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RESUMO 

Diaz Romero, J. M. Efeito da especiação química sobre a absorção de ferro em 

Symbiodiniaceae. 2020 (85 p). Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação 

em Química. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

Corais que formam simbiose com dinoflagelados fotossintéticos da família 

Symbiodiniaceae são suscetíveis aos eventos de branqueamento devido a aumentos de 

temperatura, com efeitos negativos na vida dos recifes coralíneos. O ferro, como micro-

nutriente, é essencial para o desenvolvimento dos microrganismos marinhos, embora 

esteja disponível em concentrações extremamente baixas encontra-se naturalmente 

complexado por diversos carregadores. Nesta situação em que a especiação do ferro está 

dominada por ligantes, as microalgas possuem mecanismos de assimilação e mobiliza-

ção de ferro a partir de seus complexos. Assim, primeiro comparamos diferentes fontes 

de ferro a partir de diversos complexos bem conhecidos em propriedades químicas para 

determinar o crescimento, absorção de ferro em cinco espécies, e toxicidade para uma 

espécie, da família Symbiodiniaceae. Segundo, avaliamos o efeito das diversas fontes de 

ferro em Breviolum minutum, sobre o crescimento frente ao choque térmico, e sua pos-

sível relação com a resiliência dos corais após de eventos de branqueamento. 

No primeiro experimento a exposição ao Fe(II) em geral produziu respostas 

marcadamente positivas, com altas taxas de crescimento e acumulação de ferro intrace-

lular. Semelhantes resultados foram alcançados para exposição ao complexo lipofílico 

Fe(DFX)2 para quatro das espécies em estudo. Por outro lado, foi possível notar que 

para a espécie Symbiodinium microadriaticum o crescimento é independente da fonte 

ferro. Na espécie termossensível Breviolum minutum o choque térmico é adverso, em-

bora a suplementação de ferro após o choque térmico resulte em taxas de crescimento e 

populações mais altas independentemente da fonte de ferro. Resultados semelhantes 

foram para os complexos Fe(DFX)2, FeDFO e FeEDTA suplementado antes do estresse 

térmico. 

Finalmente, a exposição ao complexo Fe(8-HQ) mostrou ser altamente deletéria 

para as microalgas, o que nos levou a determinar sua toxicidade em Durusdinium glyn-

ni. Estabeleceu-se uma concentração inibitória média de 9,5 ± 0,47 μmol L-1. Esse com-

posto pode ter potencial como agente algicida. 

Palavras-chave: ferro, especiação, Symbiodiniaceae, estresse térmico. 

  



 

ABSTRACT 

 

Diaz Romero, J. M. Effect of the chemical speciation on the absorption of iron in 

Symbiodiniaceae. 2020. (85 p.). Masters Thesis - Graduate Program in Chemistry. In-

stitute of Chemistry, University of São Paulo, São Paulo. 

Corals form symbiosis with photosynthetic dinoflagellates of the family Symbi-

odiniaceae which are susceptible to bleaching events due to increases in temperature, 

with negative effects on the life of coral reefs. Iron, as a micronutrient, is essential for 

the development of marine microorganisms, although it is found in extremely low con-

centrations, naturally complexed by several carriers. In this situation in which iron spe-

ciation is dominated by ligands, microalgae have mechanisms of assimilation and mobi-

lization of iron from its complexes. Thus, we first compared different sources of iron 

from several well-known complexes to determine growth, absorption in five species, 

and toxicity to one species of the Symbiodiniaceae family. Secondly, we evaluated the 

effect of the various sources of iron in Breviolum minutum, on the growth against the 

thermal shock, and its possible relation with the resilience of the corals after bleaching 

events. 

In the first experiment, exposure to Fe (II) in general produced markedly posi-

tive responses, with high rates of growth and accumulation of intracellular iron. Similar 

results were achieved for exposure to the lipophilic complex Fe(DFX)2 for four of the 

species under study. On the other hand, it was possible to notice for Symbiodinium mi-

croadriaticum the growth is independent of the iron source. In the thermally sensitive 

species Breviolum minutum, thermal shock is adverse, although iron supplementation 

after thermal shock results in higher growth rates and populations regardless of the iron 

source. Similar results were for Fe(DFX)2, FeDFO, and FeEDTA complexes supple-

mented before thermal stress. 

Finally, exposure to the Fe(8-HQ) complex proved to be highly harmful to mi-

croalgae, which led us to determine its toxicity in Durusdinium glynni. An average in-

hibitory concentration of. 9.5 ± 0.47 μmol L-1 was established. This result can have a 

potential algaecide activity. 

 

Keywords: Iron, speciation Symbiodiniaceae, thermal stress.  



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Grupos funcionais individuais de sideróforos e os complexos que formam 

com ferro(III). Os sideróforos se coordenam com o íon férrico mediante átomos doado-

res duros como oxigênio com alta densidade negativa ou neutro. 

 

Figura 2. Diagrama simplificado que mostra diversos processos para transportar as du-

as formas químicas de ferro, Fe(II) e Fe(III), ao interior das algas eucarióticas a partir de 

diversas espécies químicas. Devido ao forte ambiente oxidante pela presença de oxigê-

nio a maior parte do ferro se acha de forma insolúvel (i. e. oxohidróxidos e coloides). O 

ferro biodisponível pode encontrar-se como Fe(III) unido com ligantes orgânicos (L). O 

íon ferroso (Fe(II)), é fornecido principalmente mediante deposição úmida ou foto redu-

ção do íon Fe(III). Em geral, o ferro unido a ligantes deve reduzir-se antes de ser absor-

bido pela célula. O íon ferroso (Fe(II)), é fornecido principalmente mediante deposição 

úmida ou foto redução do íon Fe(III) nas zonas mais superficiais do oceano. Em geral, o 

ferro unido a ligantes deve reduzir-se na membrana antes de ser absorbido pela célula. 

O íon ferroso pode-se assimilar mediante transportadores bivalentes não específicos, em 

outros casos também pode se reoxidar e transportar através de um sistema de captação 

de Fe(III), usando ferroxidases.  

FRE: Ferrireductase; Complexo transportador de ferro de alta afinidade: 1) MCO: fer-

roxidase (multicobre) 2) FTR: Permeasse férrica; ZIP / NRAMP: Sistemas de transporte 

para ferro bivalente, hν = energia para provocar a foto redução. 

 

Figura 3. A Pólipo de Aiptasia pallida mostrando a coloração marrom característica, 

conferida pelos pigmentos fotossintéticos da zooxantela. B Tentáculos do pólipo con-

tendo centenas de células individuais da família Symbiodiniaceae dentro do tecido gas-

trodérmico (o tecido epidérmico não contém simbiontes e é visível como a fina camada 

transparente na periferia do tentáculo) C A falta de autofluorescência da clorofila no 

extremo do tentáculo confirma a distribuição gastrodérmica das zooxantelas. D Repre-

sentação da assimilação de ferro em zooxantelas simbióticas (provavelmente o ferro 

depende do fornecimento do hóspede). Dentro da célula do hóspede o ferro circula liga-

do à transferrina e pode ser armazenado maiormente na ferritina, para reduzir a possibi-

lidade de iniciar reações que desencadernam a produção espontânea de EROs via reação 

de Fenton, e reservas de ferro lábil. A mobilização de ferro a traves do simbiossomo dá-

se mediante endocitoses do complexo ferritina-ferro (Song, Wu, Hong & Chen, 2015) 

 

Figura 4 Efeito visual de um coral antes e depois do branqueamento. Esquerda: Apa-

rência branca de coral pela perda das zooxantelas aparência branca como resposta ao 

estresse submetido. A descoloração do coral, tem como consequências a perda de gran-

des extensões de habitats marinhos. Direita: Um coral com aparência saudável e colori-

da com zooxantelas.(https://www.publico.pt/2017/08/27/infografia/corais-em-stress-

234) 

 

Figura 5. Estrutura química dos complexos de ferro(III) e aparência física dos comple-

xos de ferro sintetizados in situ.  

 

Figura 6 A. Esquema da sínteses in situ dos complexos de ferro(III). B. Montagem da 

placa para determinar a estequiometria dos complexos mediante o método da relação 

molar.  

 

https://www.publico.pt/2017/08/27/infografia/corais-em-stress-234
https://www.publico.pt/2017/08/27/infografia/corais-em-stress-234


Figura 7 A. Esquema da semeadura das diferentes espécies da família Symbiodiniaceae 

no meio de cultura livre de ferro. B. Condições de trabalho do laboratório para o cultivo 

de das espécies no meio livre de ferro. 

 

Figura 8 A.  Montagem experimental para o estudo do “Efeito do choque térmico em 

Breviolum minutum” exposto aos complexos de ferro(III). A) Condições de cultivo para 

as espécies da família Symbiodiniaceae no meio F/2 – Guillard sem suplementação de 

ferro B Modo de cultivo dos tubos contendo os cultivos de Breviolum minutum submer-

gidos em água prévio à choque térmico C Montagem do experimento para avaliar o 

efeito do choque térmico em Breviolum minutum. Se utilizaram termóstatos com aque-

cedor para elevar a temperatura e para evitar que a temperatura se focalize em pontos 

próximos aos termostatos se empregou bombas de circulação para homogeneizar a tem-

peratura dentro das badejas.  

 

Figura 9 Esquema do montagem da placa para determinar toxicidade do complexo 

Fe(8-HQ) com concentrações de 50 a 0 μmol L-1, em Durusdinium glynni. 

 

Figura 10 A Espectros de absorção UV-Vis de 8–HQ (8 mmol L-1), cloreto férrico (0,4 

mmol.L-1), Fe(8-HQ) (5 mmol L-1) em DMSO. B Titulação fotométrica de FeCl3 com 8-

HQ. 

 

Figura 11 A Espectros de absorção UV-Vis do HBED (0,5 mmol L-1), cloreto férrico 

(0,4 mmol L-1), FeHBED (0,5 mmol L-1) em DMSO. B Titulação fotométrica de FeCl3 

com HBED 

 

Figura 12 A Espectros de absorção UV-Vis do deferiprona (0,5 mmol L-1), Fe(DFP)3 

(0,1 mmol L-1) em DMSO B Titulação fotométrica de FeCl3 com DFP. 

 

Figura 13 A Espectros de absorção UV-Vis, deferasirox (0,32 mmol L-1), cloreto férri-

co (0,5 mmol L-1) Fe(DFX)2 (0,2 mmol L-1) em DMSO B Titulação fotométrica de 

FeCl3 com DFX. 

 

Figura 14 A Espectros de absorção UV-Vis, deferoxamina (2,5 mmol L-1), cloreto fér-

rico (2,5 mmol L-1) e FeDFO (2,5 mmol L-1) em água (pH = 5,5) B Titulação fotométri-

ca de FeCl3 com DFO (1:1) 

Figura 15 A Espectros de absorção UV-Vis do EDTA (5,0 mmol L-1), cloreto férrico 

(2,5 mmol L-1) e FeEDTA (1,0 mmol L-1) em água (pH = 5,5) B Titulação fotométrica 

de FeCl3 com EDTA. 

Figura 16 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

em Symbiodinium microadriaticum em água do mar suplementada com meio de cultura 

Guillard - F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 

11,7 μmol L-1). Ao redor dos cinco primeiros dias a microalga inicia o período de acli-

matação. B Taxas de crescimento (μ) do Symbiodinium microadriaticum exposto aos 

complexos de ferro(III) determinados na fase exponencial de crescimento. Os valores 

representam a média ± SD (n = 3) para um nível de significância de ***p < 0,001, ** < 

0,01, * < 0,05. As barras com letras iguais não são significativamente diferentes p > 

0,05 

 

Figura 17 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

no Breviolum minutum, em água do mar suplementada com meio de cultura Guillard- 



F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 μmol 

L-1). Ao redor dos cinco primeiros dias a microalga inicia o período de aclimatação. B 

Taxas de crescimento (μ) do Breviolum minutum exposto aos complexos de ferro(III) 

determinadas na fase exponencial de crescimento Os valores representam a média ± SD 

(n = 3) com diferenças estatísticas (**** p < 0,0001, *** p < 0,001; ** p < 0,01, * p < 

0,05). As barras com letras iguais não são significativamente diferentes (p > 0,05), ND 

= não detectado.  

 

Figura 18 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

no Cladocopium goreaui, em água do mar suplementada com meio de cultura Guillard- 

F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 μmol 

L-1). Ao redor dos cinco primeiros dias a microalga inicia o período de aclimatação len-

ta. B Taxas de crescimento (μ) do Cladocopium goreaui exposto aos complexos de fer-

ro(III). Os valores representam a média ± SD (n = 3), como diferenças estatísticas ( **p 

< 0,01, ****p < ,0001) As barras com letras iguais não são significativamente diferentes 

(p >0,05) 

 

Figura 19 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

no Effrenium voratum, em água do mar suplementada com meio de cultura Guillard- 

F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 μmol 

L-1). B Taxas de crescimento (μ) do Effrenium voratum exposto aos complexos de fer-

ro(III) determinadas na fase exponencial de crescimento. Os valores representam a mé-

dia ± SD (n = 3) com diferenças estatísticas (***p < ,001; ****p < ,0001). As barras 

com letras iguais não são significativamente diferentes (p >0,05) 

 

Figura 20 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

no Fugacium kawagutii, em água do mar suplementada com meio de cultura Guillard- 

F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 μmol 

L-1). Durante os cinco primeiros dias a microalga inicia o período de aclimatação lenta. 

B Taxas de crescimento (μ) do Fugacium kawagutii exposto aos complexos de ferro(III) 

determinadas na fase exponencial de crescimento. Os valores representam a média ± SD 

(n = 3) com diferenças estatísticas de ( ****p < 0,0001; * < 0,05) As barras com letras 

iguais não são significativamente diferentes (p > 0,05) ND = não detectado. 

 

Figura 21 A Variação na população das espécies da família Symbiodiniaceae pela ex-

posição aos quelantes livres. B Velocidade de crescimento para as diferentes microalgas 

cultivadas expostos aos quelantes (n = 1) ND = não detectado. 

 

Figura 22 A Teor de ferro intracelular total para diferentes espécies da família Symbio-

dinaceae expostos aos complexos de ferro(III) em meio Guillard – F/2 livre de ferro de 

ferro. A amostragem foi após 21 dias de aplicação dos complexos. Todos os tratamentos 

foram suplementados com 11,7 μmol L-1 de Fe. As barras de erro representam o desvio 

padrão para cultivos em triplicata com diferenças estatísticas: * p ≤ 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001; **** p < 0,0001. As barras com letras iguais não são significativamente 

diferentes p > 0,05. B Teor de ferro intracelular total para diferentes espécies da família 

Symbiodiniaceae expostos aos quelantes em meio Guillard – F/2 livre de ferro. A amos-

tragem foi feita após 21 dias da aplicação dos quelantes na mesma concentração dos 

complexos (n = 1). 

 

Figura 23 Impacto do choque térmico (33,5 ± 0,6°C por 4 horas) no crescimento após 1 

e 7 dias em Breviolum minutum cultivado em meio Guillard-F/2 isento de ferro com a 

adição de complexos de ferro(III). Os complexos de ferro foram adicionados ANTES 



do choque térmico. A Densidade celular nas culturas submetidas ao choque térmico; B 

Densidade celular nas culturas controle (desenvolvendo-se a 20,5 ± 0,5 °C); C Compa-

ração das taxas máximas de crescimento (μ) nas culturas controle e estressadas pelo 

calor. Os dados representam os valores médios ± DP das triplicatas. ND = Não detecta-

do. Com diferenças estatísticas: * p ≤ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 

0,0001. As barras com letras iguais não são significativamente diferentes p > 0,05, ns = 

não significativo 

 

Figura 24 Impacto do choque térmico (34,8 ± 0,4 ° C por 4 horas) no crescimento após 

1 e 7 dias em Breviolum minutum em meio Guillard-F / 2 isento de ferro com a adição 

de ferro(III) Os complexos de ferro foram adicionados APÓS o choque térmico. A Den-

sidade celular nas culturas submetidas ao choque térmico; B Densidade celular nas cul-

turas controle (desenvolvendo-se a 22 ± 0,7 ° C); C Comparação das taxas máximas de 

crescimento (μ) nas culturas controle e estressadas pelo calor. Os dados representam os 

valores médios ± DP das triplicatas. Com diferenças estatísticas: * p ≤ 0,05; ** p < 

0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. As barras com letras iguais não são significati-

vamente diferentes p > 0,05. 

 

Figura 25. Exposição de Durusdinium glynni ao complexo Fe(8-HQ) A. Variação na 

população frente a diferentes concentrações do complexo Fe(8-HQ), as concentrações 

foram determinadas para 1, 24, 36 e 48 horas. B Curva doses-resposta Após 24 horas de 

exposição a diferentes concentrações (50, 30, 20, 10, 5 e 1 μmol L-1) do complexo Fe(8-

HQ). Os são apresentados como média ± DP (n = 3) 

 

Esquema 1. Estruturas químicas de quelantes com alta afinidade pelo ferro. Os átomos 

em vermelho são os sítios de coordenação com ferro. A. (DFP) (3-hidroxi-1,2-

dimetilpiridin-4-ona) B (DFX - EXJADE) (ácido N,N'-di(2-

hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético)) C ácido N,N'-di(2-

hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético) D. (DFO) ácido N-[5-[[4-[5-

[acetyl(hidroxi)amino]pentilamino]-4-oxobutanoil]-hidroxiamino]pentil]-N'-(5-

aminopentil)-N'-hidroxibutanediamida E (8-HQ - Oxina) (quinolin-8-ol) F (EDTA) 

ácido 2-[2-[bis(carboximetil)amino]etil-(carboximetil)amino]acético. 

  



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

DFO: Deferoxamina 

DFX: Deferasirox 

DFP: Deferiprona 

DTPA: Ácido dietilentriaminopentaacético  

8-HQ: 8-hidroxiquinolina 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DNA: Ácido desoxirribonucleico 

EROs: Espécies reativas de oxigênio 

EDTA: Ácido etilenodiamino tetraacético 

Fe(II): Íon ferroso ou “Ferro livre” 

GF AAS: Espectrometria de absorção atômica em forno de grafite (pelas siglas em in-

glês: Graphite furnace atomic absorption spectroscopy) 

HBED: Ácido N,N'-di(2-hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético) 

HBS: Solução HEPES Salina tamponada 

IC50: Concentração inibitória do 50% da população de células 

Ksp = constante do produto de solubilidade (25 °C, 1 atm) 

LogPO/W,: Logaritmo do coeficiente de partição  

LogβFe(III) : Constante de estabilidade do complexo de ferro 

p[Fe] = logaritmo negativo da concentração de ferro para uma temperatura dada 

PSI/PSII = Foto sistema I e II respectivamente 

rcf = Relative centrifugal force - força centrífuga relativa (FCR). 

Sid = Sideróforo 

Sid-Fe = Complexo formado entre sideróforo e ferro 

TCLM: Transferência de carga ligante - metal  

UV/Vis: Espectroscopia eletrônica de absorção no ultravioleta-visível 

https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_etilendiaminotetraac%C3%A9tico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_etilendiaminotetraac%C3%A9tico
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O ferro recebeu muita atenção por sua importância e limitação como micronutri-

ente em regiões do oceano com alto conteúdo de nutrientes e ótimas condições para o 

crescimento do fitoplâncton (Martin, 1990; Martin & Fitzwater, 1988). Embora seja um 

dos elementos mais abundantes da Terra, sua concentração é muito baixa no oceano, 

porém experimentos baseados em enriquecimento de ferro deram importante evidência 

de que é um recurso elementar que controla a produtividade primária (Schoffman, Lis, 

Shaked & Keren, 2016). A demonstração mais importante desta teoria foram os experi-

mentos de fertilização com ferro nos oceanos, cujos resultados demonstraram a estimu-

lação da fotossíntese, forte diminuição da pressão do dióxido de carbono superficial dos 

oceanos e, em algumas ocasiões, aumento na biomassa do fitoplâncton suficiente para 

ser visto desde o espaço, incluindo florações de algas nocivas (e.g. produtoras de sus-

tâncias deletérias). No entanto esses efeitos foram variáveis dependo ambiente marinho, 

além de não se terem considerado as repercussões sob a vida oceânica (Aumont & 

Bopp, 2006; Yoon et al., 2018).  

Do ponto de vista químico, a administração de sais de ferro ao mar, conduz ao 

metal traço a permanecer em contato com o fitoplâncton durante pouco tempo (Santana-

Casiano, González Dávila & Millero, 2005), devido a que a esfera de coordenação está 

saturada com moléculas de água e exposto ao pH marinho ocasionando a precipitação 

para o fundo oceânico formando o detrito marinho. Adicionalmente, nas zonas muito 

profundas o pH marinho é mais ácido, produzido pela decomposição da matéria orgâni-

ca que sedimenta das águas superficiais, e reações de remineralização que geram CO2 

acidificando mais as águas, afetando por exemplo organismos que possuem estruturas 

calcáreas. Abordando esta questão desde outra perspectiva, uma boa alternativa para 

superar este inconveniente é o uso de moléculas bem estudas com alta afinidade por 

ferro que estabilizem o ferro mediante interações metal-ligante para evitar ou retardar a 

precipitação, coagulação e sedimentação na água de mar (Chen, Wang & Guo, 2004). 
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1.1 Por que o ferro é importante nos ambientes marinhos? 

A importância e influência dos metais-traço (Fe, Zn, Mn, Ni ,Cu, Co, Cd, Mo) 

sobre o crescimento e desenvolvimento natural das comunidades do fitoplâncton mari-

nho está amplamente documentada (Sunda, 2012; Twining & Baines, 2013). Destes 

metais, é sabido que o ferro tem um efeito importante nos ciclos de regulação biológica 

de carbono e nitrogênio, fotossíntese e crescimento sobre diversas espécies de micror-

ganismos marinhos (Berman-Frank, Cullen, Shaked, Sherrell & Falkowski, 2001). 

Em efeito o ferro, o quarto elemento metálico mais abundante na crosta terrestre, 

é um metal-traço essencial requerido em mínimas quantidades pelos microrganismos 

aquáticos (Kudo et al., 2006; Sunda, Swift & Huntsman, 1991; Twining & Baines, 

2013). O ferro é importante para os microrganismos marinhos pois participa em proces-

sos metabólicos interligados como a síntese de ADN, fotossíntese e respiração. Por ou-

tro lado, devido à sua química redox flexível, o ferro ativa diversas vias metabólicas 

atuando como grupo prostético de muitas enzimas como por exemplo a citocromo oxi-

dase, catalase, peroxidase dentre outras (Estrada, de Jesús Romero, Campa-Córdova, 

Luna & Ascencio, 2007; Raven, Evans & Korb, 1999). Também outros metais-traço 

como Zn, Mn, Ni, Cd ou Co, tem um papel menos substancial no crescimento do fito-

plâncton em comparação com o ferro, embora sejam importantes para evitar os proble-

mas de estresse oxidativo, porque formam parte de enzimas antioxidantes que diminu-

em os níveis de espécies geradoras de estresse oxidativo (Downs et al., 2002; Grant, 

Graham, Frankland & Hinde, 2003). Em tal sentido, para as algas, especificamente nos 

cloroplastos, o ferro é um importante componente do aparato fotossintético, i. e. com-

plexos de transferência eletrônica (fotossistemaII (PSII), fotossistema I (PSI)), comple-

xo citocromo b6f e ferredoxinas) e é requerido para a biossíntese do cofator heme e dos 

clusters de ferro-enxofre (Blaby-Haas & Merchant, 2012; Iglic, 2011). Apesar de sua 

alta abundância e demanda biológica, as concentrações de ferro dissolvidos nas águas 

marinhas superficiais (ambientes enriquecidos em oxigênio) são extremamente baixas 

(Butler, 1998).  Devido às altas forças iônicas, pH próximo ao neutro (pH marinho ~ 8.1) e 

condições aeróbicas, parâmetros que caracterizam a maioria dos habitats aquáticos, o 

ferro encontra-se em forma insolúvel (Liu & Millero, 2002a). Isso significa que as con-

centrações de ferro dissolvido estão nos níveis de nanomolar (Johnson, Michael Gordon 

& Coale, 1997). Por esse motivo, o ferro é um nutriente limitante, mas sua disponibili-

dade está influenciada por suas formas químicas, e as condições físico-químicas (poten-

cial redox em combinação do pH) do meio induzem a reações redox, precipitação ad-

sorção e complexação. Neste contexto, o ferro pode estar disponível tanto quanto Fe(II) 
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como Fe(III), e a maior parte de ferro não biodisponível se acha na forma de óxido fér-

rico, hidróxido férrico amorfo e oxohidróxidos (mono-, oligo- e poliméricos). Embora 

esta disponibilidade esteja limitada predominantemente pela solubilidade do Fe(III), em 

pH perto do neutro e em presença de O2 a forma mais estável é a forma oxo férrica 

(KPSFe(OH)3 = 2 × 10-39) (Hunter & Boyd, 2007), fator esse que domina a especiação 

inorgânica de ferro na faixa de pH das águas marinhas. Por outro lado, a maior parte do 

ferro dissolvido (aproximadamente 99%) existe como Fe(III), lábil ou fortemente com-

plexado (K = 1019 a 1022 mol L-1  (Butler, 1998)). 

Embora existam diferentes formas de aumentar a solubilidade do ferro presente 

em solução, como por exemplo a diminuição da temperatura, do pH ou da salinidade, os 

microrganismos marinhos, particularmente os procariontes desenvolveram substâncias 

orgânicas extracelulares que melhoram a solubilidade e biodisponibilidade do ferro para 

sua assimilação. Dentre estes, os ligantes orgânicos, chamados também sideróforos 

(Morel, 2003; Vraspir & Butler, 2008), influenciam a dissolução do ferro formando 

complexos de coordenação com grupos de diferente natureza química que incluem fun-

ções orgânicas tipo hidroxamato, catecolato, carboxilato ou misturas de grupos funcio-

nais (Khan, Singh & Srivastava, 2018) (Figura 1). Outra fonte provável de quelantes de 

ferro dá-se mediante a liberação de ligantes a partir de outros microrganismos por de-

gradação celular (i. e. protoporfirinas) (Hogle, Cameron Thrash, Dupont & Barbeau, 

2016; Roe, Hogle & Barbeau, 2013).  

 
Figura 1. Grupos funcionais individuais de sideróforos e os complexos que formam 

com ferro(III). Os sideróforos se coordenam com o íon férrico mediante átomos doado-

res duros como oxigênio com alta densidade negativa ou neutro. 
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1.2 Transporte de ferro em microrganismos marinhos 

 

O exposto anteriormente explica a baixa biodisponibilidade do ferro em ambien-

tes altamente oxigenados onde a atividade fotossintética está presente, assim o ferro é 

um fator limitante para o crescimento dos produtores marinhos primários (Worms, 

Simon, Hassler & Wilkinson, 2006). Dado que o ferro pode gerar reações indesejadas i. 

e. reações de Fenton, os mecanismos específicos de captação e transporte, reciclagem e 

armazenamento de ferro estão estritamente regulados minimizando a toxicidade. Morel 

& Price (2003) et al. descrevem estratégias dos microrganismos marinhos para adquirir 

metais traço (ferro) mediante transportadores específicos. 

Um efeito importante para biodisponibilizar ferro nos procariotos (autótrofos e 

heterótrofos) marinhos é reduzir o pH externo do meio, assim solubiliza o hidróxido 

férrico à uma forma relativamente mais solúvel. Outra estratégia é o uso de quelantes de 

alta afinidade (Krachler, Krachler, Valda & Keppler, 2019), para captar ferro. No entan-

to a captação de ferro mediada por sideróforos (Sid) ocorre mediante sistemas de trans-

porte específicos na membrana celular para o complexo (Sid-Fe). Possivelmente, a mai-

oria de microrganismos marinhos eucariotos, em lugar de sintetizar sideróforos para 

assimilar ferro per se, use um mecanismo acoplado mais eficiente e eficaz para acessar 

o ferro dissolvido e transportá-lo baseado na redução mediante transferência eletrônica 

seguida de absorção na superfície celular, pois assim pode obter ferro a partir diversas 

espécies complexadas com ligantes de estabilidade reduzida no oceano, diminuindo o 

custo de sintetizar moléculas complexas com alta afinidade por ferro (Shaked, Kustka & 

Morel, 2005). Para manter a homesotase do ferro mediante esta estratégia, as microalgas 

usam proteinas transportadoras disseminadas na bicapa lipídica (membranas celulares e 

organelas) (Figura 2). Esses transportadores representam a primeira linha de defesa 

para establecer a correta homeostase de metais a nível celular e subcelular. quando as 

reservas esgotam-se os transportadores proporcionam rotas específicas para distribuir e 

fornecer os cofatores necessários para evitar sintomas de deficiência. Em contraste, 

quando as concentrações intracelulares de metais excedem os níveis criticos, os 

transportadores conseguem expelir o exceso antes que ocorra a toxicidade (e. g. metais 

não quelados redox ativos como ferro que geram espécies reativas de oxigênio (Blaby-

Haas & Merchant, 2012). Também a captura de presas é considerada outra forma vanta-

josa de adquirir ferro em ambientes com baixo conteúdo de nutrientes, existindo relatos 

de flagelados fotossintéticos que ingerem bactérias e ferro particulado (Nodwell & 

Price, 2001)  
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Figura 2. Diagrama simplificado que mostra diversos processos para transportar e in-

ternalizar duas formas químicas de ferro, Fe(II) e Fe(III), nas algas eucarióticas a partir 

de  espécies químicas que involucram a complexação de ferro. Devido ao forte ambiente 

oxidante pela presença de oxigênio a maior parte do ferro se acha de forma insolúvel (i. 

e. oxohidróxidos e coloides). O ferro biodisponível pode encontrar-se como Fe(III) uni-

do com ligantes orgânicos (L). O íon ferroso (Fe(II)), é fornecido principalmente medi-

ante deposição úmida ou foto redução do íon Fe(III) nas zonas mais superficiais do oce-

ano. Em geral, o ferro unido a ligantes deve reduzir-se na membrana antes de ser absor-

bido pela célula. O íon ferroso pode-se assimilar mediante transportadores bivalentes 

não específicos, em outros casos também pode se reoxidar e transportar através de um 

sistema de captação de Fe(III), usando ferroxidases.  

FRE: Ferrireductase; Complexo transportador de ferro de alta afinidade: 1) MCO: fer-

roxidase (multicobre) 2) FTR: Permeasse férrica; ZIP / NRAMP: Sistemas de transporte 

para ferro bivalente, hν = energia para provocar a foto redução. 

 

Para examinar as respostas frente às perturbações da homeostase do ferro, e for-

necer conhecimentos sobre o metabolismo do metal, para os estudos que monitoram o 

estado de excesso do ferro é simples de se conseguir, apenas adicionando íons de ferro 

ao meio de cultura, mas alcançar a limitação de ferro é relativamente difícil. A contami-

nação do metal em vidrarias ou em ingredientes do meio costuma ser suficiente para 

sustentar o crescimento da maioria dos organismos, porque esses nutrientes são necessá-

rios em pequenas quantidades. Muitos experimentalistas optaram por empregar quelan-

tes de metal que são convenientes, mas notoriamente carecem de especificidade comple-

ta para um único íon metálico. 
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Os experimentos de cultivo de microalgas normalmente são levados a cabo 

usando um meio de cultivo tamponado onde a especiação do ferro (e outros metais) está 

controlada para mantê-lo de forma solúvel e evitar sua precipitação, por altas concentra-

ções de ácido etilenodiamino tetraacético (EDTA), um ligante hexadentado com alta 

constante de estabilidade (LogβFe(III) = 25,1 (Botebol et al., 2014)). Os complexos metá-

licos são capazes de dissociar e reassociar, no tempo que leva para se difundir na 

superfície biológica. Em outros cenários, onde os estudos estão orientados a determinar 

os efeitos de baixa concentração de ferro, o uso do quelante desferroxamina ou HBED 

em exceso é util para assegurar a não disponibilidade de ferro (Sanchez et al., 2019; 

Weger, Lam, Wirtz, Walker & Treble, 2009).  

 

1.3 Quelantes de ferro em medicina 

 

Na medicina, o uso de moléculas produzidas naturalmente por bactérias, fungos, 

algumas gramíneas, ácidos húmicos e fúlvicos (componente orgânico de águas mari-

nhas), ou sinteticamente com alta afinidade por ferro, chamados também sideróforos, 

estabilizam o ferro e o protegem de reações indesejadas (i. e. precipitação, reação de 

Fenton).  

Dentre os usos dos sideróforos estão:  

1) terapia de quelação para o tratamento de transtornos associados à sobrecarga 

de ferro, que conduz a transtornos cardíacos, hepáticos e neurodegenerativos 

(Mobarra et al., 2016; Nuñez & Chana-Cuevas, 2018),  

2) desenho de moléculas para o transporte efetivo do ferro e  

3) desenvolvimento de técnicas de estudo do metabolismo de ferro para uma me-

lhor compressão da assimilação nos seres vivos (Wu, Yang, Sun, Bao & Lin, 

2020). 

Os quelantes de ferro são quimicamente diversos. Tipicamente contêm átomos 

com alta densidade de carga como oxigênio, nitrogênio ou grupos doadores de enxofre. 

Os grupos que contêm oxigênio como doadores de elétrons têm preferência pelo íon 

Fe(III) de acordo com a teoria de Pearson, coordenando numa disposição preferencial-

mente octaédrica de alto spin. Os quelantes com maior afinidade pelo ferro são hexa-

dentados complexando ferro em proporção 1:1 (ligante:metal), enquanto os quelantes 

tridentados ou bidentados formam complexos em proporção 2:1 e 3:1 respetivamente 

(Brittenham, 1992) (Esquema 1). 
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1.3.1 Quelantes hexadentados de ferro(III)  

 

1.3.1.1 Deferoxamina B  

ácido N-[5-[[4-[5-[acetil(hidroxi)amino]pentilamino]-4-oxobutanoil] - hidroxiami-

no]pentil]-N'-(5-aminopentil)-N'-hidroxibutanediamida (DFO): A deferoxamina 

(Desferal) é um sideróforo natural extraído da bactéria Streptomyces pilosus (Codd, 

Richardson-Sanchez, Telfer & Gotsbacher, 2018), pouco tóxico, clinicamente aprovado 

para uso, em forma de mesilato, em pacientes com sobrecarga de ferro. Os três grupos 

hidroxamato bidentados formam um complexo altamente estável e hidrofílico com 

Fe(III), chamado ferrioxamina B (logβFe(III) = 30,6, p[Fe] = 26,5) (Anderegg, Eplattenier 

& Schwarzenbach, 1963; Evers, D. Hancock, E. Martell & J. Motekaitis, 1989), numa 

relação molar de 1:1 de estrutura octaédrica, assim diminui notavelmente a atividade 

redox do ferro.  

 

1.3.1.2 HBED  

ácido N,N'-di(2-hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético): O HBED é um que-

lante sintético pertencente à família dos aminopolicarboxilatos fenólicos, proposto co-

mo agente quelante de via oral para o tratamento da sobrecarga de ferro em humanos 

(Brittenham, 1992), e como alternativa para evitar a clorose em plantas (Nadal, García-

Delgado, Hernández, López-Rayo & Lucena, 2012). Este quelante forma um complexo 

altamente estável em relação 1:1 (HBED:Fe(III)), em uma ampla faixa de pH = 3,5 – 

12,0,  com alta estabilidade (logβFe(III) = 39,01; p[Fe] = 31,1) (Liu & Millero, 2002b; 

Ma, Motekaitis & Martell, 1994), formando ligações com os grupos fenolato, carboxila-

to e amino com ferro com uma afinidade nove vezes maior que o DFO (Eplattenier, 

Murase & Martell, 1967). Este sideróforo tem mostrado alta afinidade por Fe(III), no 

entanto o complexo com Fe(II) é efêmero pois o HBED induzà oxidação rápida à forma 

férrica, inclusive em condições anaeróbicas (Samuni et al., 2001). 

 

1.3.2 Quelantes tridentados de ferro(III)  

 

1.3.2.1 Deferasirox 

ácido N,N'-di(2-hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético) (DFX): Deferasirox 

(comercializado como EXJADE) é um quelante de ferro sintético usado oralmente em 

pacientes com sobrecarga de ferro e atualmente em terapias para câncer (Tury et al., 

2018). Pertence à classe de quelantes tridentados bis-hidroxifeniltriazóis N-substituídos, 
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formando um complexo lipofílico com Fe(III) numa proporção de 2:1 (DFX:Fe) (lo-

gβFe(III) = 38,6; p[Fe] = 22,5) (Santos, 2008). Este sideróforo aquiral, apresenta alta lipo-

filicidade atribuída aos anéis benzênicos na estrutura química, assim estudos in vivo 

demostraram o dobro de eficácia para diminuir os níveis de ferro (não hemo) hepático, 

em comparação com DFO (Nick et al., 2003). 

 

1.3.3 Quelantes bidentados de ferro(III) 

 

1.3.3.1 Deferiprona 

3-hidroxi-1,2-dimetilpiridin-4-ona (DFP): A deferiprona, conhecida também como L1 

ou DMHP, pertence à família de quelantes bidentados 3-hidroxipiridin-4-ona. Comerci-

alizada como FerriproxTM, é uma molécula neutra e lipofílica pequena, que forma um 

complexo neutro vermelho DFP-Fe(III) numa proporção 3:1 (p[Fe] = 19,2) 

(Kontoghiorghes, 1987), estável tanto em soluções ácidas como básicas (pH < 1 e pH > 

12). A capacidade de atravessar a membrana plasmática facilita o transporte de ferro, 

diminuindo a severidade de diversos transtornos relacionados com sobrecarga de ferro. 

 

1.3.3.2 8-Hidroxiquinolina 

quinolin-8-ol (8-HQ): É uma molécula de baixo peso molecular, lipofílica com alta 

capacidade para complexar metais, como resultado dessas propriedades químicas, estu-

dos revelam que tem potencial aplicação em doenças associadas a transtornos neurode-

generativos originados por estresse oxidativo dependentes de ferro, atividade antifúngi-

ca, anticâncer e antibacteriana (Oliveri & Vecchio, 2016). A molécula 8-HQ possui dois 

sítios potenciais de coordenação com íons metálicos: um átomo de nitrogênio quinolíni-

co e um átomo de oxigênio fenólico. Com o íon Fe(III) pode formar complexos com 

diferente relação estequiométrica, Fe(8-HQ), Fe(8-HQ)2 e Fe(8-HQ)3 dependendo do 

pH e da concentração do 8-HQ (Turnquist & Sandell, 1968). O complexo Fe(8-HQ), 

também lipofílico, tem a capacidade de atravessar as membranas celulares e distribuir-

se em diferentes compartimentos (Jonas & Riley, 1991). Pode danificar o DNA, por ser 

um complexo citostático, cujos derivados têm capacidade de inibir células cancerosas e 

tumores in vivo (Shaw et al., 2010).  

Esta ampla variedade de quelantes é interessante para o presente trabalho, que 

consiste em usar uma estratégia de suplementação de ferro a partir de diferentes espé-

cies químicas, para avaliar a efetividade dos diferentes quelantes para manter os reque-

rimentos de ferro pela microalga. A via de assimilação do metal está influenciada pela 
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forma química do ferro (Fe(II), Fe(III), complexos de ferro orgânico ou inorgânico). 

Portanto a forma do ferro apresentada pode ter um efeito profundo sobre sua biodispo-

nibilidade e, inclusive na resistência ou proliferação das microalgas a fatores externos, 

como por exemplo ao estresse térmico.  

 

Esquema 1. Estruturas químicas de quelantes com alta afinidade pelo ferro. Os átomos 

em vermelho são os sítios de coordenação com ferro. A. (DFP) (3-hidroxi-1,2-

dimetilpiridin-4-ona) B (DFX - EXJADE) (ácido N,N'-di(2-

hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético)) C ácido N,N'-di(2-

hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético) D. (DFO) ácido N-[5-[[4-[5-

[acetyl(hidroxi)amino]pentilamino]-4-oxobutanoil]-hidroxiamino]pentil]-N'-(5-

aminopentil)-N'-hidroxibutanediamida E (8-HQ - Oxina) (quinolin-8-ol) F (EDTA) 

ácido 2-[2-[bis(carboximetil)amino]etil-(carboximetil)amino]acético. 

 

1.4 Symbiodiniaceae, Corais e ferro  

Alguns dinoflagelados fotossintéticos pertencentes à família Symbiodiniaceae 

(também conhecidos por "Zooxantelas" ou "Simbiodinium") formam simbiose com or-

ganismos marinhos pertencentes a diversos filos do reino Animalia como Porifera, Cni-

daria, Mollusca e Platyhelminthes. Também se encontram associados com protistas - 

foraminíferos (Stat, Carter & Hoegh-guldberg, 2006) e a algumas macroalgas (Porto, 

Granados, Restrepo & Sánchez, 2008; Venera-Ponton, Diaz-Pulido, Rodriguez-Lanetty 

& Hoegh-Guldberg, 2010). 

Os recifes coralíneos são ecossistemas marinhos tropicais importantes, não só 

pela vida que sustentam (os corais liberam muco rico em lipídeos e proteínas, que serve 

de alimento para peixes e outros animais) mas também porque é um recurso vital para a 
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economia e culturalmente (Hoegh-Guldberg, Pendleton & Kaup, 2019). O sucesso da 

sua persistência em águas tropicais com poucos nutrientes está na simbiose formada 

entre o animal e os dinoflagelados da família Symbiodiniaceae, baseada no intercâmbio 

de produtos da fotossíntese e respiração celular além da proteção das microalgas frente 

a condições ambientais e de predadores. Adicionalmente, uma série de outros microrga-

nismos associam-se ao coral como bactérias, arquéaas, vírus e fungos com funções de 

proteção e manutenção da homeostase (Peixoto, Rosado, Leite, Rosado & Bourne, 

2017). 

Dentro dos cnidários, as microalgas encontram-se em sua forma cocóide (forma 

fixa) rodeada por uma membrana que se origina da membrana plasmática da célula hos-

pedeiro (célula gastrodérmica) durante a fagocitose, denominada simbiossomo, a qual 

permite regular a entrada de moléculas orgânicas e inorgânicas que permitem o cresci-

mento e a proliferação do holobionte (Figura 3A - C). Anteriormente, a classificação 

dos dinoflagelados pertencentes à família Symbiodiniaceae foram classificados em nove 

clados (A – I) (Pochon & Gates, 2010).  

No entanto, atualmente a taxonomia da família Symbiodiniaceae foi reavaliada 

filogeneticamente, reconhecendo-se uma série de gêneros que compreendem: Symbio-

dinium, Breviolum, Cladocopium, Durusdinium, Fugacium, Gerakladium, que abarcam 

os filotipos A – G respectivamente (Chauka, 2013; LaJeunesse et al., 2018; Pochon & 

Gates, 2010; Sanqiang, Fengli, & Zhiyong, 2018) , Freudenthalidium e Halluxium per-

tencentes às denominações anteriores Fr3 e filotipo H respectivamente (Nitschke et al., 

2020).  

Estudos da zooxantela na forma livre (fora do hospedeiro) relacionados ao ferro 

como micronutriente e sua ação contra o estresse originado pelas mudanças ambientais 

são relativamente escassos.  

Estudos feitos em corais e zooxantelas expostos ao ferro livre e/ou em combina-

ção com outros metais biologicamente ativos apresentam efeitos que dependem majori-

tariamente da concentração de ferro biodisponível. Portanto, o aumento de ferro conduz 

a maiores taxas de crescimento e maior internalização de ferro (Ferrier-Pagès, 

Schoelzke, Jaubert, Muscatine & Hoegh-Guldberg, 2001; Reich, Rodriguez, LaJeunesse 

& Ho, 2020; Rodriguez, Lin, Ho & Ho, 2016). 
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Figura 3. A Pólipo de Aiptasia pallida mostrando a coloração marrom característica, 

conferida pelos pigmentos fotossintéticos da zooxantela. B Tentáculos do pólipo con-

tendo centenas de células individuais da família Symbiodiniaceae dentro do tecido gas-

trodérmico (o tecido epidérmico não contém simbiontes e é visível como a fina camada 

transparente na periferia do tentáculo) C A falta de autofluorescência da clorofila no 

extremo do tentáculo confirma a distribuição gastrodérmica das zooxantelas. D Repre-

sentação da assimilação de ferro em zooxantelas simbióticas (provavelmente o ferro 

depende do fornecimento do hóspede). Dentro da célula do hospedeiro o ferro circula 

ligado à transferrina e pode ser armazenado majoritariamente na ferritina, para reduzir a 

possibilidade de iniciar reações que desencadeiam a produção espontânea de EROs via 

reação de Fenton, e reservas de ferro lábil. A mobilização de ferro através do simbios-

somo dá-se mediante endocitose do complexo ferritina-ferro (Song et al., 2015). 
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Por outro lado ambientes suscetíveis a aumentos de temperatura provocam a di-

minuição de rendimento da fotossíntese (indicador do fenômeno do branqueamento), 

produzindo dano oxidativo e alterando a coloração dos organismos endossimbióticos, 

alterações nos sistemas antioxidantes cujos efeitos se agravam com deficiência de ferro 

(Shick et al., 2011) e outros metais traço ( Wells, 2011) 

Adicionalmente, estudos orientados à zooxantela formando simbiose conjectura-

ram que a transferrina mobiliza ferro do plasma mediante endocitose através do simbi-

ossomo e transporte por proteínas especificas até o dinoflagelado. O ferro pode ser ar-

mazenado (ferritina) para usos posteriores, no entanto este mecanismo se inibe frente ao 

aumento de temperatura, induzindo a deficiência de ferro às microalgas cujo efeito que 

pode agravar o branqueamento. Também se comparam os efeitos de limitação de ferro 

entre zooxantela de vida livre e formando simbiose, cujos efeitos foram mais marcados 

nas microalgas de vida livre (Figura 3D) (Song et al., 2015). 

Pelo exposto anteriormente, na literatura a informação é escassa, relacionada à 

exposição a distintas concentrações de ferro complexado com ligantes específicos, e a 

relação que tais compostos teriam nas respostas fisiológicas sobre as espécies da família 

Symbiodiniaceae. Em última análise, qual seria a relação dos níveis de complexos bem 

caracterizados de ferro com o aumento da resiliência frente ao fenômeno de branquea-

mento dos corais? 

 

1.5 Estresse oxidativo e branqueamento coralíneo 

Os recifes coralíneos são o habitat de um terço de todas as espécies marinhas, no 

entanto um terço das espécies coralinas estão em perigo de extinção (Hughes et al., 

2017). A relação entre a zooxantelas e seus hospedeiros não só determina a velocidade 

de crescimento do recife coralíneo (i. e. formação do esqueleto calcário), mas também 

como o sistema responde ao estresse ambiental. Diversas pesquisas mostram que esta 

relação mutualista é suscetível a estressores ambientais especialmente a episódios de 

aumento de temperatura, luz, salinidade entre outros (Davy, Allemand & Weis, 2012). 

O branqueamento é uma ruptura da associação endossimbiotica dos corais e os dinofla-

gelados pertencentes a família Symbiodiniaceae; ou seja uma ejeção da microalga, que 

normalmente é o organismo pigmentado fotossintético, resultando na perda da cor do 

coral (Figura 4). Em geral, passado o estresse os corais recuperam as microalgas, po-

rém, se for muito duradouro essas mudanças abruptas na densidade celular dentro do 

tecido do -hospedeiro geram uma variedade de problemas. Assim baixos níveis de mi-
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croalgas podem provocar inanição dos corais, que podem adquirir doenças por patóge-

nos e inclusive chegar à morte. Este problema ocorre com maior frequência em recifes 

de coral, uma vez que esta simbiose é o motor biológico dos recifes. Este é um dos mai-

ores problemas ambientais modernos, devido às mudanças climáticas (com o aumento 

de temperatura em águas marinhas) e impactos antropogênicos. A produção dos EROs 

aumenta tanto em células dos corais como nas simbióticas, em como consequência das 

altas temperaturas. O aumento da produção de EROs se filtram ao hospedeiro o que 

provoca dano celular e apoptoses nas células do coral. A evidência do estresse por calor 

foi observada pela primeira vez na década de 1930, embora um evento grande de bran-

queamento ocorreu no 1998 (Baird & Marshall, 1998; R., W., M., & K., 2002) com uma 

urgência de realizar estudos por ação da temperatura. Os esforços atuais centram-se em 

examinar as consequências do estresse pelo calor, além de encontrar estratégias para 

melhorar a tolerância térmica e/ou resiliência e assim ajudar os recifes coralíneos a so-

breviver a eventos climáticos futuros. 

 

 

 

Figura 4 Efeito visual de um coral antes e depois do branqueamento. Esquerda: Apa-

rência branca de coral pela perda das zooxantelas como resposta ao estresse submetido. 

A descoloração do coral tem como consequências a perda de grandes extensões de habi-

tats marinhos. Direita: Um coral com aparência saudável e colorida com zooxante-

las.(https://www.publico.pt/2017/08/27/infografia/corais-em-stress-234) 

  

https://www.publico.pt/2017/08/27/infografia/corais-em-stress-234
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2. HIPÓTESE E OBJETIVOS 

 

Apesar de o ferro ser um dos elementos mais abundantes no planeta, sua 

biodisponibilidade é muito baixa nos oceanos. Este elemento traço é necessário para 

diversas vias metabólicas e processos celulares, especialmente em microrganismos 

fotossintéticos marinhos. Portanto, a hipótese deste trabalho é que o uso de complexos 

de ferro(III) com características químicas conhecidas pode promover  o 

desenvolvimento das zooxantelas e com isso, aumentar a resiliência dos corais 

simbiontes frente ao fenômeno do branqueamento. 

 

O objetivo geral consiste em responder à primeira parte dessa hipótese, 

determinando a atividade de complexos de ferro(III) sobre dinoflagelados pertencentes à 

família Symbiodiniaceae.  

 

Para responder ao objetivo geral propuseram-se os seguintes objetivos específi-

cos:  

 

• Avaliar o crescimento das diferentes espécies de zooxantelas da família 

Symbiodiniaceae expostas aos diferentes complexos de ferro(III). 

 

• Verificar a assimilação de ferro em espécies da família Symbiodiniaceae. 

 

• Determinar as taxas de crescimento para a espécie Breviolum minutum exposta a 

diferentes complexos de ferro(III),  sob estresse de temperatura. 

 

• Avaliar a toxicidade do complexo Fe(8-HQ) em Durusdinium glynni. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Organismos 

As seis espécies de microalgas utilizadas neste trabalho têm a seguinte classifi-

cação taxonômica (LaJeunesse, 2017; LaJeunesse et al., 2018): 

• Império : Eukaryota 

• Reino : Chromista 

• Filo : Miozoa 

• Superclasse : Dinoflagellata 

• Classe : Dinophyceae 

• Ordem : Suessiales 

• Família : Symbiodiniaceae 

• Espécies: 

: Symbiodinium microadriaticum  

: Breviolum minutum  

: Cladocopium goreaui  

: Durusdinium glynni 

: Effrenium voratum 

: Fugacium kawagutii 

 

Para os experimentos de resposta das diferentes microalgas frente aos complexos 

de ferro, foram utilizados cultivos em fase exponencial de crescimento, quando a condi-

ção fisiológica da população é mais vigorosa. Todo o material utilizado nos cultivos e 

na preparação dos mesmos foi devidamente lavado com detergente neutro (1%), manti-

do em contato com ácido clorídrico (HCl) à 10% por um período de 24 horas, lavado 

em água corrente da torneira e depois por duas vezes em água destilada, seguido de se-

cagem em estufa a 60ºC. Antes do preparo de um novo cultivo, o material foi esteriliza-

do em autoclave (121ºC, 1 atm, 40 minutos) e seco em estufa a 60ºC (Kawachi e Nöel, 

2005). As cepas da família Symbiodinaceae usadas nesta pesquisa foram cultivadas no 

Banco de Microrganismos Aidar & Kutner (BMAK) do Instituto Oceanográfico da 

Universidade de São Paulo (IO USP), sob a supervisão da Dra. Flávia Saldanha-Corrêa. 
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3.2 Preparação dos complexos de ferro(III)  

Complexos de ferro(III) com os quelantes deferiprona (DFP), deferasirox 

(DFX), ácido N,N'-di(2-hidroxibenzil)etilenodiamina-N,N'-di(acético) (HBED) e 8–

hidroxiquinolina (8-HQ) (Figura 5), foram preparados in situ mediante a reação direta 

com sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H2O) e soluções dos ligantes em DMSO, 

enquanto os complexos com ácido etilenodiamino tetraacético (EDTA) e deferoxamina 

(DFO) foram sintetizados em meio aquoso (pH = 5,5). Finalmente todos os complexos 

foram incubados por 3 horas a 37°C (Figura 6A). 

  

 

 

 
 

Figura 5. Estrutura química dos complexos de ferro(III) e aparência física dos comple-

xos de ferro sintetizados in situ.  
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3.3 Caraterização dos complexos de ferro mediante  análises por espec-

troscopia UV/VIS  

 

Os complexos de ferro foram preparados nas condições expostas acima utilizan-

do FeCl3 como fonte de ferro (Figura 6A). Os espectros de absorção dos quelantes em 

presença ou ausência de ferro foram registrados em leitor de microplacas SpectraMax 

M4 (Molecular Devices) a 23 °C. Após 24 horas de repouso no escuro, as estequiome-

trias dos complexos foram determinadas por titulação espectrofotométrica (Figura 6B). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6 A. Esquema da síntese in situ dos complexos de ferro(III). B. Montagem da 

placa para determinar a estequiometria dos complexos mediante o método da relação 

molar.  
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3.4 Pré-cultivo das espécies da família Symbiodiniaceae no meio Guil-

lard F/2 isento de ferro 

Inóculos das cinco espécies utilizadas nos ensaios (Symbiodinium microadriati-

cum, Breviolum minutum, Cladocopium goreaui, Effrenium voratum e Fugacium kawa-

gutii) foram semeados em erlenmeyers de vidro com capacidade de 100 mL contendo 

90 mL de meio de cultura Guillard - F/2 sem suplementação do ferro (Figura 7A) pre-

parado com água do mar autoclavada conforme os protocolos de preparação (Guillard, 

1975). Os cultivos foram mantidos sob condições de temperatura de 23 °C, iluminação 

de 80 µE m−2 s−1 (providas por lâmpadas tipo luz do dia) em um fotoperíodo de 12:12 h 

(Figura 7B). O crescimento dos cultivos foi monitorado mediante visualização e conta-

gem direta por microscopia usando hemocitômetros (tipo Nageotte ou Fuchs-Rosenthal 

dependendo da densidade da cultura) durante um período de 21 dias. Para atingir popu-

lações ótimas e iniciar os experimentos de exposição aos complexos de ferro a partir de 

alíquotas de 1 mL, (concentração final = 104 cel mL-1 no momento de iniciado o semea-

do com os tratamentos de ferro) se esperaram diversos tempos. Para as espécies Cla-

docopium goreaui e Effrenium voratum, o tempo de espera para tomar amostras e inici-

ar os experimentos posteriores estiveram num período de tempo compreendido entre 24 

a 28 dias. Para as espécies Symbiodinium microadriaticum, Breviolum minutum e Fuga-

cium kawagutii, teve-se que adicionar alíquotas de meio Guillard – F/2 livre de ferro 

para aumentar a taxa de crescimento e continuem a fase exponencial, para assim atingir 

uma ótima população até aproximadamente 50 dias, após o semeado.  

 

 

Figura 7 A. Esquema da semeadura das diferentes espécies da família Symbiodiniaceae 

no meio de cultura livre de ferro. B. Condições de trabalho no laboratório para o cultivo 

de das microalgas no meio livre de ferro. 

Microalga + meio Guillard - F/2  

livre de ferro 

B 

A 
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3.5 Monitoramento da variação da população e determinação da veloci-

dade de crescimento das espécies da família Symbiodiniaceae frente aos 

complexos do ferro(III) 

Para determinar o efeito da especiação química do ferro foram coletados inócu-

los de aproximadamente 1 mL na fase exponencial de crescimento das cinco espécies 

descritas no item 3.1, provenientes de uma cultura-mãe sem suplementação de ferro, 

foram semeadas em tubos de borossilicato (população inicial de 104 cel mL-1) até um 

volume final de 30 mL em meio Guillard – F/2 livre de ferro preparado com água do 

mar autoclavada e salinidade 35. Todos os cultivos foram feitos em triplicata. 

Em seguida adicionou-se 35,1 L dos diferentes complexos de ferro (10 mmol 

L-1): sulfato ferroso heptahidratado (Fe(II) – considerado a forma mais biodisponível e 

solúvel de ferro), Fe(DFP)3, Fe(DFX)2, FeDFO, FeHBED até uma concentração final de 

11,7 μmol L-1.Como controles foram utilizados dois conjuntos triplicatas. No primeiro, 

adicionou-se DMSO (0,12 % v v-1) e ao segundo conjunto 35,1 L de meio livre de 

ferro (sem adição de ferro). O mesmo procedimento foi usado para verificar o efeito dos 

ligantes livres suplementando com DFX, DFP, DFO e HBED com concentrações finais 

20, 30, 10 e 10 μmol L-1 respectivamente (n = 1). Os cultivos foram realizados nas 

mesmas condições de luz e temperatura que os cultivos-mãe.A variação da população 

das diferentes espécies foi monitorada nos dias 1, 5, 9, 15, 19 e 21  de experimento, de-

terminando a concentração de células por mL em câmaras de contagem (Nageotte e 

Fuchs-Rosenthal) coletadas na fase diurna do ciclo diurno:noturno. Antes de iniciar ca-

da contagem e assegurar uma distribuição uniforme dos dinoflagelados no cultivo, os 

tubos foram homogeneizados até obter células individuais e amostrados com pipetas 

Pasteur autoclavadas, tendo-se cuidado de eliminar as agrupações de células.  

As taxas de crescimento por dia (μ) foram avaliadas na fase exponencial de cres-

cimento, determinadas por ajuste-linear da equação ln 𝑦 = ln 𝐴 + 𝜇𝑡  ( y e A represen-

tam a população no tempo t e tempo inicial respectivamente), a partir do início da fase 

exponencial de crescimento usando os algoritmos do programa GraphPad Prism 7.0. 
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3.6 Determinação do ferro intracelular nas espécies da família Symbio-

diniaceae por absorção atômica  

Para determinar e avaliar o teor de ferro intracelular entre espécies no dia 21 do 

experimento mencionado no item 3.5 e assim complementar a informação em relação 

aos dados das curvas de crescimento para os respectivos tratamentos, os cultivos foram 

homogeneizados mediante agitação usando pipetas Pasteur. Alíquotas de 10 ou 15 mL 

(dependo da densidade do cultivo) de suspensões das diferentes espécies foram coloca-

das em tubos e centrifugados a 375 rcf durante 5 minutos, para concentrar microalgas as 

microalgas. Após retirar o sobrenadante, o pellet foi lavado com solução buffer livre de 

ferro - HBS/Chelex (pH = 7,40, salinidade: 35) duas vezes suplementado com DTPA 1 

mmol L-1 para retirar o ferro que pode permanecer na membrana celular externa. Após a 

lavagem, o pellet foi seco em estufa a 60 °C por um período de 12 horas.  

O pellet seco foi tratado com 300 μL de HNO3 concentrado bidestilado em ba-

nho-maria a 80 °C. Após eliminar os gases, adicionou-se 150 μL de H2O2, e diluiu-se a 

10 mL com água deionizada. Em paralelo, preparou-se um branco sem as microalgas 

mediante o procedimento anterior. 

A determinação da concentração total de ferro nas amostras foi realizada em um 

espectrômetro de absorção atômica em forno de grafite em colaboração com a Profa. 

Dra Cassiana Seimi Nomura (IQUSP). O experimento foi realizado no equipamento de 

forno de grafite (GF AAS), modelo ZEEnit 60 (AnalytikJenaAG, Jena, Alemanha), do-

tado de lâmpadas de cátodo oco, corretor de fundo baseado no efeito Zeeman com cam-

po variável e amostrador automático, modelo MPE60, do mesmo fabricante. Argônio 

com pureza 99,998% v v-1 (Oxilúmen, São Paulo, SP, Brasil) foi utilizado como gás de 

proteção do tubo de grafite. As soluções analíticas de referência foram preparadas a 

partir de soluções estoques contendo 1000 mg L-1 de ferro (FeCl3) Titrisol (Merck 

KgaA). A curva de calibração foi preparada em uma faixa de concentração de 2 a 10 µg 

L-1. O comprimento de onda selecionado foi de 248,3 nm, corrente da lâmpada de 4 mA 

e largura da fenda de 0,8 nm. O programa de aquecimento estabelecido para as determi-

nações de ferro encontra-se descrito na Tabela 1. Os resultados de ferro total intracelu-

lar obtidos foram normalizados em função ao número de células coletadas no dia 21. 
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Tabela 1. Programa de aquecimento para determinação de Fe por GF AAS 

Etapa 
Temperatura 

(°C) 

Rampa 

(°C s-1) 

Patamar 

(s) 

Secagem  130 10 30 

Pirólise 1000 100 20 

Atomização 2500 Full power 5 

Limpeza 2700 Full power 3 

 

3.7 Efeito do choque térmico na variação da população do Breviolum 

minutum exposto aos complexos de ferro(III).  

Amostras da espécie B. minutum (aproximadamente 1 mL) provenientes de uma 

cultura sem suplementação de ferro foram semeadas (n = 3) em tubos de borossilicato 

(população inicial de 104 cel.mL-1) até um volume final de 30 mL de meio Guillard – 

F/2 livre de ferro. Dois protocolos de choque térmico foram testados. 

No primeiro, a espécie foi exposta aos tratamentos de ferro (Fe(II), Fe(DFP)3, 

Fe(DFX)2, FeDFO, FeHBED e FeEDTA), DMSO (0,12 % v.v-1) e um branco (sem adi-

ção de ferro) para aclimatação e adaptação (concentração final = 11,7 μmol L-1) durante 

7 dias com condições de temperatura controlada a 20 – 23 oC, iluminação de 80 μE m-2 

s-1 e fotoperíodo de 12:12 h. Após esse período de tempo, a microalga foi exposta ao 

choque térmico (+) por um período de 4 horas com controle de temperatura a 34 ± 1 °C 

para induzir estresse térmico. O grupo controle, sem choque térmico (-), permaneceu 

nas mesmas condições, mas mantido a 21 ± 1 °C, seguido de uma reversão da tempera-

tura a condições de cultivo habituais que durou uma semana. 

No segundo experimento foi feita a exposição da microalga aos complexos de 

ferro(III) após o choque térmico, seguindo o mesmo procedimento mencionado antes, 

além também se considerou um grupo controle sem choque térmico (-). A densidade de 

células e as taxas de crescimento μ (dia-1) foram monitoradas no dia 1 e 7 antes e depois 

do tratamento do choque térmico mediante o procedimento descrito no item 3.5 (Figura 

8) devido a que podem se formar espécies químicas tóxicas pela decomposição das cé-

lulas mortas provenientes depois do choque térmico em combinação com os complexos. 

Por outro lado, antes de realizar os experimentos avaliou-se o gradiente de temperatura 

em diversos pontos das bandejas do trabalho, para ter certeza do início das quatro horas 

de exposição ao choque térmico. 
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Figura 8 A.  Montagem experimental para o estudo do “Efeito do choque térmico em 

Breviolum minutum” exposto aos complexos de ferro(III). A) Condições de cultivo para 

as espécies da família Symbiodiniaceae no meio F/2 – Guillard sem suplementação de 

ferro B. Modo de cultivo dos tubos contendo os cultivos de Breviolum minutum imersos 

em água prévio ao choque térmico C Montagem do experimento para avaliar o efeito do 

choque térmico em Breviolum minutum. Se utilizaram termostatos com aquecedor para 

elevar a temperatura e, para evitar que a temperatura se focalize em pontos próximos 

aos termostatos, se empregaram bombas de circulação para homogeneizar a temperatura 

dentro das bandejas.  

B 

C 
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3.8 Teste de toxicidade do complexo Fe(8-HQ) para espécie Durusdinium 

glynni.  

Em placas de 24 poços com fundo transparente foram adicionados 105 cel mL-1 

da espécie D. glynni., (aproximadamente 1 mL do cultivo) provenientes de uma cultura 

em meio Guillard – F/2 coletados na fase exponencial de crescimento. Foram suplemen-

tados com o complexo Fe(8-HQ) nas concentrações finais de 50, 30, 20, 10, 5 e 1 μmol 

L-1. Duas filas de poços foram utilizadas como controles. Ao primeiro controle se adici-

onou DMSO (0,1 % v v-1), o segundo controle não teve suplementação. A variação da 

população do Durusdinium glynni foi monitorada durante 1, 24, 36 e 48 horas medindo-

se a densidade da cultura em câmaras de contagem (Nageotte e Fuchs-Rosenthal). O 

experimento foi feito em triplicata (Figura 9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Esquema de montagem da placa para determinar toxicidade do complexo 

Fe(8-HQ) com concentrações de 50 a 0 μmol L-1, em Durusdinium glynni. 
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3.9 Determinação do coeficiente de partição de complexos de ferro(III) 

Dentre as características mais relevantes dos compostos com ação farmacológica 

é o comportamento frente às membranas biológicas. Com objetivo de estimar o trans-

porte, distribuição e destino dos complexos, a lipofilicidade é considerada como um 

parâmetro do fármaco que reflete sua atividade biológica, e comumente expressa-se 

como o coeficiente de partição entre a fase n-octanol e aquosa (LogPo/w). Para determi-

nar o coeficiente de partição (logPo/w) dos complexos de ferro se usou o método “shake-

flask” (“Test No. 107: Partition Coefficient (n-octanol/water): Shake Flask Method,” 

1995).  

Inicialmente o n-octanol foi saturado com água mediante agitação mecânica du-

rante 24 horas. De forma similar foi realizado o procedimento para saturar a água com 

n-octanol. Depois as soluções ficaram em repouso por 24 horas para separação total de 

fases. Previamente aos testes, realizou-se a determinação da faixa de concentrações dos 

complexos que respeitam a lei de Lambert-Beer dissolvidos na fase aquosa saturada 

com n-octanol.  

Os complexos estudados foram preparados em DMSO até uma concentração fi-

nal de 1 mmol L-1, em seguida 100 μL de complexo foram diluídos em 200 μL de fase 

aquosa, essa solução resultante foi logo equilibrada com 200 μL de n-octanol. O mesmo 

procedimento foi feito para um controle de DMSO ou água. Em seguida, agitaram-se as 

soluções em vórtex durante 20 minutos seguido de centrifugação a 2350 rcf (5000 

RPM) durante 5 minutos e deixado em repouso durante 1 hora para a separação das fa-

ses. De acordo a diretriz, é melhor testar ao menos três relações de volumes diferen-

tes.Assim a relação de fases (Vo/Vw) variou de 1:1; 1:2 e 2:1, além cada proporção foi 

provada em duplicata  

Após o tempo indicado, 100 μL da fase aquosa foram colocados em placas de 96 

poços para leitura de absorbância no equipamento Spectra Max M4 a um comprimento 

de onda específico para cada complexo (Tabela 2) para determinar a concentração do 

soluto na fase aquosa a 23 °C. A determinação do coeficiente de partição foi feita medi-

ante a equação 1 

𝑃𝑜/𝑤 =
𝐶𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙− 𝐶𝑤

𝐶𝑤
   (Equação 1) 

onde Cinicial = Concentração do complexo na solução inicial, Cw = Concentração 

do complexo na fase aquosa. 
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3.10 Análise Estatística 

Cada experimento foi realizado em triplicata exceto para os testes com quelan-

tes. Antes de selecionar o método de análise estatística apropriado, um teste preliminar 

para determinar a normalidade dos dados foi feito aplicando o teste de Shapiro-Wilk. Os 

gráficos dos dados e a determinação da homogeneidade das variâncias e diferenças entre 

tratamentos foi feito mediante o teste ANOVA de uma via seguido do post hoc Tukey 

(HSD) usando as ferramentas estatísticas do programa GraphPad Prism versão 7.00. O 

nível de significância de todos os testes estatísticos e comparações foram para um valor 

de p < 0.05.   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 Espectroscopia eletrônica UV/Vis dos complexos de ferro  

Os espectros de absorção dos ligantes e complexos de ferro(III) apresentam-se 

nas figuras 10-15. Variando-se a concentração de ligantes em cada determinação espec-

troscópica, é possível construir curvas de titulação fotométrica, também apresentadas 

nas mesmas figuras. As estequiometrias de ligação com ferro e os máximos de absorção 

são mostrados na Tabela 2.  

Os espectros de absorção para os quelantes dissolvidos em DMSO ou água não 

apresentam bandas de absorção na zona visível do espectro, mas os complexos forma-

dos exibem bandas intensas na região 400 a 750 nm. Conhecendo λmax correspondente à 

formação dos complexos (bandas que não se encontraram em ligantes e solventes) de-

terminou-se a relação ferro:ligante dos complexos sintetizados (Figuras 10A - 15A). Os 

complexo sintetizados apresentam padrões similares de bandas na região visível do es-

pectro, com exceção do complexo FeEDTA (que apresenta uma banda na região do 

UV), atribuídas principalmente a transições eletrônicas permitidas pelo spin entre orbi-

tais não ligados e orbitais d5 do ferro(III) denominado transferência de carga ligante - 

metal (TCLM), conforme veremos a seguir. 

 

Tabela 2 Resultados do método relação molar para determinar a estequiometria medi-

ante titulação fotométrica na região UV - Vis dos complexos de Fe(III). A determinação 

dos complexos Fe(8-HQ), Fe(DFP)3, Fe(DFX)2 e FeHBED foram em dimetilsulfóxido 

(DMSO), e os complexos FeDFO e FeEDTA em meio aquoso (pH = 5,5). 

 

 

 

 

 

 

  

Complexo max (nm) Razão molar 

(L:Fe) 

Fe(8-HQ) 620 2:1 

Fe(DFP)3 514 3:1 

Fe(DFX)2 510 2:1 

FeHBED 480 1:1 

FeDFO  430 1:1 

FeEDTA 284 1:1 
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Figura 10 A Espectros de absorção UV-Vis de 8–HQ (8 mmol L-1), cloreto férrico (0,4 

mmol.L-1), Fe(8-HQ) (5 mmol L-1) em DMSO. B Titulação fotométrica de FeCl3 com 8-

HQ. 

 

A 8-Hidroxiquinolina pode complexar ferro(III) em relação 1:1, 2:1 e 3:1 (Liu & 

Millero, 2002b), dependendo do pH do meio e das concentrações de ligante. Conforme 

a figura 10B fica evidenciada a relação estequiométrica Fe:8-HQ = 1:2. Entre 420 – 

500 nm observa-se uma banda de absorção (Figura 10A), relacionada a transições orbi-

tal px (HOMO) do oxigênio fenolato ao centro metálico. A banda de menor energia 

(λmax = 620 nm), entre 500 e 750 nm é observada para uma transição de transferência de 

carga do orbital px (no plano) a um orbital semipreenchido dπ
* do ferro (Hasan et al., 

2008). 
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Figura 11 A Espectros de absorção UV-Vis do HBED (0,5 mmol L-1), cloreto férrico 

(0,4 mmol L-1), FeHBED (0,5 mmol L-1) em DMSO. B Titulação fotométrica de FeCl3 

com HBED 

 

O espectro de absorção (200 - 750 nm para o quelante, solvente e complexo) e a 

determinação da relação molar para o complexo FeHBED (Fe:HBED = 1:1) observa-se 

na figura 11A-B.  

O quelante hexadentado HBED complexa íons tripositivos de metais como íon 

férrico, formando ligações com grupos fenolato, o grupo amino terciário e OH- do grupo 

carboxilato que contêm átomos duros de oxigênio doadores de elétrons conferindo alta 

estabilidade termodinâmica (logK = 40; p[Fe] =30 (Motekaitis, Martell & Welch, 

1990)). De acordo com a figura 11A, observa-se a formação de uma banda entre 430 e 
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630 nm, (λmax = 480 nm em DMSO) confirmando a ligação Fe-HBED. Eplattenier et al 

(et al. 1967), mostrou relação estequiométrica 1:1 para λmax = 485nm (ε = 3935), e ar-

gumentaram que alta estabilidade do complexo é conferida pela disposição estérica fa-

vorável dos átomos doadores. Bannochie & Martell (1989).et al. atribuem esta banda à 

transição de transferência ligante metal (L→M) provavelmente pela ligação ferro-

fenolato  

 
 

 
 

Figura 12 A Espectros de absorção UV-Vis do deferiprona (0,5 mmol L-1), Fe(DFP)3 

(0,1 mmol L-1) em DMSO B Titulação fotométrica de FeCl3 com DFP. 
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A deferiprona, ligante pertencente à família da 3-hidroxipiridin-4-onas, combina 

características de grupos hidroxamato e catecolato, atuando como ligante bidentado que 

forma um complexo octaédrico com o íon férrico (3d5 – alto spin) através dos oxigênios 

vicinais (α – cetohidroxi). A partir do espectro eletrônico para o ligante deferiprona e o 

complexo Fe(DFP)3 (Figura 12A) e os dados da Tabela 2, demonstra-se que após a 

adição do Fe(III) à solução de DFP em DMSO forma-se uma banda característica ao 

redor de 514 nm banda correspondente a uma transferência de carga ligante (π) - metal 

(d) (Karpishin, Gebhard, Solomon & Raymond, 1991; Šebestík, Šafařík & Bour, 2012).  

Estudos feitos por Nurchi et al. (2014) a diferentes valores diferentes de pH 

amostram bandas de absorção entre 400 e 800 nm com uma determinação da relação 

molar entre ferro e DFP é 1:3 (Figura 12B)  

A molécula DFX é pertence à família de compostos orgânicos derivados do áci-

do bis-hidroxifenil-triazol benzoico que atua como ligante tridentado enlaçando ao íon 

férrico mediante os grupos fenolatos e o nitrogênio do anel heterocíclico. O complexo 

[Fe(DFX)2]
3- com um valor de p[Fe] = 22,5, apresenta uma carga líquida de -3 

(Steinhauser et al., 2004).  

A partir do espectro eletrônico para o ligante deferasirox e o complexo 

[Fe(DFX)2]
3- (Figura 13A) e os dados da Tabela 2, demostra-se que após a adição do 

Fe(III) à solução de DFX em DMSO observa-se uma banda característica ao redor de 

510 nm, resultado em concordância com a literatura a determinação da relação molar 

entre ferro e DFX é 1:2 (Figura 13B) (Heinz et al., 1999). 

Os espectros de absorções associados ao DFO e complexo FeDFO foram obtidos 

para comprovar a formação do complexo, evidenciado pela formação da banda ao redor 

340 – 550 nm, e a determinação da relação estequiométrica entre ferro e DFO mostra-se 

na figura 14A – B. O complexo formado entre deferoxamina e ferro (FeDFO), um 

composto altamente solúvel em água, apresenta uma coloração laranja em solução dilu-

ída (Figura 5G) e em solução concentrada uma tonalidade vermelha escura, com λmax 

de absorção na região visível em torno aos 430 nm (Figura 14A), atribuída a uma tran-

sição eletrônica permitida pelo spin, desde de orbitais não ligantes do ligante a orbitais 

do Fe(III) (Monzyk & Crumbliss, 1982), com uma relação Fe:DFO de 1:1 (Figura 

14B).  
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Figura 13 A Espectros de absorção UV-Vis, deferasirox (0,32 mmol L-1), cloreto férri-

co (0,5 mmol L-1) Fe(DFX)2 (0,2 mmol L-1) em DMSO B Titulação fotométrica de 

FeCl3 com DFX. 
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Figura 14 A Espectros de absorção UV-Vis, deferoxamina (2,5 mmol L-1), cloreto fér-

rico (2,5 mmol L-1) e FeDFO (2,5 mmol L-1) em água (pH = 5,5) B Titulação fotométri-

ca de FeCl3 com DFO (1:1) 

 

A figura 15A – B mostra os espectros de absorção entre 200 e 750 nm para 

EDTA e FeEDTA em água (pH = 5,5) e a determinação da relação molar entre ferro(III) 

e EDTA (1:1) respectivamente. Fica evidenciado na figura 15A que o complexo 

FeEDTA não tem absorbância na faixa do visível, mas uma banda na região do ultravio-

leta (λmax = 284 nm - valor próximo ao da literatura). EDTA é uma molécula hexadenta-

da pertencente à família dos ligantes aminocarboxilatos que forma um complexo estável 

com Fe(III), cuja estrutura, determinada a partir do estado sólido e mantida em solução 
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denação com formula [Fe(EDTA)H2O]- (Hoard, Lind & Silverton, 1961). O complexo 

FeEDTA tem sido estudado por diversos métodos espectroscópicos, os quais demostra-

ram que é um complexo com relação metal:ligante 1:1. Bull et al.(1969) encontraram 

λmax = 256 nm para o complexo Fe+3 – EDTA – OH2 (pH = 5,3).. 

 
 

 

Figura 15 A Espectros de absorção UV-Vis do EDTA (5,0 mmol L-1), cloreto férrico 

(2,5 mmol L-1) e FeEDTA (1,0 mmol L-1) em água (pH = 5,5) B Titulação fotométrica 

de FeCl3 com EDTA. 
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4.2 Determinação do coeficiente de partição (logPo/w) em complexos de 

ferro(III) 

Procedendo-se conforme descrito no item 3.9, foram determinados os coeficien-

tes de partição (LogPo/w) para os complexos de ferro(III). Os dados foram obtidos em 

duplicata, pelo método “shake-flask” usando n-octanol como fase orgânica, e como fase 

aquosa água deionizada (pH = 5,5) a 23 °C. Os valores de logPo/w obtidos para cada 

complexo estão mostrados na Tabela 3. 

Previamente determinou-se os comprimentos de onda máximos (λmax), coeficien-

te de absortividade (ε) e a faixa de concentrações dos complexos de ferro(III) que obe-

decem a lei de Lambert-Beer. De acordo aos resultados da Tabela 3 aprecia-se que os 

complexos possuem diferentes logPo/w, para a distribuição nas fases orgânica e aquosa, 

assim os mais lipofílicos são Fe(DFX)3 e Fe(8-HQ), no entanto, FeHBED Fe(DFP)3 e 

FeDFO presentam características hidrofílicas. Diversos estudos mostram diferentes re-

sultados na determinação de PO/W em diferentes fases aquosas para ligantes livres ou 

formando complexos com ferro(III). Vlachodimitropoulou et al. (2015) mostraram 

tendências de lipofilicidade similares a de nossos resultados para os complexos 

[Fe(DFX)2]
3-, argumentando que alta lipofilicidade do Fe(DFX)2 é atribuída à alta carga 

negativa do complexo e aos anelos aromáticos no quelante o que fomenta a passagem 

do complexo através de membranas biológicas igualmente para o caso do complexo 

Fe(8-HQ), característica que permite a distribuição do complexo intracelularmente 

(Jonas & Riley, 1991; Prachayasittikul, Prachayasittikul, Ruchirawat & 

Prachayasittikul, 2013). Estudos et al. mostram que FeDFO e Fe(DFP)3 são principal-

mente hidrofílicos (Porter et al., 1988; Xie et al., 2016) e de acordo à European Chemi-

cals Agency (ECHA), o FeHBED, apresenta características mas hidrofílicas. Essas ca-

racterísticas hidrofílicas dos complexos conferem uma permeabilidade celular deficiente 

para as células. 

Tabela 3. Valores de logPo/w para os complexos de ferro(III) 

Complexo logPo/w 

Fe(DFX)2 1,060 ± 0,047 

Fe(8-HQ) 0,669 ± 0,013 

FeHBED 0,608 ± 0,013 

Fe(DFP)3 0,536 ± 0,016 

FeDFO 0,339 ± 0,042 

FeEDTA 0,170 ± 0,021 
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4.3 Monitoramento da variação da população e determinação da veloci-

dade de crescimento das espécies da família Symbiodiniaceae frente aos 

complexos do ferro(III) 

A variação da concentração de células celular e as velocidades de crescimento, 

foram avaliadas durante 21 dias, expostos aos diferentes tratamentos (complexos de 

ferro e quelantes livres) para cinco espécies diferentes, Symbiodinium microadriaticum, 

Breviolum minutum, Cladocopium goreaui, Effrenium voratum e Fugacium kawagutii, 

estão representadas nas Figuras 16 -21.  

As curvas de crescimento seguem a tendência típica de cultivo estanque mos-

trando a fase de adaptação (etapa prévia ao início da fase exponencial), fase exponencial 

(etapa onde a divisão celular procede de forma constante) e em alguns tratamentos uma 

fase estacionária (divisão celular mais lenta, relacionada à diminuição da disponibilida-

de de nutrientes), cujos resultados mostram variação entre espécies e entre grupos de 

tratamento. Os períodos de adaptação das condições de experimentação frente aos tra-

tamentos foram variáveis. Nos tratamentos para Cladocopium goreaui e Fugacium ka-

wagutii houve uma queda na população com uma adaptação ao redor de 24 horas de 

duração (Figuras 18A e 20A). Breviolum minutum apresentou uma fase de adaptação 

mais longa no tratamento com FeHBED (Figura 17A). Resultados similares do período 

de adaptação em torno de 24 horas foram obtidos para Symbiodinium microadriaticum, 

embora para o tratamento com Fe(II), a fase exponencial inicia após o dia 1 (Figura 

16A). Effrenium voratum não teve queda na população e com crescimento contínuo para 

o controle e o tratamento com o complexo Fe(DFX)2, enquanto que, para os outros tra-

tamentos, a fase de adaptação durou um dia (Figura 19A). As Figuras 16 até 20 mos-

tram as diferenças nos efeitos dos complexos de ferro e controles para as espécies sub-

metidas ao estudo. Em geral, as concentrações celulares são variáveis transcorridos vin-

te e um dias de exposição aos tratamentos, assim a biomassa final em Breviolum minu-

tum e Effrenium voratum foi maior (Figuras 17 e 19 respectivamente), Cladocopium 

goreaui e Fugacium kawagutii responderam moderadamente (Figuras 18 e 20 respec-

tivamente) ficando evidente que o desenvolvimento da população de Cladocopium go-

reaui foi mais lento (Figura 18A) o que sugere que esta espécie não consegue ter aces-

so a ferro de fontes complexadas. 
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Figura 16 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

em Symbiodinium microadriaticum em água do mar suplementada com meio de cultura 

Guillard - F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 

11,7 μmol L-1). Ao redor dos cinco primeiros dias a microalga inicia o período de acli-

matação. B Taxas de crescimento (μ) do Symbiodinium microadriaticum exposto aos 

complexos de ferro(III) determinados na fase exponencial de crescimento. Os valores 

representam a média ± SD (n = 3) para um nível de significância de ***p < 0,001, ** < 

0,01, * < 0,05. As barras com letras iguais não são significativamente diferentes p > 

0,05  
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Figura 17 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

no Breviolum minutum, em água do mar suplementada com meio de cultura Guillard- 

F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 μmol 

L-1). Ao redor dos cinco primeiros dias a microalga inicia o período de aclimatação. B 

Taxas de crescimento (μ) do Breviolum minutum exposto aos complexos de ferro(III) 

determinadas na fase exponencial de crescimento Os valores representam a média ± SD 

(n = 3) com diferenças estatísticas (**** p < 0,0001, *** p < 0,001; ** p < 0,01, * p < 

0,05). As barras com letras iguais não são significativamente diferentes (p > 0,05), ND 

= não detectado.  
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Figura 18 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

no Cladocopium goreaui, em água do mar suplementada com meio de cultura Guillard- 

F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 μmol 

L-1). Ao redor dos cinco primeiros dias a microalga inicia o período de aclimatação len-

ta. B Taxas de crescimento (μ) do Cladocopium goreaui exposto aos complexos de fer-

ro(III). Os valores representam a média ± SD (n = 3), como diferenças estatísticas ( **p 

< 0,01, ****p < ,0001) As barras com letras iguais não são significativamente diferentes 

(p >0,05) 
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Figura 19 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

na espécie Effrenium voratum, em água do mar suplementada com meio de cultura Guil-

lard- F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 

μmol L-1). B Taxas de crescimento (μ) do Effrenium voratum exposto aos complexos de 

ferro(III) determinadas na fase exponencial de crescimento. Os valores representam a 

média ± SD (n = 3) com diferenças estatísticas (***p < ,001; ****p < ,0001). As barras 

com letras iguais não são significativamente diferentes (p >0,05) 

  



 

55 

 

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5

0

1 0

2 0

3 0

4 0

F u g a c iu m  k a w a g u t i i

T e m p o  (d ia )

D
e

n
s

i
d

a
d

e
 
c

e
l
u

l
a

r
 
x

 
1

0
4

 
(
c

e
l
 
m

L
-
1

)

C o n tro le

F e ( I I )

D M S O

F e (D F X )2

F e (D F P )3

F e D F O

F e H B E D

A

C
o

n
tr

o
le

F
e

( I
I)

D
M

S
O

F
e

(D
F

X
)2

F
e

(D
F

P
)3

F
e

D
F

O

F
e

H
B

E
D

0 .0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

F u g a c iu m  k a w a g u t i i

T ra ta m e n to

V
e

lo
c

id
a

d
e

 d
e

 c
re

s
c

im
e

n
to

 (
d

ia
-1

) B

****

a b a b

N D

* *

N D

 

Figura 20 A Comparação das mudanças na população no curso do tempo (0 – 21 dias) 

no Fugacium kawagutii, em água do mar suplementada com meio de cultura Guillard- 

F/2 isento de ferro com adição dos complexos de ferro (concentração final = 11,7 μmol 

L-1). Durante os cinco primeiros dias a microalga inicia o período de aclimatação lenta. 

B Taxas de crescimento (μ) do Fugacium kawagutii exposto aos complexos de ferro(III) 

determinadas na fase exponencial de crescimento. Os valores representam a média ± SD 

(n = 3) com diferenças estatísticas de ( ****p < 0,0001; * < 0,05) As barras com letras 

iguais não são significativamente diferentes (p > 0,05) ND = não detectado. 
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Por outro lado, os perfis de crescimento dos tratamentos em Symbiodinium microadria-

ticum são similares entre si e mais baixos em comparação às outras espécies, isto é re-

fletido nos valores de população celular e baixos valores de taxas de crescimento (Figu-

ra 16B) cujos valores variaram entre 0,08 e 0,12 dia-1, no entanto o crescimento foi con-

tínuo até o dia 21 (Figura 16A). Esses resultados obtidos em Symbiodinium microa-

driaticum, demostram que não há diferenças entre a forma de ferro suplementado. Outra 

particularidade foi a constatação de que, para todas as espécies, se observou um efeito 

contínuo no crescimento frente à exposição aos complexos de ferro, pois ao terminar o 

experimento ainda não se havia atingido a fase exponencial.  

Em relação ao controle (sem adição de ferro) os cultivos de Cladocopium gore-

aui, Effrenium voratum e Fugacium kawagutii atingiram estados estacionários embora 

com baixas populações antes que Symbiodinium microadriaticum e Breviolum minutum 

(Figuras 16A até 20A), no entanto não foi possível distinguir uma fase exponencial 

clara em Fugacium kawagutii o que impediu determinar a velocidade de crescimento, 

além de ter sido a espécie mais sensível frente à carência de ferro nos cultivos (Figura 

20A). Adicionalmente, em termos de densidade populacional, ao redor do dia 21 da 

exposição, o controle teve um crescimento menor em comparação a outros tratamentos, 

exceto para duas espécies, em Cladocopium goreaui. cujo valor foi maior em compara-

ção aos complexos de ferro(III), e para Effrenium voratum frente à exposição do com-

plexo de mais alta estabilidade FeHBED (p[Fe] = 31) (Zhou, Ma, Kong & Hider, 2012). 

Em conclusão, os complexos de ferro(III) aplicados nos cultivos de Cladocopium gore-

aui não aportam ou sustentam de forma eficaz o crescimento. Esses resultados refletem 

estratégias diferentes de captação e armazenamento de ferro em Cladocopium goreaui 

em comparação às outras espécies estudadas. 

Por outra parte, a adição do DMSO (usado como um segundo controle, pois foi o 

solvente para sintetizar os complexos de ferro(III), por tanto teve-se que verificar seus  

efeitos no crescimento dos dinoflagelados) até uma concentração final de 0,12% v v-1 

nos cultivos mostrou resultados variáveis. Em Symbiodinium microadriaticum obser-

vou-se crescimento exponencial de forma contínua até o dia 21, no entanto em Brevio-

lum minutum e Fugacium kawagutii a fase estacionária adiantou-se ao redor do dia 15 

(Figuras 17A e 20A) e até o dia 19 para Cladocopium goreaui e Effrenium voratum 

(Figura 19A). Cabe ressaltar que a determinação da velocidade de crescimento para as 

espécies Breviolum minutum e Fugacium kawagutii expostos a DMSO não foi determi-

nada devido às baixas populações atingidas e sem uma fase exponencial clara (Figuras 

17A e 20A). Breviolum minutum foi mais afetado pela exposição ao DMSO em compa-
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ração aos outros tratamentos, sugerindo assim que DMSO exerce efeitos negativos para 

esta espécie ainda que em baixos níveis. Tampouco se descarta a ideia de que os com-

plexos, DMSO sozinho ou em combinação podem resultar tóxicos para esta espécie. 

Embora DMSO seja um solvente aprótico apolar, é um componente sulfurado dos am-

bientes marinhos, foi detectado em corais formados pelo simbionte como defesa antio-

xidante e produto de degradação de moléculas sulfuradas frente ao estresse térmico 

(Jones & King, 2015). Devido a que é amplamente usado em bioensaios, foi demostrado 

que é pouco tóxico em microalgas e não provoca danos na membrana (Jay, 1996; 

Okumura, Koyama, Takaku & Satoh, 2001). Pode-se concluir que na exposição ao 

DMSO, o progresso ou retardamento da divisão celular deve-se na verdade à baixa con-

centração de ferro. 

Em relação aos perfis de crescimento nas espécies expostos aos tratamentos com 

Fe(II) (ferro livre), com exceção de Symbiodinium microadriaticum, ao redor do dia 21 

tanto as densidades celulares máximas como a velocidade de crescimento foram altas 

para todas espécies com respeito a outros tratamentos. É sabido que o meio Guillard-F/2 

contém o carregador EDTA que garante os metais traço em solução, assim possivelmen-

te o transporte de ferro seja mediante este quelante. Para tratamentos com suplementa-

ção de ferro livre ou quelado, os valores da velocidade de crescimento e populações 

celulares atingidas até o dia 21 em Breviolum minutum, Effrenium voratum e Fugacium 

kawagutii. foi de maneira contínua e com altas populações (Figuras 17, 19, e 20 res-

pectivamente) Como se observa na Figuras 17B, 19B e 20B, para os tratamentos com 

suplementação de ferro, as velocidades de crescimento evidenciam um efeito positivo 

na população, especialmente nos tratamentos com Fe(II), Fe(DFP)3 e FeDFO foram 

diferentes estatisticamente significativos com respeito ao controle. Assim o crescimento 

não afetado nessas espécies sugere que podem aceder a fontes de ferro tanto fortemente 

complexadas como ferro livre. Esses dados podem sugerir uma estratégia diferente de 

assimilação e necessidade similar entre espécies com requerimentos diferentes de ferro. 

A absorção biológica de Fe depende muito de sua solubilidade e especiação 

química na água do mar. Importantes estudos in situ de enriquecimento de ferro nos 

mares abertos foram feitos a inícios da década dos 90, estabelecendo que o fornecimen-

to de ferro estimula o crescimento e desenvolvimento dos microrganismos marinhos, 

inclusive de microalgas tóxicas (Trick et al., 2010), embora após pouco tempo transcor-

rido a população decaia pela diminuição de nutrientes.  
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Por sinal, o ferro no mar aberto se oxida rapidamente à sua forma insolúvel ten-

dendo a depositar-se no fundo do mar, espalhando-se horizontalmente ou incorporando-

se a outras partículas (Gordon, Johnson & Coale, 1998), o que obrigaria a múltipla se-

meadura de ferro. Nós propomos que, para ter uma liberação mais controlada de ferro, o 

mesmo seja administrado com diferentes agentes complexantes com características 

químicas e estabilidade definidas.  

Para entender verdadeiramente o vínculo entre o abastecimento de ferro e a pro-

dutividade nas microalgas, primeiro precisa-se definir quimicamente a disponibilidade 

das espécies proporcionadas para elucidar a relação de diferentes formas químicas de 

ferro e sua absorção pelas microalgas. O ferro, sendo um elemento limitante nas micro-

algas, tem conhecidos seus mecanismos de captação, por exemplo moléculas transpor-

tadoras de alta afinidade que complexam o ferro quando as concentrações são baixas. 

Por outro lado, os sistemas de absorção de ferro baixa afinidade são constituídos de pro-

teínas transportadores na membrana, p. ex. a ferro permeasse, e reguladores férricos 

(ferrirreductasas), embora esta aquisição de ferro esteja fortemente regulada, pois o ex-

cesso de ferro é sumamente tóxico para as microalgas (Blaby-Haas & Merchant, 2012, 

2017).  

Cabe ressaltar que a possível redução e assimilação do ferro pelas microalgas es-

tá influenciada pela estabilidade dos complexos nos ambientes marinhos. Devido a isso, 

a liberação do ferro pelos complexos deve ser controlada (Rose & Waite, 2003). Assim 

complexos propensos a processos redox ou decomposição (fotodissociação) geram ferro 

causando precipitação, por outro lado complexos inertes não conseguem liberar ferro 

facilmente para influenciar o crescimento das algas. Adicionalmente cabe ressaltar que 

não existe evidência alguma de que as espécies da família Symbiodiniaceae sintetizem 

sideróforos para assimilar ferro do ambiente (Jermy, 2009).   

É demostrado que a disponibilidade de ferro dissolvido é importante nos micror-

ganismos marinhos como fator limitante para o crescimento (Falkowski, Barber & 

Smetacek, 1998; D. A. Hutchins & Boyd, 2016; Morel & Price, 2003; Sunda et al., 

1991). Efeitos variados da exposição ao ferro sob as espécies da família Symbiodiniace-

ae e em simbiose com corais têm sido observados na literatura que dependem de sua 

concentração no meio em cultivos de laboratório (B. Rodriguez, Lin, Ho & Ho, 2016; 

Reich, Rodriguez, et al., 2020), além de evidências que, a elevadas temperaturas o 

branqueamento em corais são reforçadas pela limitação de ferro (Shick et al., 2011; 

Song et al., 2015). Estudos anteriores em diferentes espécies da família Symbiodiniace-

ae, estabeleceram a concentração ótima de ferro para atingir altas densidade celular no 
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estado estacionário e manter o crescimento em cultivos de laboratório (Reich et al., 

2020; Rodriguez et al., 2016). 

Estudos realizados com FeEDTA, um complexo que se dissocia pela ação da luz 

e é considerado como uma fonte de Fe(III), demostraram que a forma livre de Fe(III) 

seguida da fotorredução a Fe(II) é uma fonte importante e suficiente para sustentar a 

produtividade primaria independente do organismo ou mecanismo envolvido de absor-

ção (Morel, Kustka & Shaked, 2008). 

Normalmente o uso de sideróforos hidrofílicos de fontes naturais (DFO) ou sin-

téticos (HBED), em cultivos de laboratório são aplicados para impor limitação de ferro 

artificialmente (M. L. Wells & Trick, 2004). Por outro lado, apesar de que a complexa-

ção ajuda no aumento da solubilidade do ferro para diminuir as perdas por precipitação, 

pode diminuir a disponibilidade do metal. Os complexos de ferro(III) com quelantes 

hexadentados como DFO e HBED são termodinamicamente e cineticamente mais está-

veis em comparação com quelantes tri- (DFX) ou bidentados (DFP), pois o ferro(III) se 

encontra menos disponível (estereoquimicamente mais protegido por seis átomos) para 

as ferriredutases de membrana. Por outro lado, estudos comparativos de assimilação de 

ferro(III) entre microrganismos procariotos e eucariotos marinhos expostos a siderófo-

ros naturais com grupos catecolato ou hidroxamato com alta afinidade pelo ferro, e por-

firinas, demostraram que o maior teor de ferro obtido pelos primeiros foi através de li-

gantes com grupos catecolatos e hidroxamatos, cuja explicação está baseada na assimi-

lação através de receptores específicos de grupos funcionais na membrana. No entanto o 

sistema de captação de ferro em eucariotos baseado em ferriredutases não específicas 

para ligantes mobilizou ferro a partir de ligantes porfirínicos ( Hutchins et al. r, 1999). 

Embora os corais tenham comunidades bacterianas que adquirem ferro diretamente do 

mar, para as microalgas da família Symbiodiniaceae que formam simbiose a captação 

de ferro possivelmente é feita pelo cnidário. 

A capacidade dos quelantes para liberar ferro dos complexos é maior para ligan-

tes diferentes dos hexadentados devido à maior labilidade cinética. Cabe ressaltar, em 

termos do potencial redox, os quelantes aplicados na experiência mantêm o ferro(III) 

inativo prevenindo reações associadas ao estresse oxidativo, ou seja, o Fe(III) não con-

segue-se reduzir a Fe(II) mediante agentes redutores do meio (OH.,O2
.-, ascorbato ou 

tioles) (Esposito, 2003; Liochev, 1999; Samuni et al., 2001). Outra característica impor-

tante a destacar dos complexos e ligantes, que guardam relação com doenças associadas 

a sobrecarga de ferro, se relaciona com a alta lipofilicidade que confere a capacidade de 

atravessar membranas biológicas, e funcionar como carregadores de ferro em células. 
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Frente à exposição das espécies da família Symbiodiniaceae aos quelantes livres, 

os resultados foram diversos. Por exemplo, as espécies Cladocopium goreaui e Effre-

nium voratum mostraram efeitos positivos no crescimento e tendências similares na 

velocidade de crescimento frente a todos os quelantes livres. Por outro lado, as microal-

gas Symbiodinium microadriaticum e Fugacium kawagutii, não atingiram uma fase ex-

ponencial clara, o que dificultou a determinação das velocidades de crescimento, resul-

tado similar para Breviolum minutum, exposto a DFX, DFO e HBED (Figura 21A). Isto 

pode ter diferentes motivos, como acumulação de sustâncias metabólicas excretadas, 

decomposição das microalgas mortas, toxicidade dos quelantes, embora nesta etapa a 

descrição dos processos moleculares subjacentes são pouco conhecidas e estudadas de-

vido à falta de dados em microalgas, pela baixa população atingida nesse tempo. Estu-

dos feitos por Gottwald et al.(2020) em células de rim, demostraram que o DFX, é toxi-

co a pH fisiológico como quelante livre, conforme à alta lipofilicidade do quelante DFX 

(Log[P] = 3,51 – 4,74, DrugBank), pode diminuir os níveis de ferro lábil, dos diversos 

compartimentos celulares, i.e., mitocôndrias e possivelmente os cloroplastos seja um 

alvo em algas. A exposição do quelante livre DFP a Breviolum minutum, Cladocopium 

goreaui e Effrenium voratum evidenciam crescimento contínuo e altas populações atin-

gidas ao redor do dia vinte e um, embora Effrenium voratum adiante a fase estacionária 

a partir do dia dezenove (Figura 21A). Em primeiro lugar o quelante livre pode estar 

transportando baixas concentrações de ferro(III) provenientes da água de mar ou outros 

metais traço (Moridani & O’Brien, 2001; Pashalidis & Kontoghiorghes, 2001) que subs-

tituam funções de biológicas de ferro (Twining & Baines, 2013) e assim sustentar posi-

tivamente o crescimento. Mas esses resultados ainda não são conclusivos para explicar 

os efeitos positivos no crescimento em comparação com outros quelantes livres, embora 

nós sugerimos que as microalgas ou baterias do meio provavelmente metabolizam a 

DFP como uma fonte de carbono e nitrogênio. 
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Figura 21 A Variação na população das espécies da família Symbiodiniaceae pela ex-

posição aos quelantes livres. B Velocidade de crescimento para as diferentes microalgas 

cultivadas expostos aos quelantes (n = 1) ND = não detectado. 
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4.4 Determinação do ferro intracelular nas espécies da família Symbio-

diniaceae por absorção atômica 

A Figura 22 apresenta os resultados do conteúdo de ferro intracelular total, para 

todas as espécies expostas aos tratamentos e quelantes livres. Em geral, quatro das espé-

cies (Symbiodinium microadriaticum, Breviolum minutum, Effrenium voratum e Fuga-

cium kawagutii.) mostram valores baixos de ferro total intracelular para todos os trata-

mentos, no entanto Cladocopium goreaui. apresentou altos valores pela exposição a 

diferentes formas de ferro (livre ou quelado). De acordo com a Figura 22, todas as es-

pécies da família Symbiodiniaceae sem adição de ferro mostram baixa quantidade de 

ferro basal por célula. Resultados similares apresenta o tratamento com DMSO que não 

alterou esses níveis significativamente em comparação ao controle. Esta relação direta 

entre a deficiência de ferro indica que as células estiveram fisiologicamente limitadas 

pelo ferro, considerando o papel deste micronutriente s para o desenvolvimento das cé-

lulas. Esses resultados concordam com prévios estudos referidos à baixa disponibilidade 

de ferro no ambiente marinho (Reich et al., 2020; Rodriguez et al., 2016).  

Evidenciado na Figura 22, o teor de ferro intracelular total foi significativamen-

te maior comparado com o controle para todas as espécies tratadas com Fe(II) (ferro 

livre). Em relação ao ferro total intracelular para os tratamentos com ferro quelado, 

mostrou altos valores com Fe(DFX)2 em Cladocopium goreaui, os níveis de ferro intra-

celular encontrados não tiveram diferenças significativas com ferro livre.  

Em outros casos, o tratamento com complexos não levou aos mesmos níveis de 

ferro intracelular atingidos pelo tratamento com ferro livre. Foi o caso de Symbiodinium 

microadriaticum e Breviolum minutum, Effrenium voratum e Fugacium kawagutii trata-

do com Fe(DFX)2, Fe(DFP)3, FeDFO e FeHBED, de Cladocopium goreaui. tratado com 

Fe(DFP)3, FeDFO e FeHBED.  

Interessantemente, observou-se maior teor de ferro intracelular em três das espé-

cies (Cladocopium goreaui, Effrenium voratum e Fugacium kawagutii) submetidas ao 

tratamento com Fe(DFX)2 comparado com outros complexos. Possivelmente, pode estar 

relacionado com a alta lipofilicidade do complexo (Vlachodimitropoulou Koumoutsea, 

Garbowski, & Porter, 2015). Especificamente para Cladocopium goreaui, o resultado 

sugere um mecanismo de assimilação e armazenamento do ferro diferente comparado 

com os tratamentos que usam complexos de alta estabilidade.  
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Figura 22 A Teor de ferro intracelular total para diferentes espécies da família 

Symbiodinaceae expostos aos complexos de ferro(III) em meio Guillard – F/2 livre de 

ferro de ferro. A amostragem foi após 21 dias de aplicação dos complexos. Todos os 

tratamentos foram suplementados com 11,7 μmol L-1 de Fe. As barras de erro represen-

tam o desvio padrão para cultivos em triplicata com diferenças estatísticas: * p ≤ 0,05; 

** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. As barras com letras iguais não são signi-

ficativamente diferentes p > 0,05. B Teor de ferro intracelular total para diferentes espé-

cies da família Symbiodiniaceae expostos aos quelantes em meio Guillard – F/2 livre de 

ferro. A amostragem foi feita após 21 dias da aplicação dos quelantes na mesma con-

centração dos complexos (n = 1). 
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A exposição das espécies aos quelantes livres mostrou níveis muito baixos de 

ferro intracelular para Symbiodinium microadriaticum, Breviolum minutum, Effrenium 

voratum e Fugacium kawagutii, para todos os tratamentos. No entanto, Cladocopium 

goreaui mostrou maiores valores de ferro intracelular para os quelantes DFP e HBED, 

que possivelmente mobilizam ferro mais eficientemente para esta espécie a baixas con-

centrações de ferro. Além disso para todas as espécies houve baixo teor de ferro intrace-

lular exposto ao DFO e DFX (com uma caída drástica em Cladocopium goreaui e 

Effrenium voratum). Os quelantes DFP (Symbiodinium microadriaticum < Cladocopium 

goreaui) e HBED (Effrenium voratum < Cladocopium goreaui) tiveram resultados vari-

áveis (Figura 22B), indicando formas diferentes mobilizar ferro entre espécies.   

Diversos estudos vinculam as alterações da magnitude do fornecimento e/ou 

disponibilidade do ferro no fitoplâncton, mediante eventos naturais, experimentos in 

vitro ou in situ. O teor de ferro intracelular basicamente está influenciado por diversos 

fatores biológicos, desde a fisiologia (incluídas taxas de crescimento, eficiência fotos-

sintética) até mudanças da comunidade do fitoplâncton. 

Na atualidade, não existe evidência que espécies da família Symbiodiniaceae ex-

cretam sideróforos, pelo que se pode assumir que a mobilização de ferro é mediante 

mecanismos de assimilação na membrana celular baseadas na redução de Fe(III) extra-

celular (Blaby-Haas & Merchant, 2012). Este pode explicar o baixo teor de ferro intra-

celular para o caso do complexo FeDFO altamente hidrofílico e estável (p[Fe] = 26,5) 

(Vlachodimitropoulou Koumoutsea et al., 2015). Esta observação é consistente com em 

relação a outros eucariontes marinhos (Hopkinson & Morel, 2009), que usam DFO co-

mo limitante de ferro em experimentos de cultivo para eucariontes e procariontes. Por 

outro lado, um parâmetro que pode contribuir à internalização de ferro é lipofilicidade, 

cuja ordem é Fe(DFX)2, >> Fe(DFP)3 , FeHBED, >FeDFO (Faller et al., 2000; 

Vlachodimitropoulou Koumoutsea et al., 2015). Dessa forma, possivelmente esses 

compostos poderiam transportar ferro ao interior das células e conseguir dissociar o 

ferro no ambiente intracelular. Adicionalmente, foi demostrando quando as espécies da 

família Symbiodiniaceae se encontram na forma livre, podem obter nutrientes mediante 

captura de presas pequenas, para compensar as demandas pela limitação de ferro (Jin et 

al., 2012; Xiang et al., 2015). 
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4.5 Efeito do choque térmico na variação da população do Breviolum 

minutum exposto aos complexos do ferro(III)  

Os eventos onde os corais perdem seus fotossimbiontes dinoflagelados (que 

aportam a maioria de nutrientes ao hospedeiro) pertencentes à família Symbiodiniaceae 

estão aumentando com frequência e intensidade. Estes eventos, denominados branque-

amentos, estão frequentemente relacionados a leves aumentos de temperatura nos reci-

fes coralíneos (Cziesielski et al. 2019). Enquanto os eventos de branqueamento intensi-

ficam-se em tudo o mundo, há uma necessidade de identificar os fatores biológicos, 

físicos ou químicos que podem aumentar a resistência e resiliência dos corais frente ao 

branqueamento induzido por estresse térmico. 

A família Symbiodiniaceae exibe uma alta diversidade genética (LaJeunesse et 

al., 2018), e evidências sugerem variável susceptibilidade entre os tipos genéticos frente 

a aumentos de temperatura (Tchernov et al., 2004). A importância das diferenças nos 

simbiontes da família Symbiodiniaceae na resistência ao branqueamento e a resiliência 

foi bem documentada para corais duros e moles. Portanto, é importante conhecer as 

respostas fisiológicas destes dinoflagelados endossimbióticos frente ao estresse térmico, 

o que pode dar importantes indicativos relacionados à persistência e resiliência das co-

munidades coralíneas. Investigações prévias no holobionte (corais e seus simbiontes) 

exposto a condições de limitação de ferro em combinação a um aumento prolongado da 

temperatura reportaram o estresse como sendo uma das causas de perturbações fisioló-

gicas que levam a eventos de branqueamento em corais ( Biscéré et al. 2018;; Shick et 

al., 2011). Adicionalmente Reich e colaboradores (2020) realizaram um estudo compa-

rativo medindo respostas fisiológicas entre duas espécies do gênero Breviolum com dis-

tintos perfis térmicos para avaliar as diferenças de assimilação de ferro frente a aumen-

tos de temperatura, mostrando que baixas concentrações de ferro diminuem a tolerância 

térmica para as duas espécies e a proliferação celular está vinculada de forma inversa 

aos aumentos de temperatura, o que contribuiria ao branqueamento nos corais  

Breviolum minutum é uma espécie termossensível em comparação às outras es-

pécies que formam simbiose com cnidários em águas tropicais. Tem-se que para uma 

exposição curta acima de 4 °C ou prolongada a temperaturas 2 °C mais altas que o má-

ximo médio pode provocar branqueamento nos corais (Jokiel & Coles, 1990). A tempe-

raturas acima de 30 °C gera alta produção de EROs, que são difundidos através de 

membrana e podem danificar o hospedeiro (Suggett et al., 2008). Embora a exposição a 

temperaturas altas em Breviolum minutum tenha durado pouco tempo em comparação a 

eventos naturais de branqueamento, acompanhado da suplementação de ferro em forma 
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complexos, este trabalho pode oferecer valiosa informação acerca de respostas na varia-

ção da população frente a aumentos repentinos de temperatura.  

Cabe destacar que os quelantes aplicados na experiência mantêm o ferro(III) ina-

tivo prevenindo reações associadas ao estresse oxidativo, exceto para o complexo ami-

nopolicarboxilato FeEDTA que gera reações do ciclo redox de ferro (Steinhauser et al., 

2004). 

O primeiro experimento consistiu na exposição prévia das microalgas aos com-

plexos de ferro e depois submetê-las ao (+) choque térmico por um período de quatro 

horas. A contagem de células 24 após a exposição ao choque térmico (+) mostrou uma 

caída drástica na população de aproximadamente 95 – 99% para todos os tratamentos, 

no entanto para os tratamentos com FeDFO e FeEDTA o efeito foi muito marcado pelo 

que não foi possível determinar a densidade celular devido à baixa população de micro-

algas (visualmente as amostram submetidas a contagem não apresentavam movimenta-

ção; Figura 23A), enquanto que para as microalgas (-) controle expostas aos tratamen-

tos continuaram a fase de crescendo (Figura 23B). Após sete dias do choque térmico, a 

contagem de células registrou um aumento na população para os cultivos expostos ao 

(+) choque térmico e (-) controle em torno a 4 x 104 cel. mL-1 (Figura 23A - B).  

Adicionalmente, de acordo com a figura 23A, no dia sete, as populações para os 

tratamentos não apresentam diferenças significativas entre tratamentos e controle. As 

taxas de crescimento foram maiores para Breviolum minutum exposto ao choque térmi-

co (+), em particular para o tratamento com Fe(DFX)2. Devido às baixas populações nos 

tratamentos com FeDFO e FeEDTA não foi possível determinar a velocidade de cres-

cimento, embora seja possível inferir que a taxa de crescimento foi maior em compara-

ção com os outros tratamentos após o choque térmico (+). Baseado nessa observação 

de exposição aos complexos Fe(DFX)2, FeDFO e FeEDTA, é possível que esse resulta-

do poda ter implicações positivas na repopulação das zooxantelas ANTES de acontecer 

os eventos de branqueamento. Isso tem implicações importantes no fornecimento e re-

gulação de ferro no simbionte, pois a disponibilidade de ferro pode influir na capacidade 

da microalga, após repentinos pulsos de temperatura, de aumentar a população e gerar 

enzimas antioxidantes que contêm ferro. 

 

 

  



 

67 

 

1 7

0

2

4

6

8

1 0

T e m p o  d e  a m o s tra g e m  (d ia )

D
e

n
s

id
a

d
e

 c
e

lu
la

r
 x

 1
0

4
 (

c
e

l 
m

L
-1

)

C o n tro le

F e ( I I )

D M S O

F e (D F X )2

F e (D F P )3

F e D F O

F e H B E D

F e E D T A

ND ND

* * *

* *

* *

*

a a b

a b c

a b c d a b c d

n s

a
a b

a b c

a b c d
a b c d e

A

 

1 7

0

2

4

6

8

1 0

T e m p o  d e  a m o s tra g e m  (d ia )

D
e

n
s

id
a

d
e

 c
e

lu
la

r
 x

 1
0

4
 (

c
e

l 
m

L
-1

)

C o n tro le

F e ( I I )

D M S O

F e (D F X )2

F e (D F P )3

F e D F O

F e H B E D

F e E D T A

*

*

* *

*

a b

a b c

a a c d

a b c d
a

* * * * * *
*

* * *

a
a b

a b c

a b d

a b c d

* * *

* *

B

 

(+ )  c h o q u e  té r m ic o (- )  c o n tr o le

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

T ra ta m e n to

V
e

lo
c

id
a

d
e

 d
e

 c
r
e

s
c

im
e

n
to

 (
d

ia
-1

)

C o n tro le

F e ( I I )

D M S O

F e (D F X )2

F e (D F P )3

F e H B E D

F e D F O

F e E D T A

ND ND

* * *

*

* *

* *

a

a b
a b

a a a

a

a b

a b c

a b c d

a b d

*

*

* *

* * *

C

 
Figura 23 Impacto do choque térmico (33,5 ± 0,6°C por 4 horas) no crescimento após 1 

e 7 dias em Breviolum minutum cultivado em meio Guillard-F/2 isento de ferro com a 

adição de complexos de ferro(III). Os complexos de ferro foram adicionados ANTES 

do choque térmico. A Densidade celular nas culturas submetidas ao (+) choque térmi-

co; B Densidade celular nas culturas (-) controle (desenvolvendo-se a 20,5 ± 0,5 °C); C 

Comparação das taxas máximas de crescimento (μ) nas culturas controle e estressadas 

pelo calor. Os dados representam os valores médios ± DP das triplicatas. ND = Não 

detectado. Com diferenças estatísticas: * p ≤ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 

0,0001. As barras com letras iguais não são significativamente diferentes p > 0,05, ns = 

não significativo  
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Para a segunda parte do experimento, a variação da população entre os dias um e 

sete e velocidade de crescimento para a espécie Breviolum minutum submetida ao cho-

que térmico na ausência de ferro (isto é, os complexos foram adicionados após o choque 

térmico) apresentam-se na figura 24. 

Os resultados mostram valores semelhantemente baixos na densidade celular 24 

horas após a suplementação dos tratamentos no (+) choque térmico, mostrando uma 

diminuição de aproximadamente 98 – 99% na população para todos os tratamentos (Fi-

gura 24A). Por outro lado, para as microalgas (-) controle, tiveram o crescimento con-

tinuado com populações entre 4 x 104 – 5 x 104 cel mL-1 (Figura 24B). Após sete dias 

no (+) choque térmico seguido da adição dos complexos, a contagem de células mos-

trou um aumento repentino na população por volta de 6,8 x 104 cel mL-1 para o controle, 

e 2,6 x 104 cel mL-1 para FeEDTA, com diferenças significativas para todos os trata-

mentos, em quanto que o (-) controle continuou o crescimento com populações variá-

veis (Figura 24B). As mudanças na velocidade de crescimento refletiram fortemente 

como resultado das altas populações atingidas em Breviolum minutum APÓS adicionar 

os tratamentos comparados com a variante anterior do experimento (Figura 24C). As 

velocidades de crescimento não apresentam diferenças significativas entre o controle e 

os tratamentos exceto para Fe(DFX)2 e FeEDTA. 

Se por um lado o ferro permanece estável na forma Fe(III) ligado aos ligantes 

usados neste estudo, a forma Fe(II) tem uma vida média curta (de minutos a horas) oxi-

dando-se em águas marinhas (Santana-Casiano et al., 2005). Fica evidente que a suple-

mentação de ferro APÓS um aumento repentino de temperatura tem um efeito positivo 

maior no crescimento (Figura 23C) no dinoflagelado, sem importar a fonte de ferro 

fornecida, em comparação com a suplementação prévia (Figura 24C) do (+) choque 

térmico. Essas altas taxas de crescimento podem ser benéficas para os hospedeiros 

APÓS eventos de branqueamento, pois para os corais, é ótimo para permitir adquirir 

grandes populações de simbiontes rapidamente ou recuperarem-se em pouco tempo, 

independente do ferro. Experimentos futuros deveriam considerar explorar a adminis-

tração de carbono em combinação com os corais.  

Estudos em Fugacium kawagutii cultivado a temperaturas moderadamente altas 

em combinação com diferentes concentrações de ferro foram realizados, observando-se 

que mantiveram o crescimento após o estresse térmico durante sete dias, concluindo que 

a administração adequada de ferro suporta o crescimento (Rodriguez & Ho, 2018).  
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Figura 24 Impacto do choque térmico (34,8 ± 0,4 ° C por 4 horas) no crescimento após 

1 e 7 dias em Breviolum minutum em meio Guillard-F / 2 isento de ferro com a adição 

de ferro(III) Os complexos de ferro foram adicionados APÓS o choque térmico. A Den-

sidade celular nas culturas submetidas ao (+) choque térmico; B Densidade celular nas 

culturas (-) controle (desenvolvendo-se a 22 ± 0,7 ° C); C Comparação das taxas má-

ximas de crescimento (μ) nas culturas controle e estressadas pelo calor. Os dados repre-

sentam os valores médios ± DP das triplicatas. Com diferenças estatísticas: * p ≤ 0,05; 

** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. As barras com letras iguais não são signi-

ficativamente diferentes p > 0,05.  
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4.6 Teste de toxicidade do complexo Fe(8-HQ) para espécie Durusdinium 

glynni  

O complexo Fe(8-HQ) é altamente estável e lipofílico (Pierre, Baret & 

Serratrice, 2003), sendo usado para elevar a concentração de ferro em células animais e 

determinar o efeito da reação de espécies reativas de oxigênio sobre os lipídeos intrace-

lulares (Oubidar et al., 1996). A atividade antimicrobiana do complexo Fe(8-HQ) foi 

provada em bactérias cuja ação primordialmente está associada a transporte passivo pela 

membrana seguido da dissociação do ligante (8-HQ) intracelularmente, e em seguida o 

ferro forma ligações com proteínas ou DNA (Albert et al., 1953; Albert et al., 1954). 

Por outro lado, Fang et al. sugerem que o Fe(8-HQ) induz rapidamente sobrecarga de 

ferro intracelular em células animais, seguida de produção excessiva de EROs, provo-

cando morte celular (Fang, Yu, Ding, Han, & Feng, 2018). Os mecanismos deste fenô-

meno ainda são desconhecidos.  

O teste da toxicidade foi realizado na espécie D. glynni., em fase exponencial de 

crescimento, exposta ao complexo Fe(8-HQ), para determinar a concentração mínima 

inibitória (IC50). Ensaios preliminares mostraram que o complexo Fe(8-HQ) impede o 

crescimento das microalgas durante 21 dias expostos uma concentração de 50 μmol L-1 

(0,05% v v-1 DMSO). Em contraste a população continua aumentando frente à exposi-

ção ao quelante 8-HQ (concentração final = 50 μmol L-1 em DMSO). Estudos toxicoló-

gicos feitos em dinoflagelados expostos a diferentes concentrações de DMSO demostra-

ram que a valores baixos 1% não afetavam o crescimento (Okumura et al., 2001). 

Durusdinium glynni foi incubado em meio F/2-Guillard suplementado com Fe(8-

HQ), a diferentes concentrações (50 – 1 μmol L-1 em DMSO, 0,1 % v v-1 % DMSO) 

exposto ao complexo durante 24 horas. A partir da curva dose-resposta (Figura 25B)) o 

valor da concentração média inibitória (IC50) foi de 9,5 ± 0,5 μmol L-1. O período de 

aclimatação da microalga exposto às concentrações 1 e 5 μmol L-1 foi de 1 dia para ini-

ciar a fase exponencial, enquanto para 10 μmol L-1 o crescimento continua passada as 

48 horas. A queda da população após 1 hora é para concentrações superiores a 5 μmol 

L-1 (Figura 25A). Para concentrações superiores a 10 μmol L-1 a taxa de crescimento é 

nula (registrado visualmente sem apresentam movimentação). 

A toxicidade do complexo Fe(8-HQ) é consistente com dados publicados com-

parado com a ação citotóxica (fungicida e bactericida) do quelante 8-HQ 

(Prachayasittikul et al., 2013), embora fique demonstrada uma ação algicida, que pode 
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ser interessante para controlar a proliferação de algas tóxicas ou eliminar algas no tra-

tamento de águas de abastecimento público. 
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Figura 25. Exposição de Durusdinium glynni ao complexo Fe(8-HQ) A. Variação na 

população frente a diferentes concentrações do complexo Fe(8-HQ), as concentrações 

foram determinadas para 1, 24, 36 e 48 horas. B Curva doses-resposta após 24 horas de 

exposição a diferentes concentrações (50, 30, 20, 10, 5 e 1 μmol L-1) do complexo Fe(8-

HQ). Os dados são apresentados como média ± DP (n = 3) 

  

LogIC50 = -5,023 ± 0,02 

IC50 = 9,5 ± 0,47 μmol L-1 
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5. CONCLUSÕES 

O uso de complexos de ferro de diferentes famílias químicas com características 

bem definidas permitiu obter dados relevantes em relação a parâmetros fisiológicos co-

mo crescimento nos dinoflagelados pertencentes à família Symbiodiniaceae, e sua rela-

ção na variação de população com o aumento de temperatura em Breviolum minutum. 

Não foi observado um padrão de armazenamento do ferro e de biomassa em resposta ao 

choque térmico. O complexo Fe(8-HQ) apresentou toxicidade para as microalgas. 

Para comprovar em que grau os complexos podem atravessar as membranas ce-

lulares, realizou-se teste de lipofilicidade. e em ordem crescente temos Fe(DFX)2 > 

Fe(8-HQ) > FeHBED > Fe(DFP)3 > FeDFO > FeEDTA. 

As respostas para a exposição aos tratamentos foram variáveis, ficando demons-

trado que nas espécies da família Symbiodiniaceae deficientes em ferro (controle e 

DMSO) o crescimento é reprimido, sendo esse efeito mais marcado em F. kawagutii, 

dando baixos valores nas taxas de crescimento e ferro intracelular em comparação com 

os tratamentos que contêm ferro. Pelo contrário, em geral a suplementação de Fe(II) 

permitiu atingir altas taxas de crescimento e maior quantidade de ferro intracelular. De 

modo geral, ferro livre e ferro complexado mantiveram o crescimento exponencial até o 

dia vinte e um.  

Pode-se notar que S. microadriaticum teve perfis e taxas de crescimento simila-

res para todos os tratamentos o que pode sugerir que a mobilização de ferro é indepen-

dente da fonte que subministra o íon metálico. Se obtiveram similaridades no cresci-

mento, taxas de crescimento e ferro intracelular para as espécies B. minutum, E. vora-

tum e F. kawagutii, com o complexo mais lipofílico Fe(DFX)2, e um resultado contrário 

foi obtido com FeHBED. O teor de ferro intracelular acompanhou a mesma tendência 

antes mencionado exceto para S. microadriaticum que apresentou maior teor de ferro 

intracelular com FeHBED. Cabe ressaltar que E. voratum atingiu altas populações e 

baixo teor de ferro intracelular em todos os tratamentos em comparação às outras espé-

cies, conforme atestado pelo ferro intracelular. Foi interessante notar que a espécie C. 

goreaui apresentou um resultado oposto em comparação às outras espécies: suas taxas 

de crescimento foram mais baixas frente aos complexos em comparação aos tratamentos 

controle, DMSO e ferro livre, provavelmente por algum mecanismo de mobilização e 

utilização diferente de ferro, ou os complexos podem ter efeitos tóxicos, além do que a 

exposição frente ao ferro livre e Fe(DFX)2 produziu alto teor de ferro intracelular.  

A exposição aos quelantes livres resultou em baixas taxas de crescimento e teor 

de ferro intracelular em todas as espécies, com um maior efeito para S. microadriaticum 
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e F. kawagutii. Efeitos positivos no crescimento foram obtidos para as espécies B. mi-

nutum, C. goreaui e E. voratum exposto ao quelante DFP. 

Breviolum minutum, uma das linhagens mais termossensíveis, apresentou mar-

cados resultados na população frente choque térmico extremo (34 °C) prévia ou posteri-

or exposição aos tratamentos. Se confirmou que as temperaturas altas exercem um efei-

to negativo em B. minutum com uma caída drástica na população nas duas variantes de 

exposição aos tratamentos. Concluiu-se que a exposição de B. minutum ao estresse tér-

mico resulta em altas taxas de crescimento frente à adição antes ou depois do (+) cho-

que térmico dos tratamentos em comparação aos (-) controles. Embora a adição dos 

tratamentos antes ou depois do choque térmico tenham uma marcada diferença nas taxas 

de crescimento, a prévia suplementação dos tratamentos, exceto para os tratamentos 

com Fe(DFX)2, FeDFO e FeEDTA, pois resulta em menores populações (sem diferen-

ças significativas entre tratamentos) e taxas de crescimento em comparação com a su-

plementação sete dias após o evento. A adição dos tratamentos após o choque térmico 

tem efeito independentemente da forma de ferro no crescimento. Esses resultados indi-

cam que para situações de estresse, o ferro não tem um efeito positivo para enfrentar 

eventos de exposição a temperaturas altas (entenda-se como enzimas antioxidantes). 

Finalmente, determinamos a concentração mínima inibitória (IC50) para o com-

plexo Fe(8-HQ) em Durusdinium glynni, obtendo um valor de 9,5 μmol L-1, o que suge-

re que esse complexo tem uma promissora e inédita aplicação algicida.  
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• Mestrando em pesquisa em Química, Laboratório de Química Bioinorgânica e 

Metalofármacos (LAQBAM), Instituto de Química – USP: 2018 – 2020. 

 

Estágio Docência 

 

• Nome da disciplina da Graduação: QFL 1444-Físico-Química Experimental  

Professor da disciplina/Supervisor: Ataualpa Albert Carmo Braga (Su-

pervisor)- Rômulo Augusto Ando 

Atividades exercidas: Monitor de laboratório 

Horas dedicadas: 5 horas semanais 

 

• Nome da disciplina da Graduação: QFL 1101-Química Geral  

Professor da disciplina/Supervisor:  

o Hermi Felinto de Brito (Teoria) 

o Flavio Maron Vichi (Experimental) 

o Renato Sanches Freire (Experimental) 

o Liane Marcia Rossi (Experimental) 

Atividades exercidas: Monitor de teoria e laboratório 

Horas dedicadas: 6 horas semanais 

 

Participação em eventos científicos  

 

• Workshop Meet the Editors “Scientific Writing” IFUSP, Auditorium Adma 

Jafet, São Paulo/SP, Brazil - Outubro 1-2, 2018 – Ouvinte 

• “8th Congress of the International BioIron Society” - EMBL Advanced Training 

Centre, Heidelberg, Alemanha - Maio 5 – 10, 2019 - Apresentação de pôster – 

“Effect of the chemical speciation of iron on the growth of Symbiodinium sp. 

(dinophyceae)” 

• International Conference on Environmental Bioinorganic and Toxicology Rese-

arch CEBITOR 2019 - Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) – Institu-
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to de Química – Universidade de São Paulo (USP) - : Dezembro 10 – 11, 2019 – 

Ouvinte 

• International Conference on Environmental Bioinorganic and Toxicology Rese-

arch CEBITOR 2019 - Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e Institu-

to de Química – Universidade de São Paulo (USP) - Dezembro 10 – 11, 2019 - 

Apresentação de pôster – “Effect of the chemical speciation of synthetic iron 

complexes and thermal stress on the growth of Symbiodinium sp,” 

• BIOMET 2019 ; Pathways of environmental remediation: devices, prototypes, 

sensors and bioindicators - Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Inge-

niería (UNI) -Lima -  Perú - Dezembro 19, 2019 - Ouvinte 

• BIOMET 2019 ; Pathways of environmental remediation: devices, prototypes, 

sensors and bioindicators - Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Inge-

niería (UNI) -Lima – Perú - Dezembro 19, 2019 - Palestrante – “Efecto de la es-

peciacion quimica de complejos sinteticos de hierro(III) y estrés termico en el 

crecimiento de Symbiodinium sp” 

 

•  “I WORKSHOP IN BIOORGANIC CHEMISTRY AND DRUG DISCO-

VERY”(WBCDD) - Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Ingeniería 

(UNI) -Lima – Perú - Dezembro 20, 2019 - Ouvinte 

 

Artigos completos publicados em periódicos  

• Chavez Serrano, J., Díaz, J. & Valentín, R. (2018). Estudio DFT de las Propie-

dades Electrónicas y Reactividad Química en el Cluster de Cobre Hexaquis 

(mu2-Benzoato-O,O’)-hexa-

cobre(I).TECNIA,28(1).https://doi.org/10.21754/tecnia.v28i1.185 


