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RESUMO

As colinesterases (ChE) desempenham um papel importante na deteccdo de
organofosforados e carbamatos que sédo substancias de alto interesse para o controle
ambiental, pois estes compostos estdo presentes na maioria dos pesticidas aplicados
em lavouras. O desenvolvimento de biossensores a base de ChE para a deteccéo
destes contaminantes com maior rapidez, sensibilidade e seletividade, tem a
capacidade de quantificar, a partir de um transdutor adequado, a diminuicdo da
atividade enzimética causada pelos contaminantes. Este trabalho teve como objetivo
de purificar e caracterizar AChE de cérebro de Prochilodus brevis para o emprego em
testes eletroquimicos. Os gradientes de pH, forca ibnica e temperatura, mostraram
maiores atividades em pH 8,5, forca i6nica de 0,08M, temperatura 6tima 28°C e
estabilidade térmica de 37°C para extrato livre de células. Foi aplicado o método de
precipitacdo salina em fragbes de 0-70% seguido de 0-40% de (NH4)2SO4 como
refinamento para cromatografia liquida. O protocolo de purificacdo 1 apresentou
atividade especifica de 1,41 U/mg em 0-70%, enquanto 0-40% apresentou 1,94 U/mg.
O protocolo de purificacdo 2, a fracao 0-70% teve atividade especifica de 0,31 U/mg e
0-40% de 1,77 U/mg. Apés a cromatografia de sephacryl S-200 apresentou atividade
especifica para os protocolos 1 e 2 de 0,128U/mg e 0,2869 U/mg, respectivamente.
Na continuidade do protocolo 2 com DEAE-sepharose o pico eluido apresentou
atividade especifica de 0,01326 U/mg. No protocolo de purificacdo 3, 0-70% tem
atividade especifica 0,310 U/mg, seguido de 1,774 U/mg em 0-40%. Apds Sephacryl
S-100 foi obtido dois picos com atividade especifica de 0,194 U/mg (ChE1) e 0,0873
U/mg (ChE2). Eletroforese SDS-PAGE de ChEL apresentou banda pouco visivel de
aproximadamente 67KDa. Os ensaios de inibicdo com ChE1l apresentaram maior
especificidade para BW 284c51. Os testes eletroquimicos com extrato livre de célula,
dialisado, ChE1 e ChE2, mostraram oxidacao de tiocolina (TCh) com melhores limites
de deteccao e quantificagdo para ChEl e ChE2. Os experimentos de modelagem
molecular apresentaram resultados favoraveis na formagdo do complexo
ChE-NTCPM. O estudo mostrou o isolamento de ChE com atividade catalitica para
as duas enzimas, AChE e BuChE, com propriedades de adsorcdo favoraveis em
NTCPM no desenvolvimento de biossensor enzimético para monitoramento
ambiental.

Palavras-chave: Colinesterase. Purificacdo de Proteina. Biossensor enzimatico.



ABSTRACT

The cholinesterase (ChE) play an important role in the organophosphates and
carbamates detection substances that are of high interest for environmental control,
because these compounds are present in most pesticides applied to crops. The
development of ChE biosensors to detect these contaminants with greater speed,
sensitivity and selectivity, has the ability to quantify from a suitable transducer, the
reduction of enzyme activity caused by contaminants. This study aimed to purify and
characterize AChE of Prochilodus brevis brain for use in electrochemical tests.
Gradients of pH, ionic strength and temperature, showed high activities in pH 8,5,
0,08M at ionic strength, 28C° of temperature optimum and 37°C of thermal stability for
cell-free extract. Was applied salting out method in fractions 0-70% followed by 0-40%
of (NH4)2SOa4 as a refinement to liquid chromatography. The purification protocol 1
showed specific activity of 1.41 U/mg in 0-70% and 0-40% was 1.94 U/mg. The
purification protocol 2, the 0-70% fraction had specific activity of 0.31 U/mg and
0-40% with 1.77 U/mg. After Sephacryl S-200 chromatography, showed specific
activity for protocols 1 and 2 of 0,128U/mg and 0.2869 U/mg, respectively. The next
stage of the Protocol 2 with DEAE-Sepharose was eluted peak with specific activity of
0.01326 U/mg. In the purification protocol 3, 0-70% have specific activity 0.310 U / mg,
followed by 1,774 U/mg in 0-40%. After Sephacryl S-100, was obtain two peaks with a
specific activity of 0.194 U/mg (ChE1) and 0.0873 U/mg (ChE2). SDS-PAGE of ChE 1
showed somewhat visible band of approximately 67kDa. Inhibition assays with ChE 1
had higher specificity for BW 284c51. Electrochemical tests with cell-free extract,
dialyzed, ChE1 and ChE2, showed thiocholine (TCh) oxidation with better limits of
detection and quantification limits for ChE1l and ChE2. The molecular modeling
experiments showed favorable results in complex formation ChE-NTCPM. The study
showed the isolation of ChE with catalytic activity for both enzymes, AChE and
BuChE, with favorable adsorption properties in NTCPM in the development of

enzymatic biosensor for environmental monitoring.

Key words: Cholinesterase. Protein Purification. Enzymatic Biosensor.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Prochilodus brevis (Steindachner, 1875).............uuuuiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiiiienns 21

Figura 2 - Liberacdo de ACh pelo neurbnio pré-sinaptico, liga-se ao receptor da
membrana poés-sinaptica abrindo os canais ibnicos. AChE atua como regulador da

concentracdo de ACh na fenda SINAPLICA...........eeieiiiiiiiiiiieii e 23

Figura 3 - Mecanismo de “porta dos fundos”: liberagao dos produtos de hidrélise de
ACh no fundo do Sitio ativo de ACKE..........coociiiiiie e 24

Figura 4 - Sitio ativo de AChE em humano (HUAChE) (PDBID1B41)............cccccceunn.. 25

Figura 5 - Mecanismo de reacdo da hidrélise de ACh em etapas de acilacdo e

(0 125> T = Tox- T 1SR 27

Figura 6 - Estrutura de AChE (A) e BUChE (B). AChE comporta até 24 moléculas de
agua correspondendo a um volume de aproximadamente de 276A3 (C), enquanto
BuChE comporta 47 moléculas de agua que representam um volume de 541A3

Figura 7 - Acima: formas sollveis (mono-, di- e tretramerica) de AChE (G1 e G2
anfifilicos, e G4 nédo anfifilico; respectivamente). Abaixo: formas ligadas a membrana
de AChE sédo representadas pela forma G4 globular ndo anfifilico ancorada na
membrana por meio da proteina rica em prolina (PRIMA) ou pela subunidade do
colageno Q. O ultimo a direita representa uma forma dimérica hidrofoba (G2) de
AChE ligado a membrana celular por meio de wuma &ncora de

Figura 8 - Formula estrutural geral de carbamatos............cccceeeeeeeiiieeeeeeeieeeen, 31

Figura 9 - Mecanismo esquemético da acdo de carbamatos como inibidores



Figura 11 - Formula Estrutural geral de organofosforados.............cccccvviiviiiiiincennne. 34

Figura 12 - Molécula de Iso-OMPA (Tetraisopropil pirofosfoforamida), inibidor
eSPECIfiCo de BUCKHE...........oo i 34

Figura 13 - Molécula de BW 284c51, inibidor especifico de AChE............cccccovvnneeee 35
Figura 14 - Esquema de interacdes entre BW 284c51 e residuos adjacentes
(auséncia de agua) no interior do sitio ativo de TCAChE.............cccooeviiiiiiieiiiicceeeen 36
Figura 15 - Numero de papers publicados durante o periodo de 1990 a 2014. Dados
obtidos por pesquisa de papers utilizando como palavras-chave “biosensors” and
‘enzyme” and “inhibition” no banco de dados de Web of knowledge, Thomson
REULEIS ANGT SCOPUS. ...eeeiiiiiieieeee ettt et e e e e e e e e e e e e s e bbb ae e e e beeeees 41
Figura 16 - Distribuicdo de enzimas usadas em design de biosensores baseados em

] o o= T T PRSP 42
Figura 17 - Fluxograma do protocolo de purificacdo 1..........ccccceeeeiiveeeeeeeieeeeieeiiiinnnns 48
Figura 18 - Fluxograma do protocolo de purificacdo 2............cccceeeeeeeeeeeeieeeeeieeeiiiinnnns 50
Figura 19 - Fluxograma do protocolo de purificagao 3............uuvveeeeieiiiiiiiiniiieninniins 51
Figura 20 - Sistema eletroquimico montado.................cceieiiiiiiiiiie e, 53
Figura 21 - TCAChE inserida na caiXa d'AQUa...........ccceoiruuieiieeniiiiiiiieee e eeiiieeeee e 54

Figura 22 - Variacdo da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de
Prochilodus Brevis em fung&o do pH de KaHPOa.........ccceeiiiiiiiiiii 56

Figura 23 - Variagcdo da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de

Prochilodus Brevis em fungédo da concentracdo de Ko2HPOa........ccoooooiiiiiiiiiiiiiiiiinnnees 57

Figura 24 - Variacdo da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de

Prochilodus Brevis em fung&o da temMPeratura...............eeeeeeiieeeeieeeeeeniiiiie s 58

Figura 25 - Variacdo da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de

Prochilodus Brevis em funcao da temperatura...............oovvvveeiiiiiiiiiiiiiinee e eeeeeeiennenns 59



10

Figura 26 - Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
Sephacryl S-200 (1,0x32,7 cm) previamente equilibrado com 20mM de Tris-HCI, pH
7,5 e NaCl 0,3M com uma taxa de fluxo de 0,28 mL/min e 2,5mL por fracéo.
Abasorbancia a 280nm (e—e) e atividade AChE (m—8).........cccoooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 62

Figura 27 - Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
Sephacryl S-200 (1,0x22 cm) previamente equilibrado com 20mM de Tris-HCI, pH 7,5
e NaCl 0,3M com uma taxa de fluxo de 0,40 mL/min e 3,0 mL por fragdo. Absorbancia
a 280nm (e—e) e atividade ACHE (B—B).........c..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 67

Figura 28 - Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
DEAE-Sepharose (1,5x32 cm) previamente equilibrado com 20mM de Tris-HCI, pH
7,5 com uma taxa de fluxo de 0,125 mL/min e 5 mL por fracdo. Abasorbéncia a
280nm (e—e) e atividade ACHE (B—B)........ccccuuuiiiiiiiiiiiiiie e 68

Figura 29 - Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
Sephacryl S-100 (1,5x16,19 cm) previamente equilibrado com 20mM de Tris-HCI, pH
7,5 com uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min e 3 mL por fracdo. Abasorbancia a 280nm
(o—e) e atividade ACHE (B—B).......c...ooiiiiiiiieicie e 73

Figura 30 - Eletroforese SDS-PAGE a 12%. As canaletas abaixo: (1) Marcador, (2)
0,031 mg proteina de ChE1 (pico 1 — protocolo de purificacdo 3). A eletroforese foi
processada a voltagem constante (90 mV), e as bandas coradas com

(000] 1 1= 11 (=TT 76

Figura 31 - Efeito dos inibidores em ChEl de P. Brevis. BW 284c51, Eserina e
[SO-OMPA @ 0,3UM ..ot e e e et e e e e et e e e et e e ae neearaaaaes 78
Figura 32 - Efeito dos inibidores em ChEl de P. Brevis. BW 284c51, Eserina e
[SO-OMPA @ O, 7M. ..ttt e e e eaa e e e e e eaen s e eeenanns 79
Figura 33 - Efeito dos inibidores em ChEl de P. Brevis. BW 284c51, Eserina e
[SO-OMPA @ 1,0 M. e e e e e e e e e e e e e e e e e aaes 79
Figura 34 - Esquema de modificacédo do eletrodo (A) e mecanismo de deteccéo do
sinal de oxidac&o de TCh @ +750mMV (B).......cccoviiiiiiiiiiiiiiiiie s a e e 81



11

Figura 35 - Resposta VPD em ECV/NTCPM/Extrato livre de células (atividade
especifica = 1,07x10* U/mg) para adi¢cdes sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20,
0,25, 0,3, 0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em
162 10 a 0T oI {0 1] £= 1 (0 1 o] I PSR 82
Figura 36 - Resposta VPD em ECV/NTCPM/Dialisado (atividade especifica =
9,40x10* U/mg) para adicdes sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,3,
0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em tampao fosfato

Figura 37 - Resposta VPD em ECV/NTCPM/ChEL (atividade especifica = 9,7x10*%
U/mg) para adi¢des sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,3, 0,35, 0,40,
0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em tampéo fosfato pH

Figura 38 - Resposta VPD em ECV/NTCPM/ChE2 (atividade especifica = 4,3x10*
U/mg) para adi¢des sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,3, 0,35, 0,40,
0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em tampéo fosfato pH

PR 83
Figura 39 - Curva analitica ATCh/mmol/L vs Corrente pA em ECV/NTCMP/Extrato
VI @ CEIUIAL ... ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ennnnnas 85

Figura 40 - Curva analitca ATCh/mmol/L  vs Corrente pPA em

ECVINTCMP/DIAlISAUO. ......cciiiiiiiiiee ettt et e e e e e e e e s enrnr e e e e e ans 85
Figura 41 - Curva analitca ATCh/mmol/L vs Corrente pA em
ECVINTCMPICREL......ccoeii ettt et e e e e e e e e eeeeees 86
Figura 42 - Curva analitca ATCh/mmol/L vs Corrente pPA em
ECVINTCMPICREZ.....cci ittt ettt e e e et a e e e e et n e aa e e e e s nnnees 86

Figura 43 - Evolugdo do tempo de simulacdo e sua influéncia sobre as cadeias
laterais e carbonos alfa (Ca) para TcCAChE. Em azul, deslocamento Ca; em castanho,
deslocamento das cadeias lateraiS. ...........uueiiiiiiiii i 89

Figura 44 - Flutuacdes dos aminoacidos observadas para TcCAChE em funcao do

Figura 46 - Evolucdo do tempo de simulacdo e sua influéncia sobre as cadeias
laterais e carbonos alfa (Ca) para HuBuUChE. Em azul, deslocamento Ca; em

castanho, deslocamento das cadeias |ateralS. ... ..o e 92



12

Figura 47 - Flutuacdes dos aminoacidos observadas para HUAChE em funcdo do



13

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Quantidade de sulfato de amonio para precipitacdo da proteina.............. 47

Tabela 2 - Precipitacdo fracionada de colinesterase em diferentes saturacfes de
L 8 15 SRR 61

Tabela 3 - Protocolo de purificagdo 1 de acetilcolinesterase cerebral de Prochilodus
0] 15V PSSR 64

Tabela 4 - Precipitagdo fracionada de colinesterase em diferentes saturacbes de
L 2 351 SRR 66

Tabela 5 - Protocolo de purificagéo 2 de acetilcolinesterase cerebral de Prochilodus
D VIS, .. et e e e e e e e et e e e aaaaaaeaaa e e —————— 70

Tabela 6 - Precipitacdo fracionada de colinesterase em diferentes saturacfes de
[ L 2 351 RSP 72

Tabela 7 - Protocolo de purificacdo 3 de acetilcolinesterase cerebral de Prochilodus

D OV IS .. e 74
Tabela 8 - Porcentagem relativa da atividade especifica de BUChE.......................... 75
Tabela 9 - Massa Molecular de subunidades de ChE de diferentes fontes................ 77

Tabela 10 - Resultados obtidos a partir das curvas analiticas para ATCh em
ECVINTCPM/Fragcédo. A varredura se deu na faixa de potencial de 0,0 a +1,2V.
Utilizando @ teCNICa A VPD........ooouiiiiiiiiie it e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeennennnes 87



ACh

AChE

ATCh

BuChE

BTCh

BW 284c51

ChE

DEAE

DM

DTNB

ECV

Eserina

14

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Acetilcolina

Acetilcolinesterase

Acetiltiocolina

Butirilcolinesterase

Butiriltiocolina
1,5-Bis(4-alildimetilamdoniofenil)3-pentanona dibrometo
Colinesterase

Dietilaminoetil

Dinamica molecular

Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzdico)
Eletrodo de carbono vitreo

(3aR,8aS)- 1,3a,8-trimetil- 1H,2H,3H,3aH,8H,8aH- pirrolo [2,3-b]

indol-5-il N-metilcarbamato

€

GPI

HuBChE

Iso-OMPA

mV

NTCPM

SAP

SNC

TcAChE

Tris

VPD

Coeficiente de extingdo molar
Glicofosfatidilinositol

Butirilcolinesterase Humana

Tetraisopropyl pyrophosphoramide

Milivolts

Nanotubos de carbono de paredes multiplas
Sitio Aniénico Periférico

Sistema nervoso central

Acetilcolinesterase Torpedo california
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Voltametria de pulso diferencial



15

SUMARIO
1. INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt et e et e st s et e e ste e areans 18
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt ettt ettt st e e e 20
2.1 Contaminac@o em ambientes aqUALICOS.........ueeeveeiiiiiiiiiiiiee e 20
2.2 ProChilodus DIEVIS ..ot 20
2.3 Enzimas Colinesterases e sua funcgao fisiol0gica .........cccuvveeeiiiiiiiiieeeeniee, 21
2.4 Diferencas estruturais e mecanismo de hidrélise ............ccccvviiviiiiccccceene, 25
2.5 Isoformas, sequéncia € NOMOIOGIA ....ueviviiiiiiiiiiie e 28
2.6 INIDIAOres de ChE ......eeiiiiiee e e 30
2.7 PUNfICACA0 0 ACKHE ...oeiiiii it e e 36
2.8 Aplicacdo de ChE €M DIOSSENSOIES...uuiiiiiiiieeeeeeeieeeeeeeee e a e e e e ee e 38
3. OBUIETIVOS . .. ettt et e e e e e e 43
3.1 ODJELIVO GEIAL. .ot 43
3.2 ODbjetivoS ESPECITICOS...cuuiiiiiiiiice e e 43
Y O 1 1@ ]I 44
4.1 Preparo do extrato livre de CElUIAS ..........ooooiiiiiiiiiiiiii e 44
4.2 Quantificagc8o de ProteiNas ........ocooiiiiiiiiiee e 44
4.3 Atividade ENZIMALICA ...coooeeiiiiiiiie e 45
4.4 Caracterizacdo do extrato livre de Células ..........ccocceeeiiiiiiiniie 45

v N [Tl o 1o Lo =Y o 41 o 1 = U o= VOSSR 46



16

4.6 PreCipitaGaio SaliNa ......coooiiiiiiiiiiiii e 46
4.7 Protocolo de purifiCagao 1 .......ccooiiiiiiiiiiiiiiccis e e e e e e e e e 48
4.7.1 Cromatografia de Filtracdo em Gel (Sephacryl S-200) .......cccceeviiiiieerieiiiniiiiiinns 48
4.8 Protocolo de puUrifiCACa0 2 .......ccovviiiiiiieieeccee e e e 49
4.8.1 Cromatografia de Filtragdo em Gel (Sephacryl S-200) ........cccoeeviiiiiiiiiiiiiiiinns 49
4.8.2 Cromatografia de Troca lonica (DEAE-Sepharose) .........ccccovevviiiviiiviinnnnnnee. 49
4.9 Protocolo de purifiCagao 3.........coooiiiiiiiiiieeeeeeres e e 50
4.9.1 Cromatografia de Filtragdo em Gel (Sephacryl S-100) .......ccooeeeriiiiiiiiiiiiiininns 50
4.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).........ccccccccvieiiiieeiieeeeeeee, 51
4.11 Modificag8o dO €letrodo .......ooooiiiiiiiiie e 52
412 ElEtrO@NAIISE ... 53
4.13 Modelo COMPULACIONAD ...t e 53
5. RESULTADOS E DISCUSSOES ......coooviiviiiee et 56
5.1 Caracterizacao do extrato livre de células .........ccccvvrriiiiiiiiiiiie e, 56
5.2 Protocolo de purifiCaGa0 1 .......uuiiiiiiiiiiiieiieeee e 60
5.3ProtoColo de PUIfICAGED 2 ....uuueuiiiiiiee e 65
5.4 Protocolo de pUrifiCAGED 3......uuuiiiiiiiiiiiieeee e 71
5.5 Eletroforese SDS-PAGE..........ooo e 75
5.6 ENSAI0 A€ INTDIGAOD......cciiiiieeieeiiiie et e e e e e e e e e e e aeaeaeeae s 78
5.7 EletrO@NAIISE. . ..o 80

5.8 Modelo COMPULACIONAL ......vvveiiiiiei i e 88



17

5.8.1 Simulacdo computacional (TCAChE-NTCPM).........coovuiiiiiiiiiiiiiiie e 88
5.8.2 Simulacdo computacional (HUBUChE-NTCPM)............covviiiiiiiiiiiiiiin e, 92
B. CONCLUSAOD. .....cuiiiiiiiiie ettt ettt ettt ee e 95
REFERENCIAS. ..ottt ettt an s 96
106



18

1. INTRODUCAO

A determinacdo da toxicidade dos pesticidas e da poluicdo ambiental em
ambientes aquaticos é indispensavel, principalmente em regiées agricolas, devido
aos maleficios causados ao ecossistema aquético e aos seres humanos.
(BULSSOLARO, 2010; RODRIGUES, 2003). As intera¢gdes entre 0s contaminantes e
0S organismos Vivos possibilitam a medicdo dos efeitos que estas substancias podem
causar através de indicadores biolégicos, tais como enzimas. As colinesterases
(ChE) vem sendo utilizadas como indicador de contaminagéo, pois € uma classe
enzimas presente nas sinapses colinérgicas com alta sensibilidade a compostos
organofosforados e carbamatos, substancias que estdo presentes em pesticidas
utilizados (CHUIKO, 2003; SILVA,2004). As intoxicacdes vdo desde a populacéo
consumidora destes produtos até o agravamento da poluicdo ambiental na regido de

cultivo, pois séo absorvidos pelo organismo, pelas vias oral, respiratdria e cutanea.

Os organofosforados, dependendo de sua solubilidade nos tecidos, vao
desenvolver mais prontamente ou tardiamente os sinais clinicos da intoxicacdo. Por
inalacdo de vapores do produto no ambiente 0s primeiros sintomas aparecem em
poucos minutos, enquanto que pela ingestao oral ou exposicdo dérmica pode haver
um aparecimento tardio dos sintomas. No caso de carbamatos, a exposicao dérmica
torna-se critica quando o0 organismo se encontra em temperatura elevada.
Experimentalmente, quantidades apreciaveis de alguns carbamatos e seus
metabdlitos tem sido encontradas no leite de mées a eles expostas. Assim como,
pode-se esperar a presenca de residuos de carbamatos em produtos comestiveis
(CALDAS, 2000).

Apés absorvidos, seus produtos de biotransformagdo sdo rapidamente
distribuidos por todos os tecidos. Os compostos mais lipofilicos podem alcancar
concentragdes significativas no tecido nervoso, e/ou outros tecidos ricos em lipidios,
interagindo com sitios ativo de ChEs, mesmo varios dias apds a ultima exposi¢ao
impedindo a inativagdo da ACh, permitindo assim, a agao mais intensa e prolongada
do mediador quimico nas sinapses colinérgicas, a nivel de membrana pés-sinaptica.
ACh é sintetizada no neurdnio a partir da acetilcoenzima A e da colina. E inativada por
hidrolise sob acdo da AChE, com formacéao de colina e acido acético que, por sua vez,

sdo reutilizados para formacéo da acetilcolina. Para que haja a transmisséo sinaptica
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€ necessario que a ACh seja liberada na fenda sinaptica e se ligue a um receptor
pés-sinaptico. Em seguida, a ACh disponivel é hidrolizada pela AChE. Quando ha a
inibicdo da AChE, ocorre um acumulo de acetilcolina na fenda, levando a uma
hiperestimulacdo colinérgica e consequente morte, dependendo nos niveis de ACh
(CALDAS, 2000). Por este fato, a populagéo requer maior controle de substancias
inibidoras de ChE, seja nos produtos aplicados em lavouras, nos alimentos que sao

comercializados e ambientes aquaticos contaminados a longo prazo.

E de suma importancia o desenvolvimento de novos métodos analiticos
aplicados a deteccdo da inibicio de ChEs com maior rapidez, sensibilidade e
seletividade é baseada no produto da reacao de ChE carbamilada ou fosforilada, que
€ impedida de hidrolisar o substrato (ADREESCU, 2006). No caso de um biosenssor,
a diminuicdo da atividade enzimética € quantificada por um transdutor apropriado
(SNEJDARKOVA, 2004). Desta forma vale salientar a importancia dos estudos de
purificacdo e caracterizacdo de ChE, pois além dos métodos empregados para
imobilizacdo de enzimas em superficies solidas para evitar a perda da estabilidade
estrutural da enzima, a pureza de ChE é o fator primordial para iniciacdo de testes de
imobilizacdo e desenvolvimento de protétipos até o processo de fabricacdo do

biossensor.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminacdo em ambientes aquaticos

Os ambientes aquaticos tem sido os depdsitos de diferentes tipos de
descargas antropogénicas, no caso de escoamento provenientes de lavouras, onde
foram aplicados pesticidas, resulta num sério problema de envenenamento, para
peixes e outras formas de vida aquatica causando efeitos ambientais em longo prazo,
além de comprometer a saude da populacdo local. Dependendo das caracteristicas
fisico-quimicas, esses residuos de agrotoxicos tanto podem se ligar ao material
particulado em suspensdo, como se depositar no sedimento do fundo ou ser
absorvido por organismos (MARTINS & BIANCHINI, 2011; VAN DER OOST,
2003). A contaminacdo de ambientes aquaticos por agrotéxicos pode nao ser
percebida pelo fato de muitos desses compostos permanecerem em niveis subletais
no ambiente aquatico por periodos curtos e por serem pouco estudados por nao
causarem morte imediata nos peixes (FANTA, 2003). No entanto, a contaminacéo
subletal pode alterar significativamente varios processos fisioldgicos, bioquimicos e
morfolégicos ao penetrarem nos érgaos dos organismos aquaticos (SANCHO, 1992;
LINS, 2010).

2.2 Prochilodus brevis

As espécies do género Prochilodus, no caso do peixe curimatd (Prochilodus
Brevis — Figura 1), sdo encontradas nas principais bacias hidrograficas
sul-americanas, tem grande importancia comercial em todas as regides do Brasil, em
especial do Nordeste brasileiro, além de seu valor econdmico, sdo importantes
componentes ecoldgicos dos rios devido a sua possibilidade de adaptacdo em
diferentes ambientes aquéaticos, grande facilidade de fecundacao artificial, alta
precocidade e prolificidade, regime alimentar e, principalmente pela sua grande
aceitacdo pelos habitantes. Prochilodus brevis (Steindachner, 1875), é um peixe
reofilico que migra varios quildmetros rio acima até as areas reprodutivas, onde
desova em areas abertas (MAIA,1999; PESSOA, 2015).
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Figura 1. Prochilodus brevis (Steindachner, 1875).

Fonte: Oliveira, 2010

Em geral apresentam habito alimentar ili6fago, consumindo matéria organica:
lodo, lama, algas (especialmente diatomaceas), detritos vegetais e particulas de
areia, provavelmente presente em maior quantidade e diversidade na época da
chuva, depositadas no fundo dos acudes e viveiros. Esta caracteristica permite
usa-las em policultivo, junto espécies que se alimentam de frutas, sementes e
organismos aquaticos de pequeno porte, que sao onivoras. Trabalhos publicados
apontam que o habitat tem pouca influéncia sobre o teor de proteina dos peixes do
género Prochilodus, por outro lado a diversidade sazonal de alimentos pode causar
uma pequena variacdo na proteina. (LOPES, 2006; MAIA, 1999; PESSOA, 2015).

2.3 Enzimas Colinesterases e sua funcgao fisiolégica

As Colinesterases (ChEs) sao serina hidrolases que envolvem dois tipos:
acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8), com
base nas preferéncias de substrato, ACh e BCh, respectivamente. Acetilcolinesterase
tem funcéo fisioldgica na terminacédo das sinapses colinérgicas do sistema nervoso
central e periferal. ACh é sintetizada € sintetizada no corpo da célula neural ou no
axbnio a partir de trés fontes de colina: a glicerofosforilcolina, a fosforilcolina e a



22

fosfatidilcolina. Uma vez sintetizada, parte da ACh é transportada e armazenada em
vesiculas sinapticas. Esse processo é realizado por um transportador vesicular de
ACh (VAChT), capaz de elevar em até 100 vezes sua concentracdo no interior dessas
vesiculas (VENTURA, 2010).

A liberagdo de ACh na fenda € resultado do sinal elétrico produzido pelo fluxo
de ions através da membrana plasmatica do neurénio. Na parte interna do neurénio
contém uma alta concentracdo de K* e uma baixa concentracao de Na*. Em virtude da
formacgéo do gradiente eletroquimico formado através da membrana plasmatica, os
ions Na* comecam a fluir para dentro da célula aumentando a despolarizacdo e
levando a mudanca do potencial de membrana de -60mV para cerca de +30mV em
um milissegundo. Assim a membrana torna-se espontaneamente menos permeavel
ao Na* e mais permeavel a K*, o nivel de repouso -60mV é restaurado. Quando a
onda de despolarizacdo chega aos canais de Ca?*, logo sdo abertos pela voltagem. A
elevacéo do [Ca?*] citoplasmatico desencadeia a mobilizacédo das vesiculas e dire¢do
ao terminal sinaptico, seguido de fusdo das vesiculas e exocitose de acetilcolina na
fenda sinaptica que difunde-se para célula pds-sinaptica, na qual ela se liga aos
receptores da ACh (Figura 2). Dessa forma, a mensagem € passada para a proxima
célula no circuito. A finalizacdo da sinapse colinérgica ocorre pela acdo de AChE,
essencial no sistema nervoso, que termina rapidamente a acdo de ACh liberada na
fenda através da hidrélise, gerando como produtos colina e acido acético (BERG,
2014; LEHNINGER, 2005).
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Figura 2. Liberacdo de ACh pelo neurbnio pré-sinaptico, liga-se ao receptor da
membrana pos-sinaptica abrindo os canais idbnicos. AChE atua como regulador da
concentracdo de ACh na fenda sinaptica.

Neuroénio
pré-sinaptico

Receptor de ACh ’Net'lrc:nu.)
pos-sinaptico

Fonte: Waymaire, 1997.

AChE tem seletividade para ACh enquanto BUChE é menos seletiva, hidrolisando
acetilcolina e butirilcolina. O grau de homologia de AChE e BUuChE apresentam
aproximadamente 50% dos aminoacidos e das estruturas terciarias globais
semelhantes. A diferengca crucial encontra-se nos residuos de aminoéacidos
caracteristicos do sitio ativo: bolso acilo, localizado na parte inferior da garganta
catalitica; no sitio periférico, situado na entrada da garganta; bolso oxianion e na
regido hidrofébica de interagcdo da colina (YANG, 2013; PAZZEMENTI, 2011).
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Observa-se também em termos de estabilidade geral e flexibilidade, que os residuos
modificados por mutagénese localizado nestas regides alteram a sensibilidade AChE.
Isto sugere que a atividade catalitica e a especificidade para o substrato depende da
dindmica de movimentos dentro da estrutura da proteina e ndo simplesmente refletir
uma adaptacédo estatica entre o sitio ativo e seus ligantes. A alta rotatividade da AChE
e o forte dipolo eletrostatico causada pela distribuicdo da carga assimétrica mostra
gue provavelmente o produto gerado pela hidrélise (colina) ndo deixa o local do sitio
ativo através do mesmo caminho pelo qual o substrato foi introduzido. Por esta razao,
0 mecanismo de "porta dos fundos" foi proposto (Figura 3), a fim de levar em conta
essas propriedades. Tem sido proposto, com base na dinamica molecular e
mutagénese de sitio dirigido, que o processo ocorre através da abertura da parte
inferior do sitio ativo de AChE para fornecer um canal através do qual os produtos
podem passar, assim permitindo um fluxo parcial de substrato através do sitio ativo
(HOUGHTON, 2006; SHAFFERMAN, 2008).

Figura 3. Mecanismo de “porta dos fundos”: liberagdo dos produtos de hidrdlise de
ACh no fundo do sitio ativo de AChE.

AChE

ACh

Produtos

———/

Sitio ativo

Produtos

Fonte: Editado de Houghton, 2006.



25

2.4 Diferencas estruturais e mecanismo de hidrdlise

A estrutura de AChE em mamiferos € muito semelhante ao da arraia elétrica
Torpedo california (TCAChE). A AChE de Torpedo california possui o gorge (garganta)
hidrofébico, cerca de 20A de profundidade. O substrato ACh tem orientacdes
favoraveis na formacdo de estados de transicdo no fundo do gorge, conduzido
principalmente pelo triade catalitico: serina, histidina e glutamato. Embora o processo
de hidrélise ocorra no fundo do gorge, a ligacéo inicial de ACh é concebida na borda
exterior chamada de sitio anidnico periférico (SAP) contendo mais residuos
aromaticos do que anidnicos. Outros subsitios no fundo do gorge sdo de suma
importancia para o aumento da especificidade de ACh: bolso oxianion, bolso
hidrofébico (sitio de ligacdo acil), sitio cation-1r (sitio de ligagao da colina) e sitio
anidnico catalitico (triade catalitico) como mostrados na Figura 4 a seguir (LEGLER,
201; ZHOU, 2010).

Figura 4. Sitio ativo de AChE em humano (HUAChE) (PDBID1B41)

Triade catalitico Regido do Trp286

ligante Tyr341 /
I N~

/ /
O
\\ Tyl'1 24 == //
G|u285\

\Gly12012 / ——%74 Tyr72?

Bolso oxianion

Sitio de ligacdo da colina Sitio anionico periférico

Fonte: Bennion, 2013.
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SAP é descrito topograficamente para funcionar como um local de efeito
alostérico de moléculas que modulam a atividade de esterase. Em TcAChE, consiste
de acidos carboxilicos e residuos aromaticos de Asp72, Tyr70, Tyrl21, Trp279, e
Phe290, formando uma superficie de carga negativa que pode facilmente ligar-se a
colina, acetilcolina e butirilcolina devido ao aménio quaternario (carga positiva)
presente na estrutura, sugerindo um alinhamento do momento dipolo com o SAP que
aumenta a taxa da constante de associacdo dos ligantes catibnicos, fortalecendo o
campo eletrostatico do sitio ativo. Esta aceleracdo tende a variar de acordo com a
forca ibnica, o ligante catibnico e a espécie de AChE envolvida. Outro indicio esta na
interagdo com o ligante, promovendo mudancas conformacionais nas regides do sitio
ativo que favorecem a catalise (HOUGHTON, 2006; SZEGLETES, 1998).

O bolso oxianion esta localizado entre o triade catalitico e o sitio de ligacdo da
colina, composto por Gly 121, Gly122 e Ala204. Quando o substrato se introduz no
bolso hidrofébico, os residuos de N-H do bolso oxianion estabilizam o oxigénio da
carbonila (intermediario tetraédrico) por ligacdes de hidrogénio. Essa estabilidade
contribui para a mudangca na conformacdo do intermediario, aprofundando sua
entrada no bolso hidrofébico promovido pelo alinhamento com N-H. Paralelamente,
outra contribuicdo para a ligacdo do grupo acil esta na regido de ligacdo da colina,
onde o residuo de triptofano pode formar uma carga positiva que repele o centro de
rotacao do substrato, saindo da posi¢ao vertical para a horizontal. Isto contribui para
hip6tese de que o grupo amonio quaternario do substrato ja entra no bolso hidrofébico
em um determinado angulo de ligacao para adequar-se ao sitio de ligacdo do grupo
acil. No bolso hidrofébico de AChE, os anéis de Phe295 e Phe297 restringi o grau de
liberdade do substrato ligado, que impede a reacdo do substrato se posicionado de
forma errada, contribuindo pela seletividade da ACh. Por fim, o sitio anidnico catalitico
constituido da triade Ser203, His447 e Glu334, localizado no fundo do desfiladeiro. E
responsavel pela catélise do substrato em etapas de acilagéo e desacilacdo (Figura
5), que apenas € possivel pela estabilidade fornecida pelo bolso oxianion e o sitio de
ligagéo acil (LIANG, F).
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Figura 5. Mecanismo de reacdo da hidrolise de ACh em etapas de acilagdo e
desacilagéo.
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"4 % HO/C\'CHg %

Fonte: Zhou, 2010

A comparac¢do mais proxima para BuChE esta na estrutura humana de BuChk
(HuBUChE), paralelamente ao de TcCAChE com a triade catalitica que consiste em
Ser198-His438-Glu325 e no buraco oxianion composto por Gly 116, Gly117 e Ala199
em BuChE. As principais diferencas residem no bolso hidrofébico e o0 SAP. TcAChE
contém Phe288 e Phe290, jA em HuBUChE sé&o substituidos por Leu286 e Val288 e
estes residuos alifaticos tém dimensdes menores do que o0s residuos aromaticos, de
modo que o bolso hidrofébico na BUChE tem um volume maior do que aquele em
TcAChE. A outra grande diferenca diz respeito ao SAP, 0s grupos aromaticos da
TcAChE: Tyr70, Tyrl21l e Trp279 séo substituidos por residuos alifaticos. Deste
modo, pelo conceito de impedimento estérico, BUChE permite que os substratos
maiores se liguem ao sitio ativo, podendo ser a razdo pela qual BUChE pode hidrolisar
a butirilcolina (substrato volumoso) e ACh (Figura 6). O papel da BuChE néo esta
claro, tradicionalmente pensava-se que BUuChE desempenhava pouca funcdo na
transmissao colinérgica, mas hoje sabe-se da capacidade de hidrolisar ésteres toxicos
tais como a cocaina, tendo um papel desintoxicante (HOUGHTON, 2006; LIANG, F).
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Figura 6. Estrutura de AChE (A) e BUChE (B). AChE comporta até 24 moléculas de
agua correspondendo a um volume de aproximadamente de 276A3 (C), enquanto

BuChE comporta 47 moléculas de agua que representam um volume de 541A3 (D).

Triade Catalitico

Regido Periférica

Fonte: Bennion, 2013

2.5 Isoformas, sequéncia e homologia

A abundéancia conhecida de AChE estd em cérebro, musculo e membrana dos
eritrocitos, enquanto que a BUChE tem maior atividade no figado, intestino,
coragdo, pulméo e rim. Ambas as enzimas sdo polimorficas e ocorrem em estados
solivel e ligada a membrana. Apresentam-se formas moleculares homodlogas,

possuindo caracteristicas de estrutura quaternaria e propriedades de interacao,



29

apesar de serem produtos de diferentes genes nos cromossomos humanos (ADRESI,
2003; MASSOULIE, 2002).

As enzimas estdo distribuidas em diferentes tecidos e em diferentes formas
moleculares solaveis e anfifilicas,
encontra-se formas hetero e homo-oligoméricas. Formas de cauda ligadas
a coldgeno e as moléculas globulares sem cauda, designados como forma G e A,
respectivamente, no qual o subscrito indica 0 nimero de subunidades cataliticas,
descrevendo moléculas de estrutura quaternaria. A cauda contendo cerca de
50nm contém um, dois, ou trés grupos de subunidades tetraméricas correspondente
a 4, 8, e 12 sitios ativo (chamadas A4, A8 e A12), respectivamente (Figura
7). A existéncia dessas moléculas implica que ha apenas interacdes fracas entre 0s
préprios tetrameros: isso € consistente com a facilidade de sua liberacdo apos a
digestdo da cauda de colageno ligada. Diferentes formas de degradagdo podem
produzir formas de cauda menos ativa (ADRESI, 2003).

Figura 7. Acima: formas sollveis (mono-, di- e tretramerica) de AChE (G1 e G2
anfifilicos, e G4 nédo anfifilico; respectivamente). Abaixo: formas ligadas a membrana
de AChE sdo representadas pela forma G4 globular ndo anfifilico ancorada na
membrana por meio da proteina rica em prolina (PRIMA) ou pela subunidade do
colageno Q. O ultimo a direita representa uma forma dimérica hidréfoba (G2) de

AChE ligado a membrana celular por meio de uma ancora de GPI.

G1 G2 G4

G Cog)
o QO

A12

GPI-G2

nMARRAAN
I

Fonte: Hicks, 2011.
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Tetrameros de cauda hidrofébica ancorados a membrana plasmatica por uma
subunidade do polipeptidio sdo abundantes para AChE no SNC de mamiferos. O
dimero anfifilico do tipo | ancorado a membrana plasmatica por
glicofosfatidilinositol (GPI) e encontrado em musculo de
mamiferos, eritrocitos e linfocitos, abundante na forma de AChE. Ja os dimeros e
mondmeros anfifilicos do tipo Il diferenciado do tipo | por desprover da ancora
de glicolipideo, sdo encontrados em cérebro de mamifero, musculo e intestino tanto
para AChE quanto BUChE, ambos o0s tipos sdo apenas solubilizados por
detergentes Também  existem  outras formas assimétricas com cauda ligado
a coldgeno ancorado a lamina basal, formado pela estrutura helicolidal tripla de trés
subunidades de colageno Q, sendo mais abundantes para AChE do que BUChE nas

juncdes neuromusculares (ADRESI, 2003).

2.6 Inibidores de ChE

Os inibidores de ChE podem ser divididos em dois grupos: irreversivel e reversivel.
Os inibidores reversiveis, competitivos e ndo competitivos, normalmente envolvem
aplicacoes terapéuticas, enquanto os irreversiveis estdo associados aos estudos de
efeitos toxicos mais severos, ambas contribuem para caracterizagdo de ChE’s em
estudos de purificacdo. Os carbarmatos e organofosforados sdo os inibidores mais
utilizados para AChE, ambos provocam efeitos tdéxicos agudos semelhantes e
sintomas derivados e envenenamento. A principal diferenca esta na estabilidade do
complexo formado (AChE-carbamato/AChE-organofosforado). Oranofosforados séao
capazes de fosforilar o residuo de serina em AChE de forma irreversivel, enquanto a
serina carbamilada tem menor estabilidade, pois o radical carmabil formado pode ser
separado de AChE por hidrolise espontanea com tempo de descarboxilagdo entre 30
a 40 minutos (COLOVIC, 2013).

Os carbamatos sdo os compostos organicos derivados de éacido carbamico
(NH20H). A estrutura de carbamatos biologicamente ativos € apresentada na Figura
8, em que X pode ser oxigénio ou enxofre (tiocarbamato), R1 e Rz sdo geralmente
substituintes organicos ou alquil, mas Ri1 ou Rz podem também ser hidrogénio, e Rz €
principalmente um substituinte organico ou um metal. Em adicdo a sua utilizacéao

como drogas terapéuticas em medicina humana (Doenca de Alzheimer (DA),
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miastenia grave, glaucoma, corpos de Lewy, doenca de Parkinson), estes inibidores
de AChE reversiveis tém sido aplicados também como pesticidas (COLOVIC, 2013).

Figura 8. Férmula estrutural geral de carbamatos.

X
R1 )"\ R3
\N X/

R

Fonte: Colovic, 2013

No mecanismo de reacdo para carbamato ligado covalentemente ao sitio ativo de
AChE (Figura 9) inicia-se pelo ataque nuclelfilico da serina de AChE na amina
terciaria da molécula de carbamato, favorecida pela de desprotonacédo da serina. O
complexo formado € lentamente hidrolisado para reconstituir a enzima ativa. Durante
este processo, um acido carbamico é liberado que, por sua vez se dissocia em
dioxido de carbono e uma amina. Em stigminas, esta amina € uma pequena molécula

gue é considerada farmacologicamente inativa (DU, S. Et al. 2010).
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Figura 9. Mecanismo esquematico da acdo de carbamatos como inibidores ChE.

C0, + HNR'R®

Fonte: Du, 2010

A fisostigmina (Figura 10), também conhecido como carbamato de Eserina, foi o
primeiro inibidor da AChE investigado para o tratamento da DA. O composto € isolado
das sementes de Physostigma venenosum como um alcal6ide vegetal, embora seja
capaz de atravessar a barreira hematoencéfalica, ela tem uma meia-vida curta e um
estreito indice terapéutico. Experimentos com Eserina comprovaram efeitos similares
de caracteristicas ndo especificas em AChE e BUChE (MARQUES, L. A. et al., 2011,
MOHAMED, M. A. et al., 2016).
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Figura 10. Molécula de Fisostigmina, primeiro composto anticolinesterasico utilizado
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Fonte: Sigma-aldrich

Os organofosforados tem efeitos mais severos do que os carbamatos, devido a
propriedades de interacao e ligacdes quimicas mais efetivas. A estrutura quimica dos
organofosforados mostrada na Figura 11, estdo ligados ao atomo de fosforo, os
grupos R1 e Rz que podem ser, aril ou grupos alquil. Em alguns casos, R1 esta ligado
diretamente ao atomo de fosforo e Rz esté ligado a um atomo de oxigénio ou enxofre
(formando fosfonatos ou tiofosfonatos). Em fosforamidatos, pelo menos, um destes
grupos é -NHz, e o atomo de ligacdo dupla com o fosforo é oxigénio ou enxofre. O
grupo —X, € um bom grupo abandonador quando hidrolisado pela interagdo com a
enzima, também pode pertencer a grupos halogéneos, grupos alifaticos, aromaticos
ou heterociclicos (COLOVIC, 2013).
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Figura 11. Férmula Estrutural geral de organofosforados

X
RI\IL/R2

0 (S)

Fonte: Colovic, 2013

Da classe do organofosforados, a Figura 12 apresenta 0 composto organico
Iso-OMPA (Tetraisopropilpirofosforamida), um dos mais utlizados para
caracterizacdo de ChE, pois tem alta especificidade para BUChE, principalmente em
BuChE humano (MOHAMED, M. A. et. al. 2016).

Figura 12. Molécula de Iso-OMPA (Tetraisopropil pirofosfoforamida), inibidor

especifico de BUuChE.

\

Fonte: Sigma-aldrich
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Outra classe de inibidores de ChE sdo os ambendnios, compostos quaternarios
de amoébnia. A Figura 13 apresenta 0 composto organico BW 284c51
(1,5-Bis(4-alildimetilaméniofenil)3-pentanona dibrometo), um potente especifico
inibidor de AChE.

Figura 13. Molécula de BW 284c51, inibidor especifico de AChE.

CH,

| +
CH,CH, N~ CH,CH ~CH,
CH,4
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CH,
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CH,CH, I\ll —CH,CH =CH,
CH,4

Fonte: Sigma-aldrich

O complexo formado AChE-BW 284c51 dentro da garganta do sitio ativo de
TcAChE apresentado na Figura 14 mostra a quantidade de interacdes formadas. No
topo do sitio ativo o grupo quaternario do inibidor forma interagdo com Trp279 e outra
aromatica com Tyr334. Na parte mediana do sitio ha ligacbes de hidrogénio fracas
entre a carbonila da molécula e a hidroxila de Tyr121, bem como interacdo alquil e
Phe331, grupamento alilo e GIn74. Na parte inferior do sitio ativo predominam as
interacdes aromatico-aromatico entre anel fenil de BW 284c51 e His440,
cation-aromético entre grupo quaternario de Trp84; bem como também interagbes
estrostaticas entre 0 mesmo grupo quaternario e Glu199, enquanto o gurpo alil faz
interac&o hidrofobica com Phe330 (FELDER, C. E. et. al. 2002).
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Figura 14. Esquema de intera¢des entre BW 284c51 e residuos adjacentes

(auséncia de agua) no interior do sitio ativo de TcAChE.

Fonte: Felder, 2002

2.7 Purificagdo de AChE

Purificacdo de AChE é alvo de estudo para muitos grupos de pesquisa utilizando
diferentes técnicas de purificacdo. O isolamento da enzima através da ruptura da
membrana celular, precipitacdo salina e cromatografia, devem ser cuidadosamente
controladas em todo o processo de purificacdo: pH e forca ibnica, através da escolha
de tampdes adequados durante todas as etapas; temperatura e tempo de
armazenamento, sobre condicdes de aclimatacdo da amostra proteica tendo
conhecimento sobre estabilidade estrutural e térmica da AChE estudada. O protocolo
de purificacdo varia de acordo com propriedades quimicas e fisicas de AChE
(tamanho, carga, hidrofobicidade, solubilidade). Para cada fonte de AChE estudada é

observado solubilidades diferentes para sulfato de amoénio. Yang, Y et al. (2013)
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isolou maior atividade AChE de zooplancton em fracionamento 60-100%, ja Ding, Y.
et. Al. (2011) trabalhou em fracionamento de 35-50% para cérebro do peixe Tilapia,
para nematdide de Heterorhabditis bacteriophora, Mohamed, M. A et al (2016) teve
melhor aproveitamento em fracdo 80-100%. Esta etapa tem vantagem na
possibilidade de refinamento, pois isola parcialemente materiais biol6égicos com
propriedades de solubilidade similares, agrupando de maneira geral as isoformas de
colinesterases presentes no extrato bruto.

A técnica mais refinada para o protocolo de purificacdo para AChE, é sem dlvida a
cromatografia liquida, no qual ultimamente, colunas de afinidade, troca i6nica e gel
filtracdo tem sido utilizadas em combinacéo para obtencdo de maior pureza de AChE
de diferentes fontes. O bio reconhecimento de grupos especificos em colunas de
afinidade tem alta eficiéncia na purificacao a partir de interacdes quimicas fracas. Jin
Q. H. et al. (2002) isolou AChE de fibrolasto do pulm&o humano com cromatografia de
afinidade utilizando procainamida, tacrina, metilaminofelinalimina e metilacridina
especifica com anticorpos purificados acoplados a CNBr-sepharose. AChE foi retida
na coluna de afinidade e eluida com o ligante procainamida que em seguida foi
separado por cromatografia de troca anibnica através de intera¢cdes adsortivas na
matriz carregada, neste caso, positivamente. Em outro estudo (Askar, K. A. et al.
2011) AChE foi purificada a partir de figado de ovelha utilizando duas etapas de
cromatografia de afinidade com colunas de concanavalina A-sepharose 4B e
endrofonio Sepharose 6B. O isolamento seletivo, explora as propriedades bioldgicas
de especificidade e reverssibilidade de AChE, no entanto, apesar de boa resolucgéo,
sdo métodos mais caros e havendo possibilidade de mudancas conformacionais e até
inibicdo irreversivel da enzima.

Combinacdes de cromatografia de gel filtracdo (separagcéo por tamanho) e troca
ibnica também s&o muito utilizados em purificacdo de AChE. Sagane, Y. et al. (2005)
purificou AChE a partir de sementes de milho aplicando extrato bruto em coluna
sephadex G-200, as fracdo ativa foi aplicada em coluna Poros HQ/20 (troca anidnica)
em seguida em uma coluna de troca catibnica Poros HS/20, finalizando em coluna de
gel filtracao Hiload Superdex 200pg. Também na sequencia de colunas de gel filtracédo
e troca anidnica foi desenvolvida por Mohamed, M. A et al (2016) um protocolo no qual
obteve dois picos com alta atividade AChE a partir de nematéide Heterorhabditis
bacteriophora com apenas uma etapa cromatografica de gel filtracdo Sephacryl

S-200, coluna de alta resolucao para proteinas de tamanho médio. Cada pico aplicado
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isoladamente em DEAE-sepharose (troca anionica) resultou em dois picos, um de alta
atividade AChE e outro equivalente a pouco mais de 10% da atividade deste, obtendo
fator de purificacdo e recuperacédo de até 17,5 e 49,4%, respectivamente. Este método
proposto é atrativo para pesquisadores com interesse na separacao de isoformas ChE
(AChE e BUChE, por exemplo).

Em geral, o protocolo de purificacdo adotado deve considerar os fatores de
capacidade, velocidade, resolucéo e recuperacado. A fonte de AChE deve passar por
etapas escolhidas estrategicamente para suportar a quantidade de material biologico,
afim de evitar perdas em cada etapa de purificagéo (capacidade). Especialmente para
isoformas mais instaveis, a velocidade do processo é outra via de interesse para
AChE, pois mesmo com o armazenamento adequado, observa-se queda na atividade
ChE, possivelmente relacionado com a perda da integridade estrutural. A escolha da
coluna ou da combinagéo delas, envolve a separacédo mais eficiente que implica em
uma boa resolucéo, eluindo a isoforma em um nimero menor de fragbes coletadas. E
de suma importancia a recuperacao da atividade no final da purificacdo, pois mostra a

viabilidade do método proposto para diferentes aplicagdes biotecnoldgicas.

2.8 Aplicacéo de ChE em biossensores

Nas ultimas duas décadas, a pesquisa nho campo dos biossensores baseados
nos mecanismos de inibicdo de enzimas ChE vem sendo muito empregado, pois sao
sistemas rapidos, seletivos, sensiveis, de facil uso, com tempo de resposta bastante
curto e necessitando de minimo de tratamento de amostra, além das possibilidades
de efetuar analises quantitativas e qualitativas em tempo real (ADREESCU, 2006). A
metodologia possui possibilidades de automacao e miniaturizagdo. Como suportes,
estes arranjos de sensores tem utilizado grafite, carbono, carbono vitreo, pasta de
carbono, nanotubos de carbono, além de metais nobres, como o ouro, entre outros
(MARQUES, 2008). O processo de desenvolvimento das metodologias atualmente
aplicadas, passaram por trés geracfes de biosenssores para a obtencédo de métodos
mais modernos desde a imobilizacdo de ChE até a regeneracdo da sua atividade

catalitica.

A primeira geracdo de biossensores de colinesterases empregava sensores
amperométricos bi-enzimaticos baseados em colinesterase e colina oxidase (ChO).
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Inicialmente, a enzima ChE hidrolisa o substrato ACh, entdo a segunda enzima, colina
oxidase, era usada para produzir peréxido de hidrogénio, que é facilmente detectado
por amperometria (+650mV versus Ag/AgCl). A problematica envolvida no processo é
gue os potenciais de estudo aplicados sdo muito elevados, o que torna este tipo de
biossensor muito sujeito a interferéncia de outras espécies eletroativas indesejadas,
gue possam estar presentes no meio. O segundo processo envolvia o uso do eletrodo
de Clark para medir o consumo de oxigénio na reacao catalisada pela ChO de acordo

com a Reacdo 1 a sequir:

Reacéo 1
o o ChE ,
acetilcolina ou butirilcolina T colina + acetato
2

h : ;
colina + H,O+ 1/202 i» colina oxidada + H,0»

H0; —— = 0, +2H +2¢

Fonte: Marques, 2008.

A segunda geracao de biossensores a base de colinesterases empregava apenas
uma enzima imobilizada e faixa uso de substratos ndo especificos, baseando-se na
direta deteccdo da tiocolina produzida no meio reacional, pela técnica de
amperometria (Reacao 2). Neste tipo de arranjo, o uso de apenas uma enzima facilita
a construcao e o desenho do biossensor, além de que o potencial de trabalho aplicado
€ mais baixo, em torno de 450mV, comparado com aquele aplicado para o peréxido de

hidrogénio, minimizando assim, efeitos de interferentes.
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Reacéao 2
. . . ChE . .
acetilcolina ou butirilcolina — > tiocolina + acetato
H,O
_ _ o . + 400 mV - . ) . )
2(acetilcolina ou butirilcolina) ————> ditio-bis-colina + 2H" + 2e
vs Ag/AgCl

Fonte: Marques, 2008.

J& na terceira geracdo faz uso de mediadores eletroquimicos levando a um
melhoramento significante na versatilidade de construcao destes sistemas, visto que o
potencial de trabalho passou entdo a ser funcdo deste mediador sdo menos
susceptiveis a interferentes, pois o potencial de oxidacdo aplicado € menor. Os
mediadores sdo imobilizados na superficie do eletrodo, na mesma matriz que a
enzima que serd inibida, ou em matriz diferente, objetivando uma rapida transferéncia

eletrébnica (MARQUES, 2008).

Os sistemas recentes fazem uso da transferéncia eletrbnica direta do sitio
catalitico da enzima para com o eletrodo, sendo este préprio eletrodo o mediador do
processo eletroanalitico. Estas configuracdes de biossensores baseados no processo
de inibicdo de enzimas colinesterases vem sendo estudadas ao longo das duas
ultimas déecadas, com variag6es nos mediadores utilizados, bem como nos substratos
relativos a enzimas colinesterases. Também tem aumentado o interesse de
biosensores a base de nanomateriais. Diferentes nanomateriais tem sido utilizados
na preparacdo de biossensores enzimaticos, sem duvida os NTCs sdo os mais
empregados. A vantagem no uso de NTCs foi estabelecido pela detec¢éo do produto
da tiocolina em um menor potencial de aproximadamente +150 mV comparado com o
sistema sem NTC de +750mV, beneficiando a analise evitando interferentes de
espécies eletroativas (ZHANG, 2014; LIU, 2006).
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O tipo de transdutor, bem como a metodologia de deteccdo a ser empregada na
construcdo destes sensores a base de colinesterases possuem dependéncia da
escolha do substrato, do sistema enzimatico e da aplicacao final deste sistema, que
esta associada, na sua grande maioria, a deteccéo de pesticidas organofosforados e
carbamatos e de metais pesados, tanto na area ambiental, quanto na de alimentos.
Estes poluentes/contaminantes tem sido detectados em baixos limites, em distintas
matrizes, tais como aguas naturais (rio, mar, oceano, lagos), agua de abastecimento,
sedimentos, solos, além de diversos vegetais e alimentos. Areas como a salde e
militar sdo também potenciais de aplicacdo destes biossensores. Devido as diversas
aplicacdes, houve um grande aumento no numero de publicacdes desde a década de
1990 até 2014 com tema de biosenssores a base de inibicdo enziméatica (Figura 15),
no qual a maior parcela do design destes biosenssores séo a base de ChE (Figura 16)
(Amine, 2016).

Figura 15. Numero de papers publicados durante o periodo de 1990 a 2014. Dados
obtidos por pesquisa de papers utilizando como palavras-chave “biosensors” and
“‘enzyme” and “inhibition” no banco de dados de Web of knowledge, Thomson

Reuters and Scopus.
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Fonte: Amine, 2016.
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Figura 16. Distribuicdo de enzimas usadas em design de biosensores baseados em

inibicao.

Outras enzimas

Acetilcolinesterase

Butirilcolinesterase

Fonte: Amine, 2016

Existem limitacdes para o uso de pesticidas organofosforados, pois bloqueiam a
serina no sitio ativo das enzimas colinesterases, através de ataque nucleofilico.
Dentro deste contexto, estudos tem buscado a regeneracdo deste material bioldégico
imobilizado na superficie do transdutor, visando uma maior versatilidade destes
sistemas, efetivando a possibilidade de varias detecgbes em um unico dispositivo.
Para a reativacdo da atividade catalitica da AChE, estudos com fluoreto de sodio e
oximas [2-aldoxima metiliodeto piridina (2-PAM) e 4-formilpiridinium dioxima brometo
(TMB-4)] tem sido efetuados, obetendo-se até 60% de regeneragdo da atividade
enizmatica inicial. O uso de agentes quelantes, como o EDTA, também podem
regenerar a atividade catalitica de ChE (MARQUES, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Purificar e caracterizar acetilcolinesterase de cérebro de P. brevis e avaliar o

emprego desta preparacao purificada em testes eletroquimicos para biossensores.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar a atividade colinesterasica presente no extrato de cérebro de P. brevis

guanto a temperatura, pH e forga ionica.

Desenvolver um protocolo para purificacdo de colinesterase de P. brevis.

Caracterizar a preparacdo purificada de colinesterase por eletroforese e frente a

inibidores especificos.

Avaliar a estabilidade e atividade da preparacao de colinesterase purificada por testes

eletroquimicos.
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4. METODOLOGIA
4.1 Preparo do extrato livre de células

Os exemplares da espécie Prochilodus brevis (Curimatd) foram coletados na
psicultura da CHESF (Companhia Hidroelétrica do Sao Francisco) em Paulo Afonso —
BA. Os cérebros foram extraidos e armazenados em tubos, imediatamente imersos
em nitrogénio liquido e em seguida congelados no freezer até o preparo do extrato
bruto.

Os cérebros foram pesados e macerados em cadinho com tampdo de
suspenséo (Tris-HCI 20mM, pH 7,5 em Triton 0,1%) na proporgdo de 80 mg/mL
seguido de homogeneizagcdo em homogenizador de vidro. O extrato bruto foi
submetido a 5 ciclos em aparelho de ultrassom (Fisher Scientific Sonic Dismembrator
Model 100) por 15 segundos cada ciclo, com intervalos de 15 segundos em banho de
gelo. Durante 20 minutos a 4°C o material foi centrifugado (Sigma 3k30) a 10.000
r.p.m.. O sobrenadante (extrato livre de células) foi coletado e armazenado a 4°C até

a etapa de precipitacao salina.

4.2 Quantificacao de proteinas

A quantificacdo de proteina foi determinada segundo método de Bradford et al
(1976). No preparo do reagente de Bradford, dissolveu-se 102,4 mg de Coomassie
Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%, a solucao foi agitada durante 60
minutos, seguido de adicdo de 100 mL de &cido fosférico 85%. A solucdo obtida
completou-se para 1 L com agua deionizada e manteve-se sobre agitacdo durante 10
minutos. Apés duas filtracbes em papel de filtro, o reagente de Bradford foi
armazenado protegido da luz. A curva de calibracdo de proteinas foi construida
empregando-se albumina de soro bovino (Img/mL) como padrdao na faixa de
concentracdo de 5ug/100uL a 55ug/100uL. Adicionou-se 2500uL de reagente de
Bradford em cubeta de 3 mL, seguido de 100uL de solugcdo padréo de albumina,
incubando por 5 minutos. A leitura de absorbancia a 595 nm foi determinada em
espectrofotometro, utilizando 100 pL agua em lugar de solugdo padrdo para

referéncia.
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4.3 Atividade Enzimética

A atividade das enzimas AChE e BuChE foram determinadas segundo o
método de Ellman et al. (1961). A mistura reacional na cubeta continha: 93mM de
tampéao fosfato de potéassio (K2HPOa4) 0,1M, pH 8,0; 100 uL de amostra diluida em
tampao de suspenséo; 3,3 mM de acido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB) 0,01M;
0,5mM dos substratos, iodeto de acetiltiocolina (ATCh) para atividade ChE e iodeto
de butiriltiocolina (BTCh) para atividade BChE, 0,075M. As leituras de absorbéancia
foram lidas a 412 nm utilizando espectrofotdmetro UV/VIS (Specord 200 Plus) por um
periodo de 5 minutos. Atividade enzimatica foi expressa em pmol de substrato

hidrolisado por minuto(umol.mint.mL?) e calculada conforme a Equacéo 1.

Equacéo 1:

Onde:

V é o volume total da mistura reacional (V = 3 mL), AA/At € a inclinacdo dareta; e é 0
coeficiente de extingdo molar do DTNB (¢ = 14,15 mM?1.cm?), Ve é o volume do

extrato enzimatico e D é a diluicdo do extrato.

4.4 Caracterizacao do extrato livre de células

Testou-se gradientes de pH, forca iGnica e temperatura do extrato livre de
células nas condi¢cdes reacionais descritas no item 4.3, com variacdes na
concentracéo do tampao fosfato de potéssio de 0,01; 0,03; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,1;
0,25; 0,35 M; no pH de 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 85 e 9,0. Para a
determinacao da temperatura 6tima, o meio contendo tampéao fosfato de potassio e
extrato livre de células foi mantido durante 10 minutos nas temperaturas: 20, 25, 28,
31, 34, 37, 40, 43, 46 °C; em seguida foi feita a leitura em espectrofotbmetro. O
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mesmo procedimento foi realizado para determinacdo da estabilidade térmica, no
entanto a variacdo de temperatura foi aplicada ao extrato livre de células e mantida a

temperatura ambiente por 10 minutos antes da mensuracao da atividade.

4.5 Inibicdo enzimatica

Para o ensaio de inibicdo de ChE foram utilizados inibidores especificos de
AChE (BW284c51), BuChE (Iso-OMPA) e um inibidor intermediario para as duas
enzimas (Eserina). O ensaio de inibicdo enzimatica foi realizado pelo método de
Ellman et al. (1961) como descrito no item 4.4, com algumas modifica¢des: 2760 pL de
tampéao fosfato de potassio (K2HPO4) 0,1 M, pH 8,0; 100 pL de cada extrato diluido em
tampéo de suspenséao; 20uL da solucéo inibidora nas concentracdes 0,3, 0,7 e 1,0
MM; a mistura reacional foi incubada durante 20 minutos. Em seguida foram
adicionados 100uL de acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB) 0,1 M, 20uL dos
substratos, iodeto de acetiltiocolina (AcSCh). As leituras de absorbancia foram lidas

no comprimento de onda de 412 nm por um periodo de 5 minutos.

4.6 Precipitacdo Salina

ApOs o preparo do extrato livre de células mediu-se o volume da amostra para
adicao de sulfato de amoénio de acordo com a Tabela 1:
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Tabela 1. Quantidade de sulfato de amonio para precipitacdo da proteina.

Percentage saturation at 0°
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100

Initial concentration

of ammonium sulfate Solid ammonium sulfate (grams) to be added to 1 liter of solution
0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 37 418
45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
60 0 31 62 95 129 164 201 239 279
65 0 31 63 97 132 168 205 244
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 174
80 0 33 7 103 139
85 0 34 68 105
90 0 34 7
95 0 35
100 0

Fonte: Wenk, 2007.

Foi adicionado sulfato de amobnio em quantidade proporcional ao
fracionamento de 0-70%. O sal foi adicionado lentamente na amostra em banho de
gelo até a solubilizacéo, seguido de agitacdo em banho de gelo por 3 horas. Durante
20 minutos a amostra foi centrifugada a 7.000 r.p.m. e temperatura de 4°C. O
precipitado foi diluido em tampé&o de suspensao e o sobrenadante (fragcdo 70-100%)
foi armazenado. A amostra de 0-70% foi submetida novamente ao mesmo
procedimento para um fracionamento subsequente de 0-40%. No sobrenadante
adicionou-se sal novamente para adquirir a fragéo 40-80% e o sobrenadante coletado
80-100%. A fracdo 0-40% foi inserida na membrana de diélise, a amostra foi dialisada
em 2 litros de tampéao de suspensao. O tampao foi trocado trés vezes a cada 3 horas

e a Ultima troca foi mantido overnight.



4.7 Protocolo de purificacdo 1

4.7.1 Cromatografia de Filtracdo em Gel (Sephacryl S-200)
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A coluna cromatogréfica foi empacotada com a resina sephacryl S-200 e

lavada com 3 volumes de coluna de agua deionizada (18 MQ cm). Equilibrou-se com

3 volumes de coluna de Tris-HCI 20mM em Triton x100 (0,1%), NaCl 0,25M a uma

taxa de fluxo de 0,28 mL/min. Carregou-se a coluna com 1000 pL (4% do volume da

resina; Vresina = 25 mL) de amostra dialisada do fracionamento salino de 0-40%. As

proteinas foram identificadas por absorcdo a 280nm. Cada tubo coletou 2,5 mL,

totalizando 40 tubos mantidos em banho de gelo. A seguir o fluxograma do protocolo

de purificacdo 1 (Figura 17).

Figura 17. Fluxograma do protocolo de purificagéo 1
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h
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h
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le— Centrifugar (7.000rpm, 20 min, 4°C)
4
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A

Concentrar com polietilenoglicol

A

Sephacryl S-200

A
overnight —»

A 4

Dialisar (3 trocas a cada 3 horas)

Fonte: Autor, 2016.
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4.8 Protocolo de purificacéo 2
4.8.1 Cromatografia de Filtracdo em Gel (Sephacryl S-200)

A coluna cromatogréfica foi empacotada com a resina sephacryl S-200 e
lavada com 3 volumes de coluna de agua deionizada (18 MQ cm). Equilibrou-se com
3 volumes de coluna de Tris-HCI 20mM em Triton x100 (0,1%), NaCl 0,3M a uma
taxa de fluxo de 0,4 mL/min. Carregou-se a coluna com 700 pL (4,05% do volume da
resina; Vresina = 17,27 mL) da amostra dialisada de 0-40%, previamente filtrada em
filtro milipore 0,45um antes da injecao. As proteinas foram identificadas por absorcéo

a 280nm. Cada tubo coletou 3 mL, totalizando 55 tubos mantidos em banho de gelo.

4.8.2 Cromatografia de Troca I6nica (DEAE-Sepharose)

A coluna cromatogréafica foi empacotada com a resina DEAE-Sepharose e
lavada com 3 volumes de coluna de agua deionizada (18 MQ cm). Equilibrou-se com
3 volumes de coluna de Tampéao A (Tris-HCI 20mM em Triton x100 (0,1%)) a uma
taxa de fluxo de 0,4 mL/min. Carregou-se a coluna com 5 mL (8,84% do volume da
resina; Vresina = 56,52mL) de amostra dialisada de 0-40%, previamente filtrada em
filtro milipore 0,45um. Ao inicio da corrida cromatografica foi aplicado gradativamente
o Tampao B (Tris-HCI 20mM em Triton x100 (0,1%), NaCl 0,5M). As proteinas foram
identificadas por absor¢cdo a 280nm. Cada tubo coletou 3 mL, totalizando 55 tubos
mantidos em banho de gelo. A seguir o fluxograma do protocolo de purificagédo 2
(Figura 18).
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Figura 18. Fluxograma do protocolo de purificagéo 2
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Fonte: Autor, 2016.

4.9 Protocolo de purificagcéo 3
4.9.1 Cromatografia de Filtracdo em Gel (Sephacryl S-100)

A coluna cromatogréafica foi empacotada com a resina sephacryl S-100 e
lavada com 3 volumes de coluna de agua deionizada (18 MQ cm). Equilibrou-se com
3 volumes de coluna de Tris-HCI 20mM em Triton x100 (0,1%), NaCl 0,25M a uma
taxa de fluxo de 0,009 mL/min. Carregou-se a coluna com 570 pL (2% do volume da
resina, Vreseina = 28,5 mL) de amostra previamente filtrada em filtro milipore 0,45um
e em seguida submetida a um pico de centrifugagéo de 14.000 r.p.m. por 45s a 25°C.
A taxa de fluxo foi 0,125 mL/min programado no equipamento AKTA Pure M1 (GE),

as proteinas foram identificadas por absor¢cdo a 280nm. Cada tubo coletou 1,5 mL,
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totalizando 44 tubos mantidos em banho de gelo. A seguir o fluxograma do protocolo

de purificacao 2 (Figura 19).

Figura 19. Fluxograma do protocolo de purificacédo 3.
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Fonte: Autor, 2016.

4.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Preparou-se o gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE)

segundo Laemmli (nature, v 227, 1970) resolucéo a 12%. Foi misturado as amostras

proteicas com tampao de amostra e submersos em banho-maria a 100 °C por 5

minutos para desnaturar, em seguida centrifugou-se durante 40 segundos, 14000
r.p.m. Foi aplicada uma voltagem constante de 90 V. Para deteccdo das bandas

correspondentes as proteinas foi usado coloracdo com Azul de Comassie (Comassie
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Brilhant Blue G-250) em um dia de agitacdo e posteriormente lavado com solugéo
descorante (50% metanol e 10% acido acético).

4.11 Modificacéo do eletrodo

Inicialmente submeteu-se o eletrodo de carbono vitreo a um pré-tratamento da

sua superficie, uma etapa mecénica e em seguida uma etapa eletroquimica.

Na etapa mecanica a superficie do eletrodo de carbono vitreo foi polida utilizando
uma lixa seguida de um polimento em suspensdo de alumina até que a superficie
apresentar um aspecto espelhado. Apds cada etapa de polimento do eletrodo foi
lavado com agua deionizada e submetido a limpeza por ultrassom durante 30
segundos, no qual a superficie do eletrodo permaneceu imersa em etanol para

remocao das particulas residuais.

O grau de limpeza do eletrodo foi avaliado na etapa eletroquimica, montou-se o
sistema em cela de 10 mL: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo
auxiliar. Adicionou-se 10 mL da solucao de ferro cianeto de potassio (K4 [Fe(CN)e]) na
cela e fez-se a corrida de potencial no método de voltametria de pulso diferencial. Foi
subtraido o valor do pico de reducéo pelo valor do pico de oxida¢ao, o valor obtido de

75 provou a reversibilidade do sistema permitindo a continuidade do experimento.

Adicionou-se 1 pL de nanotubo de carbono de paredes multiplas (NTCPM) na
superficie do eletrodo a cada 2 minutos mantido em estufa a 70°C até completar
10uL. Em seguida adicionou-se 10 pL da amostra enzimatica de extrato livre de
células, dialisado, pico 1 (ChE1) e pico 2 (ChE2), representando atividade especifica
de 1,07x10* U/mg, 9,40x10* U/mg, 9,7x10* U/mg, 4,3x10* U/mg; respectivamente.
Apés a adicdo da amostra enzimética, o eletrodo foi mantido na geladeira por 1 hora,

logo, o eletrodo modificado foi testado em cela eletroquimica (item 4.12).
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4.12 Eletroandlise

Montou-se o sistema eletroquimico em cela com 10 mL de tampao fosfato pH 7,0
e introduziu-se os eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar. No equipamento
AUTOLAB, escolheu-se o0 método de voltametria de pulso diferencial (VPD) e os

parametros eletroquimicos foram ajustados nas condi¢cdes mostradas a seguir.

A fim de evitar o oxigénio no meio reacional borbulhou-se gés nitrogénio sobre
agitacdo durante 5 minutos para a varredura de referéncia. Foram adicionados
volumes crescentes de 10 pL do substrato acetiltiocolina 0,05 M totalizando 17
adicoes. Apos cada adicdo o meio foi submetido ao borbulhamento de gas nitrogénio
e leve agitacdo durante 3 minutos, para evitar o desprendimento da enzima na
superficie do eletrodo, em seguida deixou-se a solu¢cdo em repouso por 1 minuto.
Inicializou-se a varredura de potencial de oxidagcdo em voltametria de pulso

diferencial. O sistema eletroquimico montado esta esquematizado na Figura 20.

Figura 20. Sistema eletroquimico montado.

"= Eletrodo de auxiliar
Eletrodo de referéncia

Eletrodo de trabalho

Fonte:Autor, 2016

4.13 Modelo computacional
Nas Simulagdes de Dinamica Molecular (DM), as coordenadas inciais foram

construidas a partir da estrutura cristalografica de raio-X de TCAChE e HuBuChE,
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obtida no Protein Data Bank (PDB), sob o codigo: 1U65 e 4BDS, respectivamente.
Todos os atomos de hidrogénio foram adicionados as estruturas usando o software
DESMOND (www.deshawresearch.com/downloads/download _desmond.cgi/), com
interface do Maestro® (http://www.schrodinger.com/). Os valores de pKa para a
estrutura cristalina foram calculadas via empirical PROPKA 3.1 software, com a
finalidade de atingir as condicdes fisiologicas, ou seja, pH de 7,4 Jensen et al. (BAS;
ROGERS; JENSEN, 2008; OLSSON et al., 2011). Um total de 3 contra-ions (ClI")
foram adicionados ao sistema em posi¢cdes eletrostaticamente favoraveis a obtencéo
da neutralidade deste.

Finalmente, o sistema foi colocado em uma caixa ortorrombica (caixa d'agua),
com 100 A3 (Figura 21). A enzima e as moléculas de agua foram otimizadas através
da aplicacdo do campo de for¢ca Optimized Potential for Liquid Simulations (OPLS),
implementado pelo DESMOND software. O sistema final foi relaxado durante 20
nanosegundos (ns) a 300 K, pressdo constante (1 atm), usando o modelo Simple

Point Charge (SPC) e NaCl a uma concentracdo de 0.15 M.

Figura 21. TcAChE inserida na caixa d'agua.

Fonte: Autor, 2016.
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As alteracdes conformacionais do sistema durante a dinamica molecular foram
monitoradas por Root Mean Square Deviation (RMSD), como mostrada na Equacéao
2.

Equacao 2

I T - o =
|EJL'=*_ml' (ri—r)

= o N
RMSD = T, m;

onde m; representa a massa do atomo, e r% e ri sdo as coordenadas do atomo i no
estado inicial e durante a dinamica molecular, respectivamente (AJLOO et al., 2015).
ApoOs a identificagcdo da estrutura da TCAChE mais estavel dentro o respectivo tempo
de simulacao, esta foi selecionada para a realizacdo dos experimentos de docagem.
Na docagem, a estrutura do NTCPM foi desenhado no formato SMILES, e esta foi
convertida em formato tridimensional MOL2, usando o CORINA (Molecular Networks,
http://www.molecular-networks.com/) (MARTINY et al., 2015). O Modelo de Austin
(AM1) foi empregado como método de minimiza¢cdo da energia interna, usando o
software ARGUSLAB v4.0.1 (http://www.arguslab.com/arguslab.com/ ArgusLab.html).
A estrutura final do NTCPM foi convertida no formato .pdbqgt* pelo software
AUTODOCK TOOLS v. 1.5.6 (http://autodock.scripps.edu/ downloads). Usando o
software AUTODOCK VINA (TROTT; OLSON, 2010), uma caixa de busca foi
maximizada no centro da enzima em sua conformacdo nativa (obtencdo por
dindmica). Esta caixa de busca (x= -0,2506; y= -0,113; z= -0,1454) foi usada para
avaliar o volume estérico e interacdes de Van der Waals entre o NTCPM e as duas
ChEs (DU et al., 2000). Cargas parciais atdmicas foram adicionadas pelo método
matematico de Kollman (CORREA-BASURTO et al., 2007). Por fim, o experimento de

docking molecular foi executado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizacdo do extrato livre de células

Inicialmente, foi realizado a caracterizagdo da atividade -colinesterasica
presente no extrato livre de células cerebrais de Prochilodus Brevis em busca de
valores, de pH, temperatura e forca ibnica que resultasse em maior atividade
enzimatica. De acordo com o método de Ellman (Item 4.3), foi utilizado um gradiente
de tampdo fosfato de potassio (K2HPO4) com variacdo de pH e concentracdo. O
gradiente de pH variou de 4,5 a 9,0 (Figura 22). O gradiente de concentracdo

empregado no tampéo variou de 0,01M a 0,35M (Figura 23).

Figura 22. Variacao da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de P. brevis

em funcao do pH de KzHPOa.
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Fonte: Autor, 2016
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Figura 23. Variacdo da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de P. brevis

em funcao da concentracédo de K2HPOa.
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Fonte: autor, 2016

O extrato livre de células de P. Brevis teve maior atividade em pH 8,5 e forca
ibnica de 0,08M. Em pH 8,5 o SAP de AChE forma uma superficie negativa que pode
facilmente ligar-se a ATCh devido ao amoénio quaternario (carga positiva), levando a
um alinhamento do momento dipolo com SAP que aumenta a taxa de associa¢do dos
ligantes catibnicos. Enquanto os residuos da triade catalitica (Ser-His-Glu) tem carga
negativa no pH 6timo encontrado, o que possivelmente fortalece o campo eletrostatico
do sitio ativo favorecendo o ataque nucleofilico da serina na carbonila de ATCh e a
captura de prétons pela histidina, deste modo aumentando a velocidade da reacéo e
consequentemente a atividade catalitica neste pH. Assim é encontrado na literatura
de ChE em condicdes de experimento, tampéo na faixa de pH de 7,5 a 8,5 e forca
idnica de 0,05M a 0,1M.

J& em condi¢cBes de variagdo de temperatura foram analisadas a temperatura
Otima e a estabilidade térmica, a faixa de temperatura analisada foi de 20°C a 46 °C.



58

Para temperatura 6tima, o meio reacional contendo tampéo fosfato e extrato livre de
células foi mantido na temperatura durante 10 minutos, em seguida adicionou-se
DTNB e ATCh para a medicéo de atividade (Figura 24). Para estabilidade térmica, o
meio reacional contendo tampéao fosfato e extrato livre de células foi mantido na
temperatura durante 10 minutos, em seguida manteve-se 0 meio reacional a
temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionou-se DTNB e ATCh para a medig&o de
atividade (Figura 25).

Figura 24. Variacdo da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de P. brevis

em funcdo da temperatura (Temperatura 6tima).
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Fonte: Autor, 2016
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Figura 25. Variagdo da atividade de ChE presente no extrato de cérebro de P. brevis

em funcéo da temperatura (Estabilidade térmica).
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Fonte: Autor, 2016

A temperatura 6tima de 28°C, logo em seguida observa-se a queda brusca de
atividade a partir de 31°C a 46°C. Mohamed M. A. et al. 2007 obteve maior atividade
colinesterasica a 35°C em Heterorhabditis bacteriophora. Visto que peixes sdo
animais pecilotérmicos, no qual a temperatura corporal se adapta a temperatura do
ambiente, os ambientes aquaticos sdo mais frios, possivelmente correspondendo a
uma adaptacéo evolutiva de enzimas com alta atividade em temperaturas menores. A
estabilidade térmica foi um método aplicado afim de caracterizar a desnaturacdo de
ChE com analise a temperatura ambiente. Na temperatura de 28°C, no qual foi
evidenciado temperatura 6tima, na estabilidade térmica houve uma queda. Em
seguida as temperaturas subsequentes onde observou-se queda de atividade, para
analise de estabilidade térmica obteve um comportamento de aumento de atividade.
Este fato pode estar relacionado com um tipo de desnaturagdo reversivel, pois a
perturbacao sofrida pela enzima beneficiou a atividade catalitica de 31 a 37°C, ap0s

37°C é observado a queda de atividade de aproximadamente 80% até 46°C,
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sugerindo instabilidade estrutural da enzima a nivel de uma desnaturacao

irreversivel.
5.2 Protocolo de purificacao 1

O extrato livre de células foi submetido a duas precipitacdes salina com sulfato
de ambnio, como método adotado para aumentar a eficiéncia da cromatografia
liguida, melhorando o fator de purificagdo da enzima, pois € um método de
solubilidade simples e de baixo custo para a purificacdo. Nesta etapa fez-se
necessario o controle do tempo, agitacdo lenta e temperatura para todos os
fracionamentos do processo. A Tabela 2 mostra os fracionamentos de 0-70%,
seguido de 0-40%. Os outros fracionamentos de 70-100%; 40-80% e 80-100%, néo
foram incluidos na tabela pois apresentaram valores negativos ou apresentaram um

valor muito baixo de atividade de ChE.
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A fracdo com maior atividade foi de 0-70% (1,41U/mg) com fator de purificacao
de 4,55 e recuperacao de 62,80%. Esta por sua vez foi submetida a mais uma
precipitacdo com sulfato de amoénio levando a um aumento na atividade de ChE na
fracéo 0-40% (1,94 U/mg) com fator de purificacéo de 6,27 e recuperacao de 64,12%.
Portanto, observou-se um aumento de uma fragédo para outra de 37,59% na atividade
especifica. Apés a aplicacdo da amostra 0-40%, o cromatograma da Figura 26
mostra o perfil de eluicdo de proteinas a 280nm, no qual as fracbes 13, 14 e 15
correspondem ao pico com atividade ChE coincidindo com o segundo pico de

proteina.

Figura 26. Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
Sephacryl S-200 (1,0x32,7 cm) previamente equiliborado com 20mM de Tris-HCI, pH
7,5 e NaCl 0,3M com uma taxa de fluxo de 0,28 mL/min e 2,5mL por fracéo.
Abasorbancia a 280nm (e—e) e atividade AChE (m—nm).
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Fonte: autor, 2016
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O perfil do cromatograma inicia a 280nm uma alta absorbancia sem indicio de
atividade ChE. Visto que h& uma queda na absorbancia para novamente o
aparecimento de outro pico em atividade ChE e absorbancia a 280nm, descarta a
possibilidade de ser causa do uso de tritron x100 (detergente). Possivelmente a
proteina eluida no inicio do cromatograma seja de proteinas ja aderidas a resina que
eluiram com a forca idbnica do tampdo em processo isocratico. Logo em seguida o
pico de atividade ChE € apresentado nas fracdes 13, 14 e 15, foram reunidos e
concentrados com PEG. Foram feitos os ensaios de atividade do pico concentrado. A
Tabela 3 mostra as propriedades de atividade do extrato livre de células apo6s as
etapas de purificacdo frente a ATCh, com atividade especifica final de 0,128 U/mg,

fator de purificacdo de 0,41 e recuperacéo de 0,45%.
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5.3 Protocolo de purificagao 2

Empregou-se o0 mesmo perfil de saturacdo do protocolo 1 (Tabela 4). A fracdo
0-70% com atividade especifica de 0,31 U/mg, fator de purificacdo de 0,49 e 26,09%
de recuperacdo. Observou-se aumento consideravel na atividade especifica de
0-40% que foi de 1,77 U/mg, fator de purificacdo de 2,8 e 22,67% de recuperacao.
Que resulta em um aumento de 472,26% na atividade especifica. Em seguida na
atividade especifica de 0-40% dialisado diminuiu para de 0,436 U/mg, fator de
purificacdo de 0,69 e 4,55% de recuperacao. Esta fracdo dialisada foi aplicada em
Sephacryl S-200 apresentando um pico de atividade nos primeiros tubos coincidente

com o pico de proteina a 280 nm (Figura 27).
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Figura 27. Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
Sephacryl S-200 (1,0x22 cm) previamente equilibrado com 20mM de Tris-HCI, pH 7,5
e NaCl 0,3M com uma taxa de fluxo de 0,40 mL/min e 3,0 mL por fracdo. Absorbancia
a 280nm (e—e) e atividade AChE (m—m).

-o- Ayg = U/mL

Aasp
Ju/n spepiAlY

0 5 10 15 20
Fracoes

Fonte: Autor, 2016

A resina Sephacryl S-200 teve similaridade nos protocolos de purificacéo 1 e 2
apresentando eluicdo de um pico de atividade ChE sobre a absorbancia a 280nm.
Embora o pico eluido para este protocolo ndo apresentou aderéncia na resina, pois foi
eluido nos primeiros tubos diferentemente do protocolo 2 que apresentou
caracteristica adsortiva. As fracdes que compdem o pico (fracdes 3, 4, 5 e 6) foram
reunidos, concentrou-se com PEG, seguida de centrifugagdo (14.000 r.p.m., 45s,
25°C) e por ultimo filtrada em filtro milipore 0,45um. Atividade desta amostra
apresentou atividade especifica de 0,287 U/mg, fator de purificacéo de 0,45 e 8,06%
de recuperagdo. Afim de melhorar a resolucdo e caracterizar o0 pico reunido,
aplicou-se a amostra em uma trocadora de anions (DEAE-sepharose) com grupos

dietilaminoetil (Figura 28).



68

Figura 28. Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
DEAE-Sepharose (1,5x32 cm) previamente equilibrado com 20mM de Tris-HCI, pH
7,5 com uma taxa de fluxo de 0,125 mL/min e 5 mL por fracdo. Abasorbéncia a
280nm (e—e) e atividade AChE (m—m).

-o- Aygp = U/mL

1.5 - 0.0020

- 0.0015

- 0.0010

Azgp
qui/N SpepIAlY

- 0.0005

0.0000
0 10 20 30 40 20 60

Fracoes

Fonte: Autor, 2016

O cromatograma mostra o desprendimento de ChE apés o tubo 10 e assim
durante toda a eluicdo, que evidencia a importancia desta coluna pois tem capacidade
de isolar a partir de caracteristicas estruturais e quimicas da enzima. A boa separacéo
dos picos e com atividades ChE sem absorbancia a 280nm teria alto fator de
purificacdo pelo aumento da atividade especifica, no entanto o desregulamento do
carrossel coletou 15 mL de cada fracdo, tornando inviavel devido a utilizacdo de
grandes quantidades de PEG para concentrar, visto que 0 mesmo tem causado
diminuicdo na atividade. A escala de atividade mostra baixo valor do maior pico no
tubo 32, com valor de atividade de 0,0018 U/mL. Apesar disto, foram reunidos o0s
tubos 31 e 32, concentrados com PEG, apresentou atividade especifica de

0,0133U/mg, fator de purificacdo de 0,021 e recuperacédo de 0,0031%, apresentados
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na Tabela 5. No entanto, ndo foi possivel obter atividade ChE satisfatoria de P. Brevis
neste protocolo. Heterorhabditis bacteriophora (Mohamed M.A. et al., 2007 e 2016)
isolou dois picos com Sephacryl S-200, refinando um dos picos em DEAE-sepharose

resultando em duas isoformas de ChE.



70

9,0z JoIny ‘8juo-

oesus

op saoiped se0dIpuod se aigos opunbas Jod Yoy ap jowr | ap asioiply ep asijeled ejad epiuysp @ JYDY opepIAE 8p apepiun

. asoleydag
1£00°0 £6020°0 92e10'0 805100 020000 ¢ 010000 -3vada
90'g G¥'0 69870 118} 96150 rd 26520 00Z-S 1A1oeydes
55y 690 9eH'0 2190 €620 8' 250500 %0v
ap opesijeiq
001 v 7£9'0 9Ll P9 G'e 07220 | op sany openxa
Buwyn)
ogseoyund ( (Buw) (n) 12303 (Tw) (Tw/n) earejoid
ogdelednaay  “op jojey Mww_wﬂn__ww [0} BUISJOI  SPEPIABY  [EJO}SWN[OA  SPEPIARY oednjog

"SIN8Iq SNPOJII04 8p [elgelad asela)sauljod|ede ap z oedeoyund ap 0jod0j0ld g ejaqeL



71

5.4 Protocolo de purificacao 3

A Tabela 6 apresenta o perfil de precipitacdo salina, método também empregado
nos protocolos anteriores. A fracdo 0-70% apresentou atividade especifica de 0,223
U/mg, fator de purificacdo de 1,04 e 67,51% de recuperacdo. A fracdo seguinte,
0-40%, apresentou atividade especifica de 0,233 U/mg, fator de purificacdo de 1,08 e
recuperacdo de 48,36%. Que resulta em um aumento de 4,48% na atividade
especifica. Em seguida na atividade especifica de 0-40% dialisado diminuiu para de
0,395 U/mg, fator de purificacdo de 1,08 e 48,36% de recuperacédo. Esta fracao foi
aplicada na coluna de gel filtracdo, empacotada com Sephacryl S-100.

Cromatograma (Figura 27) apresenta o perfil de eluicéo.
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Figura 29. Perfil de eluicdo para a cromatografia de AChE de Prochilodus Brevis em
Sephacryl S-100 (1,5x16,19 cm) previamente equilibrado com 20mM de Tris-HCI, pH
7,5 com uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min e 3 mL por fracdo. Abasorbancia a 280nm
(e—e) e atividade AChE (m—m).

- Aggp = U/mL

1.5+ -0.15

-0.10

Azso

- 0.05

Tw/nN SPEPIARY

0.00
0 5 10 15 20 25 30

Fracoes

Fonte: Autor, 2016

Foi possivel separar com a coluna Sephacryl S-100 um pico de maior resolucéo
do que nos protocolos anteriores com Sephacryl S-200, pois esta resina tem maior
capacidade em separar proteinas de peso molecular proximos, resultando em uma
menor largura do pico. No cromatograma € observado dois picos. O pico 1 (sera
chamado de ChE1) entre os tubos 9, 10 e 11 e o outro no tubo 25 (sera chamado de
ChE2). Reuniu-se os picos individualmente. O primeiro pico apresentou atividade
especifica de 0,194 U/mg, fator de purificacdo 0,62 e recuperacédo de 4,88%. J4 o
segundo pico apresentou atividade especifica de 0,087 U/mg, fator de purificagdo de

0,28 e 1,10% de recuperacao. Os valores apresentados na Tabela 7.
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O protocolo de purificagdo 3 com Sephacryl S-100 mostrou menos perda de
atividade especifica para ChE cerebral de P. Brevis. O perfil de eluicdo apresentou
dois picos de atividade ChE, quando medidos frente aos substratos analogos. O
segundo pico apresentou 46,96% de atividade BuChE, comparado com apenas

17,53% do pico mais intenso no inicio da eluicdo (Tabela 8).

Tabela 8. Porcentagem relativa da atividade especifica de BUChE.

Fracao AChE (%) BUuChE (%)
ChE1l 82,47 17,53
ChE2 53,04 46,96

A unidade de atividade BUChE ¢é definida pela catalise da hidrolise de 1 umol de BTCh

por segundo sobre as condi¢des padrbes do ensaio.

Fonte: Autor, 2016

5.5 Eletroforese SDS-PAGE
A amostra referente aos pico 1 (ChE1) do protocolo de purificacdo 3 foi aplicada
em gel de eletroforese. A eletroforese SDS-PAGE de ChE1l com 0,031 mg proteina

aplicados na canaleta 2 mostra uma banda de aproximadamente 67 KDa (Figura 30).
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Figura 30. Eletroforese SDS-PAGE a 12%. As canaletas abaixo: (1) Marcador, (2)
0,031 mg proteina de ChE1 (pico 1 — protocolo de purificacdo 3). A eletroforese foi

processada a voltagem constante (90 mV), e as bandas coradas com Comassie.

MM
KDa 1 2

116,0

97,4
66,2

37.6

28,5

18,4

14,0

Fonte: Autor, 2016

Comparando a massa molecular de ChE1l (67 KDa) e a Tabela 9, no qual
mostra dados da literatura com a faixa de massa molecular de 65KDa a 94KDa para
colinesterases purificadas de diferentes tecidos e espécies no qual pode ser visto
uma variacdo, ChEl apresenta banda em aproximadamente 67KDa também
observada em cerebelo de humano (Zhang et., 1999) e plantulas de milho (Sagane e
Nakagawa, 2005).
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5.6 Ensaio de inibicao

A caracterizacdo de enzimas também se da pelo uso de inibidores especificos, 0
decaimento da taxa de hidrélise do substrato € a evidencia do efeito do inibidor. Foi
analisado ChE1l referente ao protocolo de purificacdo 3. Foram testados trés
inibidores: BW284c51, Eserina e Iso-OMPA, em trés concentrac¢des (0,3 uM, 0,7 uM
e 1,0 uM) apresentados nas Figuras 31, 32 e 33, respectivamente.

Figura 31. Efeito dos inibidores em ChE1l de P. Brevis. BW 284c51, Eserina e
Iso-OMPA a 0,3pM.
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A analise estatistica utilizada foi ANOVA seguido do teste de SNK *(p<0,05)
Fonte: Autor, 2016
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Figura 32. Efeito dos inibidores em ChEl de P. Brevis. BW 284c51, Eserina e
Iso-OMPA a 0,7uM.

0.15-

0.104

0.05-

Atividade U/mL

0.00

A andlise estatistica utilizada foi ANOVA seguido do teste de SNK *(p<0,05)
Fonte: Autor, 2016

Figura 33. Efeito dos inibidores em ChEl de P. Brevis. BW 284c51, Eserina e
Iso-OMPA a 1,0 uM.
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A andlise estatistica utilizada foi ANOVA seguido do teste de SNK *(p<0,05)
Fonte: Autor, 2016
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De acordo com os estudos de inibicdo para ChE elucidada em SDS PAGE, a
Figura 31 mostrou um alto potencial de inibi¢do de Eserina a 0,3uM em seguida BW
284c51, iso-OMPA nédo apresentou valores significativos; corroborando para admitir
maior presenca de AChE do que BuUuChE, nesta concentracdo. Apesar da alta
especificidade de BW 284c51 pela AChE, o carbamato de Eserina teve maior efeito,
possivelmente devido a fatores estéricos, pois Eserina tem pouco menos de 40% do
peso molecular de BW 284c51, tendo assim maior difusdo no meio reacional. Em
concentracdo de 0,7uM (Figura 32) confirma uma competitividade maior pelo sitio
ativo de AChE em BW 284c51 do que Eserina. O inibidor especifico de BuChE
(Iso-OMPA) né&o apresentou resultado significativo para as duas concentracoes,
corroborando com o resultado de comparacdo da taxa de hidrolise entre ambos
substratos (ATCh e BTCh) mostrando preferéncia para ATCh. A Figura 33 apresenta
inibicdo significativa para os trés inibidores na concentragéo de 1,0uM. O decaimento
da atividade ChE em 65,9% para Iso-OMPA, 76,7% para Eserina e 97,8% para
BW284c51. A alta sensibilidade a BW284c51 caracteriza maior presenca de AChE no
isolamento de ChE1 em cérebro de P. Brevis. Estudos anteriores (LEONCINI, 2014)
com extrato livre de células de P. Brevis apresentaram sensibilidade semelhante (ICso

= 0,7uM) para Eserina, o ICso tedrico para este estudo foi de 0,65uM.

5.7 Eletroanélise

Os ensaios eletroquimicos com imobilizacdo de ChE com nanotubo de
carbono de paredes multiplas em eletrodo de carbono vitreo (ECV/INTCPM/ChE),
esquema demonstrado na Figura 34, ja era esperado um sinal de oxidagdo em
+750mV e o aumento da corrente diretamente proporcional com adi¢cdes sucessivas
de ATCh.
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Figura 34. Esquema de modificagdo do eletrodo (A) e mecanismo de deteccdo do
sinal de oxidac&o de TCh a +750mV (B).

ChE

ATCh TCh

Corrente

+750 mV

Potencial

Fonte: Autor, 2016

A atividade enzimatica é medida pela oxidacdo anddica da tiocolina (TCh),
monitorada na faixa de potencial dos compostos sulfidrila cerca de +750mV (LIU,

2006). TCh é produzida pela hidrélise enzimatica de ATCh por ChE (Equacgéo 3).

Equacéo 3
ChE . o
ATCh + H20 — TCh + Acido acético
Oxidagdo anddica
2-TCh » Dissulfeto + 2H*

Fonte: Dong, 2013

A varredura de potencial na faixa da oxidacao permite a medicao da oxidacao da
tiocolina que aumenta a corrente a cada adicdo do substrato. As amostras testadas
foram do extrato livre de célula, dialisado, ChE1l e ChE2 (Figuras 35, 36, 37 e 38;
respectivamente). Também com as respectivas atividade especificas: 1,07x10*
U/mg, 9,40x10* U/mg, 9,7x10* U/mg, 4,3x10* U/mg.
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Figura 35. Resposta VPD em ECV/NTCPM/Extrato livre de células (atividade
especifica = 1,07x10* U/mg) para adi¢cdes sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20,
0,25, 0,3, 0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em
tampao fosfato pH 7.
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0,00014
0,00013
0,00012
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0,00003
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0,0000 F—F—— 7

Corrente/pA

Potencial/lV

Fonte: Autor, 2016

Figura 36. Resposta VPD em ECV/NTCPM/Dialisado (atividade especifica =
9,40x10* U/mg) para adicdes sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,3,
0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em tampéao fosfato
pH 7.

0,00028 —
0,00026
0,00024 -
0,00022 -
0,00020 —-
0,00018 -
0,00016 -

Corrente/pA

0,00014
0,00012
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0,00004 +——

Potencial/V

Fonte: Autor, 2016
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Figura 37. Resposta VPD em ECV/NTCPM/ChEL (atividade especifica = 9,7x10*
U/mg) para adi¢des sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,3, 0,35, 0,40,
0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em tampao fosfato pH 7.

0,00016
0,00014 ] =
0,00012 i
0,00010 i
0,00008

0,00006

Corrente/pA

0,00004 -

0,00002 -

0,00000

Potencial/V

Fonte: Autor, 2016

Figura 38. Resposta VPD em ECV/NTCPM/ChE2 (atividade especifica = 4,3x10*
U/mg) para adi¢des sucessivas de ATCh (0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,3, 0,35, 0,40,
0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85 mM) em tampao fosfato pH 7.
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Fonte: Autor, 2016
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E possivel observar nas amostras proteicas mais complexas do extrato livre de
células e o dialisado, amostras que nao passaram por cromatografia, o sinal de
tiocolina aparece em aproximadamente +690mV. Apds a cromatografia (ChEl e
ChE2) o sinal de TCh esta em torno de +600mV. Possivelmente o efeito do
deslocamento de NTC para potenciais menores (DU, D. et al, 2009) foi mais evidente
em amostras menos complexas, o que favorece a detecgédo diminuindo a quantidade
de interferentes eletroativos. Observa-se também uma maior corrente de ChE2 do
gque em ChEL, talvez correlacionado a quantidade de BUChE imobilizada, pois tem
sitio ativo mais volumoso (Figura 6) o que pode ser mais eficiente para hidrélise de
ATCh em altas concentragfes. A primeira onda na faixa de potencial entre +0,5V e
0,57V ndo € encontrado na literatura de biosensores a base de ChE. Visto que as
amostras em estudo ndo tem um alto grau de pureza, pois ambas (ChEl e ChE2)
contem atividade AChE e BuChE. A amostra com maior quantidade de BuChE
(53,04%) tem melhor resolugéo no primeiro sinal.

Para a determinacdo dos parametros analiticos dos resultados apresentados de
Potencial/V vs Corrente YA, foram plotados as curvas analiticas de ATCh/mmol/L vs
Corrente pA em ECV/NTCMP/Extrato livre de célula (Figura 39), Dialisado (Figura
40), ChE1 (Figura 41) e ChE2 (Figura 42).
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Figura 39. Curva analitica ATCh/mmol/L vs Corrente pA em ECV/NTCMP/Extrato
livre de célula.
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Fonte: Autor, 2016

Figura 40. Curva analitica ATCh/mmol/L vs Corrente pA em ECV/NTCMP/Dialisado.
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Fonte: Autor, 2016
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Figura 41. Curva analitica ATCh/mmol/L vs Corrente pA em ECV/NTCMP/ChEL.
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Fonte: Autor, 2016

Figura 42. Curva analitica ATCh/mmol/L vs Corrente pA em ECV/NTCMP/ChEZ2.
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Fonte: Autor, 2016

As curvas analiticas apresentaram os valores de limite de deteccdo (LD) que

expressam a menor concentracdo de TCh detectada e limite de quantificagdo (LQ)
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expressando a concentracdo que pode ser determinada quantitativamente. A Tabela
10 apresenta a equacéo da reta, LQ, LD e R de cada fracao analisada.

Tabela 10. Resultados obtidos a partir das curvas analiticas para ATCh em
ECVINTCPM/Fragao. A varredura se deu na faixa de potencial de 0,0 a +1,2V.

Utilizando a técnica de VPD.

Fracao R LD/mM LQ/mM Equacéo da reta (y=a+bx)
Livre de
] 0,989 0,075 0,26 1,55x10° + 7,196x10x
células
Dialisada 0,985 0,091 0,30 5,589x10° + 8,748x107x
ChEl 0,991 0,073 0,24 3,50x107 + 7,344x10°x
ChE2 0,994 0,073 0,25 -1,36x10 + 9,072x105x

Fonte: Autor, 2016

As curvas analiticas calculadas é um método analitico para determinar e
descriminar a TCh de outros compostos que possam estar presentes no meio
reacional como impurezas, produtos de degradacdo, metabdlitos, ou outros
componentes da matriz. A escolha do método para obter a resposta analitica quanto
a especificidade baseia-se essencialmente, na habilidade do método para responder
a uma unica substancia de interesse presente. Nos métodos eletroquimicos em
particular, este parametro pode ser avaliado através da identificacdo do analito
através dos valores de potenciais (E) eletroguimicos. Os valores das corrente de pico
sdo diretamente proporcionais as concentracbes das espécies analisadas
podendo-se ser construidas curvas de calibracao.

Analisando os gréaficos de corrente de pico vs concentracdo do substrato ATCh
(padréo), utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) para os
eletrodos modificados com cada uma das fracbes, podemos observar que as
correntes de pico aumentou proporcionalmente ao aumento da concentracao de TCh,
apresentando linearidade em toda faixa de concentracdo estudada e que as fracdes
referentes a ChE1l e ChE2, apresentaram uma maior linearidade. Os coeficientes de
correlacdo de todas as fragOes estao representadas na Tabela 10, sendo ChEl e

ChEZ2 os que apresentaram valores de R mais altos. O limite de deteccéo (LD) e o
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limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico, expressam as menores
quantidades da espécie de interesse que podem ser detectadas e determinadas
guantitativamente, respectivamente. Como pode-se observar, os resultados foram
satisfatorios permanecendo as fracoes de ChEl e ChE2 as que apresentaram

menores valores.

5.8 Modelo computacional

Afim de compreender melhor o uso de NTCPM como meio de imobilizacdo de
ChE por interagdes adosortivas, foram feitos estudos computacionais combinando
simulacdes de dinamica molecula com docking molecular, pois tem sido amplamente
empregado como método de estudo das interacdes ligante-alvo (AJLOO et al., 2007,
2008, 2013, 2015).

5.8.1 Simulacdo computacional (TCAChE-NTCPM)

Para estabilidade de TcCAChE em func&o do tempo de simulacéo, os valores de
Ca-RMSD e o movimento das cadeias laterais foram plotados para a avaliar a
qualidade da trajetéria da DM (Figura 43). A estrutura da TcAChE sofreu mudancas
conformacionais, sendo uma maior oscilagdo observada para as cadeias laterais
(1,2-2,6 A).
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Figura 43. Evolugdo do tempo de simulacdo e sua influéncia sobre as cadeias
laterais e carbonos alfa (Ca) para TCAChE. Em azul, deslocamento Ca; em castanho,

deslocamento das cadeias laterais.
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Fonte: Autor, 2016.

Em geral, é possivel observar que com o avanco do tempo ha maiores
modificagdes conformacionais na enzima. Porém, observa-se que a certa
estabilizacdo das estruturas laterais e carbonos-alfas durante o periodo de 1 a 5 ns.
Como consequéncia, pode ser afirmado que 5 ns de simulacdo € um tempo
adequado para se obter uma estrutura nativa para a TCAChE e, posteriormente,
realizacdo de experimentos de docagem com seguranca. Dessa forma, foi gerado um
grafico para observar a influéncia no tempo sobre as flutuagbes dos residuos de
aminoacidos pertencentes a TCAChE (Root Mean Squared Fluctuations - RMSF)
(Figura 44). Basicamente, estas flutuacdes quantificam (em A) o grau de liberdade
que alguns aminoacidos apresentam em funcdo do tempo de simulacdo, quando
comparada com a estrutura original obtida no PDB. De modo geral, as zonas em
branco significam que tais regiées ndo sofreram nenhuma alteracdo em relacdo a
estrutura cristalina; zonas rosadas, alteragcées ocorridas, porém retornam ao estado
original (estrutura cristalina); e por fim, as zonas azuladas mostram que ocorreram
alteragdes significativas e que estas diferem do estado cristalino de TcAChE.
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Figura 44. Flutuacbes dos aminoacidos observadas para TcAChE em funcéo do

tempo.
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Fonte: Autor, 2016.

O grafico acima fornece a valiosa informacdo da existéncia ou ndo de
modificagdes relacionadas ao sitio ativo da enzima. Nesse caso, ndo foi observada
nenhuma modificacdo estrutural nos aminoacidos que compdem o sitio catalitico da
TcAChE, garantido uma maior seguranca nos experimentos de docking molecular.

No docking molecular, ap6s a obtencéo da estrutura nativa da AChE por métodos
de dindmica molecular, o local da interacdo TcAChE-NTCPM foi determinada pelo
AUTODOCK VINA. Foi observado que o NTCPM preferencialmente interage com
uma regido hidrofébica composta por Pro361, His362 e Ala363 (Figura 4).
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Figura 45. Complexo formado NTCPM (verde) e regido de TcAChE.
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Fonte: Autor, 2016.

A regiéo de interacdo Pro361, His362 e Ala363 (Figura 45) foi a regidao de maior
probabilidade dentre outras possiveis interacées. Na Figura 44 é possivel observar
gue tal regido de interacdo é dominada pelas cores rosa e branco na estrutura de
TcAChE nativa, sugerindo uma regido de interacdo relativamente estavel,
favorecendo a cadeia polipeptidica em termos termodinamicos, onde a entropia da
molécula é minima. Pois toda interacdo envolve o aumento de entropia do meio
podendo causar perturbacéo estrutural da enzima, segundo Shemetov et al. 2012 a
energia adicional pode ser reversivel se a entropia adicional € menor do que a
entropia do estado nativo da enzima, por outro lado se torna irreversivel se o valor de
entropia atinge o valor maximo critico em que a enzima € desnaturada e pode formar
agregados ou fibrilas. Desse modo a regido de interacdo com NTCPM é favoravel em
termos energéticos, para a fungcéo de adsorgcédo da enzima na superficie do eletrodo
de trabalho. Além disso, NTCPM por ter superficie com um elevado grau de curvatura
pode estabilizar enzimas em um ambiente fortemente desnaturante do que
superficies planas. A explicacdo desse fenbmeno é que as interacdes laterais entre

enzimas adjacentes (enzima-enzima) contribuem para a desativacdo da mesma,
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essas interacfes sdo desfavorecidas por particulas com uma determinada curvatura
(SHEMETOQV, 2012).

5.8.2 Simulacdo computacional (HuBUChE-NTCPM)

Para estabilidade de HuBUChE em funcéo do tempo de simulacéo, os valores
de Ca-RMSD e o movimento das cadeias laterais foram plotados para a avaliar a
qualidade da trajetéria da DM (Figura 46). A estrutura da HUBUChE sofreu mudancgas

conformacionais, sendo uma maior oscilacdo observada para as cadeias laterais
(1,5-2,9A).

Figura 46. Evolucdo do tempo de simulacdo e sua influéncia sobre as cadeias
laterais e carbonos alfa (Ca) para HuBUChE. Em azul, deslocamento Ca; em

castanho, deslocamento das cadeias laterais.
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Fonte: Autor, 2016.

A estabilizacdo das estruturas laterais e carbonos-alfa durante o periodo de 8 a
10 ns é o tempo adequado para se obter a estrutura nativa de HuBUChE, para seguir
com o experimento de docagem. Foi gerado o grafico para observar a influéncia no
tempo sobre as flutuagBes dos residuos de aminoacidos pertencentes a HuBUChE
(Root Mean Squared Fluctuations - RMSF) (Figura 47). O grau de liberdade que os
aminoacidos apresentam em funcdo do tempo de simulacdo, sdo representadas por

regides no qual: zonas em branco significam que tais regiées nao sofreram nenhuma
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alteracdo em relagdo a estrutura cristalina; zonas rosadas, alteragdes ocorridas,
porém retornam ao estado original (estrutura cristalina); e por fim, as zonas azuladas
mostram que ocorreram alteracdes significativas e que estas diferem do estado
cristalino de HuBuChE.

Figura 47. Flutuacdes dos aminoacidos observadas para HuBuChE em funcéo do

tempo.
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Fonte: Autor, 2016.

No grafico acima nao foi observada nenhuma modificacdo estrutural nos
aminoacidos que compdem o sitio catalitico da HuBuChE, garantido uma maior
seguranca no experimento de docking molecular.

No docking molecular, apés a obtencdo da estrutura nativa da HUAChE por
métodos de dinamica molecular, o local da interacio HUAChE-NTCPM foi
determinada pelo AUTODOCK VINA. Foi observado que o NTCPM
preferencialmente interage com a regido Asn414, Phe409 e Ser410 (Figura 48), foi a
regido de maior probabilidade dentre outras possiveis interagbes. Na Figura 47 é
possivel observar que tal regido de interacdo est4 nas cores rosa e branco na

estrutura de HUBUChE, sugerindo uma regido com relativa estabilidade.
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Figura 48. Complexo formado NTCPM (verde) e regido de HUBUChE.

Fonte: Autor, 2016.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os estudos realizados foi possivel mostrar vantagens na
aplicacdo de dois métodos subsequentes de precipitacdo salina para ChE em
cérebro de P. Brevis. O isolamento de ChE em Sephacryl S-100 foi caracterizada
com atividade catalitica para as duas enzimas, AChE e BuChE, através da hidrolise
dos substratos especificos, da sensibilidade por BW 28c51 nos estudos de inibigédo e
elucidando uma banda da subunidade AChE de 67KDa.

Os testes eletroquimicos da imobilizacdo de ChE nas etapas de purificacdo
confirmaram que nédo é viavel a aplicacdo de amostras complexas na superficie do
eletrodo, pois foi evidente a melhora do sinal com amostras que passaram pela
cromatografia. Também foi relatado que o uso de nanotubos de carbono na
modificacdo do eletrodo beneficiou as analises eletroquimicas com deslocamento do
potencial para valores menores, evitando interferentes eletroativos, mais evidente em
ChE1 e ChE2. Corroborando com estes resultados a modelagem computacional de
AChE e BuChE interagindo com NTCPM, mostrou ser um nanomaterial de adosorcéo
favoravel em termos energéticos e de estabilidade estrutural.

O desenvolvimento do protétipo de biosensor mostrou ser uma via atrativa
para monitoramento ambiental, pois apresentou melhores limites de deteccdo em
amostras mais puras, tornando o método mais rapido e econdmico. Também néo foi
necessario o sacrificio de muitos espécimes de P. Brevis para o desenvolvimento do
teste, contando com a possibilidade de regeneracdo de ChE, o biossensor pode ser
aplicado diversas vezes para a deteccao de contaminantes em ambientes aquaticos

e alimentos.
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