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RESUMO 

 

Os compostos organoestânicos (OTs) são caracterizados pela presença de uma ou mais 

ligações entre estanho e carbono. A produção e a utilização de produtos industriais, contendo 

OTs, geram grande preocupação mundial por oferecerem risco ao meio ambiente e à saúde 

humana. A aplicação de produtos à base de OTs abrange comumente a produção de biocidas, 

utilizados na agricultura e anti-incrustante naval; e na indústria de fabricação do cloreto de 

polivinila. A liberação do hidróxido de triciclohexilestanho (Cyhexatin) e Dicloreto 

difenilestanho (DPhT) em níveis elevados no meio ambiente está relacionada a graves 

problemas toxicológicos, pois, eles atuam como disruptores endócrinos. A cromatografia 

gasosa e a cromatografia líquida de alto desempenho têm uso limitado na identificação de 

OTs no meio ambiente, devido principalmente ao alto custo operacional e muitas etapas de 

pré-processamento da amostra. Nesse contexto, foi proposto o uso do nanoporo individual 

formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus (αHL) como plataforma alternativa para 

detecção e diferenciação dos organoestânicos (Cyhexatin e DPhT). Análises in silico, por 

meio do método de ancoramento molecular, também foram realizadas para esclarecer o 

mecanismo de interação OTs-nanoporo da αHL. As bicamadas lipídicas planas livres de 

solvente foram confeccionadas com o lipídeo diftanoil fosfatidilcolina conforme as técnicas 

convencionais de construção de membranas artificiais. Os experimentos foram realizados em 

condições de fixação de voltagem (±200 mV, Δ=20 mV), com solução banhante composta por 

KCl 4 M, Tris 5 mM, pH 7,5 e temperatura de 25 °C. A análise dos dados experimentais 

mostrou que tanto o DPhT quanto o CyHexatin induziram alterações na condutância do 

nanoporo de maneira dose-dependente, reduzindo-a em aproximadamente 20% e 10%, 

respectivamente, quando aplicadas voltagens acima de 140 mV. A passagem das moléculas de 

DPhT e o CyHexatin pelo lúmen do nanoporo induziram três perfis característicos de redução 

na corrente iônica do nanoporo distintos entre si, permitindo a identificação dos compostos. 

Os valores dos tempos característicos de ausência (τon) e permanência (τoff) para cada 

composto foram diferentes e dependentes do potencial transmembrana aplicado. Para o DPhT 

e o Cyhexatin foram identificados três valores de τoff (curto, médio e longo), apresentando 

correlação com os três perfis de corrente iônica. Observou-se ainda que os limites de detecção 

de ambos os OTs, pelo nanoporo-sensor, foram da ordem de nanomolar. Os dados 

computacionais sugerem até três confôrmeros para o DPhT e dois para o Cyhexatin na região 

de constrição do nanoporo, predominando interações cátion-Pi (DPhT) e ligações de 



hidrogênio (Cyhexatin). O nanoporo da αHL foi capaz de detectar organotins, podendo ser 

utilizado como método alternativo para detecção destes disruptores endócrinos em tempo real 

no meio ambiente. 

 

Palavras-chave: Organoestânicos. Alfatoxina. Nanoporo. Nanossensor estocástico. 



ABSTRACT 

 

Organotin compounds (OTs) are characterized by the presence of one or more bonds between 

tin and carbon. The production and use of industrial products, containing OTs, generate great 

worldwide concern for representing a risk to the environment and to human health. The 

application of OT-based products commonly covers the production of biocides, used in 

agriculture and naval anti-fouling; and in the polyvinyl chloride manufacturing industry. The 

release of tricyclohexyltin hydroxide (Cyhexatin) and diphenyltin dichloride (DPhT) at high 

levels in the environment is related to serious toxicological problems, as they act as endocrine 

disruptors. Gas chromatography and high-performance liquid chromatography have limited 

use in identifying OTs in the environment, mainly due to the high operational cost and many 

steps of pre-processing of the sample. In this context, it was proposed the use of the single 

nanopore formed by Staphylococcus aureus alfatoxin (αHL) as an alternative platform for the 

detection and differentiation of organotin (Cyhexatin and DPhT). In silico analyzes, using the 

molecular anchoring method, were also performed to clarify the OTs-nanopore interaction 

mechanism. The solvent-free planar lipid bilayers were made with the diphytanoyl 

phosphatidylcholine lipid according to conventional techniques for the construction of 

artificial membranes. The experiments were performed under voltage clamp conditions (± 200 

mV, Δ = 20 mV), with bathing solution composed of 4 M KCl, 5 mM Tris, pH 7.5 and 

temperature of 25 °C. Analysis of the experimental data showed that both DPhT and 

CyHexatin induced changes in the conductance of the nanopore in a dose-dependent manner, 

reducing it by approximately 20% and 10%, respectively, when applied voltages above 140 

mV. The passage of the DPhT and CyHexatin molecules by the lumen of the nanopore 

induced three characteristic profiles of reduction in the ionic current of the nanopore distinct 

from each other, allowing the identification of the compounds. The values of the characteristic 

times of absence (τon) and permanence (τoff) for each compound were different and dependent 

on the transmembrane potential applied. For DPhT and Cyhexatin, three values of τoff (short, 

medium and long) were identified, showing correlation with the three ion current profiles. It 

was also observed that the detection limits of both OTs, by the nanoporo-sensor, were at the 

nanomolar level. The computational data suggest up to three confomers for DPhT and two for 

Cyhexatin in the nanopore constriction region, with cation-Pi interactions (DPhT) and 

hydrogen bonding (Cyhexatin) predominating. The nanopore of αHL was able to detect 



organotins and can be used as an alternative method to detect these endocrine disruptors in 

real time in the environment. 

 

Keywords: Organotin compounds. Alfatoxin. Nanopore. Stochastic nanosensor. 
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1 INTRODUÇÃO 

A poluição do meio ambiente aumenta a cada ano, principalmente devido aos impactos 

das atividades antrópicas, sendo que, os efeitos dessa contaminação estão cada vez mais 

visíveis, afetando a atmosfera, o solo, as florestas, os animais, os rios e os oceanos (GODOI; 

FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003; ARIAS et al., 2007; VIEIRA et al., 2016). Entre as 

diversas atividades que podem introduzir substâncias químicas no meio ambiente, está o uso de 

tintas anti-incrustrantes e pesticidas, cujo princípio ativo de muitos deles são compostos 

organoestânicos (OTs, do inglês “organotins”) (SOUSA et al., 2014). 

Os compostos OTs apresentam uma grande aplicabilidade industrial, contudo, nos 

primórdios de sua descoberta, em torno de 1853 por Edward Frankland, o interesse era 

puramente científico. Começaram a ganhar notoriedade a partir da indústria do PVC 

(Policloreto de polivinila), por volta de 1940, e posteriormente devido a sua ação biocida, 

evidenciada no início de 1950. A partir de então esses compostos tornaram-se parte principal 

da composição de diversas tintas anti-incrustrantes e pesticidas agrícolas, aumentando o 

impacto dos compostos químicos sobre os diversos ecossistemas (DE CARVALHO 

OLIVEIRA; SANTELLI, 2010; SOUSA et al., 2014). A extensa contaminação do ambiente 

marinho, junto com os efeitos deletérios causados pelas tintas anti-incrustrantes à base de OTs, 

levou a introdução de restrições sobre sua utilização, culminando em sua proibição para esses 

fins, de maneira global (SONAK et al., 2009). Apesar disso, a utilização dos OTs na proteção 

de lavouras, como pesticidas, ainda é motivo de preocupação, pois, devido à baixa solubilidade 

da maioria destes compostos, observou-se grande tendência de acumulação dos compostos OTs 

pela biota que entra em contato com sedimentos contaminados (HRELIA et al., 1994; LI et al., 

2016). 

O Brasil é o maior consumidor de pesticidas agrícolas do mundo e sua utilização 

aumenta a uma velocidade duas vezes superior a dos demais países (FERREIRA et al., 2014). 

Segundo um documento da Abrasco (Associação Brasileira de Saúde Coletiva), publicado em 

2012, o país consome o equivalente a 19% do total de pesticidas fabricados no mundo. Estes 

números são fruto do padrão tecnológico introduzido na agricultura brasileira nos anos de 1960, 

cujo objetivo era a obtenção de níveis mais elevados de produtividade (FERREIRA et al., 

2014). Como consequência desta moderna agricultura, observam-se impactos ambientais como 

poluição dos rios, erosão e desertificação de solos, desmatamentos indiscriminados, 

contaminação de alimentos, consequentemente intoxicação, morte de animais e do homem, com 

resíduos de agroquímicos (ARIAS et al., 2007; FERREIRA et al., 2014). 
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Devido ao uso indiscriminado dos compostos OTs ao longo dos anos, tornou-se de 

fundamental importância o monitoramento em tempo real, face a capacidade e facilidade de 

dispersão desses compostos no ambiente, comprometendo os recursos hídricos e a produção de 

alimentos como citados anteriormente (MA; GUI; ZHU, 2015; NOVENTA et al., 2015; GUI 

et al., 2016). As técnicas cromatográficas são as mais utilizadas para o monitoramento dos 

níveis dos compostos OTs no ambiente, principalmente a cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (CG-MS), entretanto exigem uma mão-de-obra especializada além 

de um alto custo operacional, dificultando sua aplicação em larga escala (ARIAS et al., 2007). 

Estudos a partir dos anos 2000 demonstram a capacidade de poros nanométricos em 

detectar, identificar e caracterizar diversas moléculas em sistemas aquosos. Em particular, neste 

cenário vem ganhando destaque o nanoporo formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus, 

também conhecida por alfa-hemolisina (α-HL). Este nanoporo, quando inserido em um suporte 

lipídico e banhado por solução eletrolítica, representa uma plataforma de sensoriamento 

reprodutível, sensível e versátil (BAYLEY; CREMER, 2001). A utilização deste nanoporo 

como elemento de reconhecimento é baseado no sensoriamento estocástico, onde as moléculas 

do analito se aproximam do nanoporo por difusão, e desta forma, entram e ocupam seu lúmen. 

Esta ocupação gera um evento de bloqueio transitório à passagem de íons que cruzam o seu 

interior (RODRIGUES et al., 2008). As vantagens atreladas à utilização da alfatoxina, 

proporcionaram sua aplicação em diversas áreas, como na discriminação simultânea de 

enantiômeros (KANG et al., 2006), sequenciamento do DNA (CLARKE et al., 2009), detecção 

de armas químicas (TNT) (LIU; ZHAO; GUAN, 2010a), drogas ilícitas (cocaína) (KAWANO 

et al., 2011), e no monitoramento de microcistinas na água (RODRIGUES et al., 2013). 

Neste contexto, reconhecidas as limitações das técnicas atuais utilizadas na detecção de 

compostos OTs no meio ambiente, é indispensável e essencial o desenvolvimento de novas 

ferramentas analíticas que propiciem o monitoramento e caracterização dos compostos OTs. 

Desta forma, neste trabalho propomos estudar a interação dos organoestânicos com o nanoporo 

da alfatoxina de Staphylococcus aureus, aliado a um estudo computacional das interações entre 

estes compostos e o nanoporo com a finalidade de desenvolver um biossensor para esta classe 

de pesticidas. 
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1.1  OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Geral 

Estudar a interação de compostos organoestânicos com o nanoporo da alfatoxina 

visando sua utilização como biossensor para detecção destes compostos em sistemas aquosos. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

• Determinar experimentalmente os parâmetros biofísicos: tempo característico de 

permanência, tempo característico de ausência, constante de associação, constante de 

dissociação e energia de interação dos compostos organoestânicos Cyhexatin e DPhT com 

o nanoporo da alfatoxina; 

• Determinar experimentalmente os limites de detecção do nanoporo da alfatoxina para os 

compostos organoestânicos supracitados. 

• Identificar em simulações por docagem molecular, potenciais interações que favoreçam a 

ligação entre os compostos Cyhexatin e DPhT e o nanoporo da alfatoxina. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1   CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

O aumento das atividades antrópicas sobre o meio ambiente tem elevado os níveis de 

compostos xenobióticos, causando preocupação mundial, dado que, esses compostos 

apresentam a capacidade de reduzir a qualidade ambiental, comprometendo a saúde dos seres 

humanos (SOARES; PORTO, 2007). 

A presença de diversas fontes de contaminação, a exemplo de efluentes industriais, 

drenagem agrícola e utilização de compostos químicos na indústria naval, tem exposta a biota 

aquática a níveis alarmantes de substâncias tóxicas (PORTO; MILANEZ, 2009; SOUSA et al., 

2014). Tendo em vista que essa é uma das principais vias de impacto ambiental, a utilização de 

tintas anti-incrustrantes e pesticidas contendo organoestânicos se mostra, devido os seus efeitos 

nocivos já evidenciados, uma preocupação a respeito dos danos que podem causar aos seres 

vivos (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003). 

As restrições aplicadas à utilização dos compostos OTs na indústria naval virou 

realidade e ao longo dos anos os níveis desses compostos vêm diminuindo no meio ambiente 

(ANASTASIOU et al., 2016). Apesar disso, o mercado agrícola ainda apresenta preocupação 

quanto à contaminação e lixiviação no ambiente desses compostos, devido a sua ampla 

aplicação em lavouras, como pesticidas (DE ANDRADE et al., 2010). Ao longo dos anos, o 

Brasil ganhou destaque na produção agrícola, principalmente devido às grandes áreas de terras 

disponíveis para cultivo, além de apresentar um clima favorável para os mais diversos gêneros 

agrícolas (soja, café, feijão, açúcar, entre outros) (GOMES, 2009). Esse crescimento veio 

acompanhado com um forte crescimento da indústria química, que passou a incentivar a 

utilização de defensivos agrícolas (pesticidas), com o intuito de preservar o plantio contra as 

pragas e desta forma aumentar a produção (SOARES; PORTO, 2007). 

No Brasil, o uso de pesticidas na atividade agrícola data desde a década de 60 até os dias 

atuais. O crescimento agrícola associado ao uso de pesticidas, repercute diretamente na saúde 

da população brasileira, visto que, há uma crescente nos casos de pessoas contaminadas 

(GODOY; OLIVEIRA, 2004; PICCOLI et al., 2016). O reflexo disso também acomete 

populações de países estrangeiros, que similarmente aplicam esse processo produtivo baseado 

na utilização dessas substâncias tóxicas (CASSAL et al., 2014). 

Atualmente, o maior desafio da nossa geração é o melhoramento da produção agrícola 

na ausência dessas substâncias, contudo a falta de medidas eficazes torna refém as lavouras dos 
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agroquímicos rotineiramente usados. Desta forma, medidas paliativas como o monitoramento 

desses contaminantes no meio ambiente é de suma importância para evitar a elevação dos 

impactos ambientais e consequentemente sobre a saúde da população mundial (GUI et al., 

2016). 

2.2 COMPOSTOS ORGANOESTÂNICOS 

2.2.1 Histórico 

Os primeiros estudos envolvendo a síntese e manipulação dos compostos OTs foram 

executados por Sir Edward Frankland (1825-1899) que, em 1853, utilizando como precursor o 

iodeto de etila e estanho metálico, produziu o diiodeto de dietilestanho (HOCH, 2001; SOUSA 

et al., 2014). A partir desse pioneirismo, outras descobertas foram empreendidas e desta forma 

já são conhecidos mais de 800 compostos OTs, a maioria de origem antropogênica, excetuando 

o metilestanho, que pode ser produzido por biometilação (LE GROGNEC et al., 2015). 

A ausência de aplicações práticas, por muito tempo, manteve esses compostos apenas 

sob interesse exclusivamente científico. A partir de 1940, esses compostos ganharam destaque 

comercial para suprir a indústria de plásticos, particularmente a produção de policloreto de 

polivinila (PVC), que nesta época encontrava-se em ligeira expansão (SOUSA et al., 2014). 

A exposição do polímero PVC ao calor, radiação ultravioleta ou radiação gama, pode, 

dependendo da intensidade e tempo de exposição, causar liberação de HCl, e o resultado é um 

rápido processo de degradação, revelado normalmente pela mudança de coloração para amarelo 

ou até mesmo marrom escuro (RODOLFO JR; NUNES; ORMANJI, 2006; RODOLFO JR.; 

MEI, 2007). Alguns estudos utilizando OTs, evidenciaram a capacidade destes em inibir esse 

processo de degradação, revelando uma importante ação estabilizante (WYPYCH, 2015). 

A exploração da atividade biocida dos OTs surgiu a partir de 1950, por Van der Kerk e 

Luijten (1953), identificando que os compostos tri substituídos (tributilestanho, trifenilestanho, 

entre outros) apresentavam ação contra fungos e bactérias, além de organismos marinhos, 

vermes parasitas, moluscos aquáticos e insetos (VAN DER KERK; LUIJTEN, 1956). Os 

estudos complementares sobre a ação biocida dos OTs vieram com Kaars Sipesteyn em 1960, 

demonstrando a seletividade que o tributilestanho e o trifenilestanho apresentam em atuar 

contra fungos e bactérias. Desta forma um novo mercado se expandiu para a comercialização 

dos OTs (DE CARVALHO OLIVEIRA; SANTELLI, 2010; SOARES; PORTO, 2012). Nos 

anos 60, diversas multinacionais passaram a comercializar esses compostos a exemplo da alemã 
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Aventis, introduzindo o Brestan, nome comercial para o acetato de trifenilestanho, e a Philips 

Dufan, introduzindo o Du-ter baseado no hidróxido de trifenilestanho, usados em culturas de 

trigo, café, batata, amendoim, cacau e feijão (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 

2003). De modo paralelo, o mercado para o tributilestanho foi crescendo, a partir de sua 

incorporação em formulações de tintas antiincrustantes, devido a sua alta eficiência, comparada 

aos biocidas anteriormente utilizados (GOLDBERG, 1997). Graças a capacidade dessas tintas, 

mais especificamente contendo o cloreto de tributilestanho, em proporcionar mais de cinco anos 

de proteção aos cascos dos navios, a indústria para esses compostos entrou em grande expansão 

englobando cerca de 20% da comercialização de biocidas no início dos anos 90 (GODOI; 

FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003). 

Entretanto, a identificação de problemas relacionados à toxicidade dos compostos OTs, 

por causar mutações nos organismos que viviam próximos aos portos, promoveu a tomada de 

medidas legais que foram surgindo no inícios dos anos 2000, com o intuito de frear a produção 

e utilização dos compostos OTs para esses fins (GAO et al., 2015; LEE et al., 2015). Apesar do 

declínio progressivo das concentrações de compostos OTs no meio ambiente, este poluente e 

seus produtos de degradação (dibutilestanho (DBT); monobutilestanho, (MBT), óxido de 

estanho, entre outros) ainda estão presentes em quantidades vestigiais em ambientes marinhos 

(GAO et al., 2015; LEE et al., 2015). 

Devido à enorme quantidade de OTs despejados no ambiente marinho, durante o 

período de alta produção e utilização desses compostos, houve a contaminação do sedimento 

marinho transformando esse ambiente em um reservatório de compostos tóxicos (GRACELI et 

al., 2013). Além disso, a falta de restrições de seu uso no campo agrícola e de métodos de 

controle e monitoramento, deixam portas abertas para o crescimento de novas vias de 

contaminação em grande escala dos solos, rios e oceanos em pleno século XXI (RIBEIRO et 

al., 2008). As estimativas é que o crescimento do setor agrícola no país, responsável por quase 

metade do produto interno bruto brasileiro, não encontre barreiras para o uso de tais compostos, 

demonstrando um grande desafio da nossa geração no controle da exposição humana a esses 

compostos de alta toxicidade (GOMES, 2009; CREMONESE et al., 2017). 

2.2.2 Propriedades químicas 

Os compostos OTs são caracterizados pela presença de uma ou mais ligações entre 

estanho-carbono, essa ligação é estável na presença de água, O2 atmosférico e calor (até 200°C), 
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contudo a ação de ácidos fortes e agentes eletrofílicos quebra facilmente essa ligação (FIGURA 

1).  

FIGURA 1. Estrutura química 2D dos principais compostos OTs. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Imagem das estruturas químicas dos compostos OTs utilizados 

como biocidas. Tributilestanho-TBT (A), Dibutilestanho-DBT (B), 1, 2, 4-triazol de 

Tricicloexilestanho - Azocyclotin (C), Difenilestanho-DPhT (D), Trifenilestanho-TPhT (E) e 

o Hidróxido de Tricicloexilestanho - Cyhexatin (F). (Software: MarvinSketch®) 

 

Os compostos OTs apresentam a formula geral RnSnX4-n, onde R é um grupamento 

alquil ou aril e X uma espécie aniônica (Cl-, F-, O2-, OH-, -COO- ou –S-) (HOCH, 2001; 

GRACELI et al., 2013). Desta forma, esses compostos estão inclusos nos grupos dos 

organometálicos. A presença de um centro tetravalente classifica os compostos OTs em mono, 

di, tri e tetra substituídos. O número de substituintes orgânicos possuem um efeito intrínseco 

nas propriedades dos compostos, como insolubilidade e hidrofobicidade, diminuindo na ordem 

Tri(R3SnX1) > Di(R2SnX2) > Mono(R1SnX3), substituídos (SOUSA et al., 2014). 

2.2.3 Aplicações comerciais dos compostos organoestânicos 

No âmbito das diversas moléculas pertencentes ao grupo dos organometálicos, os 

compostos derivados de estanho apresentam uma vasta aplicabilidade comercial quando 

comparados a outros elementos (HOCH, 2001; DIAS, 2005; SOUSA et al., 2014) (FIGURA 

2). 
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FIGURA 2. Representação das principais aplicações dos compostos organoestânicos. 

 

Adaptado de DIAS et al., 2005. Esquema representando as diversas aplicações dos compostos 

organoestânicos. Esses compostos são caracterizados por apresentarem uma vasta aplicação, 

destacando-se nas áreas de estabilizante térmicos de PVC, catalisadores e na indústria de 

biocidas (tintas anti-incrustrantes e os pesticidas). 

 

Os triorganoestânicos apresentam atividade biológica máxima, onde são 

comercialmente utilizados como biocidas nas diversas áreas, enquanto que, os di- e os 

monorganoestânicos em estabilizantes de plástico, já os compostos tetraorganoestânicos não 

possuem grandes aplicações a não ser como precursor na síntese dos outros compostos OTs 

(DESPAIGNE et al., 2010). 

Entre todas as aplicações, a maior disseminação de OTs no meio ambiente é atribuída 

ao uso de tintas anti-incrustrantes (HOCH, 2001). Por volta de 1961, esse ramo na indústria 

naval teve a sua primeira tinta incorporada com OTs e devido a sua eficiência, foi amplamente 

empregado, principalmente as tintas contendo tributilestanho (TBT) (GOLDBERG, 1997; 

GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003). Os cascos dos navios submersos no mar 

por qualquer período de tempo estão expostos ao ataque de organismos incrustantes como 

cracas, mexilhões e algas (FREY et al., 2014). O acúmulo desses organismos provoca a 

diminuição da capacidade operacional máxima do navio e por consequência o aumento dos 

custos de transportes, mais especificamente, devido ao aumento do consumo de combustível 
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(CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011). Logo, a aplicação de tintas anti-incrustrantes 

com a finalidade de reduzir esses efeitos tornou-se de suma importância (FIGURA 3). 

FIGURA 3. Processo de incrustação e aplicação de tinta anti-incrustrante. 

 

Adaptado de SOUZA et al., 2014. Incrustação e aplicação da tinta anti-incrustante. 

Evidenciação da incrustação nos cascos dos navios (A-B); ancoradouro na presença do navio 

para limpeza e aplicação da tinta anti-incrustação (C-D). 

 

Contudo, devido às restrições sofridas na produção de tintas anti-incrustrantes contendo 

OTs, a aplicação como estabilizantes de PVC e no controle de pragas, como pesticida, são os 

responsáveis pela grande demanda na produção e comercialização dos compostos OTs (IMO, 

2002). O PVC ganhou destaque na indústria de plásticos por ser considerado um polímero 

altamente versátil e polivalente (FERNANDES; DIACENCO, 2002; SANTOS, 2015). Esse 

polímero é utilizado nos mais diversos segmentos do mercado, como construção civil, 

laminados/esmaltados, calçados e por ser um bom isolante elétrico, também é aplicado na 

fabricação de cabos elétricos, tornando-se o segundo plástico mais consumido no mundo 

(RODOLFO JR; NUNES; ORMANJI, 2006; SANTOS, 2015). No Brasil o PVC representa 
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14,9% do total de plásticos produzidos no mercado brasileiro movimentando R$ 9,8 bilhões ao 

ano (SANTOS, 2015). 

A degradação térmica foi um grande problema encontrado no processo de expansão e 

produção em massa que esses polímeros enfrentaram nos anos 40 (GEDDES, 1967; YU et al., 

2016). Assim diversos estabilizantes foram empregados de modo a atuar no controle desse 

processo garantindo o máximo de rendimento do produto final. Dentre os compostos mais 

empregados e de maior eficiência para esta finalidade, os organoestânicos ganham destaque, 

pois, em níveis de até 0,5% da massa do composto, apresentam a capacidade de manter as 

características ao longo do tempo de meia-vida do polímero (SANTOS, 2015; WYPYCH, 

2015). 

O controle de pragas denota um papel importante no agronegócio e a utilização de 

pesticidas funciona como uma ferramenta que permite atingir a rentabilidade na produção 

(VIEIRA et al., 2016). No último balanço, realizado sobre as receitas das principais empresas 

estrangeiras produtoras de pesticidas, no Brasil, a fatia do PIB agrícola ocupado pela 

comercialização desses compostos, girou em torno de 10% (ANDRADE et al., 2012; 

FERREIRA et al., 2014). Entre o grande número de compostos químicos que podem ser 

aplicados com esta finalidade, a utilização de pesticidas à base de organoestânicos se mostrou 

rentável para diferentes pragas e tipos de lavouras (TABELA 1).  

TABELA 1. Aplicações dos compostos OTs como pesticidas. 

PESTICIDAS CULTURAS PRAGAS 

CYHEXATIN Citrus 
 

Maça 
Berinjela 

Tetranychus urticae, Phyllocoptruta oleivora e 
Brevipalpus phoenicis 
Panonychus ulmi 
Tetranychus urticae  

CYHEXATIN, 
ÓXIDO DE 

FENBUTATINA E 
AZOCYCLOTIN 

Citrus 
 

Batatas 
Amendoim 

 
Soja 

 
Beterraba 

 
Café 

Cacau 

Phyllocoptruta oleivora, Brevipalpus phoenicis, 
Panonychus citri e Polyphagotarsonemus latus 
Phytophthora infestans 
Cercospora arachidicola e cercosporium 
personatum 
C. kikuchi, Diaporthe phaseolorum, C. dematium e 
Golpearia glycines 
C. beticola, Ersiphe betae, Phoma betae, e 
phythium aphanidermatum 
P. sringae 
Cacao moniliasis e Phytophthora palmivora 

Adaptado de Godoi et al., 2001. 
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No Brasil a utilização de pesticidas que apresentam este tipo de princípio ativo, já 

proibido em outros países, sofreu veto da ANVISA apenas em 2008, principalmente devido sua 

importante ação na citricultura para o combate de doenças como a leprose dos citros, 

transmitida pelo ácaro Brevipalpus phoenicis, que é considerada uma das doenças virais de 

maior importância na citricultura brasileira (ANDRADE et al., 2012). 

2.2.4 Toxicidade dos compostos Organoestânicos 

O receio quanto aos impactos que esses compostos apresentam sobre os organismos 

vivos surgiu no início dos anos 80, a partir do momento que foi evidenciado que os organismos 

que se aderem aos cascos dos navios não eram os únicos a sofrerem a ação biocida dos OTs, 

expondo toda a biota ao redor aos mesmos efeitos deletérios (GOLDBERG, 1997; 

GABRIELSKA et al., 2000; GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003; SOUSA et al., 

2014).  

O primeiro registro de efeito nocivo dos OTs foi em Arcachon, uma baía fechada na 

costa do Atlântico Francês, com instalações de cultivo de ostras. A produção de ostras foi 

severamente afetada, onde foram evidenciados problemas de crescimento, baixa taxa de 

reprodução e o surgimento de anomalias de calcificação nas ostras. Estudos mostraram que 

esses problemas estavam associados à existência de numerosas marinas na baía, onde navios 

atracados estavam liberando quantidades elevadas de tintas anti-incrustrante à base de 

organoestânicos, especificamente, contendo o tributilestanho (TBT) (RUIZ et al., 1996; 

GRACELI et al., 2013). 

Outro efeito relacionado aos níveis elevados de tintas anti-incrustrantes à base de 

organoestânicos, foi o desenvolvimento de órgãos sexuais masculinos em fêmeas de caramujos 

das espécies Nucella lapillus e Nassarius obsoletus (GRACELI et al., 2013; SOUSA et al., 

2014). Este fenômeno passou a ser conhecido como “imposex” e pode afetar mais de 200 

espécies de gastrópodes. Estudos demonstram a possibilidade do mecanismo de ação estar 

baseado na inibição da atividade da aromatase CYP19, impedindo a conversão de testosterona 

em estradiol (FIGURA 4). Hoje, esse fenômeno funciona como um biomarcador específico 

para identificação de altos níveis de TBT nas costas da Europa (CASTRO; ROSSATO; 

FILLMANN, 2012; ANASTASIOU et al., 2016). 

Os principais OTs utilizados como defensivos agrícolas são o cyhexatin, azocyclotin, 

entre outros. Os efeitos tóxicos desses compostos ainda não foram bem elucidados e apresentam 

poucos estudos na área. O cyhexatin demonstrou um leve efeito mutagênico em estudos 
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realizados com mamíferos. Já o azocyclotin apresentou efeitos em anfíbios, causando o 

encurtamento da pata traseira da espécie Xenopus laevis, durante o processo de metamorfose 

(LI et al., 2016). Outros estudos também demonstram os efeitos desses compostos em 

comunidades plantônicas, zooplânctons além do aumento da degradação microbiana anaeróbia 

do ambiente aquático (HRELIA et al., 1994; GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 

2003).  

FIGURA 4. Esquema de regulação da atividade da aromatase CYP19. 

 

Adaptado de Graceli et al., 2012. Diagrama da modulação dos OTs sobre a atividade da 

aromatase CYP19. O aumento da concentração dos compostos OTs (1), causa a diminuição da 

atividade da aromatase CYP19 (2), consequentemente, ocorre a diminuição na conversão da 

testosterona à estradiol em moluscos fêmeas (3). Acredita-se que essa via possa ser responsável 

pelo fenômeno de Imposex. 

 

Os esforços em identificar as vias de toxicidade dos OTs em mamíferos permitiram 

obter mais informações sobre os efeitos desses compostos em sistemas biológicos, como por 

exemplo a ação imunotóxica exercida pelo Dibutilestanho (DBT). O DBT apresenta a 

capacidade de competir com o ligante, pelo sítio ativo dos receptores de glicocorticóides (GR) 

inibindo a supressão mediada pelos GR de citocinas pró-inflamatórias e consequentemente 

contribuindo para o surgimento de doenças auto-imunes (GUMY et al., 2008). Já a capacidade 

de causar disfunções na atividade endócrina, processo este conhecido e bem documentado em 

caramujos, também foram relatados em mamíferos, tendo o TBT e o TPhT como os principais 
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responsáveis, atuando principalmente como ligantes para o receptor de retinóide X (RXR) 

(GRÜN; BLUMBERG, 2006). 

A toxicidade dos OTs coloca a prova o seu real custo benefício, apesar das grandes 

restrições que foram impostas no uso dessas substâncias, os níveis presentes no meio ambiente 

ainda são altos. Os impactos causados, tanto ao ambiente quanto à saúde do homem, tem 

estimulado o desenvolvimento de métodos analíticos rápidos, sensíveis e precisos que possam 

fornecer o grau de contaminação, assim como, monitorar em tempo real os níveis dos OTs (GUI 

et al., 2016). 

2.2.5 Métodos de Análise e Detecção 

Diversas técnicas analíticas são utilizadas para a detecção e discriminação de OTs, os 

métodos se baseiam na combinação de uma técnica de separação com uma de detecção. As 

principais metodologias analíticas baseadas nas técnicas de separação utilizadas são a 

cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) (DE 

CARVALHO OLIVEIRA; SANTELLI, 2010). 

A cromatografia gasosa é a técnica de separação mais utilizada devido a sua alta 

resolução, maior versatilidade de detecção e melhor capacidade de separação simultânea dos 

diferentes compostos OTs. Infelizmente os compostos, mono-, di- e trisubstituídos não são 

suficientemente voláteis e ou termicamente lábeis, tornando necessário iniciar um processo de 

produção de derivados voláteis antes da separação por CG (FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 

2003; DE CARVALHO OLIVEIRA; SANTELLI, 2010; GODOI; NOVENTA et al., 2015). O 

procedimento mais amplamente utilizado para obtenção de espécies voláteis dos compostos 

OTs é através da reação de “Grignard”, por meio da formação de derivados tetrasubstituídos 

(brometo ou cloreto de etil, butil ou pentilmagnésio), permitindo, desta forma, a produção de 

derivados estáveis e possibilitando a diferenciação das diferentes espécies de OTs 

(MORABITO; MASSANISSO; QUEVAUVILLER, 2000). Contudo, esses passos de 

derivação são demorados, sujeitos a interferências e envolvem considerável manipulação de 

amostra que pode levar à perda de analito (ABALOS et al., 1997; DE CARVALHO 

OLIVEIRA; SANTELLI, 2010). 

A utilização do HPLC no processo de separação dos compostos OTs não necessita da 

aplicação de processos de derivação, eliminando as possíveis fontes de incertezas, reduzindo o 

tempo de análise significativamente, quando comparado com a CG (GUI et al., 2016). Além 

disso, diversas fases estacionárias e móveis podem ser utilizadas, facilitando a adequação dessa 
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metodologia para as diferentes amostras ambientais que serão utilizadas no processo de 

separação. No entanto a interface do sistema de separação, que compreende o HPLC, e o de 

detecção, em conjunto com o número reduzido de amostras dos compostos que podem ser 

analisados em um único ensaio, demonstram as principais desvantagens em relação a CG 

(GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003). 

Os detectores mais empregados envolvem, a espectrometria de absorção atômica 

(AAS), detecção fotométrica de chama (FPD), detecção por emissão atômica (AED) e 

espectrômetro de massa (MS) (GUI et al., 2016), que podem ser acoplados aos cromatógrafos 

e desta forma identificar os compostos OTs. Desta maneira, a aplicação de técnicas baseadas 

na utilização de um cromatógrafo a um sistema de detecção permite a análise e identificação 

dos organoestânicos no meio ambiente (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003). 

Contudo, dentre todas essas técnicas de especiação empregadas, alguns problemas dificultam a 

aplicação desses métodos, como o limite de detecção, não sendo suficiente para detectar os 

valores reais do analito no meio ambiente atrelado ao alto custo que envolve o preço dos 

equipamentos e pagamento de pessoas capacitadas para a realização desses procedimentos (DE 

CARVALHO OLIVEIRA; SANTELLI, 2010). Consequentemente, o monitoramento em 

tempo real desses compostos, utilizando estas técnicas, apresenta um custo benefício muito 

baixo, abrindo espaço para o desenvolvimento de novas técnicas analíticas (ARIAS et al., 

2007). 

Atualmente, há um grande número de estudos que estão em busca de melhorar as 

técnicas já existentes, conjuntamente com o desenvolvimento de novos métodos que visam 

transpor as limitações apresentadas pelos dispositivos supracitados (NOVENTA et al., 2015; 

ANASTASIOU et al., 2016; GUI et al., 2016;). Nesse contexto, poros nanométricos tem se 

destacado neste cenário, particularmente devido a capacidade dessas estruturas em permitir a 

detecção, identificação e caracterização de moléculas em tempo real. Metodologias utilizando 

o nanoporo formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus já comprovam a capacidade 

desse sistema, no monitoramento de contaminantes ambientais (RODRIGUES et al., 2013). 

2.3   NANOPORO DA ALFATOXINA COMO BIOSSENSOR ESTOCÁSTICO 

2.3.1 Aspectos Gerais 

Segundo a União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC, do inglês: 

International Union of Pure and Applied Chemistry), propõe como biossensor, “um 

instrumento integrado que é capaz de fornecer uma informação analítica específica, quantitativa 
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ou semi-quantitativa, através do uso de um elemento de reconhecimento biológico, que está em 

contato direto com o elemento transdutor” (THEVENOT, 1999). Nesse aspecto ocorre o 

acoplamento entre um componente altamente específico e seletivo ao poder de ferramentas 

eletrônicas com alta sensibilidade, em captar o sinal gerado e transmitir como um sinal 

mensurável (LEE et al., 2008; CALIL; ROBERTO, 2011). O funcionamento de um biossensor 

pode, esquematicamente, ser representado por três etapas (FIGURA 5). 

A primeira etapa compreende no reconhecimento biológico, caracterizado pela 

interação entre o analito e o elemento de reconhecimento (enzima, anticorpo, ácido nucleico, 

canais iônicos, entre outros) (LEE et al., 2008; AGUIAR et al., 2015). O resultado dessa 

interação é a produção de um sinal baseado na alteração de uma ou mais propriedades físico-

químicas do elemento de reconhecimento (THEVENOT, 1999). No processo de transdução, o 

sinal formado proveniente da interação entre analito e o elemento de reconhecimento, é 

convertido em um sinal mensurável, que, por fim, a unidade de processamento analisa e 

amplifica o sinal proveniente do transdutor, armazenando-o em dispositivos adequados (SONG; 

XU; FAN, 2006; AGUIAR et al., 2015). 

FIGURA 5. Configuração geral das etapas e componentes de um biossensor. 

 

Retirado de CALIL; ROBERTO, 2011. Esquema de funcionamento de um biossensor. O 

processo de detecção do analito é realizado a partir do seu reconhecimento, ação praticada por 

um componente biológico (A), gerando um sinal que é transformado (B), e processado (C). 

 

A classificação dos biossensores leva em consideração aspectos como: mecanismo de 

detecção, transdução e de interação entre analito e o elemento de reconhecimento. Como citado 

anteriormente, a detecção pode ser realizada pela utilização de uma enzima, anticorpo, ácidos 

nucleicos, aptâmeros ou canais iônicos, esses componentes biológicos se apresentam como 

potenciais elementos de reconhecimento, classificando o biossensor a partir da natureza dos 
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mesmos (CALIL; ROBERTO, 2011). Baseado no tipo de transdutor, os biossensores são 

classificados em eletroquímicos, amperométricos, potenciométricos, condutimétricos, ópticos, 

piezoelétricos e calorimétricos (THEVENOT, 1999; CALIL; ROBERTO, 2011). E finalmente, 

o processo de interação do elemento de reconhecimento e o analito, permite classificar os 

biossensores em catalíticos e de afinidade (THEVENOT, 1999). 

Contudo, uma nova forma de sensoriamento vem sendo academicamente empregado 

para a elaboração de dispositivos analíticos, baseado na utilização de nanoporos proteicos como 

elemento de reconhecimento de uma variedade de moléculas (LIU; ZHAO; GUAN, 2010b; 

KAWANO et al., 2011). Basicamente, a capacidade dessas nanobioestruturas em identificar 

alterações nos parâmetros físicos, além da capacidade de reconhecimento e seletividade das 

mais diversas espécies químicas, demonstra a imensa versatilidade desses nanoporos, 

favorecendo atualmente, a aplicação como principal elemento capaz de realizar o 

biossensoriamento estocástico (AGUIAR et al., 2015). 

Para esta finalidade, os nanoporos proteicos necessitam apresentar algumas 

características, como, elevada condutância, estrutura molecular elucidada, facilidade de 

manipulação genética e estabilidade físico-química que favoreçam na aplicação como elemento 

de reconhecimento molecular. Baseado nessas características a alfatoxina tornou-se o modelo 

de nanoporo proteico para o desenvolvimento de biossensores estocásticos (BAYLEY; 

CREMER, 2001; NESTOROVICH, 2014; AGUIAR et al., 2015). 

2.3.2 Alfatoxina 

A alfatoxina ou também chamada de alfa-hemolisina (α-HL) é uma toxina bacteriana, 

classificada como uma exotoxina (NESTOROVICH, 2014; AGUIAR et al., 2015). A α-HL é 

uma proteína de peso molecular de aproximadamente 33 kDa, liberada na forma de monômeros 

de polipeptídios de 293 aminoácidos, produzida pelo Staphylococcus aureus (GRAY; KEHOE, 

1984; KRASILNIKOV et al., 2000). Essa toxina pode se apresentar em dois estados 

conformacionais, um solúvel em água e outro mais estável, formando um poro quando inserida 

em membranas de células eucarióticas ou bicamadas lipídicas artificiais (KRASILNIKOV et 

al., 2000; BAYLEY; CREMER, 2001). Por apresentar tal característica, a alfatoxina pode ser 

denominada de toxina formadora de poro.  

Conforme demonstrado na figura 6, a alfatoxina apresenta uma estrutura tridimensional 

elucidada, baseado na cristalografia de raios-X, sendo determinada na resolução de 1,89 Å 

(SONG et al., 1996). Esses dados demonstram a existência de 7 monômeros que se inserem em 
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bicamadas lipídicas, oligomerizando-se para formação do nanoporo heptamérico 

transmembranar (KRASILNIKOV et al., 2000). Desta forma, o nanoporo é delimitado em três 

domínios bem definidos: extramembranar ou copal, intramembranar ou troncular e o anelar. O 

domínio troncular e anelar estão ancorados na membrana, convencionalmente denominada 

entrada “TRANS”, enquanto que a região copal fica fora da membrana, denominada entrada 

“CIS” (NESTOROVICH, 2014). 

FIGURA 6. Modelo do nanoporo proteico formado pela alfatoxina. 

 

Retirado de AGUIAR et al., 2015. Ilustração da estrutura 3D do nanoporo proteico formado 

pela alfatoxina, baseado em dados da cristalografia de raios-X. À esquerda, vista lateral com a 

indicação das entradas CIS e TRANS; ao centro, ilustração dos quadrantes referentes aos 

domínios do nanoporo; à direita, vista superior das subunidades delimitantes do nanoporo 

proteico. As linhas verticais correspondem aos valores de comprimento de cada região, 

enquanto que a linha horizontal representa o diâmetro do nanoporo. 

 

O esquema do princípio de funcionamento do biossensor baseado na utilização do 

nanoporo da alfatoxina está representado na figura 7. A inserção de um único nanoporo em 

uma bicamada lipídica artificial, separando dois compartimentos banhados por solução salina 

é submetido a aplicação de um potencial elétrico transmembrana, gerando uma corrente iônica 

máxima, que flui através do lúmen da α-HL (RODRIGUES et al., 2008; AGUIAR et al., 2015). 

Pode-se admitir um sítio de interação no interior do nanoporo, englobando principalmente os 

resíduos 111, 113 e 147, denominada região de constrição. A interação de cada molécula 

individual do analito com a constrição induz uma alteração (diminuição) da corrente iônica 

máxima, denominado de bloqueio (WANG et al., 2013). Basicamente podemos considerar dois 
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estados fundamentais, ocupado (pelo analito) e não ocupado, permitindo desta maneira 

acompanhar a série de flutuações (bloqueios) relacionadas à interação do analito com a α-HL. 

Desta forma, a obtenção da frequência de eventos (correlacionada à concentração do analito) e 

dos tempos médios de bloqueio, conjuntamente com a amplitude de bloqueio, permitem a 

identificação da molécula (ROBERTSON et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008; LIU; ZHAO; 

GUAN, 2010b; KAWANO et al., 2011). 

FIGURA 7. Esquema do princípio de funcionamento do biossensor utilizando o nanoporo da alfatoxina. 

  

Adaptado de WANG et al., 2013. Esquema da detecção de moléculas a partir do nanoporo da 

alfatoxina. Difusão dos mais variados analitos através de um único nanoporo inserido na 

bicamada lipídica, partindo da aplicação de um potencial transmembrana (A-B). Flutuação da 

corrente máxima, caracterizada pela interação dos analitos com o lume do nanoporo da 

alfatoxina, induzindo bloqueios característicos para cada molécula (C). Estado não ocupado (1) 

e estado ocupado (2). 

 

A detecção estocástica baseada no nanoporo da alfatoxina é uma abordagem promissora 

e do ponto de vista acadêmico já demonstra ser uma ferramenta molecular capaz de quantificar, 

detectar e caracterizar uma grande diversidade de moléculas (WANG et al., 2013). Por outro 

lado, os dados obtidos nesta abordagem permitem apenas uma análise indireta dos aspectos da 

interação entre as moléculas e o nanoporo da alfatoxina, portanto, o emprego de ferramentas 

computacionais para simulação de ancoramento molecular pode possibilitar a aquisição de 

informações, e desta forma, elucidar o mecanismo molecular interacional ou até mesmo 

corroborar os achados experimentais (MELO et al., 2015). 

2.4   ANCORAMENTO MOLECULAR 

O ancoramento ou “docking” molecular é um método utilizado, na determinação da 

melhor orientação de ligação entre um ligante e seu receptor. Esta ferramenta é uma importante 

técnica no âmbito da modelagem estrutural, pois permite prever o complexo mais estável entre 

as moléculas de interesse (FIGURA 8) (LENGAUER; RAREY, 1996; DE MAGALHÃES et 

al., 2014). A ampliação da aplicação desses métodos computacionais vem ganhando destaque 
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no estudo das mais variadas biomoléculas, tornando-se uma importante ferramenta para a 

compreensão de diversos processos e mecanismos biológicos (FERREIRA et al., 2015). 

FIGURA 8. Ancoramento ou “docking” molecular. 

 

Retirado de FERREIRA et al., 2015. Ilustração do processo de ancoramento molecular. 

Estrutura 3D do ligante (A) e do receptor (B), retirados a partir de bancos de dados. Após a 

utilização de softwares de ancoramento, uma lista das possíveis confôrmeros do ligante na 

cavidade do receptor é gerado (C). Por fim o complexo de maior estabilidade é fixado, com 

intuito de identificar as principais interações intermoleculares envolvidas no sistema (D). 

 

Por muito tempo, esse mecanismo poderia ser demonstrado, simplesmente como 

estruturas rígidas, onde o ligante e o receptor se complementavam, por meio do encaixe do 

ligante ao sítio ativo do receptor, modelo baseado na “chave-fechadura” proposta por Emil 

Fischer, em 1894 (FISCHER, 1894). Contudo este modelo não representa a realidade, pois em 

processos biológicos tanto o ligante quanto o receptor apresentam flexibilidade, demonstrando 

capacidade de modificar sua conformação durante o procedimento de encaixe do ligante ao sítio 

ativo do receptor. Esse ajuste conformacional, denominado de induced-fit (encaixe induzido), 

foi primeiramente enunciado por Koshland em 1966 (KOSHLAND; NÉMETHY; FILMER, 

1966; VERLI; BARREIRO, 2005). 

Nesse aspecto, os primeiros algoritmos de ancoramento molecular foram desenvolvidos 

no início da década de 80, trabalho iniciado por Kuntz e cols., em 1982 (KUNTZ et al., 1982). 

A flexibilidade molecular é um elemento importante para representação da realidade por parte 
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de um algoritmo de ancoramento e muitas vezes isso se torna inviável devido ao grau de 

flexibilidade de muitos receptores, desta forma diversos métodos tem sido implementados no 

desenvolvimento de algoritmos que solucionem esses problemas, diferenciando-os quanto a: 

(1) função de avaliação utilizada; (2) grau de flexibilidade das moléculas biológicas 

interagentes; e (3) aos métodos de busca empregados (DE MAGALHÃES, 2006). 

As estratégias dos primeiros algoritmos de ancoramento tratavam tanto o ligante quanto 

o receptor como moléculas rígidas, no intuito de realizar triagens em bancos de dados contendo 

informações dos mais variados ligantes, para a identificação de novos compostos bioativos. 

Esses algoritmos apenas consideravam os graus de liberdade translacionais e rotacionais do 

ligante sendo denominados de “algoritmos de docking rígido” (TEAGUE, 2003). Ao longo dos 

anos, estudos introduziram os graus de liberdade conformacionais ao levar em consideração os 

ângulos diedrais do ligante, e assim foram denominados de “algoritmos de docking flexível”, 

permitindo o desenvolvimento de técnicas de ancoramento mais acuradas na predição do 

complexo ligante-receptor (TEAGUE, 2003; VERLI; BARREIRO, 2005). 

Os cálculos envolvidos no ancoramento molecular também apresentam o objetivo de 

avaliar as interações energéticas das orientações de um ligante e seu receptor, para isso, é 

importante o conhecimento das principais interações intermoleculares envolvidas na formação 

desse complexo (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995). 

2.4.1 Interações Intermoleculares Envolvidas no Complexo ligante-receptor 

O estudo das interações que envolvem os processos de reconhecimento molecular entre 

ligante-receptor é de grande importância no entendimento do mecanismo de ação proposto por 

esses complexos moleculares (enzima-substrato, antígeno-anticorpo). As principais interações 

que regem esses sistemas são as interações de Van der Waals, interações eletrostáticas, e as 

ligações de hidrogênio (ROCHA, 2010). 

Em termos de importância, as ligações de hidrogênio ocupam posição de destaque 

devido a capacidade de favorecer a formação do complexo ligante-receptor de maneira mais 

estável. Este tipo de interação ocorre entre o átomo de hidrogênio e dois ou mais átomos 

eletronegativos da mesma molécula ou em moléculas diferentes (ROCHA, 2001). Esse tipo de 

atração é reflexo de um átomo X (podendo ser flúor, oxigênio ou nitrogênio) que apresenta alta 

eletronegatividade ligado covalentemente ao hidrogênio, denominado de grupo doador. Devido 

a grande eletronegatividade, o elétron do hidrogênio é fortemente atraído pelo átomo X, 

desprotegendo o próton do hidrogênio. Deste modo, o próton pode interagir com regiões de 
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dipolo de outras moléculas ou em sua própria estrutura, denominadas de regiões aceptoras. Já 

as interações de Van der Waals, são regidas pela interação de grupos químicos apolares. Por 

outro lado, as interações eletrostáticas, resultam das interações de grupos carregados 

eletricamente. Assim, o conjunto dessas interações também podem desempenhar um papel 

importante no processo de ligação (ROCHA, 2001; ISRAELACHVILI, 2011). 

De maneira geral esse processo de interação entre o ligante e o receptor é dirigido por 

uma combinação de efeitos entálpicos e entrópicos. A estimativa desses efeitos pode ser 

calculada através da energia livre de Gibbs (ΔGlig), (EQUAÇÃO 1) (DE MAGALHÃES et al., 

2014; GUEDES; DE MAGALHÃES; DARDENNE, 2014). 

ΔGlig = ΔH – TΔS   eq. 1 

Onde: 

ΔH é a variação de entalpia 

T é a temperatura 

ΔS é a variação de entropia 

Desta maneira, a compreensão e utilização desses mecanismos de reconhecimento 

molecular, possibilita a redução de tempo e dos altos custos da bancada experimental, sendo 

relevante na busca por potenciais substâncias farmacológicas, que interessem as indústrias 

farmacêuticas (DE MAGALHÃES et al., 2014). Neste contexto, é interessante a utilização 

dessas ferramentas como suporte para melhor entender os processos de interações moleculares 

que estão envolvidos na ligação dos compostos organoestânicos e a região de constrição do 

nanoporo da α-HL. 
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3  METODOLOGIA 

3.1   CONSTRUÇÃO DAS BICAMADAS LIPÍDICAS PLANAS 

O processo de confecção de todas as bicamadas lipídicas planas utilizadas foi baseado 

na adaptação da técnica de MONTAL & MULLER, 1972. Esta técnica fundamenta-se na 

construção de uma bicamada lipídica por justaposição de dois filmes monomoleculares de 

lipídeos, num orifício com aproximadamente 100 µm de diâmetro, de uma partição de Teflon® 

que separa dois compartimentos (CIS e TRANS) de uma câmara experimental, também de 

Teflon® (FIGURA 9). 

FIGURA 9. Representação esquemática da construção da bicamada lipídica. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Foto da câmara de Teflon® e esquema representativo do 

processo para o monitoramento da formação da bicamada lipídica plana. A) Câmara de Teflon® 

com indicação dos lados cis e trans, e eletrodos de conexão da solução aquosa ao sistema 

eletrônico de monitoramento e aquisição. B) Etapas da formação: (1) filmes lipídicos sobre as 

superfícies das soluções, (2) deposição do segundo filme lipídico e (3) bicamada lipídica plana 

completamente formada. As setas indicam o sentido da elevação do nível da solução; C) etapas 

do monitoramento da formação da bicamada lipídica: (1) onda triangular aplicada ao sistema e 

(2) resposta de corrente capacitiva do sistema. 
 

Os filmes monomoleculares de lipídeos foram obtidos a partir da adição de 10 µL de 

uma solução de lipídeo diftanoil glicerofosfocolina, da Avantis Polar Lipids (USA) 2% (p/v) 

em hexano (Merck), sobre a solução aquosa (KCl 4 M, TRIS 5 mM, pH 7,5 ajustado com ácido 

cítrico). Passados 10 minutos, com a evaporação do hexano, ocorre a formação espontânea dos 

filmes lipídicos na superfície da solução em ambos os compartimentos. Decorrido o tempo 
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necessário para a evaporação do solvente, o menisco da solução contida no compartimento 

“TRANS” é elevado por adição de mais solução, formando a primeira monocamada, 

posteriormente, elevando o lado oposto “CIS” temos a formação da bicamada lipídica. A 

formação da membrana foi acompanhada baseando-se no aumento dos valores da corrente 

capacitiva do sistema. Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente 25 ± 

2 °C. 

Após a construção da bicamada lipídica realizamos a incorporação de um único 

nanoporo da alfatoxina Calbiochem (USA), pela adição de 0.2-0.5 µl da solução estoque 

contendo α-HL (0,07 mg/ml) no lado “CIS” da membrana, para uma concentração final de ~2 

ng/ml. Posteriormente, adicionamos os compostos organoestânicos (DPhT ou Cyhexatin), no 

compartimento “TRANS” da câmara experimental e monitoramos a corrente iônica através do 

nanoporo em condições de potencial aplicado de ± 200 mV (incrementos de 20 mV). (FIGURA 

10). 

FIGURA 10. Esquema de detecção pela alfatoxina na presença dos diferentes compostos 

organoestânicos. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Configuração experimental do processo de detecção dos 

compostos OTs. Ao centro da imagem, representação do nanoporo da alfatoxina incorporado 

em uma bicamada lipídica. A aplicação de um potencial elétrico, gera um fluxo iônico através 

do nanoporo e consequentemente o carreamento dessas substâncias, que ao entrar em contato 

com o local de interação do nanoporo provoca bloqueios característicos dos compostos OTs. 
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3.2   SISTEMA DE MONITORAMENTO E AQUISIÇÃO EM TEMPO REAL 

Na realização dos experimentos, o sistema utilizado para aplicação do potencial 

transmembrana, monitoração e aquisição dos registros foi constituído por um gerador de 

funções (Hewlett Packard, modelo 3310B), um filtro Butterworth à 15 kHz (Frequency devices, 

modelo 902), um amplificador de patch clamp (Axonpatch 200B, Molecular devices, USA) e 

uma placa conversora analógico-digital (National Instruments modelo BNC-2090) acoplada a 

um microcomputador IBM PC, executando o Programa Data Acquirer, com taxa de aquisição 

de 100 kHz. 

A utilização de uma mesa de amortecimento de alto desempenho (TCM 63-500) e uma 

gaiola de Faraday, minimiza as interferências geradas por conta das perturbações mecânicas e 

eletromagnéticas, respectivamente (MONTAL; MUELLER, 1972; AGUIAR et al., 2015). Por 

fim, para o estabelecimento de uma conexão entre os compartimentos da câmara experimental 

com os sistemas de medidas elétricas, foi utilizado uma ponte salina do tipo Ágar-KCl (3% em 

peso de Ágar em KCl 3 M) e eletrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl) (FIGURA 11). 

FIGURA 11. Sistema de aquisição eletrônica. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. Aplicação do potencial transmembrana, monitoramento e 

aquisição dos registros de corrente iônica. A configuração experimental é ligada à interface 

eletrônica com a utilização de dois eletrodos, sendo um conectado ao terra e o outro ao 

Headstage do amplificador (A). A aquisição dos dados é obtida a partir da presença de quatro 

componentes fundamentais, o gerador de função (1), amplificador de patch clamp (2), placa 

conversora analógico-digital (3) e um microcomputador executando o programa Data Acquirer 

(B).   
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3.3   ANÁLISE DE FLUTUAÇÕES DAS CORRENTES IÔNICAS 

Todos os parâmetros de assinatura molecular foram analisados utilizando os softwares, 

Sview e TauHist, para obtenção dos valores de condutância do nanoporo na presença do analito 

e os tempos médios de residência (τoff) e interbloqueio (τon), respectivamente. Resumidamente, 

um histograma de frequência dos tempos no estado bloqueado e não bloqueado do canal é 

gerado, utilizando o TauHist, onde a τcorresponde a uma exponencial ou gaussiana traçada 

do histograma. Considerando a reação de interação entre qualquer organoestânico e o nanoporo 

uma reação bimolecular, informações cinéticas e termodinâmicas dessas interações (FIGURA 

12), tais como as constantes de associação (Kon), de dissociação (Koff), de equilíbrio (Kf) do 

complexo OTs-nanoporo e energia de interação (ΔG) (KRASILNIKOV; RODRIGUES; 

BEZRUKOV, 2006), podem ser calculadas através das seguintes equações:  

FIGURA 12. Esquema da reação de equilíbrio entre o analito e o nanoporo.

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Constante de associação kon = 1 /(τon x Canalito)   Eq. 2 

Constante de dissociação koff = 1/τoff     Eq. 3 

Constante de formação kf = kon / koff     Eq. 4 

Energia de interação aparente ΔG ~ KT In Kf  Eq. 5 

Onde: 

kon: Constante de associação 

koff: Constante de dissociação 

kf: Constante de formação 

C: Concentração do analito 

τon: Tempo entre os bloqueios  

τoff: Tempo de residência 
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3.4   DOCAGEM ENTRE OS COMPOSTOS ORGANOESTÂNICOS E A ALFATOXINA 

3.4.1 Programas utilizados no presente trabalho incluem: 

• Dockthor, plataforma online utilizada nas simulações de docking (DE MAGALHÃES 

et al., 2014); 

• Discovery Studio, software utilizado na visualização das estruturas, bem como na 

identificação das interações entre os organoestânicos e o nanoporo da alfatoxina (Versão 

17.2.0.16349); (Dassault Systèmes BIOVIA, 2016) 

 

3.4.2 Configuração do Ligante-Receptor 

A estrutura da alfatoxina (α-HL), utilizada nesse estudo foi obtido no Protein Data Bank 

(PDB), sob código 7AHL (SONG et al., 1996). Os ligantes Dicloreto difenilestanho (DPhT) e 

o hidróxido de tricicloexilestanho (Cyhexatin) foram retirados do banco de dados de substâncias 

químicas ChemSpider (Royal Society of Chemistry-RSC). As moléculas foram ancoradas em 

uma área de dimensões 6,5x6,5x6,5 pontos de Grid (cada ponto equivalente a 0,25 Å). A 

dimensão foi definida visualmente visando cobrir os principais resíduos presentes na constrição 

da alfatoxina. A escolha da região da constrição é justificada por apresentar o menor diâmetro 

do nanoporo. Essa região é formada pela presença de sete resíduos de Ácido glutâmico 111, 

Lisina 147 e Metionina 113, possibilitando desta forma, uma maior interação entre os ligantes 

(DPhT e Cyhexatin) e a α-HL. 

Os parâmetros padrões de docking da plataforma online do DockThor foram utilizados, 

empregando um algoritmo genético com o número máximo de 1.000.000 de avaliações, com 

um tamanho de população de 1000 e um total de 30 rodadas. Para a análise do resultado, foi 

utilizado um RMSD (Root mean square deviation) de 2 Å separando os confôrmeros em função 

da energia de interação ligante-nanoporo. 
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4 RESULTADOS 

4.1 MANUSCRITO: “Detection of organotin compounds by alpha hemolysin nanopore”, a 

ser submetido à revista RSC Advances (doi:10.1039/issn.2046-2069) com fator de impacto 

3.108. 
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5 CONCLUSÕES 

• O nanoporo da alfatoxina é capaz de detectar os compostos organoestânicos Cyhexatin 

e DPhT em meio aquoso; 

• Os tempos de residência no interior do nanoporo diferem entre os compostos, bem 

como, os perfis de mudança na corrente iônica; 

• A técnica do nanoporo-sensor alcançou limite de detecção em concentrações 

nanomolares para ambos os compostos; 

• Forças intermoleculares do tipo Cation-Pi, hidrofóbicas e ligações de hidrogênio estão 

envolvidas na interação entre os resíduos da constrição da alfatoxina e os compostos 

OTs; 
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6 PERSPECTIVAS 

• Utilização de adaptadores moleculares para aumentar a sensibilidade da técnica; 

• Testar novos compostos organoestânicos para ampliar o nosso banco de dados; 

• Analisar amostras ambientais. 
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