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RESUMO  

 
ADRIANI, P.P. Desenho e avaliação de um sistema enzimático recombinante para 

proteção in vitro de células epidérmicas humanas HaCaT ao estresse oxidativo. 2020. 140 

f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2020. 

 

Durante a vida, a pele, principal barreira de defesa do corpo, neutraliza espécies reativas 

de oxigênio (ERO) produzidas por processos intrínsecos e extrínsecos; porém, com a 

idade, a geração de ERO aumenta e o mecanismo de defesa antioxidante diminui. Dessa 

forma, esse desbalanço leva ao progressivo dano de estruturas celulares. O presente 

trabalho teve por objetivo desenhar e avaliar o efeito de um sistema molecular de 

transdução constituído pelas proteínas recombinantes superóxido dismutase (TrSOD) e 

glutationa peroxidase (TrGPx) do fungo Trichoderma reesei em células epidérmicas de 

queratinócitos humanos HaCaT. A utilização desse sistema, constítuido por proteínas 

antioxidantes, tem a finalidade de reforçar o mecanismo de defesa celular contra ERO e, 

também, determinar sua potencial utilização como agente de proteção celular contra o 

estresse oxidativo. A enzima TrGPx fusionada ao peptídeo de penetração celular (PPC) 

PEP-1 (PEP1-TrGPx), foi expressa em E coli BL21(DE3), caracterizada funcionalmente 

através de ensaios de atividade enzimática, utilizando os substratos: tioredoxina, pirogalol 

e peróxido de hidrogênio, e estruturalmente através de cristalografia de raio X. Além 

disso, teve sua capacidade de proteção antioxidante em células HaCaT avaliada por meio 

do método que emprega o reagente H2DCF-DA (2',7'-diclorodihidrofluoresceína 

diacetato), demonstrando que PEP1-TrGPx forneceu proteção antioxidante nas células 

HaCaT submetidas ao estresse oxidativo. As enzimas TrSOD e TrSOD fusionada aos 

PPC TAT e a cauda de fluorescência amarela (YFP), denominada neste trabalho como 

TAT-TrSODy, foram expressas em E. coli BL21e tiveram suas atividades avaliadas 

através do método de NBT (azul de nitrotetrazólio) em gel não-desnaturante e foi 

demonstrado que as proteínas foram obtidas na sua forma ativa. Também foram 

realizados ensaios de citotoxidade utilizando-se o método de MTT para todas as proteínas 

estudadas; porém, nenhuma apresentou efeitos significativos na viabilidade das células 

HaCaT. Os dados obtidos mostram que o sistema enzimático desenhado é promissor na 

proteção contra o estresse oxidativo induzido em queratinócitos humanos HaCaT. As 

enzimas antioxidantes do estudo apresentam potencial de uso, principalmente para a 



 
 

indústria de cosméticos que buscam constantemente por novas tecnologias e ativos mais 

eficazes. Com isso, os resultados obtidos nessa tese demonstraram-se uma abordagem 

promissora para o desenvolvimento de novas terapias e produtos biotecnológicos. 

 

Palavras-chave: Antioxidante. Glutationa peroxidase. Peptídeo de Penetração Celular. 

Superóxido dismutase. Trichoderma reesei. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

 

ADRIANI, P.P. Design and evaluation of a recombinant enzyme system for the in vitro 

protection of human epidermal cells HaCat against oxidative stress. 2021. 140 f. Tese 

(Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2021. 

 

During life, the skin, the main protective barrier of the body, neutralizes reactive oxygen 

species (ROS) produced by intrinsic and extrinsic pathways; however, aging increases 

the generation of ROS and decreases the antioxidant defense mechanism. Thus, this 

imbalance leads to progressive damage to cellular structures. The purpose of this paper is 

to design and evaluate the effect of a transduction molecular system generated by the 

recombinant proteins superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) 

from the fungus Trichoderma reesei on human keratinocyte epidermal cells HaCaT. The 

use of this system, consisting of antioxidant proteins, has the purpose of reinforcing the 

cellular defense mechanism against ROS and, also, determine its potential use as cellular 

protection agent against oxidative stress. The enzyme TrGPx fused to cell penetrating 

peptides (CPP) PEP-1 (PEP1-TrGPx) was expressed on E coli BL21(DE3), functionally 

characterized by enzyme activity assays using the substrates: thioredoxin, pyrogallol and 

hydrogen peroxide, and structurally by X-ray crystallography. Furthermore, its 

antioxidant protection capacity on HaCaT cells were evaluated by a method using the 

reagent H2DCF-DA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate), proving that PEP1-

TrGPx provides antioxidant protection on HaCat cells subjected to oxidative stress. The 

enzymes TrSOD and TrSOD fused to PPC TAT and the yellow fluorescent protein (YFP), 

referred to in this paper as TAT-TrSODy, were expressed on E. coli BL21 and had their 

activities evaluated using the NBT method (nitroblue tetrazolium) on non denaturing gel 

and it has been shown that the proteins were obtained in the active form. Cytotoxicity was 

also assessed using the MTT assay to all studied proteins; however, none showed 

significant effects on the viability of HaCaT cells. These data contribute to understand 

the antioxidant mechanisms in fungi and, likewise, show promise in the protection against 

oxidative stress induced in human keratinocyte cells HaCaT. The commercialization of 

antioxidant enzymes is extremely attractive, mainly for the cosmetics industry, which is 

constantly seeking for new technologies and more effective active ingredients. Thereby, 



 
 

the results obtained in this thesis proved to be promising for biotechnological 

applications.  

 

Keywords: Antioxidant. Glutathione peroxidase. Cell penetrating peptides. Superoxide 

dismutase. Trichoderma reesei. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Enzimas são catalisadores biológicos que desempenham importante função em 

processos biotecnológicos. A utilização de enzimas, normalmente, leva a uma redução do 

tempo das etapas de produção e da geração de resíduos durante o processo produtivo 

(WOHLGEMUTH, 2010; VINGIANI et al., 2019).  

As indústrias químicas e biotecnológicas utilizam essas moléculas por serem 

renováveis e ambientalmente mais sustentáveis quando comparadas à utilização de 

catalisadores químicos, pois esses últimos, geralmente, não possuem especificidade nas 

reações, exigem procedimentos com maior acidez ou alcalinidade, altas pressões e 

temperaturas, tornando os processos mais perigosos e os subprodutos mais contaminantes 

ao meio ambiente (PRASAD; ROY, 2018). Ademais, as enzimas são versáteis, podendo 

ser utilizadas em diversas aplicações demonstrando-se interessantes para diferentes 

indústrias, dentre elas: química, alimentícia, farmacêutica e cosmética (VINGIANI et al., 

2019). 

A demanda por novas enzimas está crescendo cada vez mais. Alguns relatórios 

financeiros apontam que o mercado global de enzimas pode ultrapassar a marca de US$ 

10 bilhões até 2024 (VINGIANI et al., 2019). 

Até a década de 1970, a maior parte das enzimas de aplicação comercial era 

extraída de fontes animais e vegetais; no entanto, à medida que a demanda cresceu, o 

custo competitivo econômico, técnico e ético do uso de enzimas de origem microbiana 

foi reconhecido e elas têm se tornado cada vez mais utilizadas pela indústria 

biotecnológica (ROBINSON, 2015). 

Nesse sentido, as enzimas antioxidantes têm um grande interesse para a indústria 

biotecnológica, farmacêutica, bioquímica e de cosméticos, devido à sua capacidade de 

reduzir os efeitos ocasionados por espécies reativas de oxigênio (ERO) (CHOI; HAN; 

KIM, 2015; SINGH et al., 2016; NEGAHDARIPOUR; 2019). 

O oxigênio é um dos elementos imprescindíveis à vida e um dos elementos 

químicos mais abundantes na terra, sendo essencial para a oxidação de compostos 

orgânicos e para a produção de energia ao metabolismo celular (COMHAIR; 

ERZURUM, 2002). Entretanto, 2 a 5% do oxigênio utilizado no metabolismo é reduzido 

parcialmente, gerando moléculas químicas altamente reativas denominadas ERO 

(HALLIWELL, 1999; DAMASCENO et al., 2002; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).  



 
   

Tais moléculas podem ser divididas em duas categorias: a) moléculas de oxigênio 

que têm um elétron desemparelhado, por exemplo, radical hidroxila (•OH) e radical 

superóxido (O2•-), e b) moléculas de oxigênio que estão em estado de excitação, como 

peróxido de hidrogênio (água oxigenada ou H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), ozônio 

(O3) e oxigênio singlete (1O2)2 (BERRA et al., 2006a; BERRA et al., 2006b; MASAKI, 

2010; OTER et al., 2012; FORMAN et al., 2015).  

Nas últimas décadas, inúmeros trabalhos têm mostrado o envolvimento de ERO e 

de mecanismos dependentes do estado redox das células na regulação de processos 

moleculares, tais como: atividade enzimática, transcrição de genes e integridade da 

membrana e do genoma (SQUIER, 2001; LI et al., 2015; SIES; JONES, 2020). Essas 

espécies podem ser geradas durante diversos processos fisiológicos, que compreendem 

não apenas as reações de oxidrredução que ocorrem na mitocôndria e no citocromo P450, 

mas também no metabolismo de substâncias estranhas por células fagocíticas, a atividade 

peroxissomal e a produção de peróxido de hidrogênio, a síntese de prostaglandinas, os 

produtos da enzima NADPH oxidase, e a oxidação da arginina pela família das sintases 

do óxido nítrico (NO) (OTER et al., 2012; FORMAN et al., 2015; LEPHART, 2016; 

URSINI et al., 2016). Além disso, ERO podem ser originadas de fontes exógenas, como 

a ação da poluição do ar, consumo de álcool, tabagismo, agentes químicos oxidantes, 

radiação ionizante e radiação solar ultravioleta (UV) (THIELE et al., 2001; ALAM et al., 

2013). 

Essas espécies, sendo altamente reativas, são capazes de causar a oxidação de 

proteínas, lipídeos e de polissacarídeos, provocando alterações estruturais nessas 

moléculas, podendo levar a alterações nas funções celulares, como no transporte de 

substâncias através das membranas, no controle de vias metabólicas e no reconhecimento 

de substâncias nos receptores de membrana (WRIGHT et al., 1994). ERO também podem 

ocasionar danos no DNA, causando quebra e modificações nas bases nitrogenadas e 

também na desoxirribose, o que leva a alterações na expressão de genes, mutações e 

podendo resultar na apoptose (SILVA; GONÇALVES, 2010). Graças a existência de 

mecanismos de reparo as células conseguem eliminar ou corrigiros danos ocasionados 

por ERO (AMICARELLI et al., 1999). Esse mecanismos são: (I) mecanismo de reparo 

por excisão de bases do DNA (BER, base excision repair), conhecido por atuar, 

principalmente, em modificações causadas por agentes endógenos; (II) mecanismo de 

reparo por excisão de nucleotídeos (NER, nucleotide excision repair), responsavél por 



 
   

reparar danos ocasionados, principalmente, por agentes exógenos, como radiação UV, 

que causa distorção da dupla-hélice do DNA (BERRA et al., 2006b). 

 A pele, a principal barreira de defesa do corpo, é capaz de reduzir e neutralizar 

ERO produzidos por fatores intrínsecos (processo cronológico) ou extrínsecos (processo 

ambiental: exposição à luz ultravioleta, ozônio, poluição, dentre outros), utilizando 

sistemas de defesa antioxidantes constituídos por enzimas, como: a superóxido dismutase 

(SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a Catalase (Cat), e moléculas como a vitamina E, 

vitamina C e glutationa (GSH) (ALLEMANN; BAUMANN, 2008).  

Em geral, as enzimas antioxidantes presentes nos tecidos são suficientes para 

conter os danos provocados por taxas normais de ERO. Porém, com a idade, há aumento 

da geração de ERO, simultaneamente à diminuição do mecanismo de defesa contra essas 

espécies (HELLEMANS et al., 2003; ASCENSO et al., 2011). Além disso, alguns desses 

sistemas antioxidantes podem ser inibidos pela exposição à radiação ultravioleta (UV) 

(ALLEMANN; BAUMANN, 2008). 

Se a quantidade de ERO for maior do que a usual, chega-se a um estado de estresse 

oxidativo como resultado do desequilíbrio entre a formação e a capacidade da célula de 

transformá-las em compostos menos tóxicos (KINNULA et al., 1995; AMICARELLI et 

al., 1999; CADENAS; DAVIES, 2000; VALKO et al., 2007; OTER et al., 2012). A fim 

de minimizar ou prevenir os efeitos causados por essas espécies, a aplicação tópica de 

agentes antioxidantes e protetores solares na pele têm sido cada vez mais utilizada como 

estratégia de profilaxia (ALLEMANN; BAUMANN, 2008).  

Além disso, alguns estudos relatam a utilização de enzimas antioxidantes como 

substituto alternativo aos antioxidantes químicos nas indústrias cosméticas e em produtos 

de cuidados pessoais, demonstrando o potencial biotecnológico e industrial dessas classe 

de enzimas e a motivação para identificação de novas moléculas antioxidantes que 

tenham aplicação prática nessas áreas (NIKI et al., 1995; BUNACIU et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 



 
   

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 Pele e formação de ERO 

 

A pele é um órgão cronicamente exposto ao meio ambiente pró-oxidante, que se 

autorrenova e cobre de forma contínua a superfície do corpo, evitando a perda de água e 

de outros componentes corporais. Além disso, fornece proteção contra agentes externos, 

como: lesões mecânicas e químicas, calor, infecções, água e radiações (BARONI et al., 

2012). Também possui importante função imune e sensorial, participa na regulação da 

temperatura corporal e na síntese da vitamina D (WICKETT; VISSCHER, 2006).  

A aparência da pele reflete uma combinação de saúde, etnia, estilo de vida, dieta 

e idade. Estas características também determinam a cor, textura, firmeza e suavidade 

(MCDANIEL et al., 2015). 

A pele humana é composta por três camadas: a epiderme, a derme e a tela 

subcutânea (figura 1). 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura das camadas da pele. A pele é constituída essencialmente por três camadas: 1) 

epiderme: camada externa que está em contato direto com o ambiente; 2) derme: camada interna da pele; 

3) tela subcutânea: camada que está sob a derme (Adaptado de: https://fr.dreamstime.com/illustration-

stock). 

 

  

 



 
   

A derme é a camada interna e seu principal componente é uma proteína estrutural 

fibrilar denominada colágeno, sintetizada pelos fibroblastos (VENUS et al., 2011). Essa 

camada localiza-se sobre a tela subcutânea, que é composta, principalmente, por lóbulos 

de adipócitos. Trata-se de uma camada ricamente vascularizada e inervada, na qual se 

localizam os folículos pilosos, as glândulas sebáceas e sudoríparas (DRÉNO, 2009). 

A epiderme é a camada mais superficial e tem a função de proteger a pele contra 

as agressões do ambiente externo. Essa camada não apresenta vasos sanguíneos ou 

linfáticos e se renova a cada 15 a 30 dias. Ela é formada, majoritariamente, por um arranjo 

ordenado de células, denominadas queratinócitos, capazes de sintetizar queratina 

(FUCHS, 1990; HAAKE; POLAKOWSKA, 1993) e por células dendríticas 

(KOLARSICK et al., 2011). Além disso, controla a permeação de componentes pela pele 

e serve como uma barreira contra microrganismos (CHORILLI et al., 2007; GILL et al., 

2009; SILVA et al., 2010). 

De acordo com a morfologia e posição dos queratinócitos, as células da epiderme 

apresentam-se dispostas em quatro ou cinco camadas, também chamadas de estratos, que, 

de fora para dentro, recebem os nomes de córneo, lúcido, granuloso, espinhoso e basal 

(KOLARSICK et al., 2011) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Estrutura da epiderme. A epiderme é constituída por quatro ou cinco estratos: germinativo ou 

basal, lúcido, granuloso, espinhoso e córneo. O estrato basal está aderido à derme por meio dos 

hemidesmossomos associados à queratina, que se conectam à matriz extracelular. No estrato espinhoso, 



 
   

encontram-se estruturas de adesão como os desmossomos e as gap junctions. No estrato granuloso, as 

células apresentam grânulos queratoialinos. O estrato córneo representa a primeira linha de defesa da pele, 

sendo constituído por células anucleadas chamadas de corneócitos (Adaptado de 

https://negocioestetica.com.br/site/a-ciencia-por-tras-da-esfoliacao-profissional/). 

 

A camada basal, também conhecida como estrato germinativo, é constituída por 

uma fileira única de queratinócitos e, apesar de nem todas as células dessa camada terem 

potencial de divisão, em sua maioria, são responsáveis pela hiperproliferação dos 

queratinócitos, o que dá origem às células epidérmicas das camadas mais externas, 

inclusive do estrato córneo, que é composto por células mortas que se descamam 

continuamente (LAVKER; SUN, 1982; KOLARSICK et al., 2011). 

Acima da camada basal, encontra-se o estrato espinhoso. Esse é composto por 

uma variedade de células provenientes da camada basal, que diferem em forma, estrutura 

e propriedades subcelulares, como queratiócitos, melanócitos e células de Langerhans. O 

estrato espinhoso é a camada mais espessa da epiderme. Esse estrato é constituído por 8 

a 10 camadas de células poliédricas, que estão unidas por desmossomos, sendo esses 

responsáveis pela manutenção da coesão das células epidérmicas (KHAVKIN; ELLIS, 

2011; BARONI et al., 2012). 

O estrato granuloso, sobrejacente ao estrato espinhoso, apresenta cerca de 3 

camadas de queratinócitos com grânulos intracelulares de queratina (os grânulos são 

chamados de querato-hialinos) e corpos lamelares. Essas células liberam lipídeos no 

espaço intercelular, cuja composição apresenta ceramidas (50%), colesterol e ésteres de 

colesterol (25%), ácidos graxos (15%), além de outros tipos (BARONI et al., 2012). Esses 

lipídios possuem importante função de barreira e de coesão intercelular no estrato córneo. 

A composição da epiderme varia de acordo com a parte e com a função do corpo. 

Ela pode ser dividida de acordo com a sua espessura em fina e grossa, sendo que, na pele 

grossa, há a presença do estrato lúcido. Esse estrato é encontrado principalmente na palma 

das mãos e na planta dos pés. Considerado uma subdivisão do estrato córneo, é rico em 

eleidina, produto de transformação da querato-hialina (ARDA; GÖKSÜGÜR; TÜZÜN, 

2014; YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2018).  

O estrato córneo, última e mais externa camada da epiderme, é constituído por 25 

a 30 camadas de queratinócitos mortos (corneócitos), que estão em contínuo processo de 

descamação. Essa camada confere proteção mecânica para a camada subjacente. Além 

disso, é relativamente impermeável devido à disposição, em camada, dos queratinócitos 

ligados pela proteína fibrosa querato-hialina e pelo fato de os espaços intercelulares serem 



 
   

preenchidos por uma matriz rica em lipídios arranjados de forma laminar. Essa disposição 

evita a perda de água e a invasão de substâncias estranhas (WICKETT; VISSCHER, 

2006; KOLARSICK et al., 2011; VENUS et al., 2011; BARONI et al., 2012). Entretanto, 

em função da sua localização, o estrato córneo está diretamente exposto ao meio ambiente 

pró-oxidativo, devido à presença do ozônio e à ação da poluição do ar (dióxido nítrico, 

dióxido de enxofre e fumo de cigarro), agentes químicos oxidantes, radiação ionizante e 

radiação solar UV (THIELE et al., 2001). 

Na pele, as fontes endógenas de ERO decorrem de diversos processos, como a 

cadeia de transporte de elétrons em mitocôndrias, atividade das enzimas ciclo-oxigenase, 

peroxissomo oxidase, NADPH oxidase e lipoxigenase (GU et al., 2020). As fontes 

exógenas de ERO são provenientes da poluição ambiental e, principalmente, da radiação 

UV (KAMMEYER; LUITEN, 2015). Ambas as fontes estimulam processos 

inflamatórios, envelhecimento precoce, diminuição de funções imunes e podem também 

estar relacionadas ao desenvolvimento de cânceres (PILLAI; ORESAJO; HAYWARD, 

2005). 

A radiação UV é composta por energia eletromagnética com seu espectro é 

dividido em UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e UVC (200 a 290 nm). Os três 

tipos de radiação causam danos na pele; porém, a radiação UVC é fortemente bloqueada 

na estratosfera pela camada de ozônio (DE GRUIJL, 1999). A radiação UVB é 

responsável por queimaduras solares e está relacionada ao câncer de pele por induzir 

mutações no DNA do tipo C3T e CC3TT (mutações conhecidas como assinatura 

mutacional da luz UV, onde ocorre a conversão da citocina por timina em sítios 

dipirimídicos) (LIMA, 2015). Já a radiação UVA induz a produção de ERO que danifica 

indiretamente o DNA, bem como lipídios e proteínas. Além disso, o estresse oxidativo 

proveniente da radiação UVA é co-cancerígeno com a radiação UVB (BURKE, 2018; 

MCDANIEL et al., 2015; WANG et al., 2015). 

Estima-se que o fotoenvelhecimento, efeito da exposição crônica à radiação UV 

sobre a pele, represente até 90% do envelhecimento extrínseco visível da pele. O fotodano 

resulta no aumento de rugas, descamação, ressecamento e anormalidades de pigmentação 

(hiper e hipopigmentação), o que está relacionado ao envelhecimento da pele 

(MCDANIEL et al., 2015; PILLAI; ORESAJO; HAYWARD, 2005; PINNELL, 2003).  

Outros efeitos da radiação UV incluem a diminuição da defesa celular antioxidante, 

imunossupressão e liberação de mediadores neuroendócrinos. Paralelamente, há aumento 

na síntese e na liberação de mediadores pró-inflamatórios que aumentam a 



 
   

permeabilidade nos capilares levando à ativação e à infiltração de neutrófilos e de outras 

células fagocíticas na pele. Além disso, elastases e outras proteases liberadas pelos 

neutrófilos degradam componentes da matriz celular (PILLAI; ORESAJO; HAYWARD, 

2005). Assim, em conjunto, o processo de inflamação e o efeito de ERO sob os 

componentes celulares contribuem para o envelhecimento e, provavelmente, para o 

desenvolvimento de câncer na pele. 

 

 Mecanismo celular de defesa contra estresse oxidativo 

 

De forma geral, os efeitos deletérios ocasionados por ERO sobre a pele humana são 

atenuados por meio da presença de sistemas antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos. 

 

 Sistema antioxidante não-enzimático 

 

O sistema de defesa não-enzimático inclui compostos sintetizados pelo organismo 

(endógenos) ou ingeridos por meio da dieta regular (exógenos). O ácido úrico, a 

glutationa (GSH) e os estrógenos são exemplos de importantes antioxidantes não-

enzimáticos endógenos, capazes, por exemplo, de inibir a oxidação lipídica das 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL). Além dos efeitos protetores dos antioxidantes 

endógenos, a inclusão de antioxidantes na dieta figura como um aspecto importante contra 

o estresse oxidativo, sendo relacionada à diminuição do risco do desenvolvimento de 

doenças associadas ao acúmulo de radicais livres. Dentre os antioxidantes exógenos 

destacam-se: os carotenoides, os flavonoides, o ácido ascórbico (vitamina C), o β-

caroteno, o zinco, o selênio, o α-tocoferol (vitamina E) e a vitamina A, que auxiliam na 

remoção de espécies reativas (ALLEMANN; BAUMANN, 2008; PISOSCHI; POP, 

2015; POON et al., 2015; JAKUBCZYK et al., 2020).  

 

 Sistema antioxidante enzimático 

 

O sistema de defesa antioxidante enzimático é representado, principalmente, pelas 

enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (Cat) e glutationa peroxidase (GPx) 

(BONNEFOY et al., 2002). 

 



 
   

2.2.2.1 Superóxido Dismutase (SOD) 

 

Superóxido dismutases (EC 1.15.1.1) são metaloenzimas, ou seja, enzimas que 

necessitam de metal como cofator para a sua ativação. Essas enzimas podem ser 

subdivididas em quatro classes, de acordo com o co-fator metálico associado: SODs de 

ferro (FeSODs), manganês (MnSODs), cobre-zinco (Cu/ZnSODs) e níquel (NiSODs) 

(BRESCIANI; CRUZ; GONZALEZ-GALLEGO, 2015; PERRY et al., 2010). 

Apesar de possuírem estruturas e cofatores distintos, as SODs apresentam grande 

similaridade em termos de atividade enzimática (PERRY et al., 2010), ou seja, são 

capazes de converter duas moléculas de ânion superóxido em oxigênio molecular e 

peróxido de hidrogênio consumindo dois prótons por meio de reações de oxidação e 

redução cíclicas que envolvem o átomo metálico (LAH et al., 1995).  

As enzimas do tipo MnSODs localizam-se, em dímeros, no citosol das células 

procarióticas e na matriz mitocondrial das células eucarióticas, em tetrâmeros (KEN et 

al., 2005). Nas células eucarióticas, MnSOD é sintetizada no citosol e, pós-tradução, são 

direcionadas para a matriz mitocondrial devido à presença de um peptídeo sinalizador na 

região N-terminal da proteína, o qual é clivado após a importação para a organela 

(BANNISTER; BANNISTER; ROTILIO, 1987). 

Em humanos, existem três tipos de SOD: SOD1, do tipo Zn/CuSOD, localizada 

no citoplasma, no núcleo e na mitocôndria; SOD2, do tipo MnSOD, localizada na 

mitocôndria; e SOD3, uma Zn/Cu-SOD, que contém o peptídeo de direcionamento da 

enzima para o meio extracelular (SIES; JONES, 2020). Em queratinócitos, por exemplo, 

já foram identificadas tanto a Zn/Cu-SOD como a Mn-SOD, presentes no citoplasma e 

na matriz mitocondrial, respectivamente (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). A matriz 

mitocondrial das células eucarióticas, onde ocorre a respiração celular, é um importante 

sítio intracelular para produção final de energia a partir dos nutrientes. Além disso, como 

produto dessa reação, ocorre a redução de O2 para H2O e, também, a redução de um único 

elétron de O2 para O2
•– (KEN et al., 2005; CHAMBERGO et al., 2012; LU et al., 2015; 

SASAKI et al., 2000). Nesse sentido, a presença da enzima MnSOD demonstra-se 

extremamente importante na mitocôndria, pois neutraliza as moléculas de ânion 

superóxido, consequentemente, reduzindo danos oxidativos (BARREIROS; DAVID, 

2006). 

A concentração celular de ânion superóxido, devido à ausência ou excesso de 

SOD, têm sido amplamente estudada e correlacionada a diversos quadros 



 
   

fisiopatológicos, como arteriosclerose, diabetes mellitus e síndrome de Down 

(CULOTTA et al., 2006). 

A SOD é o principal sistema de defesa antioxidante enzimático contra radicais 

superóxidos e possuem a função de defender as células contra os danos oxidativos 

provocados por essas moléculas tóxicas de oxigênio (FLÜCKIGER et al., 2002). Para 

isso, consomem dois prótons por meio de reações de oxidação e redução cíclicas que 

envolvem o átomo metálico (LAH et al., 1995). A equação 1 mostra o mecanismo de 

ação da SOD, em que o cofator metálico oxidado da enzima, na presença de ânion 

superóxido, sofre redução dando origem a uma molécula de oxigênio molecular. Em 

seguida, o cofator reduzido da primeira reação, na presença de um segundo ânion 

superóxido e de dois prótons, forma SOD oxidada e peróxido de hidrogênio. O peróxido 

de hidrogênio resultante dessa reação é neutralizado por meio da ação da enzima catalase 

ou glutationa peroxidase (CULOTTA et al., 2006). 

 

(𝐀)     𝑴𝒐𝒙𝒊𝒅𝒂𝒅𝒐 − 𝑺𝑶𝑫 +  𝑶𝟐− ↔ 𝑴𝒓𝒆𝒅𝒖𝒛𝒊𝒅𝒐 − 𝑺𝑶𝑫 + 𝑶𝟐 

(𝐁)    𝑴𝒓𝒆𝒅𝒖𝒛𝒊𝒅𝒐 − 𝑺𝑶𝑫 + 𝑶𝟐− + 𝟐𝑯+ ↔ 𝑴𝒐𝒙𝒊𝒅𝒂𝒅𝒐 − 𝑺𝑶𝑫 + 𝑯𝟐𝑶𝟐 

Equação 1. Mecanismo de ação da SOD para que ocorra a dismutação do ânion superóxido. (A) o 

cofator de metal oxidado da SOD juntamente com ânion superóxido sofre redução dando origem a uma 

molécula de oxigênio molecular; (B) o cofator reduzido da primeira reação, na presença do ânion 

superóxido e de dois prótons forma SOD oxidada e peróxido de hidrogênio (Adaptado de CULOTTA et 

al., 2006). 

 

2.2.2.2 Catalase (Cat) 

 

Catalases (EC 1.11.1.6) são enzimas presentes em todos os organismos vivos, as 

quais desempenham um papel importante para o sistema de defesa antioxidante. Essas 

enzimas podem ser divididas em três grupos: catalases monofuncionais, catalases-

peroxidases bifuncionais e catalase de manganês. As catalases monofuncionais e 

bifuncionais são denominadas como heme catalases, pois contém protoporfirina IX de 

ferro em seus sítios ativos, enquanto as catalases de manganês são não-hemínicas e 

possuem um sítio de ligação para o íon metálico de manganês (HANSBERG et al., 2012; 

FU et al., 2014). Em humanos, a catalase é encontrada principalmente nos peroxissomos, 

sendo do tipo heme catalase (BASTAKI et al., 2006).  

As catalases convertem o peróxido de hidrogênio, produzido como consequência 

do metabolismo celular e de agentes geradores de oxidantes, em água e oxigênio 



 
   

molecular (equação 2), reduzindo, assim, os efeitos prejudiciais causados por essa ERO 

(AFAQ; MUKHTAR, 2001). 

Na pele, o peróxido de hidrogênio tem a sua produção aumentada após a exposição 

aos raios UVA e UVB, o que pode ocasionar mutações no DNA, estresse oxidativo e o 

desenvolvimento de câncer de pele. A fim de evitar esses danos, a enzima catalase 

desempenha um papel de extrema importância na neutralização desse tipo de ERO e na 

manutenção do equilíbrio do estado redox celular (HECK et al., 2003). 

 

𝑪𝒂𝒕𝒂𝒍𝒂𝒔𝒆 + 𝟐𝑯𝟐𝑶𝟐 → 𝟐𝑯𝟐𝑶 + 𝑶𝟐 

Equação 2. Mecanismo de neutralização do peróxido de hidrogênio pela ação da enzima catalase. A 

enzima catalase converte duas moléculas de peróxido de hidrogênio em duas moléculas de água mais 

oxigênio molecular. 

 

2.2.2.3 Glutationa Peroxidase (GPx) 

 

As glutationas peroxidases podem ser divididas em dois grupos: GPx clássica (EC 

1.11.1.9) e GPx dependente de fosfolipídio (PHGPx) (EC 1.11.1.12). De modo geral, as 

GPxs clássicas são encontradas na forma livre, enquanto as GPx dependentes de 

fosfolipídios podem ser solúveis ou associadas à membrana celular (AVERY; AVERY, 

2001). Ambas isoformas possuem em comum a utilização da glutationa reduzida como 

doadora de elétrons e como substrato os peróxidos; entretanto, somente as PHGPx são 

capazes de reduzir os hidroperóxidos lipídicos (BRIGELIUS-FLOHÉ; MAIORINO, 

2013; BORCHERT et al., 2018; MAIORINO et al., 2018). 

A família das enzimas GPxs está presente em mais de 700 espécies espalhadas por 

todos os domínios da vida (TOPPO et al., 2008). O nome "glutationa peroxidase" é 

comumente utilizado para definir uma família de proteínas filogeneticamente 

correlacionadas e identificadas pela homologia de sequência (TOPPO et al., 2009). No 

geral, essas enzimas apresentam três sequências consensos conservadas 1: 

(G[K/R]x[L/V][I/L]I[V/E/T]NVA[S/T/A][E/Q/L/Y][C/U]G[L/T), 2:(LAFPCNQF) e 3: 

(WNF(S/T)KF) e quatro aminoácidos envolvidos no seu mecanismo catalítico (Cys / Sec, 

Gln, Trp e Asn) (FLOHÉ et al., 2011). 

Tanto as enzimas GPxs clássicas quanto as PHGPxs podem ser subdivididas em 

dois grupos: GPx dependentes de selênio, por possuírem resíduos de selenocisteína no 

seu centro catalítico e GPx independentes de selênio, pois possuem resíduos de cisteínas 

em seu sítio ativo (MARGIS et al., 2008; AFAQ; MUKHTAR, 2001).  



 
   

A atividade enzimática das GPx dependentes de selênio, resumidamente, inicia-

se com a reação entre o selenol (-SeH), presente no sítio catalítico da enzima, com o 

peróxido de hidrogênio, formando o intermédiario  selenoato que será protonado a ácido 

selenênico (-SeOH) e, posteriormente, retornará a forma -SeH novamente devido à troca 

de elétrons com a cisteína de duas moléculas do tripeptídeo linear glutationa (GSH, Glu-

Cys-Gly), obtendo como produto água e glutationa oxidada (GSSG) (SHULGIN; 

POPOVA; RAKHMANOVA, 2008; BRIGELIUS-FLOHÉ; MAIORINO, 2013). A 

reação está representada esquematicamente na equação 4. 

 

 

Equação 3. Reação de oxirredução de glutationa peroxidases dependentes de selênio. (BRIGELIUS-

FLOHÉ; MAIORINO, 2013). 

 

Por outro lado, GPxs que apresentam um resíduo de Cys no lugar de Sec, no seu 

sítio catalítico, são denominadas de CysGPx (ZEIDA et al., 2019). O mecanismo 

catalítico dessa enzima é similar ao descrito para GPxs dependentes de selênio; entretanto, 

nas enzimas CysGPx, a reação ocorre entre o grupo tiol (-SH) e o peróxido, resultando 

no intermediário tiolato e, posteriormente, ácido sulfênico (FOMENKO et al., 2008). 

Similarmente, a conformação tiol é restabelecida devido à troca de elétrons do ácido 

sulfênico com a cisteína de duas moléculas de glutationa (GSH, Glu-Cys-Gly), resultando 

na formação de água e GSSG (ROVER JÚNIOR et al., 2001; BHABAK; MUGESH, 

2010; BRIGELIUS-FLOHÉ; MAIORINO, 2013; LI et al., 2014; ZEIDA et al., 2019). 

A presença de Sec, no sítio ativo de uma enzima, demanda mais energia da 

maquinaria celular do que um resíduo de Cys, pois requer a participação de várias 

moléculas especializadas que determinam que uma pequena quantidade de stop códon 

“UAG” seja reconhecido por um tRNA específico que incorpore um aminoácido Sec 

(ALLMANG; WURTH; KROL et al., 2009; BERRY et al., 2002). Possivelmente, devido 

à baixa complexidade celular e energética, a maioria das enzimas GPxs são do tipo 



 
   

CysGPx, sendo prevalecentes, principalmente, em bactérias, protozoários, fungos, 

plantas e insetos (MAIORINO et al., 2003). 

Em humanos, são relatadas oito GPxs: GPx1, encontrada no citosol; GPx2, 

específica do trato gastrointestinal; GPx3, encontrada no plasma; GPx4, que é uma 

glutationa peroxidase de hidroperóxido fosfolipídico, capaz de reduzir ácidos graxos e 

hidroperóxidos de colesterol esterificados; GPx5, específica do epidídimo no trato 

reprodutivo masculino; GPx6, presente no epitélio olfativo e GPx7 e GPx8, que são as 

menos estudadas, possuem cisteína no seu sítio catalítico e contribuem para o 

enovelamento oxidativo de proteínas no retículo endoplasmático (ALMONDES et al., 

2010; BRIGELIUS-FLOHÉ; FLOHÉ, 2020). 

Estruturalmente, as GPxs podem ser homotetraméricas ou monoméricas, sendo 

esta última, majoritariamente, do tipo CysGPx. Em bactérias, plantas e fungos também 

há prevalência de CysGPx monoméricas (MAIORINO et al., 2003), entretanto, muitas 

dessas enzimas possuem uma Cys adicional, presente em um loop flexível, que demonstra 

conferir maior especificidade ao substrato tioredoxina (Trx) ao invés de GSH (TOPPO et 

al., 2008). Além disso, essas enzimas apresentam um mecanismo enzimático similar às 

peroxiredoxinas (Prx, EC: 1.11.1.24), especialmente da subfamília atípica 2-CysPrxs 

(ALPHEY; KONIG; FAIRLAMB, 2008; ZHANG et al., 2008). 

As CysGPx similares às Prxs também são conhecidas como 2-CysGPx. Essa 

subfamília das GPxs possui uma cisteína peroxidática (CP) em seu sítio ativo, que atua 

sobre o peróxido, e um resíduo de cisteína adicional, denominada resolving (CR), presente 

no loop flexível (MAIORINO et al., 2007). Na reação enzimática de 2-CysGPx, a CP é 

oxidada pelo peróxido a um ácido sulfênico; posteriormente, forma-se uma ponte 

dissulfeto intramolecular com CR. Como nas Prx, a forma dissulfeto de 2-CysGPxs é 

tipicamente reduzida por uma redoxina, como Trx, imitando o mecanismo de reação de 

2-CysPrx (FLOHÉ et al., 2011; BRIGELIUS-FLOHÉ; FLOHÉ, 2020). A equação 5 

apresenta a reação enzimática tipíca de 2-CysGPx.  

 

 
 

GPx(CP-S-)---(CR-SH) + H2O2                               GPx(CP-SO-)---(CR-SH) + OH-
  + H+ (1) 

 
 
GPx(CP-SO-)---(CR-SH) + H+

                                        GPx(CP-S)-(S-CR) + H2O                     (2) 
 
 
GPx(CP-S)-(S-CR) + Trx(SH)2                             GPx(CP-S-)---(CR-SH) + TrxS2 + H+  (3) 



 
   

Equação 4. Reação de oxirredução 2-CysGPx. Fonte: FLOHÉ et al., 2011; BRIGELIUS-FLOHÉ e 

MAIORINO, 2013. 

 

Além da ação antioxidante, as GPx estão envolvidas na regulação da inflamação, 

apoptose celular e outras cascatas de sinalização biológica (BRIGELIUS-FLOHÉ; 

FLOHÉ, 2020). Em microrganismos, as funções e mecanismos de ação desse tipo de 

enzima ainda não está completamente elucidados, entretanto, o estudo realizado por Rui-

Yan et al. (2007) demostrou que as enzimas GPxs de S. cerevisiae participa da tolerância 

contra dano oxidativo.  

Como mencionado previamente, as enzimas antioxidantes SOD, Cat e GPx 

trabalham de forma sinérgica, ou seja, a SOD realiza a dismutação do radical superóxido 

para oxigênio e peróxido de hidrogênio. Em seguida, o peróxido de hidrogênio é 

neutralizado pela atividade das enzimas Cat e GPx (figura 3).  

Diversos estudos demonstram o acúmulo de ERO e a diminuição da atividade 

dessas três enzimas em células epidérmicas devido a idade, a tensões ambientais, dentre 

outros fatores que, consequentemente, levam ao desenvolvimento de diversos quadros 

fisiopatológicos (D’ERRICO et al., 2007; ALLEMANN; BAUMANN, 2008).  

Dessa forma, a aplicação tópica de agentes antioxidantes tem sido uma prática 

utilizada no dia a dia da sociedade humana como método alternativo de proteção e 

prevenção aos danos causados por ERO. 

 

 
Figura 3. Formação e efeito de ERO e mecanismos celulares antioxidantes. Em vermelho, são mostradas 

as enzimas antioxidantes SOD, GPx e Cat (Adaptado de OTTER et al., 2012; THIELE et al., 2001).   



 
   

 

 

 Aplicação tópica de antioxidantes 

 

Na indústria cosmética, os antioxidantes são amplamente utilizados devido à sua 

capacidade de prevenir ou minimizar a oxidação de moléculas. Embora a oxidação de 

moléculas seja comum e essencial para o funcionamento celular, também pode resultar 

em danos a estruturas-chave (MCDANIEL et al., 2015). 

 Diante disso, produtos contendo diversos antioxidantes têm sido comercializados. 

São exemplos desses produtos alguns que contêm vitamina E, α-tocoferol; Coenzima Q10 

(CoQ10) ou ubiquinona; idebenona, o análogo sintético da coenzima Q10; licopeno; 

vitamina C ou ácido ascórbico; chá verde extraído da planta Camellia sinensis; Silymarin, 

derivado da planta Silybum marianum; CoffeeBerry, nome patenteado para um 

antioxidante extraído do fruto da planta de café Coffea arabica; resveratrol, um composto 

polifenólico fitoalexina que é encontrado nas uvas, nozes, frutos e vinho tinto; semente 

de uva, extraído de Vitis vinifera; genisteína, uma isoflavona derivado de soja; 

picnogenol, extraído do pinheiro marinho francês (Pinus pinaster); niacinamida, ou 

nicotinamida, a amida biologicamente ativa da vitamina B3. Porém, a eficácia de alguns 

desses produtos não está bem estabelecida (ALLEMANN; BAUMANN, 2008; PANDEL 

et al., 2013). 

Na proteção contra a radiação UV, são utilizados fotoprotetores ou bloqueadores 

inorgânicos (filtros químicos como cinamato, benzofenona e 

butilmetoxidibenzoilmetano-BDB) ou orgânicos (bloqueadores físicos como dióxido de 

titânio, óxido de zinco, caolin e talco (CARIO-ANDRÉ et al., 2002).  

A habilidade das enzimas antioxidantes SOD, Cat e GPx para reduzir o efeito de 

ERO também tem sido estudada quando aplicadas na superfície da pele (LODS et al., 

2000). 

Nesse sentido, já foi mostrado que a transfecção de queratinócitos com SOD 

aumenta o nível intracelular da enzima, além de atenuar/bloquear o efeito sobre a 

apoptose induzida por UVB em células SVHK (TAKAHASHI et al., 2000), tendo sido 

verificado que essa enzima é capaz de proteger a célula de dano causado pela radiação 

UVB (SHINDO; HASHIMOTO,1998).  Em um estudo in vivo realizado com murinos, o 

uso de SOD-3 se mostrou capaz de inibir a produção de ERO induzida por UVB e a 



 
   

melanogênese, sendo visto como um promissor agente clareador para uso cosmético 

(KIM et al., 2018). 

A eficácia e o benefício de uma formulação de antioxidantes para aplicação tópica 

dependem de diversos fatores, dentre eles: espessura, temperatura, grau de hidratação, 

limpeza e pH da superfície da pele, fluxo sanguíneo e número de folículos pilosos 

(WOKOVICH et al., 2006). Além disso, também depende da sua compatibilidade (visto 

que eles podem se neutralizar na fórmula), estabilidade (podem ser inativados por 

oxidação), capacidade de penetração (absorção e liberação na pele) e dose (absorção não 

dependente da dose do produto). 

Nesse contexto, a principal estratégia de uma formulação é considerar a habilidade 

de um dado composto de penetrar, através dos poros, em camadas celulares e folículos 

capilares, além de ser liberado e se difundir na pele, o que deve ser um processo passivo 

(figura 4). Diversos agentes podem modificar o estrato córneo, bem como o nível de 

penetração do princípio ativo, sendo denominados intensificadores de penetração, entre 

os quais se destacam solventes (etanol, propileno glicol, transcutol e N-metilpirrolidona), 

lipossomos (estruturas de bicamada lipídica), nanopartículas, nanocápsulas e peptídeos 

(ORESAJO et al., 2012). 

 
Figura 4. Esboço das três vias de penetração: intracelular, intercelular e folicular. Há uma ampliação 

do estrato córneo, mostrando a via intracelular e a tortuosa via intercelular (adaptado de  BOLZINGER et 

al., 2012; CAMPOS et al., 2016). 

 

Nos últimos anos, técnicas ativas para a liberação transdermal de diversos 

princípios ativos têm sido desenvolvidas, dentre elas: a) a microinjeção, que consiste na 



 
   

liberação do princípio ativo utilizando-se microagulhas; b) eletroporação, que trata da 

eletropermeabilização pela aplicação de um elevado pulso elétrico por milisegundos; c) 

iontoforese, que consiste na aplicação de baixa voltagem elétrica sobre a pele; d) uso de 

ultrassom; e) magnetoforese, que é a aplicação de um campo magnético; f) 

radiofrequência, baseada no uso de corrente elétrica de alta frequência; g) gel 

transdérmico, que é uma emulsão com uma matriz fosfolipídica semelhante à da pele; h) 

patches, que consistem em adesivos transdérmicos e i) radiação laser (BARRY, 2002; 

SCOTT; BANGA, 2015). Contudo, a aplicação e o uso dessas estratégias têm sido 

limitados a centros especializados, a pessoal tecnicamente capacitado e às características 

das moléculas utilizadas. 

A membrana plasmática celular é uma barreira importante que limita a introdução 

de macromoléculas ao interior celular, delimitando o potencial uso terapêutico e 

diagnóstico de diferentes reagentes moleculares. Assim, uma forma efetiva para a 

introdução de princípios ativos peptídicos, no interior das células, é a utilização de 

peptídeos de penetração celular. 

 

 Peptídeos de penetração celular (PPC) ou Domínio de transdução de proteínas 

(DTPs) 

 

Macromoléculas bioativas, incluindo peptídeos, proteínas e siRNAs possuem 

diversas características terapêuticas que favorecem sua aplicação no tratamento de 

doenças humanas. Entretanto, por serem maiores que 1.000 Da, não são capazes de 

atravessar a membrana celular e ingressar nas células, sendo necessária a utilização de 

um sistema de entrega eficiente para acessar seu local de ação no citoplasma ou núcleo 

celular (LÖNN; DOWDY, 2015; KURRIKOFF et al., 2016).  

Os peptídeos de penetração celular (PPCs) ou domínio de transdução/translocação 

de proteínas (DTPs) são ferramentas interessantes para o ingresso no interior da célula e 

para a entrega de uma carga bioativa no citosol ou núcleo. PPCs são pequenos peptídeos, 

geralmente, catiônicos ou anfipáticos, de 7 a 34 aminoácidos, com capacidade para 

atravessar a membrana celular sozinhos, em fusão ou aderidos a uma proteína 

(CHAUHAN et al., 2007; FRANC et al., 2003; KURRIKOFF et al., 2016). 

Atualmente, existem mais de 100 variantes de DTPs/PPCs descritas e diversos 

trabalhos relatam a entrega de macromoléculas bioativas por PPCs em várias células e até 

mesmo in vivo (LÖNN et al., 2016). Como exemplo, podemos citar: Penetratin, polilisina, 



 
   

poliarginina, TAT, HSV VP22, Kaposi FGF, Syn B1, FGF-4, sinal de localização nuclear, 

Pep-1, peptídeo WR e exotoxina A, são PPCs utilizados com sucesso na transdução de 

proteínas (FRANC et al., 2003; CHAUHAN et al., 2007).  

Os diferentes tipos de PPCs são classificados de distintas maneiras, dependendo 

de suas características individuais (RUSESKA; ZIMMER, 2020), incluindo sua origem, 

conformação e propriedades físicas e químicas (figura 5) (XIE et al., 2020). Entretanto, 

mostra-se majoritária a classificação com base em suas propriedades físico-químicas: 

PPCs catiônicos, que apresentam carga líquida positiva em pH fisiológico e que são 

formados principalmente por múltiplos resíduos de lisina e arginina (GUIDOTTI et al., 

2017); PPCs anfipáticos, que apresentam regiões hidrofílicas e hidrofóbicas em 

alternância em sua estrutura, podendo ter cargas líquidas positivas, negativas ou neutras, 

correspondem a cerca de 40% dos PPCs conhecidos (GUIDOTTI et al., 2017; 

BÖHMOVÁ et al., 2018; XIE et al., 2020); e PPCs hidrofóbicos, cuja estrutura é 

caracterizada por apresentar um grande número de resíduos não polares ou apresentar 

uma pequena quantidade de aminoácidos carregados, alguns destes são peptídeos naturais 

(XIE et al., 2020).  

 

 
Figura 5. Diagrama das diferentes classificações dos PPCs. Fonte:  Adaptado de XIE et al., 2020. 
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A descoberta dos primeiros PPCs data da década de 1980, quando dois grupos 

independentes reportaram que o transativador de transcrição (TAT, do inglês trans-

activator of transcription) de proteínas do vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 

(HIV-1) poderia ser eficientemente internalizado por células in vitro (GUIDOTTI et al., 

2017). Mais de 30 anos se passaram desde a descoberta do primeiro PPC e seus 

mecanismos de internalização e os caminhos exatos para suas entradas ainda permanecem 

incertos, mesmo que seu funcionamento tenha sido relatado em uma ampla variedade de 

tipos celulares e em combinação com diferentes transportados (AIN et al., 2016; 

GUIDOTTI et al., 2017; XIE et al., 2020). Em muito se atribui tal dificuldade ao fato de 

que as propriedades biológicas de um PPC são determinadas por fatores variáveis 

(PESCINA et al., 2018), como a concentração do peptídeo, sua estrutura secundária, a 

presença de açúcares e a composição lipídica na superfície celular, a resposta celular ao 

peptídeo e o tipo e o tamanho da carga levada por ele (KAUFFMAN et al., 2015). 

Apesar disso, o desenvolvimento dos estudos, até aqui, permite um acordo geral 

sobre os mecanismos envolvidos na internalização celular de PPCs. Esses mecanismos 

são dependentes ou não de energia para a captação do PPC e, por isso, são assim divididos 

em dois grupos: translocação direta, que não necessita de energia, e endocitose, 

dependente de energia (figura 6) (CHUGH et al., 2010; TASHIMA, 2017; YANG et al., 

2019; ZHU; JIN, 2018; JIN et al., 2018).  

A translocação direta, ou via de captação não endocítica, é independente de 

energia e seu início se dá pela formação de ligações de hidrogênio ou forças eletrostáticas 

entre o PPC e a bicamada fosfolipídica (PESCINA et al., 2018; REISSMANN, 2014; 

TASHIMA, 2017). Essa primeira interação é seguida pela formação de poros ou pela 

desestabilização da membrana, o que permite a entrada do PPC e/ou de sua carga 

(GUIDOTTI et al., 2017). Isso pode ocorrer segundo  três modelos atuais: o modelo 

“aduela de barril”, em que o acúmulo de peptídeos do lado de fora da membrana 

plasmática leva à formação de poros pela associação em multímeros em formato de barril, 

ocasionada pela ligação de guanidinas dos resíduos de arginina a ácidos graxos da 

membrana; o modelo “tipo carpete”, em que a interação entre membrana e PPC leva a um 

aumente transitório da fluidez da membrana, permitindo a translocação; e o modelo de 

micela invertida, em que uma invaginação da bicamada fosfolipídica encapsula o PPC 

em micelas e estas são liberadas no citosol por sua inversão (HERCE et al., 2014; 

GUIDOTTI et al., 2017; BÖHMOVÁ et al., 2018; PESCINA et al., 2018; RUSESKA; 

ZIMMER, 2020; XIE et al., 2020).  



 
   

A endocitose é o mecanismo de captação dependente de energia e, até o momento, 

é mais aceito como principal na translocação de PPCs, sendo também o mais complexo 

(RUSESKA; ZIMMER, 2020). Esse mecanismo pode ser dividido em quatro vias: 

macropinocitose, que resulta na formação de vesículas chamadas macropinossomas, que 

são formadas durante o dobramento interno da membrana plasmática (BÖHMOVÁ et al., 

2018; PESCINA et al., 2018); endocitose, mediada por clatrina ou caveolina, proteínas 

presentes na região intracelular da membrana durante a endocitose, apresentam 

importante papel na invaginação da membrana e na formação de vesículas revestidas por 

essas proteínas (ILHA, 2015; ROYLE, 2006); e a endocitose independente de clatrina e 

caveolina, mecanismo ainda pouco compreendido pelo qual pode acontecer a captação de 

lipídeos e fluídos (KIRKHAM; PARTON, 2005; RUSESKA; ZIMMER, 2020). 

 

 
Figura 6. Esquema dos mecanismos de internalização celular de PPCs. São apresentadas as vias de 

translocação direta, modelo “tipo carpete”, modelo “aduela de barril” e modelo de micela invertida, e a via 

de endocitose, endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina, macropinocitose e 

endocitose independente de clatrina e caveolina (Adaptado de XIE et al., 2020). 

 

Ainda há muito para se descobrir acerca dos mecanismos que levam à 

internalização celular de PPCs e suas cargas. Todos os mecanismos aqui descritos ainda 

tendem a ser modificados e atualizados conforme o desenvolvimento de novos estudos.  

 



 
   

 Vantagens 

 

Nos últimos anos, PPCs têm emergido como uma ferramenta útil em pesquisas 

biológicas pelas diversas vantagens que têm sido demonstradas em seu uso. Passaram a 

receber grande atenção quando se descobriu que, além de serem capazes de ingressar nas 

células, poderiam levar consigo uma grande variedade de moléculas, como siRNAs, 

DNA, oligonucleotídeos, outros peptídeos, pequenas moléculas com propriedades 

farmacêuticas e proteínas (PIERANTONI; PALADINO, 2020). Por isso, vêm sendo 

vistos como uma forma não invasiva de realizar a entrega de moléculas biologicamente 

ativas em células in vitro e in vivo (KERKIS et al., 2006). Atualmente, algumas moléculas 

conjugadas a PPCs encontram-se em fase II ou III de ensaios clínicos, visando ao 

tratamento de doenças cardiovasculares, distrofia muscular, inflamações e câncer 

(GUIDOTTI et al., 2017; HABAULT; POYET, 2019; PIERANTONI; PALADINO, 

2020). 

Ademais, estudos com proteínas recombinantes em fusão com PPCs têm mostrado 

um incremento na viabilidade celular in vitro e na proteção contra estresse oxidativo in 

vivo. Nesse sentido, já foram estudadas células tratadas com Tat-SOD (KWON et al., 

2000), células e pele tratadas com Cat humana-Tat HIV-1 (Tat-Cat) e 9Arg (9Arg-Cat) 

(JIN et al., 2001), células e pele tratadas com PEP-1-SOD e PEP-1-SOD injetada 

intraperitonealmente, a qual se mostrou ativa em neurônios no cérebro de camundongos 

(EUM et al., 2004b). Resultados obtidos pelo mesmo grupo (EUM et al., 2004a) também 

mostraram que Tat-SOD injetada intraperitonealmente é ativa em células β-pancreáticas 

de camundongos. Outro estudo realizado por Kim et al. (2003) demonstrou que Tat-SOD 

humana é ativa em células HeLa e em pele de rato.   

De maneira análoga, Siprashvili e Khavari (2004) desenvolveram um peptídeo 

transportador contendo 25 aminoácidos rico em arginina (CG(RHGH)5RGC), que é 

capaz de se ligar, por interações eletrostáticas e pontes dissulfeto, a uma proteína de 

interesse (“proteína decorada”), facilitando sua transdução e liberação no espaço 

intracelular. 

Em se tratando especificamente da pele, certos PPCs mostram-se biocompatíveis 

e eficientes na permeabilização desse órgão, sendo biodegradáveis e garantindo a 

passagem transdérmica segura de proteínas e vacinas (PATLOLLA et al., 2010; KUMAR 

et al., 2015; KWON et al., 2015; GUL et al., 2018; YANG et al., 2019). Apesar disso, os 

mecanismos para a penetração na pele de PPCs é, provavelmente, diferente dos já aqui 



 
   

discutidos para o ingresso nas células. A camada mais externa da pele é formada por 

células não viáveis, o que inviabiliza a capacidade de entrada por endocitose; além disso, 

há diferenças esperadas entre o estrato córneo e a membrana celular, como o domínio 

lipídico intercelular, a composição lipídica, o conteúdo de água e a razão entre lipídeos e 

proteínas (POTTS, 1997; NASROLLAHI et al., 2012).  

O mecanismo exato de transporte de PPCs através das camadas da pele, a exemplo 

do transporte através da membrana celular, não é totalmente compreendido; apesar disso, 

a chave para a elucidação dos possíveis mecanismos envolvidos parece estar na interação 

entre lipídeos e PPCs, no mecanismo de macropinocitose e de reorganização da actina e 

no mecanismo de “desmontagem” das junções apertadas, encontradas no epitélio de 

diferentes vertebrados (NASROLLAHI et al., 2012; BÄSLER et al., 2016).  

 

 TAT e PEP-1 

 

TAT é um PPC de ocorrência natural derivado do fator de transcrição tat do vírus 

HIV-1 (FRANKEL; PABO, 1988; GREEN; LOEWENSTEIN, 1988), originalmente foi 

descrito contendo 82 resíduos de aminoácidos; entretanto, um estudo realizado, em 1996, 

por Nath et al., identificaram que a sequência dos resíduos de aminoácidos 31 - 61 possue 

características neurotóxicas. Em contrapartida, o estudo de Fawell et al. (1994) havia 

demonstrado previamente que a sequência de resíduos de aminoácidos 47 – 57, que é 

responsável pela transdução da proteína e esta, denominada de sequência mínima de 

transdução, não apresentam características neurotóxicas. 

Sendo assim, o PPC TAT corresponde a uma sequência curta e altamente básica 

da região N-terminal da proteína HIV-tat (GRKKRRQRRRPPQ), mas suficiente para a 

entrada e entrega de biomoléculas nas células (KAUFFMAN et al., 2015). Tal PPC 

denomina-se catiônico devido à quantidade de aminoácidos carregados positivamente, 

sendo seis resíduos de arginina e dois resíduos de lisina. Em peptídeos catiônicos, a 

presença de 6 a 8 aminoácidos de arginina demonstra-se crucial para que ocorra a 

internalização eficiente da molécula carregada (TÜNNEMANN et al., 2006). 

Diversos são os mecanismos atribuídos à TAT para a entrada de biomoléculas nas 

células, os quais podem ocorrer por processos não dependentes de energia, como a 

interação iônica entre TAT e componentes da membrana celular, que levam ao acúmulo 

desse PPC na membrana celular e, consequentemente, à sua internalização (RUSESKA; 

ZIMMER, 2020) ou em virtude da formação de poros transitórios decorrentes da 



 
   

interação entre TAT e os fosfolipídios da membrana (HERCE; GARCIA, 2007), ou ainda, 

mecanismos dependentes de energia, como macropinocitose, endocitose mediada por 

clatrina, endocitose mediada por caveolina esta última, mais dependente das 

características da molécula carregada por TAT (FITTIPALDI et al., 2005; RUSESKA; 

ZIMMER, 2020). 

O mesmo mecanismo responsável pela formação de poros nas membranas 

celulares por TAT, proporciona a capacidade de fuga endossômica, uma vez que a ele é 

capaz de interagir com fosfolipídios de carga negativa na membrana dessa organela. Essa 

reação resulta na formação de um poro na membrana, facilitando a sua liberação (YANG 

et al., 2010). 

Em função da sua eficiência comprovada, esses peptídeos começaram a ser 

amplamente estudados e aplicados a diferentes tipos de pesquisas (VIOLINI et al., 2002). 

Proteínas fusionadas à TAT, com comprimentos variando de 15 a 115 kDa, demonstraram 

transdução in vitro em células de linfócitos, células-tronco da medula óssea, 

osteossarcoma, fibrosarcoma, glioma, carcinoma hepatocelular, carcinoma renal e 

queratinócitos (BOLHASSANI et al., 2017) e, também, in vivo (MORRIS et al., 2001) 

para tratar diversos tipos de doenças, dentre elas: câncer de pele (KAMEI; TAKEDA-

MORISHITA, 2015), isquemia cerebral (DIETZ, 2011), infarto do miocárdio 

(BOISGUERIN et al., 2011) e lesão espinhal (GAO et al., 2016).TAT também já foi 

avaliado quanto à entrega transdermal de proteínas. Um peptídeo lipolítico denominado 

glicina-lisina-histidina (GKH), fundido com TAT, resultou em uma penetração 36 vezes 

maior na pele de camundongos sem pelos em comparação com GKH sozinho (LIM et al., 

2003). Patlolla et al. (2010) mostraram que TAT melhorou a permeação cutânea de 

nanopartículas, translocando-as através das camadas da pele para uma profundidade de 

120 mm. 

PEP-1 é um transportador peptídico sintético e anfipático composto por 21 

resíduos de aminoácidos (KETWWETWWTEWSQPKKKRKV) (MORRIS et al., 2001), 

divididos em três domínios: (1) hidrofóbico, rico em resíduos de triptofano 

(KETWWETWWTEW), responsável pelo direcionamento à membrana celular e pela 

formação de interações hidrofóbicas com proteínas; (2) hidrofílico, rico em resíduos de 

lisina (KKKRKV), proveniente do sinal de localização nuclear (NLS) do vírus símio 40 

(SV-40), o qual tem a função de melhorar o transporte ao meio intracelular e a 

solubilidade da proteína; e (3) espaçador (SQP), que separa os dois domínios citados 



 
   

acima. O resíduo de prolina, presente no domínio espaçador, é mais rígido e tem a função 

de auxiliar a conformação dos domínios hidrofílico e hidrofóbico.  

Esse PPC se destaca por sua capacidade de entregar, eficientemente, uma 

variedade de peptídeos e proteínas biologicamente ativos, sem a necessidade de ligações 

covalentes ou desnaturação da proteína (BOLHASSANI et al., 2017). Além disso, a via 

de entrada de PEP-1 nas células parece ser independente da formação de endossomas, o 

que resulta em uma demora maior para a degradação do peptídeo e da biomolécula no 

interior da célula, bem como na rápida liberação da carga, logo após a passagem pela 

membrana (RUSESKA; ZIMMER, 2020).  

Já foi demonstrado que a forma isolada de PEP-1 e sua forma complexada, PEP-

1-biomolécula, interage fortemente com os componentes lipídicos na membrana, 

causando uma alteração conformacional; o peptídeo tende a formar α-hélices, o que 

favorece sua inserção na membrana, estabelecendo uma estrutura transitória, semelhante 

a um poro transmembranar (DESHAYES et al., 2004; RUSESKA; ZIMMER, 2020).  

Entre os diversos PPCs já reportados, PEP-1 apresenta algumas vantagens: a 

rápida transdução de proteínas, a alta estabilidade em tampões fisiológicos e a alta 

eficiência na transdução (MORRIS et al., 2001; RYU et al., 2018). Além disso, já foi 

reportada a capacidade de PEP-1 fusionado a proteínas de atravessar a pele em estudos in 

vivo. Nesse sentido Kim et al. (2006) observaram a entrega da neurotoxina botulínica 

(BOTOX) como composto antienvelhecimento eficaz na pele de camundongos. O mesmo 

grupo conseguiu usar em camundongos o complexo PEP-1-FK506BP para reduzir a 

expressão de citocinas visando ao tratamento de dermatite atópica (KIM et al., 2011; 

NASROLLAHI et al., 2012). Outros estudos demonstram que a utilização de PEP-1, 

juntamente à proteína glutaredoxina, envolvida na sinalização redox, foi eficaz em 

suprimir respostas catabólicas em condrócitos articulares humanos (HWANG et al., 

2017) e a fusão de PEP-1-GDNF, fator neurotrófico, que, por aplicação intravenosa, 

reduziu significativamente a região do infarte cerebral e melhorou a função 

comportamental em ratos (LIU et al., 2016a). Além disso, esse transportador peptídico 

apresenta várias vantagens para a terapia proteica, incluindo estabilidade em pH 

fisiológico, ausência de toxicidade e insensibilidade ao soro (MORRIS et al., 2001). 

Dada a relevância atual da utilização dessas moléculas, foram selecionados estes 

dois peptídeos, PEP-1 e TAT, para a realização do presente trabalho. Os peptídeos 

escolhidos possuem características que viabilizam a realização do presente estudo e a 



 
   

seleção de dois PPCs distintos teve por objetivo submeter a membrana celular das células 

epidérmicas HaCat a diferentes tipos de interações, que permitissem a internalização 

 

 Trichoderma reesei 

 

A biotecnologia é uma plataforma que visa à utilização de organismos, células ou 

componentes celulares para a produção de novas tecnologias, ferramentas e produtos que 

sejam mais sustentáveis, economicamente viáveis e que reduzam os danos ambientais 

(STABNIKOV et al., 2015). 

Entre os organismos biotecnologicamente interessantes, os fungos filamentosos 

destacam-se, principalmente, por serem fontes de genes e vias metabólicas utilizadas para 

sintetizar uma grande variedade de moléculas de interesse econômico (ANDERSEN, 

2014; BAKER, 2018). 

O gênero Trichoderma pertence ao filo Ascomycota e possui mais de cem espécies 

identificadas. Geralmente, esses fungos são encontrados em solos do mundo inteiro, em 

raízes das plantas e em outros materiais orgânicos (DRUZHININA et al., 2006). 

Trichoderma reesei é uma espécie de fungo filamentoso, isolado durante o período da 

Segunda Guerra Mundial, quando foi detectado como agente de decomposição dos 

tecidos das barracas do exército dos Estados Unidos. Desde então, tem sido utilizado de 

forma significativa e segura na indústria de alimentos, rações e farmacêutica, 

principalmente como agente produtor de enzimas hidrolíticas, além de ser de fácil 

manipulação e manutenção em condições laboratoriais (SALOHEIMO et al., 2014).  

 

 Vantagens biotecnológicas 

 

Os fungos do filo Ascomycota são de grande interesse para as indústrias: 

farmacêuticas, químicas, alimentícias e de saúde animal e humana, por possuírem vias 

metabólicas que sintetizam diversas moléculas, como: genes, peptídeos, enzimas, ácidos 

orgânicos, antibióticos, dentre outros compostos com aplicação biotecnológica, os quais 

podem ser empregados por esses tipos industriais (CHAMBERGO; VALENCIA, 2016; 

PORTER et al., 2016). 

O interesse crescente nessas moléculas poder ser confirmado através dos números 

do mercado. Um levantamento realizado, recentemente, pela Grand view research (2020) 

demonstou que o mercado global de enzimas, por exemplo, foi avaliado em US$ 9,9 



 
   

bilhões em 2019 e espera-se que tenha uma taxa de crescimento anual composta de 7,1% 

de 2020 a 2027. Entretanto, apesar dos benefícios e do interesse industrial, muitas 

enzimas ainda possuem limitações na sua produção ou comercialização, como: baixo 

rendimento no processo produtivo e instabilidade térmica (BUCHHOLZ; KASCHE; 

BORNSCHEUER, 2012). Sendo assim, a busca e o investimento em pesquisas por novas 

enzimas, que sejam viáveis economicamente, têm crescido e se tornado cada vez mais 

atrativos com o passar das décadas.   

Nesse sentido, o fungo filamentoso Trichoderma destaca-se pela presença de uma 

maquinaria celular eficiente para a produção de proteínas e, também, por possuir enzimas 

com características relevantes para aplicações biotecnológicas (DRUZHININA; 

KUBICEK, 2016; MUKHERJEE et al., 2013). Atualmente, as espécies de Trichoderma 

são amplamente utilizadas para a produção comercial de diversas enzimas (celulases, 

glucanases, pectinases, xilanases, dentre outras). Entre elas, a espécie Trichoderma reesei 

se destaca por ser um organismo modelo, amplamente utilizado para a produção de 

proteínas homólogas e heterólogas. 

As enzimas produzidas por T. reesei, em sua maioria, possuem grande estabilidade 

em diferentes pHs e temperaturas, o que os torna atrativos na busca por novos 

biocatalisadores (KLEIN et al., 2002; ZAFRA; CORTÉS-ESPINOSA, 2015 

CHAMBERGO et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2016; DING et al., 2019). 

Considerando essa característica importante e por ter seu genoma completamente 

sequenciado, diversos grupos de pesquisa têm investido no estudo desse organismo, a fim 

de explorar as suas possíveis utilizações biotecnológicas. 

A análise do genoma de T. reesei QM9414 (http://genome.jgi-

psf.org/Trire2/Trire2.home.html) permite identificar, computacionalmente, supostos 

genes codificadores de enzimas antioxidantes, as quais apresentam alta similaridade e 

identidade com proteínas já caracterizadas de outros organismos. 

A utilização de enzimas recombinantes antioxidantes do fungo T. reesei se mostra 

uma estratégia viável, já que os fungos são evolutivamente mais próximos dos seres 

humanos, em comparação às bactérias. Estima-se que a enzima isolada deles causará 

menos imunogenicidade (SHRIVASTAVA et al., 2012). Em contrapartida, o estudo 

realizado por Chockalingam et al. (2006) demonstrou que a enzima MnSOD humana é 

fortemente inibida pelo produto. Ademais, o trabalho realizado por Chambergo et al. 

(2012) caracterizou a enzima antioxidante MnSOD de T. reesei (TrMnSOD) como uma 

enzima estável entre 20 e 90ºC/1 h e pH entre 2,6 e 9,0. 



 
   

Considerando as informações descritas acima, a presente tese teve por objetivo 

desenhar um sistema que utilizando as enzimas recombinantes antioxidantes GPx e 

MnSOD do fungo filamentoso T. reesei em fusão com os peptídeos de penetração celular 

PEP-1 e TAT, respectivamente, que protejam contra o estresse oxidativo, células 

epidérmicas humanas. 

Em síntese, o desenho e avaliação da fusão de enzimas fúngicas a PPCs 

demonstra-se uma abordagem promissora para o desenvolvimento de novas terapias e de 

produtos biotecnológicos.  

  



 
   

3 CONCLUSÃO 

 

As enzimas são biocatalisadores cujos processos enzimáticos representam uma 

fronteira de conhecimento a ser explorada, pois a expectativa é que as enzimas exerçam, 

em um futuro próximo, um papel fundamental, transformador e estratégico para o 

desenvolvimento da biotecnologia no país.   

A presente dissertação avalia o potencial uso de enzimas com fins antioxidantes. 

Assim foi desenhado um sistema enzimático, constituído pelas enzimas antioxidantes 

(TrSOD e TrGPx) em fusão com os peptídeos (PEP-1 e TAT), para internalização em 

células eucarióticas modelo (HaCaT), com a finalidade de conferir proteção contra o 

estresse oxidativo.  

Nesta tese, foram descritas as etapas de clonagem, expressão em E. coli e 

purificação das enzimas recombinantes manganês superóxido dismutase e glutationa 

peroxidase do fungo filamentoso Trichoderma reesei. 

As enzimas TrSOD e TAT-TrSODy tiveram sua atividade analisada em gel não-

desnaturante e demonstraram estar na forma ativa. 

A enzima PEP1-TrGPx foi, pela primeira vez, estudada funcional e 

estruturalmente. A enzima apresenta uma dobra semelhante a outras enzimas glutationa 

peroxidase dependentes de fosfolipídeos (PHGPx), o qual, normalmente, confere 

especifidade para o substrato Trx. Além disso, as análises estruturais indicam que essa 

proteína sofre alterações conformacionais significativas de acordo com o seu estado 

redox. Aparentemente, a estrutura da enzima foi resolvida, na forma reduzida, devido ao 

posicionamento dos resíduos envolvidos no mecanismo catalítico (Cys39, Cys88, Gln76, 

Trp131 e Asn132). Entretanto, é necessário obter cristais da enzima na forma oxidada 

para saber se ocorre de fato uma alteração conformacional da enzima.  

Os ensaios de atividade enzimática acoplados à glutationa não demonstraram 

atividade enzimática. Já os ensaios realizados com Trx resultaram em 28U e 12,5U de 

atividade enzimática para H2O2 e TBH como substratos, respectivamente, indicando que 

TrGPx hidrolisa H2O2 mais rápido do que TBH e que essa enzima atua preferencialmente 

sobre tióis de tioredoxina. Esses resultados, juntamente com os resultados estruturais, são 

um forte indício de que essa enzima possui o mecanismo catalistico das enzimas 2-

CysGPx. 

Devido à inviabilidade econômica, alternativamente, foram realizados ensaios 

utilizando os substratos pirogalol e H2O2. Como demonstrado, para 1 mL de reação 



 
   

enzimática, o ensaio de pirogalol tem o valor, em reais, 50 vezes menor que o deTrx, 

sendo uma possibilidade acessível financeiramente e, também, eficiente para ensaios com 

enzimas do tipo 2-CysGPx. Nesse sentindo, o trabalho propõe um mecanismo de reação 

enzimática entre PEP1-TrGPx, considerando o mecanismo de 2-CysGPx, com o substrato 

pirogalol. Os resultados obtidos mostraram que PEP1-TrGPx tem atividade enzimática 

de 1,0 mUI/µg para o substrato H2O2. Utilizando o mesmo ensaio, também foi possível 

estimar os parâmetros cinéticos, em que PEP1-TrGPx tem um Kmapp = 11,7 mM, Vmaxapp 

=  10.9 UI/µg TrGPx e kcat = 19 s-1 para o substrato H2O2.  

 Ainda utilizando o ensaio de pirogalol, foram realizados outros estudos de 

caracterização de  PEP1-TrGPx, os quais demonstraram que a enzima tem tolerância ao 

pH de 9,0 - 12,0 utilizando o tampão PBA e apresentou atividade remanescente após 30 

minutos de incubação em 80 ºC, sugerindo ser uma enzima termoestavél. Os resultados 

de caracterização funcional e estrutural de PEP1-TrGPx indicam que essa enzima é uma 

tiorredoxina peroxidase, semelhante a uma glutationa peroxidase dependente de 

fosfolipídio e apresenta mecanismo catalítico similar a uma 2-CysGPx. A tabela 9 

apresenta um resumo das características desta enzima. 

Os dados das caracterizações funcionais e estruturais de PEP1-TrGPx agregam dados 

científicos relevantes e contribuem para o entendimento do mecanismo antioxidante em 

fungos e, também, fornecem informações úteis para a aplicação industrial desse tipo de 

enzima.  

A construção PEP1-TrGPx teve seu efeito antioxidante analisado. Os resultados 

mostram que a enzima reduz, aproximadamente, 33,2% do número de células com 

fluorescência verde, indicando que PEP1-TrGPx exerceu proteção antioxidante nas 

células epidérmicas da linhagem HaCaT submetidas ao estresse oxidativo com TBH. Os 

resultados também demonstraram que 28,7% das células HaCaT tratadas com PEP1-

TrGPx 2 µM apresentaram redução da flourescência verde, em relação as células tratadas 

com L-ácido ascórbico 50 µM. Esses resultados são um forte indício de que PEP1-TrGPx 

neutraliza uma maior quantidade de ERO nos queratinócitos humanos HaCaT submetidos 

ao tratamento oxidante com TBH e, também, sugerem que o sistema estudado confere 

maior proteção antioxidante contra o estresse oxidativo em relação ao L-ácido ascórbico 

nessa linhagem celular. 

 



 
   

Com o intuito de averiguar a citotoxicidade das proteínas transduzidas nas células 

HaCaT, foram realizados ensaios de viabilidade celular, os quais indicaram que PEP1-

TrGPx e TAT-TrSODy, nas concentrações de 1, 3 e 6 µM, não apresentaram redução da 

viabilidade das células epidérminas HaCaT. Esses estudos sustentam a ideia de que, 

nessas concentrações, a utilização dessas enzimas seria segura e eficiente.  

Devido à intercorrências laboratoriais, a situação atual da pandemia no Brasil e à 

necessidade da entrega dessa tese, não foi possível concluir os ensaios celulares que 

demonstram a ação conjunta das enzimas antioxidantes estudadas. Entretanto, alguns 

estudos preliminares indicam um efeito antioxidante potencializado desse sistema.    

A comercialização de enzimas antioxidantes são extremamente atrativas, 

principalmente para a indústria de cosméticos que buscam constantemente por novas 

tecnologias e ativos mais eficazes. Os resultados obtidos nessa tese demonstraram-se 

promissores para aplicações biotecnológicas, e gerou um depósito de patente juntamente 

à agência USP de inovação intitulado “Enzimas recombinantes, sistema de entrega de 

enzimas recombinantes, e seus usos” sob número BR 10 2020 009872 1 (ADRIANI et 

al., 2020; anexo A). 

Além disso, o presente projeto foi selecionado para participação do programa de 

pré-aceleração de empresas BioStartup Lab rodada 06, realizado em Belo Horizonte pela 

empresa Biominas, que originou a abertura da empresa Skinzymes Biotecnologia Ltda 

(anexo B).  

A fim de dar continuidade ao estudo, a aluna submeteu um projeto, que visa à 

aplicabilidade e comercialização das enzimas estudadas, para o programa de Pesquisa 

Inovativa em Pequenas Empresas (PIPE) da FAPESP,  sendo contemplada, recentemente, 

com um PIPE fase I e uma bolsa de Pesquisador Empresarial Nível 3 (PE-3) (anexo C).  

Ademais, os dados obtidos da caracterização funcional e estrutural de TrGPx 

foram publicados no artigo intitulado: “Structural and functional characterization of 

the glutathione peroxidase-like thioredoxin peroxidase from the fungus 

Trichoderma reesei” (ADRIANI et al., 2020; anexo D).  
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