada delgada (TLC, thin layer 

chromatograhy) com a fase estacionaria de sílica gel (Merck). As frações que contêm 

TMH-ferroceno (Rf=0,43) foram recolhidas e o tolueno foi eliminado por evaporação a 

pressão reduzida. O resíduo oleoso foi dissolvido em etanol sem tratar (Synth). Filtrou-

se e eliminou-se o solvente a pressão reduzida, resultando um líquido oleoso vermelho-

amarronzado.  

  

 

Figura 3.1. Montagem para a reação de monossubstituição do ferroceno (o dosador é 

uma bureta de 5 mL). 
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A proposta do mecanismo de monossubstituição do ferroceno através da acila-

ção de Friedel-Crafts é esquematizada abaixo (Esquema 3.1): 

 

 

Primeira etapa: Formação do íon acilia  

 

 

 

 

    Cloreto de acila        Complexo  

 

Segunda etapa: Ataque eletrolítico 

 

         

           

   Íon acilia 

Terceira etapa: perda de um próton e formação do produto. 

 

 

  

 Complexo sigma          TMH-ferroceno (Acil ferroceno) 
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Produto (complexo de Lewis) 

 

Equação global: 

 

 

 

 

 

Ferroceno    3,5,5 - cloreto de trimetilhexanoíla  TMH-ferroceno                              

/                    

 

Esquema 3.1: Mecanismo de reação de Friedel-Crafts para a obtenção do TMH-

Ferroceno202. 

 

Um fluxograma ilustrativo do procedimento sintético encontra-se abaixo (Esquema 

3.2). 
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Esquema 3.2: Fluxograma para a síntese do TMH-Ferroceno. 

 

i) Reação Química 

CH2Cl2 (l) 

AlCl3 

AlCl3 (s)/CH2Cl2 (l) 

Ferroceno/CH2Cl2 (l) 

Mistura de reação 1 

Cloreto de 3,5,5-trimetilhexanoíla  

Mistura de reação 2 

TMH-ferroceno, ferroceno, 

AlCl3 (s), CH2Cl2 (l),etc. ii) Separação 

Fase aquosa  
Água gelada  

iii) Purificação 

Fase orgânica:  

TMH-ferroceno 

Ferroceno 

TMH-ferroceno /tolueno 

Ferroceno /tolueno 

Etanol  

Etanol  

TMH-ferroceno  

Tolueno 

TMH-ferroceno  
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3.2.1.2 Síntese de (TMH)2-Ferroceno 

 

Em meio inerte de gás nitrogênio (Air Products) e com agitação, preparou-se 

uma mistura de 1,79 g (13,4 mmol) de cloreto de alumínio (Sigma Aldrich) em 20,0 mL 

(25,5 mol) de diclorometano (Sigma Aldrich) e 2,18 g (12,4 mmol) de 3,5,5-

trimetilhexanoíla (Sigma Aldrich) em 20,0 mL (25,5 mol) de diclorometano (Figura 

3.2). Adicionou-se, gota a gota, 1,00g (5,4 mmol) de solução de ferroceno (Sigma Al-

drich) em 20,0 mL (25,5 mol) de diclorometano sob o sistema com água gelada (~ 3 

ºC). O esfriamento do sistema foi feito com ajuda de uma mistura de água com nitrogê-

nio líquido. Deixou-se a mistura de reação sob aquecimento (~22,5 ºC) por 24 horas. 

Finalmente, adicionou-se sobre a mistura 50 g de gelo de água Milli-Q. Separou-se a 

fase orgânica e esta foi concentrada por evaporação a pressão reduzida. Dissolveu-se o 

resíduo oleoso em 10 mL de tolueno e separou-se em uma coluna de gel sílica 60 (20 

cm x 1 cm) (Merck). A coluna foi eluída com tolueno sem tratar (Synth) e o eluato foi 

analisado através da cromatografia em camada delgada (TLC, thin layer chromato-

grahy) com a fase estacionaria de sílica gel (Merck). As frações que contêm (TMH)2-

ferroceno (Rf=0,26) foram recolhidas e o tolueno eliminado por evaporação a pressão 

reduzida. Dissolveu-se o resíduo oleoso em etanol. Filtrou-se e eliminou-se o solvente a 

pressão reduzida, resultando um líquido oleoso vermelho-amarronzado. 

 

 

 

Figura 3.2. Montagem para a reação de dissubstituição do ferroceno (o dosador é um 

funil de decantação de 60mL). 
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O mecanismo de reação de dissubstituição do ferroceno é similar ao mecanismo 

de monossubstituição. A di-acilação ocorre na mesma posição, no anel ciclopentadienilo 

oposto ao mono-substituído. 

Fe +

Cl

O
AlCl3

O

Fe

2

O

CH2Cl2

  
Ferroceno              3,5,5 - cloreto de trimeti-

lhexanoíla 

 (TMH)2-Ferroceno                                                           

 

Esquema 3.3: Reação da síntese do derivado de ferroceno (TMH)2-Ferroceno202. 

 

As disposições espaciais dos dois anéis pentadienilo estão substancialmente a li-

vre rotação, que pode ter das conformações sugeridas, eclipsado (D5h) e/ou alternado 

(D5d)206. Estudos cristalográficos indicaram que, a temperatura ambiente, o ferroceno 

cristaliza em sistemas monoclínicos adotando uma conformação alternada e com uma 

simetria molecular D5h 207,208. Mas estudos posteriores demostraram que esta estrutura 

não é correta e que o ferroceno apresenta polimorfismo. A uma temperatura inferior a 

164 K o ferroceno cristaliza no sistema triclínico com uma conformação pseudo-

eclipsada, ou seja, com um desvio δ = 9⁰, o que mostra que o ferroceno nunca está com-

pletamente eclipsado. Somente abaixo de 110 K a cristalização do ferroceno é ortor-

rômbica com uma conformação totalmente eclipsada e simetria molecular D5h209. Po-

rém é provável que as estruturas mono e dissubstituídas possam ter estruturas com con-

formação alternada a temperatura ambiente. 

 

Um fluxograma ilustrativo do procedimento sintético encontra-se abaixo (Es-

quema 3.4) 
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Esquema 3.4: Fluxograma para a síntese do (TMH)2-Ferroceno. 

AlCl3 (s) 

AlCl3 (s)/CH2Cl2 (l) 

CH2Cl2 (l) 

Ferroceno/CH2Cl2 (l) 

Mistura de reação 1 

Cloreto de 3,5,5-trimetilhexanoíla  

Mistura de reação 2 

(TMH)2-ferroceno, ferroce-

no, AlCl3 (s), CH2Cl2 (l),etc. 

Água gelada  

Fase orgânica:  

(TMH)2-ferroceno 

TMH-ferroceno (Min.) 

Fase aquosa  

(TMH)2-ferroceno /tolueno 

(TMH)2-ferroceno  

Tolueno 

Etanol  

(TMH)2-ferroceno  

Etanol  

i) Reação Química 

ii) Separação 

iii) Purificação 

Ferroceno /tolueno 

TMH-Ferroceno /tolueno 
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3.2.2 Análise elementar  

 

Análise composicional dos derivados de ferroceno no que se refere a carbono, 

hidrogênio e nitrogênio, foi feita pela técnica de análise elementar (CHN) na Central 

Analítica do Instituto de Química da Universidade de São Paulo (IQUSP), utilizando 

um analisador elementar da marca Perkin-Elmer, modelo 2400 CHN. Esta técnica é 

usada para determinar a fórmula química de esses compostos. Geralmente, se faz a 

combustão de uma quantidade conhecida de amostra a 925°C na presença de oxigênio 

puro, no caso dos compostos orgânicos e organometálicos. 

 

3.2.3 Rendimento  

 

O cálculo de rendimento de reação das sínteses dos derivados de ferroceno, fo-

ram calculados através da massa teórica obtida da reação (Esquema 3.1 e 3.3) e as mas-

sas experimentais (Equação 3.1) depois da purificação dos metalocenos obtidos. 

 

% Rendimento =  
Massa experimental 

Massa teorica 
x100 

 

Equação 3.1 

 

3.2.4 Ensaio qualitativo de solubilidade  

 

Realizaram-se testes qualitativos para a determinação da solubilidade dos com-

postos organometálicos, nos solventes: água, metanol, acetona, clorofórmio, diclorome-

tano, tetracloreto de carbono e tolueno. Se teve como referência a solubilização dos de-

rivados de ferroceno para uma concentração de 10mM.  

 

3.2.5 Espectroscopia vibracional  

 

A região do infravermelho do espectro eletromagnético é a região onde está lo-

calizada maior parte da energia das vibrações moleculares. As vibrações de átomos ou 

de grupos funcionais de um dado composto têm frequência característica, permitindo 
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assim, atribuir à substância, mediante espectroscopia de infravermelho combinado com 

outras técnicas, a classe correspondente dos compostos.  

 

Os espectros vibracionais na região do infravermelho foram obtidos na Central 

Analítica do IQUSP, em equipamento FTIR, modelo Bomem MB100 com faixa de ope-

ração entre 350-4000 cm-1. As amostras líquidas foram misturadas com pastilhas de 

KBr. 

 

3.2.6 Análise por RMN 1H 

 

Os espectros de RMN de próton foram obtidos em equipamento Bruker DPX300 

operado a 300 MHz, na Central Analítica do IQUSP, em clorofórmio deuterado (Al-

drich®) a 298K.  

 

3.3 Síntese de nanopartículas de magnetita (Fe3O4)  

 

As nanopartículas foram sintetizadas por modificação do método da decomposi-

ção térmica204,210,211 e reproduzidas no mínimo três vezes, sempre resultando partículas 

semelhantes às sintetizadas anteriormente para cada tamanho de nanopartícula (5,8 e 12 

nm). Uma vez sintetizados os nanomateriais foram suspendidos em meio aquoso com 

Tween 80 (Esquema 3.5).  
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Esquema 3.5: Síntese de nanopartículas e estabilização em meio aquoso.  

 

3.3.1 Síntese de nanopartículas de magnetita Fe3O4 (5 nm) 

 

Num balão de três bocas o Fe(acac)3 (Sigma Aldrich) (3 mmol, 1,059 g) foi dis-

solvido em 30 mL de difeniléter (Sigma Aldrich) previamente tratado com nitrogênio 

(Air Products) e misturado a temperatura ambiente com oleilamina (Sigma Aldrich) (6 

mmol, 1,6049 g), ácido oleico (Sigma Aldrich) (6 mmol, 1,2019 g) e 1,2-octanodiol 

(Sigma Aldrich) (15 mmol, 2,190 g). A atmosfera era de nitrogênio, e a mistura foi feita 

sob agitação vigorosa, com ajuda de um ímã de 3 cm. Então, com um banho de silicone 

(Synth), aqueceu-se gradualmente em intervalos de 2°C/min até 200°C e levou-se à ebu-

lição (260-270°C) em intervalos de 5°C/min, como foi mantido por duas horas (Es-

quema 3.6). Depois do esfriamento até temperatura ambiente, o sólido preto-

amarronzado foi colocado num tubo plástico de 50 mL e separado com um imã por 30 

min. O sólido foi redissolvido em 10 mL de CH2Cl2 (Sigma Aldrich) e foi precipitado 

com 25 mL de etanol (Synth) e 10mL de metanol (Synth), ambos solventes não trata-

dos. Seguidamente foi separado em dois tubos de 50 mL e separado novamente com o 
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imã. O processo foi repetido por mais duas vezes até que a solução sobrenadante se 

mostrou incolor. Finalmente as NP foram secadas por vácuo e preparadas para a análise 

microscópica.  

 

3.3.2 Síntese de nanopartículas de magnetita Fe3O4 (8 nm) 

 

Num balão de três bocas o Fe(acac)3 (Sigma Aldrich) (3 mmol, 1,059 g) foram 

dissolvidos em 30 mL de difeniléter (Sigma Aldrich) previamente tratado com nitrogê-

nio (Air Products) e misturado a temperatura do ambiente com oleilamina (Sigma Al-

drich)  (15 mmol, 4,0123 g), ácido oleico (Sigma Aldrich)  (15 mmol, 3,0048 g) e 1,2-

octanodiol  (Sigma Aldrich) (15 mmol, 2,190 g). A atmosfera era de nitrogênio, e a mis-

tura foi feita sob agitação vigorosa, com ajuda de um ímã de 3 cm. Então, com um ba-

nho de silicone (Synth), aqueceu-se gradualmente em intervalos de 2°C/min até 200°C e 

levou-se à ebulição (260-270°C) em intervalos de 5°C/min, como foi mantido por duas 

horas (Esquema 3.6).  

 

3.3.3 Síntese de nanopartículas de magnetita Fe3O4 (12 nm) 

 

Num balão de três bocas o Fe(acac)3 (Sigma Aldrich) (3 mmol, 1,059 g) foi dis-

solvido em 30 mL de difeniléter (Sigma Aldrich) previamente tratado com nitrogênio 

(Air Products)  e misturado a temperatura do ambiente com oleilamina (Sigma Aldrich)   

(24 mmol, 6,4197 g), ácido oleico (24 mmol, 4,8076 g) e 1,2-octanodiol (Sigma Al-

drich)  (15 mmol, 2,190 g. A atmosfera era de nitrogênio, e a mistura foi feita sob agita-

ção vigorosa, com ajuda de um ímã de 3 cm. Então, com um banho de silicone (Synth), 

aqueceu-se gradualmente em intervalos de 2°C/min até 200°C e levou-se à ebulição 

(260-270°C) em intervalos de 5°C/min, como foi mantido por duas horas (Esquema 

3.6).  
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Esquema 3.6: Sistema de síntese de reação das nanopartículas de magnetita.  

 

3.3.4 Análise elementar 

 

A análise composicional dos nanomateriais revestidos com ácido oleico no que se 

refere a carbono, hidrogênio e nitrogênio, foi feita pela técnica de análise elementar (CHN) 

na Central Analítica do Instituto de Química da Universidade de São Paulo (IQUSP), utili-

zando um analisador elementar da marca Perkin-Elmer, modelo 2400 CHN.  

 

3.3.5 Espectroscopia de absorção atômica de chama (FAAS) 

 

O conteúdo de ferro total nos nanomateriais foi determinado por absorção atô-

mica de chama (FAAS) usando um espectrofotômetro Shimadzu AA-6300, com pa-

drões de ferro a partir de um estoque de 1000 ppm (Sigma Aldrich), no comprimento de 

onda 248,3 nm. Realizado no laboratório da professora Dra. Liane Marcia Rossi do ins-

tituto de Química da USP.  

  

3.3.6 Difração de raios X 

 

Realizou-se a caracterização pelo método de difração em pó (DRX), para a de-

terminação da estrutura cristalina do composto sintetizado (magnetita). Os difratogra-
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mas de raios X foram obtidos por um difratômetro da marca Rigaku, modelo Miniflex 

(do professor Dr. Flavio Maron Vichi do instituto de Química da USP), usando o méto-

do do pó nas seguintes condições experimentais: radiação Kα do cobre, λ = 1,5418 Å, 

operando em 30 kV, 15 mA de corrente e empregando um filtro de níquel. A amplitude 

de varredura foi de 2θ entre 5 e 40˚, a velocidade de varredura foi de 2˚ min-1 e o passo 

de leitura foi de 0,05˚. 

 

3.3.7 Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) 

 

Medidas de Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) foram feitas no La-

boratório de Microscopia Eletrônica do Instituto de Biociências da Universidade de São 

Paulo. Foi utilizado um microscópio eletrônico de transmissão JEOL 100CX II com 

filamento de tungstênio e tensão de aceleração de 200 kV, com o qual foram obtidas 

imagens com 120000 × de magnificação para todas as amostras produzidas. Na prepara-

ção das amostras para as análises TEM, dispersamos as nanopartículas, que estavam 

inicialmente em pó, em álcool isopropílico e apenas uma gota desta solução foi deposi-

tada em uma grade feita de cobre e recoberta com um fino filme de carbono. O trata-

mento da imagem e o histograma de distribuição foram feitos usando os softwares Ima-

geJ e Origin 8.0 respectivamente.  

 

3.3.8 Suspensão das nanopartículas de magnetita em meio aquoso com Tween 

80 

 

Para o revestimento das NP com Tween 80 (Sigma Aldrich), num tubo de 15 

mL, ~5,0 mg de sólido foi dissolvido em 0,5 mL de CH2Cl2 e homogeneizado com 1mL 

de Tween 80. O solvente\orgânico foi evaporado com ajuda de gás de nitrogênio. Em 

seguida, adicionou-se 5,0 mL de HBS /Chelex (Hepes Buffered Saline; hepes 20 mM, 

NaCl 150 mM, Chelex 1 g/100 mL; pH 7,4) e agitou-se vigorosamente até formar uma 

solução.  

 

3.3.9 Potencial Zeta  

 

As medidas de potencial Zeta (ζ) das nanopartículas foram realizadas a 25°C 

empregando-se um equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90 na Central Analítica do 
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Instituto de Química da Universidade de São Paulo (IQUSP). As medições se fizeram para 

concentrações de 1 mM de magnetita em 0,2% de Tween 80. As medidas de potencial 

Zeta refletem o potencial elétrico da superfície das nanopartículas, o qual é influenciado 

pelas mudanças na interface com o meio dispersante, em razão da dissociação de grupos 

funcionais na superfície da partícula ou da adsorção de espécies iônicas presentes no 

meio aquoso da dispersão. 

 

3.3.10 Raio hidrodinâmico  

 

O raio hidrodinâmico (Rh) foi medido por dispersão de luz em um aparelho 

Malvern Zetasizer Nano ZS90, para dispersões de partículas em solução aquosa com 

Tween 80 com concentração de 1 mM e 0,2% de Tween 80. Cada amostra foi medida 

10 vezes. 

 

3.4 Síntese de transferrina fluorescente (Fl-Tf)  

 

3.4.1 Preparação de membrana de diálise para purificação  

 

Se cortaram tubos de diálise (Fisherbrand), de tamanho de poro 6-8 kD, entre 

15-20 cm, se transferiram a 1 litro de solução de acetato de sódio (Sigma Aldrich) 1% e 

se levou a ebulição por uma hora. Em seguida se transferiu a membrana a outro recipi-

ente com 1 litro de EDTA (Sigma Aldrich) 10 mM basificado com 1% de carbonato de 

sódio (Cromoline) (2,92 g de EDTA, 10 g de carbonato de sódio), com agitação até ebu-

lição por mais uma hora. Finalmente se transferiu a membrana a outro recipiente con-

tendo 1 litro de água destilada. A membrana teve uma utilidade de até três meses depois 

de ser armazenada em água destilada com 0,5 mL de clorofórmio (Sigma Aldrich) e a 

4°C85.  

 

3.4.2 Preparação da transferrina fluorescente a partir da apotransferrina 

 

16,0 mg de apotransferrina (Sigma Aldrich) foram dissolvidos em 2 mL de tam-

pão NaHCO3 (Sigma Aldrich) 100 mM a pH 8,4 (0,084 g de NaHCO3 em 10 mL de 

água Milli-Q) e se adicionou 20 µL de 5-DTAF (5-(4,6-
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diclorotriazinil)aminofluoresceína) (Sigma Aldrich)  10 mM (0,005g, de 5-DTAF em 1 

mL de DMSO,Sigma Aldrich).  

A mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C com agitação suave e ausência de 

luz (Esquema 3.7). Para finalizar a reação adicionaram-se 20 µL de lisina (Sigma Al-

drich) 0,5 M (0,047 g de L-lisina em 0,5 mL de tampão bicarbonato 100 mM a pH 8; 

0,084 g de NaHCO3 em 10 mL de água) e se transferiu à membrana e se manteve em 

diálise em tampão HBS a pH 7,4 (20 mM HEPES, 150 mM NaCl) por 12 horas a 4°C85. 

 

 

Esquema 3.7: Reação da apotransferrina com o 5-DTAF para obter Fl-Tf 

 

3.4.3 Preparação da transferrina fluorescente a partir de holotransferrina  

 

A preparação da transferrina fluorescente a partir da holotransferrina seguiu em 

tudo o procedimento descrito anteriormente mais um tratamento de diálise final com 

tampão de citrato 37,5 mM a pH 5,0 (19,35 g em 2 L de água Milli-Q)85.   

 

A concentração de transferrina marcada com 5-DTAF foi calculada através de 

uma curva de calibração com padrões de 5-DTAF e pelo método de fluorescência 

(λem/λex = 485 /520 nm), com ajuda do equipamento BMG Fluostar Optima.  

 

3.5 Síntese de desferrioxamina fluorescente (Fl-DFO) 

 

0,228 mmol (0,15 g) de DFO mesilato (Cristália) foi dissolvido em 5 mL de 

N,N-dimetilformamida (DMF) com 0,26 mmol (0,027 g) de trietilamina (TEA) e a mis-

tura foi agitada por 1 h. 0,274 mmol (0,13 g) de fluoresceína-5(6)-isotiocianato (FITC) 

foi dissolvido em 5 mL de DMF e adicionado gota a gota à mistura de DFO. A mistura 
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final foi agitada durante 4 horas a temperatura do ambiente em ausência de luz e em 

atmosfera de nitrogênio (Esquema 3.8)76,93. 

 

Depois de 4 horas de reação, se adicionou 10 mL de acetonitrila (ACN) para 

conseguir a precipitação do produto. O sólido obtido foi lavado duas vezes com ACN 

até que a parte líquida ficasse limpa da parte fluorescente. O sólido obtido teve uma 

aparência amarela fluorescente. O sólido foi decantado e seco por vácuo por 24 horas 

em ausência de luz.  

 

Esquema 3.8: Reação química para a obtenção da Fl-DFO. 

 

3.6 Estudo da estabilidade dos compostos de ferro frente a quelantes fluores-

centes 

 

A estabilidade dos compostos de ferro (fármacos comerciais, derivados de ferro-

ceno, nanopartículas de magnetita) foi determinada mediante o método de fluorescência, 

que consiste na medida de supressão de fluorescência devido à quelação da sonda fluo-

rescente ao ferro liberado pelo composto de ferro (Esquema 3.9). Este procedimento foi 

feito usando o leitor de microplacas (96 poços) BMG Fluostar Optima, operando com 

incubação a 37oC por 24 horas e λexc/λemis = 485/520 nm212.  

 

Os compostos de ferro foram inicialmente preparados em soluções de concentra-

ções iniciais de 0 a 40 µM. O teste de estabilidade dos compostos de ferro foi feito 

usando 190 µL de solução de sonda fluorescente sobre 10 µL de composto de ferro para 
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cada uma das soluções. Cada ponto foi feito em oito replicatas, e o experimento foi re-

petido quatro vezes em dias diferentes Os resultados foram normalizados e são apresen-

tados como pontos finais. 

 

 

Esquema 3.9: Perfil de supressão de fluorescência da sonda fluorescente frente aos 

compostos de ferro, sendo: F0
1, F0

2, F0
3, fluorescência inicial, Fn

1, Fn
2, Fn

3, fluorescência 

final e Fi
3, fluorescência num ponto arbitrário da curva 3.  

 

 Os testes de estabilidade pelo método fluorimétrico se fizeram com as sondas 

CAL, Fl-Tf e Fl-DFO, em diferentes meios fisiologicamente relevantes (Tabela 3.2).  
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Tabela 3.2: Condições de pH e temperatura para os testes de estabilidade dos compos-

tos de ferro.  

 

Sonda 
Metalofármacos comerciais e 

derivados de ferroceno 
Nanopartículas de magnetita 

CAL A, B, C * A, B 

Fl-Tf A, B, C A, B 

Fl-DFO -- A, B 

 

*A = Tampão de plasma sanguíneo (HBS) (hepes, Sigma Aldrich, 20 mM, NaCl, Cro-

moline, 150 mM, pH 7,4, 37ºC)213 

B = Tampão celular de hepatopâncreas (Ucides) (hepes 3,75 mM, NaCl 395 mM, KCl, 

Sigma Aldrich, 10 mM, NaHCO3, Sigma Aldrich, 2,5 mM, NaH2PO4, Sigma Aldrich, 

2,5 mM, glicose 1 mM, pH 7,8, 25ºC) 214 

C = Água do mar sintética (solução Red Sea Salt, NaCl 600 mM, tamponada a pH 8,3, 

25ºC) 183 

 

3.7 Estudo de estabilidade dos fármacos comerciais frente a deferiprona e ci-

trato 

 

Durante um estágio-sanduíche no laboratório do Prof. Robert Hider (King’s 

College, Inglaterra), estudamos a estabilidade dos fármacos comercias de ferro frente ao 

ligante endógeno citrato, e ao quelante deferiprona (DFP), que tem elevada afinidade 

por ferro (pK 37)215, mediante espectrofotometria UV – Vis.  

 

3.7.1 Estabilidade frente a DFP 

 

Os fármacos comercias de administração via intravenosa foram preparados a 1 

mM em tampão MOPS 25 mM, pH 7,0. Os fármacos comerciais de administração via 

oral foram preparados a 1 mM em tampão fosfato 100 mM, pH 2,2. Em seguida se pre-

para uma solução estoque de DFP 1 mM em DMSO. 

 

Nas cubetas se adiciona 100 μL de solução estoque de fármaco comercial, 400 

μL de solução estoque de DFP e se completa a 2 mL com o tampão desejado, para obter 
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finalmente concentrações de 50 μM e 200 μM de fármaco e DFP respectivamente. As 

medidas de absorbância são feitas com ajuda de um equipamento HP 8453 –visible 

spectrophotometer a 460 nm, temperatura do ambiente (22°C), durante 72 horas. Os 

resultados são mostrados mediante uma curva ade absorbância/ tempo216,217.  

 

3.7.2 Estudo de estabilidade competitiva entre DFP e citrato  

 

Nas mesmas condições de experimento mostrados no item anterior, se avalia a 

estabilidade dos fármacos de ferro frente à DFP em competição com o citrato. Para isso 

se prepara uma solução estoque de citrato 1mM em água MilliQ. 

 

Nas cubetas se adiciona 100 μL de solução estoque de fármaco comercial, 400 

μL da solução estoque de DFP, 400 μL de solução estoque de citrato, e se completa a 2 

mL com o tampão desejado, para obter finalmente concentrações de 50 μM : 200 μM : 

200 μM de fármaco:DFP:citrato respectivamente. As medidas de absorbância são feitas 

com ajuda de um equipamento HP 8453 –visible spectrophotometer a 460 nm, tempera-

tura do ambiente (22°C), durante 72 horas. Os resultados são mostrados mediante uma 

curva ade absorbância/ tempo51,217.  

 

3.8 Determinação da capacidade de geração de ferro lábil redox-ativo dos com-

postos de ferro 

 

A capacidade de oxidação dos compostos de ferro foi estudada pelo método da 

oxidação da DHR (dihidrorodamina) a RD (rodamina) em presença de ascorbato (Es-

quema 3.10), usando o leitor de microplacas (96 poços) BMG Fluostar Optima, ope-

rando com incubação a 37oC por 1 hora e λexc/λemis = 485/520 nm212.  

 

O caráter redox dos metalofármacos comerciais, compostos de ferroceno e na-

nopartículas de magnetita foram estudados à concentração de 40 µM (20 µL) frente ao 

meio fluorogênico (180 µL), que consiste numa solução de DHR (50 µM) e ascorbato 

(40 µM) em tampão de plasma sintético (HBS), de hepatopâncreas ou água do mar sin-

tética, em microplacas de 96 poços. A intensidade de fluorescência de cada poço foi 

medida em intervalos de dois minutos durante uma hora. A origem da atividade redox é 

confirmada como sendo devida ao ferro pela repetição do mesmo procedimento, mas 



72 
 

com a adição do quelante deferiprona (100 µM) ao meio fluorogênico. Os resultados 

são apresentados como inclinações (intensidade de fluorescência /tempo) e não como 

pontos finais, para minimizar erros212. As concentrações de ferro redox foram calcu-

lados com uma curva com o padrão Fe(NTA) (0 10 μM) 218,219.  

 

 

 

Esquema 3.10: Reação de ascorbato com ferro para produzir espécies reativas de oxi-

gênio (ERO’s) que oxida a DHR em rodamina fluorescente213,220 

 

3.9 Ensaios de toxicidade em Artemia salina 

  

Os testes de toxicidade e determinação da dose letal para 50% da população 

(LC50) para as artêmias foram feitos com os fármacos comerciais e os derivados de 

ferroceno. Para este ensaio empregaram-se artêmias adultas com tempo de vida de seis 

meses aproximadamente, e artêmias no estágio 1 (a partir da eclosão, tempo de vida 

zero), de acordo com protocolos já descritos194. 

 

3.9.1 Toxicidade em artêmias adultas 

  

Machos de Artemia salina adultos foram obtidos diretamente de produtores co-

merciais de alimentos para peixes ornamentais. Os animais (400 indivíduos) foram 

acondicionados em uma placa de Petri para aclimatação no novo ambiente por 1 hora 
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(Esquema 3.11). A água do mar foi preparada com água destilada e sal marinho (Red 

Sea Salt) com 3,5% de salinidade, pH 8,3 e filtrada a vácuo com membrana de celulose 

de 0,22 nm (Millipore)195.  

 

Em frascos de 25 mL foram adicionados 5 mL de água do mar contendo 0, 10, 

100 ou 1000 µM de fármaco. Em seguida, 10 artêmias foram transferidas para cada 

frasco e incubadas a 30°C, com ausência total de luz, por um período de 24h. A conta-

gem de indivíduos vivos e mortos foi feita logo em seguida. 

 

 

 

 

 

 

 

1.Seleção de Artemias macho                       2. Preparação das soluções em médio salino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Coleta das Artemias  4. Incubação por 24 hora a 30°C  

 

Esquema 3.11: Tratamento de Artemia adulta para determinação de toxicidade frente 

aos compostos comerciais de ferro e derivados de ferroceno. 



74 
 

3.9.2 Toxicidade em artêmias de primeiro estágio 

 

Artêmias de primeiro estágio são aquelas que ainda não têm o sistema digestivo 

formado, só as brânquias e olhos194. Inicialmente, foi feita a eclosão das artêmias a par-

tir dos seus cistos. A eclosão das artêmias foi feita a partir de cistos (ovos) obtidos da 

empresa INVE (ARTEMIA High 5). 

 

 O procedimento foi feito segundo a literatura194 com pequenas modificações, 

tendo em conta as diferenças em temperatura e tempo de eclosão dos animais (29-30⁰C, 

24h)193, para obter uma eclosão mais homogênea possível, assim como a estabilidade 

dos crustáceos em estudo. 

 

Para a eclosão foi montado um aquário (2 L) de vidro com temperatura a 29-30 

⁰C (aquecedor para aquário, Vigo Ar, 2,5 W), iluminação normal (lâmpada fluorescente 

de 12 V, 13 W, 673 lumens) e bomba de ar (ACO-551) (Esquema 3.12). A preparação 

da água foi similar ao descrito acima (salinidade 3,5% e pH 8,3). Finalmente se adicio-

nou aproximadamente 0,2 g de cistos de artêmias ao sistema estabilizado e se deixou 

por 24 horas até conseguir a total eclosão.  

 

Os fármacos comerciais e os derivados de ferroceno foram testados na faixa de 

concentração de 0 a 300 µM, em placas de 24 poços contendo 10 animais cada, por 24 

horas ao abrigo de luz. Em seguida, foi feita a contagem dos animais vivos e mortos e 

foi determinada a LC50 com o uso do software Origin 8®. Os testes foram feitos por 

quadruplicada com quatro reproduções em dias diferentes. Estes testes foram realizados 

em colaboração com a Profa. Dra. Flávia Zanotto (IB-USP). 
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Esquema 3.12: Avaliação da toxicidade dos compostos de ferro comercias e derivados 

de ferroceno frente à Artemia salina, com concentrações de 0  300µM, salinidade 3,5 

%, pH 8,4 por 24 horas.  

  

3.9.3 Lipoperoxidação em Artemia salina 

 

A lipoperoxidação induzida pelos compostos de ferroceno (os mais tóxicos) so-

bre a letalidade dos crustáceos foi estudado através do método colorimétrico de laranja 

de xilenol ou Fox modificado221,222. Utilizaram-se as seguintes soluções: 

 

 FeSO4 1 mM (0,0278 g/100 mL de água MilliQ) 

 H2SO4 0,25 M (2,54 g/97,46 mL de água MilliQ) 

 Laranja de xilenol 1 mM (0,0761 g/100 mL água MilliQ) 

 Solução estoque de hidroperóxido de cumeno (CHP) 5,5 M 

 

Etapa 1: 

 

Inicialmente, as artêmias foram retiradas em tubos eppendorf e congeladas rapi-

damente com a ajuda de gelo seco, logo foram pesadas e homogeneizadas mediante 

trituração em metanol (grau HPLC) 100 %, e resfriadas a 5⁰C numa relação 1:9 (mas-
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sa/volume). Os homogenatos foram centrifugados a 15000 rpm em centrífuga (Eppen-

dorf 5424R) por 5 min, e o sobrenadante foi recuperado. Para a realização do ensaio, 

foram adicionados sequencialmente os seguintes reagentes em cada um dos poços de 

uma microplaca de 24 poços: 

 

 90 µL de FeSO4 1 mM 

 35 µL de H2SO4 0,25 M 

 35 µL de laranja de xilenol 1 mM 

 175 µL de água MilliQ 

 15 µL de amostra 

 

A solução estoque de Fe2+ deve ser preparada imediatamente antes de seu uso. 

Os brancos de reagente foram preparados substituindo-se os extratos de artêmia por 

metanol. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 1 h, sendo cobertas 

para evitar evaporação. As leituras das amostras e do branco de reagentes foram realiza-

das em leitora de microplacas a 580 nm. O valor do branco de reagentes foi subtraído do 

valor da amostra.  

 

Etapa 2: 

 

Para esta etapa, foi preparada uma solução de CHP através da pipetação de 45,3 

µL da solução estoque de CHP a 1 mL de metanol 100%, obtendo-se assim uma solução 

de 250 mM. Alíquotas dessa solução foram diluídas com água MilliQ para se obter uma 

concentração final de 0,175 mM. 

 

Alíquotas de 10 µL da solução de CHP 0,175 mM foram adicionadas aos poços 

da microplaca preparada na ETAPA 1, obtendo-se assim uma concentração final de 5 

M de CHP no ensaio. Aguardaram-se 15 min até a reação atingir equilíbrio e a absor-

bância a 580 nm foi registrada novamente. Os lipoperóxidos foram quantificados em 

equivalentes de CHP por grama de massa úmida da amostra, usando-se a Equação 3.2: 
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Equivalentes de CHP

g peso úmido
 = (

𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎+𝐶𝐻𝑃
) ×

5 𝜇𝑚𝑜𝑙𝐶𝐻𝑃 ×  350

10 𝑉
 

 

(Equação 3.2)  

 

Onde: V= volume de amostra usado e o fator 10 corrige a diluição feita durante a prepa-

ração do extrato metanólico (1:9 peso/volume). 

 

Estes testes foram realizados em colaboração com a Profa. Dra. Flávia Zanotto 

(IBUSP). 

 

3.10 Transporte de ferro em células de hepatopâncreas de caranguejo Ucides 

cordatus 

  

Os caranguejos Ucides cordatus (Ordem: Decapoda Família: Ocypodidae) foram 

coletados em Itanhaém, litoral de São Paulo, especificamente na Praia dos Pescadores, e 

trazidos para a USP onde foram aclimatados no viveiro do Instituto de Biociências (IB). 

Os animais foram acondicionados em tanques contendo água do mar, com cascalho, 

filtro de água, canos e tijolos para o esconderijo e a emersão dos animais, respectiva-

mente. A água do mar utilizada para acondicionar os caranguejos foi preparada utilizan-

do-se o sal “Red Sea Salt” (Red Sea) a uma salinidade final de 20 ‰ (medido com o 

refratômetro)223. Estes testes foram realizados em colaboração com a Profa. Dra. Flávia 

Zanotto (IBUSP) com auxílio da doutoranda Priscila Ortega (IBUSP). 

 

3.10.1 Obtenções de células de hepatopâncreas  

  

Depois da seleção de um caranguejo com maior atividade, o animal foi congela-

do por 20 min no freezer (-20°C) para uma maior facilidade de manipulação e extração 

do hepatopâncreas (Esquema 3.13). O hepatopâncreas é transferido para um béquer de 

50 mL que contém 15 mL da solução de extração (NaCl 395 mM; KCl 10 mM; 

NaHCO3 2,5 mM; NaH2PO4 2,5 mM, Hepes 3,75 mM; glicose 1 mM, EDTA 0,9 mM). 

Segue-se agitação a 200 rpm usando uma barra magnética por 30 min. Em seguida, a 

solução foi filtrada num tubo de 15 mL com filtro de 30 µm e levada para centrifugação 

durante 10 min, a 1000 rpm a temperatura ambiente. O sedimento celular foi ressuspen-
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so e armazenado. Os quatro tipos celulares E (embryonic: célula embrionária), R (resor-

ptive, célula de absorção), F (fibrillar, célula fibrilar) e B (blister, célula de estocagem) 

foram separados utilizando-se um grandiente de sacarose descontínuo (2 mL) a 10%, 

20%, 30%, e 40%, respectivamente214,224. 

 

 

Esquema 3.13: Separação de células de hepatopâncreas de caranguejo Ucides Cordatus 

 

O tubo de gradientes de sacarose descontínuo que continha os quatro tipos celu-

lares foi centrifugado durante 5 min, a 1000 rpm e a temperatura ambiente. Em seguida, 

as células foram divididas por tipo em alíquotas de 2 mL em tubos de 15 mL e foram 

tratadas com 1 µL de CAL-AM 5 mM em dmso e 28 µL de probenecid 0,1 mM sendo 

depois centrifugadas por 1 hora a 200 rpm, e por 5 min a 1500 rpm, a temperatura am-

biente. A parte sólida viscosa (células) foi decantada e tratada com 2 mL de solução de 

extração sem EDTA e 28 µL de probenecid 0,1 mM214,223,224.  

 

3.10.2 Transporte de ferro 

   

Para a quantificação do transporte de ferro, 180 µL de suspensão das células (E, 

R, F e B) marcadas com CAL-AM foram transferidas para microplacas de 96 poços. 

Com ajuda do injetor automático do equipamento FLx800 Fluorescence Microplate Re-

ader (BioTek), em t = 30 s foram adicionados 36 µL dos diferentes compostos de ferro 

com concentração inicial de 5 mM. O tempo total do teste foi de 90 s. O acompanha-

mento da supressão de fluorescência foi feito a λexc/λemis = 485/520 nm e os dados 
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foram analisados com os softwares GraphPad Prism 5 e Sigma stat 3.0. A quantificação 

do ferro intracelular foi feita com ajuda de uma curva de calibração de padrão de calceí-

na 95,5 µM. O ensaio foi feito em duplicata com três repetições nas mesmas 

condições225,226.  

 

3.10.3 Viabilidade celular 

 

Para a contagem das células, estas foram separadas em tipos nas mesmas condi-

ções de experimento descrito em 3.11.1, em ausência de CAL-AM. A viabilidade celu-

lar foi testada usando o método de azul de Trypan. Uma alíquota de 200 µL de suspen-

são de células foi tratada com 5 µL de azul de Trypan, e uma sub-alíquota foi transferi-

da para uma câmara de Neubauer. Depois disso, a viabilidade foi quantificada pela vi-

sualização das células marcadas (não viáveis) e as células translúcidas (viáveis) em qua-

tro quadrantes, após 3 horas de experimento, sendo o resultado apresentado como por-

centagem de células vivas em relação às células totais225,226. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Determinação do conteúdo de ferro dos metalofármacos comerciais de uso 

veterinário e humano 

 

A severa deficiência de ferro em animais e humanos justifica a necessidade de 

suplementos de ferro que pode ser administrados via intravenosa227–230 (VI) ou via 

oral231–233 (VO), para poder repor a reserva de ferro. Os fármacos VI e VO têm sido 

usados por décadas para o tratamento de anemia ferropriva. Novos fármacos à base de 

ferro dextrano, ferro glicinato, ferro polimaltose ou ferro glucoheptonato são vendidos 

em muitos países e se tem uma frequente discussão sobre a segurança e eficácia desses 

compostos234–238. A indústria farmacêutica, com a demanda de fármacos de ferro para 

suprir sua deficiência, tem dado maior ênfase à produção em maior proporção desses 

compostos. Por outro lado, a fabricação de novos compostos carrega equivalentemente a 

mesma proporção de resíduos farmacêuticos, gerando uma maior preocupação quando 

estes se encontram livres no meio ambiente.  

 

Primeiramente se realizaram determinações de conteúdo metálico nos metalo-

fármacos de ferro, e se determinou a concentração total ferro, mediante o método de 

absorção atômica com chama (FAAS), usando padrões de ferro a partir de um estoque 

de ferro de 1000 ppm (Sigma Aldrich). Os valores determinados por FAAS (Tabela 

4.1) conferem com os valores nominais da ficha técnica (bula) de cada fármaco de ferro.  
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Os valores de concentração em ferro determinados (Tabela 4.1) foram conside-

rados como conteúdo de ferro total para o cálculo na preparação das soluções de traba-

lho dos metalofármacos. 

 

Tabela 4.1: Determinação das concentrações de ferro dos metalofármacos comerciais 

de uso veterinário e humano. 

 

Nº Amostra 

Concentração Fe nas 

amostras (ppm, nominal) 

Concentração Fe nas amostras 

(ppm, experimental) 

F1: Glucoheptonato 10,00 10,50 

F2: Dextrano 10,00 10,72 

F3: Dextrano 10,00 10,53 

F4: Dextrano 10,00 10,40 

F5: Dextrano 10,00 10,26 

F6: Dextrano 10,00 10,73 

F7: Glicinato 10,00 10,47 

F8: Polimaltose 10,00 10,38 

 

Os compostos comerciais de ferro avaliados apresentam similar revestimento 

orgânico polissacarídeo segundo mostram os perfis de absorbância (Figura 4.1 - 4.8). A 

composição de cada fármaco vai se diferenciar dependendo do fabricante. Assim, para 

nosso objetivo é importante conhecer a ação do ferro dentro da sua estrutura complexa, 

quando adotam o papel de contaminante no meio aquático.  



83 
 

400 600 800

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

A
b

s
o

rb
a

n
c
e

 (
a

.u
.)

Wavelength (nm)

 F1: 200 

 

Figura 4.1: Perfil de absorbância (200 -900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F1), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 
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Figura 4.2: Perfil de absorbância (200 – 900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F2), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 
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Figura 4.3: Perfil de absorbância (200 -900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F3), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 
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Figura 4.4: Perfil de absorbância (200 -900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F4), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 
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Figura 4.5: Perfil de absorbância (200 -900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F5), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 
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Figura 4.6: Perfil de absorbância (200 -900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F6), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 
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Figura 4.7: Perfil de absorbância (200 -900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F7), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 

Tamb.  

 

 

300 400 500 600 700 800 900

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

A
b

s
o

rb
a

n
c
e

 (
a

.u
.)

Wavelength (nm)

 F8: 200

 

Figura 4.8: Perfil de absorbância (200 -900 nm) do complexo de Fe(III) -

glucoheptonato (F8), para uma concetração de 200 µM em MOPS a pH 7,4, medidos a 
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O Fe(III) mostra um estado de alto spin octaedricamente coordenado ao oxigê-

nio e, portanto, mostra bandas de absorção características239,240. As Figuras 4.1-4.8 

mostram os espectros de absorção para as amostras após a diluição a concentração no-

minal equivalente a 200 μM, para facilitar a comparação espectral. As formas dos es-

pectros são essencialmente as mesmas em todas as formulações de sacarídeo e ferro. Os 

espectros de absorção mostrados são característicos para complexos de Fe(III), d5 octa-

édrico de alto spin. Em ~600 nm, se tem uma banda de transição d-d 241. As bandas ob-

servadas na região de 370-390 nm são atribuídas à formação de um complexo de ferro e 

de polissacarídeo. A 250-370 nm, uma banda de alta intensidade resulta de transferên-

cias de carga oxo-metal que foram reportados para Fe(III) –sacarose a 370 nm. Assim a 

face compartilhada do octaedro de óxido de ferro, hematita, mostra uma banda acima de 

500 nm. Os espectros para todas as formulações têm aspectos semelhantes, compatíveis 

com oxo-hidróxido férrico recoberto por uma camada de polissacarídeo .242  

 

4.2 Caracterização de TMH-Ferroceno e (TMH)2-Ferroceno 

 

Derivados de ferroceno são grupos de compostos organometálicos à base de fer-

ro243. Devido à absorção intestinal limitada de ferro iônico nos seres humanos, estes 

compostos de ferro lipofílicos se tornaram de interesse teórico como novos potenciais 

agentes no tratamento de anemia por ausência de ferro244–246. O TMH-Fc possui uma 

alta capacidade de gerar sobrecarga de ferro em animais e em hepatócitos cultivados, 

mimetizando sistemas de sobrecarga de ferro observados em pacientes com hemocro-

matose244,245,247. Os derivados de ferroceno tem sido considerados como promissores 

fármacos 248–250, não obstante o interesse em determinar a estabilidade frente a diferen-

tes quelantes endógenos e exógenos, assim com a sua toxicidade, foram dois de nossos 

objetivos.  

  

 Os resultados de análise elementar (C, H) e absorção atômica são mostrados na 

Tabela 4.2. Esses resultados são coerentes com a mono e disubstituição do ferroceno 

com o 3,5,5-trimetilhexanoilo, de acordo com o Esquema 3.1 e 3.3.   
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Tabela 4.2. Análise elementar dos compostos TMH-Ferroceno e (TMH)2-Ferroceno 

 

 TMH-Ferroceno (%) (TMH)2-Ferroceno (%) 

Teórico Experimental Teórico Experimental 

%C 69,90 69,40 72,10 69,60 

%H 7,97 7,96 9,01 9,41 

%Fe 17,20 17,22 12,00 10,88 

  

Apesar da diferença da %C encontrada no (TMH)2-Ferroceno, a análise estrutu-

ral por RMN (Tabela 4.2) confirma a obtenção da estrutura desejada. Além disso, nos-

sos resultados conferem com o relato inicial da obtenção desse material205. 

 

 Os rendimentos obtidos são apresentados na Tabela 4.3, incluindo uma compa-

ração com dados da literatura. Este rendimento foi calculado segundo a Equação 3.1.  

 

Tabela 4.3: Rendimento das reações de síntese do TMH-ferroceno e (TMH)2-ferroceno. 

 

Composto % Rref 
205 % Rexp (m) 

TMH-Ferroceno 74,70 59,31 (1,56g) 

(TMH)2-Ferroceno 72,90 53,60 (1,34g) 

 

  Os resultados obtidos na Tabela 4.3, guardam uma diferença em rendimento, 

pois na referência original (%Rref) a purificação foi feita usando um equipamento de 

HPLC em fase reversa e em nosso experimento foi através de cromatografia em coluna 

aberta .  

 

Testes qualitativos foram realizados para a determinação da solubilidade dos 

compostos organometálicos, nos solventes: água, metanol, acetona, clorofórmio, diclo-

rometano, tetracloreto de carbono e tolueno. Observa-se que ambos os complexos são 

solúveis em todos os solventes, exceto a água. 

 

Os espectros na região do infravermelho dos compostos sintetizados são apre-

sentados nas Figuras 4.9 e 4.10. 
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Figura 4.9: Espectro de infravermelho do TMH-ferroceno com os picos característicos.  
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Figura 4.10: Espectro de infravermelho do (TMH)2-ferroceno com os picos caracterís-

ticos. 
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Tabela 4.4. Bandas na região de infravermelho (cm-1) do TMH-Ferroceno e (TMH)2-

Ferroceno. 

 

Modo de vibração TMH-Ferroceno (TMH)2-Ferroceno 

v(C=O) combinação ---- 3218 

ν(C-H)Fc 3098 3104 

vas(CH3) 2955 2952 

νas(CH2) 2904 2901 

νs(CH3) 2868 2869 

ν(C=O) 1669 1730 

  1709 

  1675 

δs(CH2) 1454 1455 

δs(CH3)butila 1378 1375 

ν(C-C=O) 1277 1275 

ν(O-C-C) 1028 1028 

Fc (D5h) 482 482 

 

A Tabela 4.4 mostra as principais bandas no espectro FTIR dos compostos 

TMH-Ferroceno e (TMH)2-Ferroceno: 

 

TMH-Ferroceno: a banda estreita em 3098 cm-1 corresponde à vibração simé-

trica dos C-H do anel pentacarbonilo do ferroceno251. As bandas em 2954 cm-1 e 2868 

cm-1 correspondem aos estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo 

CH3 da cadeia alifática. As bandas em 2904 cm-1 e 1454 cm-1 correspondem ao estira-

mento assimétrico e deformação simétrica, respectivamente, do grupo CH2 da cadeia 

alifática. Em 1669 cm-1 tem-se a vibração correspondente ao grupo carbonila (C=O), 

onde se observa um único pico característico. Em 1378 cm-1 se observa um pico de de-

formação simétrica correspondente CH3 do grupo butila da cadeia final da parte alifática 

do composto. As bandas em 1277 e 1028 cm-1 correspondem às vibrações dos carbonos 

vizinhos ao grupo carbonila. A banda em 482 cm-1 é característica do ferroceno com 

conformação eclipsada252.  
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 (TMH)2-Ferroceno: a banda larga em 3228 cm-1 corresponde a uma combina-

ção do grupo C=O, correspondente às interações dos grupos C=O na estrutura253 . A 

banda estreita em 3105 cm-1 corresponde à vibração simétrica dos grupos C-H do anel 

pentacarbonilo do ferroceno251. As bandas em 2952 cm-1 e 2869 cm-1 correspondem aos 

estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo CH3 da cadeia alifática. 

As bandas em 2901 cm-1 e 1455 cm-1 correspondem ao estiramento assimétrico e de-

formação simétrica, respectivamente, do grupo CH2 da cadeia alifática. As bandas em 

1675, 1709, 1730 cm-1 correspondem às vibrações dos grupos carbonila (C=O), onde se 

observa uma superposição de picos, provavelmente devido a uma desordem da diferente 

conformação do anel do composto. Em 1375 cm-1 se observa um pico de deformação 

simétrica correspondente ao CH3 do grupo butila das duas cadeias finais da parte alifáti-

ca do composto. As bandas em 1275 e 1028 cm-1 correspondem às vibrações dos carbo-

nos vizinhos ao grupo carbonila. A banda em 483 cm-1 é característica do ferroceno com 

conformação eclipsada252. 

 

Os espectros de RMN 1H são apresentados nas Figuras 4.11 e 4.12, juntamente 

com as respectivas interpretações baseadas no software MestRe-C 

(http://mestrelab.com), usado para a interpretação dos espetros RMN1H. 
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Figura 4.11. Transformada de Fourier para o espectro de RMN 1H do composto TMH-

Ferroceno 

 

Figura 4.12. Transformada de Fourier para o espectro de RMN 1H da amostra (TMH)2-

Ferroceno
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Figura 4.13. Interpretação do espectro de RMN 1H do composto TMH-Ferroceno 

 

Fe

(A)HC

(A)HC
C
H(A)

CH(A)

CH(A)

(C)HC

(B)HC H(B)
C

CH(C)

C

C

C
H2(D)

CH(E)

C
H2(G)

C

CH3(H)

O
CH3(F)

CH3(H)

CH3(H)

 

 

 



94 
 

ppm (t1)
4.5004.5504.6004.6504.7004.7504.800

4
.7

8
3

4
.5

0
6

4
.4

9
9

4
.4

9
3

ppm (t1)
0.9200.9300.9400.9500.9600.9700.980

0
.9

5
2

ppm (t1)
2.202.302.402.502.602.70

2
.7

0
5

2
.6

8
6

2
.6

5
2

2
.6

3
3

2
.5

7
8

2
.5

5
1

2
.5

2
5

2
.4

9
8

2
.2

6
0

2
.2

4
1

2
.2

3
3

2
.2

2
0

2
.2

0
1

ppm (t1)
1.0501.1001.1501.2001.2501.3001.350

1
.3

5
5

1
.3

4
2

1
.3

0
9

1
.2

9
6

1
.2

1
6

1
.1

9
4

1
.1

6
9

1
.1

4
7

1
.0

4
8

1
.0

2
6

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fe

(C)HC

(B)HC
C
H(B)

CH(C)

C

(C)HC

(B)HC H(B)
C

CH(C)

C

C

C
H2(D)

CH(E)

C
H2(G)

C

CH3(H)

O
CH3(F)

CH3(H)

CH3(H)

C

C
H2(D)

CH(E)

C
H2(G)

C

CH3(H)

O
CH3(F)

CH3(H)

CH3(H)
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Tabela 4.5: Tabela de deslocamento químico de hidrogênio para o TMH-Ferroceno e 

(TMH)2-Ferroceno. 

 

 

Obs. s: singleto, d: dubleto, t: tripleto, m: multipleto, dd: dubleto duplo 

 

A partir das Figuras 4.11 e 4.13 e da Tabela 4.5, observam-se cinco prótons (A) 

do anel ciclopentadienilo com deslocamento em 4,20 ppm, dois prótons (B) e dois pró-

tons (C) do anel ciclopentadienilo com deslocamento entre 4,48-4,50 ppm e 4,77 ppm, 

respectivamente, dois prótons (D) com 2,50-2,73 ppm do grupo metileno o lado do gru-

po carbonila, três prótons (F) com 1,00-1,03 ppm do grupo metileno, um próton (E) 

com 2,23-2,25 ppm, dois prótons (G) em 1,12-1,34 ppm e nove prótons (H) em 0,94 

ppm do grupo butilo do final da cadeia alifática do composto253,254. 

 

A partir das Figuras 4.12 e 4.14 e da Tabela 4.5, observam-se quatro prótons 

(B) e quatro prótons (C) dos anéis ciclopentadienilo com deslocamento entre 4,49-4,51 

ppm e 4,78 ppm, respectivamente, quatro prótons (D) com 2,50-2,71 ppm dos grupo 

metileno ao lado do grupo carbonila, seis prótons (F) com 1,03-1,05 ppm do grupo me-

tileno, dois prótons (E) com 2,20-2,26 ppm, quatro prótons (G) em 1,15-1,36 ppm e 

dezoito prótons (H) em 0,95 ppm dos grupo butilos do final das cadeias alifáticas do 

composto253,254. 

 

 

Tipo de hidrogênio 
Deslocamento químico δ (ppm) 

TMH-Ferroceno (TMH)2-Ferroceno 

A 4,20 (s) --- 

B 4,50-4,48(t) 4,49-4,51(t) 

C 4,77(d) 4,78(m) 

D 2,73-2,50(dd) 2,50-2,71(dd) 

E 2,25-2,23(m) 2,20-2,26(m) 

F 1,03-1,00(d) 1,03-1,05(d) 

G 1,34-1,12(m) 1,36-1,15(m) 

H 0,94(s) 0,95(s) 
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4.3 Descrição e caracterização das nanopartículas de magnetita (Fe3O4) 

 

Com todos os dados obtidos, pode se describir a reação para a síntese de nano-

partículas de magnetita preparada a partir de Fe(acac)3. Todos os reagentes (precursor 

de Fe, surfactantes e solventes) são misturados à temperatura ambiente e a cor da mistu-

ra de reação foi vermelha. Quando atingem 70°C, a cor da mistura de reação vira de 

vermelho para o preto, devido à redução parcial de Fe(III) a Fe(II) pelo 1,2-

octanodiol255,256.  

 

Mais tarde, próximo de 200°C, tem lugar a reação de inter troca entre o ligante 

acetilacetonato e o surfactante com a maior capacidade de coordenação de ferro para 

gerar o complexo precursor dos núcleos. A estrutura deste complexo é semelhante a um 

complexo Fe-surfactante que pode ser polinuclear257. Normalmente, um ácido carboxí-

lico (ácido oleico) pode ser usado para recobrir o núcleo da nanopartícula, mas na sua 

ausência a oleilamina ou o diol podem assumir esse papel 258. Esta reação de permuta-

ção não é totalmente favorecida e a cinética é lenta, portanto, um passo em que se esta-

biliza a temperatura é necessário. A produção de espécies precursoras se incrementa ao 

aumentar a quantidade de surfactante, precursor, a capacidade de coordenação do ligan-

te com maior afinidade ao ferro e a temperatura de estabilização257. 

 

A temperatura de estabilização não deve exceder a temperatura na qual ocorre a 

nucleação para que não se sobreponham em tempo, a nucleação e crescimento. Este fato 

reflete-se numa ampla distribuição de tamanho ou numa distribuição bimodal259.  

 

 A temperatura deve-se manter um mínimo de tempo (duas horas) até que a taxa 

de geração das espécies precursoras seja nula. Uma vez geradas as partículas de precur-

sor, a temperatura eleva-se até a temperatura de ebulição do solvente (éter difenílico, T 

> 260°C). O aumento de temperatura deve ser lento e o aumento provoca a decomposi-

ção das espécies precursoras, resultando em núcleos de magnetita. A estrutura do núcleo 

de magnetita é como um partícula pequena, do tamanho de várias células unitárias que 

se encontra rodeado por moléculas do surfactante260,261.  
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Esquema 4.1: Descrição da reação utilizando o Fe(acac)3 como precursor255–

257,259–261. Quando um tipo de complexo, designado como o precursor atinge o seu mí-

nimo concentração de nucleação (
nuCmin ), os núcleos aparecem e crescem. Isso faz com 

que a concentração de soluto comece a diminuir, por conseguinte, a concentração do 

soluto cai de novo abaixo do nível mínimo para a nucleação mas deve se manter por 

cima da concentração de saturação (Cs), então só o crecimento pode acontecer256.  
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O processo de nucleação é instantâneo e é geralmente detectado por pequenas 

crepitações no interior do recipiente de reação correspondentes à decomposição do 

complexo de Fe-ácido oleico262.  

 

Em seguida, os surfactantes ao redor dos núcleos atuam como uma camada di-

nâmica superficial na qual estão-se adsorvendo e dissolvendo íons de Fe continuamente. 

A taxa de crescimento e, por conseguinte, o tamanho final e forma das nanopartículas é 

dada pela composição desta camada dinâmica de surfactantes263. Esta composição de 

camada dinâmica é dada pela mistura inicial de surfactantes na reação, estando normal-

mente em excesso em relação ao ferro. O crescimento será tanto maior quanto mais fle-

xível essa camada, isto é, quando se aumentar a proporção de ligantes com menos capa-

cidade de coordenar os átomos de Fe263. O processo de crescimento ocorre nos primei-

ros minutos de refluxo. Durante o tempo restante ocorrem vários processos, tais como a 

maturação de Ostwald, em que a distribuição do tamanho é reduzida, e a recristalização 

que melhora a ordem cristalina264.  

 

Neste tipo de síntese, o precursor de ferro de natureza orgânica irá dar origem às 

nanopartículas de magnetita a altas temperaturas, através de uma espécie intermediária 

que é a que finalmente se decompõe para produzir nanopartículas257.  

 

O solvente em que a reação tem lugar deve ter elevada temperatura de ebulição 

para permitir a decomposição térmica das espécies precursoras a alta temperatura (Es-

quema 4.1)211. O fato de que as altas temperaturas são atingidas faz com que as partícu-

las sejam muito cristalinas, porque os átomos têm energia suficiente para se ordenar 

dentro da nanopartícula. Os solventes utilizados são geralmente os éteres de cadeia lon-

ga (éter difenílico, éter dibenzilico, éter de octila), hidrocarbonetos alifáticos (docosano, 

eicosano, tetracosano) ou com uma ligação dupla (1-octadeceno, esqualeno). O solvente 

serve como um meio de dispersão para as partículas, e são as porções carboxílicas dos 

surfactantes que se orientam em direção ao centro da nanopartícula265.  

 

Surfactantes desempenham vários papéis importantes como a formação de espé-

cies precursoras dos núcleos de magnetita que podem ser, a redução da energia de su-

perfície das partículas, por conseguinte a diminuição do diâmetro, o controle do cresci-

mento das partículas, contribuindo para formar uma camada dinâmica em torno dos 
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núcleos, em que as moléculas são adsorvidas e dessorvidas da superfície e a estabiliza-

ção final das partículas no meio orgânico266. A parte polar se liga à superfície das partí-

culas, permanecendo a cadeia apolar orientada ao exterior, servindo assim de barreira 

estérica que evita o fenômeno de agregação (blindando as interações dipolares e de Van 

der Waals que existem entre as partículas)267.  

 

A caracterização da magnetita revestida com ácido oleico foi suficiente para de-

terminar a composição, como o tamanho antes e depois da suspensão com o Tween 80, 

que cumpre com a finalidade de nosso trabalho. 

 

  A análise composicional de nossas amostras de nanopartículas revestidas com 

ácido oleico no que se refere a carbono, hidrogênio e nitrogênio, foi feita pela técnica de 

análise elementar (CHN) na Central Analítica do Instituto de Química da Universidade 

de São Paulo (IQUSP), utilizando um analisador elementar da marca Perkin-Elmer, 

modelo 2400 CHN. Através desta análise pudemos estimar a massa orgânica que reco-

bre a partícula.  

 

A percentagem em massa encontrada para N (%N), para as três sínteses foram 

de 0,08%, (5 nm) 0,12% (8 nm) e 0,18% (12 nm), com baixa precisão (~ 0,2 %), de 

onde concluímos que a lavagem foi muito eficiente, restando apenas traços da oleilami-

na. Com isso, consideramos que todo o oxigênio presente na amostra se deve à magneti-

ta e ao recobrimento orgânico. Este pode ser calculado utilizando as quantidades de C e 

H, obtidas desta análise e considerando a fórmula molecular do ácido oleico (C18H34O2).  

 

Normalizamos então as porcentagens em massa obtidas para C (%C) e (%H) da 

análise CHN, dividindo-as pelas respectivas massas atômicas (M = 12,001 e 1,008). 

Obtivemos portanto a relação entre o número de átomos de hidrogênio (nH) e o número 

de átomos de carbono (nC) para verificar se a relação entre ambos corresponde à propor-

ção observada no ácido oleico e, assim, ter uma idéia da composição da camada orgâni-

ca (Tabela 4.6). 
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Tabela 4.6: Porcentagem de massa orgânica (%C, %H) do envoltório da magnetita, 

para os três tamanhos produzidos. nH/nC representa a relação molar de hidrogênio e car-

bono. 

 

Amostra %C %H nc nH/nC 

5 nm 9,20 1,72 0,445 2,25 

8 nm 12,01 2,20 0,459 2,17 

12 nm 13,57 2,44 0,463 2,16 

 

Para as três amostras a lavagem de material orgânico durante a síntese das partí-

culas foi feita com sucesso, mas os nossos resultados mostram um possivel conteúdo de 

resíduos de material orgânico, diferente ao ácido oleico, dado que a relação de nH/nC 

para ele deveria ser de 1,89. Essa diferença pode ser devido a traços de oleilamina, ace-

tilacetonato do precursor e/ou seus derivados. De fato, é esperado que apenas uma mo-

nocamada de ácido oleico recubra as nanopartículas, já que este não possui uma cadeia 

molecular linear como ocorre, por exemplo, com o ácido aminodecanóico, que tem uma 

cadeia linear e forma uma bicamada268. Por melhor que seja o processo de lavagem 

sempre haverá uma quantidade orgânica referente a esta monocamada na superfície da 

partícula e que só pode ser removida por reações químicas ou pela desnaturação do áci-

do oleico com o aumento de temperatura.  

 

A concentração de ferro (Fe) na magnetita foi determinada utilizando um espec-

trofotômetro de absorção atômica de chama (Shimadzu AA-6300), no comprimento de 

onda 248,3 nm, no laboratório da professora Dra. Liane Marcia Rossi do Instituto de 

Química da USP. Esta análise nos forneceu as percentagens, em massa, do íon ferro 

presente nas amostras.  

 

Novamente, normalizamo-las dividindo pelas respectivas massas atômicas, para 

o Fe. Devido à fórmula molecular da magnetita (Fe3O4), assumimos que para cada três 

átomos de ferro temos quatro átomos de oxigênio. Portanto, pudemos calcular a percen-

tagem de O em massa devido à magnetita, que somada à percentagem do ferro nos dá a 

quantidade percentual de massa do óxido nas nanopartículas (Tabela 4.7).  
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Tabela 4.7: Valores em porcentagem da massa (% Fe) e de magnetita, assumindo a 

composição Fe3O4. A % massa orgânica é obtida por diferença. 

  

Amostra % Fe % Magnetita 
% massa 

org 

5 nm 62,38 85,28 14,72 

8 nm 60,56 83,57 16,43 

12 nm 57,77 79,79 20,21 

 

Da Tabela 4.6 e 4.7 pudemos calcular as percentagens de magnetita e de materi-

al orgânico por duas técnicas diferentes (CHN e FAAS) que forneceram resultados bas-

tante próximos entre si. A massa orgânica (ácido oleico) calculada por CNH ou massa 

de oxido calculada com FAAS apresenta valores próximos à massa orgânica calculados 

a partir da diferença da quantidade de oxido de ferro calculado por FAAS ou ao oxido 

pela diferença da quantidade de massa orgânica calculada por CNH (5nm, erro 2,47%, 8 

nm, erro 0,46%, 12 nm, erro 2,20%). Então foi viável calcular o conteúdo de oxido de 

ferro por FAAS e pela diferença da massa orgânica calculada por CNH. Este é um resul-

tado muito importante e será utilizado nas preparações das soluções. 

 

A caracterização para a determinação da estrutura cristalina da magnetita se rea-

lizou pelo método de difração em pó (DRX). Os difratogramas de raios X foram obtidos 

por um difratômetro da marca Rigaku, modelo Miniflex (do professor Dr. Flavio M, 

Vichi do instituto de Química da USP), usando o método do pó nas seguintes condições 

experimentais: radiação Kα do cobre, λ = 1,5418 Å, operando em 30 kV, 15 mA de cor-

rente e empregando um filtro de níquel. A amplitude de varredura foi de 2θ entre 5 e 

40˚, a velocidade de varredura foi de 2˚ min-1 e o passo de leitura foi de 0,05˚. 

 

Os dados foram tratados pelo software do equipamento, que confirmou a estrutu-

ra da magnetita, apresentando os seguintes difratogramas para cada formulação estuda-

da (Figuras 4.15 a 4.17). Na amostra de magnetita estão presentes picos referentes aos 

planos hkl (220), (311), (511) e (440) em 2Ɵ = 30,4º; 35,8º; 57,2º e 63º respectivamen-

te. O tamanho do cristal, que pode dar uma ideia do tamanho da partícula obtida, é apre-

sentado na Tabela 4.8. 
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Tabela 4.8. Tamanho dos cristais de magnetita obtidos com as diferentes formulações. 

 

Formulação Tamanho (nm) 

Síntese 5 nm 4,78  

Síntese 8 nm  7.68  

Síntese 12 nm 10,89  

 

 

 

Figura 4.15. Difratograma da magnetita 5 nm 

 

 

 

Figura 4.16. Difratograma da magnetita 8 nm 
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Figura 4.17. Difratograma da magnetita 12 nm 

 

Os diferentes tamanhos médios de cristalito (Tabela 4.8), que indicam o tama-

nho da nanopartículas segundo a equação de Scherrer269, são devidos ao grau de nuclea-

ção e crescimento que apresenta a partícula durante a síntese. A velocidade de cresci-

mento e a nucleação estão em função da concentração do soluto. O soluto pode ser 

qualquer complexo em solução, o qual será o resultado da hidrólise e condensação do 

precursor (Fe(acac)3). Se as magnitudes da rapidez da nucleação e crescimento forem 

invertidas, a nucleação deve ser feita num tempo curto, para manter um tamanho de 

partícula controlado270.  

 

As medidas de Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) foram feitas no 

Laboratório de Microscopia Eletrônica do Instituto de Biociências da Universidade de 

São Paulo. Foi utilizado um microscópio eletrônico de transmissão JEOL 100CX II com 

filamento de tungstênio e tensão de aceleração de 200 kV, com o qual foram obtidas 

imagens em 120000× de magnificação para todas as amostras produzidas. Na prepara-

ção das amostras para as análises TEM, dispersamos as nanopartículas, que estavam 

inicialmente em pó, em álcool isopropílico e apenas uma gota desta solução foi deposi-

tada em uma grade feita de cobre e recoberta com um fino filme de carbono. As ima-

gens das três amostras de magnetita revestidas com ácido oleico se mostram nas Figura 

4.18 - 4.20.  
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Podemos ver que as três amostras são constituídas por nanopartículas com for-

mas quase-esféricas e morfologia homogênea, não apresentando uma estrutura do tipo 

núcleo (cristalina) – superfície (amorfa) identificável271. Também não foi observada a 

formação de aglomerados272,273 , mostrando a eficiência do recobrimento em evitar tal 

formação. 

 

Utilizando o programa de análises de imagens ImageJ, avaliamos o diâmetro das 

partículas aproximando-as de esféricas. Foram analisados os diâmetros de centenas de 

partículas de ao menos duas regiões distintas de todas as amostras para garantir uma boa 

análise estatística dos sistemas, possibilitando, assim a construção, com ajuda do pro-

grama Origin 8.0®, de um histograma de diâmetros médios (D) e sua dispersão (σ), que 

para as amostras de magnetita, são apresentados na Figura 4.18, até Figura 4.20 com 

os respectivos ajustes com distribuição log-normal274. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18: Imagem de microscopia eletrô-

nica transmissão (TEM) e histograma de di-

âmetros das nanopartículas de magnetita de 

5,17 nm (σ = 0,55) a um aumento de 

120000×. 
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A magnetita revestida por ácido oleico foi suspensa em Tween 80. A parte lipo-

fílica do ácido oleico da magnetita interage com a fração afim da cadeia oleilílica do 

Figura 4.19: Imagem de microscopia eletrô-

nica transmissão (MET) e histograma de di-

âmetros das nanopartículas de magnetita de 

7,80 nm (σ = 0,84) a um aumento de 

120000×.  
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Figura 4.20: Imagem de microscopia eletrô-

nica transmissão (MET) e histograma de diâ-

metros das nanopartículas de magnetita de 

11,73 nm (σ = 1,45) a um aumento de 

120000×.  
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Tween 80 (18 carbonos), deixando a parte hidrofílica na camada exterior275,276 (Esque-

ma 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              Fe3O4-OA277                 Fe3O4-OA-Tween 80

   

Esquema 4.2: Suspensão da magnetita revestida de ácido oleico com o Tween 80.  

 

Depois da suspensão em Tween 80 foi determinada o tamanho das nanopartícu-

las em solução a pH 7,0 e o potencial Z.  

 

As medidas de potencial Zeta (ζ) das nanopartículas foram realizadas a 25°C 

empregando-se um equipamento Malvern Zetasizer Nano SZ 90. As medidas de poten-

cial Zeta refletem o potencial elétrico da superfície das nanopartículas, o qual é influen-

ciado pelas mudanças na interface com o meio dispersante, em razão da dissociação de 

grupos funcionais na superfície da partícula ou da adsorção de espécies iônicas presen-

tes no meio aquoso da dispersão278. O potencial Zeta é medido aplicando-se um campo 

elétrico através da dispersão. As partículas que possuem um potencial Zeta migram para 

o eletrodo de carga oposta com uma velocidade proporcional ao valor de seu potencial. 

Esta velocidade é medida usando a técnica Laser Doppler Anemometry279.  
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Os potenciais Zeta das nanopartículas, depois do revestimento ou suspensão com 

o surfactante Tween 80, foram sempre negativos, como é apresentado na Tabela 4.9, 

indicando que mesmo em pH 7,0 a carga residual das cadeias do surfactante era negati-

va (Anexo 9.1-9.3). A concentração do revestimento da nanopartícula do ácido oleico 

(Tabela 4.6 e 4.8), em relação crescente com o tamanho, pode exercer uma densidade 

de maior carga superficial devido às maiores concentrações de surfactante263. Ou seja, a 

nanopartícula de menor tamanho tem menor quantidade de ácido oleico, porém precisa 

de menos surfactante para ser suspensa ou estabilizada, adotando assim menor carga 

superficial. O aumento da nanopartícula cresce com o aumento necessário de ácido olei-

co para poder-se estabilizar em meio orgânico, por conseguinte, esse aumento é pro-

gressivo com a quantidade necessária de surfactante estabilizante (Tween 80) em meio 

aquoso, incrementando a carga superficial, estabilidade, tamanho e sua distribuição 

(Tabela 4.10). O Rh aumenta conforme o tamanho de nanopartícula, dado que o Tween 

80 estabelece uma nova camada (cerca de 2 – 4 nm) sobre o acido oleico. Nos Anexo 

9.4-9.6 se mostram os perfis de distribuição de tamanho do Rh das nanopartículas, nos 

quais é possível verificar que ocorre uma faixa de tamanhos de partículas maiores, devi-

do à formação de bolhas promovida pelo Tween80 durante a medição.  

 

Tabela 4.9: Potencial Zeta das nanopartículas depois da suspensão com Tween-80 a pH 

7,0, 25°C 

Amostra Potencial Zeta (mV) 

5 nm -12,56 ± 3,28 

8 nm -19,33 ± 4,71 

12 nm  -20,9 ± 5,17 

 

Tabela 4.10: Raio hidrodinâmico das nanopartículas depois da suspensão com 

Tween-80, pH 7,0, 25°C.  

 

Amostra Raio hidrodinâmico (nm) 

5 nm 9,3 ± 2,2 

8 nm 11,1 ± 2,0 

12 nm  14,2 ±1.3  
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4.4 Quantificação de fluorescência da transferrina fluorescente (Fl-Tf) 

 

A transferrina fluorescente (FlTf) foi sintetizada a partir da apotransferrina ou 

holotransferrina numa síntese em meio básico com  o 5-DTAF152. A grande massa mo-

lecular da transferrina 76-81 kD280 foi aproveitada para a purificação por diálise152,183. E 

em seguida se calculou a quantidade da parte fluorescente pelo método de fluorescência. 

Todos os testes com a Fl-Tf foram com o produto para o qual se obteve maior rendi-

mento de fluorescência. A concentração de transferrina marcada com 5-DTAF foi calcu-

lada através de uma curva de calibração com padrões de 5-DTAF (λexc/λem = 485 / 520 

nm)91.  

 

Os valores das fluorescências de ambas proteínas marcadas foram de 17600 (apo) e 

17000 (holo) em unidades arbitrárias de fluorescência. Os valores foram substituídos na 

curva de calibração (Figura 4.21) para finalmente obter um rendimento de 88% (apo) e 

85% (holo) de marcação fluorescente. A concentração de parte proteica (apotransferrina 

/holotransferrina) foi determinada a partir da massa inicial da proteína. Figura 4. 21 

:Curva de calibração 5-DTAF para determinar a concentração de marcador fluorescente 

da apo- e holo- transferrina. 
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4.5 Quantificação da marcação de fluorescência da desferrioxamina fluorescen-

te (Fl-DFO) 

 

O DFO exibe uma conformação estendida, enquanto uma configuração comple-

tamente contraída é adotada em torno de um íon de metal uma vez que os seis átomos 

de oxigênio dos grupos hidroxamato são ligados em seis vértices de um octaedro que 

inclui um íon metálico no seu centro76.  

 

DFO tem uma constante muito elevada complexação (log K) de 30,776 para íons 

Fe(III) em comparação com Fe(II) (7,2), Ni(II) (10,9), Cu(II) (14,1), Zn(II) (10,1) e 

Al(III) (23,1). Ele pode ser um receptor altamente eficaz e seletivo para íons Fe(III)281. 

Daí decorre a importância da síntese do Fl-DFO para tentar avaliar a capacidade de li-

gação do ferro da magnetita por supressão de fluorescência, uma vez que a DFO liga 

qualquer ferro lábil produzido pela nanopartícula, apresentando supressão de fluores-

cência devido à formação do complexo [Fe(Fl-DFO)] numa proporção 1:1218.  

 

O composto preparado Fl-DFO segundo o procedimento descrito no item 3.6, 

teve uma fração de fluoresceína (Fl) determinada por quantificação de fluorescência e 

outra de DFO por titulação fluorimétrica.  

 

Na determinação da fração fluorescente se usou um estoque de FITC 1 mM e foi 

preparada uma curva de calibração (Figura 4.22). Para a preparação da amostra se as-

sumiu que o sólido obtido (Fl-DFO; MM = 950,06 g/mol) estaria na relação 1:1 fluores-

ceína: DFO. Pesou-se 0,0011 g de amostra e se diluiu em HBS, para uma concentração 

final de 1 mM, e em seguida se diluiu a 2 µM em 5 mL de HBS. 

 

Finalmente, segundo a nossa curva de calibração com FITC (Figura 4.22) a 

concentração da parte fluorescente foi 0,1938 µM que equivaleria a 9,69% de Fl da 

massa total da amostra preparada de Fl-DFO. 
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Figura 4.22 :Curva de calibração FITC para determinar a parte fluorescente da Fl-DFO. 

 

A proporção da marcação fluorescente do DFO precisaria ser determinada (assumindo 

que, durante a síntese de Fl-DFO, nem toda molécula de DFO foi marcada). Então, uma 

solução 2 µM (em termos de fluorescência) de Fl-DFO foi titulada com FAS (Figura 

4.23). A fluorescência é constantemente suprimida até que se satura de ferro toda a Fl-

DFO. Portanto, nessa curva, quando se atinge a supressão máxima de fluorescência, a 

concentração de Fl-DFO é igual à de ferro (já que a estequiometria é 1:1). 
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Figura 4.23: Titulação de complexação do Fl-DFO com o ferro. r.u = unidades relativas 

de fluorescência. 

y= -121,94x + 49720 

r2=0,993 
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Na Figura 4.23, é muito importante perceber que o ferro está reagindo tanto 

com DFO marcado com fluoresceína (Fl-DFO) como com DFO não marcado. A supres-

são máxima é encontrada quando [Fe] = 18,7 M nessa figura (valor obtido pela extra-

polação do segmento linear). Nessa situação, todas as moléculas de DFO (marcadas ou 

não) foram saturadas com o metal. Então, calculando-se a proporção de DFO/Fl se tem:  

 

[𝐷𝐹𝑂]

[𝐹𝑙]
=

18,7µ𝑀

1,9 µ𝑀
= 9,84 ~10 

 

  Do resultado se pode concluir que a sonda tem uma porcentagem de 10% de 

marcação de fluorescência. 

 

4.6 Estudo da estabilidade dos compostos de ferro frente a quelantes endógenos 

e exógenos 

 

A estabilidade dos compostos de ferro foi avaliada usando a sonda fluorescente 

calceína, aproveitado sua semelhança com o EDTA, e a afinidade pelo ferro (pK 

~33,8)92 em meio aquoso. Estes testes foram realizados em diferentes condições fisioló-

gicas (soro sanguíneo, meio de cultura de artêmias e meio de cultura de hepatopâncreas 

de caranguejo) considerando os limites de ligação em relação ao pH (Figura 4.24). A 

quelação de ferro com calceína tem uma relação 1:1 (Esquema 4.3), com uma maior 

afinidade pelo Fe(III) através dos átomos de oxigênio da calceína, segundo a teoria áci-

do duro e base mole de Pearson. O ferro se se liga à calceína num arranjo octaédrico 

dando origem ao complexo estável de HCALFeIII 92.  
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Figura 4.24: Especiação de Fe-calceína em solução aquosa. O gráfico foi produzido 

com ajuda do software Hyperquad Simulation and Speciation (HySS)217, utilizando as 

constantes de formação de espécies de hidróxido de ferro51, calceína-ferro92,282,283, com 

os seguintes valores logarítmicos: -2.56 [FeOH]2+,-6.20 [Fe(OH)2]
+,-15.1 Fe(OH)3, -

21.88 [Fe(OH)4]
-, -2.84 [Fe2(OH)2]

4+ , -6.05 [Fe3(OH)4]
5+, 11,64 HCAL, 9,88 H2CAL, 

6,19 H3CALFe, 4,58 H4CALFe, 3,53 H5CALFe, 2,74 H6CALFe, 33,80 HCALFe, 24,00 

CALFe212. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4.3: Reação de complexação com supressão de fluorescência da calceína por 

ferro92.  
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A transferrina é uma proteína de transporte e carrega o ferro no plasma e 

no líquido extracelular para suprir as necessidades teciduais. A transferrina pode ligar 

dois átomos de íon férrico na sua estrutura (Esquema 4.4). É usada nos nossos ensaios 

de estabilidade de compostos de ferro, pela afinidade termodinâmica (pK ~23)76 como 

um modelo mais de quelante de fluido sanguíneo, sendo para isso marcada com uma 

sonda fluorescente para determinar o nível de ligação dos compostos de ferro nos dife-

rentes meios fisiológicos estudados.  

 

 

Esquema 4.4: Reação de supressão de fluorescência da Fl-aTf quando se liga a dois 

átomos de íon férrico. 

 

Como já visto, a desferroxamina (DFO) forma complexos predominantemente 

com os íons trivalentes de ferro (Esquema 4.5). É também utilizada nos nossos testes 

como um modelo quelante de grande afinidade (pK ~30,7) 76.  
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Esquema 4.5: Reação de complexação com supressão de fluorescência do Fl-DFO com 

ferro.  

 

A importância do estudo com as diferentes sondas neste trabalho teve como 

princípio fundamental avaliar a estabilidade de distintos metalofármacos de ferro (fár-

macos comerciais e possíveis candidatos a fármacos) nos distintos meios fisiologica-

mente relevantes. Nos estudos a seguir, calceína, transferrina fluorescente e deferiprona 

foram utilizadas para avaliar a estabilidade dos metalofármacos comerciais. Calceína e 

transferrina fluorescente foram usadas para estudar os derivados de ferroceno. Final-

mente, calceína, transferrina fluorescente e desferrioxamina fluorescente foram usadas 

para as nanopartículas de magnetita. 

 

4.6.1 Estudo da estabilidade dos fármacos comerciais. 

 

Calceína, desferrioxamina e transferrina são fortes quelantes de ferro(III), por 

conseguinte, eles são úteis como modelos de ligação de alta afinidade dos substratos 

biológicos no ambiente91. Além disso, a fluorescência da calceína e dos derivados fluo-

rescentes da desferrioxamina e da transferrina é estequiometricamente suprimida pelo 

ferro, tornando estas moléculas úteis para a detecção do metal em concentrações muito 

baixas, por meio de ensaios de equilíbrio competitivo. O conceito subjacente é, quanto 
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maior for a estabilidade do metalofármacos à base de ferro, pouco ferro lábil estará dis-

ponível para ligação com essas sondas, e, consequentemente, menor será a supressão da 

fluorescência das mesmas. Por meio de uma curva de calibração com ferro "livre", co-

mo FAS, é possível quantificar a quantidade de ferro liberado pelos metalofármacos de 

ferro e, em seguida, estimar suas estabilidades91. Uma vez emitida para o meio ambien-

te, metalofármacos de ferro podem ser absorvidos como moléculas intactas (que se dis-

sociam dentro do organismo), ou eles podem dissociar-se, tornando assim os produtos 

de hidrólise responsáveis por uma série de efeitos biológicos183. Os estudos de estabili-

dade foram realizados condições fisiológicas, de soro sanguíneo (HBS) e animais (crus-

táceos: Artemia salina e Ucides cordatus). 

 

Metalofármacos de ferro com revestimento polimérico e com uma concentração 

máxima [Fe]total = 2 μM exibiram grande estabilidade frente à calceína e Fl-Tf nos dife-

rentes meios, pois não foram capazes de promover supressão da fluorescência significa-

tiva de qualquer sonda mediante reação com estes compostos (Figura 4.25 e 4.26). De 

fato, o ferro lábil resultante da dissociação destas moléculas foi detectado apenas em 

concentrações mais elevadas de droga (Tabela 4.11 e 4.12) e só em meio fisiológico a 

pH 7,4 , atingindo algo em torno de 2% de ferro total152. Em meio marinho não foi pos-

sível a detecção a detecção de ferro lábil (dados não mostrados). Nosso resultados indi-

cam que baixos níveis de emissões dessas drogas não induziriam altos níveis de ferro 

lábil em amostras ambientais. 
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Figura 4.25: Estabilidade dos fármacos comerciais (0  2 µM) frente à calceína 2 µM 

em tampão HBS, para um tempo de 24 h com n=8. Os resultados não mostram diferen-

ças significativas segundo os testes de ANOVA para um nível de confiança de 95%.  
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Figura 4.26: Estabilidade dos fármacos comerciais (0  2 µM) frente apotransferrina 2 

µM em tampão HBS, para um tempo de 24 h com n=8. Os resultados não mostram dife-

renças significativas segundo os testes de ANOVA para um nível de confiança de 95%.  
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Figura 4.27: Perfil de supressão de fluorescência devido aos fármacos comerciais a 

concentrações de 20, 40 µM e 80, a pH 7,4 frente à calceína 2 µM em tampão HBS, 

para n=8.  
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Tabela 4.11: Concentrações de ferro lábil (M) a partir dos fármacos comerciais a pH 

7,4 (HBS) frente à calceína 2 µM. Resultados se mostram como (média ± desvio pa-

drão), para n=8. 

 

Fármacos  [Fe]total = 20 µM [Fe]total = 40 µM [Fe]total = 80 µM 

F1 0,37±0,07 0,38±0,03 0,47±0,06 

F2 0,27±0,03 0,33±0,01 0,38±0,01 

F3 0,31±0,07 0,35±0,01 0,35±0,04 

F4 0,33±0,08 0,39±0,01 0,45±0,05 

F5 0,33±0,01 0,34±0,01 0,37±0,01 

F6 0,40±0,07 0,49±0,01 0,55±0,04 

F7 0,40±0,07 0,50±0,02 0,63±0,04 

F8 0,46±0,05 0,61±0,01 0,75±0,05 
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Figura 4.28: Estabilidade dos fármacos comerciais frente à Fl-Tf, 2 µM em tampão 

HBS. (n=8). 
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Tabela 4.12: Concentrações de ferro lábil (M) a partir dos fármacos comerciais a pH 

7,4 (HBS) frente à Fl-Tf 2 µM. Resultados se mostram como (média ± desvio padrão), 

para n =8.  

 

Fármacos  [Fe]total = 20 µM [Fe]total = 40 µM [Fe]total = 80 µM 

F1 0,32±0,04 0,53±0,07 0,79±0,06 

F2 0,24±0,05 0,24±0,01 0,36±0,04 

F3 0,43±0,06 0,41±0,08 0,51±0,04 

F4 0,44±0,07 0,49±0,08 0,58±0,05 

F5 0,30±0,07 0,35±0,06 0,51±0,05 

F6 0,38±0,04 0,47±0,07 0,69±0,04 

F7 0,25±0,05 0,26±0,07 0,34±0,04 

F8 0,38±0,04 0,72±0,08 1,68±0,05 

 

A pH 7,4 o ferro é captado pela calceína ou apotransferrina91, depois de uma 

competição com o invólucro orgânico de cada fármaco de ferro. O ferro imobilizado, 

dentro de núcleo hidróxido férrico284 se encontra recoberto de dextrano, glucoheptona-

to/dextrano, glicinato/dextrano ou polimaltose, e estes vão determinar a estabilidade de 

cada composto285.    

 

Frente à calceína e a condições de pH 7,4, os fármacos de administração intrave-

nosa guardam a seguinte relação de estabilidade (Figura 4.27):  

 

Ferro-dextrano ≈ Ferro-glucoheptonato ≥ Ferro-glicinato > Ferro-polimaltose       

  

Por outro lado frente à transferrina fluorescente em condições de pH 7,4, a se-

guinte ordem de estabilidade é observada (Figura 4.28): 

 

Ferro-dextrano ≥ Ferro-glicinato> Ferro-glucoheptonato > Ferro-polimaltose       

 

Em ambos os testes in vitro os complexos de ferro dextrano apresentam maior 

estabilidade (Tabela 4.11 e 4.12), e pelo contrário o ferro polimaltose mostra menor 

estabilidade, ou seja, maior quantidade de ferro lábil disponível. Essa diferença poderia 
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ser explicada devido a que os fármacos de administração via intravenosa (VI) (ferro-

dextrano), devem ter menor disponibilidade de ferro, pois esses entraram em contato 

direto com a corrente sanguínea, podendo gerar uma sobrecarga de ferro, assim um con-

sequente dano a nível sistêmico. Em contraparte os metalofármacos de via oral (VO) 

por não apresentar disponibilidade imediata com a corrente sanguínea, disponibilizam 

ferro com maior facilidade (ferro-polimaltose)233,286. 

 

Os metalofármacos de ferro, segundo a via de administração podem apresentar 

diferenças de estabilidade frente a quelantes com maior afinidade pelo ferro. Mais ainda 

esses poderiam mostrar diferenças de estabilidade em diferentes condições fisiológicas, 

como a de soro sanguíneo (pH 7,4) ou suco gástrico (pH 2,2).  

 

Partindo do mencionado acima os metalofármacos  foram avaliados frente à de-

feriprona (DFP), considerando as condições nas quais são absorvidos no corpo, tendo 

em conta que a DFP é um fármaco comercial de via oral, muito usual em terapia de que-

lação de ferro por sua alta afinidade (pK = 37)215 . Adicionalmente os fármacos de IV 

foram avaliados com uma mistura competitiva de quelantes citrato-deferiprona, tendo 

em conta que o citrato está presente na corrente sangüínea, podendo formar complexos 

de citrato férrico287,288.  

 

As Figuras 4.29 e 4.30 mostram os perfis de estabilidade de 72 horas, onde o 

aumento da inclinação das curvas mostra a ligação do ferro disponível dos fármacos IV, 

que é ligado à DFP em condições de pH 7,4 (MOPS), com concentrações de ferro dis-

ponível (Tabela 4.13) de em torno de 11,0-14,4 % da concentração total de ferro no 

fármaco. Por outro lado, os fármacos de VO apresentaram nas mesmas condições de 

pH, disponibilidade de ferro em 35% frente à DFP, que confere com a via de adminis-

tração, e a menor estabilidade como antes mencionado233,286. Adicionalmente, os fárma-

cos de VO apresentaram similar perfil de quelação (Figura 4.31), e possuem ferro dis-

ponível numa faixa de 38-40 %, em condições fisiológicas de suco gástrico (pH 2,2), 

mostrando uma maior disponibilidade de ferro devido às condições ácidas do meio, 

frente à DFP.  
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Tabela 4.13: Estabilidade dos fármacos (200 µM) frente à DFP (pH 2,2 ou 7,4) ou 

DFP-Cit (pH 7,4). Concentração (M) e porcentagem de ferro quelado. 

  

Fármaco DFP (pH 2,2) DFP (pH 7,4) DFP-Cit (pH 7,4) 

F1 * 26,23±0,03 (13,1%) 33,38±0,01 (16,7%) 

F2 * 26,67±0,02 (13,3%) 32,08±0,01 (16,0%) 

F3 * 24,10±0,01 (12,1%) 35,71±0,03 (17,9%) 

F4 * 21,89±0,03 (11,0%) 29,36±0,01 (14,7%) 

F5 * 26,23±0,01 (13,1%) 32,40±0,02 (16,2%) 

F6 * 29,13±0,02 (14,5%) 24,78±0,01 (12,4%) 

F7 77,20±0,03 (38,6%) 70,80±0,03 (35,4%) 44,69±0,03 (22,3%) 

F8 79,81±0,02 (39,8%) 70,63±0,01 (35,2%) 49,70±0,01 (24,8%) 

 

* Os fármacos não foram testados nestas condições pois são de absorção intravenosa.  

 

A presença do citrato em competição com a deferiprona produz diferentes com-

portamentos, conforme o recobrimento polimérico dos metalofármacos 289. A Tabela 

4.13, mostra que os compostos de VI em condições de pH 7,4, de maneira geral, apre-

sentam um incremento na disponibilidade de ferro frente à DFP em presença de citrato. 

Nestes fármacos (pH 7,4), o citrato pode promover a liberação de ferro até cerca de 3%, 

pois o citrato pode se ligar com o ferro e formar complexos de estruturas diméricas ou 

oligoméricas (mas não monoméricas). Assim, o citrato poderia auxiliar a mobilizar o 

ferro para ligar com a DFP289,290. Já os fármacos de VO apresentaram uma diminuição 

de ligação com a DFP em presença de citrato a pH 7,4 numa faixa de 10-13% de ferro 

total. O citrato é frequentemente usado para revestir nanoparticulas de óxido de ferro, 

estabilizando-as, com boa estabilidade em condições  fisiológicas humanas 291,  e podem 

até suportar  altos níveis de salinidade292. Então, o citrato pode demonstrar ser um fator 

protetor análogo aos fármacos de via oral, indisponibilizando ferro para a DFP. No en-

tanto, podem acontecer outros processos estabilizadores ainda não estudados, nestas 

condições. 
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Nos fármacos VO, a diminuição de pH (7,4 a 2,2) favorece a disponibilização de 

ferro para se ligar à DFP293,294, pela desestabilização da camada polimérica que envolve 

o complexo de hidróxido de ferro-glicinato (F7) e hidróxido de ferro-polimaltose (F8).  

 

Os fármacos de ferro estão formados por núcleos polinucleares de hidróxidos de 

ferro envolvido por ligações não covalentes com o dextrano resultando frequentemente 

numa massa molecular de cerca de 50 kD ou mais295. Esses complexos são estáveis e 

não liberam facilmente ferro iônico em condições fisiológicas183. Os núcleos dos com-

plexos de ferro são similares à estrutura da ferritina. Devido a essa similaridade, o 

Fe(III) do complexo pode ser absorvido por processo de absorção ativa, via troca com-

petitiva com outras proteínas ligantes em fluido gastrointestinal ou plasma sanguíneo293.  

 

 Fármacos via intravenosa e via oral se diferenciam pela estabilidade e formula-

ção; os de via parenteral são mais estáveis e não deveriam liberar ferro com facilidade 

para evitar a toxicidade indesejada por oxirredução do ferro, e assim evitar o dano oxi-

dativo293. Os fármacos de VI pelo geral são revestidos por dextrano, os quais são de 

maior estabilidade, por outro lado os fármacos de VO apresentam revestimentos de gli-

cinato ou polimaltose de menor afinidade pelo núcleo hidroxo-férrico, assim menor es-

tabilidade, que pode aumentar a absorção de ferro.   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.29:Disponibilidade de ferro dos fármacos via intravenosa por formação de Fe-

DFP a pH 7,4 (MOPS), por 72 horas, (n=3). 
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Figura 4.30: Disponibilidade de ferro dos fármacos via intravenosa por formação de 

Fe-DFP em precença de citrato a pH 7,4 (MOPS), por 72 horas, (n=3). 
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Figura 4.31: Disponibilidade de ferro dos fármacos via oral por formação de Fe-DFP a 

pH 2,2 (fosfato), por 72 horas, (n=3). 
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4.6.2 Estudo da estabilidade dos derivados de ferroceno 

 

Os derivados de ferroceno (Fc) representam um grupo interessante de drogas 

com propriedades antitumorais potenciais. Um esforço substancial é feito a fim de en-

contrar uma alternativa para a cisplatina e seus derivados, os fármacos anticancerígenos 

mais amplamente utilizado hoje em quimioterapia, devido aos seus efeitos secundários 

graves e o aumento do número de tumores resistentes à cisplatina296.  

 

Derivados de ferroceno, compostos com dois ligantes de ciclopentadienilo com-

plexados com um átomo de ferro, representam um grupo promissor de candidatos a 

fármacos anticancerígenos, que mostram boa lipofilicidade (facilitando o transporte de 

membrana) e uma enorme variedade de possíveis derivados. Esses derivados estavam 

entre os primeiros compostos organometálicos com propriedades antiproliferativa297,298. 

Numerosos derivados do ferroceno foram explorados como potenciais fármacos antitu-

morais, incluindo sais de ferroceno296, ferrocifens (ferroceno acoplado com tamoxifeno, 

um antagonista do receptor de estrogênio em células de câncer de mama aprovado pelo 

FDA)243, conjugados de ferroceno com intercaladores de DNA, etc299. Ferroquina, um 

análogo da cloroquina contendo ferroceno, foi até estudos de fase II de ensaios clínicos 

como um antimalárico300. No entanto, para o nosso conhecimento não há nenhum deri-

vado de ferroceno atualmente aprovado como um agente quimioterapêutico para o tra-

tamento do câncer, provavelmente devido à sua fraca solubilidade e à instabilidade hi-

drolítica sob condições fisiológicas. Derivados de ferroceno como são o TMH-

Ferroceno e (TMH)2-Ferroceno, usados como carregadores de ferro em ratos, podem 

mimetizar sistemas vivos de hemacoromatose205,244, apresentam alta disponibilidade de 

ferro frente à transferrina e calceína em meio mimético de soro sanguíneo, além de ferro 

com capacidade de gerar reservatórios de ferro lábil183, podendo ser usado como fárma-

co para repor ferro em sistemas localizados, aproveitando as propriedades lipossolúveis 

que apresentam154. Por outro lado, a última década testemunhou interesse de pesquisa 

renovado em compostos organometálicos anticancerígenos301,302. Com tantos derivados 

do ferroceno possíveis disponíveis, seria útil ter em mãos uma ferramenta rápida e sim-

ples para analisar seu efeito sobre as células cancerosas, especialmente a absorção dos 

compostos pelas células, concentração de compostos que penetram nas células, sua lo-

calização aproximada (o que poderia ajudar a elucidar o possível mecanismo de ação). 
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Assim, parâmetros como capacidade de gerar estresse oxidativo (mostrado mais 

adiante) e estabilidade frente a quelantes de ferro de diferentes naturezas deveria ser 

parte dos testes de aprovação, para ser introduzido como novo fármaco comercial. Além 

disso, o acompanhamento do seu destino no meio ambiente quanto estes candidatos a 

fármacos comerciais são descartados em sua forma ativa também seria importante.  

 

Os derivados de ferroceno, candidatos a possíveis fármacos comerciais, apresen-

taram menos estabilidade frente a modelos de quelantes de alta afinidade por ferro no 

tampão HBS (pH 7,4). A estequiometria de ligação das sondas (ligante: ferro) é de 1:1 

(calceína) ou 1:2 (Fl-Tf), por conseguinte 2 μM de cada sonda pode detectar até 2 μM 

com calceína ou 4 μM com Fl-Tf de ferro quelável (Tabela 4.13 e 4.14). Na maior con-

centração de ferro (2 μM), sais de ferro são virtualmente completamente quelados, co-

mo esperado. O metaloceno original é muito estável, no entanto ambos os seus deriva-

dos de TMH mostram ~ 40-50% de decomposição contra as sondas (Figuras 4.32 e 

4.33). Já em concentrações maiores (20-80 μM), o ferroceno ainda mantém a sua estabi-

lidade, por outro lado os seus derivados conseguem até saturar as diferentes sondas 

(Tabela 4.16 e 4.17). Nestes compostos, a desativação das ligações organometálicas 

pelos grupos carbonila do radical 3,5,5-trimetilhexanoíla explica a sua relativa falta de 

estabilidade e liberação do metal no sanduíche de ciclopentadienilo (Esquema 4.4)202. 

Esta diminuição da estabilidade dos derivados TMH concorda com os dados de espec-

trometria de infravermelho, onde ambos TMH-Fc e (TMH)2-Fc exibem uma faixa que 

se estende de Fe-C5 em 482 cm-1, enquanto que na Fc desta banda ocorre a 460 cm-1, 

indicando uma ligação enfraquecida nos derivados TMH. Estes experimentos foram 

repetidos para concentrações de Fc mais elevadas (até 80 µM), e a tendência relativa de 

estabilidade não foi alterada (Figura 4.34 e 4.35). Por outro lado, os derivados de Fc 

não apresentaram nenhuma quantidade detectável de ferro lábil na água do mar artificial 

(pH 8,3) e meio celular marinho (pH 7,8) com qualquer uma das sondas para o Fe (da-

dos não mostrados).  
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Esquema 4.4: Efeito indutivo e ressonante desfavorável, devido ao grupo C=O do 

TMH, dos derivados de ferroceno: acima, TMH-Fc e abaixo (TMH)2-Fc202,303.  

 

Uma vez que a salinidade da água do mar artificial, ou de tampão para Ucides, é 

maior do que a do tampão HBS (~ 0,6 M ou ~0,4 M contra 0,15 M de NaCl, respecti-

vamente), o aumento da quantidade de íons Cl- pode competir eficientemente com as 

sondas fluorescentes para a coordenação do metal, e embora o cloreto forme complexos 

fracos com Fe(III) (logK = 1,06 para [FeCl2]
+ 304), a sua concentração é de 200 a 300 

vezes maior, portanto, quaisquer vestígios de ferro liberados das ferrocenos pode não 

ser acessível para as sondas. A transferrina fluorescente liga mais ferro mesmo na forma 

de salinidade elevada, já que o metal está acomodado numa dobra da proteína com pou-

ca exposição ao solvente305 de uma forma cineticamente inerte. 

 

FeII

C

O

FeII

O

3,44

2,55

FeII

C

O

FeII

O

3,44

2,55

C

O

3,44

2,55

O



 

126 
 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
Fe (II)

Ferroceno

TMH-Ferroceno

(TMH)2-Ferroceno

Concentração de Ferro (M)

F
lu

o
re

s
c
ê
n

c
ia

 (
u

.r
.)

a a a

b

c
d

e

f g

 

Figura 4.32: Estabilidade dos derivados de ferroceno (0  2 µM) frente à Calceína 

2µM. As letras representam a diferença estatística significativa (ANOVA), P < 0,05, n 

=8. 

 

 

Tabela 4.14: Concentração de ferro (µM) quelável frente à calceína 2µM, dos derivados 

de ferroceno. 

 

 

Conc. (µM) Fe(II) Ferroceno TMH-Ferroceno (TMH)2-Ferroceno 

0,03125 0,03 ± 0,07 0,03 ± 0,03 0,03 ± 0,02 0,02 ± 0,02 

0,0625 0,05 ± 0,06 0,04 ± 0,02 0,05 ± 0,01 0,06 ± 0,05 

0,125 0,12 ± 0,06 0,05 ± 0,02 0,10 ± 0,04 0,08 ± 0,04 

0,25 0,24 ± 0,08 0,06 ± 0,03 0,16 ± 0,07 0,16 ± 0,02 

0,5 0,50 ± 0,05 0,07 ± 0,03 0,23 ± 0,02 0,26 ± 0,01 

1 0,98 ± 0,03 0,08 ± 0,04 0,39 ± 0,01 0,43 ± 0,02 

 2 1,91 ± 0,01 0,16 ± 0,03 0,94 ± 0,01 1,01 ± 0,04 
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Figura 4.33. Estabilidade dos derivados de ferroceno (0  2 µM) frente à transferrina 

fluorescente 2µM. As letras representam a diferença estatística significativa (ANOVA), 

P < 0,05, n =8.  

 

Tabela 4.15: Concentração de ferro (µM) quelável frente à Fl-Tf 2µM, dos derivados 

de ferroceno. 

 

Conc. no-

minal de Fe 

(µM) 

Fe(II) Ferroceno TMH-Ferroceno (TMH)2-Ferroceno 

0,03125 0,03 ± 0,01 0,00 ± 0,02 0,03 ± 0,08 0,00 ± 0,02 

0,0625 0,07 ± 0,05 0,02 ± 0,08 0,04 ± 0,02 0,08 ± 0,05 

0,125 0,15 ± 0,04 0,04 ± 0,17 0,08 ± 0,10 0,13 ± 0,04 

0,25 0,20 ± 0,14 0,05 ± 0,19 0,10 ± 0,07 0,16 ± 0,02 

0,5 0,51 ± 0,10 0,08 ± 0,15 0,24 ± 0,03 0,34 ± 0,01 

1 1,00 ± 0,10 0,09 ± 0,09 0,56 ± 0,06 0,44 ± 0,02 

2 1,75 ± 0,10 0,14 ± 0,09 0,78 ± 0,09 0,75 ± 0,04 
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Figura 4.34. Estabilidade dos derivados de ferroceno (0  80 µM) frente à calceína 2 

µM em tampão HBS. Os asteriscos representam a diferença estatística significativa 

(ANOVA), P < 0,05, n =8. 

 

Tabela 4.16: Concentração de ferro (µM) quelável frente à calceína 2 µM, em HBS, 

dos derivados de ferroceno. 

 

 

Conc. de ferro 

total (µM) 
Fe(II) Ferroceno TMH-Ferroceno (TMH)2-Ferroceno 

20 2,00 ± 0,11 0,11 ± 0,01 1,98 ± 0,02 2,00 ± 0,01 

40 2,00 ± 0,01 0,17 ± 0,01 2,00 ± 0,01 2,00 ± 0,01 

80 2,00 ± 0,01 0,18 ± 0,05 2,00 ± 0,15 2,00 ± 0,15 
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Figura 4.35: Estabilidade dos derivados de ferroceno (0  80 µM) frente à Fl-Tf 2 µM 

em tampão HBS. Os asteriscos representam a diferença estatística significativa (ANO-

VA), P < 0,05, n =8. 

Tabela 4.17: Concentração de ferro (µM) quelável frente à Fl-Tf 2µM, em HBS, dos 

derivados de ferroceno. 

4.6.3 Estudo da estabilidade das nanopartículas de magnetita 

 

As nanopartículas de magnetita (Fe3O4) têm sido amplamente estudadas nos úl-

timos anos, devido às suas propriedades magnéticas, químicas e ópticas 306–309.  Muitos 

métodos para sua síntese tem sido pesquisados. Um deles, eficaz para produzir nanopar-

tículas monodispersas com tamanhos controláveis, é a decomposição térmica de precur-

sores em solventes orgânicos a temperaturas elevadas203,310. Neste trabalho, as nanopar-

tículas foram estabilizadas por revestimentos hidrofóbicos de ácido oleico, e suspendi-

das em meio aquoso a través do revestimento hidrofílico com Tween 80.  

 

Conc de ferro 

total (µM) 
Fe(II) Ferroceno TMH-Ferroceno (TMH)2-Ferroceno 

20 1,90 ± 0,11 0,03 ± 0,02 1,41 ± 0,19 2,0 ± 0,15 

40 2,0 ± 0,15 0,09 ± 0,03 2,0 ± 0,15 2,0 ± 0,15 

80 2,0 ± 0,15 0,08 ± 0,04 2,0 ± 0,15 2,0 ± 0,15 
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Em aplicações biomédicas, as nanopartículas têm que ser hidrofílicas e ter uma 

estabilidade adequada em meio biológico. Para aplicações avançadas com nanopartícu-

las, como diagnósticos in vivo e terapia , é necessária a minimização da absorção pelo 

sistema reticuloendotelial (RES) para aumentar o tempo de circulação da nanopartícula 

no sangue, acarretando elevado potencial diagnóstico e eficiência terapêutica311. Além 

disso, a superfície da nanopartícula deve possuir grupos funcionais para conjugação de 

ligantes de direcionamento ou agentes terapêuticos. Estratégias de modificação para o 

revestimento de nanopartículas hidrofóbicas com polímeros hidrofílicos incluem troca 

de ligantes312, encapsulamento de micelas313, e ligação covalente314,315. Particularmente, 

o Tween 80  têm sido o foco nesta pesquisa como material de revestimento eficaz para 

as nanopartículas316–318, devido à sua capacidade de resistir à incrustação de proteínas e 

proporcionar impedimento estérico e assim prevenir a agregação das nanopartículas 

275,319,320. Apesar dos avanços de diferentes métodos de sínteses, o desafio ainda perma-

nece, pois é necessário uma melhora do controle de tamanho, da dispersão e da estabili-

dade com revestimento polimérico de nanopartículas em meios biológicos relevantes.  

Aqui apresentamos um estudo de estabilidade de nanopartículas de tamanhos 

controlados em dois meios fisiológicos relevantes, de soro sanguíneo e celular marinho, 

com a preocupação de avaliar um possível impacto no ambiente, assumindo uma libera-

ção indesejada desses materiais como resíduo sólido no ambiente marinho. 

 

Nossos resultados indicam que, independentemente do tamanho, as nanopartícu-

las na faixa de 5-12 nm apresentam grande estabilidade frente a diferentes quelantes 

fluorescentes (CAL, Fl-Tf e Fl-DFO) em meio fisiológico neutro pH 7,4 e celular mari-

nho pH 7,8 com maior salinidade (Figura 4.36). Isto pode ter acontecido devido a que o 

ferro não é facilmente disponível a partir do núcleo mineral e/ou por baixo da camada 

exterior de ácido oleico.  

 

A magnetita é um ferrimagneto com uma estrutura de espinélio cúbico invertido, 

com uma fórmula química muitas vezes descrita como [8Fe3+]A[8Fe3+, 8Fe2+]BO32. Esta 

fórmula indica que os locais tetraédricos denotados por A são ocupados por íons férri-

cos, enquanto locais octaédricos denotados por B contém um número igual de íons fér-

rico e ferroso, porém frequentemente este óxido apresenta uma estrutura não estequio-

métrica321. Aquela estrutura complexa revestida com ácido oleico, entra em competição 
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com as diferentes sondas. No meio marinho de células, o aumento de salinidade pode 

atenuar a ligação de sonda pelo ferro, por competição com os íons cloreto, adotando um 

ambiente inerte de ligação183. 
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Figura 4.36: Estabilidade das NPs, em meio tamponado de HBS pH 7,4 e 25°C frente a 

(A) calceína, (B) Fl-Tf e (C) Fl-DFO, e em meio Ucides pH 7,8 e 25°C frente a (D) cal-

ceína, (E) Fl-Tf e (F) Fl-DFO. Os asteriscos representam a diferença estatística signifi-

cativa (ANOVA), P < 0,05, n =4. 
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4.7 Estudo da capacidade de geração de ferro lábil dos compostos de ferro  

 

Em fluidos biológicos, formas lábeis de ferro podem participar no ciclo de auto-

oxidação de ligantes endógenos, tais como o ascorbato, o que leva ao desenvolvimento 

de uma variedade de espécies de oxigênio reativas, indicando que, mesmo “antioxidan-

tes” podem se comportar como pró-oxidantes, dependendo sua proporção em relação 

com íons metálicos redox-ativos. A formação destas espécies reativas é conveniente-

mente medida como a taxa de conversão da sonda dihidrorodamina (não fluorescente) à 

sua forma oxidada rodamina (fluorescente)213. De acordo com os ensaios de estabilidade 

a pH 7,4, verificou-se que os metalofármacos de ferro revestidos com polímero de uso 

comercial não apresentavam sinais mensuráveis de ferro redox-ativo (os valores foram 

inferiores ao limite de detecção de 0,4 µM213).  Em condições marinhas os fármacos 

comerciais mostraram semelhante resultados de atividade redox. Estudos anteriores de 

fato mostram que apenas 0,8% do total de ferro em formulações semelhantes é redox-

ativo152. O ferro dos derivados de Fc, foram capazes de gerar EROs, através da auto-

oxidação do ascorbato em meio tamponado de HBS (pH 7,4), sendo o Fc menos ativo 

que os seus derivados TMH (Tabela 4.18). 

 

Tabela 4.18: Concentrações e porcentagem do ferro redox nos compostos de ferroceno, 

em HBS (pH 7,4), concentrações de 40 µM de ferro total (média ± desvio padrão). 

 

Composto de ferro Ferro redox (µM) Ferro redox (%) 

Ferroceno 1,20 ± 0,17 3,0 

TMH-Ferroceno 3,80 ± 0,17 9,5 

(TMH)2-Ferroceno 3,26 ± 0,15 8,2 

 

Os resultados obtidos estão de acordo com a elevada quantidade de ferro lábil 

disponível a partir da dissociação dos derivados TMH (Figura 4.34 e 4.35). O Fe(II) do 

Fc pode se oxidar com maior facilidade a Fe(III)322. Os grupos C=O  dos  TMHs  po-

dem reduzir a densidade eletrônica, por efeito indutivo (Esquema 4.5), enfraquecendo a 

ligação Fe(II)-ciclopentadienilo e diminuindo o potencial de redução 303, deste modo o 

Fe(II) estará mais propenso a ser oxidado para Fe(III) e assim reagir com maior eficiên-
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cia  com o ascorbato (presente no método de determinação de ferro lábil) produzindo 

maior quantidade de EROs .   

 

Mas em meio marinho a atividade redox dos compostos de ferroceno se vê afe-

tada pela salinidade e/ou pH (Tabela 4.19). Isso se deve possivelmente ao fato de que a 

salinidade acelera o processo de transferência eletrônica, ou que os íons cloreto em ex-

cesso compitam com o ligante ciclopentadienilo e desestabilizem ainda mais os orga-

nometálicos183. 

 

Tabela 4.19: Concentrações e porcentagem do ferro redox nos compostos de ferroceno, 

em meio marinho, para concentrações de 40 µM de ferro total (média ± desvio padrão). 

Composto de ferro Ferro redox (µM) Ferro redox (%) 

Ferroceno 5,53 ± 0,38 13,8 

TMH-Ferroceno 16,10 ± 0,97 40,3 

(TMH)2-Ferroceno 34,14 ± 0,74 85,4 

 

 

 

Esquema 4.5: O grupo carbonila do TMH retira densidade de carga do anel Cp, aumen-

tando a capacidade de oxidação do Fc.  

 

Os complexos organometálicos baseados em íons essenciais com atividade re-

dox, são em geral relativamente estáveis, mas podem causar estresse oxidativo. Depen-
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dendo do estudo biológico desejado, o controle desta propriedade pode ser ajustado a 

fim de desenvolver novos derivados de Fc com potencial atividade biológica323.  

 

A magnetita Fe3O4 (Fe2+, Fe3+) pode ser oxidada para formar a maghemita (γ- 

Fe3O4) (Fe3+, Fe3+), ou seja, a totalidade do Fe(II) da magnetita pode ser oxidada324. A 

transferência eletrônica pode promover a formação de EROs a partir do íon ascorba-

to325, oxidando a DHR para a rodamina fluorescente (e detectável). A atividade redox 

das nanopartículas não teve mudança significativa com o aumento da salinidade e pH 

(tampão HBS, pH 7,4 e Ucides, pH 7,8). Por outro lado, o tamanho da nanopartícula, 

teve um efeito significativo na atividade redox, com as NP de 5 nm apresentando maior 

atividade em relação às NP maiores (Tabela 4.20). O incremento de área superficial 

está relacionado com a diminuição do tamanho de partícula270, sendo assim, a principal 

causa da maior interação com os íons ascorbato e consequente formação de EROs. 

 

As nanopartículas de magnetita são estruturas muito estáveis, e graças às propri-

edades magnéticas, tem aplicações no âmbito clínico como agentes de contraste em 

imagens por ressonância magnética326 ou em tratamentos para produzir morte de células 

cancerosas por hipertermia327. Não obstante, a atividade redox em sistemas biológicos 

pode ser um fator pouco favorável para essas aplicações325.  

 

Tabela 4.20: Concentrações e porcentagem do ferro redox nas NP-ácido oleico-Tween 

80, em diferentes meios, para concentrações de 40 µM de ferro total (media ± desvio 

padrão). (n = 8 e (a)(b)(c)P<0,05) 

NPs Ferro Redox (µM) 

Fe3O4 HBS % Ucides % 

5 nm 7,16 ± 0,39(a) 17,9 6,66 ± 0,23(a) 16,7 

8 nm 6,15 ± 0,56(b) 15,4 5,71 ± 0,48(b)  14,3 

12 nm 5,77 ± 0,36(b) 14,4 5,63 ± 0,15(b) 14,1 
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4.8 Ensaios de toxicidade em Artemia salina para os metalofármacos comerciais 

e derivados de ferroceno.  

 

4.8.1 Toxicidade em artêmias adultas  

 

Neste teste se determinou a mortalidade em concentrações de finais de ferro de 

0, 10, 100 e 1000 µM, em frascos de 40 mL com um volume de 10mL, tendo como con-

trole (mortalidade zero) diferentes meios (água, HBS, Tween 80). O controle de Fe(II) 

(FAS) apresentou 40% de letalidade apenas a 1000 µM (Figura 4.37). 

 

Para os fármacos comerciais se obteve 10% de mortalidade para 10, 100 e 1000 

µM de concentração. Resultados similares foram obtidos para os compostos mono- e 

dissubstituídos de ferroceno, mas para o ferroceno se obteve uma letalidade de 40% (10 

µM), 90% (100 µM) e 100% (1000 µM). 

 

A determinação dos mecanismos de toxicidade em artêmias adultas é complica-

da devido à complexidade do crustáceo que, conforme passam as horas, mudam de ca-

rapaça, alterando assim as condições do experimento328. 

Figura 4.37: Curva dose-resposta para artêmias adultas tratadas com derivados de fer-

roceno, para n =4, com diferenças estatísticas (*, P <0,05). 
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4.8.2 Toxicidades em artêmias de primeiro estágio 

 

O ensaio de toxicidade em artêmias de primeiro estágio é mais homogêneo devi-

do ao baixo grau de desenvolvimento que os animais apresentam, tendo formados ape-

nas os olhos e brânquias328. Os testes com o Fe(II) foram omitidos dado que em meio 

salino com pH 8,3 esse sal precipita imediatamente em forma de hidróxido de ferro(III) 

(sólido marrom). Os fármacos comerciais não apresentaram letalidade em diferentes 

concentrações na faixa de concentrações até 300 µM. Para os compostos Ferroceno e 

(TMH)2-Ferroceno, concentrações até 200 µM não suscitaram letalidade, e apenas ~ 

2,5% de letalidade a partir de 200 µM, resultado que se repete até a concentração de 300 

µM com pouca reprodutibilidade. Já o composto TMH-Ferroceno apresenta um perfil 

de toxicidade como se mostra na Figura 4.38.  

A partir desses dados, calculou-se a LC50 do composto TMH-Fc com o software 

Origin® versão 8.0 (Figura 4.38), obtendo-se o valor de 76,7 ±1,8 µM. 

 

Figura 4.38: Curva dose-resposta para artêmias em estágio 1 tratadas com derivados de 

ferroceno, com LC50 = (76,7 ± 1,8) μM, para n =4, com diferenças estatísticas (*, P 

<0,05). 
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4.8.3 Lipoperoxidação em Artemia salina  

 

Estudos anteriores da absorção do TMH-Ferroceno mostram a retenção deste 

composto em ratos até 47,8% para uma dose de 5 mg por dia durante 7-10 dias, sendo 

que os outros dois compostos apresentam retenções menores ((TMH)2-Ferroceno: 

6,33%; ferroceno: 27,4%), devido a que o TMH-ferroceno não é metabolizado na mu-

cosa intestinal mas sim no fígado, independentemente da rota de absorção (oral e intra-

venosa)205.  

 

Em artêmias, é factível avaliar o efeito da absorção do TMH-ferroceno sobre in-

dicadores de estresse oxidativo como a peroxidação lipídica causada pelo ferro (Es-

quema 4.6).  

 

RFe(II) + O2 RFe(II) ---O2 RFe(III)( ) RFe(III)

O2 + 2H+ H2O2 + O2

RFe (II) + H2O2 RFe(III) + OH + OH

R= Cp2(TMH)

---O2 + O2
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H  

 

 

 

Esquema 4.6: Mecanismo de lipoperoxidação no tecido epitelial de Artemia salina 

frente aos TMH derivados54. 

 

A metodologia de quantificação dos peroxilipídeos (LOOH) está baseada na 

oxidação de Fe(II) por LOOH em meio ácido em presença de laranja de xilenol (Es-

quema 4.7). A reação é usada para medidas de lipídeos peroxidados de amostras homo-

gêneas. Esta metodologia é uma modificação do métodos já descritos222,329. 
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Esquema 4.7: Reação de complexação do Fe(III) com Xilenol, a partir da oxidação do 

Fe(II) e lipídeo peroxidado221.  

 

Antes de iniciar o experimento com os homogenatos de artêmias, tivemos o inte-

resse em determinar possíveis artefatos no método causado pelos íons Fe(II). Mediu-se 

a absorbância a 580 nm de um branco contendo apenas xilenol e Fe(II) em médio ácido. 

Os resultados de absorção foram muito baixos (0,100 < A < 0,109), mesmo após 60 

minutos de incubação. Ou seja, Fe(II) não forma complexo colorido com xilenol, nem o 

meio ácido isoladamente e o xilenol provocam a oxidação do Fe(II). Apenas na presen-

ça do homogenato (e, portanto, de LOOH), ocorrerá a oxidação do ferro(II) e a forma-

ção do complexo colorido com xilenol. 

 

Os resultados de lipoperoxidação, expressos em equivalentes de CHP por grama 

de tecido, são apresentados na Figura 4.39. Observou-se que apenas as artêmias trata-

das com 80 µM de TMH-Fc apresentaram um sinal diferente dos controles (3,5 Eq-

CHP), o que poderia mostrar a maior absorção e retenção do TMH-Fc seguido por rea-

ções de peroxidação lipídica catalisada pelo excesso de ferro dentro do crustáceo. Inte-

ressantemente, essa concentração que induz o maior resultado de lipoperoxidação é 

muito próxima da LC50 obtida anteriormente (77 μM; Figura 4.38). Os resultados para 

o ferroceno e (TMH)2-ferroceno não são significativos em relação ao controle sem adi-

ção de ferro.  

  

Para concentrações onde a letalidade foi 0 % e 100 %, não se detectou sinal de 

absorbância a 580 nm. Já com o aumento da concentração do TMH-Ferroceno de 20 a 

80 µM se observou um incremento na oxidação lipídica. 

Fe2+ + LOOH + H+ Fe3+ + H2O + LO

Fe3+ + Xilenol Laranja Fe3+ Xilenol Laranja

Abs(580 nm)Abs(440 nm)

.
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Figura 4.39: Lipoperoxidação (valores em equivalente de CHP por grama de A. Salina) 

depois do tratamento com os derivados de Fc. 

 

Os resultados obtidos anteriormente também foram discutidos e publicados num 

artigo cientifico: Vitorino, H. A. ; Mantovanelli, L. ; Zanotto, F. P. ; Espósito, B. P. Iron 

Metallodrugs: Stability, Redox Activity and Toxicity against Artemia salina. Plos One, 

v. 10, p. e0121997, 2015 (Anexo 9.7). 

 

4.9 Estudo de viabilidade, transporte e quantificação de ferro intracelular em 

células de hepatopâncreas de caranguejos Ucides cordatus frente aos com-

postos de ferro. 

 

O caranguejo-uça que vive nos manguezais de cidades litorâneas do Estado de 

São Paulo, se encontram em áreas preservadas (Estação ecológica Juréia-Itatins) e é 

frequentemente usado como biomodelo de toxicidade aquática330. Pesquisas recentes 

mostram que esta espécie pode monitorar diferentes concentrações de conteúdo metáli-

co de cobre, cádmio, cromo, chumbo e mercúrio. A genotoxicidade induzida por metais 

pesados, devido à contaminação industrial, presente no litoral de Santos, na municipali-
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dade de Cubatão, também já foi relatada para essa espécie 330. Outras pesquisas mostra-

ram a importância das células epiteliais de hepatopâncreas para monitorar o conteúdo 

íons de metais essenciais como zinco331, ferro332, cobre38 e metais pesados como cád-

mio214. Nesta seção avaliamos o conteúdo de ferro transportado em células epiteliais de 

hepatopâncreas com diferente desenvolvimento, frente a compostos de ferro com dife-

rente perfil químico.  

 

O ferro intracelular em cada tipo de célula de hepatopâncreas de caranguejo foi 

quantificado usando uma curva de calibração com padrões de calceína de concentração 

conhecida nas mesmas condições de trabalho dos compostos de ferro que foram trata-

dos. A supressão da fluorescência da calceína obedece a uma proporção estequiométrica 

(1:1) com ferro91, portanto uma diferença de fluorescência dessa sonda pode ser direta-

mente relacionada a uma concentração de ferro183. 

 

4.9.1 Transporte de ferro a partir dos fármacos comerciais  

 

A Figura 4.41 mostra as curvas cinéticas de transporte do ferro para os diferen-

tes tipos de células (E, R, F e B) tratadas com os metalofármacos comerciais (Tabela 

3.1). Depois de t = 30s se pode observar uma mudança na intensidade de fluorescência e 

se houve internalização do ferro, através da supressão de fluorescência. Pelo contrário, 

leituras de fluorescência constantes ou com incremento podem indicar que não ocorre 

transporte do metal, morte celular ou internalização do ferro em organelas afins ao me-

tal antes de entrar em contato com a calceína.  

Na Tabela 4.21, estão apresentados os resultados de concentração de ferro para 

cada tipo de célula. A robustez do teste foi assegurada, verificando-se a elevada viabili-

dade (70-95%) que apresentam as células de hepatopâncreas frente aos fármacos co-

merciais de ferro com concentrações próximas a 1 mM (Figura 4.40). 

 

Tabela 4.21: Concentração de ferro intracelular (µM) a partir dos fármacos comerciais 

em células de hepatopâncreas de caranguejo Ucides cordatus para os diferentes tipos 

celulares E, R, F e B. Os dados representam a média com o desvio padrão (n = 5). n.d. = 

não detectável. 
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Composto de ferro E R F B 

Fe(II) 2,31 ± 0,08 1,80 ± 0,08 1,73 ± 0,16 1,72 ± 0,03 

F 1: Glucoheptonato 0,36 ± 0,04 0,24 ± 0,06 0,32 ± 0,05 0,32 ± 0,06 

F 2: dextrano 0,33 ± 0,08 0,27 ± 0,07 0,31 ± 0,06 0,34 ± 0,06 

F 3:dextrano 0,34 ± 0,05 0,30 ± 0,08 0,32 ± 0,06 0,31 ± 0,05 

F 4:dextrano 0,33 ± 0,09 0,29 ± 0,07 0,27 ± 0,07 0,34 ± 0,02 

F 5:dextrano 0,30 ± 0,08 0,28 ± 0,05 0,31 ± 0,06 0,31 ± 0,06 

F 6:dextrano 0,33 ± 0,07 0,24 ± 0,09 0,30 ± 0,05 0,33 ± 0,06 

F 7:glicinato 0,15 ± 0,04 0,13 ± 0,06 0,15 ± 0,06 0,19 ± 0,04 

F 8:polimaltosa 0,27 ± 0,06 0,17 ± 0,08 0,25 ± 0,05 0,21 ± 0,09 

 

Os fármacos comerciais avaliados seguem uma tendência de ordem segundo a 

quantidade de ferro transportada, através dos tipos de células de hepatopâncreas (Figura 

4.42): 

Figura 4.40: Viabilidade dos tipos celulares de hepatopâncreas (E, R, F e B) do caran-

guejo Ucides cordatus, durante 3 h de exposição. A concentração usada dos compostos 

de ferro foi de 833 μM, onde as letras representam diferença estatística significativa 

(ANOVA), P<0.05, n = 5. 
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Figura 4.41: Perfis de supressão de fluorescência, devido ao transporte de ferro a partir 

dos metalofármacos comerciais para células do hepatopâncreas do caranguejo Ucides 

cordatus. A linha pontilhada a 30 s representa o momento da adição dos compostos de 

ferro (833 µM de concentração final). Letras diferentes representam diferença estatística 

significativa (ANOVA), P < 0,05, n = 5. 

 

Em todas as células, observa-se que a máxima absorção de ferro ocorreu para o 

íon  Fe(II), em níveis ao redor de 2 μM com tendência a maior absorção pelas células 

embrionárias (E). Em meio biológico de células de hepatopâncreas, a absorção de ferro 

pode ser organizada em três grandes grupos:  

 

a) [Fe] < 0,2 μM: Ferro glicinato  

b) 0,2 < [Fe] < 0,3 μM: Ferro polimaltose  

c) [Fe] ≥0,3 μM: Ferro dextrano, Ferro glucoheptonato  

 

Metalofármacos comerciais, sendo espécies onde o ferro está complexado, vão 

apresentar concentrações de ferro intracelular menores que o ferro lábil. O ferro iônico 

poderia usar diferentes caminhos e/ou moléculas transportadoras de metais333,334. O fer-
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ro bivalente apresenta maior tamanho e solubilidade em relação ao ferro trivalente em 

meio biológico91, porém ambos possuem menor raio iônico que o íon cálcio335. Desse 

modo, o ferro bivalente poderia utilizar os canais de cálcio durante o seu transporte.  

 

E: Fe(II)> Ferro-glucoheptonato ≥ Ferro-dextrano≥ Ferro-Polimaltose> Ferro-Glicinato. 

R: Fe(II)> Ferro-dextrano≥Ferro-glucoheptonato ≥ Ferro-Polimaltose> Ferro-Glicinato. 

F: Fe(II)> Ferro-glucoheptonato ≈ Ferro-dextrano≥ Ferro-Polimaltose> Ferro-Glicinato. 

B: Fe(II)>Ferro-glucoheptonato ≈ Ferro-dextrano ≥ Ferro-Polimaltose≥ Ferro-Glicinato. 
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Figura 4.42: Transporte de ferro a partir dos metalofármacos comerciais por tipo celu-

lar do hepatopâncreas do caranguejo Ucides cordatus. (ANOVA), a, c P < 0,05, n = 5. 

 

A quantidade de ferro intracelular nos diferentes tipos de células de hepatopân-

creas não guardou uma relação direta com a capacidade quelável do ligante calceína 

nem transferrina em meio marinho, mas sim com a quantidade do ferro lábil em meio 

HBS (pH 7,4). Neste meio, o ferro disponível dos metalofármacos, nas concentrações 



 

145 
 

maiores (como 80 µM), mostra quantidades de ferro semelhantes às transportadas em 

todos os tipos de células de hepatopâncreas (Tabela 4.21). Para os fármacos VI se ob-

serva incorporação de 0,24 - 0,36 µM de Fe e disponibilização pela CAL de 0,37 - 0,55 

µM. Nos compostos VO, se observa incorporação de 0,15 - 0,27 µM de Fe e disponibi-

lização pela CAL de 0,63 a 0,75 µM.  

 

Têm-se várias prováveis rotas por onde o ferro do fármaco pode ser internaliza-

do na célula e entrar em contato com a calceína, e assim suprimindo-a. Uma delas e a 

mais provável é a endocitose (Figura 4.43), onde o fármaco é absorbido por invagina-

ção da membrana celular e seguidamente pode ser transportado por lisossomos 336–338, 

onde pode ser desestabilizado por diminuição de pH339–341 e liberar o ferro para interagir 

com o detector fluorescente.  

 

 

 

 

 

Figura 4.43: Absorção do fármaco de ferro por endocitose, seguida da liberação de fer-

ro para depois suprimir a fluorescência da calceína. 

 

Outra possível rota de internalização e/ou transporte nas células de hepatopân-

creas é através do contato com a membrana plasmática, podendo interagir com ferrire-

dutases332,342, que reduzem o Fe3+ para Fe2+, que pode se internalizar através dos trans-

portadores de membrana de cátions divalentes DMT123,214,343 (Figura 4.44), ou pelos 

canais de Zn2+ e Ca2+ 38,39.  

 

pH 7,8 pH 7,0-7,6

= Iron drug

pH 5,0

= Iron (FeIII)

CAL CAL
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Figura 4.44: Absorção do fármaco de ferro, através da redução do Fe(III) do fármaco 

para a internalização do Fe(II) pelo transportador de metal divalente (DMT1). 

 

Segundo o tipo celular, a seguinte relação de transporte dos compostos comerci-

ais é observada: 

 

E ≥ B ≥ F> R 

 

O ferro é transportado e/ou armazenado através das células de hepatopâncreas 

(E, R, F e B) independentemente do tipo de composto.   

 

Da literatura se sabe que existem quatro tipos celulares no hepatopâncreas que 

foram classificados segundo as funções que desempenham 344 . Células tipo E (embrio-

nárias), precursoras, se originam por mitose na região distal do túbulo do hepatopân-

creas e se diferenciam quando migram para a região proximal, contem poucas mitocôn-

drias e organelas, além de possuir reticulo endoplasmático e aparato de Golgi pequenos. 

Células tipo R (absortivas), transportadoras, contem gotículas de glicogênio, lipídeos, 

retículo endoplasmático com mitocôndrias. Células tipo F (fibrilares), transportado-

ras/armazenadoras, possuem um citoplasma granular e vacúolos supranucleares que se 

expandem conforme a maturação da célula. Células tipo B (blister ou vesiculares), ar-

mazenadoras, contém um único e grande vacúolo enzimático cercado por um fino cito-

plasma214,226,344.  
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Alguns autores345 estabelecem a procedência de cada tipo celular (E, R, F e B) , 

de acordo com o seu desenvolvimento dentro do hepatopâncreas, como representado 

abaixo: 

 

E

R

F B  

 

Segundo as funções e/ou desenvolvimento de cada tipo celular, estas podem 

apresentar diferente quantidade de acúmulo de ferro.  

 

As células tipo E são as menos numerosas, possuem organelas típicas de células 

indiferenciadas, poucos retículos endoplasmáticos lisos e rugosos, pequenas mitocôn-

drias esféricas com poucas cristas e numerosas vesículas simples ligadas à membrana e 

aparelho de Golgi, sendo as únicas capazes de realizar mitose nesse órgão346. Este tipo 

celular apresenta numerosas organelas, tem a função principal de realizar a mitose, e é a 

célula precursora dos outros tipos celulares; portanto, é natural que necessite de uma 

grande quantidade de energia214,347, o que explicaria o acúmulo de ferro em maior pro-

porção proveniente dos fármacos comerciais, que seria aproveitado para desempenhar 

funções de desenvolvimento como a mitose.  

 

As células tipo R se encontram principalmente localizadas na região intermediá-

ria do túbulo. Em geral, são consideradas células absortivas e de estoque do epitélio, 

responsáveis pelo sequestro de gordura, glicogênio e cátions divalentes, incluindo o 

cálcio e uma variedade de metais, neste caso o ferro que poderia ser disponibilizado 

como Fe(II), por causa de uma redução (ferrireductase). Portanto, as células estão rela-

cionadas com a assimilação e armazenamento de nutrientes38,347,348. Este tipo celular 

encarrega-se de acumular metais divalentes, porém, não necessariamente internaliza 

mais metal que os outros tipos celulares (E, F e B), pois se encontra num estágio final 

de desenvolvimento, provavelmente precisando de ferro só para a manutenção.  
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As células tipo B apresentam a maior densidade em relação aos outros tipos ce-

lulares226. São derivadas das células F e aparentam ter função significativa na digestão 

intracelular e na excreção de produtos lisados, oriundos da digestão e de xenobióti-

cos39.Atuam, também, junto com as células F, nos processos de síntese de proteínas e de 

secreção enzimática38,349 . As células B, também denominadas secretoras, são encontra-

das na região intermediária e proximal dos túbulos do hepatopâncreas, e provavelmente 

atuam na digestão e excreção, através do processo de auto-extrusão350. Estes dos últimos 

tipos celulares, por serem muito semelhantes em desenvolvimento, apresentam funções 

similares ou complementares, principalmente de estocagem224,226, porém poderiam ab-

sorver maiores proporções de ferro dos compostos comerciais.  

 

4.9.2 Transporte de ferro a partir dos derivados de ferroceno  

 

A Figura 4.46 apresenta a cinética de supressão de fluorescência por causa do 

ferro do Fc e dos derivados de ferroceno (TMH-Fc e (TMH)2-Fc), após a penetração nos 

diferentes tipos celulares. A queda de sinal de fluorescência indica que houve ferro 

transportado e/ou internalizado, detectado pela calceína. A continuidade do sinal ou 

incremento depois de 30 s pode indicar que não houve transporte, morte celular ou ar-

mazenamento de ferro.  

 

Na Tabela 4.22, estão apresentados os resultados de concentração de ferro para 

cada tipo de célula. A robustez do teste foi assegurada, verificando-se a elevada viabili-

dade (85-95%) que apresentam as células de hepatopâncreas frente aos compostos de 

ferroceno com concentrações próximas a 1 mM (Figura 4.45). 
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Tabela 4.22: Concentração de ferro intracelular promovido por derivados de ferroceno, 

por tipos celulares de hepatopâncreas (E, R, F e B) do caranguejo Ucides cordatus, du-

rante 90 s. P<0.05, n = 5. n.d. = não detectado. 

Composto de ferro E R F B 

Fe(II) 2.29 ± 0.03 1.82 ± 0.11 1.72 ± 0.08 1.69 ± 0.05 

Ferroceno n.d. n.d. n.d. n.d. 

TMH-Ferroceno n.d. n.d. 0.26 ± 0.02 0.36 ± 0.08 

(TMH)2-Ferroceno n.d. n.d. 0.20 ± 0.03 0.31 ± 0.04 

 

 

Figura 4.45: Viabilidade dos tipos celulares de hepatopâncreas (E, R, F e B) do caran-

guejo Ucides cordatus durante 3 h de exposição frente aos compostos de ferroceno. A 

concentração usada dos compostos de ferro foi de 833 µM, onde as letras representam 

diferença estatística significativa (ANOVA), P<0.05, n = 5 
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Figura 4.46: Transporte de ferro a partir dos derivados de ferroceno para células do 

hepatopâncreas do caranguejo Ucides cordatus. A linha pontilhada a 30 s representa o 

momento da adição dos derivados de Fc (833 µM de concentração final). Letras diferen-

tes representam diferença estatística significativa (ANOVA), P < 0,05, n = 5. 

 

Os compostos de ferroceno avaliados seguem uma ordem segundo o ferro trans-

portado, só através de dois tipos celulares (F e B) (Figura 4.47): 

 

F, B: Fe(II) > TMH-Fc > (TMH)2-Fc 

 

O ferro presente nos derivados de ferroceno, diferentemente dos compostos co-

merciais, somente é transportado em dois tipos celulares (F e B), assim o ferro pode 

seguir duas  rotas prováveis de internalização que poderiam ser  por endocitose337 ou 

difusão passiva351. Os derivados de ferroceno são mais lipofílicos205, podendo entrar 

simplesmente por difusão passiva. A probabilidade de uso de canais de ferro mediante o 

DMT1 ou canais de cálcio ou zinco, se vê reduzida, porque não se teve resposta do 

transporte nos tipos celulares E e R para os derivados de Fc, e sim para o ferro iônico. 

Os tipos celulares F e B apresentam como característica principal o armazenamento e 

estocagem de substâncias, e essa característica fisiológica poderia explicar o acúmulo 

observado apenas nessas linhagens.  
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Figura 4.47: Transporte de ferro a partir dos compostos de ferroceno em células tipo F 

e B de hepatopâncreas do caranguejo Ucides cordatus. (ANOVA), *, P < 0,05, n = 5. 

 

Segundo a Tabela 4.22, o ferro do TMH-Fc é captado pela calceína dentro das 

células de hepatopâncreas em maior proporção que o (TMH)2-Fc. Esses resultados de 

estocagem de metal têm relação com a estabilidade desses compostos a pH 7,4 (HBS) 

frente às sondas CAL e Fl-Tf. Segundo os valores de ferro disponível para as sondas 

(Tabela 4.14 e 4.15), há uma correlação direta da disponibilidade de ferro com o trans-

porte nas células de hepatopâncreas. A menor estabilidade dos derivados de ferroceno 

se correlaciona com mais ferro disponível, e este pode ser disponibilizado dentro das 

células de hepatopâncreas suprimindo o sinal de fluorescência. 

 

Segundo o tipo celular, a seguinte relação de transporte dos derivados de ferro-

ceno é observada: 

B > F 

 

O ferro é transportado e/ou armazenado através das células de hepatopâncreas (F 

e B) independentemente do tipo de composto, mas com maior preferência pelas células 

tipo B. A célula tipo F tem a característica principal de síntese de proteínas352, podendo 

internalizar a mesma quantidade de ferro que na célula de tipo B, porém a célula F po-

deria estar utilizando uma parte do ferro intracelular para a suas funções, diminuindo a 

quantidade de ferro “ocioso” (que se liga à calceína). 
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4.9.3 Transporte de ferro a partir das nanopartículas de magnetita reves-

tida (Fe3O4-OA-Tween 80) 

 

O perfil de supressão de fluorescência por causa do ferro das NPs se mostra na 

Figura 4.49, para os diversos tipos celulares. A queda de sinal de fluorescência indica 

que houve ferro transportado e/ou internalizado, detectado pela calceína. A continuidade 

do sinal depois de 30 s pode indicar que não houve transporte, morte celular ou armaze-

namento de ferro. 

 

Na Tabela 4.23, apresentam-se os resultados de concentração de ferro para cada 

tipo de célula. A robustez do teste foi assegurada, verificando-se a elevada viabilidade 

(85-95%) que apresentam as células de hepatopâncreas frente às NPs com concentra-

ções próximas a 1 mM (Figura 4.48). 

 

Tabela 4.23: Concentração de ferro intracelular por tipos celulares de hepatopâncreas 

(E, R, F e B) do caranguejo Ucides cordatus, durante 90 s. P<0.05, n = 5 

Composto de 

ferro 
E R F B 

Fe(II) 1,88 ± 0,01 1,05 ± 0,02 1,54 ± 0,02 1,58 ± 0,01 

5 nm 0,90 ± 0,03 0,61 ± 0,02 0,67 ± 0,04 0,84 ± 0,22 

8 nm 0,85 ± 0,04 0,55 ± 0,01 0,54 ± 0,02 0,65 ± 0,03 

12 nm 0,67 ± 0,05 0,43 ± 0,01 0,44 ± 0,02 0,64 ± 0,01 
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Figura 4.48: Viabilidade dos tipos celulares de hepatopâncreas (E, R, F e B) do caran-

guejo Ucides cordatus durante 3 h de exposição frente às NPs. A concentração usada 

dos compostos de ferro foi de 833 µM, onde as letras representam diferença estatística 

significativa (ANOVA), P<0.05, n = 5 
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Figura 4.49: Perfis de supressão de fluorescência por causa do ferro das NPs de magne-

tita em células de hepatopâncreas do caranguejo Ucides cordatus. A linha pontilhada a 

30 s representa o momento da adição das NPs (833 µM de concentração final). Letras 

diferentes representam diferença estatística significativa (ANOVA), P < 0,05, n = 5.  

 

Para cada NP, a seguinte ordem de disponibilidade para as células é observada 

(Tabela 4.23): 

 

E: Fe(II) > NP (5 nm) ≥ NP (8 nm) > NP (12 nm) 

R: Fe(II) > NP (5 nm) ≥ NP (8 nm) > NP (12 nm) 

F: Fe(II) > NP (5 nm) ≥ NP (8 nm) > NP (12 nm) 

B: Fe(II) > NP (5 nm) ≥ NP (8 nm) ≥NP (12 nm) 

 

O ferro presente nas NPs teve uma relação com o tamanho/revestimento no que 

diz respeito ao transporte através dos quatro tipos celulares de hepatopâncreas (E, R, F e 

B). As NPs poderiam ser  internalizadas por endocitose165,353 ou difusão passiva devido 

ao pequeno tamanho e diferença de concentração354,355. A probabilidade do uso de ca-

nais é menor devido à estrutura muito estável e de tamanho incompatível. As diferenças 

de internalização por endocitose poderiam ser diferenciadas pela carga externa negativa 

das nanopartículas, sendo maior a carga negativa para as NPs de maior tamanho (devido 

à sua preparação), segundo se mostra na Tabela 4.9. Entretanto as NPs poderiam tam-
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bém se internalizar de forma proporcional inversa ao tamanho, ou seja quanto menor o 

tamanho da partícula se tem maior quantidade de ferro que interage com a sonda detec-

tora353. Ademais as NPs de menor tamanho podem se distribuir de uma forma mais or-

ganizada353, de tal maneira que se acomodem num endossomo a maior quantidade de 

partículas, aproveitando o seu menor tamanho165,353 

 

Segundo o tipo celular, a seguinte relação de transporte das nanopartículas é ob-

servada: 

E > B > F ≥R 

 

Em nanopartículas não se observa uma ordem de transporte similar aos compos-

tos comercias, nem derivados de ferroceno, devido às diferenças e complexidades estru-

turais (Fe3O4)
353, revestimento orgânico (ácido oleico) e o estabilizante (Tween 80). Nas 

células tipo F e R, por terem em comum funções de síntese de enzimas e proteínas, é 

possível a maior utilização do ferro no exercício das suas funções. Ao contrário, as célu-

las E e B apresentam funções de mitose e de estocagem, respectivamente, porém o ferro 

captado não é utilizado para as funções exercidas, tornando-se disponível em maior 

proporção no citosol e sendo captado pela sonda.  

 

  Em forma geral, as concentrações de ferro intracelular nos diferentes experi-

mentos (fármacos comerciais, derivados de ferroceno e nanopartículas), verificou-se 

que o transporte de Fe(II) nos diferentes tipos celulares mostra a seguinte tendência de 

ordem:  

 

E > R > F ≥ B 

 

 O íon Fe(II) pode se internalizar através dos canais de zinco, cálcio e DMT1. O 

Fe(III) produto da oxidação devido às condições de pH do meio, pode ser reduzido com 

o auxílio da ferriredutase para re-disponibilizá-lo como Fe(II).  

 

Além disso, as células E apresentam maior transporte possivelmente devido aos 

constantes processos de mitose que sofrem. Essas células, por serem precursoras dos 

outros tipos celulares, podem utilizar o Fe(II) como cofator enzimático, sendo importan-
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te o seu transporte para viabilizar os seus processos fisiológicos. Da mesma maneira, as 

células R também apresentam altos índices de transporte celular, pois o Fe(II) é um 

componente essencial para a homeostase celular. Como as células R apresentam como 

função majoritária a regulação e troca iônica, o Fe(II) sería transportado para o seu inte-

rior por apresentar-se em pequenas quantidades. As células F e B, por sua vez, apresen-

tam um transporte celular semelhante. Por apresentarem vacúolos e serem específicas 

para estocagem, o Fe(II) poderia ser transportado e armazenado nessas organelas. Em 

adição, proteínas detoxificadoras, como as metalotioneínas, poderiam ser expressadas 

na presença de Fe(II), ligando-se ao ion e impedindo que este se ligue à calceína, dimi-

nuindo a eficiência de supressão e assim poderia ser identificado como um menor trans-

porte celular. 
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Capítulo 5 

 

 

Conclusões  
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5. CONCLUSÕES  

 

Os metalofármacos apresentaram grande estabilidade frente à calceína e trans-

ferrina fluorescente em condições de pH 7,4. Em concentrações elevadas, liberaram um 

máximo de 2% do ferro total. Frente à deferiprona, os fármacos de via oral disponibili-

zam 8% mais ferro que os de via intravenosa. A presença de citrato pode aumentar a 

disponibilidade de ferro em fármacos de via intravenosa frente à deferiprona em 3%, já 

em fármacos de via intravenosa o citrato pode inibir a disponibilidade frente DFP em 

13%. Os fármacos de via oral, a pH 2,2, podem disponibilizar mais ferro.  Os compostos 

comerciais (a 1 mM) induziram baixa mortalidade em Artemia salina adulta (10%) e 

nehuma toxicidade em Artemia de primeiro estágio. Em células de hepatopâncreas o 

ferro dos fármacos teve transporte pelos quatro tipos celulares (E, R, F e B), com con-

centrações maiores para os compostos de via intravenosa (0,24 - 0,36 µM) do que os de 

via oral (0,15 - 0,27 µM).  

 

O TMH-Fc e (TMH)2-Fc foram menos estáveis a pH 7,4 e muito estáveis com o 

aumento da salinidade e pH. Em HBS o Fc apresentou 3%, no TMH-Fc, 9,5% e 

(TMH)2-Fc, 8,2% do ferro total de atividade redox. Em água do mar artificial, os ferro-

cenos aumentaram a atividade de forma quase proporcional (Fc, 13,8%, TMH-Fc, 40% 

e (TMH)2-Fc, 85,4%). A toxicidade, a 300 µM, em artêmias adultas foi de 7,0% (TMH-

Fc) e 33% ((TMH)2-Fc). Em artêmias de primeiro estágio, estes compostos apresenta-

ram diferentes toxicidades, sendo mais tóxico o TMH-Fc (LC 50 ~ 80 µM) que o 

(TMH)2-Fc (2,5%). O transporte de ferrocenos em células de hepatopâncreas de Ucides 

cordatus só foi obsevado para TMH-Fc e (TMH)2-Fc em células tipo F e B, provavel-

mente devido às suas características de armazenadoras.  

 

As nanopartículas não disponibilizaram ferro para calceína, transferrina e desfer-

roxamina. A atividade redox poderia ser devida à transição a maghemita. Podem carre-

gar de ferro células de hepatopâncreas em maior extensão do que os outros compostos 

avaliados, independentemente do tipo celular, tendo uma capacidade de transporte de 

quase 50% de eficiência em relação ao ferro iônico.  

 

 



 

159 
 

Capítulo 6 

 

 

Perspectivas 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

160 
 

6. PERSPECTIVAS  

 

 Identificação dos diferentes canais e transportadores de ferro em células de he-

patopâncreas de caranguejo Ucides cordatus: este estudo poderia fornecer o en-

tendimento sobre a bioacumulação de ferro em crustáceos, devido ao descarte de 

fármacos de forma direta ou indireta no ecossistema aquático. 

 

 Estudo de toxicidade comparativo dos compostos de ferro com bioindicadores 

aquáticos de água doce (Daphnia) e salgada (Artemia salina).  

 

 Estudo da toxicidade de nanomateriais com diferentes revestimentos orgânicos e 

maior faixa de dispersão de tamanho. 

 

 Especiação dos compostos de ferro em meios fisiológicos de soro sanguíneo e 

marinho (células de hepatopâncreas de caranguejo Ucides cordatus). 
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9. ANEXOS  

 

 

 

Anexo 9.1: Potencial Zeta da magnetita de 5 nm revestida com ácido oleico e suspendi-

da em meio aquoso com Tween 80.  

 

 

 

Anexo 9.2: Potencial Zeta da magnetita de 8 nm revestida com ácido oleico e suspendi-

da em meio aquoso com Tween 80.  

 



 

 
 

 

 

Anexo 9.3: Potencial Zeta da magnetita de 8 nm revestida com ácido oleico e suspendi-

da em meio aquoso com Tween 80.  

 

 

Anexo 9.4: Distribuição do tamanho 5 nm revestida com ácido oleico e suspendida em 

meio aquoso com Tween 80.  

 

Bolhas 



 

 
 

 

Anexo 9.5: Distribuição do tamanho 8 nm revestida com ácido oleico e suspendida em 

meio aquoso com Tween 80.  

 

 

Anexo 9.6: Distribuição do tamanho 12 nm revestida com ácido oleico e suspendida em 

meio aquoso com Tween 80.  

 

Anexo 9.7: Artigo publicado em abril de 2015, revista Plos One. Iron Metallodrugs: 

Stability, Redox Activity and Toxicity against Artemia salina. 

 

Bolhas 

Bolhas 



RESEARCH ARTICLE

Iron Metallodrugs: Stability, Redox Activity
and Toxicity against Artemia salina
Hector Aguilar Vitorino1☯, Luca Mantovanelli2☯, Flavia Pinheiro Zanotto2☯, Breno
Pannia Espósito1☯*

1 Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo, Brazil, 2 Instituto de Biociências,
Universidade de São Paulo, São Paulo, Brazil

☯ These authors contributed equally to this work.
* breno@iq.usp.br

Abstract
Iron metallodrugs comprise mineral supplements, anti-hypertensive agents and, more re-

cently, magnetic nanomaterials, with both therapeutic and diagnostic roles. As biologically-

active metal compounds, concern has been raised regarding the impact of these com-

pounds when emitted to the environment and associated ecotoxicological effects for the

fauna. In this work we assessed the relative stability of several iron compounds (supple-

ments based on glucoheptonate, dextran or glycinate, as well as 3,5,5-trimethylhexanoyl

(TMH) derivatives of ferrocene) against high affinity models of biological binding, calcein

and aprotransferrin, via a fluorimetric method. Also, the redox-activity of each compound

was determined in a physiologically relevant medium. Toxicity toward Artemia salina at dif-
ferent developmental stages was measured, as well as the amount of lipid peroxidation.

Our results show that polymer-coated iron metallodrugs are stable, non-redox-active and

non-toxic at the concentrations studied (up to 300 µM). However, TMH derivatives of ferro-

cene were less stable and more redox-active than the parent compound, and TMH-ferro-

cene displayed toxicity and lipid peroxidation to A. salina, unlike the other compounds. Our

results indicate that iron metallodrugs based on polymer coating do not present direct toxici-

ty at low levels of emission; however other iron species (eg. metallocenes), may be deleteri-

ous for aquatic organisms. We suggest that ecotoxicity depends more on metal speciation

than on the total amount of metal present in the metallodrugs. Future studies with discarded

metallodrugs should consider the chemical speciation of the metal present in the composi-

tion of the drug.

Introduction
Metallodrugs are either organometallic or coordination compounds designed to have pharma-
cological activity. Although several metal derivatives have long been used to treat diseases such
as arthritis, obsessive-compulsive disorder, stomach ulcer and microbial infestations, it was
only after the advent of cisplatin, used for the treatment of cancer in the 1960’s, that metal-
based compounds with medicinal properties received systematic attention [1]. More often than
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not, the association of a metal ion to an organic molecule, i.e. a metallodrug, can lead to syner-
gistic activity that may modulate either the effect of the metal or the properties of the organic
molecule [2].

Approved iron metallodrugs include human or veterinary supplements based on the associ-
ation of iron to a sugar- or amino acid-based coating. Also, the anti-hypertensive agent sodium
nitroprussiate is an iron-based compound. Candidate iron metallodrugs are the ferrocene de-
rivatives such as 3,5,5-trimethylhexanoyl (TMH)-ferrocene and ferrochloroquine, with inter-
esting antitumoral, antimalarial, antifungal and antibacterial activities [3–5]. Even though iron
is an essential nutrient, the use of iron metallodrugs is not without risks. Indeed, iron overload
and subsequent oxidative damage after the use of iron supplements [6] or ferrocene derivatives
[7–10] have been reported in the literature.

From an environmental perspective, the levels of both metal derivatives [11] and pharma-
ceutical waste [12] have increased due to anthropogenic activity, accidental spills, and lack of
control or regulations. Metallodrugs may be especially hazardous as they are designed for high
biological activity and they carry a metal ion as a non-biodegradable core. Accidental exposure
to excess of iron metallodrugs could be even more deleterious, since organisms lack the ability
to handle iron as a potentially toxic element, as is the case for other metals such as mercury
and lead. Iron toxicity could be restricted to undesirable effects for organisms (oxidative stress
following iron overload) and/or could affect the ecosystem (water eutrophication).

As environmental chemistry information is lacking for iron metallodrugs, in this work we
studied the aqueous stability and redox-active properties of two different classes of derivatives
(polymer-coated and organometallic iron compounds), followed by the study of the mecha-
nisms of toxicity to Artemia salina (Linnaeus, 1758) (Crustacea, Artemiidae), chosen as a
model of ecotoxicological impact. Artemia has been used as an ecotoxicological model for both
inorganic nanomaterials in general [13–15] and for iron complexes studies [16–18].

Materials and Methods

Iron metallodrugs
Eight iron supplements with different organic coatings for the iron hydroxide core, for both
human and veterinary use, were obtained from laboratories in Brazil. They consisted in the
dextran derivatives Biovet (Biovet), Dexiron (FATEC), Ferro dextrano (Uzinas Chimicas Brasi-
leiras), Fertal (Mogivet), Ferrodex (Tortuga), and also in Gleptoferril (iron glucoheptonate;
Eurofarma), Neutrofer (iron glycinate, EMS Sigma Pharma) and Noripurum (iron maltose;
Nycomed). All drugs were marketed as containing 100 mg/mL total iron concentration
(except for Neutrofer and Noripurum, which were 50 mg/mL). The iron concentration of each
sample was confirmed by furnace atomic absorption spectrometry in a Shimadzu AA-6300
equipment.

Ferrocene (Fc) and the reagents used in the preparation of its 3,5,5-trymethylhexanoyl
(TMH) derivatives (Fig 1) were procured from Sigma-Aldrich. TMH-Fc and (TMH)2-Fc were
obtained by means of a described protocol [19] with modifications. Reactions were carried out
in round flasks under N2 atmosphere and magnetic stirring. TMH-Fc: a solution of AlCl3
(1.3 g; 9.7 mmol) in 20 mL dichloromethane was mixed with 20 mL of dichloromethane con-
taining 1.5 g (8.1 mmol) Fc. After, 1.4 g (8.1 mmol) TMH chloride was added dropwise and
the system was kept in cold water (~ 3°C). (TMH)2-Fc: a solution of AlCl3 (1.8 g; 13 mmol)
in 20 mL dichloromethane was mixed with 20 mL of dichloromethane containing 2.2 g
(12 mmol) TMH chloride. After, a solution of 1.0 g (5.4 mmol) Fc in 20 mL dichloromethane
was added dropwise and the system was kept in cold water (~ 3°C).

Iron Metallodrugs in Artemia
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The mixtures above were stirred at room temperature for 24 h, and then 50 g of ice were
added. The organic phases were separated and concentrated by rotative evaporation. The oil
residues were dissolved in 10 mL toluene and separated in a silica gel column (20 × 1 cm) elut-
ed with this solvent. Eluates were analyzed by means of thin layer chromatography. Fractions
containing TMH-Fc (Rf 0.43) or (TMH)2-Fc (Rf = 0.26) were pooled and dried. The oily resi-
dues were redisolved in ethanol and the filtrates were dried at low pressure, resulting in red-
dish-brown oil products.

For TMH-Fc: Yield = 59% (1.6 g). Elemental analysis (C19H26OFe, 326.3 g.mol-1): calculated
(%), Fe = 17.12; C = 69.95; H = 8.03. Experimental (%), Fe = 17.22; C = 69.40; H = 7.96. Infra-
red peaks (vmax; cm

-1): 3098, 2955, 2904, 2868, 1669, 1454, 1378, 1277, 1028, 482. 1H NMR
(300 MHz, CDCl3): δ 4.20 (s, 4 aromatic H), δ 4.48–4.50 (t, 2 aromatic H), δ 4.77 (d, 2 aromatic
H), δ 2.50–2.73 (dd, 2 methylene groups), δ 2.23–2.25 (m, main chain H), δ 1.00–1.03 (d,
main chain H), δ 1.12–1.34 (m, 9 methylene H), δ 0.94 (m, 2 main chain H), δ 0.94 (s, 9 methy-
lene H).

For (TMH)2-Fc: Yield = 54% (1.3 g). Elemental analysis (C28H42O2Fe, 466.5 g.mol-1):
calculated (%), Fe = 12.0, C = 72.1; H = 9.07. Experimental (%), Fe = 10.9, C = 69.6; H = 9.41.
Infrared peaks (vmax; cm

-1): 3218, 3104, 2952, 2901, 2869, 1730, 1675, 1375, 1275, 1028, 482.
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 4.49–4.51 (t, 4 aromatic H), δ 4.78 (m, 4 aromatic H), δ 2.50–
2.71 (dd, 4 H main chain), δ 2.20–2.26 (m, 2 H main chain), δ 2.23–2.25 (m, H main chain),
δ 1.03–1.05 (m, 6 methylene groups), δ 1.15–1.36 (m, 4 H main chain), δ 0.95 (s, 18 H main
chain).

Stability assays
Ecotoxicology models such as the Free-Ion Activity Model assume that only free (i.e., non-che-
lated) metal would be available for exerting any kind of biological activity against a target or-
ganism [20,21]. To verify whether or not free iron from the compounds studied here would
correlate with toxicity to Artemia salina, stability assays were conducted in two media with dif-
ferent salinities (artificial seawater and physiological buffer). The amount of iron released from
the iron metallodrugs was determined by means of competitive assays with the fluorescent
probes calcein or fluorescein-transferrin (FlTf). Both probes display quick and stoichiometric
fluorescence quenching upon iron binding [22]. FlTf was prepared by the coupling of 5-DTAF
(5-(4,6-dichlorotriazinyl)aminofluorescein) to holo-transferrin as previously described [23]. In
flat, transparent 96 wells microplates, aliquots of 10 μL of the iron compounds with different
concentrations or 10 μL of iron standards (ferrous ammonium sulfate in aqueous solution)
were treated with 190 μL of 2 μM calcein or 190 μL of 2 μM FlTf supplemented with 10 mM so-
dium bicarbonate. Calcein and FlTf solutions were prepared in either physiological buffer HBS
(Hepes Buffered Saline, hepes 20 mM, NaCl 150 mM, Chelex 1 g/100 mL; pH 7.4) or artificial

Fig 1. Metallocenes under study.

doi:10.1371/journal.pone.0121997.g001
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seawater (sea salt at 3.5% salinity, pH 8.3, Chelex 1 g/100 mL, filtered under low pressure with
a 0.22 nm cellulose membrane). The microplate was incubated at 37°C in a BMG FluoStar Op-
tima instrument and the fluorescence of the samples (λexc/λemis = 485/520 nm) was registered
in 1 min intervals during 24 h. Experiments were performed in eight replicates and repeated
four times.

Pro-oxidant activity of the iron compounds
The content of pro-oxidant iron in the metallodrugs under physiological conditions was as-
sessed using the rate of dihydrorhodamine (DHR) oxidation in the presence of ascorbate [24].
In flat, transparent 96 wells microplates, 20 μL aliquots of 40 μM iron complexes in HBS (or
20 μL of ferric nitrilotriacetate standards) were treated with 180 μL of a mixture of DHR 50 μM
and ascorbic acid 40 μM in HBS. Fluorescence intensity was registered at 37°C in a BMG FluoS-
tar Optima instrument (λexc/λemis = 485/520 nm) in 2 min intervals during 1 h. Oxidation rates
(fluorescence/minute) were determined from the slope of the kinetic curves after the t = 15
min point. Experiments were performed in eight replicates and repeated 4 times.

Toxicity to Artemia salina
Toxicity tests to Artemia salina (INVE, Artemia High 5, Brazil) were conducted with adult in-
dividuals (after approximately 8 days hatching) and with individuals at stage 1 after hatching
(time zero), according to described protocols [14,25].

Toxicity to adult Artemia. Male adult A. salina (400 individuals) were screened and trans-
ferred to a Petri dish for acclimatization for 1 h. Artificial seawater was prepared with distilled
water and sea salt (Red Sea Salt) at 3.5% salinity, pH 8.3, and filtered under low pressure with a
0.22 nm cellulose membrane (Millipore). Different volumes of the iron compounds dissolved
in HBS were transferred to 40 mL flasks (25 cm2 tissue culture flask from TPP), and the volume
was completed to 5 mL with artificial seawater to achieve concentrations between 0–1000 μM.
Ten animals were then transferred to each flask and incubated at 30°C in the dark. After 24 h,
live and dead animals were counted. This experiment was performed in triplicate.

Toxicity to stage 1 Artemia. Artemia was hatched in a tank (20×10×15 cm) using a thermo-
stat, light source and air metering. Artificial seawater was prepared with distilled water and sea
salt (Red Sea Salt) at 3.5% salinity, pH 8.3, and filtered under low pressure with a 0.22 nm cellu-
lose membrane (Millipore). In two liters of artificial seawater, 0.5 gram of Artemia cysts was
added and kept under light for 24 h. Then, ten animals were separated and treated with
0–300 μM of the iron compounds in the dark. Live and dead animals were counted after 24 h.
This experiment was performed in quadruplicate.

Lipid peroxidation. The lipoperoxidation activity of the most toxic compounds was assessed
by the modified Fox method as cumene hydroperoxide (CHP) equivalents [26,27]. Stage 1
Artemia were treated with iron compounds as described, then frozen and homogenized in
100% methanol. Homogenates were centrifuged (Eppendorf 5424R micro centrifuge) at
15000 rpm and the supernatant (15 μL) was transferred to 96 well microplates. The samples
were treated with 90 μL FeSO4 (1 mM), 35 μL H2SO4 (0.25 M), 35 μL xilenol orange (1 mM)
and 175 μL water. Incubation for 1 h was performed at room temperature, and absorption was
measured at 580 nm. Then, 10 μL of CHP (175 μM) were added to the samples and absorbance
at 580 nm was read again after 15 min.

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks followed by Tukey Test were per-
formed with Stat 3.2 software.
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Results and Discussion

Stability assays
Calcein and transferrin are both strong iron(III) chelators (logK = 24 [28] and 20–21 [29], re-
spectively), therefore they are useful as surrogates of high affinity biological substrates in the
environment. Also, the fluorescence of calcein and FL-Tf is stoichiometrically quenched by
iron, rendering these molecules useful for detection of the metal at very low concentrations by
means of competitive equilibrium assays. The underlying concept is, the higher the stability of
the iron-based metallodrug, the lesser free iron will be available for coordination with either
calcein or FL-Tf, and hence the lesser the fluorescence quenching of these probes. By means of
a calibration curve with “free” iron, such as FAS, it is possible to quantify the amount of iron
released by the iron metallodrugs and then estimate their stabilities [22].

Once emitted to the environment, iron metallodrugs can either be absorbed as intact mole-
cules (which will dissociate within the organism), or they can dissociate, thus making the hy-
drolysis products responsible for an array of biological effects. Stability studies were conducted
in both physiological (HBS) and seawater conditions, in order to assess both possibilities.

Polymer-coated iron metallodrugs at a [Fe]total = 2 μMmaximum concentration displayed
in general great stability against either calcein or FlTf in neutral medium, even at non-zero
ionic strength, as we were not able to detect significant fluorescence quenching of either probe
upon reaction with these compounds (data not shown). Indeed, free iron arising from the dis-
sociation of these molecules has been detected only at higher drug concentrations (200 μM in
iron) and comprises usually ~3% of the total metal [6]. Our findings indicate that low levels of
emissions of these drugs are not expected to induce high levels of free iron in environmental
samples.

On the other hand, candidate metallodrugs derived from the Fc framework displayed lower
stability against the high affinity chelator models in the physiological buffer (Fig 2). Binding
stoichiometry of the probes (ligand:iron) is 1:1 (calcein) or 1:2 (FlTf), therefore 2 μM of each
probe can detect up to 2 μM (calcein) or 4 μM (FlTf) chelatable iron. At the highest iron con-
centration (2 μM), iron salts are virtually completely chelated, as expected. The parent metallo-
cene is very stable, however both its TMH derivatives show ~ 40–50% decomposition against
the probes. In these compounds, deactivation of the organometallic bonds by the carbonyl
groups from the 3,5,5-trimethylhexanoyl moiety explains their relative lack of stability and ex-
pulsion of the metal from the cyclopentadienyl sandwich [30]. This decreased stability of the
TMH derivatives agrees with infrared spectrometry data, where both TMH-Fc and (TMH)2-Fc
display a Fe-C5 stretching band at 482 cm

-1, while in Fc this band occurs at 460 cm-1, indicating
a weakened bond in the TMH derivatives. These experiments were repeated for higher ferroce-
nyl concentrations (up to 80 μM), and the relative trend of stability was not altered (data not
shown).

Ferrocene and its derivatives displayed no detectable amount of free iron in artificial seawa-
ter with any of the Fe probes. Since the salinity of artificial seawater is higher than that of physi-
ological buffer (~0.6 against 0.15 M in NaCl, respectively), the increased amount of Cl- ions
may efficiently compete with the fluorescent probes for metal coordination, and although
chloride forms weak complexes with Fe(III) (logK = 1.06 for [FeCl2]

+ [31]), its concentration is
300 times higher, therefore any trace amounts of iron released from the ferrocenes may not be
accessible to the probes. Fluorescent transferrin binds more iron even in high salinity medium,
as the metal is accommodated in a protein fold with little exposure to the solvent [29] in a ki-
netically inert form.
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Pro-oxidant activity of the iron compounds
In biological fluids, labile forms of iron may participate in the auto-oxidation cycle of endoge-
nous ligands such as ascorbate, leading to the development of a plethora of reactive oxygen spe-
cies, indicating that even otherwise “antioxidants”may behave as pro-oxidants depending
upon their relative proportion with redox-active metal ions. The formation of these reactive
species is conveniently measured as the rate of conversion of the non-fluorescent probe dihy-
drorhodamine to its fluorescent counterpart [24].

In agreement with the stability assays, we found that the polymer-coated iron metallodrugs
of commercial use displayed no measurable redox-active iron (values were lower than the de-
tection limit of 0.4 μM [24]). Previous reports indeed show that only 0.8% of the total iron in
similar formulations is redox-active [6]. Iron from the Fc derivatives, on the other hand, was
able to engage into ROS generation mediated by ascorbate auto-oxidation, the TMH

Fig 2. Quenching of 2 μM calcein in (A) HBS or (B) artificial seawater, and of 2 μM Fl-Tf in (C) HBS or
(D) artificial seawater, caused by Fc derivatives. (E) Percentage of iron available to these probes
(chelatable iron), calculated at the highest Fe concentration (2 μM). Rel. un. = relative fluorescence units.

doi:10.1371/journal.pone.0121997.g002

Table 1. Concentrations (μM) and percentage of redox-active iron (%) in samples of Fc derivatives
(average ± s.d. of 8 measurements).

Iron compound Redox-active Fe (μM) Redox-active iron (%)

Fc 1.20 ± 0.17 a 3.0

TMH-Fc 3.80 ± 0.17 b 9.5

(TMH)2-Fc 3.26 ± 0.15 c 8.2

Total iron concentration = 40 μM.
a (p < 0.05)
b (p < 0.05)
c (p < 0.05)

doi:10.1371/journal.pone.0121997.t001
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derivatives being more active than the parent metallocene (Table 1). This is in agreement with
the higher amount of free iron available from the dissociation of the TMH derivatives (Fig 2).
Organometallic complexes based on essential, redox-active ions are in general relatively stable,
but they may cause oxidative stress. Depending upon the desired biological outcome, control
of this property might be tuned in order to develop new Fc derivatives with potential biological
activity [32].

Toxicity to Artemia
The toxicity of iron compounds with possible pharmacological activity has already been tested
against Artemia salina. Iron complexes with thiosemicarbazones, which were proposed as anti-
tumor and antimicrobial agents, displayed LD50 values in the range of 14–30 μM for 2-pyridi-
neformamide derivatives [17] or 2–5 μM for para-tolyl derivatives [18]. On the other hand,
iron magnetic nanoparticles proposed for diagnostic or drug delivery strategies have very low
lethality to Artemia at concentrations ~ 1 mg/mL, whether or not coated with silica [13], de-
spite decrease in swimming speed and onset of inflammation symptoms [15]. Finally, Al-Bari
and colleagues observed that LD50 of four thio- or alcoxy-ferrocene derivatives against Arte-
mia salina nauplii was in the range or 20–330 μM [16].

In this work, besides evaluating other candidate iron metallodrugs (ferrocenes), it was as-
sessed, for the first time, the acute toxicity of commercial iron supplements to A. salina. Pro-
longed exposure (> 24 h) to the metal compounds was not conducted because the metal
compounds will hydrolyze and precipitate in saline, alkaline medium.

“Free” iron (as FAS) caused only 37% lethality at 1000 μM final concentration in adult Arte-
mia. Indeed, concentrations of free iron up to 185 μM are considered sublethal to this organism
[33]. All commercial iron metallodrugs under study displayed only< 10% lethality to adult A.
salina at 1000 μM final concentration (data not shown). Therefore, the polymer coatings alone
(glycine, dextran, maltose, glucoheptonate) were not tested. The substituted Fc derivatives dis-
played toxicity similar to the polymer-coated metallodrugs, however Fc alone was lethal for
40% (at 10 μM), 90% (at 100 μM) and 100% (at 1000 μM) of the individuals (Fig 3). The toxici-
ty of Fc does not correlate with amount of free iron, as probed by the stability assays showed
here. This indicates that the whole molecule is responsible for toxic effects in adult Artemia.

Polymer-coated iron derivatives were also non-toxic to stage 1 Artemia (data not shown).
The absence of toxicity of Fc (Fig 3) correlates with the virtual lack of free and/or redox-active
iron (Fig 2 and Table 1), however free iron (as FAS) had only 2.5% lethality up to 300 μM.

Fig 3. Dose-response curves for adult or stage 1 Artemia treated with ferrocene and its derivatives.
Effects of Fc (in adults) and TMH-Fc (in stage 1 animals) were statistically different (*, P< 0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0121997.g003
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Toxicity therefore results from properties of the whole molecules rather than from simple
metal release, because TMH-Fc and (TMH)2-Fc displayed similar stability (Fig 2) and elevated
redox-active iron (Table 1). Indeed, Fc and (TMH)2-Fc were virtually non-toxic (< 2.5% le-
thality) to stage 1 Artemia up to 300 μM. TMH-Fc, on the other hand, displayed a distinctive
dose-response behavior (Fig 3), with a LD50 of 76.6 ±1.0 μM, which is close to other candidate
ferrocene metallodrugs with low polarity substitutes [16]. Our data are in agreement with pre-
vious reports on the relative absorption of these compounds using a mammalian model. For
example, rats fed with 5 mg/day with Fc, TMH-Fc and (TMH)2-Fc displayed whole body iron
retention of 24, 48 and 6%, respectively [13]. In addition, there are reports of oxidative damage
to the liver [34] and astrocytes [35] of mice treated with TMH-Fc. It must be pointed out that
bioavailability and absorption through any given biological interface are determined by factors
such as lipophilicity and molecule size. Fc is more lipophilic than their derivatives [19], which
may difficult its solubility in an aquatic environment, but also facilitate its way through biologi-
cal membranes and cells. In addition, (TMH)2-Fc is a bigger molecule than the mono-substi-
tuted Fc, which may difficult the traffic across biological membranes.

Adults, on the other hand, were more susceptible to Fc, which was non-toxic to stage 1
animals (Fig 3). Adult Artemia, in general, should be less susceptible to metallodrugs than
larval stages, because earlier larval stages are undergoing major physiological and morpho-
logical changes through successive short larval stages and frequent molting, rendering these
earlier stages more susceptible to toxicants as a whole. However, routes of absorption are ex-
pected to change sharply as the animal develops, going from a non-functional digestive sys-
tem and yolk dependent larvae up to five days after hatching, to a fully formed digestive
system for adults. The routes for absorption, therefore, change from body surface from day 1
larvae to ingestion for adults. In addition, the behavior of Fc was similar to some other con-
taminants such as substituted phenols [36] or chlorinated solvents [37], which also are pro-
gressively more toxic to Artemia as the animal ages. At the moment we cannot explain these
discrepancies, but results do suggest that Fc could be easily ingested by adults due to its lipo-
philic nature and easy access to digestive system and biological membranes, even as small
droplets. TMH-Fc, on the other hand, could make its way through general body surface for
first instar Artemia. This is a promising area for further research using ferrocene derivatives
and associated biological effects in other ecotoxicological models at different stages
of development.

As a means to better understand the mechanisms of toxicity, we determined the amount of
lipid peroxidation caused by the Fc derivatives in stage 1 A. salina (Fig 4). In agreement with
toxicity tests, only TMH-Fc induced a significant increase in lipid peroxidation (3.5 Eg-CHP)
at a concentration (80 μM) similar to the LD50, indicating that this could be one of the possible
mechanisms to explain the higher toxicity of TMH-Fc to A. salina.

The absence of a clear relationship between aqueous stability and toxicity indicates that
caution must be observed when assaying (eco)toxicity of metal complexes. Ecotoxicological
models (Free Ion Availability, Biotic Ligand Model) [20,21] assume equilibrium conditions
and predict that metal toxicity will generally be directly related to the amount of free metal
available. However, ours and numerous other results seem to contradict this assumption, as
organisms may actively internalize metals complexed with specific ligands, passive diffusion
of non-charged, lipophilic metal compounds may occur, or finally organisms may have pro-
miscuous binding sites that are used by different metal species [20,21]. This last possibility is
of extreme importance when the metallodrugs are based on iron, an essential element
for animals.
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Conclusions
Different probes with distinct binding sites have access to different species of chelatable iron.
Ferrocene derivatives metallodrugs, studied here, have lower stability and considerable higher
percentage of redox-active iron, when compared to the polymer-coated iron metallodrugs of
commercial use. Therefore, the toxicity of the iron supplements of commercial origin was neg-
ligible; however, the mono-substituted ferrocene derivative (TMH-Fc) displayed high toxicity
to stage 1 Artemia, possibly due to increased absorption through general body surface area fol-
lowed by higher lipid peroxidation. Fc, on the other hand, was more toxic to adult Artemia.
We suggest that ecotoxicity depends more on metal speciation (in this case, iron) present in
the metallodrug, than on the total or free amount of metal present. Future studies with dis-
carded metallodrugs should consider the chemical speciation of the metal present in the com-
position of the drug.
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