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RESUMO 

A catalase (CAT) é uma enzima antioxidante que atua no sistema de defesa, protegendo as 

células de efeitos tóxicos. A interação dessa enzima com qualquer espécie química externa 

poderá influenciar em sua atividade catalítica in vivo, trazendo como consequência diferentes 

efeitos, como, o estresse oxidativo. Dentre essas espécies destaca-se o mercúrio, cuja 

toxicidade humana varia de acordo com a forma química, a dose e a exposição, estando 

associado a uma série de doenças, inclusive no sistema nervoso central e funções psíquicas. 

Sendo assim, o presente trabalho buscou avaliar a interação entre a CAT e o timerosal (TM), 

um composto orgânico de mercúrio usado como conservante principalmente em vacinas, 

visando investigar possíveis alterações nessa enzima e, por conseguinte, mudanças no 

desempenho das suas funções fisiológicas. Este estudo foi monitorado por técnicas 

espectroscópicas avaliando diferentes parâmetros e ensaios in vivo. O processo de interação 

foi monitorado em função do decaimento da fluorescência intrínseca da catalase após a adição 

de TM ao meio, devido à formação do complexo supramolecular não fluorescente, com o tipo 

de quenching estático. O processo de interação foi espontâneo (∆G < 0) e as forças de 

interações preferenciais são as forças de Van der Waals e ligações de hidrogênio (∆H < 0 e 

∆S < 0), havendo uma parcela de forças eletrostáticas envolvidas. A estequiometria do 

complexo formado foi 1:1 (n ~ 1), sendo que os valores de Kb indicam uma força de interação 

da ordem de 10
4
. Mudanças estruturais, de hidrofobicidade e ao redor dos resíduos de 

triptofano e tirosina da proteína foram evidenciadas por fluorescência 3D, ensaio com ANS e 

por fluorescência sincronizada respectivamente, indicando que houve alterações na estrutura 

secundária, preferencialmente nos resíduos de Triptofano. A influência de diferentes espécies, 

algumas presentes no plasma, durante a interação também foi avaliada. Bem como a 

influência de alterações oriundas da interação com o TM na atividade da CAT, por meio de 

estudos enzimáticos, verificando uma redução de cerca de 85% na ação dessa enzima, 

indicando influencia do TM na decomposição de H2O2, concordante com o valor de IC50 

(14,75 µM), pelo mecanismo de inibição mista, sendo um inibidor mais efetivo que o Hg(II). 

E de acordo com os ensaios in vivo o TM provoca alta letalidade em drosophilas, alterando o 

atividade da CAT nos machos dessa espécie e pode ser considerado teratogênico devido as 

alterações provocadas no Zebrafish. Logo esses resultados podem auxiliar na compreensão de 

possíveis efeitos relacionados à desordem causadas pelo timerosal em sistemas biológicos, em 

particular os efeitos quando associados a catalase.   

Palavras-chave: Timerosal, catalase, mercúrio, interação proteína-ligante. 



ABSTRACT 

Catalase (CAT) is an antioxidant enzyme that acts in the defense system, protecting cells from 

toxic effects. The interaction of this enzyme with any external chemical species may influence 

its catalytic activity in vivo, bringing about different effects, such as oxidative stress. Among 

these species, mercury stands out, whose human toxicity varies according to chemical form, 

dose and exposure, being associated with a series of diseases, including in the central nervous 

system and psychic functions. Thus, the present study sought to evaluate the interaction 

between CAT and thimerosal (TM), an organic mercury compound used as a preservative 

mainly in vaccines, aiming to investigate possible changes in this enzyme and, therefore, 

changes in the performance of its physiological functions . This study was monitored by 

spectroscopic techniques evaluating different parameters and in vivo tests. The interaction 

process was monitored due to the decay of the intrinsic fluorescence of the catalase after the 

addition of TM to the medium, due to the formation of the non-fluorescent supramolecular 

complex, with the type of static quenching. The interaction process was spontaneous (∆G <0) 

and the preferred interaction forces are the Van der Waals forces and hydrogen bonds (∆H <0 

and ∆S <0), with a portion of electrostatic forces involved. The stoichiometry of the complex 

formed was 1: 1 (n ~ 1), with Kb values indicating an interaction force of the order of 104. 

Structural, hydrophobicity changes and around the tryptophan and tyrosine residues of the 

protein were evidenced by 3D fluorescence, ANS assay and synchronized fluorescence 

respectively, indicating that there were changes in the secondary structure, preferably in the 

tryptophan residues. The influence of different species, some present in the plasma, during the 

interaction was also evaluated. As well as the influence of changes arising from the 

interaction with TM on CAT activity, through enzymatic studies, verifying a reduction of 

about 85% in the action of this enzyme, indicating the influence of TM on the decomposition 

of H2O2, in agreement with the value of IC50 (14.75 µM), due to the mixed inhibition 

mechanism, being a more effective inhibitor than Hg (II). And according to in vivo tests, TM 

causes high lethality in drosophilas, altering the activity of CAT in males of this species and 

can be considered teratogenic due to the changes caused in Zebrafish. Therefore, these results 

can assist in the understanding of possible effects related to the disorder caused by thimerosal 

in biological systems, in particular the effects when associated with catalase. 

Keywords: Thimerosal, catalase, mercury, protein-ligand interaction. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Aspectos físico-químicos e toxicológicos relacionados ao timerosal 

O timerosal (TM, etil(2-mercaptobenzoato-(2-)-O,S) mercurato de sódio) é um 

composto orgânico que contém 49,55% de mercúrio em massa, podendo ser 

decomposto em soluções salinas aquosas levando a formação de hidróxido de 

etilmercúrio e cloreto de etilmercúrio, além de compostos derivados do ácido 

tiosalicilico, como o seu produto de oxidação, o ácido ditiosalicilico (DATS)  (Esquema 

1a). Compostos de mercúrio (Hg) tais como o cloreto de mercúrio (HgCl2), são 

empregados como desinfetantes, uma vez que são úteis para matar bactérias e outros 

microrganismos (GEIER et al., 2015; BAKER, 2008). Desenvolvido em 1927 pela Eli 

Lilly & Company (EUA), o TM continua sendo a forma química mais utilizada de 

mercúrio orgânico, que por sua vez é empregado como conservante em cosméticos, 

produtos farmacêuticos e produtos biológicos como vacinas, devido as suas 

propriedades antifúngicas e bactericidas (GEIER et al., 2013; DÓREA, 2011). 

Em meio biológico o TM libera o ácido tiosalicílico (ATS) e o etilmercúrio 

(EtHg
+
) (Esquema 1b), o qual é uma neurotoxina que apresenta forte afinidade por 

enxofre reduzido (grupos tióis) presente em biomoléculas, assim uma vez no organismo 

espécies de mercúrio se ligam as enzimas, proteínas, DNA, membranas, entre outras, e 

alteram as funções desenvolvidas por estas, além disso, quando presentes nos tecidos 

tendem a ser bioacumuladas, principalmente no cérebro (STROHMIDEL; SPERLING; 

KARST, 2018). Decorrente a esse fato todas as espécies de Hg são tóxicas para a 

fisiologia humana, no entanto, as formas orgânicas são as que apresentam maiores 

riscos à saúde (KERN et al., 2013).  

Assim, em virtude da utilização deste conservante nos frascos multidoses de 

algumas vacinas, tais como Hepatite B, H1N1, tríplice viral e gripe sazonal, quase todos 

os humanos imunizados com estas são expostos ao seu metabólito, etilmercúrio 

(EtHg
+
), que possui toxidade in vitro comparável à da espécie mais tóxica de mercúrio, 

o metilmercúrio (MeHg
+
), no entanto com menor tempo de permanência no sangue, que 

não implica necessariamente na redução do fator de risco (DÓREA, 2017b).  
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Esquema 1. Estrutura e reações do timerosal. a) Decomposição do TM em soluções salinas 

aquosas com formação de ácido tiosalicilico (ATS), hidróxido de etilmercúrio, cloreto de 

etilmercúrio e ácido ditiosalicilico (DATS); b) Equilíbrio do TM em meio aquoso levando a 

formação de ATS e EtHg
+
 e subsequente reação do EtHg

+
 com grupos tióis livres. 

 

 

Fonte: elaborada pela autora, 2020. 

 

Neste sentido, questionamentos foram levantados ao longo dos anos em relação 

à utilização, segurança e toxidade do TM, devido à quantidade de vacinas que o 

continham em sua composição, inclusive as vacinas utilizadas em crianças e gestantes, 

sendo as crianças o grupo mais exposto principalmente nos seus primeiros 6 meses de 

vida (DÓREA, 2017a). A União Europeia e alguns países baniram as vacinas contendo 

o TM devido às suspeitas de seus efeitos neurotóxicos (GEIER; KERN; GEIER, 2018), 

além de alguns efeitos biológicos sobre a respiração mitocondrial e função de algumas 

células e problemas referentes ao seu potencial antibacteriano e antimicrobiano 

(DÓREA; FARINA; ROCHA, 2013; STAMOGIANNOS et al., 2016).  

No entanto este conservante continua sendo utilizado nos países menos 

desenvolvidos, pois permite o uso de frascos multidoses, que reduzem o custo e 

demanda das vacinas (ORENSTEIN et al., 2013), que são a principal intervenção na 

prevenção, controle e erradicação de doenças infecciosas (DÓREA, 2018). Durante os 

períodos iniciais do desenvolvimento humano, o cérebro é o órgão mais vulnerável aos 

efeitos toxicológicos, uma vez que a sensibilidade cerebral precoce pode resultar em 

diferentes efeitos neurológicos causados pelas espécies de mercúrio (MARQUES et al., 

2016).  

Kern e colaborados (2013) fizeram um levantamento sobre a possível relação 

entre o desenvolvimento do autismo e o uso de vacinas contendo o TM. Neste estudo 
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foi observado que as crianças que eram diagnosticadas com o transtorno do espectro do 

autismo (TEA) apresentavam uma química de sulfatação anormal, baixa disponibilidade 

de tiol e restrição na reserva de glutationa (GSH), desta forma a capacidade de 

desintoxicação por sistemas redox era reduzida, aumentando a vulnerabilidade do 

cérebro as espécies de mercúrio. Estudos mais recentes realizado por Geier et al. (2017), 

evidenciaram uma relação significativa entre distúrbios de emoções específicas em 

crianças e adolescentes e exposição ao TM, por meio de um controle de informações do 

banco de Vaccine Safety Datalink (VSD). Em outro estudo desenvolvido pelo mesmo 

grupo no ano seguinte Geier et al. (2018) foi evidenciado a relação entre a exposição 

infantil à vacina contra a hepatite B e o aumento nos transtornos de déficit de 

atenção/hiperatividade, por meio da análise do banco de dados do National Health and 

Nutrition Examination Survey (NHANES).  

Ainda assim, em muitos países, o TM continua sendo considerado seguro nas 

quantidades empregadas nas vacinas (25 a 50 μg por dose) e a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) trata o EtHg
+
 como uma espécie que não oferece riscos à saúde, 

assegurando que diferentemente do metilmercúrio, ele é decomposto rapidamente pelo 

organismo e não se acumula. Contudo, conforme os relatos literários isso pode ser 

considerado um problema de saúde pública nos programas de imunização (LEE et al., 

2018; GEIER et al., 2013; DÓREA, 2018). 

Desta forma, estudos avaliando os efeitos deletérios associados às espécies de 

mercúrio na saúde humana têm sido frequentemente realizados, empregando diferentes 

sistemas modelos, como reportado por Chen e colaboradores (2019) que avaliaram os 

efeitos sobre a antigenicidade e imunogenicidade das partículas semelhantes a do vírus 

do papiloma humano (HPV) na presença de timerosal utilizando como modelos ratos 

para os ensaios in vivo e proteínas para os in vitro.  As proteínas, bem como outras 

biomoléculas são frequentemente utilizadas como sistema modelo para auxiliar na 

compreensão do funcionamento do organismo, visto que estas desempenham funções 

vitais em diferentes processos biológicos. 

 

1.2 Funções, estrutura e interações das proteínas: Um enfoque supramolecular 

As proteínas são as macromoléculas biológicas mais importantes uma vez que 

estão envolvidas em todos os processos fundamentais a vida (PIETERS et al., 2016). 

Desempenham distintas funções, desde a transcrição e tradução à ação catalítica, 

regulação, imunoproteção, transporte, integridade estrutural, armazenamento, entre 
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outras que são cruciais para o funcionamento do organismo (AUSLÄNDER; 

AUSLÄNDER; FUSSENEGGER, 2017). A estrutura das proteínas é constituída por 

uma sequência primária de aminoácidos que determina em grande parte a estrutura 

tridimensional terciária. No entanto, a maioria das proteínas caracterizadas são 

organizadas em estruturas quaternárias, formando conjuntos homo-oligoméricos ou 

hetero-oligoméricos, isto é, proteínas produzidas por cadeias polipeptídicas iguais ou 

diferentes, respectivamente (OVCHINNIKOV et al., 2015; NELSON; COX, 2014).  

Algumas proteínas atuam como enzimas, as quais são as responsáveis por 

catalisar a maioria das reações biológicas, acelerando a velocidade destas, sem alterá-

las, sendo, portanto, fundamentais para qualquer processo bioquímico, visto que muitos 

deles não ocorreriam com velocidade útil sem a ação catalítica (NELSON; COX, 2014). 

As enzimas auxiliam nesses processos fornecendo uma região altamente específica ao 

substrato, denominada sítio ativo, tornando mais energeticamente favorável a reação. A 

atividade catalítica das enzimas está relacionada à sua conformação proteica nativa, e 

pode ser comprometida caso haja um processo de alteração conformacional, 

desnaturação ou dissociação em seus aminoácidos constituintes (COPELAND, 2004). 

Essencialmente, as proteínas, assim como as demais estruturas biológicas, são 

comumente constituídas de aglomerados formados por moléculas e íons metálicos 

unidos por interações não-covalentes fracas, que são de extrema importância para 

compreender os processos biológicos (DU et al., 2016). Tais interações são estudadas 

pela Química Supramolecular, que foi definida por Jean Marie Lehn como ―a química 

além da molécula‖, auxiliando na compreensão além das ligações covalentes. Esse ramo 

interdisciplinar abrange sistemas formados entre moléculas mantidas por meio de 

interações não-covalentes sendo essas do tipo: eletrostáticas, hidrofóbicas, ligações 

dissulfeto (pontes de sulfeto), forças de Van der Waals e ligações de hidrogênio. Assim, 

devido à capacidade dessas espécies supramoleculares se recombinarem 

reversivelmente devido ao caráter dinâmico dessas interações, é de grande utilidade 

conceitos como reconhecimento molecular e conceitos de automontagem (LEHN, 2007; 

RESNATI et al., 2015). 

Sendo assim, o mecanismo de ligação/interação dessas macromoléculas com 

compostos biologicamente ativos é de grande relevância para a compreensão da 

biodisponibilidade e metabolismo desses compostos no sistema circulatório, decorrente 

da formação de complexos estáveis resultantes da afinidade entre a macromolécula e a 

espécie avaliada (ZAMAN et al., 2017). Em recente estudo, Shamsi e colaboradores 
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(2020) avaliaram a influência da interação do tartarato de Rivastigmina, um 

medicamento utilizado em pacientes com Alzheimer, empregando a albumina sérica 

bovina (BSA) estruturalmente similar a albumina sérica humana (HSA), que é uma das 

principais proteínas do soro envolvidas no transporte de drogas. Neste estudo eles 

observaram a formação de um complexo estável que auxilia na compreensão das 

propriedades desse fármaco frente à macromolécula, bem como as alterações 

conformacionais sofridas pela mesma.  

Destaca-se que muitas das moléculas bioativas exercem seu efeito biológico por 

meio das interações enzimáticas, como citado por Nile e colaboradores (2018) em um 

estudo onde ele avaliou os principais fatores que podem interferir nas respostas de 

algumas moléculas bioativas. Logo, as enzimas tornam-se importantes ferramentas para 

entender como seu funcionamento está associado a ação de compostos bioativos assim 

como, na ocorrência de algumas patologias, visto que uma deficiência, ausência total ou 

até mesmo excesso de atividade enzimática, pode ocasionar condições anormais ao 

organismo (MANACH et al., 2017).  

A relevância de estudos como esses decorrem do fato de que as propriedades 

farmacológicas e farmacocinéticas dos compostos bioativos dependem da sua interação 

com essas macromoléculas, que por desempenharem funções vitais são empregadas 

como sistema modelo para entender o funcionamento do organismo, bem como elucidar 

a relação com os riscos à saúde humana, auxiliando no diagnóstico de doenças 

(BRIGUGLIO et al., 2018; NILE et al., 2018). Pois, essas biomoléculas interagirem 

com diferentes espécies formando complexos supramoleculares, os quais possuem uma 

estrutura mais ordenada que a dos seus componentes originais, mantidos por meio das 

interações intermoleculares entre o ligante e o sitio de ligação da enzima, por exemplo 

(TUROVEROV; KUZNETSOVA; UVERSKY, 2010), podendo auxiliar na 

compreensão dos efeitos causados em sistemas biológicos por essas substâncias 

externas. 

 

1.2.1 Catalase  

A catalase (CAT), representada na Fig. 1, é uma enzima antioxidante de grande 

relevância que atua no sistema de defesa, é altamente ativa e encontrada em quase todos 

os organismos vivos (ZAMAN et al., 2017). Sua estrutura consiste em um tetrâmero (M 

= 240.000 Da) que contém quatro subunidades idênticas. Cada subunidade é composta 
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por mais de 500 aminoácidos, além da presença de um anel de porfirínico heme no sítio 

ativo (HAO et al., 2015).  

Figura 1. Estrutura tridimensional da catalase bovina. 

 

Fonte: elaborado por Camila Nunes (PPGQB, UFAL) de acordo com PDB 1TGU, 2020. 

Existem relatos recentes de que a CAT é um importante indicador em uma 

variedade de estados patológicos como diabetes, vitiligo, doenças do trato urinário, 

neurodegenerativas, cardiovasculares, envelhecimento e câncer, muito desses originados 

pelo estresse oxidativo (NANDI et al., 2019). 

Em geral, o estresse oxidativo é consequência do desequilíbrio entre espécies 

oxidantes e antioxidantes, em virtude da produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio e/ou nitrogênio ou déficit na velocidade de remoção dessas (BURTON; 

JAUNIAUX, 2011). As formas mais conhecidas e estudadas de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) são o ânion superóxido (O2
-

) e o peróxido de hidrogênio (H2O2), que 

podem gerar o radical hidroxila (HO

), o qual é altamente reativo e apesar de 

desempenhar funções fundamentais em processos biológicos, apresenta efeitos 

deletérios sobre os componentes celulares (BARBOSA et al., 2010). Essa condição 

conduz à oxidação de biomoléculas ocasionando perda das suas funções biológicas 

como também desequilíbrio homeostático, resultando no dano oxidativo potencial 

contra células e tecidos (RIBEIRO et al., 2015).  

A atividade da CAT é observada principalmente no fígado, eritrócitos e rim, 

sendo detectada também no tecido conjuntivo, pâncreas e soro, sendo a principal 

responsável pela decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) em oxigênio 

molecular e água (2H2O2(l)  O2(g) + 2H2O(l)), protegendo as células de efeitos tóxicos, 
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como por exemplo, o estresse oxidativo, quando se observa elevadas concentrações de 

H2O2, que é essencial para a sinalização celular normal, no entanto em quantidades 

excessivas pode ocasionar em danos oxidativos a diferentes biomoléculas (WANG; 

CAO; MENG, 2015; KUMAR et al., 2016).  

O acúmulo de H2O2 nos tecidos in vivo pode resultar da diminuição da atividade 

catalítica da CAT (WANG et al., 2017), que deriva principalmente da influência de 

diferentes espécies presentes no organismo que podem alterar o desempenho das suas 

funções, sendo nomeadas inibidores quando essa interferência ocasiona redução na 

atividade enzimática (ZHANG et al., 2015). Um inibidor pode interagir com uma 

enzima e diminuir sua atividade de maneiras distintas, dentre elas a inibição 

competitiva, não competitiva e mista. Na inibição competitiva, o inibidor e o substrato 

competem pelo mesmo sítio ativo. Na inibição não competitiva, o inibidor se liga 

apenas ao complexo enzima-substrato e impede a conversão em produto. No último 

caso, o inibidor se liga tanto a enzima como ao complexo (NAIK; CHIMATADAR; 

NANDIBEWOOR, 2010; YANG et al., 2013).  

Em estudos recentes avaliou-se o comportamento da CAT por meio de análises 

espectroscópicas frente a diferentes compostos bioativos, observando os três tipos de 

inibição citados anteriormente, como o trabalho reportado por Moradi e colaboradores 

(2015) onde foi observado que o deferasirox (quelante de íons ferro) usado no 

tratamento da sobrecarga transfusional de ferro, inibia competitivamente a atividade da 

CAT. A inibição não competitiva foi relatada por Rashtbari e colaboradores (2017b), na 

interação entre a CAT e o resveratrol, que apresenta diferentes efeitos benéficos, como 

exemplo a inibição do crescimento e a proliferação de células cancerígenas. Enquanto 

Yekta et al., (2017) relatou a inibição mista no complexo formado entre a enzima e a 

pioglitazona que é um medicamento utilizado no tratamento de diabetes. Todos esses 

estudos observam alterações tanto na estrutura quanto na atividade da CAT. 

O estudo dos efeitos colaterais de compostos bioativos e espécies externas sobre 

enzimas é uma questão importante para monitorar as alterações conformacionais e 

funcionais. Desta forma, a catalase é um alvo biológico relevante para diferentes 

estudos, pois como relatado, muitas doenças estão relacionadas ao seu mau 

funcionamento e regulação (GÖNENÇA et al., 2012). Dentre essas espécies destaca-se 

o mercúrio, cuja toxicidade varia de acordo com a forma química (espécie), dose e grau 

de exposição, uma vez que, uma série de doenças, inclusive transtornos do sistema 

nervoso central, podem estar associadas à essa exposição a este metal (PIRES, 2018).   
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1.3 Interação entre espécies de mercúrio com proteínas e sua relevância na saúde 

humana 

Estudos avaliando a interação e reação das diferentes espécies de mercúrio com 

biomoléculas vêm se intensificando cada vez mais, visto que dentre os metais tóxicos 

não radioativos, o mercúrio é o que apresenta maiores níveis toxicológicos 

considerando seus efeitos em células fetais e neuronais humanas (KERN et al., 2013).  

Li e colaboradores (2018a) realizaram um estudo recente baseando-se na cromatografia 

de afinidade por íons metálicos imobilizados, onde caracterizou 38 proteínas de ligação 

a mercúrio em células de neuroblastoma humano. Li et al. (2018b) avaliaram possíveis 

proteínas alvo para ligação e transporte de mercúrio no plasma por meio de ensaios in 

vitro e in vivo, as proteínas foram caracterizadas por eletroforese acoplada à 

espectrometria de massa indutivamente acoplada.  

Hogeback e colaboradores (2016) avaliaram a interação de diferentes espécies 

de mercúrio com anidrase carbônica humana por meio de experimentos de incubação 

em condições fisiológicas, além do enriquecimento do sangue humano com 

metilmercúrio após a hemólise, empregando análises cromatográficas e espectrometria 

de massa. Observou-se a formação de adutos entre a hemoglobina e as espécies de Hg, 

além da caracterização da ligação do mercúrio com à enzima avaliada. Posteriormente 

Ahmad e colaboradores (2019) analisaram o efeito do HgCl2 nos eritrócitos humanos in 

vitro, evidenciando alteração dos níveis de oxidação proteica e oxidação do ferro da 

hemoglobina, gerando a metahemoglobina, a qual é inativa no transporte de oxigênio, 

inferindo que o HgCl2 induz ao estresse oxidativo e nitrosativo, oxida a hemoglobina, 

além de prejudicar o sistema de defesa antioxidante e alterar as vias metabólicas nos 

eritrócitos humanos. Toyama e colaboradores (2020) por sua vez verificaram que a 

proteína homeobox B13, encontrada em genes envolvidos na regulação de padrões de 

desenvolvimento físico, está relacionada ao aperfeiçoamento da toxicidade do 

metilmercúrio, confirmado em células-tronco neuronais de camundongos. Estudos 

como esses são importantes para esclarecer os mecanismos de toxicidade do mercúrio. 

Embora os efeitos das diferentes espécies de mercúrio tenham sido muito 

estudados, pouco se sabe sobre os efeitos do TM em sistemas biológicos. Trumpler e 

colaboradores (2009) avaliaram as reações do TM com os tióis livres das proteínas β-

lactoglobulina A (β-LGA) e albumina sérica humana (HSA) por cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massa, onde observaram, formação de adutos de EtHg
+
 

com as respectivas proteínas e que cerca de 80% do EtHg
+
 pode estar sendo 
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transportado paras os glóbulos vermelhos. Em estudo mais recente Trumpler et al. 

(2014) identificou desta vez a formação de adutos de EtHg
+
 com glutationa e cisteína, 

analisando o plasma sanguíneo humano enriquecido com TM, apresentando também a 

distribuição de diferentes espécies de mercúrio entre frações do sangue total humano. 

Zieminska e colaboradores (2010) por sua vez examinaram se a presença de diferentes 

proteínas e aminoácidos influenciavam nas alterações neurotoxicológicas induzidas por 

TM, demonstrando que o meio contendo soro ou albumina sérica, assim como, 

substâncias de baixo peso molecular contendo grupos tióis livres, apresentam 

capacidade protetora relativa aos neurônios quanto a toxicidade desse composto de Hg.  

Recentemente Pantaleão et al. (2017) elucidou com ensaios in vivo realizados 

em ratas o efeito do TM no metabolismo periférico dos hormônios tireoidianos, com 

foco no sistema nervoso central, onde observou que alguns destes hormônios avaliados 

foram alterados devido à presença deste composto de mercúrio. Adicionalmente, 

Bianchini e colaboradores (2019) empregaram a mosca da fruta (Drosophila 

melanogaster) como modelo in vivo para investigar os mecanismos da neurotoxicidade 

causados pela exposição ao TM, monitorando os níveis de dopamina, que sofreram 

alterações na presença da espécie de mercúrio. além disto, outros diversos parâmetros 

foram investigados para avaliar o efeito do TM e demais espécies de mercúrio quanto a 

alterações bioquímicos e fisiológicos associados à sua exposição. 

No entanto há uma escassez de relatos que avaliem os efeitos sofridos pelas 

biomoléculas após interagirem com essas espécies, podendo acarretar na redução ou 

perda da sua funcionalidade. Desta forma, em estudo recente Santos e colaboradores 

(2018) confirmaram a existência de alterações conformacionais na BSA durante o 

processo de interação com o TM mediante o uso de técnicas espectroscópicas, onde foi 

verificado que ocorre reação entre o TM e um resíduo de cisteína com consequente 

formação de aduto e liberação do ácido tiosalicílico. Além disso, a toxidade desse 

composto em sistemas biológicos foi confirmada por meio de um aumento na cinética 

da fibrilação proteica. Silva e colaboradores (2020) por sua vez, avaliaram a existência 

de reação entre o TM e a hemoglobina, que é a principal componente dos glóbulos 

vermelhos, e de acordo com os dados obtidos foi observado uma redução na capacidade 

da proteína se ligar ao O2, provocando uma possível redução da sua funcionalidade.  

Diante do exposto fica evidente a necessidade de mais estudos que avaliem as 

possíveis alterações sofridas pelas macromoléculas biológicas em decorrência do 

processo de interação/reação com espécies de mercúrio, uma vez que, as funções 
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biológicas no organismo podem ser comprometidas, ocasionando em efeitos deletérios à 

saúde humana. A interação entre (bio)macromoléculas e pequenas moléculas como 

compostos com atividade biológica, tem atraído o interesse da comunidade científica, 

devido sua presença em praticamente todos os processos nos organismos vivos. De 

modo geral, muitas pesquisas foram centradas em duas questões principais sobre 

proteínas: quais são os fatores que interferem na organização da estrutura e qual 

consequência disto na atividade biológica (BECKER et al., 2018; NAIK; 

CHIMATADAR; NANDIBEWOOR, 2010; LI et al., 2011). 

Desta forma, buscando avaliar os diferentes processos de interações que ocorrem 

no complexo macromolécula-ligante utilizam-se diferentes técnicas. Existem muitas 

técnicas que possibilitam monitorar a interação entre as espécies (MOCZ & ROSS, 

2013). O presente estudo selecionou diferentes técnicas espectroscópicas, capazes de 

avaliar qualitativamente e quantitativamente o processo de interação macromolécula-

ligante (SIRAJUDDIN et al., 2013) as quais são: a espectroscopia de fluorescência 

molecular, espectroscopia de absorção no UV-vis, dicroísmo circular, dispersão 

dinâmica de luz e ressonância magnética nuclear.  

 

1.4 Técnicas espectroscópicas empregadas nos estudos biofísicos de interação 

macromolécula-ligante 

1.4.1 Espectroscopia de fluorescência molecular 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica que se destaca devido ao seu 

custo-benefício, quantidade de amostras processadas e de informações fornecidas, entre 

outras vantagens. É amplamente utilizada para o estudo da reatividade de sistemas 

químicos e biológicos, uma vez que possui uma elevada sensibilidade, seletividade e 

ampla faixa de concentração linear (Rashtbari et al., 2017). O fenômeno de 

fluorescência decorre do processo em que o elétron de uma molécula que absorveu 

energia é excitado para um nível energeticamente mais alto e ao retornar para o estado 

fundamental, a energia absorvida é liberada em um comprimento de onda diferente do 

utilizado no processo de excitação. Desta forma, os comprimentos de onda de excitação 

e emissão nos quais esse fenômeno ocorre são característicos de estruturas moleculares 

específicas. Compostos orgânicos que absorvem energia são denominados cromóforos, 

enquanto os que (re)emitem são fluoróforos (FELLMAN; HOOD; SPENCER, 2010). 

Essas medidas podem fornecer informações da ligação de diferentes moléculas, 

principalmente proteínas, no que se refere a mecanismos, modos e constantes de 
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ligação, como também distâncias intermoleculares, entre outros. A fluorescência 

intrínseca das proteínas, decorrente principalmente dos resíduos de aminoácidos 

presentes, pode fornecer subsídios referentes à sua estrutura e dinâmica molecular, 

sendo utilizada para estudar seu comportamento frente às reações/interações com 

moléculas pequenas (HE et al., 2014; LU et al., 2010). 

 

1.4.2 Espectroscopia de absorção no ultravioleta-visível (UV-vis) 

A técnica de espectroscopia de absorção de UV-vis é utilizada para explorar as 

mudanças estruturais da proteína e investigar a formação do complexo proteína-ligante 

no estado estacionário, devido a sua eficácia e simplicidade (HE et al., 2014). 

Alterações na região UV distante (10 a 200 nm) e proximidades correspondem 

respectivamente à estrutura secundária e terciária. Nas proteínas, vários grupos 

cromóforos dão origem às bandas de absorção, dentre eles os aminoácidos aromáticos, 

como triptofano, tirosina e fenilalanina, que contribuem para bandas na faixa de 255 a 

300 nm, sendo possível obter diferentes parâmetros por meio do perfil e intensidade dos 

espectros (CHATURVEDI et al., 2015; JING; BOWSER, 2011). 

 

1.4.3 Dicroísmo circular (DC) 

A espectroscopia de DC é uma ferramenta biofísica bem estabelecida para o 

estudo da definição das estruturas e alterações conformacionais das proteínas. Assim, 

comparando os espectros de uma proteína de interesse com proteínas de estruturas 

conhecidas, pode-se estimar a estrutura secundária da mesma (MILES; WALLACE, 

2016). O sinal obtido no DC está relacionado aos cromóforos que em um ambiente 

assimétrico interagem com a luz polarizada. No caso das proteínas, os principais 

cromóforos são as ligações peptídicas, que absorvem a luz polarizada na região do 

comprimento de onda (λ) do ultravioleta distante (UV) entre 190 e 240 nm. Desta 

forma, a análise dos espectros nessa região pode fornecer dados referentes à estrutura 

secundária da proteína como -hélice e folhas-β, por exemplo, pois a orientação do 

esqueleto polipeptídico influencia as transições ópticas das ligações peptídicas, 

produzindo espectros característicos na região avaliada (LOUIS‐JEUNE; ANDRADE‐

NAVARRO; PEREZ‐IRATXETA, 2012). 
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1.4.4 Dispersão dinâmica de luz (DLS) 

As análises de espalhamento dinâmico de luz (DLS) tornaram-se muito úteis na 

caracterização de biomoléculas, por meio da detecção de agregados em soluções 

macromoleculares e determinação do tamanho de biomoléculas hidratados, como 

proteínas e ácidos nucleicos livres e complexados (LORBER et al., 2012). Essa técnica 

avalia o movimento browniano e o comportamento de difusão das macromoléculas em 

solução, obtendo o coeficiente de difusão e, a partir dele os raios hidrodinâmicos, que 

dependem do tamanho e forma das macromoléculas (STETEFELD; MCKENNA; 

PATEL, 2016). 

 

1.4.5 Ressonância magnética nuclear (RMN) 

A espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) é uma técnica 

analítica muito eficiente na elucidação estrutural de moléculas pequenas e 

macromoléculas, fornecendo amplas informações como: mapeamento de epítopos, 

dados estruturais e interações proteína-ligante em resolução atômica entre outras 

(BHARTI; ROY, 2012). Há muitas abordagens por RMN que podem ser utilizadas para 

avaliar as interações entre ligantes e proteínas. Podem-se destacar duas metodologias 

principais: monitoramento de proteínas ou de ligantes. No primeiro obtêm-se um 

espectro de proteínas e o ligante é titulado, dando informações sobre os resíduos na 

proteína, que estão envolvidos na interação direta com o ligante. No método de 

observação do ligante, que foi o utilizado neste estudo, é adquirido um espectro do 

ligante adicionando a proteína, sendo desta forma possível avaliar as mudanças no 

epítopo do ligante durante o processo de interação, com base nos valores de 

deslocamento químico obtidos mediante o monitoramento dos núcleos, principalmente 

de 
1
H e 

13
C (BECKER et al., 2018). 

Por fim, a Tabela 1 apresenta uma compilação de informações que podem ser 

obtidas mediante a utilização das técnicas descritas previamente para avaliação da 

interação proteína-ligante, além de algumas vantagens e limitações. 
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Tabela 1. Principais informações, vantagens e limitações associadas as estratégias utilizadas nesse estudo para avaliação da interação proteína-ligante (P-L). 
 

Estratégias 

Espécie 

monitorada 
Parâmetros 

avaliados 
Vantagens Desvantagens Referências 

P L P-L 

Fluorescência 

molecular 
X  

 

 

 

X 

 

 

 

Mecanismo de quenching; 

   Constante de ligação; 

Número de sítios de ligação; 

Parâmetros termodinâmicos; 

Distâncias intermoleculares; 

Modo de ligação; 

Alterações conformacionais; 

Sítios preferencial de interação. 

Elevada sensibilidade; 

Larga faixa linear; 

Medidas qualitativas e 

quantitativas; 

Alta seletividade. 

Número limitado de 

compostos que 

fluorescem; 

Fotodecomposição; 

Efeito de filtro. 

SOARES et al., 2019; 

ALANAZI.; ABDELHAMEED, 

2016; ZHENG et al., 2017; 

CHAVES et al., 2017; WANI et 

al., 2017; WANI et al., 2018; 

ZEINABAD et al., 2016. 

UV-vis 

 

 

 

X 

 

 

 

 X 

Mecanismo de quenching; 

Avaliação sobre formação de 

complexo; 

Constante de ligação; 

Parâmetros termodinâmicos; 

Alterações conformacionais. 

Aplicação extensiva a 

muitos compostos e/ou 

elementos; 

Análise rápida e barata; 

Pode revelar a presença 

de contaminantes 

Baixa seletividade; 

Dispersão e difusão de 

luz; 

Efeito de filtro; 

Deve seguir a Lei de 

Beer.   

ZHANG et al., 2017; ALANAZI; 

ABDELHAMEED, 2016; 

LOMBARDO et al., 2017; ROY; 

SENGUPTA; GUIN, 2018; 

ALANAZI et al., 2019; LIU et 

al., 2018 

Dicroísmo circular 

 

 

 

X 

 

 

 

 X 

Identifica distorções na estrutura da 

molécula; 

Conformação do composto; 

Modo de ligação; 

Estabilidade. 

Avalia uma ampla gama 

de interações; 

Rapidez na análise; 

Sensibilidade única à 

assimetria na estrutura da 

amostra. 

Apenas informações 

qualitativas; 

Requer grande 

quantidade de amostra; 

Não fornece uma única 

estrutura da molécula. 

KESSENBROCK; GROTH, 

2017; NEVÍDALOVÁ; 

MICHALCOVÁ; GLATZ, 2018; 

CORRÊA; RAMOS, 2009; 

CHAVES et al., 2017; MARTIN, 

Stephen R.; SCHILSTRA, 2008 

Dispersão dinâmica 

de luz 

 

 

 

X 

 

 X 

Distribuição do tamanho do 

agregado; 

Avalia a existência de monômeros; 

Formação e estabilidade do 

complexo; 

Técnica rápida e não 

invasiva; 

Requer pouca quantidade 

de amostra; 

 

Soluções devem estar 

altamente diluídas; 

Sensível a temperatura 

e viscosidade do 

solvente. 

STETEFELD; MCKENNA; 

PATEL, 2016; PRATHIBHA et 

al., 2019; BHIRDE et al., 2018; 

KENRICK; SOME, 2018; 

LORBER et al., 2012; 
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Estequiometria de ligação; 

Parâmetros termodinâmicos; 

Constante de dissociação 

ARZENŠEK; PODGORNIK; 

KUZMAN, 2010 

Ressonância 

magnética nuclear 

 

X 

 

X  

Constante de ligação;  

Modo de ligação; 

Parâmetros termodinâmicos. 

Fornece a composição 

química; 

Análise em nível 

atômico; 

Não possui interferência 

ótica; 

Análises in vivo. 

Limitação no tamanho 

da amostra para análise; 

Alto tempo de análise; 

Baixa sensibilidade; 

GRZESIEK. et al., 2005; 

KRISHNAN, 2019; GRE O et 

al., 2019;   EZ-FERRE et al., 

2018; BHARTI; ROY, 2012; 

BECKER et al., 2018 

Docking molecular X  X 

Formação do complexo; 

Parâmetros de ligação; 

Sítio e orientação da ligação; 

Simula interações ligante-

receptor; 

Compreensão dos 

mecanismos de ação; 

Excesso de falsos 

positivos e/ou falsos 

negativos; 

Não leva em 

consideração íons 

ligados covalentemente 

ou inibidores; 

GHASEMI; ABDOLMALEKI; 

SHIRI, 2017; AGRAWAL et al., 

2019; HERNÁNDEZ-

SANTOYO et al., 2013; AAMIR 

et al., 2018; RASOOL et al., 

2018; MUSYOKA et al., 2016. 

Legenda: Proteína (P), ligante (L) complexo proteína-ligante (P-L).  

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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1.5 Ensaios in vivo para avaliação de toxicidade 

Buscando ainda avaliar o comportamento das macromoléculas e da sua atividade 

biológica nos organismos vivos, parte da pesquisa depende da utilização de modelos 

animais, que auxiliam na compreensão dos mecanismos de funcionamento do corpo 

humano ou em sistema de maior complexidade (VAN DER WORP et al., 2010; 

WANGLER; HU; SHULMAN, 2017.).  

Os sistemas modelo de mamíferos permaneceram na frente dos estudos de 

toxicidade devido a sua proximidade com os humanos, que possibilita a prevenção dos 

efeitos adversos de produtos químicos e seus mecanismos de ação no organismo. Contudo, 

esses sistemas possuem certas limitações, dentre elas, precisam de um grande espaço para 

criadouro, ninhada de tamanho pequeno, ciclo de vida mais longo para finalizar um 

experimento. Neste contexto, sistemas in vitro e modelos de animais alternativos que 

possuem semelhanças com organismos superiores vem sendo utilizados (TIWARI et al., 

2011; FREIRES et al., 2017.). Nesse estudo dois modelos emergentes foram empregados: o 

uso do Danio rerio (zebrafish) e a Drosophila melanogaster (mosca de fruta) a fim de obter 

dados preliminares sobre a toxicidade do TM in vivo. 

 

1.5.1 Modelo empregando Danio rerio (zebrafish) 

Nos últimos anos, um novo vertebrado destacou-se no cenário científico: o zebrafish 

(ZF), como um excelente sistema modelo para estudos comportamentais, genéticos, 

toxicológicos e para desvendar o mecanismo de diversas doenças humanas bem como testar 

novos agentes terapêuticos (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). Trata-se de um 

pequeno teleósteo, da espécie Danio rerio, tropical de água doce, tendo como principais 

justificativas para seu uso atributos práticos e econômicos, que compreendem baixo custo 

de manutenção, maior fecundidade, assim, conferindo potencial aplicação em técnicas de 

médio e alto desempenho, como avaliação de novos fármacos e testes toxicológicos. Além 

disto, seu genoma sequenciado indica elevada homologia com os mamíferos (KOENIG; 

KAN; SHIH, 2016). 

O ZF era usado na década de 1930 como um modelo clássico de desenvolvimento 

embriológico. Os estudos iniciais basearam-se na combinação da clareza ótica dos embriões 

e larvas, que possibilitava visualizar eventos biológicos celulares in vivo e o fácil manuseio 
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embriológico que permitia realizar várias observações importantes. Durante as décadas de 

1980 e 1990, o desenvolvimento de técnicas genéticas, como, mutagênese, transgênese, 

abordagens de mapeamento, entre outras estabeleceu o uso do ZF como um modelo 

dominante na biologia do desenvolvimento (LIESCHKE; CURRIE, 2007). 

Atualmente, a preferência tem sido dada ao uso de embriões e larvas em vez do ZF 

adulto, seja por razões éticas, econômicas ou biológicas. O rápido desenvolvimento 

embrionário, o tamanho da larva e a elevada disponibilidade de indivíduos permitem que 

estudos de alto desempenho rastreiem a toxicidade em um organismo inteiro, fornecendo 

uma visão mais panorâmica dos efeitos tóxicos, o que seria possível apenas em culturas de 

células. Além disso, os embriões são translúcidos e se desenvolvem fora do organismo 

materno, permitindo que alterações morfológicas sejam observadas desde as primeiras 

horas após a fecundação (BAMBINO; CHU, 2016; KOENIG; KAN; SHIH, 2016; 

IBRAHIM; RICHARDSON, 2017). 

Nesse sentido, os embriões de ZF destacam-se como um modelo de sistema 

vertebrado altamente eficaz em estudos de toxicidade. Além das vantagens inerentes às 

suas características morfológicas, uma alta similaridade do seu genoma com o humano 

confere uma conservação especial dos processos envolvidos nas respostas tóxicas (HOWE 

et al., 2013). 

 

1.5.2 Modelo empregando Drosophila melanogaster 

A Drosophila melanogaster trata-se de outro modelo animal eficaz em estudos 

toxicológicos, principalmente para investigar a neurotoxicidade associada a diferentes 

substâncias químicas, devido à alta sensibilidade desse animal a substâncias tóxicas, 

acessibilidade ao seu sistema nervoso central, além das vastas semelhanças entre os 

sistemas de neurotransmissores de insetos e mamíferos (BIANCHINI et al., 2019). 

Drosophila é o organismo modelo invertebrado mais próximo do humano, devido a 

semelhança/conservação da sequência genética. Esse modelo não mamífero possui várias 

vantagens sobre outros sistemas: ciclo de vida curto (Fig.2), fácil cultivo e propagação, 

facilidade de manutenção, alcança a fase adulta em um curto espaço de tempo, inúmeras 

ferramentas moleculares disponíveis e facilidade de manipulação experimental. Tais 

características elucidaram as drosophilas como um modelo clássico para estudos de 
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genética e desenvolvimento, portando um grande número de estudos científicos e muitos 

dados sobre sua anatomia e seu genoma (MULCAHY et al., 2011; NIEHOFF et al., 2015). 

Devido sua homologia funcional de 65-70% com humanos, juntamente com genética e 

biologia do desenvolvimento bem fundamentadas, são consideradas um excelente sistema 

de modelo genético in vivo para estudos de toxicidade (TIWARI et al., 2011). 

 

Figura 2. Esquema do desenvolvimento das moscas do tipo Drosophila melanogaster da fase 

embrionária até a adulta. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2021. 

 

Além dessas vantagens, os experimentos envolvendo as D. melanogaster são 

realizados mais facilmente por razões práticas e éticas, permitindo assim um maior número 

de experimentos e melhores conclusões estatísticas, surgindo neste contexto, como um dos 

modelos poderosos para pesquisa toxicológica (NIEHOFF et al., 2015).  
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2. JUSTIFICATIVA  

A utilização de vacinas e cosméticos contendo o timerosal como conservante, expõe 

a população diferentes níveis dessa espécie e seus metabolitos, podendo ocasionar danos 

irreparáveis à saúde. Desta forma, tendo em vista as funções desempenhadas pela catalase 

no organismo, relacionado ao combate de possíveis doenças, e ao risco da exposição 

contínua as espécies de mercúrio, este estudo busca avaliar se há influência nas funções 

desempenhadas por essa enzima após interação com o timerosal, visando investigar os 

principais aspectos relacionados a esse processo.  

 

2.1 Importância para a sociedade 

Este estudo visa mostrar possíveis efeitos deletérios associados ao uso do timerosal 

como conservante em vacinas e cosméticos, a fim de apresentar resultados que auxiliem na 

melhoria de atenção à saúde quanto à utilização deste, uma vez que o mesmo tem sido o 

alvo de estudos relacionados ao desenvolvimento de doenças neurológicas, principalmente 

em crianças nos primeiros anos de vida. 
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3. OBJETIVO GERAL E ESPECÍFICOS  

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o mecanismo de interação e inibição da catalase pelo timerosal, um 

composto orgânico de mercúrio, a partir de estudos biofísicos simulando condições 

fisiológicas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

a) Empregar técnicas de fluorescência molecular e UV-vis para avaliar parâmetros de 

ligação e mecanismo de interação, obtendo: constantes de ligação, dados termodinâmicos, 

estequiometria proteína-ligante, tipo de quenching;  

b) Verificar possíveis alterações na conformação e na estrutura secundaria da catalase 

decorrente do processo de interação com timerosal explorando fluorescência 3D, 

fluorescência sincronizada, UV-vis, dicroísmo circular e análise de dispersão dinâmica de 

luz;  

c) Monitorar alterações na superfície da proteína devido ao processo de interação 

empregando a sonda ANS por fluorescência molecular; 

d) Avaliar as distâncias intermoleculares por transferência de energia por ressonância de 

Förster (FRET) 

e) Avaliar possíveis espécies que podem atuar como competidores e inibidores clássicos no 

processo de interação catalase-timerosal; 

f) Monitorar o possível epítopo do TM durante o processo de interação com a CAT por 

RMN de 
1
H; 

g) Avaliar a influência do timerosal na atividade catalítica da catalase em relação a 

decomposição de peróxido de hidrogênio e determinar o tipo de inibição; 

h) Realizar estudos preliminares in vivo com ZF e Drosophila melanogaster, afim de 

observar os efeitos toxicológicos do TM nesses organismos modelos. 
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4. EXPERIMENTAL 

 

4.1 Reagentes e soluções 

 A catalase (CAT), timerosal (TM), Tris- HCl, ácido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato 

(ANS) foram obtidos da Sigma- Aldrich (EUA) e o NaCl (Vetec). Os demais reagentes 

como H2O2, CaCl2, MgCl2·6H2O, ZnCl2, FeSO4·7H2O, FeCl3, CuSO4·5H2O, AgNO3, KCN, 

Na3PO4·12H2O, NaN3, brucina, glicose, hidroxilamina e quercetina também são de alto 

grau analítico de pureza (> 95%). A solução estoque de CAT (4 µM), assim como as 

soluções de trabalho, foram preparadas em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4 ± 0,1) 

contendo NaCl 100 mM. A solução de TM (1,24 mM) e as demais soluções utilizadas nos 

experimentos foram preparadas em água ultrapura (18,2 MΩ cm
-1

, Gehaka, Master System 

MS 2000, Brasil). 

 

4.2 Procedimentos 

 

4.2.1 Espectroscopia de fluorescência molecular para os estudos de interação CAT e TM 

 Todos os experimentos empregando fluorescência molecular no estado estacionário 

foram realizados no espectrofluorímetro Shimadzu RF (modelo 5301PC, Japão). Para 

obtenção dos espectros de emissão as soluções foram excitadas em 280 nm e os espectros 

registrados no intervalo de 280 a 500 nm empregando abertura de fenda (slit) de 3 nm para 

excitação e, 5 nm para emissão. A titulação espectrofluorimétrica e todos os experimentos 

foram realizados com soluções de CAT 1 µM em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4 ± 0,1) 

contendo NaCl 100 mM para ajuste da força iônica. Na titulação, empregaram-se 

concentrações de TM de 0 - 180 µM. Para determinação dos parâmetros termodinâmicos as 

titulações foram realizadas em 22, 30 e 38°C. Os espectros de fluorescência 3D foram 

obtidos a partir de CAT (3 µM) na ausência e na presença de TM (100 µM), sendo que as 

soluções foram excitadas no intervalo de 220-450 nm e a emissão registrada de 240-500 

nm. Para os estudos por fluorescência sincronizada as amostras foram excitadas em 265 e 

220 nm e a emissão registrada na faixa de 280-600 nm obtendo-se um Δ = 15 e 60 nm, 

respectivamente (XU et al., 2014). Utilizou-se a sonda ANS (ácido 8-anilino-1-naftaleno-

sulfonato), a fim de avaliar a hidrofobicidade da superfície da catalase, mantendo-se fixa a 



30 

 

concentração da proteína (1 μM) e do AN  (1 μM), com adições subsequentes de TM (0, 

40, 100 e 180 μM). As medidas foram realizadas sob as seguintes condições: λex = 360 nm 

e λem = 450 nm, com slit de excitação e emissão 5 e 10 nm, respectivamente (SANTOS et 

al., 2018). Buscando avaliar as distâncias intermoleculares proteína-ligante realizou-se o 

ensaio de transferência de energia por ressonância de Förster (FRET) utilizou-se CAT a 2,5 

e 5 µM e, mantendo as proporções do ligante em 1:1 e 1:4, respectivamente (DANTAS et 

al., 2017). Para avaliar a influência de diferentes compostos na interação da CAT (1 µM) 

com o TM (0 - 180 µM), as seguintes espécies foram avaliadas: Ca(II), Mg(II), Zn(II), 

Fe(II), Fe(III), Cu(II), Ag(I), cianeto, fosfato, azida, brucina, glicose, hidroxilamina e 

quercetina todos com concentração final 1 µM (MA; DENG; CHEN, 2017; RASHTBARI 

et al., 2017a; HAO et al., 2015).  

 

4.2.2 Espectrometria de absorção molecular no UV-vis 

 

4.2.2.1 Estudos de interação CAT e TM 

Foram registrados espectros na região do UV-vis usando absorvância como modo 

de medida para soluções de CAT (1 µM), enquanto que para o TM as soluções empregadas 

foram nas concentrações de 10 e 60 µM. Todas as medições na região do UV-vis 

empregaram espectrofotômetro feixe duplo Micronal (modelo AJX 6100, Brasil), no 

intervalo de 200 a 500 nm (SANTOS et al.,2018).  

 

4.2.2.2 Inibição enzimática da CAT induzida pelo TM 

No ensaio de inibição da atividade enzimática da CAT referente a decomposição de 

peróxido de hidrogênio (H2O2), empregou-se as seguintes soluções: H2O2 (0,18 M), CAT 

(0,1 µM) e TM (10, 25, 50, 75 e 100 µM) em meio tamponado com Tris-HCl 50 mM (pH 

7,4 ± 0,1) com NaCl 100 mM para ajuste de força iônica. As medições desse estudo 

cinético foram realizadas em 240 nm, no modo cinético de 10 em 10 s, até 2 min (XU et al., 

2014). 

 Para avaliar o tipo de inibição, utilizou-se o substrato (H2O2) entre 0,005 e 0,025 M, 

em duas concentrações de TM 25 e 50 µM. Com base nos valores da absorbância 
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determinados em 3 min de reação, o gráfico de Lineweaver-Burk (1/A240
H2O2 vs 1/[H2O2]) 

foi construído e determinou-se o tipo de inibição (YEKTA et al., 2018). 

 

4.2.3 Dicroísmo circular (DC) 

Alterações conformacionais da CAT durante a interação com TM foram 

monitoradas por espectroscopia de dicroísmo circular (CD). As medições para o 

monitoramento da variação da estrutura secundária da proteína foram registradas em 

espectropolarímetro Jasco (modelo J-815, Japão) no intervalo de 200 a 260 nm com largura 

de banda de 1,0 nm. Neste experimento a CAT (2 μM) foi titulada com TM (0, 2, 4 e 8 μM) 

a 22°C. As análises foram monitoradas por um espectropolarímetro Jasco (modelo J-815, 

Japão) equipado com sistema de resfriamento do tipo Peltier, empregando cubeta de 

quartzo de caminho óptico de 0,1 mm, os espectros foram obtidos através da média de 

quatro experimentos com velocidade a 50 nm min
-1 

(HAO et al., 2015). 

 

4.2.4 Análise de dispersão dinâmica de luz (DLS) 

Esse estudo foi realizado a fim de avaliar alterações no raio hidrodinâmico da CAT 

(2 µM) na presença do TM em diferentes concentrações (2, 10 e 20 µM). As amostras 

foram previamente filtradas (0,22 µm) e transferidas para uma cubeta de 1,5 mL. Para 

monitorar esse ensaio empregou- se o equipamento Microtrack ZETA (EUA, 5 mW solid 

state diode lasers 780 nm) com o software programado para realizar a média de 30 scans, 

com duração de 15 segundos cada (VIKULINA et al., 2018). 

 

4.2.5. Ressonância magnética nuclear (RMN) 

O estudo da interação por meio da espectroscopia de RMN 
1
H foi realizado 

empregando como parâmetro a variação dos deslocamentos químicos (δ) do TM (0,25 mM) 

na ausência e na presença de diferentes concentrações de CAT (2,5 - 50 μM). Os sistemas 

foram avaliados mantendo-se a massa do ligante e variando a massa da enzima, com adição 

de 10 μL de TM P 2,5 mM como padrão interno e, por fim, completadas com tampão 

fosfato 10 mM em água deuterada (D2O, 99,9%) para um volume final de 600 μL. As 

medidas foram registradas um espectrômetro de RMN Bruker 600 (B0 = 9,4 T), operando a 

600,09 MHz para 
1
H e equipado com sondas de 5,0 mm para detecção indireta, realizado no 
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Laboratório de pesquisa em Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear no Instituto 

de Química e Biotecnologia (IQB).  

 

4.2.6. Ensaios de toxicidade in vivo 

 

4.2.6.1 Modelo empregando Zebrafish (ZF) 

Os embriões de ZF foram fornecidos pelo Departamento de Biologia Molecular da 

Universidade Federal da Paraíba (João Pessoa, Brasil). ZF adultos (cepa selvagem) foram 

mantidos a 26 ± 1 ºC sob fotoperíodo de 14:10 h (claro: escuro). A qualidade da água foi 

mantida por filtração com carvão ativado, condutividade em 750 ± 50 µS e oxigênio 

dissolvido acima de 95% de saturação. 

Para obter embriões, uma armadilha de ovos foi colocada durante a noite em um 

tanque contendo espécimes masculinos e femininos (proporção de 1: 1) um dia antes do 

teste. Uma hora após o início do ciclo de luz, os ovos foram coletados com uma pipeta 

Pasteur e enxaguados com meio E3 (NaCl 5 mM, KCl 0,17 mM, CaCl2 0,33 mM e MgSO4 

0,33 mM) para seleção subsequente de embriões usando um estereomicroscópio (80× 

ampliação). Ovos fertilizados viáveis foram selecionados para ensaios de toxicidade 

embrionária. Todos os experimentos realizados com o peixe-zebra neste estudo foram 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) da 

Universidade Federal da Paraíba (4460140920). 

O teste de toxicidade aguda de embriões de peixes (FET) foi realizado com TM de 

acordo com a diretriz número 236 da OCDE (OECD, 2013), com pequenas modificações. 

Embriões de peixe-zebra com até 3 hpf (horas após a fertilização) de idade foram expostos 

a cinco concentrações crescentes de TM (0,0125, 0,025, 0,05, 0,1 e 0,2 µM). Para cada 

concentração testada foi preparada uma placa de 96 poços contendo 20 ovos fertilizados (1 

embrião por poço) expostos à amostra teste e 4 embriões foram expostos apenas ao meio 

E3 (controles internos). Uma placa adicional contendo embriões expostos ao meio E3 

também foi testada. A exposição foi realizada por 96 h, e os embriões foram analisados a 

cada 24 h para os pontos finais apicais: coagulação do ovo; falta de formação de somito; 

falta de desprendimento do botão da cauda do saco vitelino e falta de batimento cardíaco. 

Na presença de qualquer um desses parâmetros, o embrião / larva foi considerado morto. O 
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número de mortes foi usado para calcular a CL50 (concentração letal mediana). As 

observações foram realizadas em estereomicroscópio (aumento 80×) e fotografadas (Zeiss). 

Após 96 h, as larvas sobreviventes foram sacrificadas com eugenol e devidamente 

descartadas. 

O teste FET foi repetido para TM nas mesmas condições descritas acima, mas neste 

momento os embriões foram expostos a três concentrações abaixo da CL50 determinada 

anteriormente. No final do período de exposição (96 h), as larvas foram rapidamente 

congeladas na proporção de 1 larva por 50 µL de tampão de fosfato de sódio 0,1 M pH 7,4 

e, em seguida, colocadas em um freezer a -20 ° C até o momento de análise. Grupos de 

larvas de cada uma das três concentrações testadas e um grupo de controle negativo 

(exposto apenas ao meio E3) foram macerados. Os homogenatos foram centrifugados a 

10.000×g, por 10 min a 4 °C, e os sobrenadantes resultantes foram usados para medição do 

conteúdo de proteína solúvel e atividade enzimática.  

A quantificação das proteínas solúveis foi determinada pelo método colorimétrico 

desenvolvido por Bradford (1976). Inicialmente, foi construída uma curva padrão com 

albumina de soro bovino, e a absorbância das amostras foi lida no comprimento de onda de 

595 nm utilizando o leitor de microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Oy, 

Finlândia). As medidas foram efetuadas em quadruplicada (n = 4). 

 

4.2.6.2 Modelo empregando Drosophila melanogaster  

Drosophila melanogaster tipo selvagem foram alimentadas com meio instantâneo 

de Drosophila (ágar, fubá, açúcar, fermento e metil-hidroxibenzoato) que foi misturado 

com diferentes concentrações de TM (1 - 100 μM). As larvas foram transferidas para os 

frascos contendo o alimento enriquecido, onde para cada concentração preparou-se 4 

repetições com 30 larvas, sendo o experimento acompanhado durante 15 dias, monitorando 

a pulpação e formação de adultos. 

Buscando avaliar alterações na atividade da CAT presente nas Drosophilas 

realizou-se a coleta de adultos entre 2-4 dias de idade e larvas no início do estágio L3, para 

exposição ao TM (1 - 200 μM) durante 48 h. Estes ensaios seguiram a metodologia adotada 

por Galeone et al. (2012), com algumas modificações. 
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As moscas foram separadas em sexos, pesadas e homogeneizadas (1:10  p/v) com 

homogeneizador de vidro Potter-Elvjeham em  tampão fosfato 50 mM, pH 7,4, contendo  

EDTA 0,5 mM. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 13.000 g e os sobrenadantes 

resultantes foram usados para as análises, mesmo procedimento para as larvas 

(LUSHCHAK et al., 2011).  

A atividade da catalase foi registrada como uma taxa de decomposição do peróxido 

de hidrogênio a 240 nm, usando 39,4 M
-1

cm
-1

 como coeficiente de extinção de H2O2. Uma 

alíquota de 250 μl desse homogenato foi então misturada com 0,5 ml de ácido 

tricloroacético (TCA) 10% (concentração final) e centrifugada por 5 min a 13.000 g, após 

essa etapa as atividades foram medidas a 25°C e expressas por miligrama de proteína 

solúvel no sobrenadante (LUSHCHAK et al., 2005). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 Parâmetros de ligação e mecanismo de interação 

Informações sobre a ligação de pequenas moléculas à proteína, como constantes de 

ligação, mecanismo de interação, número de sítios de ligação entre outras, podem ser 

fornecidas por estudos de espectroscopia de fluorescência molecular (LU et al., 2010). A 

fluorescência das proteínas é proveniente principalmente dos resíduos de aminoácidos do 

triptofano (Trp) e tirosina (Tyr), que possibilita a realização de estudos espectroscópicos 

referentes ao processo de interação (HU; DA, 2014). A catalase possui fluorescência 

intrínseca com máximo de emissão em 338 nm devido à presença dos aminoácidos 

aromáticos, principalmente Tir e Trp. Neste sentido é possível monitorar avaliar o processo 

de interação devido as alterações no sinal analítico após processo de interação com 

pequenas moléculas, como o timerosal. Os espectros de emissão de fluorescência (Fig. 3A) 

foram obtidos mantendo-se constante a concentração da CAT em função do aumento das 

concentrações do timerosal.  

Para os estudos empregando fluorescência molecular, utilizou-se a equação de 

Stern-Volmer associada a capacidade de supressão de fluorescência da proteína (fluoróforo) 

na presença do timerosal (ligante): 

0
q 0 SV

F
 = 1 + K τ [Q] = 1 + K [Q]

F
 equação (1) 

onde F0 e F representam a fluorescência na ausência e presença do TM, respectivamente; 

Kq é a constante difusional de extinção bimolecular, τ0 é o tempo de vida médio da 

fluorescência intrínseca na ausência do quencher (10
-8

 s), [Q] a concentração molar do 

ligante (TM) e KSV a constante de quenching de Stern-Volmer (ZHANG et al., 2015). 

Quando moléculas pequenas se ligam em determinadas regiões de uma macromolécula e 

ocorre saturação deste ambiente químico, parâmetros como constantes de ligação (Kb) e o 

número de sítios de ligação (n) podem ser determinados pela equação 2: 

  
 0

b

F - F
log = logK + log[Q]

F

 
 
 

n     equação (2) 

Assim, com base na linearização das equações (1) e (2) pode-se determinar os 

parâmetros de ligação KSV, Kq (Fig. 3B), Kb e n (Fig. 3C).  
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Figura 3. a) Curva de titulação da CAT (1 M) com TM (0 – 180 M); b) Linearização da curva 

em função da equação1(KSV e Kq); c) Linearização da curva em função da equação 2 (Kb e n). 

Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2020 

  

Após a adição de TM ao sistema contendo CAT, houve decaimento no sinal 

analítico da proteína, indicando a ocorrência da interação entre essas espécies. Esse 

decaimento pode estar associado a uma variedade de interações (inter)moleculares, dentre 

elas a desativação do estado excitado ou a formação de um complexo supramolecular não 

fluorescente (ACHARYA; SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2013; LYRA et al., 2019). Uma 

vez que, o TM não apresenta fluorescência intrínseca na região avaliada, atua desta forma 

como uma molécula quencher, que é capaz de suprimir a fluorescência da macromolécula 

(WANG; CAO; MENG, 2015). Foi possível observar um deslocamento do máximo de 

emissão da ordem de 3 nm para comprimentos de onda menores (efeito hipsocrômico) 

como consequência da associação entre as espécies avaliadas, indicando que houve redução 

da polaridade da proteína decorrente do processo de interação (ARANDAS, 2014).  

Quando ocorre uma interação entre uma proteína (P) e um ligante (L, quencher), 

pode ocorrer a formação de um complexo P-L (estado fundamental), o qual não apresenta 

fluorescência ou a proteína ser desativada no estado excitado. Uma estratégia para 

investigar o mecanismo de quenching é estudar a dependência da temperatura no processo 

de interação. Para este fim, titulou-se a proteína (CAT) com timerosal em temperaturas 

diferentes (Tabela 2). Os possíveis mecanismos de supressão de fluorescência são 

classificados como dinâmico e/ou estático, sendo diferenciados em virtude do 
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comportamento em função da temperatura e tempo de vida no estado excitado (ZHANG et 

al., 2013; DEHGHAN et al., 2019). O quenching dinâmico está relacionado ao aumento do 

KSV com o aumento da temperatura, visto que há maior frequência de colisões, referindo-se 

ao processo em que o fluoróforo e o quencher entram em contato apenas 

momentaneamente durante a existência transitória do estado excitado. Em contrapartida o 

quenching estático, neste caso, refere-se à formação de um complexo supramolecular 

estável entre as espécies no estado fundamental (LEI, et al., 2016; JOYE et al., 2015).  

Notou-se uma redução nos valores de KSV com o aumento da temperatura, 

indicando que o tipo de quenching associado ao processo de supressão de fluorescência é 

estático, ou seja, o complexo P-L está sendo formado no estado fundamental. Além disso, 

os valores de Kq (10
12

) foram maiores (Tabela 2) que a constante máxima da taxa de 

quenching por colisão difusional (2,0×10
10 

M
-1

 s
-1

) para uma série de supressores com 

proteínas (CHEN et al., 2018). Desta forma, reforçando que o mecanismo de quenching não 

é causado por colisão dinâmica, mas pela formação de um complexo supramolecular não 

fluorescente. Temperaturas mais altas resultam em maiores coeficientes de difusão, desta 

forma, espera-se que as constantes de quenching bimolecular difusional aumentem 

proporcionalmente com a temperatura. (ACHARYA; SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2013).
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Tabela 2. Parâmetros de ligação e termodinâmicos referentes ao processo de interação entre CAT e TM simulando condições fisiológicas. 

 

T (ºC) 

 Parâmetros de ligação Parâmetros termodinâmicos 

KSV 
(10

4
 M

-1
) 

r 
Kq 

(10
12 

M
-1 

s
-1

) 
Kb 

(10
4
 M

-1
) 

r n 
ΔH 

(kJ mol
-1

) 
Δ  

(J K mol
-1

) 
ΔG 

(kJ mol
-1

) 

22 1,37 ± 0,06 0,9904 1,37 3,73 ± 0,02 0,9952 1,38 ± 0,04 

- 88,8 -195,9 

-31,01 

30 1,36 ± 0,07 0,9888 1,36 0,80 ± 0,02 0,9936 1,21 ± 0,04 -29,44 

38 1,31 ± 0,05 0,9947 1,31 0,58 ± 0,02 0,9931 1,15 ± 0,05 - 27,87 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 
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Os resultados obtidos por fluorescência molecular quanto à natureza do quenching 

foram confirmados pelo ensaio por espectrometria de absorção no UV-vis (Fig. 4), visto 

que esta técnica pode ser utilizada para investigar a formação do complexo proteína-ligante 

no estado fundamental, além de explorar mudanças estruturais da proteína (HE et al., 

2014). 

 

Figura 4. Espectros obtidos no UV-vis. a) Espectro da região de 240 a 500 nm; b) Expansão da 

região de 240 a 360 nm. Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

A formação do complexo CAT-TM foi sustentada pelos dados espectrais obtidos 

devido à alteração da intensidade de absorbância da CAT (ACAT = 0,3601), resultante da 

adição de TM à sua solução.  

De acordo com o perfil espectral é possível inferir o mecanismo de quenching 

existente, pois quando este é dinâmico o espectro de absorção da proteína não é 

influenciado pela presença do ligante, uma vez que esse estado decorre das colisões entre o 

quencher e o fluoróforo no estado excitado. No entanto, quando a interação ocorre por 

quenching estático, são observadas alterações associadas à formação do complexo 

supramolecular no estado fundamental (LYRA et al., 2019). O fato de A = A(complexo) – 
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A(TM) ser diferente de zero, sustenta que de fato, forma-se um complexo no estado 

fundamental, isto é, o mecanismo é por quenching estático (MOLINA-BOLÍVAR, 2014).   

A interação do complexo formado possui afinidade moderada com Kb da ordem de 

10
4
 (Tabela 2), de acordo com alguns relatos na literatura. Moradi e colaboradores (2015) 

estudaram os efeitos causados na CAT pelo deferasirox (quelante de ferro), utilizado no 

tratamento da sobrecarga crônica de ferro, obtendo Kb = 1,7×10
7
. Chen et al. (2015), 

avaliou a interação da catalase com Hg(II) por estudos espectroscópicos combinados com 

docking molecular, obtendo  uma constante de ligação de 10
1
. Santos e colaboradores 

(2018) por sua vez avaliou a interação do timerosal com a albumina do soro bovino (BSA) 

empregando técnicas espectroscópicas, onde foi verificado que este composto 

organomercural reage/interage com a BSA apresentando Kb da ordem de 10
3
. Silva e 

colaboradores (2020) investigou os principais parâmetros relacionados a interação entre o 

TM e a hemoglobina obtendo uma constante de ligação da ordem de 10
6
. Em ambos os 

trabalhos descritos onde a interação do TM com diferentes proteínas foi avaliada, notou-se 

a migração do EtHg
+
 para resíduos de cisteínas livres existentes nessas macroestruturas. 

Contudo, para esse estudo, visto que a CAT não possui resíduos de cisteínas livres espera-

se que a interação ocorra com a molécula do TM na sua forma integra, ou seja, não 

havendo reação. 

O complexo avaliado apresentou estequiometria 1:1 de acordo com os valores de n 

obtidos, ou seja, uma molécula de TM se liga a uma CAT com alta afinidade em apenas 

uma região (Tabela 2). Os valores de Kb diminuem com o aumento da temperatura, isso 

implica que possivelmente um complexo proteína-ligante está sendo desfavorecido, sendo 

dissociado parcialmente com o aumento da temperatura (LU et al., 2010). 

A natureza das forças envolvidas no processo de interação entre essas espécies pode 

ser revelada por meio do estudo dos parâmetros termodinâmicos do sistema. A dependência 

da constante de ligação em virtude da variação da temperatura fornece informações sobre o 

sinal e a magnitude da variação de entalpia (ΔH), entropia (Δ ) e a mudança na variação da 

energia livre (ΔG) do sistema. Sendo esses parâmetros calculados mediante o uso das 

equações 3 e 4. 

b

ΔH 1 ΔS
ln = . +

 
  

 
K

R T R
 equação (3) 
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ΔG = ΔH – TΔ  equação (4) 

De forma geral, as forças de interação intermoleculares principais entre pequenas 

moléculas e proteínas são: ligação de hidrogênio, forças de van der Waals, interações 

hidrofóbicas e eletrostáticas. Valores de ΔH e ΔS negativos indicam a existência das forças 

Van der Waals e ligações de hidrogénio como preferenciais, ao passo que quando ambos 

valores são positivos refletem em interações hidrofóbicas, e se apenas Δ  é positivo 

considera-se uma evidência da interação eletrostática (ZHANG; MA, 2013). Tais forças, 

associadas a outros fatores, são responsáveis pelos sinais e magnitudes dos parâmetros 

termodinâmicos para a estabilidade proteica, bem como a sua ligação com moléculas 

pequenas (ARROYO-MAYA et al., 2016). 

Com base nos valores obtidos foi possível observar que o processo de interação foi 

espontâneo (∆G < 0) e que, há uma redução no valor do Kb e n com o aumento da 

temperatura, sugerindo que a associação CAT-TM é desfavorecida em temperaturas mais 

elevadas. Com base nos valores de entalpia (∆H) e entropia (∆ ) verificou-se que o TM 

interage predominantemente por forças de Van der Waals e ligações de hidrogênio (∆H < 0 

e ∆  < 0) com a CAT, ou seja, as moléculas estão mais organizadas devido às ligações 

serem mais estáveis, havendo liberação de energia devido a estabilidade dessas ligações 

(LU et al., 2010). Baseado nisso, pode-se considerar esse processo entalpicamante 

favorável, visto que as contribuições do fator ∆H superam as contribuições desfavoráveis 

da entropia (T∆S), fornecendo uma variação líquida negativa da energia livre do sistema, o 

que possibilita a interação entre CAT e TM (ARROYO-MAYA et al., 2016) 

Os parâmetros termodinâmicos ∆H e ∆  fornecem uma maneira de compreender 

quais são as forças preferenciais (e não exclusivas) presentes na formação de um complexo 

supramolecular. No entanto, outros estudos são necessários para verificar se há outras 

forças de interações coexistentes. Avaliar a influência da força iônica no sistema possibilita 

verificar se há algum componente iônico no processo de interação, visto que as espécies 

iônicas podem interagir com diversas macromoléculas com variado grau de afinidade 

(OTZEN, 2002).  

Após a adição gradual de NaCl (0,05 a 0,2 mol L
-1

) ao meio (Fig. 5), observou-se 

uma redução na constante de ligação de aproximadamente 68%, indicando que apesar das 

forças de Van der Waals e ligações de hidrogênio serem preferenciais durante o processo de 
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interação, há uma parcela de forças eletrostáticas envolvidas. Uma vez que, o aumento da 

força iônica da solução ocasionou uma redução na constante de ligação do complexo CAT-

TM, ou seja, a presença dos íons no meio dificulta o processo de interação entre essas 

espécies. A existência dessas forças decorre do comportamento ácido-base do grupo ácido 

carboxílico do TM (pKa = 3,05), pois, nas condições avaliadas (pH 7,4) o mesmo está 

carregado negativamente, o que favorece a interação por meio de forças eletrostáticas 

(SANTOS et al., 2018). 

 

Figura 5. Avaliação do efeito da força iônica na interação CAT-TM. Condições: 30ºC e pH = 7,4 

(Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

5.2 Alterações conformacionais 

A interação do TM com a CAT resultou na extinção do sinal de fluorescência de 

CAT. No entanto, é necessário avaliar se essa interação pode afetar a conformação e/ou 

microambiente da CAT. Uma vez que, a estrutura de uma biomolécula está intimamente 

relacionada às suas funções, e sendo esta alterada a proteína/enzima pode perder sua 

funcionalidade de forma parcial ou total (CAO; LIU; YANG, 2013). Diante disso, ensaios 

foram realizados a fim de monitorar as alterações conformacionais na estrutura da enzima 

após interagir com o TM. 
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5.2.1 Fluorescência tridimensional na avaliação do processo de interação CAT-TM 

A espectroscopia de fluorescência 3D tem sido muito empregada na análise de 

proteínas, pois sugere possíveis alterações na conformação e no microambiente das 

mesmas, caso haja variações na intensidade de determinadas regiões em função do processo 

de interação. Essas alterações conformacionais na estrutura proteica podem ser averiguadas 

a partir de mudanças características das bandas de emissão referentes ao esqueleto 

polipeptídico e resíduos de Trp e Tir (BRAGA et al., 2019).  

 

Figura 6. Espectros de contorno de fluorescência tridimensional da CAT, a) Na ausência de TM, b) 

Na presença de TM. [Cat]= 3µM, [TM]= 100µM. Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 

100 mM NaCl). 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020. 

 

As alterações conformacionais e no microambiente dos aminoácidos aromáticos 

(Trp e Tir) da CAT foram investigadas comparando-se as mudanças espectrais entre os 

gráficos na ausência e na presença do TM (Fig. 6). O pico 1 refere-se ao espalhamento 

Rayleigh (λex = λem), o 2 (297 / 339) está associado aos resíduos de Tir e Trp e o 3 reflete a 

emissão do esqueleto polipeptídico na estrutura protéica (DANTAS et al., 2019). Com 

adição de TM ao sistema observa-se uma redução nos picos 2 e 3 (Tabela 3), o que implica 

inferir que há alteração na polaridade do microambiente dos resíduos Trp e Tir causadas 

pela formação do complexo CAT-TM e consequente mudança na estrutura secundária da 

proteína induzida por essa interação. Esses resultados são confirmados pelos valores de 
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deslocamento de Stokes obtidos após a ligação do TM à proteína, indicando a possível 

ocorrência de alterações microambiente ao redor dos aminoácidos como também na 

conformação da CAT (HUO et al., 2019). 

 

Tabela 3. Informações associadas aos espectros de fluorescência 3D da CAT livre e complexada.  

Pico 

Catalase Complexo 

Posição Stokes 
F 

Posição Stokes 
F 

(λex / λem) Δλ (nm) (λex/λem) Δλ (nm) 

1 (λex = λem) 0 - (λex = λem) 0 - 

2 297/339 42  604 (100%) 297/345 48 468 (23%) 

3 258/334 76 89 (100%) 258/336 78 56 (37%) 

Stokes = Deslocamento Stokes 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

5.2.2 Fluorescência sincronizada na avaliação do processo de interação CAT-TM 

A espectroscopia de fluorescência sincronizada é ideal para observar alterações 

conformacionais nas proteínas após estas interagirem com pequenas moléculas, pois os 

perfis espectrais podem ser utilizados para detectar mudanças na polaridade no 

microambiente no entorno dos fluoróforos (ZAMAN et al., 2017). Com esta técnica é 

possível uma separação espectral para os resíduos de aminoácidos quando os intervalos 

(Δλ) entre os comprimentos de onda de excitação e emissão são fixados em 15 ou 60 nm, 

fornecendo dados característicos para os resíduos de Tir ou Trp, respectivamente (ZHANG 

et al., 2015).        

Como pode ser observado na Fig. 7 que quando aplicado o Δλ = 15 nm (Fig. 6A) na 

curva de titulação as intensidades de fluorescência do complexo CAT-TM não 

apresentaram diminuição significativa, enquanto que para o Δλ = 60 nm (Fig. 7B), as 

intensidades de fluorescência do complexo reduziram gradativamente, indicando que a 

interação CAT-TM altera o microambiente ao redor dos resíduos de triptofano, de forma 

mais significativa.  
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Figura 7. Titulação empregando fluorescência sincronizada para os resíduos de: a) Tirosina e b) 

Triptofano, com adição de incrementos de TM (0 -1 80 µM). Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 

50 mM, 100 mM NaCl). 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

Para a obtenção de comparações quantitativas calculou-se a constante de Stern-

Volmer, um parâmetro que indica qual dos resíduos possui seu ambiente mais afetado partir 

do processo de interação. Para o resíduo de Trp foi obteve-se Ksv = 3,43×10
3
 M

-1
 enquanto 

que para os resíduos de Tir, o valor de Ksv = 0,93×10
2
 M

-1
, sendo menor devido ao fato de 

que praticamente não houve mudanças no microambiente para esses resíduos. Assim, 

indicando que o resíduo de Trp é o que influencia mais no processo de interação, 

concordante com o perfil espectral apresentado.  

Os resultados também mostram que a polaridade no entorno dos resíduos de Trp 

aumentam, uma vez que houve variação de + 2 nm em relação ao comprimento de onda de 

máxima emissão, assim, os resíduos deste aminoácido aromático sensível a variação de 

polaridade foi exposto à água durante o processo de interação, possivelmente devido a 

mudanças na conformação da CAT (LU et al., 2010; ZHANG et al., 2015). HUO e 

colaboradores (2019) ao avaliar a influência do Maltol nos resíduos da CAT obteve 

resultados similares aos aqui apresentados, bem como Zaman et al., (2017) que estudou o 

efeito da clofazimina frente a essa enzima. Ambos verificaram que os resíduos de Trp 
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sofrem maiores alterações, indicando que a região de ligação para esses ligantes está mais 

próxima desses resíduos. 

 

5.2.3 Avaliação da hidrofobicidade superficial da CAT  

As regiões hidrofóbicas expostas das proteínas são amplamente detectadas por 

intermédio da ligação com sondas fluorescentes como 1-anilino-8-naftaleno sulfonato 

(ANS), que é uma molécula anfipática composta por um grupo hidrofóbico de anilina 

naftaleno e um grupo sulfonato carregado negativamente (SINGH et al., 2019). O ANS ao 

se ligar a regiões hidrofóbicas da proteína tem a sua mobilidade restrita resultando em um 

aumento gradual no seu sinal de fluorescência, sendo desta forma utilizado para monitorar 

as mudanças na hidrofobicidade da superfície proteica (DING et al., 2010). Portanto, 

buscando entender melhor a natureza da interação entre CAT e TM, estudos de ligação 

foram realizados na presença de ANS (Fig. 8).  

 

Figura 8. Espectro de fluorescência do sistema CAT-ANS em diferentes concentrações de TM (0-

180 μM). Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

De acordo com a Fig. 8, o ANS livre não apresenta fluorescência intrínseca 

apreciável, contudo, ao se ligar a proteína (CAT-ANS) observa-se a emissão de 

fluorescência com emissão máxima em 456 nm. Ao adicionar quantidades crescentes de 
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TM ao sistema CAT-ANS não houve uma redução na intensidade do sinal de fluorescência, 

pelo contrário, se observou um aumento. Tal evidência experimental indica que houve um 

aumento no número de regiões hidrofóbicos expostos na superfície da CAT em decorrência 

do processo de interação CAT-TM, e inferindo que o ligante não interage em sítios 

hidrofóbicos da enzima, corroborando com o que foi verificado em ensaios anteriores. Em 

estudo biofísico realizado por Khan e colaboradores (2018) avaliou-se o comportamento da 

CAT frente uma classe de surfactantes catiônico obtendo um aumento gradual do sinal de 

fluorescência com adição destas espécies ao sistema CAT-ANS, bem como o resultado aqui 

exposto. 

 

5.2.4 Dicroísmo circular da CAT no processo de interação com TM 

Para investigar alterações na estrutura secundária da CAT no processo de interação 

com o TM, realizou-se o ensaio por espectroscopia de dicroísmo circular (DC), pois trata-se 

de uma técnica útil para verificar a influência do processo de interação na estrutura 

secundária das proteínas. Além disto, pode também ser empregada para determinar os 

parâmetros de ligação, visto que a elipticidade da proteína depende da concentração do 

ligante, no entanto, os erros associados são geralmente maiores do que pelo método de 

fluorescência utilizado nesse estudo. Assim como para outras proteínas, como HSA e BSA, 

por exemplo, a CAT apresenta duas bandas negativas na região ultravioleta em 208 e 222 

nm, características da estrutura α-helicoidal, enquanto o sinal em 215 nm representa a folha 

β (VARLAN; HILLEBRAND, 2010; HAO et al., 2015). 

As medições de DC foram realizadas na presença de diferentes concentrações de 

TM (Fig. 9). Os resultados foram expressos em termos de elipticidade média do resíduo 

(EMR, ) em deg cm
2
 dmol

−1
, de acordo com a seguinte equação: 

DC(med) observado
EMR = 

Cp×n×L×10
 equação (8) 

Onde Cp é a concentração molar da proteína (2 µM), n é o número de resíduos de 

aminoácidos da CAT (506) e L é o comprimento do caminho óptico (0,1 cm). O conteúdo 

da α-hélice foi calculado a partir dos valores médios de elipticidade dos resíduos a 208 nm, 

usando a seguinte equação: 
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208
- EMR  -  4000

α - hélice (%) = 
33000-4000

 equação (9) 

Sendo EMR208 a representação do valor de EMR, O EMR da forma beta na 

conformação randômica corresponde a 4000 e o valor de EMR da α-hélice pura é 33000, 

todos esses valores foram calculados a 208 nm (SANTOS et al., 2018). 

 

Figura 9. Espectros de dicroísmo circular da CAT em diferentes concentrações de TM. Condições: 

30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

A adição de TM a CAT ocasionou uma redução dos sinais espectrais próximos as 

regiões avaliadas (208 a 222 nm) evidenciando a existência de interações eletrostáticas 

entre essas espécies durante o processo de interação, corroborante com o ensaio de força 

iônica que avalia esse tipo de interação (SANTOS et al., 2018). Este processo induz ao 

rearranjo e alterações conformacionais na estrutura secundária da CAT (RASHTBARI et 

al., 2017), sugerindo a estabilização da enzima pelo aumento de 8,76% no conteúdo de α-

hélice (YEKTA et al., 2017), que podem afetar nas suas funções fisiológicas (Tabela 4). 
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Tabela 4. Alterações na estrutura secundária da CAT na ausência e presença de diferentes 

concentrações de TM.  

 

[CAT] (µM)  [TM] (µM) Proporção α-hélice (%) 

2,0 

0 1:0 45,07 

2 1:2,5 48,55 

10 1:5,0 50,96 

20 1:10 53,83 
Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

5.2.5 Dispersão dinâmica da luz (DLS) da CAT no processo de interação com TM 

A dispersão dinâmica da luz é empregada para medir o tamanho da partícula em 

solução, a partir do coeficiente de difusão, desta forma, o tamanho de partícula obtido é 

chamado de dimensão "hidrodinâmica". O coeficiente de difusão de uma partícula depende 

não apenas da sua massa, mas também da forma e da composição química da superfície, 

uma vez que, esses parâmetros afetam as interações partícula-solvente e, portanto, o 

movimento browniano dessas partículas (LIU; PIERRE-PIERRE; HUO, 2012).  

Assim, buscando monitorar o tamanho da enzima e do complexo enzima-ligante, 

realizou-se o ensaio de DLS em condições fisiológicas simuladas. Os resultados obtidos por 

meio desse estudo (Fig. 10) inferem que houve alteração no tamanho das moléculas 

possivelmente decorrentes de agregação e/ou mudanças conformacionais que ocorreram na 

proteína durante a interação (ZAMAN et al., 2017; SINGH et al., 2019).  

De acordo com o valor dos raios hidrodinâmicos da CAT in natura (14,85 nm) e do 

complexo (21,55 nm), nota-se um aumento de aproximadamente 6 nm no raio 

hidrodinâmico após o processo de interação, sugerindo que houve alterações 

conformacionais sofridas por essa macromolécula durante o processo de interação ocasiona 

na formação de agregados da CAT, o que pode influenciar na atividade e funcionalidade 

desta enzima. 
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Figura 10. Raio hidrodinâmico da CAT. a) na presença TM (20 µM); b) CAT in natura. 

Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

5.2.6 Espectroscopia de absorção no UV-vis 

A espectroscopia de absorção UV-vis é bastante eficaz para explorar também 

alterações estruturais das proteínas (YANG et al., 2013). A catalase possui duas bandas de 

absorção na faixa de comprimento de onda avaliada (200 a 500 nm), com uma banda 

principal próxima de 280 nm, que deriva principalmente de aminoácidos aromáticos, 

incluindo o triptofano e tirosina, e outra em aproximadamente 405 nm denominada banda 

 oret, a qual é proveniente das transições eletrônicas ππ
*
 no grupo heme (Fig. 

11). Normalmente, a interação da proteína com uma espécie externa resulta na formação do 

complexo com alterações na absorvância e na posição dos picos de absorção (YEKTA et 

al., 2017; RASHTBARI et al., 2017).  
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Figura 11. Espectros de absorção de UV-vis da CAT na ausência e presença de TM. a) Sinal dos 

Resíduos de triptofano e tirosina e banda de Soret; b) Expansão da região da banda de Soret. 

Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

Observou-se um crescimento gradual nas bandas de absorção da CAT nas diferentes 

concentrações de TM, como também um leve deslocamento para menores comprimentos de 

onda da ordem de 3 nm (deslocamento hipsocrômico). Isso é um indício de que há 

mudanças na polaridade ao redor dos resíduos de triptofano e tirosina, assim como, 

alteração na cadeia peptídica da CAT com consequente alteração na hidrofobicidade 

(ZAMAN et al., 2017).  

Portanto, a interação entre essas espécies conduz a variações conformacionais na 

estrutura protéica, principalmente próximo aos resíduos de triptofano, os quais estão 

sujeitos a maior variação em decorrência do efeito da variação da polaridade do 

microambiente (COLLAZOS et al., 2019). É possível notar uma perturbação do pico de 

Soret (405 nm) resultante de alterações no microambiente do grupo heme e alterações 

estruturais do sítio ativo da enzima pelo TM (DEHGHAN et al., 2019), cuja absorção nessa 

região foi negligenciada por não influenciar consideravelmente (SANTOS et al., 2018). 
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5.3 Transferência de energia por ressonância de Förster (FRET)  

O FRET é um fenômeno físico que depende da distância na qual a energia é 

transferida de um doador (fluoróforo) a um receptor (ligante) que geralmente emite em 

comprimento de onda maior (RASHTBARI et al., 2020). É frequentemente utilizado na 

química de proteínas para calcular a distância do local de ligação entre o resíduo de 

aminoácido da proteína com a molécula de interesse e, depende das seguintes condições: (i) 

o doador deve produzir fluorescência intrínseca; (ii) o espectro de absorção do receptor 

deve se sobrepor ao espectro de emissão de fluorescência do doador e (iii) a distância entre 

o doador e o receptor deve ser inferior a 8 nm. Assim, o FRET é uma técnica sensível para 

investigar uma variedade de fenômenos biológicos que produzem alterações na 

proximidade da região de interação a nível molecular (SEKAR; PERIASAMY, 2003; 

CHENG; JIANG; LIU, 2013). 

Neste trabalho, as equações utilizadas no tratamento dos dados de FRET são as 

seguintes: 

6

0

6 6

0 0 0

RF
E = 1 - 

F R + 


r
 equação (5) 

6 -25 2 -4

0R = 8.79×10 K n J  equação (6) 

   

 

4

0

0

F d
J

F dy

    










 equação (7) 

 

onde, E é a eficiência de transferência de energia (equação 5), R0 a distância crítica de 

Föster (equação 6), J é a integral de sobreposição dos espectros de emissão de fluorescência 

do doador e o espectro de absorção do receptor (equação 7), K
2
 fator de orientação que está 

diretamente relacionado com a geometria do dipolo entre o doador e o aceptor, n índice de 

refração do meio,   rendimento quântico da proteína (catalase) e r0 a distância entre o 

doador e o receptor. 

De acordo com os resultados (Tabela 5), houve transferência de energia entre o 

resíduo de triptofano da CAT para o TM em ambas as proporções empregadas, uma vez 

que o doador e o receptor estão dentro do intervalo de distância crítica (8 nm), indicando 

que a transferência de energia ocorreu com alta probabilidade (CHI et al., 2010). 
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Tabela 5. Parâmetros de FRET obtidos da sobreposição espectral entre o doador e receptor em 

diferentes proporções, onde K
2 
= 2/3, n = 1,36 e Ф = 0,15. Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 

mM, 100 mM NaCl). 

 

[CAT] (µM) CAT:TM J (M
-1 

cm
-1

 nm
4
) E (%) R0 (nm) r0 (nm) 

2,5 1:4 5,32×10
-15

 2,48 2,26 4,18 

5 1:1 2,56×10
-15

 0,62  2,00 4,68 
Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

Empregando uma proporção de 1:10 Xu e colaboradores (2014) avaliou a 

transferência de energia entre a CAT e 6-benzilaminopurina encontrando os seguintes 

valores para as constantes E = 37,2%, R0 = 2,02 nm e r0 = 2,21 nm. Enquanto Zhang; Jin 

(2008) encontraram os valores descritos a seguir utilizando uma proporção CAT:mesilato 

de pazufloxacina (1:6), E = 4,2%, R0= 2,31 nm e r0 = 3,89 nm. Quando comparados com os 

dados obtidos observa-se que a transferência de energia é maior, visto que as proporções do 

ligante utilizadas são bem maiores. A distância crítica de Föster foi similar para todas as 

proporções avaliadas e estudadas, enquanto que a distância (r0) entre a CAT e o TM foi 

maior que a encontrada na literatura para a CAT e outros ligantes.  

 

5.4 Avaliação de diferentes espécies no processo de interação  

No plasma, existem algumas espécies que são essenciais ao corpo humano, as quais 

podem influenciar no desempenho das funções exercidas pelas biomoléculas. A CAT 

desempenha um papel importante na proteção dos tecidos contra efeitos tóxicos 

principalmente do H2O2 e sua atividade pode ser alterada pela presença de alguns 

compostos (ZHANG et al., 2015; ZHANG et al., 2013). Essas espécies podem ser 

nomeadas inibidores quando reduzem a funcionalidade da macromolécula, interagindo de 

três maneiras distintas, dentre elas a inibição competitiva, não competitiva e mista 

(KHATAEE et al., 2019). 

Nesse estudo, avaliaram-se diferentes inibidores, competitivos e não competitivos, 

como também algumas espécies presentes no organismo buscando verificar a influência 

destes na interação CAT-TM. As constantes de ligação do complexo na presença de íons 

estão expostas na Tabela 6.  
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Tabela 6. Avaliação da influência de diferentes espécies na constante de ligação do complexo. 

Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl).  

 

Espécie 
Kb 

(10
4
 M

-1
) 

r n Kb´/Kb Tipo de inibição 

Referência 3,14 ± 0,01 0,9984 1,14 ± 0,02 1,00 - 

Fosfato 0,97 ± 0,02 0,9830 1,05± 0,06 0,31 - 

Glicose 3,28 ± 0,01 0,9976 1,14 ± 0,03 1,04 - 

Brucina 1,23 ± 0,02 0,9923 1,03 ± 0,04 0,39 - 

Ca(II) 1,38 ± 0,01 0,9970 1,04± 0,03 0,44 - 

Fe(III) 1,18 ± 0,01 0,9954 1,02± 0,03 0,37 - 

Mg(II) 1,21 ± 0,02 0,9924 0,98± 0,04 0,39 - 

Fe(II) 0,80 ± 0,01 0,9960 0,92± 0,03 0,26 - 

Zn(II) 1,27 ± 0,01 0,9969 0,97± 0,02 0,40 Competitivo 

Ag(I) 0,12 ± 0,02 0,9891 0,75± 0,04 0,04 Competitivo 

Cu(II) 0,90 ± 0,02 0,9922 1,00± 0,04 0,28 Competitivo 

Cianeto 1,21 ± 0,01 0,9950 0,98± 0,03 0,39 Não competitivo 

NaN3 1,52 ± 0,01 0,9959 1,05 ± 0,03 0,48 Não competitivo 

Hidroxilamina 0,81 ± 0,02 0,9922 0,99 ± 0,04 0,26 Não competitivo 

Quercetina 1,77 ± 0,01 0,9952 1,07, ± 0,03 0,56 Não competitivo 

Kb’ = constante de ligação na presença de uma dada espécie competidora. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

De acordo com os resultados, ficou evidente que as constantes de ligação de CAT-

TM diminuíram na presença da maioria das espécies avaliadas, exceto a glicose. Sugerindo 

que a presença dessas espécies no plasma, tanto quanto os inibidores avaliados influenciam 

na afinidade do complexo CAT-TM, o que implica na ocorrência de competição ou 

possível alteração conformacional ao redor do sítio de ligação na presença destes.   

 

5.5 Ressonância magnética nuclear (RMN) 

O estudo por RMN 
1
H (Fig. 12) possibilita monitorar do processo de interação sob a 

perspectiva do ligante, ou seja, a partir da comparação dos parâmetros dos espectros do TM 

livre e ligado à macromolécula. Com a utilização dessa técnica pode-se mensurar, em 
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alguns casos, a região de interação do ligante com a CAT a partir da variação de 

deslocamento químico de cada hidrogênio. 

Pode-se observar uma redução na intensidade e na resolução dos picos com o 

aumento da concentração da macromolécula, sendo associado ao processo de interação 

existente entre essas espécies apesar de não haver deslocamentos químicos. Como a 

redução foi proporcional para todos os hidrogênios pode-se inferir que a interação é com a 

molécula de forma geral, sem uma região especifica e desta forma, todos os hidrogênios 

foram afetados nesse processo.  

 

Figura 12. Espectro de RMN 
1
H do TM na presença de diferentes proporções de CAT. Expansão 

das diferentes regiões (a e b). Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Fosfato 10 mM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2021. 
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5.6 Estudos cinéticos de inibição da CAT frente ao TM 

O papel desempenhado pelas biomoléculas está intimamente relacionado com a sua 

estrutura, de modo que uma variação estrutural pode afetar a função fisiológica destas (HU; 

DA, 2014). De acordo com os estudos realizados anteriormente existem alterações 

conformacionais na estrutura da CAT durante o processo de interação com o TM, que 

podem ser responsáveis pela diminuição da atividade enzimática. Em virtude disso, 

realizou-se o estudo cinético in vitro sob condições fisiológicas, buscando verificar se de 

fato, tais mudanças afetaram a atividade catalítica da enzima.  

A atividade da CAT (0,1 μM) foi avaliada por espectroscopia de absorção no UV-

vis por meio do monitoramento da decomposição de H2O2 a 240 nm. Para avaliar os 

possíveis efeitos do TM na atividade da CAT, a mesma foi incubada com diferentes 

concentrações de TM. Com os dados obtidos nesse ensaio foi possível calcular a atividade 

relativa da CAT (Fig. 13) utilizando a seguinte equação: 

x

0

ΔA
atividade CAT (%) = 100

ΔA
  equação (8) 

onde ΔAX e ΔA0 são respectivamente os valores da redução de absorção em 240 nm da 

solução de peróxido de hidrogênio e CAT com e sem o TM (HAO et al., 2018). 

Figura 13. Efeito de diferentes concentrações de TM na decomposição de H2O2 pela CAT. a) 

Cinética de decomposição do peróxido; b) Atividade relativa. Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-

HCl 50 mM, 100 mM NaCl).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: elaborado pela autora, 2021. 
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Pôde-se observar uma redução de cerca de 85% na atividade da CAT em função da 

adição de TM ao sistema (Fig. 12), indicando que o mesmo tem uma ação inibitória 

significativa na decomposição de H2O2, corroborando com o valor de IC50 calculado que foi 

de 14,75 µM. Assim, propiciando indícios para inferir que a diminuição na atividade da 

CAT pode ser causada pelas alterações conformacionais evidenciadas anteriormente devido 

ao processo de interação. Em estudo realizado por Chen e colaboradores (2015) que avaliou 

a interação do mercúrio inorgânico (Hg(II)) com a CAT, foi obtido um valor de IC50 de 

aproximadamente 260 µM, indicando que o TM é um inibidor muito mais efetivo que o 

Hg(II). O que está de acordo com o resultado obtido pela análise de absorção no UV-vis 

(Fig. 14), onde avaliou-se a influência das diferentes espécies de mercúrio na atividade da 

CAT. O metil mercúrio foi a espécie que mais reduziu a atividade enzimática, o que é 

esperado pois trata-se da espécie mais tóxica de Hg (DÓREA, 2017b).  

 

Figura 14. Efeito das diferentes espécies de Hg na decomposição de H2O2 pela CAT. Condições: 

30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2021. 
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convergindo no mesmo ponto no eixo da abscissa (x) enquanto o eixo do intercepto (y) 

aumenta em função da concentração de TM. De acordo com gráfico de Lineweaver-Burk, o 

declive da linha resultante é KH / Vmáx, o intercepto é 1/Vmáx, enquanto que o eixo da 

abscissa (x) equivale a -1/KM (Xu et al., 2014).  

As evidências da inibição mista são a modificação simultânea na constante de 

Michaelis (KM) e na velocidade máxima (Vmáx) quando o inibidor é adicionado 

(SHAHRAKI; DELARAMI; SAEIDIFAR, 2019). A adição gradual de TM a CAT 

ocasionou um aumento tanto nos valores de Vmáx que variou de 6,76 ×10
-3 

a 0,178, quanto 

nos valores de KM aparente cuja variação foi de 4,77 a 1,07. Sendo assim, o TM atua como 

um inibidor misto da CAT, isso significa que o TM pode se ligar a CAT livre, bem como 

ao complexo enzima-substrato para reduzir a catálise, tendo efeitos inibitórios tanto 

competitivos quanto não competitivos (YEKTA et al., 2018; NELSON; COX, 2014).  

 

Figura 15. Gráfico Lineweaver-Burk para catalase. Condições: 30ºC e pH = 7,4 (Tris-HCl 50 mM, 

100 mM NaCl). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2021. 
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ressaltando os principais parâmetros como, constante de ligação, tipo de forças existentes, 

distância entre o ligante e a enzima durante a interação e o tipo de inibição encontrado. De 

acordo com os dados apresentados, torna-se notável que a CAT age pelos diferentes tipos 

de inibição reversíveis existentes, sendo majoritariamente por via não competitiva. Além de 

apresentar magnitude da interação intermediária para grande parte dos ligantes avaliados.
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Tabela 7. Comparação da interação de diferentes ligantes com a catalase simulando condições fisiológicas.  

 

Ligante Tampão e pH 
KSV 

(10
4 
M

-1
) 

Kb 

(10
4
 M

-1
) 

Forças intermoleculares r0 (nm) Tipo de inibição Referência 

Bifendato (DDB) ou 

análogos 
Fosfato 200 mM (pH 7,4) 3,13 2,87 Interações Hidrofóbicas 2,74 - WANG et al., 2013 

Bicyclol Fosfato 200 mM (pH 7,4) 1,05 0,96 Interações Hidrofóbicas 2,84 - WANG et al., 2013 

Aspirina Fosfato 50 mM (pH 7,0) 2,00 100 
Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- - 

KOOHSHEKAN et al., 

2016 

Ácido salicílico Fosfato 200 mM (pH 7,2) 2,65 4,46 
Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
2,62 - WU, 2007 

Quercetina Fosfato 50 mM (pH 7,5) 21,8 16,04 Interações Hidrofóbicas - Não competitivo 
RASHTBARI et al., 

2017 

2-mercaptobenzimidazol Fosfato 200 mM (pH 7,4) 2,25 342 
Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- Não competitivo TENG et al., 2014 

Oxalli-paládio Fosfato 50 mM (pH 7,0) 0,32 46,60 Forças eletrostáticas - Não competitivo 
GHOLAMIAN et al, 

2017 

Deferasirox Fosfato 50 mM (pH 7,0) 0,90 1700 Interações Hidrofóbicas - Competitivo MORADI et al., 2015 

Oxitetraciclina Fosfato 200 mM (pH 7,4) 1,78 7,09 
Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
6,48 - 

CHI; LIU; ZHANG, 

2010 

Farnesiferol C Fosfato 50 mM (pH 7,4) 5,30 11,70 Interações Hidrofóbicas - Misto YEKTA et al., 2018 

Resveratrol Fosfato 50 mM (pH 7,0) 14,0 0,49 
Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- Não competitivo 

RASHTBARI et al., 

2017 

Pioglitazona Fosfato 50 mM (pH 7,0) 5,00 5000 Interações Hidrofóbicas - - YEKTA et al., 2017 

Complexos de platina Fosfato 50 mM (pH 7,4) 0,34 427000 
Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- - GHOBADI et al., 2018 

Miricertina Fosfato 200 mM (pH 7,4) 10,15 22,34 
Lig. de hidrogênio e 

interações eletrostáticas 
6,07 - ZHU et al., 2007 

Ácido elágico Fosfato 50 mM (pH 7,0) 2,2 47350 
Lig. de hidrogênio e 

interações eletrostáticas 
2,83 - 

RASHTBARI et al., 

2020 

Mesilato de 

pazufloxacina 

Fosfato 200 mM com 

NaCl 100mM (pH 7,4) 
4,36 4,00 

Lig. de hidrogênio e 

interações eletrostáticas 
3,89 - ZHANG; JIN, 2008 

Sunset yellow Fosfato 50 mM (pH 7,0) 0,69 0,26 
Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- Não competitivo DEHGHAN et al.,2019 

6-benzilaminopurina 
Tampão Tris 50 mM com 

NaCl 100 mM (pH 7,4) 
0,77 0,72 

Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
2,21 Não competitivo XU et al., 2014 
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Base de Schiff [Pd(II)] 
Tampão Tris 50 mM com 

NaCl 100 mM (pH 7,4) 

12,0 

 
4,00 

Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- Misto 

SHAHRAKI; 

DELARAMI; 

SAEIDIFAR, 2019 

Base de Schiff [Zn(II)] 
Tampão Tris 50 mM com 

NaCl 100 mM (pH 7,4) 
22,5 63,1 

Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- Misto 

SHAHRAKI; 

DELARAMI; 

SAEIDIFAR, 2019 

Hg(II) 
Tampão Tris 50 mM com 

NaCl 100 mM M (pH 7,4) 
1,03 0,0013 

Lig. de hidrogênio e 

forças de Van der Waals 
- - CHEN et al., 2015 

Timerosal 
Tampão Tris 50 mM com 

NaCl 100 mM (pH 7,4) 
0,86 2,59 

Lig. de hidrogênio, forças 

de Van der Waals e 

eletrostáticas 

4,18 Misto Este trabalho 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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5.7 Estudos preliminares de toxicidade do TM in vivo 

 

5.7.1 Modelo empregando Drosophila melanogaster 

 Em estudos realizados anteriormente por NIEHOFF et al. (2015) foi avaliado os 

efeitos de HgCl(II), MeHgCl e TH em drosophilas, verificando-se que as três espécies 

investigadas apresentam diferenças significativas com relação à passagem da barreira 

hematoencefálica. Sendo que as espécies orgânicas foram capazes de ultrapassara-la, uma 

vez que possuem polaridade menor e, portanto, toxicidade maior quando comparado ao 

mercúrio inorgânico, causando danos irreversíveis ao sistema nervoso, especialmente nos 

primeiros estágios de desenvolvimento (ABNOOS et al., 2013; MAHAPATRA et al., 

2010). Esses estudos sugerem que a Drosophila é um modelo confiável para estudos in vivo 

a fim de avaliar os mecanismos moleculares associados à citotoxicidade do TM e seu efeito 

nos sistemas de neurotransmissores monoaminérgicos (BIANCHINI et al., 2019).  

 Larvas na 1ª fase foram expostas ao meio contendo TM, objetivando avaliar o 

efeito dessa espécie de Hg no desenvolvimento das moscas, uma vez que os estágios 

iniciais da vida são suscetíveis aos efeitos adversos do mercúrio (KORBAS et al., 2012). 

Foi possível observar um atraso significativo no desenvolvimento das larvas com o 

aumento da concentração de TM ao meio, sendo que em maiores concentrações as larvas 

não chegaram na 3ª fase, havendo assim uma letalidade larval acentuada (LC50 = 17,4 μM) 

(Fig. 16). Essa letalidade pode estar associada a diferentes fatores, dentre eles, o acúmulo 

de Hg no sistema nervoso central que ocasiona déficits neuroquímicos e comprometimentos 

comportamentais (BIANCHINI et al., 2019) ou até mesmo danos ao DNA (MOJICA-

VÁZQUEZ et al., 2019). 
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Figura 16. Gráficos de avaliação da letalidade larval, pulpal e de atrasos no desenvolvimento 

monitorados durante 13 dias consecutivos. a) Gráfico de pulpação por dia; b) Pulpação total; c) 

Mortalidade larval; d) Controle de adultos emergentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2021. 

 

 Em estudos anteriores realizados em Drosophila verificou-se que tanto o 

MeHg
+
 quanto o EtHg

+
, se acumulam no cérebro, levando a dificuldades comportamentais 

e neuroquímicas, além de observar que os níveis de dopamina sofreram alterações na 

presença de TM (BIANCHINI et al., 2019). A interação de espécies de Hg com nucleofílos 

moles de biomoléculas é um dos fatores responsáveis pela diminuição da capacidade 

antioxidante e consequente aumento da geração das espécies reativas de oxigênio 

(FARINA; ASCHNER; ROCHA, 2011), concordante com observações de que o estresse 

oxidativo representa um evento central na mediação da neurotoxicidade induzida por 

MeHg
+
 (RAND; DAO; CLASON, 2009).  
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 Desta forma, optou-se por avaliar a atividade da CAT presente nas Drosophilas 

(Fig. 17), visto que muitas das defesas imunológicas inatas desses invertebrados exibem 

semelhanças funcionais significativas com o sistema imunológico dos vertebrados, e a CAT 

que está presente no cérebro e fígado, faz parte do sistema de defesa antioxidante 

(MULCAHY et al., 2011).  

 Para essa finalidade realizou-se adicionalmente um ensaio piloto com 

drosophilas machos, objetivando avaliar a resistência desses quando expostos a diferentes 

concentrações de TM e determinar quais destas seriam empregadas.  

 

Figura 17. Resultados prévios da atividade da catalase em Drosophilas sob 48 h de exposição. a) 

Na fase larval; b) Machos na fase adulta. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2021. 

  

 Foi possível observar uma redução gradual da atividade enzimática nas 

Drosophilas machos adultas, contudo na fase larval não foram observadas diferenças 

significativas. Isso pode estar relacionado ao fato de que como foi preparado um 

homogenato das moscas tanto na fase adulta quanto na fase larval, todo seu organismo foi 

analisado, o que pode ter influenciado, já que as larvas estão em etapas de 

desenvolvimento. Em contrapartida, nos estágios iniciais a letalidade pode está associada a 

outros fatores, dentre eles os danos ao DNA, que serão avaliados posteriormente. Também 

pretende-se direcionar os estudos para o sistema nervoso central e corpo adiposo, um órgão 
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metabolicamente semelhante ao fígado humano, devido à majoritariedade de catalase 

nesses sistemas. 

 

5.7.2 Modelo empregando ZF 

 De acordo com os resultados obtidos nesse ensaio pôde-se notar os efeitos das 

amostras testadas em embriões e larvas de ZF no final de um período de exposição de 96 h 

(Fig. 18). Na concentração mais alta testada (0,2 µM), o TM causou alta mortalidade 

embrionária, além da coagulação (Figura 19d) e falta de batimento cardíaco mediante a 

exposição. Com a diminuição na concentração, a letalidade também diminuiu, enquanto os 

efeitos não letais foram predominantes até 0,05 µM; esses efeitos não letais observados, 

foram malformação ocular, malformação otólita, edema pericárdico e retardo na eclosão 

dos ovos (Figura 19e, 19f e 19g, respectivamente), todos associados a teratogenicidade 

ocasionada por essa espécie de mercúrio. 

 

Figura 18. Visão geral dos efeitos cumulativos do timerosal em embriões e larvas de peixe-zebra 

após 96 h de exposição. Sem efeito: características morfológicas semelhantes aos organismos de 

controle; Efeito não letal: presença de endpoints subletais; Mortalidade: presença de desfechos de 

letalidade. 

 

Fonte: elaborado por Juliana Souza e Davi Farias (DBM – UFPB), 2020. 

 

 Os resultados do ensaio de embriotoxicidade em embriões de ZF expostos a 

concentrações crescentes de TM durante 96 h, mostrou alguns efeitos não letais sofridos 
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como a malformação ocular e de otólito, atraso na incubação do ovo, edema pericárdico, 

bem como efeitos letais coagulação de ovo e a falta de batimento cardíaco. O LC50 

calculado para o timerosal foi de 0,11 µM.  

 

Figura 19. Efeitos letais e não letais observados em embriões e larvas de ZF após exposição a 

concentrações crescentes de TM. (a), (b) e (c) Organismos controle com desenvolvimento normal 

após 24, 72 e 96 h expostos apenas ao meio E3; (d) embrião coagulado com 24 h de idade exposto a 

0,05 µM de TM; (e) embrião de 24 h com malformação ocular e otólita (em e om, respectivamente) 

exposto a 0,2 µM; (f) embrião de 72 h com edema pericárdico (ep) exposto a 0,05 µM; e (g) 

embrião de 96 h com atraso de incubação exposto a 0,1 µM. 

 

 

Fonte: elaborado por Juliana Souza e Davi Farias (DBM – UFPB), 2020. 

 

 Inicialmente tentando esclarecer os mecanismos de toxicidade do TM neste 

sistema, três enzimas biomarcadoras - colinesterase, lactato desidrogenase e glutationa S-

transferase (GST)- foram avaliadas. Os níveis de expressão dessas enzimas podem ser 

alterados por espécies tóxicas e, portanto, é possível associar essas alterações a mecanismos 

particulares de toxicidade. Na Figura 20 é mostrada a quantificação das atividades de 

biomarcadores em larvas de ZF após a exposição ao TM durante 96 h. O composto de 

mercúrio mudou consistentemente apenas os níveis de GST de maneira dependente da 

concentração. O principal papel da família GST é a desintoxicação dos xenobióticos, visto 

que a GST sofreu alterações significativas e assim como a CAT trata-se de uma enzima 

antioxidante que possui átomos de enxofre em sua estrutura, pelo qual o mercúrio tem forte 
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afinidade podendo interromper a atividade de proteínas que contenham esse átomo 

(FREITAS; JUNIOR; MASUDA, 2008; FARINA; ASCHNER; ROCHA, 2011). Desta 

forma, espera-se que a CAT presente no ZF também sofra alterações quando avaliada, pois 

o fígado é um dos principais órgãos de acúmulo de tóxicos, e o mesmo possui uma grande 

quantidade dessa enzima (CARDOSO; OLIVEIRA; ROCHA, 2019). E tanto o fígado 

quanto o cérebro e rins estão relacionados a possíveis mecanismos de desintoxicação 

devido à transformação de MeHg
+
 em espécies menos tóxicas de Hg, no entanto os detalhes 

sobre tais processos biológicos ainda são desconhecidos (FENG et al., 2015). 

 

Figura 20. Atividades de GST, AChE e LDH (valor médio ± desvio padrão) em larvas de ZF após 

96 h de exposição ao TM. a, b, c Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos 

(ANOVA seguida pelo Teste de Comparação Múltipla de Tukey, p < 0,05). 

 

Fonte: elaborado por Juliana Souza e Davi Farias (DBM – UFPB), 2020. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O processo de interação foi investigado com base em estudos biofísicos, confirmando-

se por meio dos ensaios que o TM inibe a fluorescência da catalase, além de provocar 

alterações conformacionais na estrutura proteica e consequente redução na atividade 

desempenhada pela mesma na decomposição de H2O2. Dessa forma, concordante com os 

ensaios in vitro e in vivo realizados é possível constatar a toxicidade associada ao TM 

frente à CAT que é um modelo biológico relevante, visto que diversas doenças estão 

relacionadas ao desequilíbrio da sua função. Portanto, esses resultados podem auxiliar na 

compreensão de possíveis efeitos relacionados à desordem causadas pelo TM no 

organismo, em particular os efeitos associados ao estresse oxidativo ocasionado, dentre 

outros fatores, pela deficiência da catalase. 
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6.1 PERSPECTIVAS 

 

a) Avaliar a formação do complexo por estudos teóricos (docking e dinâmica molecular);  

b) Monitorar a atividade da CAT em drosophilas fêmeas e no ZF; 

c) Avaliar o processo de interação e/ou reação do TM com o DNA. 
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