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RESUMO 

 

A interação entre albumina do soro bovino (BSA) e timerosal (TM), composto orgânico de 

mercúrio, foi investigada utilizando métodos espectroscópicos. Os resultados, por 

fluorescência molecular, evidenciam que a interação acontece por quenching estático através 

de forças eletrostáticas de forma espontânea (∆G = - 4,40 kJ mol
-1

 a 30ºC). A constante de 

ligação (Kb) foi de 3,24 ± 0,01x10
3
 L mol

-1
 (30ºC) sendo considerada uma interação 

moderada. A fluorescência em três dimensões revelou que TM causa mudanças estruturais 

envolvendo a cadeia polipeptídica da BSA assim como altera a polaridade dos resíduos de 

triptofano e tirosina, confirmada por dicroísmo circular (DC) que evidenciou aumento no 

conteúdo de α-hélice após interação com TM. Além disto, TM diminui a hidrofobicidade 

superficial da proteína. Bilirrubina foi utilizada como marcador para o subdomínio IB, 

confirmando que TM interage nesta região da proteína. O estudo do mecanismo de interação 

propôs que TM reage com BSA através do resíduo de cisteína livre, formando o aduto BSA-

HgEt com liberação de ácido tiosalicílico (ATS), que interage com os aminoácidos com 

cadeia lateral positiva. Por fim, foi visto que TM acelera a cinética de fibrilação proteica em 

42%, sendo um possível indício da toxicidade deste composto em sistemas biológicos. 

 

 

Palavras-Chaves: Timerosal. BSA. Mecanismo de interação. Fibrilação. 
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ABSTRACT 

 

Interaction between bovine serum albumin (BSA) and thimerosal (TM), organic mercury 

compound, was investigated by spectroscopic methods. The results, by molecular 

fluorescence, show that the interaction takes place by static quenching with electrostatic 

forces spontaneously (ΔG = - 4.40 kJ mol
-1

 at 30°C). The binding constant (Kb) was 3.24 ± 

0.01x10
3
 L mol

-1
 (30°C) is considered a moderate interaction. Fluorescence in three 

dimensions revealed that TM causes structural involving the the polypeptide chain BSA 

changes in the polarity of the tryptophan and tyrosine residues confirmed by circular 

dichroism (CD) showed an increase in α-helix content after interaction with TM. In addition, 

the TM decreases the surface hydrophobicity of the protein. Bilirubin was used as a marker 

for the subdomain IB, confirming that TM interacts in this region of the protein. The study of 

the interaction mechanism proposed that TM is reacted with BSA through the free cysteine 

residue, forming the adduct BSA-HgEt release of thiosalicylic acid (ATS), which interacts 

with amino acids with side chain positive. Besides, it was seen that TM accelerates the protein 

fibrillation kinetics by 42%, with a possible indication of the toxicity of this compound in 

biological systems. 

 

 

Keywords: Thimerosal. BSA. Interaction mechanism. Fibrilation. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Química supramolecular 

 A química supramolecular pode ser definida como a química dos arranjos moleculares 

e das ligações intermoleculares a partir da associação de várias espécies com funcionalidade 

específica. Esta se baseia nas ligações entre moléculas de natureza não covalente resultando 

em um conjunto de moléculas organizadas com propriedades específicas como 

reconhecimento, transporte e sinalização molecular (YE et al., 2014). Nessa área da química, 

os estudos são ampliados para além da molécula, com grau de complexidade superior, 

denominadas supermoléculas que são responsáveis por fatores como organização molecular, 

reconhecimento, interações hospedeiro-convidado, comunicação molecular, translocação, 

transporte, replicação e montagem estrutural (YE et al., 2014; MCLAUGHLIN; HAMBLIN; 

SLEIMAN, 2011). Além disto, esta área da química é de fundamental importância para a 

compreensão e avaliação de macromoléculas presentes em sistemas biológicos como na 

modificações na função proteica em resposta a ação de uma molécula, nos sistemas enzima-

substrato e na interação entre DNA com fármacos (PIETERS et al., 2016). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

1.2 Interação proteína-ligante 

As proteínas são macromoléculas essenciais para a manutenção de processos 

biológicos vitais e parte dessas funções são baseadas na capacidade de desempenharem 

interação química (FU et al, 2014; LODISH et al., 2005). Existe uma gama de possibilidades 

de interação com proteínas podendo ser proteína-proteína, proteína-ligante (proteína 

interagindo com uma molécula) ou proteína-íon (LODISH et al., 2005). 

 Estudos de interação envolvendo proteínas são utilizados para compreensão de 

processos biológicos como catálise enzimática e o transporte seletivo (HELD et al., 2011; 

ALLISON et al., 2014). A interação entre uma proteína e um ligante (pequena molécula) 

acontece numa cavidade da superfície da proteína denominada sítio de ligação (SALENTIN et 

al., 2014). Esse tipo de interação está representado na Figura 1 em três tipos de modelos. A 

primeira ilustração (Figura 1a) representa o modo de ligação conhecido como chave-

fechadura, em que tanto a proteína quanto o ligante possuem estrutura rígida e com isso, só há 

ligação caso as estruturas fossem completamente compatíveis. O segundo modelo (Figura 1b) 

é o de ajuste induzido que propõe que a região de ligação na proteína é flexível, assim o 

ligante induz a proteína a mudar sua conformação para que aconteça a ligação. Entretanto, 

evidências experimentais mostram que estes dois modelos não são adequados para representar 
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a maioria das interações proteína-ligante existentes. O modelo que melhor representa tais 

interações é chamado de seleção conformacional (Figura 3c). Este se baseia no fato de que o 

estado nativo de uma proteína não existe como uma formação única e rígida, mas como um 

vasto conjunto de estados conformacionais que coexistem em equilíbrio e que o ligante liga-se 

seletivamente ao estado conformacional mais favorável formando um complexo 

supramolecular, deslocando o equilíbrio para este estado (DU et al, 2016).  

Figura 1– Formação do complexo proteína-ligante. 

 

 

Fonte: DU, 2015. 

 A interação resultante é composta por múltiplas ligações de interações fracas: 

interações eletrostáticas, ligação de hidrogênio, interações de Van der Waals, além de 

interações hidrofóbicas. Isto resulta numa ligação proteína-ligante com alta afinidade e 

seletividade (PACE; SCHOLTZ; GRIMSLEY, 2014; TINBERG et al., 2013).  

 

1.3 Estudo da interação proteína-ligante in vitro através de fluorescência molecular 

 Na avaliação da interação proteína-ligante in vitro, são empregadas várias técnicas 

para esta finalidade, tais como: fluorescência molecular, UV-vis, dicroísmo circular (DC), 

ressonância magnética nuclear (RMN), diálise, infravermelho, espectrometria de massas, 

eletroforese (capilar e em gel), docking molecular, entre outras (DONG; MA; LIU, 2013). A 

Tabela 1 apresenta algumas informações da contribuição de cada técnica com relação aos 

estudos de interação. 

 Apesar do exposto, a técnica de espectroscopia de fluorescência molecular é a mais 

utilizada e têm sido bastante aplicada desde o final da década de 1960 para estudos de 

interação proteína-ligante (GONZALES-HORTA; HERNANDES; CHAVEZ-MONTES, 

Ligante 

Proteína

na 

Complexo 
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2013). Vários estudos de interação com base na fluorescência são desenvolvidos em áreas de 

interesse farmacêutico, biológico, ambiental e industrial (SOTOMAYOR et al., 2008).  

Estudos por fluorescência molecular são aplicados em sistemas envolvendo proteína-

ligante visando a obtenção de informações acerca da afinidade e de como ocorre o processo 

de interação entre um determinado composto de importância biológica e a macromolécula. A 

informação obtida pode ser útil na síntese e planejamento de fármacos mais eficazes, assim 

como na investigação de interações em meio biológico entre enzima e substrato ou com 

espécies que possam apresentar efeitos deletérios ou tóxicos como mercúrio, chumbo e prata, 

que podem se ligar de forma irreversível a proteína afetando a sua estrutura e função 

(NATESAN et al., 2015; FAN, et al., 2013; CHUNMEI et al., 2014). Essa ampla 

aplicabilidade consiste no fato de muitas proteínas possuem fluoróforos naturais, os resíduos 

de tirosina e triptofano, que permitem os estudos de alterações que ocorrem na proteína 

(MUNISHKINA; FINK, 2007). Esta técnica apresenta grande faixa de concentração linear, 

alta sensibilidade e seletividade. Além disto, permite o monitoramento da proteína e também 

do ligante, considerando que o ligante apresente fluorescência numa região espectral diferente 

da emissão da proteína (MADRAKIAN et al., 2014). 

As medidas por fluorescência nos sistemas envolvendo interação com proteína são 

feitas a partir da variação do sinal de fluorescência na presença e ausência do ligante avaliado. 

Desta forma, utiliza-se o sinal da fluorescência intrínseca da proteína, o sinal de fluorescência 

do ligante, caso este ligante possua, ou aplica-se uma sonda fluorescente que se ligue a 

proteína para monitorar este tipo de sistema sendo sua emissão diferente da proteína e do 

ligante quando estão separados. 

A partir destes estudos, considerando a variação do sinal de fluorescência com adição 

de incrementos do ligante, é possível obter informações como: o mecanismo de quenching 

(dinâmico, estático ou ambos), constantes de ligação (Kb), número de sítios de ligação 

(estequiometria), parâmetros termodinâmicos (∆H, ∆S e ∆G), forças intermoleculares 

envolvidas no processo de interação além do monitoramento da estrutura tridimensional da 

proteína (ZHAO et al., 2014; KANDAGAL et al., 2006). 
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Tabela 1- Parâmetros, vantagens e desvantagens sobre as principais técnicas para avaliação da interação proteína-ligante. 

Técnica / 

Estratégia 
Parâmetros Vantagens Desvantagem Referências 

Fluorescência 

molecular 

Mecanismo de quenching 

Constante de ligação 

Número de sítios de ligação 

Parâmetros termodinâmicos 

Forças intermoleculares 

Distâncias intermoleculares 

Monitoramento em 3D 

Conformação proteica 

Técnica simples com elevada sensibilidade e 

seletividade. É possível a utilização de sondas 

fluorimétricas para monitorar a interação. Além disto, 

esta técnica permite obter a análise em tempo real. 

Apresenta baixo custo de manutenção e utiliza 

pequenas quantidades de amostra. 

É necessária a presença de 

espécies fluorescentes. Na 

utilização de sondas é possível 

que ocorra mudanças estruturais 

na proteína. 

YAN; MARRIOT, 2003; 

SRIDHARAN et al., 2014; 

GONZALES-HORTA; 

HERNANDES; CHAVEZ-

MONTES, 2013; 

SOTOMAYOR et al., 2008. 

UV-vis 

Formação de complexo 

Parâmetros termodinâmicos 

Mecanismo de quenching 

Conformação proteica 

Simplicidade e baixo custo. 
Baixa sensibilidade e 

seletividade. 

SOTOMAYOR et al., 2008; 

WANG; NI, 2014. 

Dicroísmo circular 
Avaliação de mudanças na estrutura 

secundária (conteúdo de α-hélice) 
Alta sensibilidade. 

Elevado tempo de aquisição dos 

espectros. 

SILIGARDI et al., 2014; 

CHAVES et al., 2016. 

Ressonância 

magnética nuclear 

Região da interação 

Constante de ligação 

Parâmetros termodinâmicos 

Alta sensibilidade. Determina o epítopo do ligante no 

processo de interação além de também monitorar a 

proteína mesmo sem conhecimento prévio da função da 

proteína.  

Altas concentrações das espécies 

além da utilização de solventes 

deuterados. Técnica de alto custo 

de manutenção. 

FIGUEIREDO; 

MARSAIOLI, 2007; 

PELLECCHIA, 2005. 

 

Equilíbrio de diálise 

Isorterma da interação 

Parâmetros termodinâmicos 

Constantes de ligação 

Obtenção do equilíbrio de ligação. Método simples e 

isento de problemas elétricos e mecânicos. 

Tempo de equilíbrio longo e 

adsorção inespecífica. 

VELDHUIS et al. 2004; 

SMITH, 2006; YANG; LI; 

SNYDER, 2012. 

Infravermelho 

Conformação da Proteína 

Estabilidade proteica 

Parâmetros de ligação 

Análise em suspensão, nas fases sólida e líquida e em 

diferentes solventes. Técnica de fácil execução e rápida. 

Possui seletividade espectral além de ser de baixo custo. 

 

Altas concentrações da amostra. 

Múltiplas varreduras da mesma 

amostra. 

HARIS, 2010; BARTH, 2007. 

 

Continua 
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Técnica / 

Estratégia 
Parâmetros Vantagem Desvantagem Referências 

Espectrometria de 

massas 

Estequiometria do complexo 

Constante de ligação. 

Detecta múltiplas moléculas simultaneamente. 

Alta sensibilidade, precisão e especificidade.  

Não se aplica a espécies voláteis e 

apresenta difícil controle da eficiência 

na taxa de ionização em amostras 

complexas.  

JAUMOT; GARGALLO, 

2012; YANG; LI; SNYDER, 

2012. 

Eletroforese 
Mudanças na carga molecular da 

proteína 

Alta resolução. Técnica simples, rápido e de 

baixo custo. 

Não alcança o equilíbrio químico e a 

mobilidade eletroforética depende de 

vários fatores além da interação. 

MORAES et al., 2013; 

HELLMAN; FRIED, 2007. 

Docking molecular 

Energia de ligação; 

Alteração na conformação do ligante; 

Estrutura espacial do complexo; 

Região de interação. 

Rápido e de baixo custo. Faz previsões de como 

acontece a interação. 

Considera estrutura rígida e o vácuo 

como meio. Não considera efeito do 

solvente e grau de protonação das 

moléculas. 

REHMAN et al., 2015. DU et 

al., 2016. 

Métodos 

eletroquímicos 

Constante de ligação 

Parâmetros cinéticos 

Forças intermoleculares 

Avaliação de processos redox 

Reversibilidade ou não do processo 

Análise simples e rápida. Alta sensibilidade e 

baixo limite de detecção. 
Detecção indireta. 

SUN et al., 2006; DORRAJI; 

AZAR; RASOULIFARD, 

2014. GRIESHABER et al., 

2008. 

Microscopia de 

força atômica 

Mudanças na conformação da proteína 

Forças intermoleculares. 
Alta resolução. 

Processo lento com risco de 

contaminação. Área restrita de leitura. 

WANG; YANG; ERIE, 2007. 

GARCIA et al., 2010; 

FERREIRA; YAMANAKA, 

2006. 

Estudos 

calorimétricos 

Parâmetros termodinâmicos 

Constantede ligação 

Número de sítios de ligação 

Alta afinidade de ligação. 

Técnica de baixa sensibilidade com 

utilização de elevadas quantidades de 

amostras. 

REHMAN et al., 2015; 

YANG, XIYAN, SNYDER, 

2012. 

Espectroscopia 

Raman 

Detecção de grupos funcionais em 

região específicas da proteína 

Mudanças conformacionais 

Parâmetros termodinâmicos 

Técnica rápida de alta seletividade espectral. Não 

necessita tratamento prévio da amostra. 

Baixa sensibilidade e alto tempo de 

análise. 

KENGNE-MOMO et al., 

2012; JANGIR et al., 2012; 

BARTH, 2007. 

Difração de raios-X Estrutura tridimensional do complexo  

Comportamento das moléculas em solução não 

pode ser examinado. Limitada a obtenção de 

cristais em condições de difratar a luz. 

Difícil manuseio e identificação do 

ligante. 

GARCIA et al., 2010; WU et 

al., 2005. 

Ressonância de 

Plasmon de 

superfície 

Alterações conformacionais Técnica sensível com cinética em tempo real.  

É preciso escolher entre afinidade de 

ligação e sensibilidade. Dificuldade na 

imobilização das moléculas. 

XIYAN, SNYDER, 2012; 

WANG; YANG; ERIE, 2007; 

HELMERHORST et al., 2012.  

Fonte: adaptado de Silva, 2016.  

Final 
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1.4 Timerosal 

 

Timerosal (TM, Figura 2) é um composto organomercurial (contém 49,55% em massa 

de mercúrio) utilizado como conservante em produtos farmacêuticos, cosméticos, spray 

antisséptico, produtos de limpeza e vacinas por apresentar propriedades bactericidas e 

antifúngicas (GEIER et al., 2015). As vacinas contra hepatite B, vírus H1N1 e a tríplice viral, 

são alguns exemplos do uso deste conservante em que a concentração de TM declarada é da 

ordem de 25 µg Hg por 0,5 mL (GEIER et al., 2016). Quanto a este aspecto, existem vários 

estudos que apontam uma relação da utilização de TM com efeitos deletérios a saúde, 

principalmente em crianças e gestantes (DÓREA, 2017; GEIER et al, 2017).  

Figura 2– Estrutura química do Timerosal (TM) e seus respectivos produtos de degradação: 

ácido tiosalicílico (ATS) e etil mercúrio (EtHg
+
). 

TM ATS EtHg+

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

Goldman (2013) demonstrou que a aplicação de uma única vacina contendo TM em 

grávidas nas primeiras oito semanas de gestação pode gerar uma exposição do feto ao 

mercúrio em cerca de 125.000 vezes o permitido pela agência de proteção ambiental (EPA), 

podendo resultar desde má formação até mesmo morte do feto. Segundo Geier e 

colaboradores (2013), crianças que recebem doses de TM oriundas de vacinas nos primeiros 

meses de vida são mais propensas a desenvolverem transtornos neurológicos como o autismo 

e a hiperatividade. Além disto, Lee e colaboradores (2015) mostraram que TM induz estresse 

oxidativo em células epiteliais (Hela S) levando-as a morte celular, indicando a citotoxicidade 

deste composto. Efeitos deletérios do TM estão em constante investigação, pois este 

composto é a terceira maior via de contaminação por mercúrio, sendo suplantado pela 

exposição através de amálgamas dentárias que utilizam mercúrio elementar (Hg
0
) e pela 

ingestão de alimentos contaminados, como peixe e arroz, com metilmercúrio (YEPSE et al., 

2015). Todos os compostos orgânicos de mercúrio são potencialmente tóxicos e 

bioacumulados, sendo seus efeitos mais pronunciados na região do cérebro. De forma geral, 

compostos orgânicos de mercúrio são mais tóxicos em relação aos inorgânicos, como 
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exemplo, o IC50 para células neurais é de 1,15 a 10,31 µmol L
-1

 para o metilmercúrio 

(CH3Hg
+
) e 6,44 a 160,97 µmol L

-1 
para o Hg(II)

 
(TONG; WANG; LU, 2016). Neste 

contexto, os danos associados ao TM se devem, principalmente, pela clivagem da ligação S-

Hg com possível liberação de etil-mercúrio (CH3CH2Hg
+
), uma neurotoxina, que apresenta 

toxicidade comparada ao CH3Hg
+
, espécie mais tóxica de mercúrio (DÓREA, 2011). Apesar 

dos indícios da toxicidade do TM à saúde humana e agressões ao meio ambiente como o 

descarte inadequado de produtos vencidos contendo estes organomercurais (YEPSE et 

al.,2015), Estados Unidos e países em desenvolvimento ainda utilizam TM desprezando seus 

potenciais efeitos nocivos (YEPSE et al., 2015; YOUNG; GEIER, D.A.; GEIER, M.R., 

2008). 

1.5 Albumina do soro bovino 

 

Timerosal ao entrar em contanto com o meio biológico pode interagir com 

biomoléculas podendo ser distribuído por diversos tecidos. Uma dessas macromoléculas é a 

albumina do soro que é a proteína mais abundante do plasma e do organismo humano. Nos 

mamíferos a albumina é sintetizada no fígado sendo o transporte de ácidos graxos, íons 

metálicos, fármacos, vitaminas, hormônios, entre outras espécies sua principal função 

(MAJOREKA et al., 2012; GELAMO; TABAKE; 2000).  

A BSA (albumina do soro bovino, figura 2), nos estudos de interação, é empregada 

como modelo em relação à HSA (albumina do soro humano). Isto se deve a semelhança de 

76%
 
na sequência de aminoácidos (MAJOREKA et al., 2012). Esta macromolécula possui 

propriedades fluorescentes intrínsecas devido à presença de aminoácidos aromáticos como 

tirosina e triptofano (MAJOREKA et al., 2012).
 
A BSA possui 583 resíduos de aminoácidos e 

três domínios estruturalmente similares classificados em I, II e III e subdivididos em 

subdomínio A e B (CARTER; HO, 1994). Na sua estrutura existem duas regiões onde a 

probabilidade de interação é maior, denominados sítios I e II localizados nos subdomínios IIA 

e IIIA, respectivamente (SUDLOW; BIRKETT; WADE, 1975). Uma das principais 

diferenças entre estas albuminas é que a albumina humana possui um resíduo de triptofano 

(214) no sítio I, enquanto que a albumina bovina possui um resíduo deste aminoácido no sítio 

I (212) e outro próximo a subdomínio IB (134), sendo esta a região em que se encontra um 

único resíduo de cisteína livre (34) em ambas as proteínas (SULKOWSKA, 2002). 
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Figura 3– Estrutura da albumina do soro bovino (BSA). 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

1.6 Estudos entre TM e compostos mercurados com proteínas 

Estudos demonstram a formação de adutos entre mercúrio inorgânico Hg(II), MeHg
+
, 

EtHg
+
, fenilmercúrio, entre outras espécies, com HSA e BSA a partir da ligação com grupos 

tióis presentes na biomolécula. Li e colaboradores (2007), através de CE-ET AAS e 

espectrometria Raman m ostrou que existe forte afinidade entre as diferentes espécies de 

mercúrio com HSA, e por dicroísmo circular (DC), verificou que Hg(II) foi a espécie que 

mais alterou a estrutura secundária da proteína (LI et al., 2007). Trümpler e colaboradores 

(2009), utilizando cromatografia líquida acoplada a ICP-MS simulando condições similares a 

uma injeção intravenosa comprovaram que a presença de proteínas (HSA e beta-

lactoglobulina A) aceleram o processo de hidrólise do TM, resultando na formação de EtHg
+
, 

o qual reage com o resíduo de cisteína livre. Ademais, Guo e colaboradores (2008) 

demonstraram a especificidade dos organomercurais para regiões contendo grupos sulfidrilas 

em peptídeos e proteínas. Através de técnicas espectroscópicas como fluorescência molecular, 

DC e UV-vis, Chunmei (2014) e Shen e colaboradores (2013), avaliaram a interação entre 

Hg(II), espécie utilizada na medicina chinesa para produção de fármacos, com BSA, e 

constataram que TM causa mudanças na estrutura secundária da proteína. As alterações na 

estrutura da proteína induzidas pelo mercúrio e derivados, podem representar um mecanismo 

de defesa, quando ao se ligar a espécies tóxicas de mercúrio, a albumina impede que fiquem 

Sítio I 

 

Sítio II 

 Trp 134 

Trp 212 

 
 

 

 

 

 

Domínio II 

Domínio III 
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na forma livre (não ligada) no meio biológico. Contudo, pode também estar associada a um 

transporte mais efetivo destas espécies no organismo, afetando o cérebro onde os danos de 

organomercurais são potencializados pela inibição de enzimas ou bloqueando grupos tióis 

biologicamente ativos (TRÜMPLER; MEERMANN, 2014). 

Apesar do exposto, ainda são poucos os estudos encontrados na literatura com o 

propósito de esclarecer a interação entre espécies derivadas de mercúrio com albuminas para 

avaliação da perda ou não de funcionalidade da proteína. Os trabalhos existentes, não 

mencionam a região preferencial (subdomínio) em que ocorre a interação, nem esclarecem o 

mecanismo de interação e as condições fisiológicas nos experimentos (LI et al., 2007; 

CHUNMEI et al., 2014; TRÜMPLER; MEERMANN, 2014). 

 Desta forma, neste trabalho, foi avaliada a interação entre BSA e TM simulando 

condições fisiológicas através de técnicas espectroscópicas como UV-vis, fluorescência 

molecular, DC e ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 
1
H). Assim, verificou-se 

a magnitude da interação, região preferencial de ligação, parâmetros termodinâmicos e as 

forças que atuam no processo, além de possíveis mudanças estruturais na biomolécula. 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

 A ampla utilização de TM como conservante e os possíveis riscos que este 

organomercural traz a saúde humana e ao meio ambiente, como a liberação de uma 

neurotoxina (EtHg
+
), fez com que a União Europeia proibisse sua utilização desde 2001. 

Entretanto, atualmente ainda é comercializado em países em desenvolvimento como o Brasil e 

também os Estados Unidos. Desta forma, faz-se necessário investigar a interação deste 

composto com a albumina do soro bovino, que é um modelo em relação a albumina do soro 

humano, proteína mais abundante do plasma humano, pois uma de suas principais funções e o 

transporte de diversas moléculas no organismo. Com isso, este estudo visa contribuir para a 

compreensão dos riscos que TM pode causar ao interagir com a proteína.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o mecanismo de interação entre BSA e TM por métodos espectroscópicos e 

determinar os principais parâmetros associados a este processo assim como avaliar a 

fibrilação da BSA frente ao TM.  

 

3.2 Objetivos específicos 

a) Empregar técnicas de fluorescência molecular para avaliar alterações estruturais da 

proteína e obter parâmetros como: constantes de ligação, dados termodinâmicos, 

estequiometria proteína-ligante, mecanismo de quenching e distâncias intermoleculares; 

b) Explorar a técnica UV-vis visando avaliar o processo de interação intermolecular (proteína-

ligante) e obter informações do mecanismo de interação; 

c) Empregar a técnica de dicroísmo circular para inferir sobre possíveis mudanças na estrutura 

secundária da proteína após interação; 

d) Avaliar os competidores da interação BSA-TM; 

e) Propor um mecanismo de interação; 

f) Aplicar a técnicas de RMN de 
1
H para avaliar o deslocamento químico para a molécula de 

TM frente a albumina para obter informações do mecanismo de interação; 

g) Avaliar a fibrilação da BSA após interação com TM. 
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4 EXPERIMENTAL 

 

4.1 Reagentes e soluções 

Albumina do soro bovino (BSA), timerosal (TM), Tris-HCl, NaCl, varfarina, 

ibuprofeno, diazepam, bilirrubina, ácido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS), ácido 5,5– 

bisditionitrobenzoico (DTNB), cloreto de etil-mercúrio (EtHgCl), N-etilmaleimida (NEM), 

ácido tiosalicílico (TSA), ácido 2,2 ditiodibenzoico (ADTS), cisteína (Cis) e tioflavina T (TT) 

foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Outros reagentes empregados nos ensaios foram de 

grau analítico com pureza acima de 98%. As soluções estoque de TM (1 mM) e de BSA (100 

M) foram preparados em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4 ± 0,1) com 100 mM de NaCl 

para ajuste da força iônica. Em todos os experimentos foi utilizada água ultrapura (18,2 MΩ 

cm
-1

) para o preparo das soluções (Millipore, EUA). 

 

4.2 Procedimentos 

4.2.1 Fluorescência molecular 

Os espectros de fluorescência no estado estacionário foram obtidos utilizando 

espectrofluorímetro modelo RF-5301PC (Shimadzu, Japão) com lâmpada de xenônio (150 W) 

como fonte de radiação. As medidas foram realizadas em cubeta de quartzo com caminho 

óptico de 10 mm. O slit utilizado em todos experimentos foi de 5 nm para excitação e 

emissão, respectivamente. Nas titulações espectrofluorimétricas a concentração de BSA foi 

fixada em 2 µM, sendo adicionado incrementos de TM (0–80 µM) com excitação em 280 nm 

e emissão em 342 nm. Na avaliação dos parâmetros termodinâmicos as temperaturas 

utilizadas foram 22, 30 e 38ºC. A influência da força iônica no meio foi avaliada a partir da 

variação da concentração de NaCl (0–150 mM). Para a avaliação da fluorescência 3D as 

soluções da BSA (2 µM) na ausência e presença de TM (50 µM) foram excitadas na faixa de 

220–340 nm sendo os espectros de emissão registrados entre 270 e 450 nm. 

Para monitoramento dos resíduos de triptofano e tirosina, assim como, avaliação da 

polaridade do microambiente destes aminoácidos foi empregada fluorescência sincronizada. 

Esta técnica se baseia na variação simultânea dos dois monocromadores (excitação e emissão) 

mantendo-se uma diferença de comprimento de onda fixa (  = em - ex). Os resíduos de 

triptofano foram monitorados utilizando  = 60 nm, enquanto tirosina igual a 15 nm 

(CHUNMEI et al., 2014). 

Para avaliação do índice de hidrofobicidade da BSA na presença e ausência do TM 

empregou-se ANS (ácido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato) como sonda analítica mantendo-se 
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a concentração de BSA (2 µM) e TM (40 µM) fixas. A concentração de ANS foi variada (0–

30 µM) empregando-se λex = 380 nm e λem = 471 nm. No ensaio de competição o sistema 

BSA (2 µM) e ANS (4 µM) foi titulado com TM (0–80 µM) utilizando λex = 280 nm e λem = 

342 nm (proteína) e 470 nm (BSA-ANS). 

Para avaliação dos sítios de ligação preferenciais na BSA foram utilizados varfarina 

(sítio I), ibuprofeno e diazepam (sítio II) (HEMALATHA; MADHUMITHA, 2016; NI; 

ZHUB; KOKOTC, 2011). O subdomínio IB foi monitorado empregando bilirrubina (ZHAO 

et al., 2006). O ensaio de competição para avaliação dos sítios de ligação foram realizados 

empregando 2 e 4 µM de cada ligante, e mantendo-se constante a concentração da BSA (2 

µM). 

O efeito de competidores presentes no plasma nas condições fisiológicas foi avaliado 

frente ao processo de interação entre BSA e TM, para tanto, foi mantida a razão da 

concentração entre proteína e competidor nas condições de normalidade biológica. De forma 

geral, nas avaliações descritas, utilizou-se como parâmetro de avaliação a variação da 

constante de ligação (Kb) ou constante de Stern-Volmer (KSV) entre BSA e TM em função da 

condição experimental avaliada.  

 

4.2.2 Espectrometria de absorção molecular (Uv-vis) 

 As medições por UV-vis foram realizadas de 250 a 310 nm utilizando 

espectrofotômetro AJX-6100PC (Micronal, Brasil) de duplo feixe equipado com par de 

cubetas de quartzo de 10 mm de caminho óptico. Os espectros foram obtidos em módulo de 

absorvância das soluções de BSA (3 µM), TM (12 µM) e mistura (BSA+TM). 

 

4.2.3 Dicroísmo circular (DC) 

 As medições de DC foram registradas num espectropolarímetro Jasco (modelo J–815) 

e sistema de resfriamento tipo Peltier. Foi utilizada cubeta de quartzo de 0,1 mm de caminho 

óptico, sendo cada espectro a média de quatro scans a 50 nm min
-1

. As medições foram 

realizadas na região do UV no intervalo 200–260 nm com largura de banda de 1 nm. A 

concentração da proteína foi de 2 µM sendo titulada com incrementos de TM (0, 2, 4 e 8 µM).  

 

4.2.4 Ensaio de Ellman 

 Para quantificação espectrofotométrica do grupo tiol livre (Cis34) presente na BSA 

(60 M) foi aplicado o ensaio de Ellman, baseado na reação entre DTNB (1 mM) e o grupo 

tiol levando a formação do cromóforo (TNB) em tampão fosfato (0,1M, pH 7,4) com max = 
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412 nm (ELLMAN et al., 1961). A cisteína foi utilizada como referência para comparação dos 

sinais e construção da curva analítica. NEM (60 M) foi utilizado como composto controle 

para bloqueio do grupo tiol da BSA. A influência de EtHgCl, ATS e TM (todos a 60 M) 

quanto ao conteúdo total do grupo tiol livre na BSA foi avaliada. 

 

4.2.5 Ressonância magnética Nuclear (RMN) 

 No estudo da interação entre BSA e TM por RMN 
1
H foram obtidos espectros do TM 

(1 mM) na ausência e presença de BSA (10 a 40 µM). Além disto, foram realizados 

experimentos com ácido tiosalicílico (1 mM), cloreto de etil-mercúrio (1 mM), cisteína (1 

mM) e as misturas TSA + EtHgCl e TM + Cis. Os espectros foram obtidos a partir de 

espectrômetro Bruker 400 MHz (B0 = 9,4 T), empregando sonda de detecção indireta de 5 

nm. As soluções foram preparadas em tampão fosfato (10 mM, pH 7,4) utilizando H2O/D2O 

(1:10) contendo 40 µM de trimetilsilipropionato de sódio (TMSP). Nos experimentos 

contendo a mistura TM e BSA a resolução quanto a multiplicidade dos sinais e variação do 

deslocamento químico ( ) foram utilizados como parâmetro de avaliação. 

 

4.2.6 Avaliação da formação de amiloides 

Para o ensaio de fibrilação da BSA (2,5 mg L
-1

) na ausência e na presença de TM (100 

µM) e EtHgCl
 
(100 µM), foi empregado tioflavina T (TT, 20 µM) como sonda fluorescente 

para detecção da formação de amiloides. As soluções foram mantidas a 70ºC durante 7 h, 

sendo retiradas alíquotas de 10 µL do sistema, adicionado a 990 µL da solução de TT, 

utilizando λex = 442 nm e λem = 488 nm, conforme adaptação do procedimento de GUAN et 

al. (2014). 
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5 Resultados e discussão 

5.1. Parâmetros de ligação e termodinâmicos 

 

Para avaliar a interação da BSA em condições fisiológicas simuladas a proteína foi 

titulada com TM, sendo a variação do sinal de fluorescência da macromolécula monitorado 

em 342 nm. Neste sentido, a Figura 4a mostra que com de incrementos crescentes de TM 

houve supressão de fluorescência da BSA, sem deslocamento do máximo de emissão da 

proteína e que, o TM não apresenta fluorescência intrínseca nesta região. Este resultado 

demonstra que há interação entre a biomolécula e TM e que a diminuição do sinal se dá pela 

formação de um complexo não fluorescente entre BSA-TM. 

A fim de se obter uma análise quantitativa, foram realizados tratamentos matemáticos 

para avaliar a interação do complexo supramolecular formado entre BSA-TM. A constante de 

Stern-Volmer (KSV) indica a eficiência do quencher (ligante) em suprimir a fluorescência do 

fluoróforo (BSA) e pode ser obtida através da equação 1 (TENGA et al., 2011): 

0
SV

F
= 1 + K Q

F
 Equação (1) 

Sendo F0 e F os sinais de fluorescência na ausência e presença do ligante, respectivamente. 

[Q] é a concentração do quencher e KSV é a constante de Stern-Volmer. A constante é obtida 

através do coeficiente angular da relação F0/F versus [Q], conforme indicado na Figura 4b.  

 O cálculo da constante de ligação (Kb) que revela a força da interação entre a 

macromolécula e o ligante, assim como, o número de sítios (n) de ligação entre BSA e TM, 

foi feito conforme a equação 2 e está apresentado na figura 4c (NI; WANG; KOKOT, 2010). 

0
b

F - F
log K log Q

F
n  Equação (2) 

Figura 4 - a) Espectro de fluorescência da BSA (2 µM) com adição de incrementos de TM (0-80 

µM); b) Curva linear para cálculo de Stern-Volmer no processo de quenching; c) Curva para 

determinação da constante de ligação. Condições: pH 7,4 (Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM) 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
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O valor de Ksv foi calculado para três temperaturas (22, 30 e 38ºC) com variação de 

2,96 a 3,09 L mol
-1

 (Tabela 2) o que demonstra, de forma quantitativa, que há interação entre 

BSA e TM (WANG et al., 2011). 

O mecanismo de quenching dominante no processo de interação macromolécula-

ligante pôde ser estabelecido a partir do estudo da variação da constante de Stern-Volmer em 

função da temperatura. Podem ocorrer dois tipos de quenching preferenciais, estático e 

dinâmico. O quenching estático se caracteriza pela formação do complexo no estado 

fundamental com redução de Ksv com o aumento da temperatura devido a desestabilização do 

complexo no estado fundamental. No dinâmico ocorrem colisões entre o fluoróforo e o ligante 

com elevação de Ksv á medida que aumenta a temperatura proporcionando um maior número 

de choques no estado excitado sendo este governado pelo coeficiente de difusão do composto 

no meio (FAN et al., 2013).  

A Tabela 2 mostra que a constante de Stern-Volmer diminui com o aumento da 

temperatura o que indica que o mecanismo ocorreu preferencialmente por quenching estático.  

 

Tabela 2 – Parâmetros termodinâmicos e de ligação para a interação entre BSA e TM em 

diferentes temperaturas. 

T (ºC) 

Parâmetros de ligação  Parâmetros termodinâmicos 

KSV 

(10
4 
L mol

-1
) 

Kb 

(10
3 
L mol

-1
) 

n 
H 

(kJ mol
-1

) 

ΔS 

(J mol
-1

K
-1

) 

ΔG 

(kJ mol
-1

) 

22 (295 K) 3,09 ± 0,03 4,13 ± 0,02 1,03    - 4,28 

30 (303 K) 3,01 ± 0,04 3,24 ± 0,01 1,01  -16,10 +14,46 - 4,40 

38 (311 K) 2,96 ± 0,02 2,95 ± 0,01 1,00    - 4,51 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

O valor da constante de ligação para a interação BSA-TM variou de 2,95 a 4,13x10
3
 L 

mol
-1

 em função da variação de temperatura do sistema, e o número de sítios de ligação é 

próximo a 1 (Tabela 2) indicando que há um único sitio de ligação do TM com a BSA. Os 

valores de Kb obtidos para o TM foram maiores quando comparados com os estudos entre 

BSA e mercúrio inorgânico realizados por Chunmei e colaboradores (2014) com concentração 

de mercúrio [Hg(II)] = 0-5,2x10
-4

 mol L
-1

 e constante de ligação 0,9x10
3
 L mol

-1
. e Shen e 

colaboradores (2013) empregando [Hg(II)] = 0-20x10
-4

 mol L
-1

 e obtendo constante de 

ligação 0,27x10
3
 L mol

-1
, indicando maior afinidade da proteína pelo composto orgânico de 

mercúrio. Adicionalmente, Liu e colaboradores (2012) reportaram Kb = 73,63 L mol
-1

 para 

interação entre íons Pb(II) com BSA, enquanto Zhao e colaboradores (2011) avaliaram 

interação entre Ag(I) e BSA obtendo Kb = 4,88x10
3
 L mol

-1
 (quando [Ag(I)] < 0,1 mM), 
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contudo ambos os trabalhos empregaram pH = 5,5, em detrimento da baixa solubilidade 

destes cátions em meio aquoso empregando pH 7,4, estando fora das condições fisiológicas. 

Os parâmetros termodinâmicos (Tabela 2) foram calculados com base na variação do 

valor Kb em função da temperatura, e com isso, pôde-se inferir as forças preferencias de 

interação entre BSA e TM. Com base na equação de vant’ Hoff foram determinados os 

valores de ∆H e ∆S (TIAN et al., 2004): 

b

ΔH 1 ΔS
lnK  = - +

R T R
 Equação (3) 

T é a temperatura em Kelvin (K) e R (8,314462 J mol
-1

 K
-1

), a constante universal dos gases. 

Estes parâmetros foram calculados a partir dos valores do coeficiente angular e linear do 

sistema lnKb versus 1/T. O gráfico referente a linearização da equação de vant’ Hoff é 

apresentado na Figura 5 O valor de ∆G foi obtido empregando a equação a seguir: 

ΔG = ΔH - TΔS  Equação (4) 

Figura 5 - Curva de Van’t Hoff para a interação BSA-TM. 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
 

Segundo Ross e Subramanian (1981), ∆H
 
< 0 e ∆S < 0 indica que forças de Van der 

Waals e ligações de hidrogênio atuam predominantemente; ∆H > 0 e ∆S > 0 são resultados de 

interações hidrofóbicas; ∆H < 0 e ∆S > 0 indica que forças eletrostáticas governam a 

interação. Os valores calculados para estes parâmetros são apresentados na Tabela 1. Como 

H = -16,10 kJ mol
-1

 e S =+14,46 J mol
-1 

K
-1

, ou seja, ∆H < 0 e ∆S > 0 a interação entre 

BSA-TM é governada por forças eletrostáticas. Este resultado está de acordo com a carga 

negativa presente no oxigênio carboxílico da molécula de TM (Figura 1) em condições 

b

1,93
lnK = +1,74

T
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fisiológicas (pH 7,4) pois o pKa do grupo ácido caboxila é de 3,05, (THIMEROSAL, 

NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2001) assim, a molécula estará totalmente 

dissociada, e possivelmente ocorrerá atração eletrostática através dos resíduos de aminoácidos 

positivos presentes na BSA. 

 

5.2 Avaliação da força iônica 

O ensaio para avaliação da força iônica é útil para confirmar as interações 

eletrostáticas que atuam no sistema macromolécula-ligante devido a um possível 

desfavorecimento da interação entre as cargas com o aumento da força iônica do meio 

(LIANG; CHENG; HAN, 2008). Para averiguar este processo entre BSA e TM avaliou-se a 

variação de Kb em função da concentração de NaCl (0-150 mM) no meio. A Figura 6 mostra 

que com o aumento da força iônica houve uma diminuição linear da constante de ligação, com 

variação máxima de 53% em relação a condição na ausência de NaCl. Este resultado confirma 

a atração entre a carga negativa presente no TM e resíduos positivos de aminoácidos na cadeia 

da BSA. Resultado similar foi obtido por Li e colaboradores (2016) na avaliação da interação 

de três corantes alimentícios que apresentam carga (verde rápido FCF, corante azul V e ácido 

azul 1) com BSA. 

Figura 6 - Efeito de NaCl (0-150 mM) na interação do complexo BSA-TM. Condições: pH 7,4 

(Tris-HCl 50 mM) a 30ºC. 

 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
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5.3 Avaliação da interação por UV-vis 

A espectroscopia por UV-vis foi empregada para confirmar a formação do complexo 

BSA-ligante através do monitoramento de mudanças estruturais da proteína, assim como, 

confirmar o mecanismo de quenching associado ao processo de supressão de fluorescência 

(METI et al., 2015). 

A BSA apresentou máximo de absorção em 278 nm (Figura 7) sendo os resíduos 

aromáticos de triptofano, tirosina e fenilalanina os principais responsáveis por esta absorção e 

pelas transições π→π
*
 nesta região (LIU et al., 2016). Ao se adicionar TM a solução de BSA 

(BSA+TM), ocorreu efeito hipercrômico seguido de um deslocamento hipsocrômico (  = 5 

nm) indicando interação entre BSA e TM. O espectro resultante da subtração dos espectros do 

sistema BSA+TM pelo ligante (TM) resultou em um espectro não sobreponível ao espectro da 

BSA (Figura 7), indicando que não houve efeito aditivo da lei de Beer, logo confirmando a 

formação do complexo supramolecular BSA-TM (SURYAWANSHI et al., 2016).  

A confirmação da formação do complexo BSA-TM por UV-vis está associada a 

alterações no estado fundamental das espécies envolvidas no processo de interação, 

confirmando, o mecanismo por quenching estático relatado previamente pela avaliação por 

fluorescência molecular. O processo de quenching dinâmico seria provável caso não houvesse 

mudanças no espectro de absorção do complexo, pois este mecanismo proporciona mudanças 

apenas no estado excitado, enquanto o quenching estático está associado a formação de 

complexo no estado fundamental (TIAN et al., 2010). 

 

Figura 7 - Espectros de absorção de BSA (3µM), TM (12 µM), da mistura BSA+TM e a 

diferença dos espectros (BSA+TM) – TM na faixa de 250-310 nm. Condições: pH 7,4 (Tris-HCl 

50 mM, NaCl 100 mM) a 30ºC.  

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
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5.4 Avaliação de alterações conformacionais na estrutura da BSA 

 

5.4.1 Fluorescência tridimensional  

Alterações conformacionais na estrutura da proteína ao interagir com o TM podem ser 

identificadas por fluorescência tridimensional através de mudanças característicos das bandas 

de emissão relacionados à cadeia polipeptídica e dos resíduos de triptofano e tirosina 

(CHENG; LIU; JIANG, 2013). A Figura 8a apresenta o espectro de fluorescência em 3D para 

a BSA, onde se destacam três picos de emissão. O primeiro é referente ao espalhamento 

Rayleigh em que o comprimento de excitação é igual ao de emissão (λex = λem), associado ao 

espalhamento inelástico de radiação. Os resíduos de triptofano e tirosina são responsáveis pela 

banda de emissão do pico 2 (λex/λem = 285/340 nm). Já o pico 3 é referente a cadeia 

polipeptídica da proteína (λex/λem = 238/335 nm) que apresenta transição π→π
*
 devido a 

ligação RC=O-NHR (carbonila da ligação peptídica) característico da estrutura secundária da 

proteína (CHENG; LIU; JIANG, 2013; ARIGA et al., 2015). De acordo com a Figura 8b os 

picos 2 e 3 no espectro de emissão 3D do sistema BSA e TM, reduziram em 49,6 e 40,8% a 

intensidade de emissão, respectivamente, devido ao processo de interação, além disto o 

deslocamento Stokes dos picos 2 e 3 foi alterado quando TM foi adicionado (Tabela 3) 

indicando que pode ter ocorrido mudanças na polaridade da proteína assim como mudanças 

conformacionais (ZHANG; ZOU; LIU, 2012). Estes resultados indicam que houve mudanças 

na estrutura secundária e terciária da BSA causadas pela ligação do TM a BSA o que pode 

levar a danos ou mudanças funcionais na proteína. Resultados similares foram descritos por 

Wang e colaboradores (2016) na avaliação da interação entre picoplatin, fármaco utilizado no 

combate a diversos tipos de câncer, com HSA. 

Figura 8 - Espetro de fluorescência tridimensional para BSA 2µM (a) com adição de TM (50 

µM) (b). Condições: pH 7,4 (Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM) a 30ºC. 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
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Tabela 3 – Espectro de fluorescência tridimensional para a interação BSA-TM.  

Pico 

BSA (2µM) BSA (2 µM) + TM (50 µM) 

Posição 

λex/λem 

Stokes 

∆λ (nm) 

Intensidade de 

Fluorescência 

Posição 

λex/λem 

Stokes 

∆λ (nm) 

Intensidade de 

Fluorescência 

1 (Espalhamento Rayleigh) λex=λem 0 922 λex=λem 0 >1015 

2 (Trp e Tir) 285/340 55 835 (100%) 285/340 60 414 (49,6%) 

3 (Cadeia polipeptídica) 238/335 97 338 (100%) 238/338 100 135 (40,1%) 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

5.4.2 Dicroísmo circular (DC) 

 

Alterações na estrutura secundária da proteína podem ser detectadas pela técnica de 

dicroísmo circular. O conteúdo de α-hélice presente na proteína apresenta bandas negativas 

em 208 e 222 nm, devido as transições π→π
* 

e n→π
*
 da cadeia polipeptídica (ZHANG et al., 

2013). Os valores expressos por DC são dados em termos da elipticidade molar média do 

resíduo (EMR), de acordo com a Equação 5 (CHAVES et al. 2016): 

p

2 -1DC(med)observado
EMR = (

C ×
deg cm dmo )

×10
l

×n L
 Equação (5) 

Cp é a concentração molar da proteína, n é o número de resíduos de aminoácidos (583 para 

BSA) e L é comprimento do percurso (0,1 cm). A quantidade de α-hélice da BSA foi 

calculada utilizando as Equações 6 e 7 (CHAVES et al. 2016): 

208-EMR - 4000
α-hélice(%)= ×100

33000 - 4000
 Equação (6) 

222-EMR -2340
α-hélice(%)= ×100

33000
 Equação (7) 

EMR208 e EMR222 representam o valor de EMR a 208 e 222 nm, respectivamente. 4000 é a 

EMR da forma beta na conformação randômica a 208 nm e 33000 é o valor de EMR da α-

hélice pura a 208 e 222 nm.  

A Figura 9 mostra o perfil do espectro de DC da BSA em função do aumento da 

proporção de TM no meio. A proteína apresentou, em ambas as bandas, 208 e 222 nm, 

diminuição da intensidade com adição do ligante ao sistema. Na ausência de TM, o conteúdo 

de α-hélice calculado foi de 43,92 e 41,33% para 208 e 222 nm, respectivamente. Ao ser 

adicionados incrementos do ligante (1:1, 1:2 e 1:4) a percentagem de α-hélice aumentou para 

ambas as bandas, com 45,06, 46,00 e 47,75% para 208 nm e 42,10, 43,00 e 44,16% para 222 

nm.  
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Figura 9 - Espetro de dicroísmo circular da BSA (2µM) na presença de TM (2 µM, 4 µM e 8 

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

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

Nestes experimentos não foi observado deslocamento dos mínimos de absorção. O 

aumento no conteúdo de α-hélice do sistema avaliado pode ser associado à interação 

eletrostática da carga negativa no TM interagindo com as cargas positivas presentes na 

superfície da BSA, obtendo-se uma estrutura mais estável da proteína, com aumento do 

conteúdo de α-hélice devido a interações dípolo-dípolo inter ou intra-molecular na BSA 

(SAHA; YAKOVLEV, 2010). Desta forma, o TM ao se ligar a BSA causa mudanças na 

estrutura secundária da proteína. Perfil similar foi observado por Chunmei e colaboradores 

(2014) na avaliação da interação entre BSA e Hg(II) com o aumento de teor de α-hélice na 

adição das primeiras alíquotas do ligante (0-20 μM) na proporção 1:10 do maior excesso  

BSA-Hg(II). Li e colaboradores (2007), no estudo da interação entre HSA com Hg(II) e 

outras espécies de mercúrio (MeHg
+
, EtHg

+
 e PhHg

+
), também constataram mudanças na 

estrutura secundária da proteína após incubação por 12 h na proporção 1:10 (HSA-ligante), 

entretanto, foi observado aumento no conteúdo de folhas beta após a interação. 

 

5.5 Avaliação de competidores no processo de interação BSA-TM 

No plasma existem várias espécies que podem se ligar a albumina e assim, favorecer 

ou dificultar o transporte de substâncias no meio biológico. Foi avaliada a influência de 15 

possíveis competidores que estão entre os mais abundantes, no plasma ou soro, (Ca(II), 
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Mg(II), Zn(II), Cu(II), Fe(II), Fe(III), Se(VI), glicose, cisteína, ácidos mirístico, palmítico, 

esteárico, linoleico e oleico, além do ânion fosfato) no processo de interação BSA-TM 

(Tabela 4).  

Tabela 4 - Espécies presentes no plasma e soro humano. 

Espécie 
Concentração no 

plasma/soro (mM) 

Concentração 

adotada (mM) 

Proporção 

[competidor]/[HSA] 
Referência 

HSA 0,53 – 0,83 0,70 - 

Bishop; Fodey; Schoeff, 

2005. 

Glicose 3,88-5,50 4,90 7,0 

Ca(II) 2,15 – 2,50 2,45 3,5 

Mg(II) 0,63 – 1,00 0,70 1,0 

Fosfato 0,87 – 1,45 0,70 1,0 

Fe(II)
 *
 

0,65 – 1,70 1,05 1,5 
Fe(III)

 *
 

Cisteína
*
 0,20 – 0,27 0,23 0,3 Turell et al., 2009. 

Zn(II)
 **

 0,013 – 0,014 0,35 0,5 

Kobayashi et al., 2006. Se(IV)
 **

 0,0016 – 0,0018 0,07 0,1 

Cu(II)
 **

 0,037 – 0,044 0,35 0,5 

Ácido mirístico 0,06 – 3,25 0,21 0,3 
Glaser et al. 2010; Almeida 

et al., 2002; Spahis et al., 

2015; Abdelmagid et al., 

2015. 

Ácido oleico 1,28 – 3,21 2,80 4,0 

Ácido linoleico 2,56 – 4,92 3,50 5,0 

Ácido palmítico 1,63 – 4,06 2,80 4,0 

Ácido esteárico 0,49 – 1,05 1,05 1,5 
*
Concentração de ferro total. 

**
Espécies com faixa de concentração menor que 0,07 mM a proporção adotada (competidor/HSA) foi de 0,5:1 

ou 0,1:1. 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

A influência destes competidores pôde ser avaliada através da variação da constante de 

ligação na ausência destas espécies (Kb) e ao serem adicionadas ao sistema proteína-ligante 

(Kb’). Para tanto, a concentração utilizada dos competidores seguiu os valores indicados 

quanto normalidade fisiológica (Tabela 4). Assim, a razão entre as constantes da interação 

BSA-TM na presença e na ausência do competidor (Kb’/Kb) foi o parâmetro utilizado para 

esta avaliação. 

A maioria dos competidores não influenciou no processo de interação simulando as 

condições fisiológicas, pois a razão das constantes foi próxima a unidade (Figura 10). 

Entretanto, Ca(II) e Fe(II) não seguiram esta tendência. Existe uma forte afinidade entre TM e 

Ca(II) em sistemas intracelulares o que pode estar relacionado com a capacidade deste íon em 

aumentar a constante de ligação com a proteína (GERICKE; DROOGMANS; NILIUS 1993). 

Além do mais, Ca(II) e Fe(II) podem estar agindo como moduladores positivos, provocando 

mudanças estruturais na biomolécula que contribuam para a interação com TM (BARNETT, 

et al., 2013). 
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Figura 10 – Efeito de competidores no Kb da interação BSA-TM. Condições: pH 7,4 (Tris-HCl 

50 mM, NaCl 100 mM) a 30ºC. 
 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

5.6 Avaliação da interação na presença de ANS 

 

 A fim de avaliar possíveis mudanças na hidrofobicidade da superfície da proteína a 

partir da interação TM-BSA foi empregado ANS (ácido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato) 

como uma sonda fluorescente hidrofóbica, carregada negativamente, que em soluções aquosas 

apresenta baixa fluorescência, contudo, ao se ligar a regiões apolares em proteínas ocorre 

aumento do sinal de fluorescência (SLAVIK, 1982). A ligação do ANS a BSA apresenta 

rendimento quântico ( ) de 0,12 e com isso, este sistema (ANS-BSA) pode ser utilizado para 

monitorar alteração no grau de hidrofobicidade da proteína em função do processo de 

interação devido a mudanças conformacionais e alteração na carga superficial (MÖLLER; 

DENICOLAT, 2002; MATULUS; LOVRIEN, 1988). 

Desta forma, foi calculada a constante de dissociação aparente (Kd) do complexo 

ANS-BSA na ausência e presença de TM. Para tanto, se utilizou a relação linear F = CANSB 

entre o sinal de fluorescência (F) e a concentração de ANS (CANS, 0-2 M), sendo B o 

coeficiente de proporcionalidade. Para obtenção da quantidade de ANS ligado a BSA foi 
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empregado a relação [ANSligado] = F/B. A quantidade de ANS livre foi obtida a partir de 

[ANSlivre] = [ANStotal]-[ANSligado]. O valor de Kd foi calculado através do inverso do 

coeficiente angular da relação F vs F/[ANS]livre. A partir da saturação da BSA com ANS foi 

obtida a intensidade de fluorescência máxima (Fmax) que está relacionada ao número de sítios 

hidrofóbicos na superfície da proteína. Assim, o índice de hidrofobicidade na superfície da 

BSA (HSP) foi calculado na ausência e presença do ligante, aplicando a Equação 8 

(RANJBAR et al., 2013).  

max

d

F
HSP =

BSA K
 Equação (8) 

Verificou-se que com aumento da concentração de TM (0-80 M) houve redução 

máxima de 16,9% do sinal de fluorescência referente ao complexo ANS-BSA, indicando que 

o TM não desloca de forma efetiva a sonda das regiões hidrofóbicas da proteína (Figura 11a). 

Visando calcular o HSP do sistema, a BSA foi titulada com ANS ocorrendo saturação a partir 

da adição de 30 M da sonda, como evidenciado na Figura 11b. Pela comparação dos 

sistemas pôde-se observar que a fluorescência na presença do TM foi menor quando 

comparado a condição contendo apenas a proteína (Figura 11c). A partir destes dados 

calculou-se os parâmetros Kd e HSP apresentado na Tabela 4.  

Figura – 11 Espectro de fluorescência do complexo ANS-BSA com adição de TM. ANS (2 µM), 

BSA (2 µM), TM (0-80 µM); b) Adição de ANS (0-30,0 µM) ao sistema BSA-TM, BSA (2 µM), 

TM ( 40 µM); c) Ligação ANS a BSA (2 µM) na ausência (▲) e presença (●) de TM (40 µM). 

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

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 O valor de Kd aumentou na presença de TM indicando que a magnitude da ligação 

ANS-BSA é menor quando o ligante está presente, em função da redução da quantidade de 
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regiões hidrofóbicas (Tabela 5). O valor de HSP diminuiu 14% para o sistema contendo o 

TM, indicando que houve decréscimo da hidrofobicidade da superfície da BSA decorrente do 

processo de interação proteína e TM. Este resultado pode ser explicado devido a carga 

negativa presente na molécula de TM no pH avaliado, propiciando aumento de carga na 

superfície da BSA, conduzindo a diminuição das regiões hidrofóbicas da proteína. De forma 

similar, Ranjbar e colaboradores (2013) avaliaram a interação da HSA com isoimperatorina, 

droga utilizada no tratamento contra Alzheimer e alguns tipos de câncer, onde foi verificado 

aumento no valor de Kd e diminuição no valor de HSP após interação. 

Tabela 5- Parâmetros de hidrofobicidade na superfície da BSA na presença e ausência de TM.  
 

Parâmetros 
Sistema 

BSA BSA + TM 

Kd 4,19 ± 0,01 4,36 ± 0,01 

Fmax/[BSA] 140,91 126,10 

HSP 33,63 ± 4,19 28,92 ± 4,22 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.                                                                               

 

5.7 Fluorescência sincronizada 

 Através da fluorescência sincronizada é possível monitorar o processo de interação 

com os resíduos de triptofano e tirosina, separadamente (Figura 12a). Para tanto, mantém-se 

constante o  em função do comprimento de onda de excitação ( ex), sendo  = 60 nm para 

monitoramento de forma seletiva dos resíduos de triptofano, e de forma análoga, quando se 

utiliza  =15 nm, o resíduo de tirosina é monitorado. Além disto, este ensaio é capaz de 

identificar mudanças de polaridade no microambiente destes resíduos de aminoácidos em 

função do processo de interação (YUAN; WELJIE; VOGEL, 1998; CONGDON; MUTH; 

SPLITTGERBER, 1993).  

A Figura 12b-c mostra o espectro de fluorescência dos resíduos de triptofano e 

tirosina, na interação com TM com máximo de emissão em 337 e 299 nm, respectivamente. 

Com a adição de TM, a intensidade de fluorescência da BSA diminuiu, porém, não houve 

mudanças no máximo de emissão quando monitorou-se a tirosina (Figura 12b). Entretanto, 

um deslocamento de 2 nm, no máximo de emissão, para maiores comprimentos de onda foi 

observado para o triptofano seguido de redução do sinal de fluorescência ao interagir com TM 

(Figura 12c), indicando que o microambiente próximo a este aminoácido se torna mais polar e 

mais acessível ao solvente (água) (HEA, et al., 2016). Além disso, com base na Tabela 6 o 

valor de Ksv para o triptofano (1,36±0,08x10
4
 L mol

-1
) é maior em relação a tirosina 

(0,46±0,03x10
4
 L mol

-1
). Em função do exposto, conclui-se que o TM está mais próximo da 

região que contém o resíduo de Trp durante a interação com a proteína. A BSA possui dois 
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resíduos de triptofano, um localizado no sítio I (Trp212) e o outro no subdomínio IB 

(Trp134). Apesar deste resultado indicar a proximidade do resíduo de triptofano no processo 

de interação, não se pode inferir qual dos resíduos de triptofano (Trp212 ou Trp134) teve o 

microambiente alterado de forma mais significativa. Resultado similar foi obtido por 

Chunmei (2014) e Shen (2013) com seus respectivos colaboradores, no estudo de interação 

entre BSA e Hg(II). Entretanto, nesses trabalhos não foi determinado qual região da proteína 

ocorre interação com os íons Hg(II). Desta forma, para o TM é pertinente avaliar os sítios 

preferenciais de interação do TM na estrutura da macromolécula. 

Figura 12 – a) Espectro de emissão dos resíduos de tirosina ( λ= 15 nm) e triptofano ( λ= 60 

nm) na interação BSA-TM. Fluorescência sincronizada para o resíduo de tirosina (b) e o resíduo 

de triptofano (c) com adição de incrementos de TM (0-80 µM).  

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

Tabela 6 - Fluorescência sincronizada para a interação BSA-TM. 

 = em - ex (nm)  Ksv (10
4
 L mol

-1
) r ∆λ (nm) 

15 0,46±0,03 0,9819 0 

60 1,36±0,08 0,9867 +2 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

5.8. Sítio preferencial de ligação 

 Na BSA existem duas regiões preferenciais para a ligação de pequenas moléculas 

sendo denominados de sítios I e II. Varfarina, ibuprofeno e diazepam (Figura 13) são 

marcadores preferenciais para estas regiões, em que varfarina se liga ao sítio I, enquanto 

ibuprofeno e diazepam ao sítio II (SUDLOW; BIRKETT; WADE, 1976; TENGA et al., 

2011). Desta forma, ensaios na presença destes marcadores promovem uma competição pelo 

sítio de ligação na estrutura da proteína. Um desfavorecimento na interação do ligante de 

interesse na presença do marcador é um indício que este interage na mesma região que o 

marcador. Assim, considerando a razão das constantes na presença (Kb’) e na ausência (Kb) 

destes marcadores é um parâmetro para identificar o sítio de ligação do TM a BSA. Caso esta 
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razão seja menor que a unidade, indica que existe competição para o sítio de ligação. Todos 

os experimentos foram realizados com duas proporções distintas de marcador e BSA. 

Figura 13 - Estrutura química dos marcadores de sítio varfarina (a), ibuprofeno(b), diazepam 

(c) e bilirrubina (d). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
 

A Figura 14 mostra que os marcadores utilizados não provocaram diminuição na 

constante de ligação, indicando que TM não migra para nenhum dos sítios avaliados (sitio I e 

II). Entretanto, o resultado por fluorescência sincronizada mostrou que o microambiente do 

resíduo de triptofano sofre mais influência do processo de interação em relação ao resíduo de 

tirosina. Considerando o fato de a BSA possuir dois resíduos de triptofano, um no sítio I (Trp 

212) e outro no subdomínio IB (Trp 134), e que este resíduo do sítio I não foi alterado, pois o 

ligante não deslocou a varfarina (sítio I), logo é provável que o resíduo de triptofano (Trp 

134) no subdomínio IB seja o responsável pelas alterações constatadas no ensaio de 

fluorescência sincronizada.  

Figura 14 – Avaliação do sítio de ligação utilizando os marcadores varfarina, ibuprofeno, 

diazepam e bilirrubina, todos a 2 e 4 µM na interação da BSA (2 µM) com TM (0-80 µM) 

monitorando variação de Kb. 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

Nesta região do subdomínio IB, está presente o único resíduo de cisteína livre (Cis 34) 
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     TNB2-

(λ = 412 nm)
DTNB2-

de aminoácidos contendo enxofre, como a cisteína, possivelmente TM estaria migrando para 

esta região e interagindo com o resíduo de cisteína livre (TRÜMPLER et al., 2009). A fim de 

averiguar esta hipótese, foi utilizado bilirubina como marcador para o subdomínio IB 

(KRUPP, et al., 2008). Zunszain e colaboradores (2008) verificaram que a bilirubina liga-se 

seletivamente ao subdomínio IB através de estudos de cristalografia. Contudo, este ligante 

ainda não foi utilizado como marcador de sítio de ligação ou região preferencial de interação 

da proteína, sendo este trabalho pioneiro neste aspecto. Assim, ao adicionar bilirubina ao 

sistema a constante de ligação diminui levando a diminuição da razão das constantes. Este 

resultado indica que TM migra para a região do subdomínio IB, diferentemente dos sítios 

preferenciais e tradicionais de ligação, I e II. Diversos estudos mostram que há formação de 

um aduto entre espécies mercuradas com resíduos de tióis de importância biológica presentes 

em proteínas. Para corroborar este proposta, Krupp e colaboradores (2008), utilizando ESI-

ion-trap MS, identificou que o metilmercúrio e Hg(II) liga-se ao resíduo de cisteína formando 

um aduto. Desta forma, é pertinente considerar que TM pode interagir com a cisteína livre 

(Cis 34) no subdomínio IB da BSA. Assim, a fim de avaliar se ocorre a formação de um aduto 

após a clivagem da ligação S-HgEt do TM na presença da proteína, o mecanismo de interação 

do TM com a BSA foi investigado. 

 

5.9 Mecanismo de interação 

 

5.9.1. Ensaio de Ellman 

 Para tentar elucidar o mecanismo de interação entre a BSA e o TM, foi utilizado o 

ensaio de Ellman a qual é baseado na reação entre DTNB e o grupo tiol livre gerando como 

produto colorido o TNB (Figura 15), de coloração amarela ( max = 412 nm). A quantidade de 

cisteína livre (Cis34) calculada para BSA foi de 47% empregando cisteína como padrão, 

corroborando com o trabalho de Reeves e colaboradores (2013). Todos os sistemas avaliados 

foram mantidos na proporção molar de 1:1.  

Figura 15 – Reação de Ellman. 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
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Quando se incubou as misturas BSA + NEM e BSA + EtHg
+
 ocorreu redução 

significativa dos sinais (> 90%) (Figura 16) quando comparado ao sistema contendo apenas 

BSA, indicando que tanto NEM quanto EtHg
+
 se ligaram seletivamente ao resíduo de cisteína 

livre (Cis34) da proteína, bloqueando-o, e assim impedindo que a reação com DTNB 

ocorresse. O TM livre não apresentou sinal significativo (Figura 16) para o ensaio de Ellman, 

indicando que o grupo tiol não está livre. As reações destes sistemas estão representadas na 

Figura 17.  

Figura 16 – Absorvância das soluções: BSA, BSA+EtHgCl, BSA+NEM, TM e BSA+TM. Todos a 

60 M. 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
 

Figura 17 – Reações de BSA e TM empregando DTNB. 
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Entretanto, observou-se que o sistema BSA + TM apresentou sinal de absorção similar 

ao da proteína livre (Figura 16), desta forma, foram consideradas duas hipóteses representadas 

na Figura 18: (1) o DTNB reage apenas com o resíduo de cisteína livre da BSA e gera TNB 

no meio, não havendo migração do EtHg
+
 do TM para a Cis34 da proteína. Assim, a interação 

TM e BSA ocorre com a manutenção da estrutura original do ligante. Na hipótese (2) 

considera-se que ocorreria reação entre BSA e TM, com clivagem da ligação S-Hg do TM, e 

formação de um aduto BSA-HgEt liberando ATS. Este ATS gerado reagiria com DTNB e 

levaria a formação de TNB no meio, responsável pelo sinal em 412 nm. 

Figura 18 – Hipóteses para o mecanismo de interação. 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

Para averiguar qual das hipóteses seria mais satisfatória, foram considerados outros 

sistemas (Figura 19). Observou-se que o sinal de absorção de soluções a mesma concentração 

de cisteína e ATS foram similares ao reagir com DTNB, indicando que DTNB reage com 

ATS na mesma proporção que com a cisteína. O valor de absorvância para a solução de BSA 

foi aproximadamente metade dos sinais relativos a cisteína e ATS (Figura 19). Isto está 

coerente e se deve ao fato da BSA apresentar apenas 47% do resíduo de cisteína livre. Por 

fim, verificou-se que o somatório dos sinais das soluções isolada da BSA e ATS foi igual ao 

sinal da mistura BSA+ATS (Figura 19). 

Isto se deve ao fato que DTNB reage tanto com BSA quanto ATS. Desta forma, 

sugere-se que a BSA reaja inicialmente com TM levando a formação de um aduto entre a 

proteína e o EtHg
+
 (BSA-HgEt), e por consequência, libere o ATS. Em seguida, ocorre a 

interação supramolecular entre o aduto BSA-HgEt e o ATS. Assim, a hipótese (2) mostrou-se 

mais adequado para representar o processo de interação entre BSA e TM simulando condições 

fisiológicas. 
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Figura 19 – Absorvância das soluções de: cisteína, ATS, BSA, e a soma das absorções de 

BSA+ATS e a absorção da mistura BSA+ATS. Todos a 60 M. 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

5.9.2 Titulação espectrofluorimétrica com os produtos de degradação do TM 

 

 Os possíveis produtos de degradação de TM (Figura 20) foram utilizados para 

titulação da BSA por fluorescência no estado estacionário de forma análoga a titulação com 

TM (Figura 21).  

Figura 20 – Produtos de degradação do TM. 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
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0,35± 0,01 e 0,47± 0,01 x10
3
 L mol

-1
, respectivamente, sendo mais próximos ao valor da 

interação BSA-TM (3,24x10
3
 mol L

-1
 a 30ºC).  

Figura 21 - Titulação espectrofluorimétrica da BSA (2 µM) com incrementos de EtHg
+
 (a), ATS 

(b) e DATS (c), todos variando 0-100 μM. 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

Pelo ensaio com marcadores de sítio de ligação (varfarina e diazepam) foi verificado 

que tanto ATS quanto DTAS, interagem preferencialmente no sítio I (Tabela 7). Este 

resultado reforça a hipótese que o TM migra para o subdomínio IB, onde ocorre a 

transferência do EtHg
+ 

para o resíduo de cisteína livre e, em sequência o ATS gerado interage 

por forças eletrostáticas com a BSA na mesma região levando a redução do sinal de 

fluorescência referente ao Trp134. 

Tabela 7 – Marcadores de sítio de ligação na avaliação da interação entre BSA-ATS e BSA-

DATS.  

Sistema 

 
Varfarina 2 µM (sitío I) 

 
Diazepam 2 µM (sítio II) 

 Bilirrubina 2 µM 

(subdomínio IB) 

 Kb’/Kb
 
  Kb’/Kb   Kb’/Kb  

BSA-ATS  0,60  1,35  0,95 

BSA-DATS  0,30  1,17  1,05 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

5.9.3 Ressonância magnética nuclear (RMN) 
 

O mecanismo de interação entre o TM e a BSA foi investigado empregando RMN 
1
H. 

Por meio da comparação dos espectros de RMN de 1H dos diferentes sistemas (Figura 21a-d) 

pôde-se concluir que: 

1) TM foi estável em solução simulando o meio fisiológico (Figura 21a), visto que não sofreu 

degradação formando ATS e EtHgCl com o tempo (foi avaliado até 15 dias), esta afirmação 

se baseia no deslocamento químico do metileno (1,70 ppm) ligado ao mercúrio ser idêntico ao 

mesmo sinal no TM (1,70 ppm); 
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2) Mistura de ATS + EtHgCl (Figura 21b-d) levou a formação preferencial de TM livre, 

indicando que o ATS na presença de EtHgCl prefere ficar na forma de aduto, ou seja, TM, 

esta afirmação se baseia no deslocamento químico do metileno (1,70 ppm) ligado ao mercúrio 

ser idêntico ao mesmo sinal no TM (1,70 ppm); 

3) Mistura TM + Cis mostra que há liberação de ATS no meio e consequente formação de 

Cis-HgEt, esta afirmação se baseia no deslocamento químico do metileno (1,68 ppm) ligado 

ao mercúrio que sofre deslocamento para campo mais alto, indicando formação do aduto Cis-

HgEt. Além disso, há o aparecimento de sinais de H aromáticos (7,69 e 7,39 ppm) referentes a 

formação de ATS no meio (Figura 21b-d); 

4) O espectro do cloreto de etil-mercúrio (EtHgCl) mostra claramente que este prefere estar 

na forma de aduto na presença do ATS, visto que no EtHgCl o deslocamento químico do 

metileno está em 1,93 ppm, enquanto que no TM está em 1,69 ppm e no aduto Cis-HgEt está 

em 1,68 ppm (Figura 21c). 

Desta forma, estes resultados corroboram com a hipótese 2, mostrando que o 

mecanismo de interação acontece em uma única etapa, com formação de um aduto BSA(Cis)-

EtHg, liberando ATS livre, o qual interage na região do subdomínio IB por meio dos 

aminoácidos carregados positivamente (Lys-131, Lys-159 e His-18) da proteína modificada 

(BOLEL et al., 2013). Assim, realizou-se avaliação dos deslocamentos nos sinais de 

hidrogênio do TM após interação com BSA nas proporções 100:1, 50:1 e 25:1 (TM:BSA). 

Este sistema indica a ocorrência de interação proteína-ligante, contudo, sem sinais referentes 

ao ATS (Figura 23). 

 Uma vez que o ATS é liberado e interage com a proteína (BSA-HgEt), os sinais do 

ATS livre não podem ser mensurados visto a relaxação da proteína é muito rápida devido à 

sua alta massa molecular. A análise espectral das misturas de TM com quantidades crescentes 

de BSA (Figura 23) mostra que a interação da BSA e o TM (em excesso) se dá por meio dos 

H-2, H-3 e H-4, sendo estes hidrogênios que sofreram as maiores variações de deslocamento 

químico (δ), sendo -0,018, -0,014 e -0,015 ppm, respectivamente (Tabela 8) na presença da 

macromolécula. 
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Figura 22 - Espectro de RMN
1
H de TM (1 mM) monitorado durante 15 dias (a) e espectro das soluções de EtHg

+
, cisteína, TM+cisteína, ATS+EtHg

+
, 

TM e ATS (b, c e d). 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
 

Figura 23 – Espectro de RMN de TM (1 mM) na presença de BSA nas proporções 100:1, 50:1  e 25:1. 

 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
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Tabela 8 - Deslocamento químico do espectro de TM na ausência e na presença de diferentes 

proporções de BSA 

Hidrogênio 

δ
 
/ ppm 

δ
1
 

TM 
Proporção TM:BSA  

100 50 25 

2 7,518 7,513 7,510 7,500 -0,018 

3 7,199 7,195 7,192 7,185 -0,014 

4 7,500 7,493 7,490 7,485 -0,015 

5 7,218 7,212 7,215 7,218 0,000 

9 1,703 1,695 1,692 1,687 -0,016 

10 1,291 1,286 1,286 1,280 -0,011 
1
 δ foi calculado baseado na diferença entre δ(TM:BSA = 25) e δ(TM). 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

 

5.10 Transferência de Energia por Ressonância de Fluorescência (FRET) 

O FRET é um processo mecânico-quântico que se baseia na transferência de energia 

de um doador (fluoróforo) em estado eletrônico excitado para um receptor (cromóforo) 

através de interações dipolo-dipolo, sem emissão de fótons (SAHOO, 2011). De acordo com a 

teoria de Förster, a eficiência de transferência, no processo de interação, permite inferir sobre 

a distância entre o doador e o receptor e, para tanto, é necessário que haja sobreposição entre 

o espectro de emissão de fluorescência do fluoróforo com o de absorção (UV-vis) do 

cromóforo. Neste processo, a distância entre o doador e receptor deve estar entre 2-8 nm para 

que o processo seja eficiente, e por fim, deve ocorrer uma orientação adequada do dipolo de 

transição entre doador e receptor (GLOSH; RATHI; ARORA, 2016). A eficiência de 

transferência energia (E) para o sistema BSA-HgEt foi calculada utilizando equação 9: 

(WANG et al., 2011).  

6

0

6 6

0 0 0

RF
E = 1 - 

F R +r
 Equação (9) 

F e F0 são os sinais normalizados de fluorescência na ausência e presença do receptor, 

respectivamente, R0 é a distância crítica de Förster em que 50% da energia emitida é 

transferida para o receptor e r é a distância do receptor para o resíduo de triptofano presente 

na proteína. R0 foi calculado utilizando a equação 10 (WANG et al., 2011). 

6 -25 2 -4

0R =8.79×10 K n J  Equação (10) 

K
2
 é o fator de orientação que está diretamente relacionado com a geometria do dipolo entre o 

doador e o receptor (K
2
 = 2/3, para orientação aleatória em solução), n é o índice de refração 

do meio (1,336),  é o rendimento quântico da proteína (  = 0,15 para BSA). J corresponde a 

área referente à sobreposição espectral entre o espectro de emissão do doador e de absorção 

do receptor, calculado utilizando a equação 11 (WANG et al., 2011):  
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4

0

0

F d
J

F dy
 Equação (11) 

λ é o comprimento de onda correspondente ao espectro de fluorescência da solução de BSA e 

o espectro de absorção da solução de TM. F(λ) e ε(λ) são as intensidades de fluorescência da 

solução de BSA e o coeficiente de absorção molar da solução de TM, respectivamente. A 

Figura 24 mostra a sobreposição dos espectros de fluorescência da solução de BSA e de 

absorção por UV-vis de TM utilizando para calcular a distância entre doador e receptor. 

Utilizando as equações 8-10 pôde-se obter os valores J = 1,80x10
-16

 cm
3
 mol

-1
L, R0= 

1,23 nm, E = 0,044 (4,4%) e r0= 2,06 nm. Através do mecanismo de interação, foi visto que a 

molécula de TM é clivada e ATS é o responsável pela interação e diminuição da 

fluorescência. Assim, 2,06 nm é a distância entre ATS e o complexo BSA-EtHg. Desta forma, 

a transferência de energia da BSA-EtHg para ATS ocorre com elevada probabilidade (HE et 

al., 2005). 

Figura 24 - Sobreposição espectral da emissão de fluorescência de BSA (curva a), com absorção 

de TM (curva b). 

 
Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 
 

5.11. Avaliação da formação de amiloides 

A formação de fibrilas amiloides insolúveis, ricas em folhas beta com morfologia 

fibrilar, em tecidos e órgãos, está diretamente relacionada ao desenvolvimento de pelo menos 

25 doenças conformacionais como diabetes tipo II, Alzheimer e Parkison (ZHANG; ZOU; 

LIU, 2012; WANG et al., 2016). Algumas moléculas são estudadas a fim de retardar este 

processo, denominadas moléculas anti-agregantes, como compostos fenólicos (curcumina, 

quercetina, ácido tânico), agentes tensoativos, aspirina, nicotina, entre outros. Entretanto, não 

existe cura para esta patologia (ZHANG et al., 2013). De forma contrária, algumas espécies 
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podem acelerar a fibrilação ao interagir com a biomolécula, como Cu(II), Pb(II) e nanotubos 

de carbono (PANDEY; GHOSH; DASGUPTA, 2010; GUAN; ZHANG; WANG, 2014; 

MAZAHERI et al., 2015).  

Espécies de mercúrio como MeHg
+
, EtHg

+
, Hg(CH3)2 apresentam elevada toxicidade 

ao ser humano e são acumulados e metabolizados preferencialmente no cérebro, onde são 

biotransformadas em mercúrio inorgânico (ROONEY, 2014). Estas espécies podem contribuir 

diretamente no processo de fibrilação proteica. Neste sentido, para avaliar o efeito da possível 

toxicidade do TM em meio biológico, a cinética de agregação proteica foi investigada, sendo 

utilizado o EtHg
+
 como referência para comparação. A tioflavina T (TT) foi empregada como 

sonda fluorogênica para monitorar a formação de amiloides (NILSON, 2004). O perfil 

espectral obtido para o sistema TM+BSA em processo de fibrilação é apresentado na Figura 

25a, indicando que TT apresenta baixa fluorescência livre, mas após adição das fibrilas ocorre 

um aumento significativo do sinal analítico de fluorescência, estabilizando após 2,5 h.  

A Equação 12 foi utilizada para calcular os parâmetros da cinética de formação das 

fibrilas proteicas (utilizando BSA como modelo) na ausência e presença de TM e EtHg
+
 

(GUAN et al. 2014). 

spF = F +ΔFexp - k
n

t  Equação (12) 

Sendo F, a intensidade de fluorescência de TT no tempo t, F  a intensidade de fluorescência 

máxima, F a amplitude dos sinais de fluorescência medidos e ksp é constante relativa à taxa 

de formação espontânea de fibrilas.  

O efeito do TM e EtHg
+
 para indução de fibrilas proteicas em função do tempo é 

mostrado na Fig. 25b. A presença de TM e EtHg
+
 ao sistema contendo BSA proporcionam um 

aumento de ksp de 42,3 e 122,3%, respectivamente, quando comparado ao valor da BSA na 

ausência dos ligantes (Tabela 9). Estas espécies de mercúrio favorecem a taxa de fibrilação da 

BSA, podem provocar repulsões eletrostáticas intramolecular, favorecendo a formação das 

fibrilas (JUARÉZ; TABOADA; MOSQUERA, 2009). Além disto, apresentaram n < 1 

indicando que a cinética pode estar associada a múltiplos mecanismos na formação do 

amiloide (JUARÉZ; TABOADA; MOSQUERA, 2009). Por fim, é possível perceber a 

contribuição do TM e seu produto de degradação (EtHg
+
) no processo de fibrilação proteica, 

sendo que seus efeitos tóxicos podem estar relacionados a doenças conformacionais ou 

processos bioquímicos associados a agregação de proteínas. 
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Figura 25 - a) Espectro de fluorescência da tioflavina T (20 µM) para a fibrilação da BSA (2,5 

mg L
-1

) na presença de TM (100 µM); b) Cinética de fibrilação para a BSA (2,5 mg L
-1

,■) na 

presença e ausência de TM (●) e EtHgCl  (▲) ambos a 100 µM. 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2017. 

Tabela 9 - Parâmetros cinéticos do processo de fibrilação da BSA 

Sistema F Ksp (h
-1

) n 

BSA (2,5 mg mL
-1

) 82 1,30 ± 0,10 1,07 ± 0,16 

BSA + TM (100 M) 124 1,85 ± 0,15 0,60 ± 0,05 

BSA + EtHg
+
 (100 M) 138 2,89 ± 0,43 0,40 ± 0,04 

Fonte: elaborado pelo autor. 2017. 

 

6 CONCLUSÃO 

 

 A interação entre BSA e TM, simulando condições fisiológicas, revelou que o 

processo acontece por quenching estático com formação de um complexo não fluorescente. O 

valor de Kb foi de 3,24(±0,01)x10
3
 L mol

-1
 (30ºC) com interação, preferencialmente 

eletrostática de forma espontânea. TM causa mudanças estruturais na BSA proporcionando 

aumento no conteúdo de α-hélice na BSA além de diminuir sua hidrofobicidade superficial. 

Ca(II) e Fe(II) favorecem a interação BSA-TM. TM interage no subdomínio IB da BSA, 

considerando que mecanismo de interação acontece pela formação de um aduto BSA-HgEt 

através da ligação da cisteína livre (Cis34) com o átomo de mercúrio, ocorrendo liberação de 

ATS. A distância do ATS para o resíduo de triptofano (Trp134) do aduto BSA-HgEt foi de 

2,06 nm. Por fim, verificou-se que TM e EtHg
+
 induzem a aceleração da fibrilação da BSA 

em 42 e 122% em relação ao sistema modelo, indicando que TM causa danos a estrutura da 

proteína o que pode comprometer suas funções.  

 

 

a) b) 
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