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Resumo

Vianna, Monica Santana; Aucélio, Ricardo Queiroz. Desenvolvimento de
biosensor multiparametros para analise de neurotoxinas em amostras
clinicas e ambientais. Rio de Janeiro, 2012. 213p. Tese de Doutorado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro.

O destino e os efeitos de produtos farmacéuticos recentemente se tornou
uma questdo de interesse ambiental embora pouco seja conhecido sobre sua
entrada no ambiente. As drogas colinérgicas e colinestersicas apresentam-se
como um alvo importante da pesquisa ambiental relacionado a sua entrada no
ambiente e suas interac6es fisico-quimicas e bioldgicas. Os ensaios com uso de a
sondas protéicas sdo empregados para identificar a formagdo de complexos na
presenca de grupos especificos ou indicam a concentracdo de ligantes presente no
ambiente onde se encontra a proteina. O emprego da enzima acetilcolinesterase
(AChE) em biosensores para deterninacdo de inibidores € frequente porém poucos
trabalhos exploram a fluorescéncia intrinseca das enzimas no desenvolvimento de
metodologias para detectar espécies quimicas ligantes. O objetivo deste trabalho
foi propor novas sondas fluorescentes e formas de bioreconhecimento para a
determinacdo de neurotoxinas em diferentes amostras. A proposta foi a de
identificar sondas eficientes, de facil obtencdo e baixo custo para o
desenvolvimento de métodos simples, sensiveis e seletivos. Para isso a deteccdo
foi baseada na variacao da fluorescéncia intrinseca das proteinas(por sua interacdo
especifica com os analitos) e na conjugacdo de fluor6foros extrinsecos
especificos. Pode-se comprovar experimentalmente que a fracdo protéica obtida
pode ser utilizada como sonda fluorescente na determinacdo dos analitos
apresentados neste estudo. Nas determinagfes dos cinco analitos, os valores de
LD e de LQ foram satisfatorios para a aplicacdo do método em amostras
ambientais (solo) e clinicas (urina).As determinacGes de Gal apresentou
desempenho satisfatorio para atender diferentes tipos de amostras (LD = 1,3 x 10°
®mol L%e LQ =2,1 x 108 mol L1).Os valores de LD e LQ para atropina (9,7 x 10"
Omol L e 2,4 x 10® mol L%, respectivamente) mostram-se adequados visto que
outros sensores, como os eletroquimioluminescentes, apresentaram um valor de
LQ de 1 x 107" mol Lem amostras de urina. O método para 0s agrotoxicos
metomil (LD = 9,5 x 10 mol L e LQ = 2,2 x 10®%mol L1); metamidofos
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(LD=1,5 x 10° mol L e LQ=3,8 x 10 mol L*) e metil paration (LD= 9,7 x 10°
¥ mol L e LQ=1,8 x 107 mol L) apresentarambom desempenho comparando-
se & outros métodos descritos na literatura. A aplicagdo do método proposto em
amostras de solo e urina (sem pre-tratamento) obtiveram recuperacfes a partir de
88%(agrotoxicos em solo) e dos cinco analitos em urina. O metodo por
fluorescéncia da sonda protéica ndo obteve diferenca significativa do método
analitico dos analitos por HPLC. A adaptacdo do método proposto & um sistema
de biosensor com uso de uma sonda extrinseca (Tioflavina T) foi avaliado
positivamente permitindo a imobilizacdo da fragdo protéica em microplaca e o uso

da Tioflavina T como sonda fluorescente da ligagdo AChE-inibidores.

Palavras-chave

Agrotdxico; neurotoxinas; biosensor; fluorescéncia; acetilcolinesterase

tioflavina T; galantamina.
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Abstract

Vianna, Mbnica Santana; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor).
Development of Multiparameter Biosensor for Analysis of Neurotoxins
in Clinical and Environmental Samples. Rio de Janeiro, 2012. 213p.Dsc
Thesis—Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio
de Janeiro.

The fate and effects of pharmaceutical products has recently become a
matter of environmental concern although little is known about its entry into the
environment. Therefore, the cholinergic and cholinesterasicpresent a major target
of environmental research related to his entry into the environment and their
physico-chemical and biological interactions. Tests using the protein compounds
as probes are employed where the optical properties of the complex protein-signal
in the presence of analyte or specific groups indicating the concentration of ligand
present in the environment. The use of acetylcholinesterase (AChE) activity in
biosensors for inhibitors determination is common but few studies explore the
intrinsic fluorescence of enzymes in the development of methods to detect
chemical species ligands. The objective of this study was to propose new forms
of fluorescent probes and bioaffinity for the determination of neurotoxins in
different samples. The proposal was to identify probes efficient, easily accessible
and low cost for the development of simple, sensitive and selective. For this the
detection was based on the variation of the intrinsic fluorescence of proteins (by
its specific interaction with the analytes) and the specific combination of extrinsic
fluorophores. For the results presented in this plan can be affirmed that the protein
fraction obtained can be used as a fluorescent probe in the determination of
analytes of this study.Based on the five determinations of analyte, the values of
LD and LQ are satisfactory for applying the method in environmental samples
(ground) and clinical (urine). Measurements of Gal showed satisfactory
performance to suit different types of samples (LD = 1.3 x 10°mol LeLQ = 2.1
x 10®8mol L?) values and LD LQ to atropine (9.7 x 10 mol L ** and 2.4 x 107
mol L, respectively) appear to be suitable as other sensors, such as
eletroquimioluminescentes showed a value of 1 LQ x 107 mol L? in urine
samples. The method for pesticide methomyl (LD = 9.5 x 10 mol L-1 and LQ =
2.2 x 10®mol L), methamidophos (LD = 1.5 x 10° mol L™ and LQ = 3.8 x 10°®
mol L) and methyl parathion (LD = 9.7 x 10-10 mol LY and LQ = 1.8 x 107" mol
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LY) comparing presents betterperformance to the other methods described in
literature. The method proposed in soil samples and urine (no pretreatment) had
recovered from 88% (ground pesticides) and five of analytes in urine. The t test
comparison of means, applied to sets of determinations by fluorescence probe
method and HPLC indicated the statistical equality in both recoveries. The
adaptation of the proposed method a system of the biosensor with the use of an
extrinsic probe (thioflavin T) has positively evaluated allowing immobilization of
the protein in microplates and the use of thioflavin T as a fluorescent probe-

connecting AChE inhibitors.

Keywords

Pesticide; neurotoxins; biosensor; acetylcholinesterase; fluorescence;
thiflavin T; galanthamine
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Figura 65— Espectros de solugao aquosa de tioflavina T a 1,1 x 10"
5 mol L titulada com a fracdo protéica em trés concentracées de
extrato: 2,1 x 10%; 4,3 x 1071, 6,3 x 10t mg mL™.

Figura 66— Espectro de emissdo da BSA a 8x10° mol L' e da
tioflavina [ 2,0 x 10°° mol L] apés incubacdo em tampéao fosfato
de s6dio 0,03 mol L (pH 7,0).

Figura 67- Espectro de emissédo da AChE purificada (9,4 x 102 mg
mL1) em tampéo fosfato pH 7,0 antes e apés a adigdo de 1,0 x 10°
5 mol L? de tioflavina T. No detalhe o espectro de emissdo da
solucéo de tioflavina na mesma concentragéo adicionada.
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Figura 73- Curva analitica da atropina na faixa deconcentracdo de
2,0 x 10®mol L*a 1,4 x 107 mol L%,com o valor médio de Fo/Fe
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Figura 74- Curva analitica do metomil na concentragéo de 2,0 x 10
8mol Lt a 1,4 x 107 mol L, com o valor médio de Fo/Fe desvio-

padréo. Média de quatro titulagdes independentes.
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Figura 75- Curva analitica de metamidofés na faixa de
concentracéo de 5,0 x 10’mol L't a 3,0 x 10 mol Lt,com o valor
médio de Fo/Fe desvio-padrdo. Média de quatro titulacdes
independentes.

Figura 76- Curva analitica de metil paration na faixa de
concentracédo de 5,0 x10’mol L?*a 3,0 x 10 mol L*,com o valor
médio de Fo/Fe desvio-padrdo. Médiade quatro titulagbes
independentes.
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contribuicdo mostrando saturagdo em 16 ug L.
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em 380 nm.

Figura 81— Cromatogramade amostra de urina fresca fortificada
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UPLC-MS/MS - cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial

SNC - sistema nervoso central

AChE - acetilcolinesterase

GAL- galantamina

QUEChERS - do inglés: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rigged, and Safe

CG-MS —cromatografia a gas acoplada a detector de espectrometria de massas
CG-MS/MS - cromatografia a gas acoplada a detector de espectrometria de massas
sequencial

HPLC-MS -cromatografia liquida de alta eficiénci acoplada a detector de

espectrometria de massas
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HPLC-MS/MS - cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector
espectrometria de massas sequencial

DAD-do inglés “diode array detector” (detector de aranjo de diodos)
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INTRODUGAO

1.1.

Neurotoxinas

1.1.1.Neurotoxinas e exposi¢cdo humana

Muitas substancias presentes no cotidiano da populacdo podem afetar o
funcionamento normal do cérebro desde as fases iniciais de desenvolvimento intra-
uterino [1]. As injdrias ao sistema nervoso causadas por substancias toxicas no
ambiente sdo um grave problema de saude publicae as formas de exposicdo
abrangem desde a dieta alimentar, o consumo de alcool, tabaco, drogas, até as
exposicdes ocupacionais e ambientais (ar, solo, aguae biota). Um dos maiores
desafios é esclarecer a associacdo entre a exposicdo humana e os efeitos dessa
ssubstancias nos sistemas neurofisiologicos. Nesse contexto, muitos estudos,
envolvendo areas multidisciplinares, ainda sdo necessarios.

Ao longo das dltimas décadas, aumentaram de forma significativa as taxas
de doencas neuroldgicas como o autismo, o déficit de atencgdo, a hiperatividade, o
retardo mental e paralisia cerebral. Por isso, alguns estudos recentes indicam que
h& uma possivel ligacdo entre alguns desses distarbios neuroldgicos e a exposicao
as neurotoxinas no ambiente .Por outro lado, o estudo comportamental relacionado
aos efeitos de produtos quimicos ou agentes terapéuticos em doses toxicas é uma
abordagem relativamente nova dentro da neurotoxicologia [2].

A toxicidade subclinica causada por substancias quimicas no ambiente,
muitas delas reconhecidamente neurotoxicas, podecausar efeitos apds uma pequena
exposicdo suficiente para produzir sintomas como reducdo das habilidades
cognitivas, pequenos lapsos de atencdo, alteragdes de comportamento e fadiga.
Embora sutis, as mudanca nas func¢Bes neurolégicas produzidas por sua

neurotoxicidade subclinica podem ser permanentes e irreversiveis ja que o sistema
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nervoso tem dificuldade de reparar certas injariasno tecido nervoso.A identificacao
da neutoxicidade subclinica dessas substancias pode auxiliar nos estudos dos
eventos de exposicdo eseus efeitos neurofisioldgicos na populacdo humana e animal
[3].

As exposicOes aos pesticidas representam uma preocupacdo especial
considerando seu mecanismo de acdo na bioquimica das células. Esses alvos
bioquimicos sdo comuns em uma ampla diversidade de organismos, incluindo os
mamiferos.Tendo reconhecido o risco potencial para a integridade do cérebro em
desenvolvimento, a EPA (United States Environmental Protection Agency)
recentementecomecou a classificar cerca de 140 pesticidas j& registrados com

relacdo a sua neurotoxicidade [4].

1.1.2.

Agrotoxicos

O termo “agrotoxico” ao invés de “defensivo agricola” passou a ser utilizado,
no Brasil, para denominar os agroquimicos agricolas, ap6s grande mobilizacdo da
sociedade civil. Esta denominacdo coloca em evidéncia a toxicidade desses
produtos para 0 meio ambiente e a salude humana. O aumento da producéo e
utilizacdo de tais produtos se insere no atual contexto de demanda por maiores
quantidades de alimento exigido pelo aumento progressivo da populacdo. Para
tanto, os agrotoxicos sdo fundamentais para diminuir as perdas nas lavouras e
assegurar o desenvolvimento de culturas em larga escala com alta produtividade.

No Brasil, os pesticidas foram primeiramente utilizados em programas de
salde publica, no combate a vetores e no controle de parasitas, passando a ser
utilizados mais intensivamente na agricultura a partir da década de 1960, tendo
papel fundamental noprocesso denominado de Revolugdo Verde. Neste periodo, o
processo de difusdo de um modelo agricola para as regides do Terceiro Mundo
contava, principalmente, com estratégias de valorizag¢do do uso de agroquimicos de
forma geral (agrotoxicos e demais insumos agricolas). Assim, os pesticidas foram
responsaveis pela consolidacdo do padrdo tecnologico da agricultura moderna
intensiva através das técnicas de controle fitossanitario das culturas [5].

Em 1975, o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND), responsavel pela

abertura do Brasil ao comércio de agrotdxicos, condicionou o agricultor a comprar
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0 agrotoxico com recursos do crédito rural, ao instituir a inclusdo de uma cota
definida de agrotoxico para cada financiamento requerido [6]. Essa obrigatoriedade,
somada a propaganda dos fabricantes, determinou um enorme incremento e
disseminacéo da utilizacdo dos agrotoxicos no Brasil. Muitos desses produtos nao
possuem antidotos e sdo proibidos em seus paises de origem.

O Brasil € o maior mercado de agrotoxicos do mundo e essa indUstria
movimentou no ano de 2011 o montante de US$ 7,1 bilhdes, perdendo para os US$
6,6 bilhdes do segundo colocado, os Estados Unidos. Apesar do grande volume de
recursos movimentados pela industria no mercado brasileiro, 0 consumo por hectare
ainda é pequeno em relacdo a outros paises, ficando atrds de outros paises com o
Franca e Japdo [7].

As culturas brasileiras de maior consumo de pesticidas sdo a soja, o0 milho, a
cana-de-acucar e as culturas de citricos. As trés primeiras das citadas culturas ndo
requerem aplicagdo intensa de agrotoxicos, porém ocupam extensas areas para a
producdo. Um relatorio de atividades do ano de 2010 apresentou o carbendazim
como 0 grupo quimico mais encontrado nas amostras (pimentdo, abacaxi, alface,
couve, morango e repolho). Ingredientes ativos, do grupo quimico organofosforado,
também apresentaram elevado nimero de ocorréncias: o clorpirifds, o metamidofos
e o acefato [8].

Ao reconhecer o potencial perigo sanitario da situacdo, a Portaria Normativa
IBAMA n°84 de 15/10/96 instituiu o Sistema Permanente de Avaliacdo e Controle
de Agrotdéxicos e o Decreto 4.074/2002 que preconiza o0 monitoramento dos
agrotoxicos no ambiente, em condicdes reais, o qual faz parte da avaliacdo no
processo de registro de novos produtos ou da reavaliacdo de produtos ja em uso.

A Lei Federal n.° 7.802de 11/07/89, regulamentada pelo Decreto n° 98 816,
no seu artigo 2°, inciso 1, dispde desde a pesquisa, transporte, comercializacdo e
destino final dos residuos e define o termo “agrotoxicos” da seguinte forma: “Os
produtos e 0s componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados
ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de
outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicédo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da

acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e
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produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento” .[9]

Devido agrande persisténcia e toxicidade ambiental da 1% geracdo de
agrotoxicos (organoclorados), eles foram substituidos pelos organofosforados e
carbamatos, introduzidos no mercado brasileiro na década de 1980. Entretanto este
novo grupo de agrotoxicos apresenta maior toxicidade aguda a saude humana e
animal, efeito mutagénico e teratogénico. A maioria desses pesticidas ndo é
seletivae por isso também é toxica para as espécies ndo-alvo. O mecanismo de acao
dessas substancias é sobre a quimica de neurotransmissdoe/ou sobre seus canais
ibnicos podendo causar efeitos neurotoxicos fatais. Além desses, alguns herbicidas
e fungicidas, com mecanismos de acdo bem diferentes também possuem
propriedades neurotdxicas. Os efeitos desses compostos sobre o sistema nervoso
podem envolver sua toxicidade aguda, como no caso da maioria dos inseticidas, ou
crénica podendo contribuir para doencas neurodegenerativas, principalmente
doenca de Parkinson [10]. Os piretroides e os ditiocarbamatos (fungicidas) foram
introduzidos posteriormente como uma alternativa de menor toxicidade e
persisténcia ambiental. No entanto, apesar de sua progressiva disseminacgao, 0S
carbamatos e organofosforados continuam ocupando significativa fatia do mercado
nacional.

A familia dos carbamatos compreende substancias utilizadas como
inseticidas, herbicidas e fungicidas. De um modo geral, os carbamatos inseticidas
subdividem-se em: n-metilcarbamatos e n,n-dimetilcarbamatos, podendo ambos
estarem associados a heterociclos aromaticos ou a funcdo oxima, sendo entéo
conhecidos por carbamatos heterociclicos e carbamatos de oxima [11].

O primeiro n,n-dimetilcarbamato foi sintetizado em 1947, o Pirimicarb, e em
1957 o primeiro n-metilcarbamato, o Carbaril (Sevin ®). Estes dois produtos,
juntamente com o Propoxur (Baygon ®), introduzido pela Bayer em 1959, ainda
sdo amplamente utilizados no Brasil [12]. Os carbamatos de oxima foram
desenvolvidos pela Du Pont e langados no mercado como um novo inseticida de
estrutura semelhante ao neurotransmissor acetilcolina: o aldicarbe (Temik ®). Este
¢ ainda amplamente utilizado, inclusive na sua forma sélida em domicilios e
plantacdes, popularmente conhecido como “chumbinho” e atualmente proibido no

estado do Rio de Janeiro.
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A maioria dos envenenamentos por agrotdxicos nos paises em
desenvolvimento é causada por organofosforados neurotdxicos e carbamatos. Esses
compostos, inibidoresdas enzimas colinesterases, sdo tambémum problema de
salde puablica em alguns paises desenvolvidos. A possibilidade de efeitos de
envenenamento a longo prazo causados por estes inibidores € uma preocupacdo
global [13]. Devido a elevada toxicidade aguda e riscos para a populagdo, alguns
pesticidas neurotoxicos estdo incluidos nas Diretivas 76/464/CEE [14] e em
60/2000/EU ou na regulamentacdode alimentos da Comunidade Econdmica
Européia [15].

Diante desse cenario, € grande a preocupacdo sobre o risco de
envenenamentode reservatorios de agua por agentes neurotdxicos que
embconcentragdes muito  baixaspodem  produzirenvenenamento agudona
populacdo. Assim, torna-se urgente o desenvolvimento de métodos répidos,
confidveis ede baixo custo que possam determinar a presenca de substancias que

afetam atransmissdo nervosaem humanos ou na fauna [16].

1.1.2.1.

Metilcarbamatos

Os metilcarbamatos foram isolados a partir de substancia extraida do feijao
Calabar (Physostigma venenosum) em 1864. Afisostigmina (ou eserina) tem uma
pronunciada acdo colinérgica de inibicdo dasenzimas colinesterases presentes em
insetos e mamiferos. Apds a determinacdo de sua estrutura, em 1925, foram
sintetizados analogos com atividade tanto no campo farmacéutico quanto

agroquimico.
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A. Metomil

O metomil, N-{[(methilamino)carbonyl]oxi}ethanimidothioato (IUPAC), é
um metilcarbamato com férmula molecular CsH1oN202S (Figura 1). Pertence a
classe dos inseticidas carbamatos de oxima como o aldicarbe e 0 oxamil também
amplamente utilizados para fins fitossanitarios. Ele também é o metabdlito de outro

agrotoxico em uso, o tiodicarbe.

“CH,

Figura 1- Férmula molecular do metil-carbamato metomil

Essa substancia éum inseticida de amplo espectro, com propriedades
sistémicas tdxicas para os insetos tanto por contato quanto por ingestdo e nédo
ionizavel no ambiente. E um produto usado em cerca de 100 paises (du Pont de
Nemours, 1975) e conhecido comercialmente pelas sinonimias: Acinate, Agrinate,
DuPont 1179, Flytek, Kipsin, Lannate, Lanox, Memilene, Methavin, Methomex,
Nudrin, NuBait, Pillarmate [17].

O metomil existe, em principio, sob as formas isoméricas cis e trans em
relacdo a posicdo dos substituintes sobre a ligacdo dupla C=N. Entretanto, a forma
cis é fortemente favorecida termodinamicamente e, na préatica, o isbmero trans nao
ocorre no ambiente em quantidade detectavel [18]. Este composto € classificado
pela EPA como altamente toxico e de uso restrito pela sua toxicidade aguda em
humanos. A formulacdo nacional mais difundida na regiéo é o inseticida Lannate,
solugdo miscivel em agua. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que
recomenda a classificagdo de pesticidas por periculosidade, lista este composto na
classe dos altamente perigosos.

Esse pesticida é um carbamato altamente inibidordas enzimascolinesterases

porque induz inibicdo reversivel de sua atividade catalitica. A ligacdo de um
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carbamato ao sitio ativo das colinesterases, processo chamado de carbamilacéo,
impede a ligagdo com seu substrato, o neurotransmissor acetilcolina. Apds serem
atingidos altos niveis de acetilcolina nos nervos sinapticos,os efeitos ocorrem no
sistema nervoso periférico. Esse processo de intoxicacdo se manifesta rapidamente,
sem etapas prévias de bioativacdo como ocorre com os pesticidas organofosforados.
Os carbamatos sdo rapidamente metabolizados e eliminados, com répida
degradacéo e pouca estabilidade quimica [19].

Segundo a monografial do metomil, seu limite maximo de residuo (LMR)
(considerada como a soma de metomil e hidroxitioacetimidato de metil, expressa
como metomil) é de 3 mg kg™ para verduras como brécolis, repolho e couve e de 1
mg kg* para tomate. Classificado como extremamente toxico (classe toxicoldgica
1), com caréncia de 3 a 14 dias e aplicacdo foliar recomendada [20].

Os inseticidas carbamatos séo absorvidos pelo organismo pelas vias oral,
respiratéria e cutanea. A absorcdo por via oral ocorre nas intoxicagfes agudas
acidentais, nas tentativas de suicidio, sendo, portanto, a principal via implicada nos
casos atendidos nos servicos de emergéncia. A via dérmica, contudo, é a via mais

comum das intoxicacfes ocupacionais, seguida da via respiratoria [21].

1.1.2.2.

Organofosforados

Os pesticidas organofosforados sdo ésteres do acido fosférico e foram
primeiramente sintetizados em 1937, na Alemanha. Por apresentarem uma extrema
toxicidade (poderoso efeito sobre o sistema nervoso), foram utilizados durante a
Primeira Guerra Mundial para fins bélicos. Dentre os organofoforados mais
perigosos e com potencial de uso em guerras quimicas e em atentados terroristas
destacam-se o sarin, o somam e o tabun, que foram chamados de “gases dos

nervos”.

O primeiro inseticida organofosforado usado comercialmente foi o

tetraetilpirofosfato (TEPP) que era extremamente toxico a todas as formas de vida,



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812618/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 0812618/CA

33

porém facilmente hidrolisado quando em solucdo. Posteriormente, foram
sintetizados compostos mais estaveis com persisténcia moderada no ambiente,
originando o paration e, mais tarde, o paraoxon, 0 seu 6xon analogo. Embora tais
substancias apresentassem propriedades desejaveis como inseticidas, como baixa
volatilidade, estabilidade quimica a luz solar e na presenca de &gua, exibiam uma
marcante toxicidade em mamiferos. O nimero de envenenamentos Severos
atribuidos ao paration estimulou a pesquisa de analogos que fossem mais seletivos
em suas toxicidades para os organismos alvos. O macico emprego dos
organofosforados como inseticidas deu-se a partir da década de 1970, em
substituicdo aos organoclorados, que sdao altamente estaveis no ambiente e que
sofrem bioamplificacdo na cadeia alimentar. Opostamente, os organofosforados sao
rapidamente degradados no ambiente, considerando as condic¢des climaticas, da sua

formulagdo e do método como séo aplicados [22].

Apesar do mecanismo de acdo comum com o0s metilcarbamatos (atraves
da inibicdo da enzima acetilcolinesterase), os organofosforados variam quanto a sua
eficiéncia, atuando como inibidores diretos ou indiretos. Eles estdo subdivididos
em diversos grupos, segundo as diferengas em suas estruturas quimicas (figura 2).
Os fosforotioatos (metil paration, paration, fenitrotion e outros) e o0s
fosforoditioatos (malation, metil azinofdés), amplamente utilizados nas regifes
agricolas, sdo caracterizados pela presenca de enxofre nas moléculas, o que reduz
as suas propriedades anticolinesterasicas. Os ésteres fosforotionados, como o
paration, ndo sédo inibidores de colinesterases, por causa da nédo reatividade do

grupamento tionofosfato [23;24].
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Figura 2 - Formula estrutural de alguns organofosforados e carbamatos.

Contudo, o metabdlito do paration, o éster fosfato denominado paraoxon,

¢ um potente agente anticolinesterdsico [25]. Durante o metabolismo, o0s
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fosforotioatos podem sofrer ataque enzimatico simultdneo em diferentes pontos da
molécula. Uma das reacdes, a oxidacdo dessulfurativa de ésteres fosforotioatos,
resulta em produto com toxicidade mais elavada que a do seu precursor. Estas
reagdes de ativagdo, que ocorrem “in Vivo”, sdo feitas pelo sistema enzimatico
denominado oxidase de funcdo mista, presente na fragdo microssomal do tecido
hepatico de mamiferos [26]. No processo séo requeridos NADPH (dinucleotideo de
nicotinamida e adenina fosfato reduzida) ou NADH (dinucleotideo de nicotinamida
e adenina reduzida) e oxigénio, sendo necessaria também a participacdo do
citocromo P-450 como receptor de elétrons [27;28;29].

O metabolismo dos pesticidas organofosforados em tecidos extra-
hepaticos como cérebro, pulmdes, pele, testiculos e rins tem importancia no
mecanismo de toxicidade destes compostos. Certos pesticidas e seus 6xon-analogos
produzidos no figado sofrem processos de detoxificacdo nesses tecidos e no sangue,
0 que impede que grandes quantidades desses metabdlitos atinjam o cérebro [30].
Porém, embora a bioativacdo em sitios alvo possa contribuir pouco nestes casos, 0
mesmo nao ocorre nas situacdes de exposicdo continuada e em baixas doses.
Embora a bioativacdo em sitios alvo possa contribuir pouco nestes casos, 0 mesmo
n&o se pode afirmar em situagdes de exposicao continuada e em baixas doses, como
as que ocorrem nas intoxicaces ocupacionais. Nestes casos, o efeito de primeira
passagem para o cérebro, a partir do contato dermal, tem um papel significativo
[31].

A ativacdo de pesticidas fosforotioatos pelas fracbes microssomal e
mitocondrial de cérebro de rato foi demonstrada utilizando o metil paration como
modelo. Esse composto, que apresentou uma maior toxicidade no animal integro,
foi ativado pelo cérebro na sua maior extensdo, sugerindo que a capacidade do
cérebro em ativar oxidativamente este fosforotioato é parte critica na mediagéo de
sua toxicidade aguda em ratos [31].

A principal causa de morte em mamiferos expostos aos pesticidas
organofosforados é a insuficiéncia respiratoria. A seqiéncia de eventos que resulta
neste quadro esta associada a ativacdo hepatica destes compostos, ao transporte dos
metabdlitos ativos através do sistema circulatorio e a interferéncia nos mecanismos
de transmissdo do impulso nervoso ao nivel das sinapses colinérgicas. Apesar do
figado funcionarcomo principal 6rgdo de desintoxicacdo,deve-se considerar que

uma percentagem relativamente alta de metabdlitos toxicos ainda sdo liberados na
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circulacdo, atacando seus alvos bioldgicos. Estudos indicam que uma parte do
agrotdxico absorvido é liberado em sua forma inativa,sendo ativado no proprio

tecido cerebral, o que o torna potencialmente mais toxico [32].

1.1.3.
Farmacos residuais

A ocorréncia de farmacos no ambiente tém causado crescente preocupacdo
[33;34;35;36;37;38;39]. O destino e os efeitos de produtos farmacéuticos sé
recentemente se tornou uma questdo de interesse ambiental, especialmente porque
técnicas analiticas mais poderosas tém permitido a sua deteccdo e quantificacdo em
nivel traco em amostras ambientais [40;41]. Os estudos demonstram que varias
dessas substancias parecem ser persistentes no ambientee ndao sdo completamente
removidas nas estacfes de tratamento de esgoto (ETES) [42;43;44]. Farmacos de
uso humano e animal foram detectados em ETEs, no préprio lodo de esgoto, em
aguas superficiais como rios, lagos, estuarios,areas costeiras e até na dgua destinada
ao consumo humano [41,45;46;47].

Os ingredientes farmacéuticos, incluindo seus metabolitos e conjugados, sao
excretados principalmente na urina ou fezes. Assim, eles entram em sistemas de
tratamento de esgoto onde podem ser degradados, adsorvidos para lamas de
depuracdo,ou eventualmente diluido nas aguas de superficie. Os produtos
farmacéuticos de uso vererinario também sdo uma via importante de contaminacao
ja que estas substancias estdo presentes nas fezes e naurina eliminadas diretamente
sobre 0 solo e os corpos dagua.Além do fluxo de escoamento superficial e lixiviacdo
transportarem essas substancias até aguas superficiais e subterraneas, a atividade de
aquicultura também contribui significativamente para sua entrada nos ambientes
aquaticos. Por isso, muitos ingredientes farmacéuticos ativos para uso humano e
animal sdo encontrados em amostras de aguas superficiais, aguas subterraneas e até
em reservatorios de agua potavel [45].

Embora ndo sejam novidades como contaminantes, as informacdes relativas
a concentracdo e destino ambiental de farmacos e metabdlitos foram relatados
apenas nos ultimos anos [48;49]. Alguns estudos tém demonstrado os efeitos

sinérgicos desses compostos [50] presentes em &guas de superficie em
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concentragdes trago [51]. Alguns medicamentos causam efeitos adversos em
concentragOes ainda menores como o etinilestradiol, a ivermectina e levonorgestrel
[52-54]. Essas concentracbes sdo geralmente consideradas muito baixas para
representar um risco grave para os seres humanos. No entanto, ainda é desconhecido
se outros organismos ndo-alvo, como 0s organismos aquaticos, sao sensiveis a esses
residuos ou a suas misturas [50].

Além disso,muitas espécies aquaticas (especialmentepeixes e anfibios)
possuem moléculas-alvo para as drogas semelhantes aos do organismo humano e
de outros mamiferos [55;56]. Por isso, as interacdes farmacoldgicas em espécies
ndo-alvo podem ocorrer com efeitos potencialmente adversos.Um exemplo
relevante desse evento sdo os efeitos do 17a-etinilestradiol, o estrogénio sintético
presente em muitos anticoncepcionais, sobre a diferenciacdo sexual e a fertilidade
dos peixes que vivem a jusante de usinas de tratamento de esgoto [57;58].

Portanto, apesar do conhecimento da presenca de produtos farmacéuticos,
pouco ainda é conhecido sobre seu comportamento, em termos de destino e 0s
efeitos, apos a sua entrada no ambiente. A necessidade de desenvolver estratégias,
incluindo testes baseados em seu modo de acdo em mamiferos a partir de dados
farmacocinéticos e farmacodinamicos, foi reconhecida pela industria, autoridades
governamentais e academia [59-61] . J& existe um conhecimento dos impactos das
drogas através dos testes padronizados de seguranca [62]. Portanto, uma opcéao seria
a utilizacdo desses dados disponiveis para mamiferos em uma avaliacdoda
probabilidade dessas drogas causarem efeitos farmacoldgicos em outras espécies
[54].

Avaliacdes de risco ecologico dos produtos farmacéuticos foram
formuladas pela FDA e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA), como
parte do processo de aprovagdo para o uso de novas drogas [63;64]. O documento
para discussdao divulgado pela EMEA recomendou a avaliagdo do potencial de
interacdo dos farmacos com sedimentos durante o processo de avaliacdo de risco
[60] j& que a interacdo com sedimentos pode modificar a toxicidade potencial aos
organismos Vvivos nos ecossistemas aquaticos [65;66]. No entanto, a ecotoxicidade
de uma série de drogas de uso farmacéutico e de higiene pessoal, que foram
introduzidos no mercado antes destas diretrizes, é ainda pouco conhecida [67].

O crescente numero de estudos de monitoramento dessas substancias tem

exigido o emprego de métodos eficientes. Por essa razdo, um grande esforco esta
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direcionadoao desenvolvimento de métodos rapidos e, a0 mesmo tempo, confiaveis
capazes de analisar simultaneamente VArios compostos pertencentes a grupos
terapéuticos diferentes. Uma das opcdes, cada vez mais usada em analise ambiental,
é a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (sigla em inglés: UPLC) que emprega
colunas que permitem a eluigdo dos componentes da amostra em menor tempo e
com maior resolucdo cromatografica. Esta técnica vem sendo aplicada para a
determinacéo de produtos farmacéuticos usando UPLC-MS/MS (triplo quadrupolo
) [68;69;70;71]. Diversas otimizagdes vem sendo feitas para aumentar o numero de
compostos monitorados e sua aplicacdo em diferentes matrizes (aguas subterraneas,
aguas superficiais e aguas residuais) [50].

A pesquisa farmacéutica (industrial e académica) tém buscado intensamente
a descoberta e sintese de novos compostos que possam ser usados como drogas no
combate a inimeras doencas. Como exemplo, pode-se citar as diversas formas de
cancer e doencas degenerativas como as reumaticas, 6sseas e neuroldgicas, como
Parkinson e Alzheimer. Em todos esses casos, se observa o uso macico dos anti-
inflamatdrios e de drogas de acdo em neurotransmissores(parte da classe dos
neuroterapicos). A freqliiéncia cada vez maior dessas doencas faz aumentar,
proporcionalmente, a fabricagcdo e consumo dessas drogas e consequentemente seu
aporte ambiental [72;73] . Por isso, as drogas colinérgicas e colinerterasicas
apresenta um alvo importante da pesquisa ambiental relacionado a sua entrada no

ambiente e suas interacGes fisico-quimicas e bioldgicas.

1.1.3.1.

Farmacos colinérgicos e anticolinesterasicos

Os farmacos colinérgicos exercem sua acdo sobre o sistema autdbnomo
(efeitos parassimpatomiméticos), sobre o0s ganglios autdbnomos, juncdes
neuromusculares e celulas efetoras. Os efeitos apresentam amplo espectro de
acdo, dependendo do tipo de neuroreceptor colinérgico envolvido: muscarinico ou

nicotinico.
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Os agentes colinérgicos muscarinicos manifestam pequena especificidade
pelos diferentes subtipos desses receptores. Eles séo classificados em dois grandes
grupos: i) os de acdo direta sobre o neuroreceptor, como ocorre com
oneurotransmissoracetilcolina ou seus antagonistas e ii) os de acdo indireta que
garantem a integridadedo neurotransmissor(acetilcolina) da hidrolise pelas enzimas
colinesterases.Os antagonistas muscarinicos bloqueiam os Varios subtipos de
receptores (muscarinicos) através do mecanismo de antagonismo competitivo
reversivel. Dessa forma, seus efeitos podem ser revertidos aumentando-se a
concentracdo de acetilcolina (neurotransmissor) no meio através do uso de
anticolinesterasicos.

Os farmacos chamados anticolinesterasicos inibem as enzimas da familia
das colinesterases responsaveis pela hidrolise da acetilcolina, prolongando tanto
suas agOes muscarinicas quanto nicotinicas. Por esta razdo, sdo denominados
agentes colinérgicos de acdo indireta. Os diferentes compostos dessa classe,
independente de seu modo de acao, agem diretamente no sistema de neurogquimicos.
Isto acontece por interagdes provocadas nas agdes dos neurotransmissores ou
receptores nas regides do tecido nervoso através de diferentes interacBes com
proteinas, sejam elas com fungdes cataliticas (enzimas) ou estruturais

(neuroreceptores de membrana) como representado no esquema da figura 3.
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Figura 3 — Representacdo esquematica dos mecanismos de acdo dos
farmacos colinérgicos e colinesterasicos sobre os receptores de membrana e

sobre a enzima acetilcolinesterase.

Os anticolinesterasicos atuam sobre as sinapses colinérgicas, a juncao
neuromuscular e o sistema nervoso central (SNC). Seus efeitos toxicos incluem
bradicardia, hipotensdo, secrecfes excessivas, broncoconstri¢do, hipermotilidade
gastrintestinal e reducdo da pressdo intra-ocular. A acdo no SNC determina
excitagdo inicial que pode resultar em convulsdes, seguidas de depresséo,
podendo causar perda de consciéncia e insuficiéncia respiratoria [74].

As principais indicacOes terapéuticas dos agentes anticolinesterasicos sdo
relativas ao aparelho visual, intestino e juncdo neuromuscular. Os inibidores das
colinesterasessao indicados no tratamento de glaucoma e para induzir o aumento da
motilidade dos tratos intestinal e urinario ap6s procedimentos cirurgicos [75]. Estes
neuroterapicos também sdo empregados no tratamento dos sintomas iniciais da
doenca de Alzheimer, um estado de deméncia progressiva caracterizada por uma
diminuicdo da transmissdo colinérgica no SNC.

Entre os inibidores da acetilcolinesterase podemos destacar a galantamina,
muito usado no tratamento da Doenca de Alzheimer e a atropina, muito utilizada

como antidoto de intoxicacGes por pesticidas.

)] Galantamina

A Doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa muito frequente
que leva a deméncia, ao declinio progressivo da funcdo cognitiva, e a perda
progressiva da memoria [76]. Esta doenca esta associada a insuficiéncia colinérgica
e por isso, um dos seus tratamentos é baseado no uso dos agonistas colinérgicos e
dos inibidores da acetilcolinesterase (AChE). A Galantamina (GAL) representada
na Figura 3, um alcal6ide presente na familia Amaryllidaceae e comercializado
como Reminyl® (Janssen), faz parte da terceira geracdo de medicamentos para
tratar a doenca. E a Unica droga que ativa a transmissdo colinérgica, aumentando a
concentragdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) pela inibicdo da enzima

acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e,a0 mesmo tempo, faz a regulacdo de
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agonistas dos receptores nicotinicos [77;78]. Esta droga, que possui este mecanismo
duplo de acdo, tem mostrado maior eficacia no combate aos sintomas da doenca
[79;80;81]. Por isso tem sido relatados muitos estudos sobre sua farmacocinética, a
relacdo entre dose e efeito, a eficacia do tratamento, tolerabilidade e efeitos
sinérgicos com outras drogas [82; 83].

Vériasvias metabolicase de excrecdorenalestdo envolvidos na eliminacdoda
galantamina sendo metabolizadapelaenzimas hepéaticas do citocromo P450,
glucoronidadoeexcretado naurina.Ndo foi observado uma via metabdlica
predominante sendo seus metabdlitosformadosdiretamenteporglucuronidacéo, O-
desmetilacdo, N-oxidagédo, epimerizacdo, N-desmetilacdo e conjugacdode sulfato
[84]. Este mesmo estudo demonstra a presenca degalantaminaedois metabolitosno
plasma, o glicuronideo de O-desmetil-galantamina e o glucuronideo de
galantamina.

Por causa do aumento da populagédo afetada pelo Mal de Alzheimer e da
toxicidade potencial (humana e ambiental) da GAL, a quantificacdo de seus
residuos e metabdlitos, em fluidos biologicos ou amostras ambientais, tornou-se
importante. Casos desse tipo de exposi¢cdo humana (a agentes nervosos) tem sido
relatada por estudos que indicam uma associacdo entre a exposicdo destes
xenobioticos e a saude humana, incluindo distdrbios no sistema nervoso central
[83].

%
CHa,

Figura 4 — Férmula estrutural da galantamina.

i) Atropina
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A atropina é uma mistura racémica da d-hiosciamina e I-hiosciamina, sendo
um antagonista competitivo dos receptores muscarinicos, também chamado de
farmaco parassimpatolitico, pois é capaz de bloquear seletivamente os efeitos da
atividade nervosa parassimpatica. Sua estrutura consiste de um grupo éster do acido
trépico (tropinol) e um grupo basico. Sua estrutura é parecida com a da acetilcolina,
porém possui um grupo aromatico no lugar do grupo acetil [85] (Figura 4). A
atropina € um alcaldide amonio terciario, suficientemente lipossoltuvel sendo
rapidamente absorvido pelo intestino e pelo saco conjuntival e, principalmente, nas

barreiras hematocefalicas.

MeN
OH

Figura 5- Formula da atropina.

Em sementes, folhas, flores e caule de plantas da familia Solanaceae(familia
das Solanéceas) sdo encontrados ambos enantiémeros, o ativo I-hiosciamina e a d-
hiosciamina [85], principalmente na espécie Atropa belladona. Os componentes da
mistura racémica de hiosciamina podem ser isoladas de plantas da familia das
solanéceas (ex: Atropa belladonna e Hyoscyamus niger). Um grande namero de
vias de sintese [86] foram descritas para a atropina, porém para fins farmacéuticos
sua origem é sempre natural. Por isso, pode ser acompanhada de substancias
estruturalmente relacionadas que ocorrem nas plantas, como a norhiosciamina e
seus  isdmeros,  6-hidroxihiosciamina,  7-hidroxihioscamina,  hioscina
(escopolamina) e littorina [87]. Durante o armazenamento, podem ocorrer reagdes
de degradacdo produzindo a apoatropina como seu principal produto de degradacéo
[88].

O enantidmero I-hiosciamina tem ocorréncia natural predominante [89] e € a
forma farmacologicamente ativa enquanto que a d-hiosciamina praticamente nédo

tem atividade antimuscarinica [75]. Alguns dos farmacos disponiveis
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comercialmente contém atropina como racemato, enquanto outros contém apenas o
(S)-enantibmero, correspondente a I-hioscimana, referida também como
hiosciamina.

A atropina é usada frequentemente como pré-medicacdo em procedimentos
anestésicos, antiespasmadicos, reversor de braquicardia e antidoto contra pesticidas
organofosforados [90]. O sulfato de atropina tem sido amplamente utilizado para
induzir a dilatacdo da pupila e em alguns casos para reduzir a progressao da miopia,
em operacdes oftdlmicas, como espasmddico e como antidoto para o
envenenamento por Opio, eserina e muscarina [91]. Da mesma forma, uma
inadequada administracdo desta substancia pode estimular o sistema nervoso
central e interromper a funcao renal humana levando a reacdo toxica [92]. Portanto,
€ necessario estabelecer métodos sensiveis e eficazes para a quantificacdo de sulfato
de atropina no campo da medicina.

O mecanismo toxico mais importante da atropina é a inibigdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), resultando em crise colinérgica. Embora sua eficacia
no tratamento dos envenenamemtos por organofosforados seja discutida,
[93;94;95;96] a atropina é considerada como uma estratégia terapéutica importante.
Entretanto, as recomendacOes sobrea sua dosagem variam consideravelmente
[97;98;99]. Por isso, embora a importancia da atropina no tratamento do
envenenamento por organofosforados seja reconhecida,a sua administracdo é uma
questdo ainda em debate [100].

A farmacocinética da atropina é rapida e com completa absor¢édo pelo trato
gastrintestinal e também nas membranas mucosas, olhos e pele. Ela atravessa a
barreira hematoencefalica e a placenta e podem ser detectada no leite materno. E
metabolizada parcialmente no figado e cerca de 50% € excretada na urina na forma

inalterada. O tempo de meia-vida é de cerca de 4 horas [101].

1.2.
METODOS ANALITICOS
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1.2.1.

Metomil

Varios métodos multi-residuo para a determinacéo demetil-carbamatos foram
desenvolvidos. Normalmente esses métodos sdo precedidos de etapassimplificadas
deextracdo do analito da amostra e limpeza de matriz quevariam da extracao
liquido-liquido a micro-extracdes em fase solida. Em especial, a estratégia
denominada QUEChERS (do inglés: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rigged, and
Safe) tem sido aplicadas [102] consistindo de uma etapa de extracdo inicial em
acetonitrila, etapa de particdo apds a adicdo de sal e uma etapa de limpeza utilizando
extracdo em fase solida dispersiva.. Este método (QUEChERS) foi aplicado em
analises multiresiduais de agrotoxicos(organofosforados e carbamatos) em frutas e
vegetais [103]e hortalicas [104]. As recuperacgdes obtidas ficaram em torno de 95%
para as duas classes de pesticidas.

A ocorréncia de inimeros casos de envenenamento faz parte da historia de
uso dos carbamatos, tendo impulsionado métodos de determinacdo simultanea de
diferentes classes de herbicidas e inseticidas em amostras bioldgicas como sangue,
plasma, urina e tecidos usando a cromatografia a gas acopladacom deteccdo por
espectrometria de massa (GC-MS e GC-MS/MS) e cromatografia a liquido de alta
eficiéncia acoplada com deteccdo por espectrometria de massa (HPLC-MS e
HPLC-MS/MS).Em amostras de urina esses métodos tém permitido o alcance de
limites de quantificacdo para o metomil na faixa de 0,011 a 3,5ugL 2 [105].

A separacdo por eletroforese capilar de quatro carbamatos em amostras de
agua permitiram limites de deteccdo entre 3 e 6 x 10 mol L™ usando detecgio
amperométrica [106].

Métodos fotométricos [107], voltamétricos [108] e fluorimétricos [109]
foram desenvolvidos para determinacéo total de metilcarbamatos e requerem etapas
prévias de separagcdo. Alternativamente esses métodos utilizam modelos de
calibracdo multivariada [110]. A determinacdo simultdnea dos pesticidas
carbamatos:propoxur, isoprocarb, carbaril e carbofuran foi feita com a aplicacéo de
modelos de calibragdo multivariada para facilitar a resolu¢do dos voltamogramas
e resultou em curvas de calibragio na faixa de 1 a 3 pg L™ [110].Um método

fotométrico aplicado a amostras de agua e frutas permitiuquantificacbesnafaixa de
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concentragéo de 0,5a 10,0 pgmL™ com limite de detecgdo de 0,4 gmL* para ometil-
carbamato carbofuran [111]. Pelo fato dos carbamatos apresentarem precaria ou
nenhuma fluorescénciao desenvolvimento de métodos analiticos fluorimétricos
exigiu o uso de meios organizadoscomo ciclodextrina e a quitosana para permitir a
amplificagdo e medigéo de fluorescéncia, alcangando limite de detec¢do da ordem
de 0,1 a 1 pg mL(em amostras de fruta e agua) [112].

Amostras complexas analisadas por HPLC com deteccéo fotométrica em um
detector de aranjo de diodos (DAD) apresentaram co-eluicdo de analitos,
deformagdo dos cromatogramas na dimensdo temporale interferéncias. Esses
problemas exigiram a aplicacdo de modelos multivariados permitindo
prever,satisfatoriamente,as  concentracbesde onze pesticidas carbamatos,
incluindoometomil. Os limites de deteccao para todos os analitos foram da ordemde
5 ng mLlcom etapa de pré-concentracio em fase solida [113]. A calibragio
multivariada também permitiu a deteccdo por HPLC-DAD de concentracdes de
metomil em agua de rio e agua da estacdo de tratamento de esgoto em torno de 1ug
L (estudos com amostra fortificada) [114].

Inimeros trabalhos visando a determinacdo especifica da classede pesticidas
organosfosforados e metilcarbamatos utilizam biosensores baseados nas ChEs
[115]. Ele se baseia no fato de que a atividade das enzimas da classe das
colinesterases (ChE) sdo inibidas por estes pesticidas e seu grau de inibicéo
édependente da concentracdo do pesticida presente no meio. Estes métodos
baseados na cinética enzimatica foram adaptados a deteccéo fotdmétrica [116;117]
e eletroquimica [118;119]. Muitos dos instrumentos usados foram planejados para
atender a estudos de campo com andlises rapidas, de facil operacdo e com
sensibilidade adequada aos niveis dos analitos encontrados. Parte desses
instumentos € baseada nas técnicas de analise com injecdo em fluxo, desenvolvidas
para melhorar a frequéncia analitica e para minimizar a influéncia do operador
durante a andlise. Essessistemas mais simples, denominados de FIA (do inglés
“Flow Injection Analysis”) consistem de um reator contendo uma enzima
imobilizada combinada a um sistema de deteccdo [120;121]. Porém, seu
desempenho é dependente dos suportes utilizados para a imobilizagdo do
biocomponente/componente enzimético [122]. Colunas para retengdo e posterior
eluicdo dos analitos de interesse podem ser acoplados, aumentando a seletividade

das determinacdes. Recentemente, varias publicacdes tém mostrado esses sistemas
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para analise em micro-escala [123;124]. Esse tipo de automacdo e
miniaturizacdooferece novas possibilidades em termos de custo-beneficio e rapidez
na obtencéo de resultados. Abordagens mais sofisticadas de analise com injecdo em
fluxo, como o SIA (do inglés “Sequential Injection Analysis™), também podem ser
empregadas.

O uso de dispositivos micro-fluidicos comon sistemas analiticos também tem
atraido atencdo crescentenos ultimos anos devido a sua reducdo significativa de
consumo de reagentee de baixocustos operacionais, bem como capacidade de
producdo elevada. Esses dispositivos sdo capazes de controlar e manipular fluxos
de fluido com escalas inferiores a um milimetro. Recentemente, monolitos a base
de silica, juntamente com dispositivos micro-fluidicos, tém sido usados comouma
alternativa atraente para colunas empacotadas para a analise de substancias de
diversas naturezas [125]. Por exemplo, foi desenvolvido um sistema composto por
uma base de silica com um sistema micro-fluidico integrando uma enzima
imobilizada e um detector eletroquimico baseado na inibicdo enzimatica para
determinar pesticidas (eserina, malaoxona e metomil) [126]. Outro dispositivo
baseado na co-imobilizagdo das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e da colina
oxidase (CHO) forneceu uma abordagem mais seletiva para carbamatos por utilizar
duas enzimas [127;128] com reducao significativa no consumo de enzima, volume
de amostra e tempo de analise [129;130]. A ligacdo da enzima AChE com o inibidor
dentro do ambiente do micro-reator gerou um aumento na constante de inibigéo (Ki)
permitindo o alcance do limite de detecciode 0,5;0,2 e1.0 umol L7 para
malaoxona,eserina e metomil [122].

Um sensor Optico portatil para substancias anticolinesterasicas (AntiChEs)
foi construido pela imobilizacdo da AChE (obtida do 6rgéo elétrico de enguias) em
fibras de quartzo marcadas com isotiocianato de fluoresceina. A atividade
enzimatica foi monitorada por meio da variacdo da fluorescéncia do marcador, que
édependente do pH que se modifica na superficie da fibra, em fungdo dos protons
produzidos durante a hidrélise do substrato na catalise enzimatica. As
concentracdes detectadas pelo biosensor para os inseticidas carbamatos
bendiocarbe e metomil e o organofosforado paraoxon sdo da ordem de umol L e
nmol L"[131]. Outra sonda fluorescente dependente do pH foi usada para detectar
a inibicdo da AChE em um sistema de injecdo em fluxo para a determinagédo de

pesticidas organofosforados e carbamatos. Os limites de deteccdo de 3,5, 50, 12 e
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25 ug L para o carbofuran, carbaril, paraoxon e diclorvos [132], foram obtidos
respectivamente.

Diversos outros biosensores eletroquimicos foram desenvolvidos com
diferentes estratégias de modificacdes de eletrodos associada a imobilizacdes das
colinesterases. Um biossensor amperomeétrico para a determinacdo de carbamatos
em amostras de agua, frutas e vegetais foi impresso sobre um suporte cerdmico a
base de prata. O eletrodo de trabalho foi modificado por uma camada de pasta de
carbono misturados com ftalocianina de cobalto (II) e acetilcelulose. Tal
modificacdodo eletrodo j& havia mostrado eficiénciapara detectarteores de
pesticidas em frutas e vegetais matrizes,como &gua do mar, agua potavel, soloe
sedimentos [133]. Utilizando-se um pequeno volume de amostra e de enzima.
(ChE) a qual foi imobilizada sobre esta camada detectou-se concentracbes de
carbmatos da ordem de pugL™! em frutas e vegetais [134]. Modelos portateis com
imobilizacGes da AChE por eletropolimerizacdo [135] ou utilizando fotopolimeros
como o alcool polivinilico [136] sobre a superficie de eletrodos impressos e
serigrafados foram usados em andlises de amostras de alimentos. Estes permitiram
o alcance de limites de deteccdo (metomil) menor que 10ug L~ *[135].

Novos biosensores para metomil estdo baseados no principio de inibicdo da
enzima lacase (LAC) em amostras de alimentos. Esta enzima é uma oxidorredutase
de cobre, conhecida como calatisador "verde" por utilizar O, como oxidante e
produzir H.O como subproduto na catélise oxidativa de polifendis substituidos,
aminas aromaticas, benzenotiois e uma série de outros compostos [153]. A LAC é
obtida do fungo Aspergillus oryzae cuja catalise é dependente da concentracdo do
inibidor (metomil). Pode-se destacar uma forma de imobilizacdo em fase liquida
ibnica a base de nanoparticulas de platina em suporte de montmorilonita [137]. A
determinacdo de metomil em amostras de cenoura e tomate utilizando este
biossensor mostrou resultados consistentes com os obtidos por cromatografia
liquida, verificando que o método desenvolvido pode ser utilizado para a
quantificacdo deste pesticida com limites de quantificacdo de7,8x 10" mol L1[137].
O desenvolvimento de um biossensor sol-gel com eletrodos a base de carbono
ceramico baseado na imobilizacéo da lacase de Aspergillusoryzae foi aplicado com
sucesso na determinagdo de metomil em amostras deextratos vegetais.O método

alcangcou um limite de detecgdo de 0,2 mmol L. A técnica sol-gel produz uma rede
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tridimensional que possui excelentes propriedades para imobilizagcdo de enzimas,

uma vez que sua atividade bioldgica nativa é mantida [138;139].

1.2.2.

Galantamina

As determinacdes de galantamina (GAL) em amostras bioldgicas sdo
baseadas em métodos de cromatografia liquida e eletroforese capilar acopladas a
deteccdo por fotometria de absorcdo, de fluorescéncia e por espectrometria de
massa. Em estudos de estabilidade do medicamento Reminyl® foram usados em
dois métodos: cromatografia liquida em fase reversa com detec¢do por fotometria
de absorcdo (HPLC-UV) e eletroforese capilar com espectrometria de massa em
deteccdo tandem (CE-MS/MS). A GAL apresentou estabilidade em meio alcalino
e em temperaturas elevadas (80 °C). Todos os produtos de degradacdo testados
mostraram fraca atividades inibitoria sobre a enzima AChE [151]. Na separacdo de
misturas racémicas da GAL por eletroforese capilar, usando p-ciclodextrina como
seletores quirais, o limite de quantificacdo de 2 pg foi obtido usando fotometria de
absorcdo [152]. Em estudos de farmacocinética, a quantificacdo dos metabélitos da
GAL foi feita por HPLC-UV, HPLC-F e HPLC-MS/MS em amostras de plasma,
urina, fezes e tecidos em valores da ordem do pmol L' [153;154;155]. A
determinacdo da GAL em amostras ambientais usou o HPLC-Fluorimetria em
amostras de agua do rio. A fraca fluorescéncia da GAL é significativamente
melhorada emmeio micelar, formado por SDS, chegando a um limite de
quantificacdo de 24 nm mL™ [156].

Biossensores dpticos [157], eletroquimicos [158], e fluorescentes [159] que
respondem em funcdo da atividade catalitica da enzima AChE foram desenvolvidos
para estudos com a GAL, neostigmina e Donepezil para estudos de sensibilidade e
quantificacdo de drogas em amostras clinicas. A imobilizagdo da AChE no vidro
porosoe 0 uso de um sistema de injecdo em fluxo e detecgdo espectrofotométrica
permitiu limites de deteccdo de 5 x 107 mol L de GAL (respondendo por 10% de
inibicdo de AChE) [160]. Um ensaio para medigdes de cinética e identificagéo de
inibidores da AChE foi realizado pela aplicacdo deespectrometria de massa

acoplado ao MALDI (do inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization ). A
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andlise quantitativa dos niveis de colina usando a relacdo de colina/acetilcolina foi
realizada e a concentracdo média inibitoria (ICso) da GAL sobre a AChE foi de 2,39
mol L [161]

1.2.3.
Atropina

Métodos baseados na  quimiluminescéncia [162] e na
eletroquimioluminescéncia [163] foram desenvolvidos para a determinacdo de
atropina, em geral em sistemas FIA. No entanto, estes métodos possuem baixa
seletividade quando ndo combinados a métodos de separacdo.Ja a CE, apesar de
eficiente na separacao, normalmente depende da deteccdo fotométrica por absorcao,
resultando em limites de detecgdo de 50 ng mL™.[164].

Devido a suas exclusivas propriedades cataliticas e excelente condutividade
elétrica e estabilidade quimica [165], as nanofibras de carbono tém sido
amplamente utilizadas em biossensores [166]. Um método voltamétrico que utiliza
eletrodos de nanotubos de carbono modificado com dodecil benzeno sulfonato de
sodio foi usado para a determinacdode atropina em sementese folhas de Datura
stramonium, em alimentos para animais e em amostras bioldgicas (soro e urina)
com um limite de detecgdo de 0,5 ngmL™ e faixa de trabalho a partir de 4 ng mL™*
[167]. Outro sensor, um eletroquimioluminescente, foi baseado em filmes
compdsitos de nanofibrasde carbono.As nanofibras, preparadas por eletrofiacdo,
foram usadas para imobilizar o complexo polipiridilRu(bpy)s** em filmes de
Nafion® (polimero de troca idnica perfluorosulfonado) sobre a superficie de um
eletrodo de pasta de carbono. A adi¢do das nanofibras no filme compdsito aumentou
a corrente e a sensibilidade do sensor que mede a fluorescéncia do complexo de
ruténio em funcdo do potencial aplicado. A magnitude da fluorescéncia é afetada
pela presenca de atropina, permitindo o alcance do limite de detecgdo de 1 x 10~/
mol L para atropina em amostras de urina [168].

Diferentes métodos baseados em HPLC [169;170], na cromatografia em
camada fina (TLC) [171] e no GC [172] tém sido descritos para a determinagédo de
atropina. A técnica de HPLC-MS/MS tem se mostrado uma poderosa ferramenta
analitica para a identificagdo de metabdlitos da atropina em matrizes biol6gicas em

fezes, urina e plasma de ratos [173;174]. Onze metabodlitos (nortropine, tropina,
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noratropine, hydroxyatropine, hydroxyatropine N-0xido, conjugados glicuronideo
e sulfato conjugados de noratropina, hidroxiatropina, e a droga parental) foram
encontrados na urina de ratos. Os resultados mostraram que a principal via
metabolica de atropina em ratos foi a hidrolise (tropina), N-desmetilacédo
(noratropina e nortropina), hidroxilagéo (hidroxiatropina, hidroxiatropina N-6xido)
e formacdo de sulfatos e conjugados de glicuronideo de noratropina,
hidroxiatropina, e do farmaco original [175].

Para a determinacdo da atropina em matrizes biolégicas em estudos
farmacocinéticos, além das técnicas classicas baseadas em HPLC-UV [176], a
espectrometria de massa [177] e GC-MS [178], técnicas de imunoensaio [179] e o uso
de radioreceptores [180] também tem sido empregadas. A concentracdo serica de
atropina foi determinada tanto por ensaio utilizando radiorreceptores(RRA) quanto por
radioimunoensaio (RIA). O método RIA mostrou aplicagdo em estudos clinicos sobre
a cinéticada atropina, porém a técnica de RRA determinou a atividade antimuscarinica
total, ndo sendo seletivo para a agao da atropina. Pequenos volumes de amostra (25 uLL
de soro sanguineo) contendo em torno de 1,25ng mL*(ou 4,33nmol L), pode ser
analisada por estes tipos de imunoensaios. As técnicas de GC-MS e HPLC-MS sdo as
mais empregadas com faixa de trabalho entre 20-500 pg mL™. O estudo dos teores de
hiosciamina e escopolamina na espécie Datura stramonium foram analisados
utilizando métodos em CG-MS obtendo niveis de atropina (hiosciamina) de até 0,001
ng mg? [181;182].

A dosagem de atropina em urina é feita para fins de investigacdo sobre o
uso abusivo dessas substancias, no monitoramentode pacientes em programas de
tratamento e trabalhos de toxicologia forense [183]. A estratégia analitica comum
envolveuma etapainicial de triagem com imunoquimicos seguido por andlise
confirmatdria utilizando GC-MS e HPLC-MS/MS. Por exemplo, um método
forense compreendendo extracdo em fase sélida e anélise por HPLC-MS/MS foi
desenvolvido para a detecgéo e confirmacéo de atropina e escopolamina, principais
alcaloides toxicos de Datura stramonium e Datura fero. Este método baseado no
uso do HPLC-MS usando ionizacdo por electrospray foi usado para analisar
amostras de visceras humanas. A atropina e escopolamina foram detetados no
contetido estomacal que continha sementes de Datura com limites de deteccdo del0

pg mL* para atropina [184].
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1.3.
FLUORESCENCIA DE PROTEINAS

A fluorescéncia intrinseca das proteinas esta relacionada a presenca de
grupos aromaticos em trés aminoacidos triptofano (Trip), tirosina (Tir) e
fenilalanina (Fen) (Figura XX) [185]. A fluorescéncia de cada umdeles pode ser
discriminada pelos diferentes pares de comprimentos de onda (280/350 nm para o
W, 274/303 nm para a Y e 257/282 nm para a F em solucdo aquosa em pH
fisioldgico).O grupo indol do residuo de trip é a fonte dominante de absorbancia no
ultravioleta e de emissao de fluorescéncia na estrutura das moléculas protéicas. Na
pratica, a fluorescéncia do Trip € a mais comumente estudada, visto que a Fen tem
um rendimento quéntico fluorescente (¢r) muito baixo e a fluorescéncia da Tir é
freqlientemente muito baixa devido a sua supressdo quando ionizada ou proxima de
outras espécies que contenham grupos amino, carboxil ou mesmo préximo ao Trip
(fendmeno de transferéncia de energia) [185]. Em outras situacGes, noentanto,
elapode ser detectada com excitacdo em 280 nm.

A emissao fluorescente maxima das moléculas protéicas reflete a exposicédo
média de seus residuos de triptofano na fase aquosa. O tempo de vida de
fluorescéncia do Trip estd em torno de 1 a 6 nse depende da presenca
demdltiplosresiduos deste aminoacido (cada um em um ambiente diferente). As
mudancas espectrais da emissdo de proteinas tém sido observada como resultado
de varios fendbmenos, incluindo a complexacdo de ligantes, a associacao proteina-
proteina e sua desnaturacdo. A emissdo do Trip é altamente sensivel
aoambientelocale é muitas vezes usada como um grupo indicador de
mudancasconformacionais dessas macromoléculas [185].

As investigacOes espectroscopicas levam em consideracdo o ambiente em
torno de residuos de Trip, o que pode fornecer informacdes importantes sobre a
estrutura das proteinas. O padrdo na distribuicdo de diversos residuose a presenca
de outras espécies quimicas em torno do residuo de Trip sdo Uteis na compreensao
da estabilidade das proteinas, da capacidade de reconhecimento moleculare da
natureza de suas ligagcdes [186]. Apesar de relativamente poucos, 0s residuos de

Trip, com sua grande superficie hidrofébica, tem um papel fundamental na estrutura
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tercidria e quaternaria [187;188] e nos sitios de ligacdo de muitas proteinas. A
presenca de Trip no sitio de ligacdo é observada em moléculas como a enzima
acetilcolinesterase [189], estreptavidina [190], de miosina [191], tendo uma maior
propensdo de ocorrer na face extracelular das membranas protéicas [192] sendo
também encontrado perto da interface lipidio-agua do canal i6nico formado pela
gramicidina [193;194].

A aplicacdo mais freqliente que envolve a medicdo das variacOes de
fluorescéncia (baseados na diferenca no sinal fluorescente para os diferentes
estados da proteina) estdo relacionadas com estudos de transi¢des conformacionais
de proteinas, incluindo as causadas por ligacbes com ligantes e processos de
interacdo proteina-proteina [187;189;190]. Esse tipo de aplicacdo gera informacgoes
cinéticas e termodindmicas.

Uma abordagem muito utilizada s&o os estudos de supressao de fluorescéncia.
Este fendmeno envolve qualquer processo que diminua a intensidade de
fluorescéncia de uma amostra e que podem advir de uma variedade de interagdes
com espécies quimicas no ambienteque resultam em supressao dinamica (colisdo),
rearranjos moleculares, supressdo estatica com formacdo de complexos e

transferéncia de energia.

1.3.1.
Aplicacdes da fluorescéncia no estudo de proteinas

As aplicacbes que envolvem a medicdo de fluorescéncia tém crescido em
importancia e as vantagens dos métodos desenvolvidos sdo significativas, tornando-
se muito utilizados em estudos bioquimicos e de biologia molecular. A
fluorescéncia é muito sensivel ao meio onde o(s) fluoroforo(s) se encontra(m), o
que é util para obtengdo de informagfes sobre os efeitos nas estruturas das
moléculas, como mudangas na dindmica de rotagdo, sobre a exposicéo decadeias de
aminoacidosasubstancias supressoras de fluorescéncia e sobre as distancias
intramoleculares. Nesse contexto, a medicdo da fluorescéncia pode ser feitas em
funcdo do tempo de decaimento de fluorescéncia, da concentracdo de agentes

supressores para obter informacbes sobre acessibilidade aos fluor6foros, e em
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funcéo da polarizacdo da fluorescéncia de forma a se obter informagdes sobre o
movimento de rotagdo da macromolécula em funcdo das mudangas do ambiente.
Tais medidas podem também ser usadas de forma combinada.

Os ensaios com uso de ligantes sdo empregados para reconhecimento onde
as propriedades Oticas do complexo proteina-analito sinaliza a presenca de grupos
especificos nas proteinas ou indicam a concentracdo do ligante presente no
ambiente onde se encontra a proteina. Alternativamante, fluoréforos podem ser
ligados de diferentes formas as moléculas protéicas, permitindo introduzir uma
variedade de propriedades fluorescentes Uteis na proteina. De fato, processos de
rotina da biologia molecular j& sdo capazes de adicionar ou excluir residuos de
triptofano em posicdes especificas de uma proteina modificando suas propriedades
como sensores [196].

As proteinas fluorescentes, os nanocristais semicondutores (“‘quantum
dots”), e 0s corantes organicos sdéo amplamente usadosem ensaios com ligantes. Os
fluoréforos protéicos, como a proteina verde fluorescente e suas variantes,
tornaram-se muito popularesem ensaios de marcacdo in-vivo. Alguns trabalhos
utilizam nanocristais semicondutores (“quantum dots’”) como indicadores ligados
as proteinas para aplicac@es in vitro e in vivo [197]. Essas nanoparticulas tém cerca
de 2 a10 nm, com propriedades de fluorescéncia que variam com o tamanho e seu
material constituinte e os rendimentos quanticos destes superam o0s de corantes
organicos. As nanoparticulas podem ser facilmente ligadas a grupo -SH e -NH das
proteinas. No entanto, os corantes organicos, como os corantes Cy3 e Cy5, sdo
ainda os mais populares fluor6foros empregados extensivamente em ensaios com
DNA e proteinas.

Por questdes de biosseguranca e pela necessidade de ensaios mais simples em
substituicdo ao uso de radiomarcadores, as sondas fluorescentes se tornaram
amplamente atrativas em varios tipos de ensaios. Os metodos baseados no principio
da fluorescéncia exigem pequenas quantidades de material fluorescente e podem
ser adaptados a uma variedade de configuragcbes instrumentais desde
espectrometros com medicéo em cubetas ou em células de fluxo, leitores de placas,

até sistemas microfluidicos.
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1.4.
A aplicacdo da AChE como sonda

Chama-se de colinesterase o grupo de o-f hidrolases que quebram
eficientemente os ésteres carbdnicos de colina e possuem alta afinidade para
compostos com grupos positivamente carregados (amonio, fosfénio, sulfénio, etc.),
e inibidores organofosforados e carbamatos. Sdo enzimas alostéricas cuja atividade
catalitica € modulada por moléculas reguladoras especificas. Os sitios de ligacdo
desses reguladores sdo diferentes ds sitio catalitico da enzima. No caso das
colinesterases o proprio substrato pode funcionar como modulador (enzima
homotropica). No desta proteina, o excesso de substrato inibe a propria taxa de
hidrélise [198].

A molécula mais importante deste grupo, a acetilcolinesterase (AChE) exerce
seu maior papel fisiolégico no controle da concentracdo do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), que age na transmissdo colinérgica. Esta funcdo envolve as
maiores caracteristicas desta enzima: sua atividade catalitica excepcionalmente
rapida (nimero de “turnover ”Iregeneracdo de hidrolise da ACh de 10* s1[199], o
mais alto relatado para catalises enzimaticas) e sua localizacdo estratégica na
sinapses colinérgicas assim como nas juncdes neuromusculares [200] . Apds
despolarizacéo do neurdnio, via abertura do canal i6nico, a acetilcolina disponivel

é hidrolizada pela acetilcolinesterase como representado na figura 5.

0 CH,

A s 7 e AECHs
+- —_— + +
H3C 07 ’ )J\ O \CHa
CH,4 H,yC Or
acetilcolina acetato colina

Figura 6 — Degradacéo da acetilcolina promovida pela agéo catalitica da

acetilcolinesterase.

As colinesterases sdo conhecidas por mostrar uma marcada especificidade
guimica que também varia de espécie para espécie de organismo. Varias
colinesterases investigadas, de diferentes animais invertebrados, mostram

diferencas especialmente, na sua especificidade substrato-inibidor [201].
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Existe um grande interesse no estudo dos substratos das ChEs que é explicado
pelo fato de que a AChE do tecido nervoso € a enzima chave na mediacdo da
transmissdo do impulso nervoso nas sinapses colinérgicas e € um alvo da agéo de

diferentes drogas, pesticidas e agentes de guerra quimica.

Estrutura

A AChE se apresenta como polimero de subunidades cataliticas, que pode
assumir formas globulares ou assimétricas. As formas globulares sdo chamadas G1,
G2 e G4, e possuem uma, duas e quatro subunidades, respectivamente. As formas
assimétricas tém como subunidade de um a trés tetrameros (A4, A8 e Al2,
respectivamente) ligados por pontes de dissulfeto associados a uma fita de colageno
[202], por meio da qual s&o fixadas a membrana basal em varios locais, como nos
eritrécitos e na placa motora terminal.

O centro ativo das colinesterases esté localizado no centro da molécula da
enzima, perto de uma fenda estreita e profunda, formado por residuos aromaticos,
a distancia de 20 A da superficie. Dois sitios funcionais foram identificados no
centro ativo das colinesterases: o sitio esterasico, responsavel pela acdo catalitica e
0 sitio anibnico que liga o grupamento trimetilaménio a uma parte da molécula de
colina (substrato), bem como uma area hidrofébica ao redor desses sitios [203].
Sabe-se também que a acetilcolinesterase, diferentemente da butirilcolinesterase
(outra colineterase envolvida nos mecanismos sinapticos) possui um sitio anidénico
periférico responsavel pela inibicdo da atividade da AChE por altas concentracdes
de substrato e por uma inibicdo acompetiva por alguns inibidores reversiveis. A
determinacdo da estrutura tridimensional de varias ChEs e numerosos experimentos
empregando mutagdes sitio-direcionadas de enzimas, tornou possivel esclarecer
mais detalhadamente as regides das moléculas de colinesterases. Atualmente séo

discriminadas trés regides:

1. Triade catalitica: o sitio esterdsico contém uma triade catalitica (Ser-

200, His-440 e Glu-327) que sao idénticas em todas as ChEs investigadas, exceto
para a AChE do anciléstomo (platelminto) Necator americanus, cuja serina

catalitica ocupa a posicdo 201. No gene chamado de AChE-E da espécie de peixe
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Fugu rubripes, estdo ausentes um grande segmento da sequéncia de Torpedo além
do glutamato catalitico.

2. A abertura/cavidade anidnica (anion poliatbmico contendo oxigénio):

parte do sitio esterdsico ¢ também uma “cavidade” oxianionica formado por
residuos Glul119, Trp84 e Phe330 [204] Os dtomos de nitrogénio desses residuos
formam ligacdes de hidrogénio com oxigénios da carbonila (C = O) do substrato.
O residuo G118 e A201 sdo conservados em todas as ChEs investigadas,
enquanto que, em algumas poucas ChEs,0 Glul1l9 é substituido por outros
residuos [203].

3. O “acil pocket” : E a area hidrofdbica ao redor do sitio esterasico . A alca

que forma esta regido (residuos 279-290) € a area que determina estericamente 0
tamanho disponivel do grupo acila do substrato e a acilacdo (introducdo do grupo
acila) de inibidores. E consenso que a funcdo principal desta regido é
desempenhada pelos residuos Phe288 e Phe290. Esses residuos, nas
acetilcolineterases de vertebrados, sdo duas volumosas fenilalaninas, enquanto as
butirilcolinesterases de vertebrados, em posi¢des similares, tém residuos com
cadeias laterais menores (L288 e V 290 ou 1290), que permitem ligacdo de
substratos e inibidores com grupos acila maiores. Nas AChEs de invertebrados,

como regra, existe fenilalaninas somente na posic¢éo 290.

4. O sitio canidnico (ou colina-ligante): A molécula de ACh na sua

conformacdo completamente estendida estd disposta de forma que seus grupos
amonio entrem em contato com o anel indol do residuo Trp84. Este residuo é
invariavel em quase todas as ChEs . Autores como Ordentlinck [205] acreditam que
existe uma interacao entre os elétrons m do anel aromatico e o grupo amdnio da
acetilcolina. Os inibidores reversiveis também interagem com o Trp84. Sugere- se
que a estrutura da “regido hidrofobica ao redor do sitio aniénico” em AChEs de
vertebrados, além do Trp86 (84), incluem o “sitio hidrofobico”, que contém os
residuos Phe337 (Phe330) e Phe338. A ligacdo ocorre através de interagOes
apolares e/ou interagdes intermoleculares aromaticas geradas por interagcdes entre
os orbitais 7 das cadeias aromaticas dos residuos de aminoacidos. Portanto, essas

interacdes dependem da estrutura do substrato e do inibidor [203].
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5. O sitio Anidnico periférico (PAS): este sitio da acetilcolinesterase interage

com: (1) seus ligantes especificos, propidium, d-tubocurarina, galamina,
ambendmio, fasciculina e alguns anticorpos monoclonais; (2) inibidores bis-
quaternério formando pontes entre o centro ativo e a PAS que resultam em inibicéo
acompetitiva da enzima; (3) ativadores alostéricos da AChE: Ca*? e 0 Mg*2. A PAS
da AChE de mamiferos e peixes tem uma estrutura complexa e consiste de um
numero de sitios ligantes que estdo situados perto da entrada da fenda do centro
ativo. Os residuos Asp72 e Glul99, Trp279 sdao identificados com uma parte
comum (ndcleo comum) e alguns autores incluem na estrutura da PAS os residuos
Tyr70, Tyrl21, Phe290. As areas de ligacdo para diferentes ligantes diferentes,
porém sobrepostas. Os residuos aromaticos da PAS interagem com ligantes por
“empilhamento” ou interagdes m- cations, enquanto 0s residuos negativamente
carregados se ligam através de interagdes de carga ou por ligacGes de hidrogénio.
A especificidade dos PAS- ligantes e dos compostos bis-amoénio em relacdo a AChE
é peculiar em comparacdo com as BChEs de mamiferos e da AChE de outras
espécies (galinhas, cobras e insetos). Isto se explica pela auséncia de um ou mais
residuos aromaticos no PAS dessas enzimas, de baixa afinidade [206].

Aplicagéo como sonda

Apesar do elevado numero de trabalhos sobre a AChE, incluindo os
relacionados com o efeito e a localizacdo de ligantes (inibidores) sobre sua atividade
de catélise, os estudos envolvendo a exploracdo de suas propriedades fluorescentes
sdo raros. O uso de fluoréforos extrinsecos € a metodologia mais utilizada para o0s
estudos com ligantes visto que muitos inibidores ndo evidenciam nenhum sinal
espectroscopico diferenciado apds a ligagdo & molécula da enzima. Na quimica
analitica, o emprego da AChE em biosensores é frequente e muitos trabalhos
envolvem deteccdo voltamétrica e espectrofotométrica para deterninar a presenca
de inibidores em diferentes amostras. Os métodos analiticos baseados em
fluorescéncia usam substratos fluorescentes para a medida de sua

atividade/inibicdo. Na literatura encontram-se poucos trabalhos [207;208] que tiram
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vantagem da fluorescéncia intrinseca da enzima no desenvolvimento de
metodologias para detectar espécies quimicas em funcao das mudancas provocadas
nas interacbes com ligantes.
Entretanto, esses poucos trabalhos sinalizam a viabilidade da aplicacéo da
AChE como sonda para o estudo da interacdo com seus reguladores especificos
(inibidores, ativadores e substratos). Para esse fim, algumas caracteristicas
particulares a AChE podem ser destacadas:
i) Apresenta estrutura com Vvarios sitios de ligacdo favorecendo a
interacdo com diferentes substancias;
i) Apresenta elevado nimero de turnover que torna os ensaios ligados
a sua atividade catalitica mais rapidos;
iii) Enzima com mecanismos alostéricos de regulacdo que podem
oferecer outras possibilidades de testes com analitos;
iv) Determinacdo de cinética por métodos simples;
V) Facil obtencéo;
vi) Possui fluoréforos extrinsecos especificos e bem estudados que
podem ser utilizadas nos ensaios com fluorescéncia para deteccao
de analitos cuja interagdo com a enzima ndo seja evidente por sua

fluorescéncia intrinseca.

Para fins analiticos a AChE é extensamente empregada em diferentes
formatos de biossensores tendo aliado técnicas biotecnoldgicas para otimizar seu
desempenho e ampliar suas aplicacBes. Entretanto, o pré-requisito para a
comercializacdo de um biossensor é a disponibilidade de grande quantidade de
material bioldgico extremamente puro, funcional e estdvel com baixo custo de
producdo. A enzima AChE pode ser purificada de sangue humano ou animal ou dos
orgaos elétricos de enguias. Essas fontes sdo, entretanto, limitadas e a purificacéo
tem alto custo e demanda de tempo.

Para contornar esse problema, as AChEs de diferentes origens tem sido
clonadas e funcionalmente expressas em varios sistemas. S&80 comuns as
biossinteses de AChE de Torpedo mormata, Electrophorous electricus e de cérebro
de rato, porém, esses procedimentos tem o objetivo de permitir uma analise dos
mecanismos cataliticos da enzima e suas propriedades estruturais e ndo esta voltada

em atender critérios de produtividade. Os processos de biossintese que levam a
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diferentes formas de AChE tem sido intensamente investigados mas apresentam
baixo rendimento para fins analiticos. Isso encarece os custos de producdo da
enzima.

O uso desta enzima na construcdo de biossensores apresentam uma
caracteristica comum, inerente a propria enzima, de detectarem de forma
indiscriminada a inibigdo provocada por todos os agentes em contato com ela. No
caso em que 0 meio ou a amostra apresente agentes alostéricos ou ativadores da
atividade enzimatica esta deteccdo fica ainda mais complicada. Esta falta de
seletividade € uma limitagdo de muitos métodos enzimaticos tanto no formato de
biosensor como nos métodos de batelada. Para contornar este problema uma
ferramenta utilizada € a aplicacdo dematrizesmulti-sensor (multi-enzimatico, neste
caso) que sdo combinados como processamento dos dadosdas redes neurais
artificiais.

Para uma deteccdo multi-analito sdo necessarias variantesde
colinesterasesgeneticamente modificadas, comconstantes de inibicdo alta e
especificaspara cada substancia. Para isso tem se recorrido a manipulacdo genética
no desenvolvimentode sistemas de expressdo de proteinas eficientes para a
produgdode grandes quantidadesde enzimas recombinantes para atender suas
aplicacbes analiticas. Pode-se obter moléculas de AChE especificas
comumasensibilidade aumentadaparadiferentes inibidores através demutagénese
dirigidaeser usada com sucessopara a deteccdo dequantidades traco inibidores
emamostras complexas.

Para a purificacdo das enzimas sdo realizadas normalmente por
cromatografia de troca i6nica [209] e cromatografia de afinidade [210] com base na
modificacdoquimica do suporte com reversiveis inibidores da AChE[211] ousobre
aadicdo.deumaHis-Tag a enzima [212].Para o aumento do desempenho analitico
emprega-se técnicas de mutagénese sitio-direcionada ap6s um estudo aprofundado
sobre a relacdo entre a estrutura e o perfil catalitico da enzima. Este estudo é
necessario para definir os pontos de alteracdo na sequencia de residuos de
aminoacidos da estrutura primaria da molécula. Nesta etapa 0s aminoacidos
sdoidentificados e avaliados segundo sua importancia para a manutencdo da
integridade estrutural da enzima, para a catalisee para a afinidade da enzima por

diferentes substratos, agentes inibidores, alostéricos e ativadores.
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1.4.1.

Sonda fluorescente extrinseca aplicada ao estudo da AChE

Os estudos envolvendo o efeito de ligantes e usando cristalografia de raios-X
da moléculda da enizma AChE tém revelado um local ativo de cerca de 20 A de
profundidade chamado de “gorge” (uma area de area de estreitamento) com cerca
de dois sitios ligantes separados. Durante a hidrolise catalitica, o grupo acil do
substrato(acetilcolina) é transferido rapidamente para o residuo S2002 (de acordo
com o numero do residuo em TcAChE) no sitio de acilacdo. Este sitio contém
residuosenvolvidos em uma triade catalitica (H440, E327, S200) e W84, que se liga
aogrupo trimetilaménio da acetilcolina (substrato). O sitio periférico préximo a
entrada do “gorge” inclui, entre outros, os residuos D72 e W279. As investigacdes
recentes tém demonstrado que o sitio periférico da molécula contribui para a
eficiéncia catalitica de substratos em seu caminho parao sitio de acilagdo
[213;214;215].

As questdes relacionadas as fungdes adicionais que o sitio periférico
desempenha no processo catalitico tem sido de grande interesse. Foi relatado que a
enzima AChE possuia dois locais distintos de ligacéo e que poderia haver interagdes
entre ligantes alostéricos ligados nesses locais envolvendo mudancas
conformacionais na molécula da proteina [216]. Os grupos ligados ao sitio
periférico podem inibir ou acelerar reacdes no local da acilacdo, e estes efeitos
témsido muitas vezes atribuidos as interagdes conformacionais entre os sitios
[217;218]. Porém,as evidéncias para tais interacGes conformacionais ndo sao
facilmente observadas por ndo apresentar alteracfes na estrutura do local periférico
[219;220].

O corante benzotiazolde carga positiva tioflavina T(3,6-dimetil-2-(4-
dimethilaminofenil)-benzotiaz6lio) representado na figura 6, se liga
especificamente ao sitio periférico da AChE e é uma das sondas fluorescentes mais
Uteis ja descritas para esta enzima. Este fluoréforo freqlientemente é usado para
detectar massas de proteinas amildides no cérebro de pessoas que sofrem de Mal de
Alzheimer [225]. Entretanto, a estrutura tridimensional do sitio periférico da AChE
ndo mostra nenhuma indicacdo da estrutura da folha beta caracteristica da proteina

B-amildide.A fluorescéncia intensa de tioflavina T ligada a AChEé parcialmente
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suprimida pela ligacdode grupos no sitio de acilagdo em complexos ternério, e esta
supressao parece resultar deuma intera¢do conformacional entre os dois sitios [226].

I
'ﬁdf \ ,/l \CH3
CHy )

Figura 7- Formula estrutural da tioflavina T

Acredita-seque a possibilidade de rotacéo livre dos anéis da molécula de
tioflavina T (ThT) € o que gera 0 aumento no seu rendimento quéantico ao se ligar a
fibrilas amildides. A molécula excitada de ThT* livre,quando a rotacdo ndo é
dificultada, pode sofrer uma tor¢do de relaxamento que efetivamente concorre coma
transicdo radiativa. Foi relatado que esta molécula tem uma conformacéao néo planar
em seu estado fundamental (ndo excitado), com um angulo de tor¢do ¢ de
aproximadamente 37° entre os anéis benzotiazol e os anéis dimetilaminobenzeno.
Quando fotoexcitado, a tioflavina T passa por umatransferéncia de carga
aumentando o ¢ par acerca de 90° [227]. No entanto, se a tioflavinaT esté localizada
em um meio mais rigido, como em um solvente viscoso ou ligada a uma proteina,
observou-se que a rotacdo interna que afeta o ¢ ¢ impedida e o rendimento quéntico
de fluorescéncia da molécula de tioflavina T (mais rigida) aumenta acentuadamente
[228].

As propriedades fotofisicas da ThT* foram investigadas sob varias condigdes
de solventes organicos em diferentes concentracdes e comprimento de onda de
excitacdo. A multifluorescencia da ThT™ mostra polaridade pelo solvente e
dependéncia de comprimento de onda de excitacdo. Suas bandas de emissao I (400
nm), Il (450nm) e 111(485nm )sdo observados em diferentes condigdes e sdo
decorrentes de trés tipos diferentes de estados eletrénicos que sdo devido aos
estados protonados, o estado parcialmente excitado (desprotonado)e o estado
dimerizados da molécula [229].Recentemente foi mostrado que o espectro de
absorcéo da ThT e sensivel a polaridade em torno de solvente, onde o pico na faixa
de comprimento de onda de absor¢cdo muda de 412 nm na agua para 424 nm, em

cloroférmio [230].
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A tioflavina T é um fluor6foro que se liga seletivamente ao sitio periférico
anidnico da molécula de AChE e pode aumentar sua fluorescéncia em até 1000
vezes comparada a tioflavina ndo-ligada. A estrutura do complexo da tioflavina
Tcom a enzima de Torpedo (TcCAChE), obtida por cristalografia de raios X,indica
que oligantes e liga ao sitio-P da AChE, com o anel de benzotiazol posicionado
contra o W279 [231].

Por suas propriedades, considera-sea tioflavina T valiosa para o estudo de
interacdes de ligante como sitio periférico anibnico da AChE [226;231]. A
tioflavina T tem sido usada como sonda fluorescente paradeterminar se
osorganofosforados clorpirifés e diclorvés oxon se ligam ao sitio periférico
anibénico da acetilcolinesterase humana recombinante. O clorpirifés oxon e
diclorvos sdo dietil e organofosforados de dimetil, respectivamente, e nao
apresentam absorvancia ou fluorescéncia significativa. Por isso a tioflavina T é
empregada para uma avaliagdo da sua ligacdo ao sitio anionico periférico[228].

Uma vantagem exclusiva de ligantes fluorescentes que se ligam seletivamente
ao sitio-P é a sua capacidade de informar sobre as interacbes moleculares que
ocorrem no sitio-A. A fluorescéncia do propidio € reforgada cerca de 10 vezes
quando se liga no sitio P, e este aumento é suficiente para realizar titulagdes que
quantificam a afinidade do propidium pelo sitio-P e detectar a formacdo de seus
complexos ternarios ligado ao sitio-P e de ligantes seletivos como o edrofénio
ligado ao sitio-A [218;232;233].Vérias reagdes envolvendo aAChE podem ser
monitoradas usando a acetiltiocolina como substrato indicador e/ou com a
tioflavinaT como grupo indicador fluorescente.A fluorescéncia da tioflavina T é
reforcada quandose ligaao sitio-PdaAChE,eessa fluorescénciaé parcialmente
suprimida gquando um segundo ligante se liga aositio-Apara formar umcomplexo
ternario. Além de monitoraro curso dareacdo de carbamoilacdo,constata-seque
essas mudancasde fluorescéncia permitem a determinacdo de afinidades entre
ligantes pelos sitios A e P [226].

Estudos cinéticos e termodindmicos mostraram que os inibidorespodem
interagir com um ou ambos os sitios de ligacdo de AChE,e a cristalografia de raio-
X tem fornecido informacdes sobre a localizacdo desses sitios [234]. O “gorge”
formado pelos residuos aromaticos, penetra quase ao centro das subunidades
cataliticas. Perto da base deste dominio fica o sitio de acilacéo ou sitio-A. Este sitio

inclui uma triade catalitica composta de residuo Ser200, His440 e Glu327. Outras
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triades similaressdo encontradas em outras hidrolases que promovem a acilacao e
de acilacdo do residuo de serina pelo substrato durante o ciclo catalitico (turnover)
[235].

A reacdo de acilacdo foi acelerada quando uma segunda molécula de substrato
é ligada ao sitio-P. As titulacGes com tioflavina T forneceram evidéncias para a
construcdo deste modelo de regulacdo cinética. Essas titulacBes forneceram
estimativas termodindmicas de afinidades com o substrato para aos sitios A e P que
estavam de acordo com estimativas cinética destas afinidades derivadas do modelo
de ativagdo do substrato [235].

A extincéo de fluorescéncia no complexo ternario ocorre mesmo que ndo haja
sobreposicdo espectral (que evidencie transferéncia de energia), nem qualquer
sobreposicdo estérica entre os ligantes complexados. Esta mudanca na
fluorescéncia é talvez a evidéncia mais direta para a interacdo conformacional entre
os sitios P e A ja observada. Os substratos especificos, incluindo acetiltiocolina séo
favorecidos por esta interacdo conformacional. Estes substratos podem se ligar
tanto ao sitio A e P, como inicialmente indicado,por uma competicdo entre

acetiltiocolina e fasciculina [235].
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Objetivos e Justificativa

2.1.

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi propor novas sondas e formas de

biorreconhecimento para a determinacdo de neurotoxinas (metomil, galantamina,

atropina, metamidofos e metil paration) em diferentes amostras.

Objetivos especificos

1.

Ampliar as aplicagdes analiticas das proteinas para a determinagdo de
diferentes compostos organicos (pesticidas e farmacos) em diferentes
matrizes ambientais;

Identificar novas sondas eficientes, de baixo custo e facil obtencdo a
partir de fracdes de cérebro de ratos;

Avaliar o desempenho da sonda sem imobilizacdo;

Realizar otimizacao multivariada das condi¢Ges operacionais do método
proposto;

Estudar a seletividade das interagbes com o analito de interesse
permitindo sua aplicacdo em amostras complexas;

Comparar 0 metodo proposto com outros métodos baseados em
biodeteccao;

Caracterizar espectroscopicamenteo evento de bioreconhecimento para
avaliagéo de sua eficiéncia e possiveis interferéncias;

Empregar sonda extrinseca (tioflavina T) para um estudo daestabilidade
e de desempenho do biossensor imobilizado em microplacas;

Validar com a definicdo dos parametros de desempenho do método e
comparacdo com métodos de referéncia (cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccdo por fotometria de absorcéo e de fluorescéncia.
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2.2.
Justificativa

Uma contribuigdo importante nos custos elevados das analises quimicas é o
preco dos insumos. Quando um novo método se torna muito utilizado, o prego de
insumos especificos aumenta, em parte pelo aumento da procura, mas também pela
importancia do reagente no sucesso do método e o novo papel desse reagente na
estratégia de mercado das empresas. No caso de proteinas em geral, soma-se a isso
os custos envolvidos na obtencdo de fracGes purificadas com alta atividade
catalitica (enzimas). O custo da acetilcolinesterase purificada (Electrophorus
electricus) com 265 unidades/mg fica em torno de R$ 300,00.

As demandas analiticas na é&rea ambiental tém determinado o
desenvolvimento de métodos de resposta rapida para atender normalmente agdes
mitigadoras ou de politicas de fiscalizacdo. Ao mesmo tempo, as amostras
ambientais apresentam uma complexidade intrinseca que tém exigido métodos mais
seletivos mas que, entretanto, tenham uma implantagdo vidvel do ponto de visto
econdmico e operacional.

A deteccdo baseada na variacdo da fluorescéncia intrinseca de uma fragédo
multiprotéica permite que novas metodologias de obtencdo e de uso analitico de
sondas sejam desenvolvidas baseadas em interacBes especificas com diferentes
substancias. Esta caracteristica multiuso do biocomponente permite o
desenvolvimento de biossensores multipardmetros sensiveis e seletivos obtidos
através de procedimentos simples e de baixo custo (sem etapas de purificacdo). Ao
mesmo tempo, oferece possibilidades de conjugacdo com fluoréforos extrinsecos
para potencializar e/ou adequar o método a diferentes condi¢fes operacionais.

A utilizacdo dos ratos Wistar descartados para outros fins cientificos e a
reducdo de reagentes quimicos em etapas de obtencdo e purificacdo dos

componentes protéicos agregam valores éticos a esta proposta de trabalho.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1.
Instrumentacao

Um homogeneizador T18 (IKA, Sdo Paulo, Brasil) Ultra-Turrax ® basica e
uma centrifuga Thermo Sorvall Biofuge Stratos (Thermo Scientific, Alemanha)
foram usados para preparar a fracdo de AChE obtido a partir dotecido de cérebro
de rato. As medicOes de fluorescéncia foram feitas em um espectrofotometro de
luminescéncia Perkin-Elmer LS-55 (Lliantrisant, UK), utilizando cubetas de
quartzo com 1 cm de caminho dptico. As medicdes foram realizadas com banda
espectralde passagem de 8,5 nm e 10 nm, respectivamente para a excitacdo e
emisséo espectral e 500 ou 1500 nm/min de velocidade de varredura. Os espectros
de emissdo foram feitos utilizando excitacdo a 280 nm. Os espectros de absorcéao
UV-Vis foram realizados em espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 35. Para
medic¢des de pH, foi empregado medidor de pH Tecnopon MS, modelo MPA-210
(Séo Paulo, Brasil). As medidas de fluorescéncia da Tioflavina T foram realizadas
em microplaca de 8 x 12 cm com 96 pocos (OptiPlate F-96, preto, PerkinElmer)
para as medicdes de fluorescéncia e em microplacas de poliestireno (TPP ®, Suica)
para as medicOes fotométricas de cinética enzimatica. As medi¢des com
microplacas foi realizada num leitor de placas PerkinElmer Victor R® com um filtro
de 405 + 10 nm para a deteccdo de absorcdo fotométrica na gama visivel ou
utilizando dois conjuntos de filtros: 355 nm (excitacdo) e 460 de emissdo nm) para
a deteccdo de fluorescéncia. A analise cromatografica foi efectuada em um
cromatografo Agilent Série 1200com detecc¢éo fotométrica de absorcédo (utilizando
um detector de arranjo de diodo)edefluorescéncia.O delineamento experimental foi
processado no Statistica 5.0 (StatSoft ®) e regressdo das curvas padrdo foram

construidas no Origin 8.0 (OriginLab. ®).
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3.2.
Reagentes

Todas as solucBes foram feitas com agua ultrapura deionizada (18,2 uS/cm)
obtida a partir de um ultrapurificadorde dgua Milli-Q Gradiente A10 - Millipore
(Massachusetts, EUA). A atropina, iodeto de acetiltiocolina, tioflavina T, albumina
de soro bovino (BSA), acetilcolinesterase (Electrophorus electricus) Tipo VI-
S,acido 5,5 -ditio-bis (2-nitrobenzdico) (DTNB) e trietilamina foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Obromidrato de galantamina (HBrGal) foi
adquirido pela Tocris Bioscience (Ellisville, EUA) e a partir da formulacdo
farmacéutica Reminyl ER ® (Janssen-Cilag). Os sais anidro de fosfato de sédio
monobasico e dibasico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Foi
utilizado acetonitrila grau HPLC (Tedia Company, Fairfield, EUA) e acetona
Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Os compostos metamidofés e metomil foram
adiquiridos da ULTRA Scientific (USA). As preparacbes comerciais dos
agrotoxicos Lannate BR® (Du Ponnt), Tamaron BR® (Bayer) e Folisuper 600BR®
(Nufarm/Agripec) foram adquiridos em lojas epecializadas em insumos agricolas.

As amostras e as solucdes de tampdes fosfato foram preparados de mistura
de fosfato de sddio monobasico e sais dibasicos nas seguintes concentragdes finais
e os valores de pH: 0,02 e 0,05 mol L (pH 6,3 e 7,5); 0,01 e 0,06 mol L (pH 6,9)
e 0,035 mol de L™* (valores de pH 5,9; 7,9 € 6,9).

3.3.

Procedimentos

3.3.1.
Preparacéo da Fragdo enziméatica de AChE a partir de cérebro de rato

Ratos Wistar (sacrificados com 200 dias de vida) foram doados pelo
Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento (LANEC/PUC-Ri0). Estes
animais faziam parte do descarte do laboratorio apos a realizacdo dos experimentos

comportamentais. Dessa forma, obteve-se uma quantidade suficiente de material
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biologico fresco com um desempenho enzimético satisfatorio para os ensaios com
os analitos.

Os cérebros de rato foram removidos (Figura 7) , lavados com agua
destilada (4 °C) e secos com papel de filtro antes da remocao das meninges. Uma
massa de 65 g de cérebro (obtido a partir de 15 animais) foram processadas em
homogeneizador de tecidos com 40 mL de solugdo de sulfato de amonio a 5% e,
em seguida, centrifugada a 300 xg durante 1 ha 4 °C. O material solido foi separado
do sobrenadante e novamente centrifugado apos a adicao de mais 40 mL de solugéo
de sulfato de aménio a 5%. Ambas as fracbes do sobrenadante foram misturados
em um frasco com tampdo fosfato de sodio 0,2 mol L pH = 7,4 (volume
equivalente a 1/4 do volume total do sobrenadante). Dentro deste frasco, uma massa
de sulfato de amonio solido foi adicionado a fim de atingir a saturacao de 30%. Em
seguida, a mistura foi submetida a nova centrifugacéo durante 20 min. A atividade
catalitica da acetilcolinesterase no “pellet” e sobrenadante foi medida o pelo método
de Ellman [236] sob condi¢bes experimentais (concentracdo de substrato) ja
descritas [242].

Figura 8 — Vista dorsal do cérebro de rato durante sua dissecc¢ao.

A concentracdo de proteina total foi determinada pelo método de Lowry
modificado por Petterson [237]. Este método baseia-se na interacdo das proteinas

com o fenol e cobre em condigdes alcalinas. A reagdo de oxidacdo dos aminoacidos
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aromaticos presentes pelo fosfotungistico-fosfomolibidico produz uma cor azul

permitindo sua medida colorimétrica.

3.3.2.

Otimizacéo das condicdes de medicdo: planejamento experimental

O objetivo do planejamento experimental foi gerar modelos matematicos que
permitissem identificar as melhores condigdes experimentais para a resposta de
intensidade de fluorescéncia da sonda na presenca dos analitos. Para a elaboracao
de métodos simples, os modelos matematicos obtidos devem envolver variaveis
significativas, porém de simples manipulacdo. O objetivo foi obter um modelo
simples, porém eficiente de otimizacao.Os planejamentos das condigdes dos testes
de cinética enzimatica tiveram os seguintes objetivos: (1) correlacionar o modelo
de resposta de fluorescéncia da fragdo protéica com o modelo de cinética da AChE;
(2) otimizar as condicGes de determinacao dos analitos pelo método cinético; (3)
verificar a robustez do metodo cinético em sua faixa de trabalho.

Para essa etapa utilizaram-se os planejamentos tipo composto central (CCD)
que estdo baseados na metodologia de superficie de resposta. Os coeficientes foram
obtidos utilizando o método dos quadrados minimos e o modelo foi avaliado
empregando a andlise devariancia. A estimativa dos erros foi alcancada através de
medicdes de réplicas do ponto central do planejamento.

O planejamento experimental 22 composto central foi realizado para definir
as condicdes experimentais para as medicdes de fluorescéncia total das proteinas
(figura 8).0s valores de pH e forca i6nica do tampdo fosfato de sddio foram
considerados fatores relevantes para otimizar ambas as medicdes [232;235]. A
temperatura ambiente (em torno de 23 °C) foi escolhida para os ensaios por se obter
respostas sensiveis do efeito dos analitos sobre a cinética da enzima e manter a
estabilidade do sistema enzima-analitos para as medidas de fluorescéncia. Cada
paramero foi avaliado em niveis que correspondem a faixa dos valores

experimentais (Tabela 1).
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Figura 9- Esquema representativo do planejamento composto central: 8
pontos fatoriais em 2 niveis + 2n ( 2x3 = 6 pontos axiais) + 4 (pontos centrais

com 3 replicatas).

Tabela 1 - Tabela com os niveis do planejamento 23 (com pontos centrais

e axiais) e 0s respectivos valores das variaveis reais e codificadas.

Variaveis originais Variaveis codificadas

-1,68 -1 0 +1 +1,68
pH 5,2 6,3 6,9 7,5 7,9
Forca idnica (mol L*) 0,02 0,01 0,035 0,06 0,06

Tempo de incubacéo

. 10 30 60 90 110
(min)

Utilizou-se o tratamento estatistico de otimizacdo por restricdo para
sobrepor as superficies de resposta aplicando a fungdo “desejabilidade”
(“desirability”) para mostrar as condi¢des experimentais com maior emissdo de
fluorescéncia do biocomponente e sua condi¢do de maior supressao na presenca dos
diferentes analitos. Isso foi feito ja que a sensibilidade da curva de supresséo de
fluorescéncia depende da razdo entre ambas as medidas.

Para cada analito foi utilizada uma concentragéo fixa para os testes de

otimizagdo (fluorescéncia e cinética) como mostrado na Tabela 2. Tais
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concentragdes foram definidas atraves de testes preliminares como os valores
minimos suficientes para apresentar resposta cinética e de fluorescéncia

significativas.

Tabela 2 - Concentracdo dos cinco analitos utilizadas nos ensaios de
otimizacédo de fluorescéncia e de cinética da AChE presente na fracao protéica.

Analito Cinética (ng L) Fluorescéncia (pg L?)
Galantamina 62, 25 10

Atropina 62,25 10

Metomil 31,12 5
Metamidofos 31,12 40
Metil paration 20 -

3.3.3.
Parametros cineticos e inibicdo da atividade catalitica da AChE

a) Parametros cinéticos

Um volume de 0,4 mL da suspensdao de proteina (contendo 20 pL da
preparacdo protéica) em tampdo de fosfato (sob a condicdo do pH e da forca idnica
definido de acordo com o desenho experimental) foi incubada com diferentes
concentracdes do substrato iodeto de acetiltiocolina (ATCh) para a determinagéo
da constante de Michaelis (Km), a velocidade méxima da reacao enzimatica (Vm), e

sua atividade especifica.

b) Inibicéo da atividade enzimatica
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Os analitos (62,2 pg L™ de hidrobrometo de galantamina e atropina; 31,1
ugL?t de metomil e 31,1 pg L de metamidofos) foram incubados a 37 ° C com a
fragdo protéica (20 uL) em tampao fosfato de sodio, durante 10 min (Tabela 2).

O teste de atividade enzimatica foi realizado de acordo com o método de
Ellman [236] adicionando o substrato acetiltiocolina (ATCh) (concentracao final
de 3,2 x 10* mol L) e DTNB (concentragdo final de 3,2 x 10“*mol L?) para a
medicdo espectrofotométrica. Em seguida, as solugbes foram imediatamente
transferidas para a microplaca onde as medi¢fes de absorcdo fotométricas foram
realizadas no leitor de microplacas durante 3 min. Este método é amplamente
empregado para a determinacdo da atividade da acetilcolinesterase de extratos de
tecidos, homogenatos e suspensdes celulares. Esta medida colorimétricaem 412 nm
relaciona 0 aumento da absorvancia do sistema contendo a enzima com sua
atividade catalitica. Este aumento é devido a reacdo da tiocolina (produto da
hidrolize enzimatica) com ions de ditiobisnitrobenzoato adicionados ao sistema

reacional.

3.3.4.
Estudos espectroscopicos preliminares: efeito filtro interno

Para identificar e eliminar a ocorréncia de efeito filtro interno nos ensaios de
supressdo de fluorescéncia realizou-se medidas das absorvancias das suspensfes
dos fluoréforos (fracdo protéica de cérebro e AChE Electrophorus) de 0,06 mg mL"
! e de solugdes dos analitos atropina (1,5 x 107" mol L), galantamina (2,0 x 10 -2
mol L) e metamidofés ( 2,5 x 107 mol L). As medidas de absorvancias dos
analitos nos comprimentos de onda de excitacdo ( 280 nm) e emisséo (345 nm) das
sondas fluorescentes foram utilizadas no calculo para a correcdo da resposta de

fluorescéncia emitida apds 0s ensaios com estes compostos.

3.3.5.

Medicdo de supressao de fluorescéncia

As medidas para a intensidadede fluorescéncia do homogenato e da AChE
(Electrophorus electricus) foram feitas a 280/325 nm com 8,5 nm de banda
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espectral e 500 nm/min de velocidade de varredura. A fim de medir a fracdo de
proteina, foram utilizados 2,0 ml de tampé&o fosfato de sodio (pH 7,4) contendo 1,0
mg mL™ de proteina total com atividade especifica de 2,8 U mg™. A medicio da
fluorescéncia da AChE (Electrophorus electricus) foi realizada com uma suspensao
de 1,0 mg L™ de proteina total com atividade especifica de 50 U mg™ em tampao
de fosfato de sodio (pH 7,4) em 280/325 nm com banda espectral de 10 nm e 1500
nm/min velocidade de varredura. A titulacdo de ambas as suspensdes protéicas foi

realizada com os analitos nas concentracdes apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores das faixas de concentragdes de cada analito usada na

titulacdo da fracéo protéica e da AChE purificada.

Analitos Faixa de concentracdo (molL™?)
Bromidrato de galantamina 1,7x10%a1,0x 107
Atropina 2,0x10%a1,4x 107
Metomil 2,5x10%a1,2x 107
Metil paration 5,0x10%a4,5x 107
Metamidofos 35x10%a25x 107

3.3.6.

Estudo do desempenho do biossensor em microplacas

Para uma comparacdo entre métodos baseados em fluorescéncia, o
comportamento de supresséo da fluorescéncia intrinseca da AChE (280/345 nm) foi
comparado ao sinal fluorescente da tioflavina T, utilizada como sonda extrinseca
(355/460 nm). Estes ensaios foram realizados em dois suportes de imobiliza¢éo do
sensor protéico: (i) em cubeta de quartzo e (ii) em microplaca de 96 pocos. Dessa
forma, pode-se avaliar também o desempenho analitico da tioflavina T na
determinacéo de ligantes especificos da AChE e sua aplicacdo como biosensor de
medicdo em microplaca. Ao mesmo tempo, fez-se uma avaliagédo do desempenho
da fracdo de enzima em microplacas de 96 pogos (para seu uso como bisensor). Isto

foi necessario porque o leitor de microplaca utilizado n&o possui monocromador e
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trabalha com filtros de corte especificos que ndo incluem o comprimento de onda
de excitacdo em 280 nm.

Preliminarmente foram feitas incubacgdes de até 10 minutos entre as sondas
AChE purificada (6,3 x 10X mg mL) e fragdo protéica(2,1 x 10%; 4,3 x10 e 6,3 x
101 mg mL™) e concentragbes de tioflavina T de 1,0 4 5 x10° mol L? para
identificar uma faixa de concentracdo onde pode-se observar alteracdo do sinal do
fluorescente da tioflavina T na presenca da enzima. A titulo de comparacéo, estes
mesmos ensaios com tioflavina T foram realizados com solugéo de 8,0 x 10° mol
L de albumina sérica bovina (BSA) em substituicio as duas fragdes protéicas com
AChE. O objetivo foi verificar a especificidade do comportamento de fluorescéncia
observado a presenca de AChE .

A intensidade de fluorescéncia da solucdo de tioflavina T foi medida apds
seu uso com agente titulante da fracdo proteica complexada aos compostos metomil
(AChE-Me) e metamidofdos ((AChE-Met).Este ensaio foi realizado em cubeta de

quartzo e em microplaca de poliestireno de 16 pocos.

Tabela 4 - Faixa das concentragdes dos analitos para a titulacdo com a
fracéo protéica e a tioflavina T.

Analitos Faixa de concentragdo (molL™?)
Metomil 50x10%a20x107
Metamidofos 2,0x10%a1,8x 107

As medicOes de fluorescéncia foram realizadas com 0,4 mL de solugdes e
de cada medigé&o foi realizada em 0,1 s em microplacas de 96 pocos (Figura 9).
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Figura 10 - Foto da microplaca com as incubacdes enzimaticas com

adicdo de substrato e reativo de cor.

3.3.7.
Coleta e tratamento das amostras de solo

3.3.7.1.
Coleta

As amostras de solo foram coletadas em area agricola do municipio de Nova
Friburgo (RJ) segundo metodologia de coleta de solo [240].Na chegada ao
laboratorio, o material foi seco ao ar e peneirado em malha de 2 mm [241].Para a
obtencdo de amostras consideradas sem contaminagd0 por pesticidas
anticolinérgicos, foram coletadas amostras de solo em area de mata sob vegetacdo
densa, sem histdrico de utilizacdo antropica e afastada de areas de influéncia da
deriva dos produtos aplicados. O objetivo era realizardeterminagcdes em amostras
de solo da camada aravel (0 al0 cm) atingida por aplicacGes de agrotoxicos e
influenciada pelo manejofisico-quimico do solo (possibilidade de interferéncias de

matriz).
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3.3.7.2.
Caracterizacao do Solo

As amostras de solo foram caracterizadas nos seguintes parametros:
granulometria, pH em agua, teor de Ca®*, Mg?* e AI** trocaveis, Na*, P assimilavel

, K*, C (organico). Estas analises foram feitas na Embrapa SOLOS (RJ).

3.3.7.3.
Fortificacao e extracao

A fortificacdo e extragdo das amostras foi realizada em acetona segundo
procedimento ja otimizado [242]. As amostras de solos foram fortificadas para
obtencdo de uma concentracéo final de 1 mg kg™. Massas de 40 g de solo foram
homogeneizadas com 20 mL de solucdo de Lannate BR; Tamaron e Folisuper
600BR na concentracéo de 2 mg L™ cada um em acetona. Foram utilizadas solugdes
comerciais para avaliar o efeito dos ingredientes inertes presentes nestas
formulacGes a saber: Lannate — 78,5% m/v; Tamaron — 58,0 % m/v e Folisuper
52,8 % m/v.

Ap0s o periodo estabelecido de 1 h para a adsor¢do do pesticida a matriz, o
solvente foi evaporado completamente com fluxo de ar continuo e retiradas 3 sub-
amostras de 10 g cada para posterior extracdo dos agrotoxicos. Posteriormente, 0s
extratos de solo foram evaporados ao volume final de 2mL e a detec¢do dos analitos
feita a partir da incubacéo do extrato seco com a fracdo de acetilcolinesterase em
tampéo fosfato pH=7.5.

3.3.8.

Validacéao

3.3.8.1.
Determinacdes por fluorescéncia e cromatografia liquida

As curvas analiticas de fluorescéncia foram construidas com a fracéo protéica
obtida do cérebro de rato. As curvas de supressdo de fluorescéncia foram
realizadaspor titulacdoda suspensdo deproteina comos analitos.A precisao

dométodo foi avaliadaatravés da medi¢do de amostras fortificadas (urina e solo)
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com cada analito: Nas amostras de urina foram usadas as concentragdes de GAL e
atropina (ambas de 5,6 x 10" mol L'1); metomil (8,0 x 10" molL1); metil paration
(3,0 x 108 mol L) e metamidofos (1,2 x 10 mol L™).A escolha das concentractes
de cada analito se baseou nos estudos de farmacocinética e nos teores encontrados
em amostras ambientais. As amostras de solo foram fortificadas com 1 mgKg* da
cada um dos trés agrotoxicos (metomil, metil paration e metamidofos).

Aliquotas de100pL de amostras de urina(fresca) foram adicionadas a 2,5ml
de suspensaode proteina para a medicdo direta da sua emissdo de fluorescéncia a
280/345 nm.Ndo houve etapa de limpeza da amostra. Os resultados foram
comparadoscom analises emcromatografia liquida.

Para a analise cromatografica de amostras de urina foi utilizada uma coluna
SSExsilCiano com 4,6mm x150 mme comparticulas de tamanho médio de 5uM.A
fase mdvel consistiude acetonitrila(A) e agua com trietilaminaa 2,5%(pH<3,5)
(B).O programa de gradiente de eluicdo, a uma taxa de fluxo de0,6mLmin, foi
1,5min com100% de B, seguido da diminui¢cdo de Bde 100 para 90% em 0,5
min,mantendo 90% de Bde 2 a80 min de corrida.A colunamantida
aumatemperatura de 25° C,como detector de fluorescéncia foi ajustado para
240/340nme com detector de DAD ajustado com comprimentos de onda de 260,
240, 320, 360 nm para gerar um cromatograma tridimensional.A fase mével para
as amostras de urina foi composta por tampdo fosfato pH 5,5 (hidrogenofosfato
dissodico NaHPO410 mmol L Y/acidofosforico):2-propanol:trietilamina(95:5:0,5,

VIVIV).

3.3.8.2.
Parametros de desempenho analitico

Os procedimentos para validacdo do método proposto seguiram a orientacdo
do INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) para
ensaios quimicos [239].0s parametros de desempenho foram calculados a partir dos
valores desete medidas independentes do branco (para o célculo de LD) e de mais
sete amostras para o calculo do LQ. O LD foi calculado segundo a formula (1):

LD = M+ 3 () 1)
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Onde “M” ¢ a média das concentragdes das replicatas do branco das
amostras e “sp” ¢ a estimativa do desvio padrdo das sete replicatas do ensaio em

branco.

Para o célculo do LQ foi aplicada a formula (2) apresentada abaixo
considerando as medidas de sete amostras independentes.

LQ =M +105(2)

Onde “M” é a média das concentragdes das replicatas do branco das

amostras e Sp 0 Seu respectivo desvio padrao.

Para o calculo da precisdo do método (repetitividade e reprodutibilidade) foi
utilizada a concentracdo de 6,0 x 10® molL? para Gal, atropina, metomil e
metamidofos e 1,20 x 10° molL™ para metil paration. A repetitividade e a
reprodutibilidade foram expressas como desvio padrdo relativo (%RSD). Para a
repetitividade, que mede a dispersdo dos valores de medigdes sucessivas sob as
mesmas condi¢des, o calculo aplicado estéa representado na equacéo (3).

RSD (%) = (Sr/ M medicdo ) x 100 (3)

Onde s é a estimativa do desvio padrdo de dez replicatas e M é a sua média.

Para o calculo da reprodutibilidade foi aplicado o teste de hip6tese aos dois
conjuntos de medidas sucessivas feitas em dois equipamentos diferentes. O valor
calculado foi comparado com o valor tabelado na distribuicdo t deStudent para
comprovar a igualdade estatistica de ambos os conjuntos de medidas. Para o célculo
da reprodutibilidade foi utilizada a soma dos quadrados dos desvios de
repetitividade (dentro de cada grupo) e entre o conjunto de medidas de cada
equipamento (entre grupos). A reprodutibilidade (s:) foi calculada segundo a
equacao (4):

SZR = (32r + Szentre) (@)
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onde:

S2entre = (MQentre — MQentro) / N

§% = MQ dentro

O valor s%& ¢ a soma dos quadrados dos desvios da repetitividade entre os
equipamentos, “MQentre” € @ soma dos mininos quadrados entre os equipamentos €

“MQentro”” € a soma dos minimos quadrados de cada equipamento.

Os ensaios de recuperacao foram realizados com amostras fortificadas com
solugdes dos analitos (galantamina e atropina) e, para solos, com solugdes
comerciais dos agrotdxicos metomil (Lannate®- DuPont), metamidofés (Tamaron
® - Bayer) e metil paration (Folidol® - Bayer). As amostras de solo foram
fortificadas como descrito no item 3.3.7.3 e as amostras de urina fresca (10 mL)
foram fortificadas com os analitos: atropina, galatamina (ambos a 5,6 x 10° mol L-
1y, metomil (8,0 x 10® mol L), metamidofés (1,2 x 10°mol L) e metil paration
(3,0 x 10® mol L™?). O calculo da porcentagem de recuperagdo comparou as
determinacGes obtidas pelo método proposto e pelo de referéncia (HPLC) com os
valores esperados (concentragdes de fortificacéo).
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Resultados

4.1.
Preparacédo da Fracdo protéica a partir de cérebro de rato

O objetivo de extrair a fracdo proteica a partir do cérebro de rato foi obter um
material multiprotéico para detec¢do de compostos neurotoxicos explorando suas
interagBes especificas proteina-analito.Para isso a intencdo era obter um material
biolégico que contenha sondas especificas para seu biorreconhecimento e e que
atendendam as exigéncias de sensibilidade de ensaios analiticos. A obtencdo desse
material deve envolver um procedimento simples e o material obtido deve ser
conservavel para uso posterior. A0 mesmo tempo,o0 materialdeve conter elementos
de bioreconhecimento com certa especificidade aos analitos do estudo.O extrato
protéico obtido manteve fracBes significativas da enzima AChE e de proteinas
estruturais como 0s neuroreceptores como mostrou os testes de afinidade com os
analitos.

Para os testes de fluorescéncia usando o extrato protéico do cérebro de rato
evitou-se 0 uso de detergentes como o Triton X-100, muito usados para solubilizar
a fracdo enzimatica particulada ligada a membrana. Apesar desta fracdo ter um
desempenho cinético adequado, foram observados frequentes problemas de
interferéncias no sinal de fluorescéncia da fracdo particulada solubilizada nestes
detergente causadas por impurezas.

A forma como se apresenta a AChE pode afetar sua atividade aparente sob
certa condi¢cGes de ensaio.Esta atividade aparente é considerada aqui como o
incremento da absorvancia da solucdo de acetiltiocolina (412 nm) por minuto
devido a sua hidrdlise pela acdo da enzima AChE. Portanto ela corresponde a
atividade catalitica da enzima expressa em U (unidade de atividade enzimatica).

As diferencas na atividade entre a forma sollvel e particulada da enzima
resultam em algumas mudancas intrinsecas originadas de uma alteragédo na estrutura

terciaria da proteina . A Permeabilidade da membrana com barreiras ao livre acesso
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e livre difusdo do substrato e demais ligantes pode afetar sua resposta analitica
como sonda.Alguns ensaios mostram que as determinagdes da atividade da fracéo
particulada sdo menos precisas do que a atividade da fracdo sollvel. Estas barreiras
sdo reportadas em homogenatos de enguiaem testes com um substrato lipossoluvel,
0 acetato de indofenil [244]. Este substrato, mais permeavel a membrana, produziu
a mesma atividade relativa para a enzima soltvel e a particulada sob condicdes de
tamponamento.

A fragdo “salt soluble” da AChEfoi definida operacionalmente como
aenzima extraida de tecido na auséncia de detergente.Neste procedimento de
extracdo pretendeu obter uma fracdo sobrenadante sollivel em sulfato de amonio
(fracdo sollvel em sal). O procedimento de extracdo procurou manter, apesar de
eliminar grande parte da fase lipidica no “pellet’, uma parte dos receptores de
membrana, seguindo outros protocolos utilizados para a extragdo de
neuroreceptores em tecidos [245;246;247;248].

A Tabela 5 mostra o rendimento da extracdo ap0s as duas primeiras etapas de
centrifugacdo do homogenato de cérebro de rato. A fracdo | se refere ao extrato
apos a segunda centrifugacdo e a fracdo Il se refere a fracdo final (ap6s a
precipitagdo com sulfato de amonio). Considerando a atividade especifica de 1300
pumol min® mg™® com uma massa de proteina total de 22,4 mg mL™* (fracdo 1), a
fracdo Il apresentou perda de atividade especifica de aproximadamente 30 % e a

massa de proteina total eliminada da fragdo foi de 22%.

Tabela 5 - Tabela com o rendimento da extracdo indicando a perda de

atividade especifica da AChE na a obtencéo da fracao protéica final.

Fracao Proteina total (mg mL1) Atividade especifica (U mg™)
I 22,4 1300
1 5 943

Este protocolo otimizado teve por base outros procedimentos de
fracionamento de tecido cerebral de ratocapaz de promover a transformacéo dos

organofosforados em suas formas oxon responsaveis pela inibi¢cdo da AChE [249].
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Assim seria possivel incluir os organofosforados (metamidofos e metil paration)
como analitos.

Pelo fato da enzima estar solubilizada eligada & membrana, é natural que se
encontremdiferencas nasenzimas presentes em preparacdes subfracionadas de
extratos/homogenatosjd que mudancas conformacionais nas enzimas ocorrem
durante os procedimentos de extragdo e purificacdo [244]. Multiplas formas
ativasda acetilcolinesterase cerebral de ratos foram encontradas segundo Adamson
e colaboradores [250]. As seis formas observadas sdo semelhantes em varios
aspectos (subunidades, peso molecular, caracteristicas de glicoproteinas e
ponto isoelétrico) [251]. Além disso, as propriedades estruturais finais das
diferentes formas também séo inerentes ao processo de extracdo e purificacéo
empregados. As isoenzimas (alfa e beta) da Nucleosideos Difosfato Quinases (NDP
quinases) contémos mesmotrésresiduos de triptofano (Trp78, 133, Ind149) e quatro
tirosinas (Tyr 52, 67, 147, e 151) por subunidade, mas apresentam
diferencasacentuadasnas suas propriedades de fluorescéncia (tanto em posi¢des
espectrais e forma e valores de rendimento quantico) e se comportamde forma
diferente em funcdo do pH [251]. Por estas razdes a comparacdo do material
extraido com o padrdo comercial de AChE purificado (Electrophorus electricus)

deve ser feita com cuidado.

4.1.1.
Caracterizacao cinética

A definicdo dos pardmetros cinéticos de uma enzima especifica s&o
importantes para se conhecer seu mecanismo catalitico. Do ponto de vista analitico
(identificacdo e avaliacdo de sondas enzimaticas), estes parametros sdo importantes
para: (1) definir as condi¢bes experimentais adequadas para 0s ensaios enzimaticos
(concentracdo ideal de substrato e inibidores, tempo de reacdo, etc); (2)
identificacdo de algum tipo de regulagéo alostérica como a inibi¢do por excesso de
substrato ja bem descrita para a AChE; (3) tipos de mecanismos de inibi¢cdo ou
ativacdo; (3) definicdo de constantes de equilibriode Michaelis (Km). Neste caso, 0

valor de Kimn daAChE seréa util para comparagfes com as constantes de associacao
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(Ka) nos ensaios de fluorescéncia para descrever as intera¢fes da fracdo protéica
com os ligantes (analitos).

A fracdo da AChE (soltvel em sal- fracdo Il) presente na fracdo protéica foi
caracterizada segundo seus parametros cinéticos Km € Vmaxima que foram
respectivamente 0,4 mmol L™ e a Vinaxima m 1,0 mmol min ** mg proteina . Esses
valores mostram a afinidade da AChE presente pelo substrato utilizado nos testes
(acetiltiocolina), expressa por K € a eficiéncia em sua hidrdlise, representada por
Vmaxima. O material protéico obtido do cérebro de rato, apesar de um procedimento
simples de fracionamento, alcancou um perfil cinético satisfatorio quando
comparado as fracbes de AChE sollUvel de mesma origem caracterizadas na
literatura [252]. Pode-se considerar que o substrato utilizado nos ensaios cinéticos
possui afinidade a molécula de AChE da fracdo suficiente para compor ensaios com

resposta cinética rapida e sensivel exigida para sensores analiticos.

4.2.
Otimizacdo das condicoes de complexagcdo: planejamento
experimental

A metodologia de superficie de resposta se baseia na construgdo de modelos
matematicos empiricos que geralmente empregamfuncées polinomiais (lineares ou
quadraticas). Assim, esses planejamentos oferecem condicdes de explorar o sistema
att se obter as condigdes  Otimas.Os  resultados de  um
planejamentoexperimentaldevem indicar o conjunto de fatores significativos para
se ajustar o modelo empirico que representa a relacdo existente entre esses fatores
e a resposta de fluorescéncia das proteinas.

Neste trabalho foi adotado o planejamento Composto Central “CCD -
Central Composite Design, um dos tipos de planejamentos mais utilizados
paraajustar modelos quadraticos. Este planejamento inclui a medicao de réplicas no
centro do desenho (valor médiodos niveis de todas as variaveis) que permite
avaliara significancia dos efeitos ou coeficientes. Além disso, recomenda-se este
tipo de experimento para se estimar um modelo razoavel, com a verificacdo da falta
de ajuste e minimizacéo do risco de perder a relacdo nao-linear entre as variaveis
[248].
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4.2.1.

Fracado protéica (controles)

Antes dos testes com os analitos realizou-se planejamentos somente com a
fracdo protéica (biocomponente) de modo a gerar superficies de resposta dos
respectivos modelos (fluorescéncia e atividade enziméatica da AChE). Em seguida
realizou-se a sobreposicdo destas representacbes do modelo do biocomponente
(controle) com o modelo na presenca de cada analito estudado. A importancia da
sobreposicdo dos dominios das respostas nos dois modelos obtidos é que isso
permite encontrar uma condi¢do otimizada avaliando-se simultaneamente, as
condigdes iniciais (sem analito) e finais (com o analito).

Para o evento de supressdo defluorescéncia, a condicdo 6tima para a maior
sensibilidade analitica seria a de maior sinal do controle (biocomponente sem
analito ou Fo) e menor fluorescéncia na presenca do analito (F). A medida de
supresséo de fluorescéncia considera a razdo Fo/F e, dessa forma, chega-se a uma
maior sensibilidade das curvas de supresséo. Para a cinética, de forma semelhante,
a condicdo 6tima € a de maior atividade da AChE (controle) e a menor atividade na

presenca do analito (ou seja, maior inibicéo).

4.2.1.1.
Fluorescéncia

Estudo das interacoes

A Figura 10 apresenta o grafico de Pareto que indica a analise da significancia
de cada variavel na resposta intensidade de fluorescénciada fragdo protéica. Este
grafico mostra cada um dos efeitos calculados em ordem decrescente de magnitude.
O comprimento de cada barra € proporcional ao efeito padronizado (efeito €
calculado dividindo o efeito pelo desvio-padrdo). A linha vertical pode ser usada
para julgar quais efeitos sdo estatisticamente significativos. Qualquer barra que se
estenda além da linha corresponde a um efeito significativo ao nivel de 95%.

Para a intensidade de fluorescéncia total da fracdo de cérebro de rato, os
efeitos principais (de dimenséo quadratica) dos trés fatores estudados (forca i6nica,
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pH e tempo de incubacdo) foram significativos (95% de confianca). O gréafico de
Pareto também mostra que as interacGes entre os fatores ndo tiveram efeito
importante para o valor da fluorescéncia. Os valores positivos dos efeitos indicam
que um aumento das variaveis implicara em aumento do sinal da resposta (para a

faixa experimental compreendida nos niveis do planejamento).

Forca i6nica(Q) //// //’ng 7.8714
PH(Q) // W 7,383019
Tempo de incubagao(Q) //,‘I'// 2,740147

(1)Forga ibnica(L) ,533658

(2)pH(L) -,51552

[

2Lby 3L ,4821601

(3)Tempo de incubagao(L) -,421416

1Lby 3L -,392431

1Lby2L -,322557

p=,05

Efeito estimado padronizado

Figura 11- Grafico de Pareto indicando os efeitos estatisticamente
significativos para o desenho experimental aplicado mostrando a importancia

dos 3 fatores escolhidos para o estudo.

Avaliacdo do modelo (ajuste)

Pode-se assumir que o sistema estudado € regido por alguma funcéo que
édescrita pelas varidveis experimentais. Normalmente esta funcdo podeser
aproximada por um polinémio, o qual pode fornecer uma boa descri¢doda relagdo
entre os fatores e a resposta obtida. Como a ordem deste polindmio élimitada pelo
tipo de planejamento usado, os planejamentos fatoriais de dois niveis podem
estimar apenas efeitosprincipais e interagdes. Por isso optou-se pelo planejamento
fatorial de trés niveis (ponto central) para poderincluir a estimativa do grau de

curvatura do modelo.
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O modelo obtido pode nédo ser exatamente aquele que descreve a regido
estudada do sistema e, neste caso, ndo pode ser usado para fazer estimativas e muito
menos para extrair conclusdes sobre a regido 6tima. A maneira mais confiavel de
se avaliar a qualidade do ajuste do modelo é empregando a analise devariancia
(ANOVA). Por isso, um bom modelo necessita ter uma regressaosignificativa e
uma falta de ajuste n&o significativa. Isto significa que a maior parte da variacao
total das observacGes emtorno da média deve ser descrita pela equacdo de regressao
e orestante certamente ficara com os residuos. Idealmente amaior parte da variacéo
embutida nos residuos deve ser fruto do erro experimental (erropuro) e ndo com a
falta de ajuste do modelo. Outros parametros para observar se toda variacdo em
torno da média foi explicada pela regressao séo o valor do coeficiente devariagao
R? e o grafico dos residuos.

A andlise da varidncia usa as médias quadraticas (MQ) para testar se a
equacdo de regressao € estatisticamente significativa. Com isso, verifica-se o grau
de ajuste do modelo pela comparacdo da razdo MQr/MQ; ao F critico
correspondente aos graus de liberdade obtidos (graus de liberdade da média
quadrética devida a regressdo, MQg,e da média quadratica residual, MQy), devendo
esta razao ser maior do que o valor de F critico. Neste caso, o valor de MQr/MQr
foi 10,84, que, por sua vez, foi maior do que o valor para F calculadoo que indica
gue o modelo de regressao € estatisticamente significativo.

Para se avaliar a parte da variacdo explicada pela falta de ajuste do
modelocompara-se a razdo MQraj/MQep a0 F critico correspondente, onde MQxjé a
média quadréatica da falta de ajuste e 0 MQep € a média quadratica do erro puro. Para
ndo haver falta de ajuste, o valor da razdo deve ser menor que o valor de F. Neste
caso, a razao (2,46) € menor que o valor de F tabelado e, portanto o modelo proposto
néo apresenta falta de ajuste com so dados experimentais.

A porcentagem de variacdo explicada pela regresséo, isto é, a razdo entre a
soma quadratica devida a regressao (SQr) e a soma quadratica total(SQt)e igual ao
coeficiente de determinacdo, R?, que no caso foi 0,79. Esse valor porém, ndo deve
ser comparado com 100%, por causa da contribuicao devida ao erro puro. O valor
maximo explicavel é a diferenca entre a soma quadréatica total (SQ:) e a soma
quadréatica do erro puro (SQep). Neste caso, SQt- SQep = 772666,9 — 102523,8 =
670143,1. Assim, o valor dessa diferenca e o valor de SQ«(670143,1 / 772666,9) é
0,867, ou seja, 86,7 % da soma quadratica total, que €o valor que deve ser usado
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para comparar a variacdo explicada pela regressdo. O valor de Fo26 calculado de
2,27 (no nivel de 95%) indica que o um modelo de regressédo € significativo visto
que o valor da razdo MQr/MQrigual a 10,84 € maior que o valor de F 926 tabelado.

Para este caso, os dados da tabela ANOVA (Tabela 6) mostram que a fragédo
da variacdo dos dados explicavel pela regressdo é de 87%. Dessa variagdo
explicdvel, o modelo de regressdo proposto explica uma importante por¢do da
variacdo dos dados, 79%. Como nao existe falta de ajuste significativa do modelo
podemos considerar esta regressdo valida para otimizar as condi¢bes de

fluorescéncia da fracdo protéica extraida do cérebro de rato (Figura 11).

Tabela 6 - Resultado da analise de ANOVA do modelo de regressao.

Fonte de SQ Gl MQ
Variagéo
Regresséo 610108,0 9 67789,78
Residuo 162558,8 26 6252,262
Falta de ajuste 60035,1 12007,0
Erro puro 102523,8 4882,1
Total 772666,9 35
[0) i 2
/o_ variacao 86,7
explicavel
% de variagéo 0,79
explicada pela
regressao

A resposta do controle, modelada pela regressdao, mostra um ponto de
minimo de 236 unidades arbitrarias de fluorescéncia (u.a). Os maiores valores de
fluorescéncia do material protéico ficaram restritos as arestas da superficie de
resposta. 1sso mostra que a faixa experimental escolhida ndo compreende as
condicBes para se obter os valores mais altos de intensidade, o que aumentaria a
sensibilidade das curvas de supressao. Nesse sentido uma superficie com um ponto
de maximo seria o ideal. Entretanto, como a resposta depende primordialmente da
ocorréncia de interagdo (evento de biorreconhecimento sonda-analito), algumas

consideracOes sdo importantes: (1) os maiores valores de fluorescéncia inicial (Fo)
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podem ndo ser favoraveis a interacdo com os analitos; (2) uma intensa fluorescécia
de proteinas totais pode tornar a supressdo menos evidente (menor sensibilidade do
evento). Além disso, a faixa utilizada neste planejamento esta de acordo com as
condicdes de inibicdo da AChE [249] que compde esta fracdo e tem alta afinidade

pelos analitos.
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Figura 12: Representacao grafica do modelo de regressdo gerado a partir
do desenho experimental. Identifica-se o ponto critico (ponto de minimo) no
valor de 236,85. u.a.

4.2.1.2.
Cinética

O planejamento feito para a resposta da cinética da enzima AchEna fracao
protéica (do cérebro dos ratos) identificou efeitos principais significativos, nos
niveis estudados, para as trés variaveis: pH, forca idnica do tampédo e tempo de
incubacdo (Figura 12). Nesta faixa 6tima de atividade da AChE, confirmou-se a
importancia das trés variaveis e sua relacdo linear com a cinética da enzima.
Nenhuma interacdo entre os fatores foi relevante para 0 modelo proposto.O sinal
negativo dos efeitos indica que a relagdo entre as varidveis e a resposta (atividade
aparente da AChE/min) € inversa. Isso quer dizer que, dentro do intervalo testado e
considerando o peso de cada efeito, um aumento do tempo de incubacéo, do pH
e/ou da forga ibnica do tampao resulta em menor atividade da AChE.
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Figura 13 - Gréfico de Pareto indicando as 3 variaveis significativas e

seus efeitos principais.

Pela tabela da estatistica ANOVA (Tabela 7),0bserva-se que ndo foi possivel

obter um modelo matematico que descrevesse, suficientemente, o comportamento

da cinética da AChE em funcdo dos trés pardmetros nos respectivos niveis

considerados (R? = 0,49). Entretanto, ndo ha falta de ajuste do modelo no dominio

experimental de interesse (maior atividade enzimatica).

Tabela 7 - Tabela ANOVA do modelo de regressdo para a atividade

aparente da AChE presente na fracdo protéica.

Fonte de SQ Gl MQ
Variacao
Regressao 0,0054 9 0,000599
Residuo 0,005658 26 0,0002176
Falta de ajuste 0,002132 5 0,000426
Erro puro 0,003526 21 0,0001679
Total 0,011048 35

% variacao
explicavel
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% de variacéo 0,49
explicada pela
regressao

Apesar do modelo ter pouco poder de explicacdo do conjunto de dados de
cinética, identifica-se um dominio com correlacdo adequada entre os valores
observados e previsto pelo modelo acima de 0,12 de atividade aparente/min (Figura
13). Este dominio compreeende a faixa experimental de maior atividade enzimatica
(condicéo de interesse) e por isso considera-se o0 modelo eficiente/adequado para o

propdsito deste planejamento (Figura 14).

0,13

Valores previstos

0,07
0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,11 0,12 013 014

Valores obervados

Figura 14 - Grafico mostrando a correlagéo entre o0 modelo e os valores

experimentais de fluorescéncia.
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Figura 15 - Superficie de resposta com a cinética da AChE (expressa por

atividade aparente/min). Ponto de sela: 0,108 de atividade aparente/min.

4.2.2.
Fracdo protéica e resposta na presenca dos analitos

Através da analise dos efeitos e dos modelos de regressao tentou-se
identificar alguma relacdo entre o comportamento de supressao de fluorescéncia da
sonda e sua resposta especifica sobre a atividade da AChE. Amedida da atividade
catalitica da AChE e da fluorescéncia total das proteinas, sob as mesmas condi¢des
experimentais,ajuda a identificar as condi¢fes 6timas para as interagdes com 0s
inibidores especificosda enzima e para a resposta de supressao de fluorescéncia com
estes analitos.

Pela identificacdode possiveis intersecdes nas superficies de resposta, pode-
se relacionar eventos de supressao de fluorescéncia com eventos de inibicéo
catalitica da AChE. Dessa forma, pode-se discriminar a contribui¢do da interacdo
com a enzima na resposta de supressao de fluorescéncia, jaqueos analitospodem
interagir com mais de um componente da fragédo protéica (AChE e neuroreceptores,
por exemplo).

No caso do biocomponente na auséncia dos analitos (controle), o
comportamento da emissdo da fluorescéncia total das proteinas ¢ influenciada pelos

mesmo fatores que afetam a cinética da AChE (controle). Para um aumento da
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fluorescéncia deve-se diminuir opH, a for¢a idnica e tempo de incubacdo. J& para
se obter uma alta atividade catalitica, o efeito € na direcdo inversa (aumento dos
valores das variaveis). Para os dois casos ndo existe influéncia das interacdes entre
as variaveis nos valores das respostas.

Em relag&o a fracéo protéica (controle),0 modelo gerado para a resposta de
fluorescéncia explicou quase 80% da regressao dos 87% explicaveis. Porém, ndo
se obteve um modelo suficiente para explicar a variacdo experimental da atividade
especifica da AChE, apesar dos dados estarem bem ajustados ao modelo linear. No
entato, podemos extrair algumas informagdes importantes: (1) o planejamento com
os analitos ira considerar as mesmas variaveis independentes; (2) a superficie de
resposta da atividade enzimatica confirma uma ampla faixa 6tima de resposta; (3)
uma sobreposicdo visual das suas superficies mostra que a faixa com alta atividade
catalitica apresenta, em sua maior parte, uma menor fluorescéncia da fragdo
multiprotéica (ponto de minimo).

Em seguida, os modelos de cinética e fluorescéncia do biocomponente na

presenca do analito serdo comparados e sobrepostos aos respectivos controles.

4.2.2.1.
Galantamina (GAL)

4.221.1.
Fluorescéncia

Estudo quimiométrico dos efeitos

Na presenca de 10 ugL? de GAL, identificou-se efeitos relevantes dopH, da
forca i6nica do tampdo e do tempo de incubacdo em suas relagdes lineares e
quadréticas com a resposta de fluorescéncia (Figura 15). A interagdo entre a forca
ibnica do tampdo e seu pH também foi significativa (linear). O tempo teve 0 menor
efeito significativo positivo mostrando que um aumento do tempo de incubacéo
com a GAL causa a diminuicdo na intensidade de fluorescéncia. Apenas as

interacOes envolvendo o tempo ndo tiveram significancia estatistica.
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Figura 16 - Grafico de Pareto identificando os fatores principais e as
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interacdes e suas significancias estatisticas.

Avaliacdo do modelo (ajuste)

A regressdo apresentou valor de R? = 74,09% de um total de 96,81% de

variacdo explicavel (Tabela 8). Apesar da falta de ajuste (Ffj=

valores observados em funcéo dos valores previstos mostra uma melhor correlagao

93

21,4),0 gréfico de

nas respostas menores de 500 u.a (Figura 16). O modelo (Figura 17) é atil para

indicar as condi¢fes de minimo com uma correlacdo suficiente. Neste modelo

podemos considerar algumas sub-regides/dominios que apresentam correlacdo

entre os valores observados e previstos pelo modelo.
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Fonte de SQ Gl MQ
Variacéo
Regressao 315735,1 52622,52
Residuo 127039,2 4380,662
Falta de ajuste 100590,9 14370,1
Erro puro 140973 21 671,3
Total 442774,3 35
% variagao 96,81 %
explicavel
% de variacéo 74,09 %

explicada pela
regressao
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Figura 17 - Grafico mostrando a correlacéo entre o esperado pelo modelo

e o0s valores experimentais.
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Figura 18 - Apresentacdo grafica do modelo de regressao (superficie de
reposta). Ponto de minimo: 316,59.

4.2.2.1.2.
Cinética

Nesta faixa de trabalho, as variacdes das respostas de inibi¢do na presenca
de GAL né&o foram significativas. Por isso, ndo se obteve um modelo de regresséo
satisfatorio. Nesta faixa 6tima de atividade (do controle) a inibicdo da AChEna
presenca de 62,25 ugL* de GAL ficou entre 9 e 53 %, com nenhum efeito
relevantedas variaveis relacionadas (ver Figura 17). O gréfico dos efeitos para a
atividade catalitca da AChE apés a incubacdo com 62,25 pgL™ de galantamina
mostra que na sua faixa 6tima de atividade (do controle) a resposta de inibicdo do

sistema pela Gal é robusta (Figura 18).
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Figura 19 - Gréfico de Pareto indicando a auséncia de influéncia dos trés

parametros na atividade enzimética da AChE.

4.2.2.2.
Atropina

4.2.2.2.1.
Fluorescéncia

Estudo quimiométrico dos efeitos

No experimento com atropina, observa-seque os fatores relacionados ao

tampao fosfato de sédio (pH e forca i6nica) apresentam umarelacdo quadratica com

a intensidade de fluorescéncia total das proteinas. Além de provocarem essa

influéncia direta, sua interacdo também apresenta significancia estatistica (ao nivel

de 95% de confianga). Para este analito, o tempo de incubagdo, nas condigdes

escolhidas, néo foi relevante (Figura 19).
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Figura 20 - Gréfico de Pareto identificando os fatores e suas interacoes

no sistema incubado com atropina (10 pgLt).

Avaliacdo do modelo

Pode-se verificar numericamente a qualidade do ajuste através da Analise

de Variancia (ANOVA) mostrada na Tabela 9. A variacdo percentual explicada pelo

modelo proposto (R?) é igual a 90,31 % e a percentagem maxima de variaco

explicavel fica em 96,25 %.0 modelo (Figura 21) apresenta uma pequena falta de

ajuste (Frj = 6,6) que ndo foi considerada importante para o proposito deste

planejamento. A correlacdo entre os valores esperados e os observados (Figura 19)

se mostrou apropriada para a faixa de interesse do sinal de fluorescéncia (préximo

ao ponto de minimo).
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Tabela 9 - Tabela ANOVA do modelo de regresséo.

Fonte de SQ al MQ
Variacéo
Regressao 402918,2 9 44768,69
Residuo 44023,79 26 1595,65
Falta de ajuste 25448,1 5 5089,6
Erro puro 16039,0 21 763,8
Total 4282229 35
% variagao 90,31
explicavel
% de variacéo 96,25
explicada pela
regressao
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Figura 21 - Grafico mostrando a correlacédo entre os valores previstos e
observados. Para os menores valores de intensidade de sinal (préximo a 300 —
350 u.a).
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Figura 22 - Superficie de resposta do modelo de regressao obtido para o
sinal de fluorescéncia da fragiio protéica na presenca de 10 pgL* de atropina.

Ponto de minimo em 341,66 u.a.

4222.2.

Cinética

Na incubacdo com atropina, ndo houve efeito principal significativo,
somente foi importante a interacdo linear entre a forca ibnica do tampéo e o tempo
de incubagdo do ensaio. Esta interacdo, de coeficiente negativo, mostra que o
aumento do valor de ambas variaveis resulta em diminuicéo da resposta cinética da
enzima apos sua incubacdo com atropina (Figura 22). Portanto, a inibicdo da AChE
pela atropina, nestas condi¢bes experimentais, depende ndo do valor do pH do meio,

mas sim do tempo de contato entre a enzima e o analito em condicdes especificas
do tampado.
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Figura 23 - Gréfico de Pareto para a atividade especifica da AChE

presente na fracdo protéica na presenca de 62,25 ngL* de atropina.

A inibicdo da atividade com 62,25 pgL™? de atropina foi de 0 a 68%.0
modelo de regressdo gerado € muito precario (R? = 0,33), com uma capacidade
insatisfatdria de explicacdo dos dados experimentaisnesta faixa de trabalho.Os
ensaios de atividade enzimatica nestas condi¢des sdo muito robustos, sendo a
resposta bem insensivel aos fatores relacionados. Apesar disso ndo houve falta de

ajuste do modelo linear (Figura 23).
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Figura 24 - Grafico de superficie de resposta para a atividade aparente
da AChE ap6s incubacdo com 62,25 pgLde atropina.
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4.2.2.3.
Metomil

4.2.2.3.1.
Fluorescéncia

Estudo quimiométrico dos efeitos

No gréfico de Pareto (Figura 24) sdo mostradas as significancias estatisticas
das variaveis forca i6nica e pH do tampé&o (termo quadratico) e do termo linear do
pHpara a intensidade do sinal de fluorescéncia da fracdo apo6s incubacdo com o
carbamato metomil na concentracéo de 5ugL-1. O efeito negativo deste fator indica
que os maiores valores de resposta (intensidade de fluorescéncia) se encontram na
direcdo dos menores valores de pH do tamp&o. Em outras palavras, as menores
intensidades de fluorescéncia da fracdo protéica sdo observadas a medida que se
aumenta o pH do meio. O tempo de incubacdo, mais uma vez, ndo apresenta
importancia no desenho experimental proposto assim como ndo ha interacGes entre

os fatores de nenhuma ordem.
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Figura 25 - Gréfico de Pareto mostrando os valores dos efeitos para a

intensidade do sinal de fluorescéncia da fracao protéica.

Avaliacdo do modelo

A estatistica ANOVA (Tabela 10) mostra que o modelo proposto explica
90% da variacdo da resposta de fluorescéncia de um total de 95% de capacidade
explicativa da regressdo. A falta de ajuste (Frj = 3,82) ndo é suficiente para
descartar o modelo proposto. O grafico de residuos (Figura 25) mostra a dipersao
aleatoria dos residuos indicando um ajuste do modelo de regressdo suficiente para
descrever o comportamento do sinal de fluorescéncia total (fracdo protéica) apos a
incubagdo com 5 gLt de metomil. Portanto, 0 modelo éajustado suficientemente
e tem boa capacidade de explicar as respostas na presenca de metomil (5 pgL™)

como visto na Figura 25.
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Tabela 10 - Tabela ANOVA do modelo de regressdo quadratica para a
resposta de intensidade de fluorescéncia da fracéo protéica.

Fonte de SQ Gl MQ
Variagéo
Regressao 361317.6 9
Residuo 41087.44 26 1580.3
Falta de ajuste 1957.2 5 3914.4
Erro puro 91515.4 21 1024.5
Total 402405.0 35
% variacao 90 %
explicavel
% de variacao 95 %
explicada pela
regressao
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Figura 26 - Gréfico de residuos (comportamento do sinal de fluorescéncia

total da fracéo protéica) ap6s a incubacdo com 5 pgL* de metomil.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812618/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 0812618/CA

104

AT R SRR

B 1200
Bl 1000
1800
I 600
B 400

Figura 27 - Superficie de resposta do modelo apéds incubacdo com 5 pgL-

1 de metomil. Ponto de sela de 338,77 u.a.

4.2.2.3.2.
Cinética
Para as incubagdes com 31,12 pgL*de metomil, a atividade enzimatica da

AChE mostrou ser influenciada somente pelo pH do meio,como mostrado no
grafico de Pareto (Figura 27).
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(1)F. idnica(L)

C

F.i6nica(Q)

<

@

2Lhy3

A
p=,05
Efeito estimado padronizado

Figura 28 - Grafico dos valores dos coeficientes dos efeitos sobre a
atividade aparente da AChE.
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Avaliacdo do modelo

Pelo planejamento, o modelo de regressio mais adequado é o linear (R? =
62,5) com uma capacidade explicativa total do conjunto dos dados experimentais
de 65,6% (Tabela 11). O conjunto de dados observados apresentam valores de
inibicdo da atividade pelo analito entre 57 e 89%. O gréfico dos residuos (Figura
28) mostra a adequacao do modelo linear (Figura 29) aos dados de cinética da AChE
na presenca de metomil. Na figura 29 esta a representacéo grafica do modelo de
regressdo linear (superficie de resposta) da atividade enzimatica aparente da AChE
em funcgéo do pH e forga idnica no tempo de 30 minutos de incubagéo do sistema

com 31,12 pgL? de metomil

Tabela 11 - Tabela ANOVA do modelo de regresséo linear.

Fonte de SQ gl MQ
Variagéo
Regresséo 0.001142 7 0.000163
Residuo 0.000684 16 0.000041
Falta de ajuste 0.000056 1 0.000056
Erro puro 0.00064 16 0.00004
Total 0.001859 25
% variagao 62,5 %
explicavel
% de variagao 65,6 %

explicada pela
regressao
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Figura 29 - Grafico indicando o ajuste do modelo linear previsto cuja

distribuicéo dos residuos ¢ aleatoria.

wypyEpeede N

Figura 30 - Representacdo grafica do modelo de regressdo linear da
atividade enzimatica aparente da AChE tempo de 30 minutos de incubacéo do
sistema.
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4.22.4.
Metamidofos

4.2.2.4.1.
Fluorescéncia

No gréfico dos efeitos (Figura 30) se observa a influéncia significativa das
trés variaveis estudadas sobre a fluorescéncia total da fracdo apds incubacdo com
40 pg L de metamidofos. Todos os efeitos principais foram relevantes para o sinal
de fluorescéncia (relacdo linear e quadratica). O aumento do tempo de contato com
o material bioldgico contribui significativamente para a diminuicdo do sinal. As

interacdes nao tiveram efeito significativo para a resposta de fluorescéncia.

Forgaidnica(Q) jﬁ/
PH(Q) /// % 16,3517
Tempo de incubagao(Q) M 4,108802
(1)Forga ionica(L) m 2,676952
(3)Tempo de incubacao(L) m -2,50769
1Lby2L % »:U.,64248
2Lhy3L % ,463q:041
I
;,’7 ’ I
(2)pH(L) 3123:213
1LbyaL ,01629{:36

p=,05

Efeito estimado padronizado

Figura 31 - Gréfico de Pareto indicando os coeficientes dos efeitos das

variaveis e suas interacoes.

A analise de ANOVA (Tabela 12) do modelo gerado indica que grande parte
da variacdao de fluorescéncia pode ser explicado por modelos de regressao. A maior
fonte da variacdo vem do erro experimental e ndo da falta de ajuste do modelo (Ff,;
= 6,6). O modelo gerado (R? = 90,9%) foi considerado satisfatorio para explicar o
comportamento do sinal fluorescente na presenca de metamidofés. Os dados do
gréfico de residuos (Figura 31) mostram que, apesar da indicagdo de pequena falta
de ajuste pela ANOVA, o modelo é adequado (Figura 32).
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Tabela 12 - Tabela ANOVA do modelo de regressdo linear sem falta de

ajuste importante (Ftaita de ajuste = 6,6).

Fonte de SQ Gl MQ
Variagéo
Regressao 496520,8 9 55168,9
Residuo 49329,39 26
Falta de ajuste 30149,8
Erro puro 19179.6 5
Total 545850 35
% variacao 96,5
explicavel
% de variacao 90,9
explicada pela
regressao
100
80 .
60 OO
2 °
20 g ° io R
g:g -20 o ’ ’ ° !
-40 o C e .
-60 5
-80 °
-100 °
-120

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Valores preditos

Figura 32 - Gréafico mostrando a distribuicdo aleatoria dos residuos,

indicando a adequacao do modelo proposto pelo planejamento.
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Figura 33 - Representacdo grafica do modelo quadrético gerado para a
resposta de fluorescéncia da fracdo protéica na presenca de 40 pgL™*

metamidofos . Ponto de minimo: 295 u.a.

4.2.2.4.2.
Cinética

Os efeitos significativos para a resposta de atividade da AChE apés a
incubagdo com 31,12 pgL*de metamidofés mostra a influéncia apenas dos termos
lineares. Observa-se uma relacédo inversa entre a atividade da AChE com o tempo
de incubacéo (maior efeito). O aumento do tempo de incubagéo implica em menor
atividade enzimatica, ou seja, maior inibicdo da AChE pelo contato com o pesticida
(Figura 32). A inibicdo observada na atividade da AChE apds incubac¢do com
metamidofos foi entre 82 e 46% aproximadamente expressa em termos de atividade
aparente min’* (Figura 33).
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Figura 34 - Grafico de Pareto mostrando os coeficientes do efeitos do

modelo linear para a atividade da AChE napresenca de metamidofos.

A analise de ANOVA (Tabela 13) indicou 0 modelo linear (Figura 34) bem
ajustado aos dados de cinética da AChE com metamidofés com umaporcentagem

explicada de 75% da variacdo (de um total de 80,3%). Na figura 34 estd a

representacdodo modelo linear que relaciona as variaveis independentes (pH e forca

ibnica do tampdo) com a atividade enzimatica da AChE ap6s 100 minutos de

incubacio com 31,12 ugLtde metamidofos.

Tabela 13 - Tabela ANOVA do modelo de regressao linear (sem falta de

ajuste)
Fonte de SQ gl MQ
Variagéo
Regresséo 0.001696 7 0.000242
Residuo 0.000432 16 0.0000309
Falta de ajuste 0.000107 2 0.000053
Erro puro 0.000419 15 0.0000279
Total 0.002128 23
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% variacao 80.31 %
explicavel
% de variacao 75 %
explicada pela
regressao

e

ooco
[=Y=N=)
SN W

Figura 35 - Representacdodo modelo linear que relaciona as variaveis
independentes com a atividade enzimatica da AChE apds 100 minutos de

incubacéo.

4.2.2.5.
Metil paration

4.2.25.1.
Fluorescéncia

O estudo do efeito do metil paration sobre a fluorescéncia da fragdo protéica
néo foi realizado, pois seu comportamento seria similar ao do metamidofos (o outro
organofosforado) visto que o sitio de interacdo localizado na molécula de AChE é

0 Mesmo assim como seu mecanismo de interagéo.
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42252,
Cinética

Estudo quimiométrico dos efeitos

Apesar da auséncia de testes da fracdo protéica para atividade de outras
enzimas, principalmente as relacionadas a ativacéo de sua forma toxica (paraoxon),
houve significativa inibicdo (40 e 70%) da atividade da enzima AChE por 20 pg L
! de metil paration. As variaveis significativas foram o valor de pH do meio e 0
tempo de incubacéo e suas interac@es (pH versus tempo) que variaram linearmente
com a resposta da atividade enzimatica. O sinal negativo do coeficientedo efeito do
tempo indica que a inibicdo enziméatica aumenta com o tempo de incubagdo
sugerindo que este parametro seja fundamental para a conversdo da molécula do

organofosforado em sua forma inibidora da enzima (paraoxon) (Figura 35).

(3)Tempo(L) /// -8,61425
@pH() Bz /{/// 362983
1
by 3,400799
Lby2l . % //% 7
1

F.ionica(Q) 1,213545
1

1

2UbyaL Frrirsd 1170767
1

1

1

(1)F. ibnica(L) 53792
A 1

1

1

1Lby3L ,040683 1

1

1

1

p=,05

Efeito estimado padronizado

Figura 36 - Grafico de pareto indicando a influéncia das variaveis sobre
a atividade aparente da AChE apds incubacgéo com 20 pg L de metil paration.

Avaliacdo do modelo



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812618/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 0812618/CA

113

Na Tabela 14 é mostrado um coeficiente de correlacdo multipla de 85% de
um total de 88,9% de variacdo explicada por regressdo. O modelo linear proposto
(Figura 36) mostra estar bem ajustado aos dados experimentais (Figura 37) e se
mostra adequado para o estudo do comportamento da cinética da AChE(da fracéo
protéica) frente ao inibidor metil paration.

Tabela 14 - Tabela ANOVA do modelo de regressao linear (sem falta de

ajuste)

Fonte de SQ gl MQ
Variagéo

Regresséo 0.001756 7 0.000275

Residuo 0.000275 16 0.0000177

Falta de ajuste 0.000076 2 0.000038

Erro puro 0.000225 15 0.000015

Total 0.002032 23

% maxima de 88,93 %

variagdo explicavel

% maxima de 85 %
variagao explicada
pela regressao
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R ST

Figura 37 - Superficie de resposta do modelo de regressdo linear para a
atividade enzimatica da AChE ap6s 60 minutos de incubacao na presenca de

de metil paration.
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Figura 38 - Grafico dos residuos (valores previstos x residuos) indicando
0 ajuste do modelo linear proposto.
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4.2.2.6.
Acefato

Os estudos indicaram que ndo foi encontrada nenhuma diferenca de
intensidade de fluorescéncia total da fracdo protéica na presenca do
organofosforado acefato quando comparado com o controle (fracdo protéica em

tampdo).

4.2.3.
Aplicacéo da otimizagdo com restrigéo

Tendo obtido todos os modelos de regressdo graficamente para o sinal
fluorescéncia do sistema (fracdo protéica-analito), realizou-se a sobreposicao das
superficies de resposta dos analitos através da funcdo “desejabilidade”. Uma
representacdo grafica para este caso € mostrada na figura 38. Este € um método de
programacao ndo-linear e, no caso do programa Statistica,que usa a abordagem de
Derringer e Suich (1980), a ferramenta ¢ a fungdo “desirability”. Neste tratamento
as respostas (Yi) sdo convertidas em uma outra fungéo individual di que varia em
uma faixa de 0 <di < 1. Se a resposta for aquela que se quer, di = 1 e se a resposta
estiver fora da regido aceitavel, di = 0. Assim, as variaveis independentes séo

escolhidas de modo a maximizar a “desirability” global.

controle
Condicaodtima
Fluorescéncia FO/F
(analit
controle

- Fluorescéncia FO/F
/ (analitos)

Condicaodiscriminante
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Figura 39 - Representacéo da sobreposicdo dos modelos gerados pelos
planejamentos gerada pela funcio “desejabilidade”.

4.2.3.1.
Fluorescéncia

Identificou-se dominios no grafico do modelo de regressdo onde a
influéncia/interferéncia dos demais analitos é minima. Neste caso, a regido
identificada é gerada pela sobreposicdo das superficies de resposta do controle e de
todas as superficies de resposta na presenca de cadaum dos analitos.

Para o caso de determinacGesem sistemas com analitos ja conhecidos, a
medicao de cada um deles pode ser feita nas condi¢des 6timas individuaisdefinidas
nos seus respectivos modelos. Para amostras desconhecidas, no entanto, deve-se
recorrer a condi¢fes de menor interferéncia (que nem sempre é a condigdo 6tima).

Na aplicacdo da “desejabilidade” deve-se ter cuidado com as faixas de
resposta para cada analito no momento da sobreposi¢do. Como a definicdo desta
condicdo é qualitativa (maior ou menor resposta), na escolha da condi¢do de maior
sinal (interferentes) e menor sinal (analito), deve-se observar se a maior resposta de
um modelo (interferentes) ndo coincide com a menor resposta dos demais modelos
que serdo sobrepostos (analitos). Dessa forma asseguramos que o resultado desta
sobreposicao definira valores diferentes para a resposta de ambos.

A Figura 38mostra o grafico com os valores previstos pelo modelo de
regressao (superficie de resposta) para a intensidade de fluorescéncia de proteina
total na presenca dos analitos metomil, galantamina e atropina (avaliados
separadamente) e o controle (somente a sonda). Ele mostra que, para todos 0s
analitos, as faixas de sinal minimo, médio e maximo séo coincidentes. Assim, as
respostas minimas e maximas dos respectivos modelos ndo coincidem, o que
inviabilizaria uma condi¢do em que o sinal do analito de interesse seja majoritario

na medicdo em reacdo aos interferentes.
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Figura 40 - Grafico com os valores previstos pelo modelo de regressao
para a intensidade de fluorescéncia de proteina total na presenca dos analitos

metomil, galantamina e atropina e seus controles.

Na Tabela 15, sdo apresentadas as condi¢cdes para as trés variaveis
independentes geradas pela sobreposicdo dos modelos de regresséo previstos para
os analitos. Os valores experimentais mostrados se referem a condicdo de menor
interferéncia dos demais analitos sobre a resposta de supressdo de fluorescéncia da
sonda.Observa-se que estas condi¢des sdo muito proximas e isso impossibilita a
separacdo da resposta da GAL da resposta da atropina, por exemplo. Para o
metamidofds se identificou uma condicdo de pH um pouco mais acida do que as

demais Nessa condicdo deve-se observar a menor interferéncia dos demais analitos.

Tabela 15 - Resultado da funcio “desejabilidade” para a resposta de
diminuicdo da fluorescéncia (fragdo protéica).
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ANALITOS pH Forca ibnica
Atropina 7,2 0,02
Galantamina 7,3 0,01
Metomil 7,4 0,04
Metamidofos 6,3 0,03
4.2.3.2.
Cinética

A atividade catalitica da AChE é influenciada pela presenca de ativadores e
também de inibidores. Sua cinética € a resultante desses diversos agentes em
conjunto. Além disso, a AChE é uma proteina alostérica e por isso outros
compostos, como o proprio substrato podem alterar sua atividade. Por conta dessas
caracteristicas ndo € possivel discriminar a contribuicdio dos compostos
considerados neste estudo visto que todos sdo ativos na faixa das condicdes
experimentais testadas. No caso da fluorescéncia foram identificadas condigdes
experimentais para discriminar seus efeitos por condi¢cOes experimentais
diferenciadas. Assim, o sinal medido teria a contribuicdo majoritaria (quando ndo
unica) de uma determinada substancia.Nos modelos de cinética enzimatica obtidos,
todos os analitos apresentam contribui¢cdes importantes na diminuigédo da atividade
da AChE. Isto se deve a maior robustez da resposta da atividade cinética as
diferencas experimentais do que o método baseado na fluorescéncia intrinseca da

enzima.

4.2.4.
Concluséao sobre os planejamentos

Como concluséo geral a respeito dos resultados obtidos dos planejamentos,
verificou-se que o aumento do tempo de incubagdo contribuiu positivamente no
aumento da intensidade de fluorescéncia da fracdo protéica controle. J& na presenca
dos analitos GAL, metamidofos e metil paration, este fator exerce efeito inversoo
que pode ser atribuido ao fato da capacidade de inibicdo da AChE por estes
compostos depender do seu tempo de bioativagdo. O metamidofds e o metil paration
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séo organofosforados que precisam passar por um processo de bioativagdo em sua
molécula transformando-a na forma oxon ativa para se ligar ao sitio da enzima
(verificado nos modelos de cinética). No caso da GAL, por ser esteum fraco inibidor
colinesterasico, seu poder de inibicdo é aumentado somente ap6s um tempo maior
de contato maior com a enzima. Esses aspectos cinéticospodem explicar a
dependéncia da dimiuicdo da fluorescéncia da fracdo com o tempo de incubacéo.

O metomil é o mais potente inibidor da AChE do grupo de analitos
selecionados, com uma inibicao da atividade enzimatica in vitroguase instantanea.
Atribui-se esta caracteristica do metomilo fato do efeitode supressdo de sinal
causado por este analito na AChE ndo ser influenciado pelo tempo de incubagéo.

Os modelos de resposta fluorescente na presenca dos analitos seguiram o
mesmo padrdo de superficie de resposta do controle (superficie com ponto de
minimo). Os ensaios de fluorescéncia com a fracdo protéica sdo reprodutivos,
mostrando o mesmo comportamento do sinal(sob as mesmas condigdes) em dias
diferentes e os modelos de cinética para o controle confirmaram a relevancia das
variaveis e sua relacao linear com a atividade da AChE. As respostas na presenca
dos analitos provou a robustez dos ensaios de inibicdo enzimatica nesta faixa
experimental.

O modelo de inibicdo por metomil e GAL apresentou uma unica variavel
relevante: o valor do pH para o metomil e o tempo de incubacéo para a GAL. Estas
observacOes dos efeitos sdo coerentes com ensaios de inibicdo relatados na
literatura [250;251].

Pelo resultado apresentado pelo planejamento experimental (baseado nas
analises de variancia e confirmado pelos resultadoscitados na literatura) pode se
afirmar que a fracdo protéica obtida pode ser utilizada como sonda fluorescente na

determinacéo dos analitos apresentados neste estudo.

4.3.
Estudo espectroscopico das interacdes

Apos a otimizagdo das condigdes de supressao de fluorescénciae inibicdo da
AChE na presenga dos analitos, realizou-se ensaios para tentar discutir a
contribuicdo da enzima AChE na atenuacdo da fluorescéncia da fracdo protéica

assim como nade outras proteinas.Os experimentos foram realizados com a fracéo
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de cérebro de rato assim como com o padrdo a enzimaAChE (Electrophorus
electricus) nas condigOes definidas nos planejamentos.

4.3.1.
Estudos espectroscopicos preliminares: efeito filtro interno

O efeito filtro interno refere-se a absor¢do da radiacdo deexcitagdo (pré-
filtro) e/ou absor¢do da emissdo de um fluordforo (pos-filtro) causando a
diminuicdo de sua radiacdo detectada. Esse efeitogera uma diminuicdo do sinal
fluorescente por conta da presenca de substancias com capacidade para absorver
uma significativa quantidade de radiagdo incidente de excitagdo da sonda ou
emitida pela sonda. Esta diminuicdo da fluorescéncia (que aumenta com a
concentracdo da substdncia absorvente) induz a superestimacdo do valor da
constante de supressdo, também chamada de constante de Stern-Volmer (Ksv). A
ocorréncia deste efeito prejudica a robustez de métodos analiticos baseados no
principio de supresséo.

Para contornar esse problema e efetivamente medir a queda de sinal causada
pela atenuacdo estatica ou dinamica da sonda pela presenca do analito, a abordagem
mais simples é feita pela correcdo do efeito filtro. Isto é feito pela medicdo da
absorvancia, no comprimento de onda escolhido para excitagdoda sonda e no
escolhido para medir sua emissao assim como a absorvancia do analito nas
respectivas concentracdes empregadas nos ensaios. Em seguida, aplicam-se esses

valores de absorvancia na Equacéo 3 para corre¢édo da intensidade de fluorescéncia.

Fcorr = FObS antilog (AbSexc + AbSem)/z (3)

Onde Fcorr € 0 valor corrigido de fluorescéncia, a Fops € 0 valor medido de
fluorescéncia, Absexc)é a absorvancia no comprimento de onda de excitacdo, e
Absem)é a absorvancia no comprimento de onda de emissao.

A eliminacdo do efeito filtro torna a medida independente destes parametros
de absorcdo do ligante. Ao mesmo tempo, esta corre¢cdo depende das condigdes
operacionais da medicgéo de fluorescéncia. Varias abordagens de correcdo do efeito

filtro foram propostas para atender diferentes condigdes experimentais nosestudos
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de eventos de supressédo de fluorescéncia. Entretanto,a melhor maneira de eliminar
a interferéncia desse efeito é assegurar que sua contribuicdo seja minima, devendo-
se procurar faixas de supressdo sem a ocorréncia de filtro. Nesse caso, recomenda-
seque as concentracdes devem ser escolhidasde forma que a absorvanciado ligante
adicionado seja inferior a 0,02 nos Aexc € Aem para Ndo Ser necessario corrigir as
constantes de Stern-volmer (Ksv) [256]. Tal procedimento, as vezes requer que 0s
valores escolhidos para dexc € AemSejam diferentes dos valores maximos da sonda de
modo a operar fora das bandas de absorcdo dos ligantes. Essa escolha sacrifica
sensibilidade em favor de seletividade.

Na Figura 39 sdo apresentados os espectros de absor¢do da fragdo protéica,
na concentracio de 0,06 mg mL™, e também com o padrdo purificado de AChE
purificada. Na Figura 40 e 41, sdo apresentados os espectros de absorcdo dos
analitos atropina, galantamina e metamidofds, respectivamentenas concentragdes
de 1,5x 107, 2x 107 e 2,5 x 107 mol L™.0Os valores de absorvancia medidos em
280 nm e 340 nm indicam a auséncia de efeito filtro sobre a resposta de supressdo
de fluorescéncia das fragGes protéicas. O pesticida metomil e metil paration ndo

apresentam absorcédo na faixa de concentragéo utilizada nos testes de titulagéo.

—— Fracgao protéica
—— AChE (Electrophorus electricus)

2,5 <

2,0 4

1,5 4

1,0

Absorvancia

0,5

0,0 <

T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
comprimento de onda (nm)

Figura 41 - Espectro de absorvancia da AChE (Electrophorus electricus)

e da fracdo proteica (cérebro de rato) na concentracédo de 0,06 mg mL~.
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Figura 42 - Espectro de absorcéo de solucdes dos analitos galantamina (2

x 10 "mol L) e atropina (2 x 10" mol L™?).
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Figura 43 - Espectro de absorvancia da solucdo de (3 x 10"mol L) de

metamidofos.

Neste trabalho considerou-se que a correcdo da constante de Ksv pela

absorvancia do supressor (analito) é relevante mesmo quando esta é menor do que
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0,02 [256]. Para assegurar um valor real desta constante optou-se em realizar 0s
ensaios em faixas de concentracdo otimizadas do fluordforo e do analito,
identificando a contribuicdo do efeito filtro. Para isso foram testadas trés
concentragdes da fracdo do extrato que foram tituladas com atropina.

A Tabela 16 mostra os valores de Ksv das curvas de supresséo utilizando
concentragOes diferentes da fracdo protéica de rato (fluoréforo) empregando a
atropina como supressor (faixa de concentragio da curva de supressdo: 2,0 x 108 a
1,4 x 10"molL1). O objetivo desse estudo foi o de testar as concentragdes de 0,03,
0,06 e 0,1mg mL™ de proteina total para os ensaios com fluorescéncia de modo a
alcangar maior sensibilidade e contribuir para evitar a interferéncia do efeito filtro.
Os valores de Ksv para os trés casos sao indicados, mostrando que a concentragdo
mais elevada do fluor6foro, como esperado,permitiu a maior sensibilidade da
curvade supressdo. Observa-se, pelos valores proximos de Ksyv obtidos para 0,06
mg mL? e 0,1 mg mL™, que o uso de concentracdes mais elevadas de proteina do
que as testadas ndo traria nenhuma vantagem do ponto de vista analitico.Nestas
condigOes observa-se que as concentragdes de proteina total entre 0,06 mg mL™ e
0,1 mg mLs&0 adequadas para os ensaios de supressdo de fuorescéncia propostos
neste trabalho.

Tabela 16 - Valores da constante Ksv determinados em 3 razdes

proteinas total/atropina.

Atropina (mol L) Ksvi Ksv, Ksvs
2,0x10%-1,4x 107 1,32 x 10° 2,64 x 10° 2,8 x 10°
4.3.2.

Mecanismos de Supressao

A dimimuicdo de fluorescéncia pode ser o reflexo de uma variedadede
processos.A supressao colisional (dindmica) ocorre quando ofluoréforo, no estado
excitado, € desativado (por transferéncia de energia)apds contatocom algumaoutra
moléculaem solugdo (supressor). Neste caso, o fluoréforo retorna ao estado
fundamentalsem modificagdo na estrutura quimica das moléculas envolvidas no

processo. Por outro lado, adiminuigdo de fluorescéncia também pode ocorrerpela
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fomacdo de complexos estaveis ndo-florescentesentre o fluor6foro e a molécula
supressora. Este mecanismo, denominado supressdo estatica, ocorreno estado
fundamentale naodepende da difusdo e/ou colisdesmoleculares.Neste caso,a
relacdo entre a intensidade de fluorescéncia e aconcentracdo do supressor €
facilmente determinada pelo célculo da constante de associagéo para a formagéo do

complexo (Equacéo 4).

KSV =

[F-Q]
[Fl[Q] @)

onde [F — Q] é a concentracdo do complexo, [F] é a concentracdo do
fluoréforo ndo-complexado, e [Q] é a concentracdo do supressor (neste caso o
analito). Se a espécie complexadando emite fluorescéncia, entdo a fracdo de
fluorescéncia remanescente Fo/F € dada pela fracdo de fuordforo total que nédo
complexou. Considerando quea concentracado total de fluor6foro [F]o é dada pela

Equacdo 5,ap0s substituicdo dos termos,obtem-se a Equacéo 6.

[F10 = [F]+ [F = Q](5)

_ A A _IFl 1
Ksv = miei ~ e — e~ i)

Ao substituir a concentracdo do fluoréforo pela intensidade de fluorescéncia,
pode-se reorganizar a Equacdo 6 de modo a obter a Equacdo 7 que é a Equacdo de

Stern-Volmer.

? =1+Ksv[Q] (7)

A relacdo entre a razdoFo/Fea concentracdo do supressor [Q] € linear sendo a
constantede supressdo propria constante de associacdo dos complexos.

Apenas a medida da diminuicdo da fluorescéncia ndo permite identificara
contribuicdo dos processos (dindmico e/ou estatico) na resposta de atenuagdo
fluorescente.A medicdo do tempo de vidade fluorescénciaéo meétodo mais

definitivo  para  distinguir  entre  esses  dois  mecanismos. A
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supressaoestaticaremoveuma fragdo dos fluoroforos da observagdo.Nesse caso a
fluorescénciaobservada é apenas da fracdo ndo complexada (sem alteracdo no seu
tempo de vida). Um método adicional para distinguir essas duas formas se
supressdo e através dos espectros de absorcdodo fluoréforo. A diminuicdo de
fluorescéncia por colisbes afeta apenasosestados excitados dos fluoréforos e,
portanto, os espectros de absorcdondo se alteram. Entretanto, aformacdo do
complexo (estado fundamental) pode resultar em nitidas alteracdes noespectro de
absorcéodo fluordéforo.

Para distinguir os mecanismos de supressdo de fluorescéncia da fragéo
protéica, neste trabalho, utilizou-se a informacédo das curvas de temperatura,como
descrito nos estudos de supressdo de fluorescéncia [257].0 mesmo ensaio na
presenca dos ligantes foi realizados em diferentes temperaturas para verificar
alteracdes no valor de Ksy. Considera-se que o aumento de temperatura perturbe as
condigdes de ligacdo entre o fluor6foro e o ligante, desestabilizando a formacéo dos
complexos. Dessa forma, 0 mecanismo de extincdo de fluorescéncia por formacéo
de complexo proteina-analito seria identificada pela diminuicdo da constante de
ligagdo em temperaturas mais altas.

A seguir,sdo apresentadas as curvas de supressao de fluorescéncia pelo efeito
de cada agente de supressdo (analitos). As condicdes do meio (pH e for¢a ibnica do
tampdo) foram determinadas pelo modelo de regressdo obtido na fase de

planejamento experimental.

4.3.2.1.
Atropina

A atropina é um fraco agente anticolinesterdsico. Mesmo ligando-se
fortemente a molécula de enzima AChE, a atropina ndo age como um inibidor muito
eficiente [258]. Ela compete com a acetilcolina para ligar-se ao sitio ativo da AChE
[259]. Na Figura 42, os espectros do padrdo de AChE purificado de Electrophorous

electricus sdo mostradas ao longo da titulagdo com atropina até sua saturagao.
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—— AChE (Electrophorus electricus)

5007 — AChE +[2,8 x 10® mol L] atropina
450 —— AChE +[ 4,0 x 10°® mol L] atropina
400 ] —— AChE +[ 6,0 x 10° Mol L] atropina

350 -
300-
250 -
200 1
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100 -

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)
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Figura 44 - Espectro de emissdo de fluorescéncia da AChE purificada apds

titulacdo com atropina até o ponto de saturagao.

Apesar da supressdo causada na fluorescéncia da enzima, a atropina € uma
molécula que emite fluorescéncia com pico em 285 nm (excitacdo em 255 nm).
Entretanto, nesta faixa de concentragdo sua fluorescéncia ndo causa interferéncias
nas medidas de titulacéo.

Nas condicdes otimizadas observa-se o comportamento de supressdo de
fluorescéncia do extrato de proteina apos adigdes sequenciais de 2 x 10 mol L™ de
atropina (Figura 43). Na comparagéo entre a curva de supressdo de fluorescéncia
intrinseca do padrdo de AChE purificada e do extrato de cérebro, identifica-se a
maior sensibilidade para a fracdo purificada na presenca da atropina. Isto se deve a
maior atividade especifica na suspensdo enzimatica purificada titulada (Figura 43).
Os valores de Ksy para a supresséo induzida por atropina no extrato e na fracdo de
AChE purificada sio, respectivamente, 2,71 x10° L mol™ e 4,54 x 10° L mol™.
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Figura 45 - Espectro de fluorescéncia das proteinas totais da fracdo de

cérebro de rato durante titulagdo com atropina (2x 10 a 1,4 x 10" molL™1).
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Figura 46 — Curvas de supressao de fluorescéncia da fracédo protéica do
extrato de cérebro e da AChE purificada.

As curvas de Stern-Volmer para a supressao por atropina foram construidas
em duas temperaturas (27 e 30°C) e sdo apresentada na Figura 44. Os resultados
desse estudo indica que o mecanismo de supressao estatica da fluorescéncia € o
predominante visto que o valor de Ksv diminiu com o aumento da temperatura como

mostrado na figura 45.

1,25 1

1,20 °
y =2,09. 10°X + 1,00

1,15

FolF

1,10

Y =1,02. 10°X+1,00
1,05 -

1,00 T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12

8

Concentracgao de atropina ( x 10 mol L'1)

Figura 47 - Gréfico de Stern-Volmer mostrando a diferenca na
afinidade de formacdo de complexos com a atropina em duas temperatura (27
°C e 30 °C).

A literatura apresenta alguns métodos classicosque utilizamdados de
fluorescéncia para determinar o nimero deequivalentesde sitios de ligacdo por
proteina [260;261;262]. Um dos tratamentomais utilizados baseia-seem um grafico
quepermite calcular, a partir da inclinagdo, o numero de moléculas do supressor que
interagem simultaneamente com cada sitio. Esta inclinagdo do grafico indica a

estequiometria do complexo proteina-supressor. Portanto, considerou-se que tais
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expressdes sdo Uteis para determinar a estequiometria do processos de ligacdo
[263].
Por esta abordagem,a relacaoentre a intensidadede extincdo de fluorescénciae

da concentracdo do supressorpode ser descrita como indicado na Equacao 8:

Loglo {(Fo-F)/F} = Log 10 Ki+n Loglo [Q](8)

Onde K, é aconstante de ligagdo ou a constante de associag¢doda interacdo,e
né o nimero denumero de moléculas do supressor que interagem simultaneamente
com cada sitio ligante.

Na Figura 46 é mostrado o grafico de duplo log para a titulacdo da fracao
protéica com atropina. Através da regressdo identificamos que os complexos
proteina-atropinatem estequiometria do tipo 1:1.

0,4
0,5
-0,6 -

0,7

08 Log, (F,/F)IF = 1,02 log, [Q] + log _, 6,59

Log ,,{(F,/F)IF}

0,9

-1,0 T T T T T T T T T T T T 1
-7,4 7,3 7,2 71 7,0 -6,9 -6,8

Log ,[Q]

Figura 48- Grafico log-log da supressdao da fluorescéncia da AChE

purificadaem titulagdo com atropina (2 x 10®a 1,4 x 107 mol L™).

4.3.2.2.
Galantamina
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A GAL é um fraco inibidor da AChE e compossivel potencial alostérico
sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) [264;265].A estruturade
raios-Xmostra umaorientacdo particular da galantamina no interior do sitio ativo da
AChE, incomum para as interacGes proteina-ligante. A GAL liga-se a este sitio
ativo e interage como “acil-pocket” com o principal local de ligagdo dos grupos
amonioquaternério. No entanto, o grupo de amina terciaria de GAL ndo interage
diretamente com Trp84 proximo ao centro ativo [266].

A descricdo da interacdo AChE-GAL cita que o anel de ciclo hexeno e os
dois grupos metilenono anel tetrahidroazepina da molécula de galantamina estéo
virados parao anel indol doTrp84 [266]. Na Figura 47 tem-se o espectro de
fluorescéncia da AChE purificada apos titulacio com GAL (1,7 x 10% mol L?).
Este comportamento de diminuicdo na emissao de fluorescéncia é esperado apds
sua interacdo com os sitios da AChE. Nota-se também que a estrutura geral do
complexo TcAChE-GAL nédo exibe alteragfes conformacionais significativas
qguando comparado coma estrutura da enzima livre assim como relatado na literatura
[266;267].

500
. —— AChE (Electrophorus electricus)
] —— AChE + Gal
3 400+
o
(%)
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«@
2 300
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o 200+
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T T T T T T T ) T ) !
300 350 400 450 500 550
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Figura 49 - Espectro de emissdo de fluorescéncia da AChE purificada

apos titulagcdo com 1,7 x 108 mol L.
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A molécula de galantamina emite fraca fluorescéncia na faixa de emissdo
dos triptofanos (280/345 nm). Entretanto, afaixa de concentracdo de GAL utilizada
ndo mostrasinal fluorescente detectavel.

Recentemente foi descrita uma nova classe de ligantes dos nAChR que
atuam comoativadoresdas respostasinduzidas porseus agonistas competitivos. A
GAL é um membro desta classe agindo através de um sitio de ligagdona molécula
dos nAChR em um local distinto do sitio de ligacdo do neurotransmisor
(acetilcolina) [268].A capacidadeda GAL em se ligar a eles é determinada
principalmente pelos residuos de triptofanos [269].

Apos essa ligagdo, as moléculas dos receptorescolinérgicosmostramgrandes
mudancas nafluorescéncia emitidapelos cinco triptofanos sem cada uma de suas
subunidades, proporcionando um sistema de deteccdointrinsecopara monitorara
estequiometria e cinética de ligantes [266]. A estequiometria da ligacdo receptor-
ligante foi estimada a partir da supressdo da fluorescéncia do triptofano dos
receptores através de titulacdo com ligantesde alta afinidade [268;270;271].

O mecanismo de supressdo nao é conhecido para ligantes que, como a GAL
,Nd0 possuem sobreposicao espectral com a emissdo de fluorescéncia dos residuos
de triptofano. Esta é uma exigéncia para que ocorra o fendmeno de transferéncia de
energia por ressonancia (FRET). No entanto, dois ou trés dos cinco triptofanos
existentes sao encontrados na proximidade dos ligantes [272]. Da mesma forma, foi
verificada a supressao de fluorescéncia da AChE apds a ligagdo com compostos que
ndo possuem capacidade para FRET [273]. Neste caso, o local de ligagdo é no sitio
gue contém os residuos aromaticos.

Na Figura 48 é mostradaa diminuicdo de fluorescéncia da fracdo de protéica
pela titulacdo com GAL. Pela composicdo da fracdo obtida de tecido cerebral,
considerou-se que a concentracédo de saturacdo da fluorescéncia pela GAL se deve
a presenca concomitante da fracdo de AChE e de receptores colinérgicos (nNACh)

como os que se ligam a GAL.
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Figura 50 - Espectro da fracdo protéica titulada com galantamina na
faixade 1,7 x 1082 1,2 x 10" mol L™

A Figura 49 representa a curva de Stern-Volmer para a titulacdo do extrato

com GAL. O dltimo ponto (1,0 x 107 mol L) é o de saturagio do sinal de

fluorescéncia. O valor da constante de ligagdo (Ksv) foi de 5,7 x 108 L. mol ™.

1,7 4

1,6

1,3

1,2 4

2 4 6 8 10

Concentragao de galantamina ( x10°8 mol L'1)

Figura 51 - Curva de supressdo de fluorescéncia da fracdo protéica em

titulagcdo com galantamina (1,7 x 10224 1,0 x 107 mol L™Y).
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Considerou-se a supressdo de fluorescéncia dos residuos aromaticos,
presentes na estrutura de ambas proteinas, como consequencia da formacéo dos
complexos AChE-GAL e nAChR-GAL. Por isso realizou-se os ensaios de titulacéo
sob diferentes temperaturas para verificar os valores das constantes de ligagéo para
a fracdo de extrato. A Figura 50 indica que a partir de 27 °C (incluindo 30 e 34 °C)
a afinidade pela GAL diminui severamente se comparada com o0 processo a 24 °C.
Esses dados evidenciam o mecanismos de supressao de fluorescéncia das proteinas

desse sistema pela formagéo de um complexo com a GAL.

30 0C
34 oC
24 oC
27 oC

1,6 4

4 pon

y=6,74.10°X + 1,06

14
Y =2,76.10%X + 1,00

Fo/F

y=2,50 x 10X + 1,00
1,24

Y=2,15x106X+ 1,01

1 !0 T T T T T T T T T 1

concentragao de galantamina ( x 10°® moIL'1

)

Figura 52 - Curva de supressao de fluorescéncia da fracéo protéica em 4
temperaturas (24 °C, 27 °C, 30 °C e 34 °C).

O complexo formado com a GAL é do tipo 1:1 como calculado através do
grafico log-log (Figura 51) e como é descrito para sua ligacdo com a AChE e com

a fragdo de receptores da acetilcolina [274].
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Figura 53 - Gréfico de log-log da curva de supressédo da fracdo protéica
pela Galantamina (1,1 x 108a 1,0 x 107 mol L)

4.3.2.3.
Metomil

Os carbamatos como o metomil inibem a atividade da AChE pela
carbamilacdo em seu centro ativo [275;276;277]. A fluorescéncia intrinseca da
enzima (Electrophorus electricus) € fortemente suprimida pela sua ligacdo com
carbamatos como foi relatado para o carbaril e aldicarbe [278]. Entretanto, a mesma
supressdo de fluorescéncia ndo foi observada no ensaio com a AChE purificada em
titulacdo com metomil (Figura 52).. Essa discrepancia pode ser explicada pelas
diferencas entre as isozimas, ja comentada na discussdo do processo de extracdo da
proteina.Este  mesmo comportamento foi observado com o metamidofds

(organofosforado).
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1 —— AChE (Electrophorus electricus)
400 —— AChE + metamidofos
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Figura 54 - Espectro da AChE purificada antes e apés adi¢cdo de [2,5 X

10% mol L] de metomil e [25 x 10® mol L] de metamidofés

(organofosforado)

Para o ensaio de fluorescéncia feito com a fracdo protéica, a faixa de
metomil usada na titulagdo provocou uma diminuicdo da fluorescéncia como
mostrado na Figura 53. O ponto de saturacdo da fluorescéncia foi observado na

concentracdo de 1,2 x 107 mol L*do carbamato.
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Figura 55 - Espectro da fracéo de cérebro de rato durante titulacdo com
metomil (2,5x 10®%a1,2x 107" mol L™?).

A curva de Stern-Volmer (Figura 53) indica o Ksv de 2,5 x 10° L.molpara

a formacdo do complexo AChE-metomil com proporcdo estequiométrica de 1:1

para a fracdo de AChE presente no extrato e no agrotoxico (Figura 55).
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Figura 56 - Curva de supressdo de fluorescéncia da fragdo protéica

durante titulacdo com metomil (2,5 x 10 a 1,2 x 107 mol L).
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Figura 57 - Gréfico de log-log da curva de supresséo da fracdo protéica

por metomil.

4.3.2.4.
Metamidofés

O processo de inibicdo da atividade da AChE envolve algumas etapas que
culminam na fosforilacdo do residuo de serina (Se200) presente neste sitio [279]. A
falta de estudos envolvendo a fluorescéncia intrinseca da AChE e sua resposta a
ligacdo com organofosforados impossibilitou a compara¢do com os resultados
obtidos neste estudo. A titulacdo da AChE purificada com metamidofés néo
mostrou nenhuma alteracdo espectral da enzima(o mesmo que aconteceu como
metomil, ver Figura 52). Isso indica que ndo houve interagdo ou ndo ocorreu
alteracdo na emisséo de fluorecéncia nos residuos de triptofano proximos ao centro
ativo da enzima ou aos sitios alostéricos de ligacdo com afinidade pelos
organofosforados. Entretando, a fracdo de extrato de cérebro de rato apresentou
supressdo de fluorescéncia apoés titulagdo com metamidofos (Figura 56). Em
experimentos in vitro com ratos, foi demonstrado que a molécula de acefato
(pesticida organofosforado) é convertida a metamidofds no cérebro e no figado.A

formacgdo de metamidofos foi observada nas respectivas fragdes microssomais
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desses oOrgdos [279]. Além disso, foram relatados resultados de inibicdo
pororganofosforados (metamidofés e metil paration) na fragdo de AChE de
preparacdes de cerebro de ratos [279]. Portanto, considerou-se que a fracao protéica
de cérebro obtidas neste trabalho contém espécies que promovem a transformacao
dos organofosforados a formas anticolinérgicas ativas. Assim, a ligacdo com a
AChE pode gerar uma diminuigdo da emissdo de fluorescéncia dos residuos

envolvidos nos sitios de ligacéo.
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Figura 58 - Espectro de fluorescéncia da fracdo de cérebro de rato

durante titulagdo com (3,5 x 10® a 2,5 x 107 mol L) de metamidofos.

A curva de Stern-Volmer mostra um valor de Ksy para a substancia
organofosforada igual a 2,05 x 10 L.mol* O aspecto linear da curva indica a
presenca de apenas um tipo de mecanismo de supressao (Figura 57). Neste caso
considerou-se a formacdo de complexo entre a forma bioativa do pesticida e a
AChE presente na preparacdo. Ja a titulagdo feita com metamidofés em duas
temperaturas mostrou a diminui¢do da afinidade proteina-metamidofés refletindo

em um valor menor da Ksy na maior temperatura (34 °C) (Figura 58).
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Figura 59 - Curva de supressao da fluorescéncia da fracdo protéica de

cérebro por metamidofés (3,5 x 108a 2,5 x 107 mol L1).
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Figura 60- Curva de supressdo de fluorescéncia do extrato em duas

temperaturas (24 e 34 °C).
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O tratamento de regressao indicado na Figura 59, mostraem sua inclinacao,
0 nimero demoléculas do supressor que interagem simultaneamente comcada sitio
fluorescente. Neste caso, com um valor de 0,6 sugere que a maior concentracéo
titulada (2,5 x 107 mol L) de metamidofés ndo saturou os sitios disponiveis na
fracdo de AChE. Este efeito pode ser causado pelo tempo de titulacdo insuficiente
para gque ocorresse a maxima complexacéo. 1sso é corroborado pelo fato do efeito
do metamidofds sobre a cinética assim como na extingdo da fluorescéncia sdo
dependentes do tempo de incubagdo (como mostrado no planejamento

experimental).
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Figura 61- Gréafico do duplo-log da supresséo de fluorescéncia do extrato por
metamidofos (3,5 x 1084 2,5 x 107 mol L™Y).
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4.4,
Aplicacéo datioflavina T

Nos ensaios com o0 metomil e metamidofos ndo foi observada asupresséo de
fluorescéncia na fracéo purificada de AChE, como visto nos ensaios ja mostrados.
Em contrapartida, o efeito de supressdo foi observado quando a fracdo de cérebro
de rato foi utilizada, indicando diferencas entre a natureza das sondas. Para melhor
compreender esse comportamento, estudos foram realizados usando a sonda
tioflavina T, pois 0 uso desta sonda extrinseca permite encontrar evidéncias da
interacdo (especifica) entre a fracdo de AChE presente no extrato de cérebro de rato
e seus inibidores, principalmente aqueles que ndo causam variacao da fluorescéncia
intrinseca das moléculas de AChE.

As medidas cinéticas da enzima, apesar de serem muito especificas, nao
permitem compara¢des com 0s ensaios das interaces baseados em fluorescéncia.
Os para@metros ndo sdo 0s mesmos nos dois tipos de experimentos (de cinética e de
supressao de fluorescéncia) e os principios dos métodos empregados criam
diferencas de sensibilidade da resposta a ser medida. O método de Ellman [236]
para a medida da atividade/inibicdo da AChE utiliza a medicdo da absorvancia do
substrato especifico da enzima presente no meio (acetiltiocolina) como sinal
analitico. Os ensaios de interacdo baseados na emissdo de fluorescéncia dos
residuos de triptofano apresentam maior sensibilidade e por isso menores
concentracdes de enzima e inibidores sdo requeridos, além de ndo haver
necessidade da presenca de outro ligante no meio como o substrato, por exemplo a
acetilcolina. Ao mesmo tempo, as condi¢Oes otimizadas para verificar de forma
sensivel o sinal espectrofotométrico para a medida da velocidade de hidrolise do
substrato ndo é a mesma para se obter um sinal fluorescente para a medida das
interacGes moleculares proteina-ligante.

Tendo em vista estas diferencas, realizou-se uma comparacdo entre a
supressdoda fluorescéncia intrinseca da AChE (280/345 nm) e o comportamento do
sinal fluorescente da tioflavina T, utilizada como sonda extrinseca (355/460 nm).
Estes ensaios foram realizados em dois suportes de imobiliza¢éo do sensor protéico:
(i) em cubeta de quartzo e (ii) em microplaca de 96 pocos. Dessa forma, pode-se

avaliar também o desempenho analitico da tioflavina T na determinacéo de ligantes
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especificos da AChE e, a0 mesmo tempo, sua aplicacdo como biosensor de medi¢do
em microplaca.

As condicdes de forca idnica do tampé&o fosfato e o pH usado nos ensaios
com tioflavina foram as mesmas definidas no planejamento experimental para a
fluorescéncia intrinseca. Esta condicdo é necessaria para permitir comparagdes
coerentes entre os resultados obtidos com ambas as sondas fluorescentes no
monitoramento dos ligantes. Na Figura 60, o espectro de solucdes de tioflavina T
em &gua e em tampao fosfato de sédio sdo mostrados, indicando os comprimentos
de onda de excitacdo e emissdo,otimizados para esta condi¢cdo experimental.
Verifica-se que o uso do tamp&o fosfato (0,02 molL™) potencializou o sinal
fluorescente da sonda em comparacdo ao seu comportamento em agua como ja

descrito na literatura [280].
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Figura 62- Espectros de excitacdo e emissdo da solugdo aquosa de
tioflavina T a 2,0 x 10 molL! em tampdo fosfato 0,02 mol L (pH 7,1).

Foram realizadas medicdes de fluorescéncia em intervalos de 10 min para
acompanhar a taxa de aumento do sinal da tioflavina T com a fracdo purificada e
também com o extrato de cérebro.Observou-se que a interagdo da enzima purificada

com a tioflavina T produz um pequeno aumento de sua fluorescéncia como
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evidenciado pelo seu espectro de emissédo (Figura 61). O mesmo se observa com a
interacdo da fracdo proteica de cérebro (Figura 63).
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Figura 63— Espectros de emissio (hexc =.350 nm) das solucdes aquosas de
tioflavina T, nas concentracdes de 1,0 x 10, 2,0 x 10° e 3,0 x 10° molL™,
adicionadas a 6,32 x 10 mg mL! de fracéo purificada de AChE suspensa em
tampéo fosfato 0,03 mol L (pH 7,0). As medidas foram feitas em intervalos de

10 min.

A concentracio de 9,4 x10° mg mL*de AChE purificada e de 6,0 x10™ mg
mL? da fragdo de cérebro foram suficientes para saturar este crescimento de sinal
nas concentragBes de tioflavina T utilizadas nos ensaios (5,0 x 10° mol L para a
purificada e 1,1 x 10° mol L para a de cérebro de rato) provavelmente pela
saturacdo dos sitios da AChE ocupados com tioflavina (Figura 62 e Figura 63,

respectivamente).
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Figura 64— Espectros das solucdes de tioflavina nas concentracdes de 4,0
x 10°mol L?e 5,0 x 10° molL™, na presenca de 6,32 x 10'mg mL* de AChE
purificada em tampao fosfato de sédio 0,03 molL-(pH 7,0).

Realizou-se uma titulagdo da solugdo de tioflavinaa 1,1 x 10° mol L™* com
adicdes da fragcdo protéica de cérebro. Ap6s um intervalo de 10 min,o sinalde
fluorescéncia aumentou até atingir a concentracio de 4,3mg mL de proteina total
do extrato de cérebro. Na concentracéo de 6,3 x 10 mg mL* de proteina total ndo
foi observado mais esse incremento no sinal de fluorescéncia da sonda (Figura 70)
Atribui-se 0 aumento da intensidade de sinal ap6s a adicdo de AChE a pequena
concentracdo da enzima no meio nas duas fragGes (purificada e de cérebro). Neste
estudo se utilizou uma solucédo estoque de AChE purificada com 410 unidades mg
! de proteina total, que por sua vez, produziu incrementos de sinal menores que as
observadas na literatura [281] quando se utilizou uma solucdo estoque de 450
unidades nmol™? de AChE (mais purificada). Adicionalmente, nos testes descritos
em artigos publicados, a solucéo de tioflavina T é preparadaem meio micelar, com
Triton x-100 em torno de 0,02% [282], 0 que tende a aumentar a fluorescéncia.
Neste trabalho o uso do surfactante foi abolido por causa das interferéncias

espectrais causadas por suas impurezas.
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Figura 65— Espectros de solucdo aquosa de tioflavina T a 1,1 x 10~ mol
L titulada com a fracgéo protéica em trés concentragdes de extrato: 2,1 x 10%;
4,3x10%, 6,3x101 mgmL™.

Finalmente, apesar do pequeno incremento de sinal de fluorescéncia
observado, este se torna significativo,pois foi verificada alta estabilidade da
fluorescéncia da tioflavina T e das proteinas nestas condi¢fes experimentais. Este
fato pode ser observado na Figura 64, que apresenta o espectro da tioflavina T apds
incubacdo com 8,0 x10° mol L de BSA. Néo se verificou efeito de aumento de
sinal como mostrado anterirormente. Este resultado é corroborado pelos ensaios
com AChE e tioflavina T nos quais se evidencia a seletividade da ligacdo da

tioflavina T pelo sitio periférico da molécula desta enzima.
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Figura 66— Espectro de emissdo da BSA a 8x10~ mol L e da tioflavina [
2,0 x 10> mol L] ap6s incubacdo em tampéo fosfato de sédio 0,03 mol L (pH
7,0).

Ao se monitorar o sinal da AChE, apesar da significativa absor¢do de luz
incidente da solucgdo de tioflavina T, responsavel pelo efeito filtro interno, observa-
se uma diminuicdo do sinal de fluorescéncia intrinseca da AChE purificada e do
sinal de fluorescéncia das proteinas totais da subfracdo de cérebro. A Figura 65
mostra a diminuicdo do sinal de fluorescéncia da fracdo purificada ap6s a adi¢éo de
solucéo de tioflavina T a5,3 x 10° mol L.
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Figura 67- Espectro de emissdo da AChE purificada (9,4 x 10 mg mL™1)
em tampdo fosfato pH 7,0 antes e apds a adicdo de 1,0 x 10° mol L de
tioflavina T. No detalhe o espectro de emissdo da solucéo de tioflavina na

mesma concentracdoadicionada.

O mesmo efeito de supressédo foi observado sobre o sinal de fluorescéncia da
albumina como ja relatado em estudos sobre a interacdo desta proteina com o
fluoréforo [283;284]. Entretanto, no caso da albumina, esse efeito de interacdo nao
é acompanhado de mudanca no sinal de fluorescéncia da tioflavina T. Nos estudos
espectroscopicos sobre a interacdo albumina-tioflavina € observado um
comportamento de supressao de fluorescéncia da albumina na presenca da sonda.
Isto € causado pela interacdo dessa molécula com um dos seus dominios (I1A da
albumina humana) sem nenhum aumento de fluorescéncia da sonda [283]. Portanto,
pode-se considerar que mesmo que a diminuicdo de fluorescéncia das protéinas
(AChE ou BSA) indique a ocorréncia de interagdes ndo-especificas com a
tioflavina, a mudanca na fluorescéncia desta sonda ¢é especifica para as interagdes
com a fragcdo de AChE.

Em incubacdes feitas com a fragdo protéica e solucdo de tioflavina Ta 5,3 x

10° molL?, a presenca dos inibidores colinesterasicos (analitos) ndo causou
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alteracéo significativa de sua intensidade de fluorescéncia. A pequena concentracéo
de AChE complexada ndo permite uma queda de sinal suficiente para indicar a
ligacdo dos inibidores com o complexo AChE-tioflavina. Portanto, na abordagem
utilizada nesse trabalho para monitorar a ligacdo dos inibidores, foram definidas
condigdes onde a tioflavina T foi agente titulante (incrementos de uma solucéo a5,3
x 10 molL™) de um sistema AChE-inibidores composto pelas proteinas (extrato).
Dessa forma, foi medido o sinal fluorescente total da sonda tioflavina T
(complexada ou ndo) que responde proporcionalmente ao efeito dos complexos
AChE-inibidores  previamente formados no sistema titulado. Como
experimentalmente observou-se que este efeito sobre a intensidade de fluorescéncia
é proporcional a concentracao dos inibidores (ou dos complexos AChE-inibidores
formados) podemos considerar a funcdo matematica deste comportamento
fluorescente em termos analiticos para a detec¢do/quantificacdo dos inibidores de
AChE.

Na Figura 66 é mostrado o espectro da solucdo de tioflavina T usada na
titulacdo da fracdo protéica com quatro concentragdes do inibidor metomil (Me), a
seguir: 5,0x10%; 1,0 x 10"; 1,5 x 107 e 2,0 x 10'mol L, sob a forma AChE-Me.
O perfil do espectro de emissdo da sonda na presenca de quatro concentragdes
crescentes de metomil resultou em deslocamentos espectrais da tioflavina T. Pode-
se observar que as adicdes de tioflavina T resultaram em ligeira diminuicdo da
fluorescéncia no comprimento de onda do pico de emissdo. Esta supressdo de
fluorescéncia fica mais acentuada ao se considerar o comprimento de onda fixo de
455 nm, por exemplo. As adi¢Ges de tioflavina T ndo contribuiram para um aumento
do sinalde fluorescéncia do sistema.

Apesar dos estudos sobre o comportamento espectroscopico da tioflavina T
mostrar um deslocamento espectral para os comprimentos de onda maiores em
funcdo das caracteristicas de polaridade do meio [280;285] fez-se aqui uma
comparagao em concentracdo de extrato fixo de modo a se eliminar a influéncia da
mudanca das condigdes de fluorescéncia em funcdo das condi¢bes do meio
(polaridade, viscosidade, etc). Este deslocamento descrito para a sonda também
pode ser dependente da concentracdo de tioflavina T. Entretanto, a curva de
tioflavina T, na mesma faixa de concentragéo e na presenca da mesma concentracéo

de extrato utilizada nos ensaios, ndo apresentou perfil de deslocamento de banda.
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Assim, o deslocamento observado pode ser atribuido & presenca de diferentes
formas da molécula de tioflavina T [285].
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Figura 68— Espectros de emissdo da solucéo de tioflavina a 5,3 x 10°° mol
Lem um meio contendo a fracdo protéica e diferentes concentracdes do

inibidor metomil.

O inibidor metomil e metamidofés ndo provocaram variacdo da
fluorescéncia intrinseca da AChE purificada, como visto anteriormente no item
4.3.2. Porém, atraves da medic&o da fluorescéncia da tioflavina T pdde-se confirmar
sua interacdo especifica com a AChE presente nas fracGes protéicas (diferentemente
de comparacdes de comportamento de inibicdo enzimatica cujas medidas sdo
espectrofotométricas sob diferentes condi¢Bes experimentais).

Na Figura 67 € mostrado o grafico de Stern-Volmer apresentando o
comportamento de supressdo de fluorescéncia de quatro concentracdes de tioflavina
T (5,3 x 105 1,0 x 10°%; 1,6 x 10° e 2,1 x 10°molL?) na presenca do inibidor
anticolinesterasico metomil. Da mesma forma que a supressdo de fluorescéncia
intrinseca das proteinas, o sinal da tioflavina T varia proporcionalmente em funcao
da concentracdo de inibidor indicando seu uso potencial para a quantificacdo destes

ligantes a fracdo de AChE.
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Figura 69— Curva de Stern-Volmer da supressdo de fluorescéncia da
tioflavina na presenca da fracdo protéica de cérebro [4,3 x 10 mg mL] na

presenca de diferentes concentraces de metomil.

Para os testes em microplaca de 96 pocos foram utilizadas as mesmas
concentracdes de tioflavina T e deproteinas em um volume reacional final de 0,4
mL. O equipamento empregado para as medicdes em placa utiliza filtros de corte,
0 que impossibilita a geracdo de espectros de emissdo para caracterizar o
comportamento da interacdo da tioflavina com as fragdes protéicas neste sistema de
imobilizacdo. Por isso este resultado foi expresso na forma de uma curva de
supressdo de fluorescéncia no formato Stern-Volmer.

Na Figura 68 é mostrado o comportamento da supressao de fluorescéncia da
tioflavina T (sonda extrinseca) e a obtida para a fluorescéncia intrinseca de proteina
total da fracdo de cérebro. A curva para tioflavina T apresenta um comportamento
exponencial da queda do sinal fluorescente na presenca de metomil na faixa
experimental de concentragdo. O deslocamento do espectro de emissdo da sonda €
refletido, neste caso, em termos de intensidade de fluorescéncia em um
comprimento de onda fixo (460nm).

Um dos fatores para a diferenca de perfil em ambas as curvas € o fato das

medicOes da fluorescéncia serem feitas em comprimento de onda fixo. Por isso,
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enguanto o sinal intrinseco da sonda protéica € medido no mesmo pico de emissao,
0 deslocamento dos picos da tioflavina T (refletidos no sinal total da fluorescéncia
na banda medida definida pelo filtro de emissdo)provocam uma diminuicéo
incremental de sinal responsavel pelo perfil ndo linear.

E importante notar que a curva de fluorescéncia intrinseca se refere a
resposta de fluorescéncia total das proteinas do extrato na presenca da formacao dos
complexos entre (AChE-metomil) enquanto a curva da tioflavina T se refere a
emissdo da tioflavina total na presenca dos complexos AChE-metomil. Portanto, as
constantes de afinidade em cada caso devem ser avaliadas de formas diferentes visto
que a curva de fluorescéncia das proteinas (intrinseca) expressa a afinidade do
analito pelo sitio da AChE presentes no total de proteinas do extrato enquanto a
curva de tioflavina expressa a afinidade da sonda ao complexo AChE-metomil.
Além disso, a fluorescéncia da tioflavina T é bem menor que a fluorescéncia dos
residuos de triptofano de todas as proteinas do extrato de cérebro. Assim, a
sensibilidade da curva Fo/F serd mais acentuada para a variacao da resposta do sinal
da tioflavina T. Por isso, as razGes Fo/F utilizando a tioflavina T sdo mais
acentuadas.

A acessibilidade dos inibidores de AChE as moléculas de AChE presentes
no extrato de cérebro é muito menor do que a acessibilidade do mesmo inibidor em
meio de AChE purificada. Acredita-se que em ensaios com fracdo mais purificadas
de AChE as afinidades encontradas para inibidores supressores serdo maiores ou
similares as obtidas com a tioflavina T. Cabe ressaltar que o metomil e o
metamidofds ndo agiram como supressores nas condi¢cdes dos ensaios realizados

neste trabalho.
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1,8 - m  F.intrinseca
® Tioflavina T
R?= 0,999
1,6
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= 1,41
w
R%= 0,996
1,2
1,0

2,0x10™ 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x107 1,2x107 1,4x10”

Concentragao de metomil (mol L'1)

Figura 70— Curvas de Stern-Volmer para a fracdo protéica e para a
tioflavina T medidas sob as condi¢cbes de 280/345 nm e 350/460 nm,
respectivamente em ensaios de titulacdo com metomil na faixa de concentragao
de 2,0 x 108 1,4 x 107" mol L.

Na Figura 69 é apresentada a curva de Stern-VVolmer para a fluorescéncia da
fracdo protéica e para a tioflavina T na presenca e metamidofdés. Observa-se o

mesmo comportamento exponencial da queda do sinal fluorescente da tioflavina T.

®  Fragao protéica (cérebro)
® Tioflavina T
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1,6 4

Fo/F

1,4 4

1,2 -

T T T T T T T T
2,0x10° 4,0x10® 6,0x10° 8,0x10° 1,0x107 1,2x107 1,4x10” 1,6x107 1,8x10”

concentragao de metamidofos (moIL'1)
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Figura 71- Curva de Stern-volmer para a fluorencéncia da fracao
protéica (cérebro) e para a tioflavina T em ensaios de titulacdo na presenca de

metamidofoés na faixa de concentragéo de 2,0 x 10€a 1,8 x 107 molL ™.

As linearizacBes dos graficos de supressdo de fluorescéncia frente aos
agrotoxicos metomil e metamidofos podem ser utilizadas como curvas analiticas
para a quantificacdo destes inibidores. Além disso, 0 uso do sistema de
imobilizacdo da fracdo protéica em microplaca e a deteccdo da fluorescéncia da
tioflavina T atenderam satisfatoriamente 0s objetivos de aplicagdo de sondas
extrinsecas na deteccdo e/ou quantificacdo de ligantes especificos de proteinas. O
suporte de microplacas ndo comprometeu as afinidades dos componentes do meio
reacional permitindo a formacdo dos complexos e garantindo a sensibilidade
adequada as determinacgdes dos testes como os obtidos em cubetas de quartzo.

A metodologia também permitiu a comparagdo, por meio de ensaios por
fluorescéncia, das interacdes especificas da AChE (presente no extrato) e seus
ligantes especificos metomil e metamidofds. Estes analitos ndo apresentaram
variacdo da fluorescéncia intrinseca da AChE purificada em testes anteriores (item
4.3.2) e, por isso ndo foi possivel confirmar os resultados obtidos nos ensaios de
supressdo de fluorescéncia com a fracao de cérebro como uma interacdo especifica
da fracdo da enzima AChE presente nesta preparacdo. A partir dos resultados da
fluorescéncia da sonda extrinseca pode-se confirmar a especificidade das respostas
de diminuicdo de fluorescéncia das proteinas do sensor protéico pelos dois analitos
estudados (metomil e metamidofos).

Este estudo inicial sobre o emprego da tioflavina T merece uma etapa de
otimizacdo para se alcancar melhor sensibilidade das curvas de supressdo e de
aumento de fluorescéncia desta sonda. Seu uso torna os métodos por fluorescéncia
mais versateis com o emprego de diferentes equipamentos de medicdo e suportes
de imobilizacdo. O exemplo do uso de um biosensor imobilizado em microplaca de
96 pogos pode permitir medi¢cbes mais rapidas com sensibilidade e seletividade
adequadas, visto a especificidade desta sonda.

Além disso, mais uma vez, verificou-se 0o desempenho satisfatorio do
emprego da fracdo protéica obtida de cérebro de ratos para determinagdes analiticas

utilizando sondas proteino-especificas como a tioflavina T. Apesar das curvas
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obtidas dos ensaios com os inibidores terem apresentado sensibilidade adequada
para medicOes em diferentes amostras, as otimizagGes experimentais e 0 estudos
dos interferentes sdo fundamentais para esta aplicacdo. Estudos sobre a seletividade
desta sonda também merecem atencdo visto que as nitidas diferencas espectrais
obtidas em ensaios com os inibidores podem permitir determinagdes multi-residuais
especificas com a ajuda de ferramentas da estatistica multivariada.

Embora esta sonda tenha especificidade a AChE, uma das dificuldades
analiticas nos estudos com material bioldgico € a manutencao da sensibilidade e da
especificidade comparado a testes com fragGes altamente purificadas de proteinas e
outros componentes celulares. Isso acontece em estudos sobre cinética enzimatica
e em simulag6es da acdo de drogas em meio biologico. A abordagem analitica para
aplicacdes com a tioflavina T para preparacdes biologicas como realizado neste
trabalho também permite o0 uso desta sonda para estes outros tipos de ensaio
biol6gicos com a maior sensibilidade que a fluorescéncia oferece.
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4.5.
Validacdo dos métodos

Para a aplicacdo do principio de extingdo estatica de fluorescéncia como
método de determinacdo dos analitos em questdo, a validacdo foi realizada em
diferentes amostras. Osseguintes parametros de desempenho do método proposto
foram obtidos: reprodutibilidade, repetitividade, limite de detecgéo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), faixa de resposta lineare taxa de recuperagéo dos analitos nas
amostras de agua, urina e solo.

As curvas analiticas para cada composto foram realizadas sob as condicdes
definidas nos planejamentos experimentais. As curvas foram contruidas a partir de
quatro titulacdes independentes da fragdo protéica em tampao fosfato de sodio. Para
eliminar interferéncias, ap6s a contrucdo das curvas, cada uma das fracdes ja
tituladas,ap0s alcancar seu ponto de saturacdo, foi utilizada como sensor saturado
para as medidas de fluorescéncia com as amostras. Em seguida adicionou-se uma
aliquota das amostras fortificadas no sistema ja titulado e mediu-se o sinal de
fluorescéncia apos 1 min.

As curvas analiticas foram construidas a partir das medidas de titulacdo e
convertidas para 0 modelo das curvas de supressao (Stern-Volmer). O conjunto de
medidas teve carater homocedastico em todos os casos (segundo teste de Levene)
no qual o modelo de regressdo linear foi bem ajustado aos dados. Nas Figuras 70 a
74 estdo apresentadas as curvas analiticas para Gal, atropina, metomil, metamidofds

e metil paration, respectivamente.
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concentragao de galantamina (mol L'1)

Figura 72- Curva analitica da galantamina na faixa deconcentracdo de
2,0x10®mol L1a 1,0 x 107 mol L1, com o valor médio de Fo/Fe desvio-padréo.

Média de quatro titulacbes independentes.
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2,0x10° 4,0x10® 6,0x10° 8,0x10° 1,0x107 1,2x107 1,4x107

concentracao de atropina (moIL'1)
Figura 73- Curva analitica da atropina na faixa deconcentragéo de 2,0 x

108 mol L*a 1,4 x 107 mol L1,com o valor médio de Fo/Fe desvio-padréo.

Mediade quatro titulacGes independentes.
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Figura 74- Curva analitica do metomil na concentracéo de 2,0 x 10 mol
L1a1,4x 107 mol L%, com o valor médio de Fo/Fe desvio-padrdo. Média de
quatro titulacdes independentes.
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concentragao de metil paration (moIL'1)

Figura 75- Curva analitica de metamidofos na faixa de concentragéo de
5,0 x 10”’mol L*a 3,0 x 10 mol L*,com o valor médio de Fo/Fe desvio-padréo.

Média de quatro titulacbes independentes.
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Figura 76- Curva analitica de metil paration na faixa de concentracéo de
5,0 x10'mol L *a 3,0 x 10 mol L,com o valor médio de Fo/Fe desvio-padrao.
Médiade quatro titulacBes independentes.

A Tabela 17 apresenta a analise de comparacdo de variancias (ANOVA)
para os dois grupos de medicBes em equipamentos diferentes. A média de sete
determinagdes de Gal foi de 5,9 x 10® mol L™ e 6,0 x 10 mol L, respectivamente

para os dois equipamentos.

Tabela 17 - Resultado de ANOVA para dois conjuntos de determinactes
de Gal pelo método proposto em diferentes equipamentos.

Fonte da

variagao SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 2,6 x 1018 1 2,6x10718 0,66 0,43 4,75
Dentro dos
grupos 4,7 x 10 12 3,9x101

Total 49 x10% 13
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A Tabela 18 apresenta a ANOVA para 0s dois conjuntos de determinacdes

da atropina. As respectivas médias foram de 6,0 x 10 mol L™t e 5,97 x 10® mol L
1-

Tabela 18 -Resultado de ANOVA para dois conjuntos de determinacdes

de atropina pelo método proposto em diferentes equipamentos.

Fonte da

variagéo SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 7,1x10% 1 7,1x10% 0,03 0,86 4,75
Dentro dos
grupos 2,8x10" 12 2,4x1018
Total 2,8 x10Y 13

Para as determinagOes de metomil a média foi de 5,9 x 10® molL* para
ambos 0s equipamentos. A Tabela 19 apresenta a analise de variancia para as duas

determinacoes.

Tabela 19 - Resultado de ANOVA para dois conjuntos de determinacdes

de metomil pelo método proposto em diferentes equipamentos.

Fonte da

variagdo sQ Gl mMQ F valor-P  F critico
Entre grupos 2,7x1% 1 29x10% 0,07 0,79 4,74
Dentro dos
grupos 4,9x 10" 12 4,0x10%8
Total 49x10Y 13

Para a determinagdode metil paration, a média foi de 5,9 x10® mol L para
ambos os métodos. Na Tabela 20 é apresentado o resultado da analise de variancia

para os dois conjuntos de medidas.

Tabela 20- Resultado de ANOVA para dois conjuntos de determinacoes

de metil paration pelo método proposto em diferentes equipamentos.
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Fonte da

variagéo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 2,6 x 1016 1 2,6x107 0,61 0,45 4,75
Dentro dos
grupos 50x 10" 12 4,2x107
Total 53x107%° 13

Os valores de reprodutibilidade foram expressos em termos de % RSD. As
determinacbesde Gal foram as que apresentaram maior percentual de variacéo
(3,2%) seguida das referentes ao metil paration (1,7%). Os demais analitos nao
apresentaram varia¢fes importantes nas determinacOes realizadas em diferentes

equipamentos com medicGes precisas dos sistemas forificados (Tabela 21).

Tabela 21 - Calculo da reprodutibilidade do método proposto para os 5

analitos estudados.

Analitos S%r S%r SR %
variacao
Gal 3,9x1078 3,7x 108 1,9 x 10 3,20
Atropina 2,4x1078 2,0x1078 1,4 x 10 0,02
Metomil 4,0X 1078 3,5x1078 1,9 x 10 0,03
Metamidofos 4,4X 1078 4,1x108 2,03 x10% 0,03
Metil paration 4,2 x 10 3,9x 10 2,0x 10708 1,65

Na Tabela 22 sdo apresentados uma sintese dos parameros de mérito para o
método proposto para os cinco analitos estudados. Em todas as determinacfes 0s
valores de LD e de LQ foram satisfatérios para a aplicacdo do método em amostras

ambientais e clinicas.

Tabela 22 - Sintese com o0s parametros de desempenho das curvas

analiticas dos analitos estudados.
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Analito Repetitiv. LD Limite de Reprodutib.
(%) (molL™?) quantificacéo (%)
(Mg L™ (molL™)
(g L)
Galantamina 3,91 1,3x 107 2,1x10% 3,20
3,7x10? 6,03
Atropina 2,5 9,7 x 1010 2,4 x10% 0,02
2,8x 107 6,9
Metomil 3,95 9,5x 10710 2,2x10°% 0,03
1,54 x 10 35
Metamidofos 3,78 1,5x10° 3,8x10°% 0,03
2,1x10% 54
Metil paration 1,49 9,7 x 1010 1,80 x 10”7 1,65
2,5x 107 4,7 x 10*

Atualmente se observa-se um aumento de métodos analiticos baseados em
fluorescéncia aplicados a estudos de cinética enzimatica e na construcdo de
biosensores.Métodos cinéticos da AChE aplicados na determinacdo de inibidores
(pesticidas) tém alcancado LD igual a 1,0 x 10°** mol L para o paration (paraoxon)
e 2,9 x 10° mol L para o carbaril (carbamato) empregando nanocristais
fluorescentes de CdTe [286]. Outros métodos cinéticos baseados em sondas
fluorescentes tém desenvolvido ensaios com tacrina (inibidor usado na tratamento
de Alzheimer)em concentracdes de até 2,9 x 10® mol L* da droga. [287]. Para as
medidas eletroquimicas da atividade da AChE as detec¢des alcangam limites de 10
89 Lt (7,1 x 10 mol L) para o metamidofds [288]. A principal diferenca destes
métodos para 0 método proposto neste trabalho é a natureza da medida fluorescente
ques esta baseada nas interacGes entre a sonda-analito e ndo na atividade da enzima.
Apesar da medida cinética da AChE por fluorescéncia apresentar maior
sensibilidade quando comparada aos métodos que utilizam a reacdo de Ellman (LQ
= 3,4 x 10! mol L*em amostras de agua) [250], esta deteccio cinética ainda ndo
permite seletividade ao efeito dos inibidores.

As determinac6es de Gal pelo método de extincéo de fluorescéncia da fracédo
de proteinas do extrato de tecido cerebral de rato apresentou desempenho
satisfatorio para atender as demandas analiticas de diferentes tipos de amostras (LD
=1,3x10°mol L're LQ = 2,1 x 10® mol L™?). A titulo de comparagéo, o0 método
para determinar Gal pela sua fluorescéncia intrinseca (utilizagdo de um meio

micelar (SDS) para compensar a fraca fluorescéncia deste analito) em amostras de
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agua, com prévia separacdo cromatogréfica, alcancaram valor de LQ de 24 ng mL"
1(8,3 x 10 mol L™1)[156]. No caso dos métodos enzimaticos que utilizam a AChE
imobilizada, as determinacdes espectrofotométricas atingiram limites de deteccao
de 5x 107 mol L™ de Gal [160] em sistemas de injecdo em fluxo. Ao mesmo tempo
em que as determinagdes pelo método de supressdo de fluorescéncia alcancaram
maior sensibilidade que o obtido para o método fotométrico, este também
apresentou melhor desempenho quando comparado as determinacdes por
fluorescéncia intrinseca do proprio analito.

Os valores de LD e LQ para atropina (9,7 x 10°mol L e 2,4 x 10 mol L-
L respectivamente) mostram-se adequados visto que outros sensores, cOmo 0s
eletroquimioluminescentes, apresentaram um valor de LQ de 1 x 10" molL? para
atropina em determinacGes em amostras de urina [168]. Pela importancia clinica e
forense das determinacdes de atropina em diferentes amostras complexas que
quantifiguem seletivamente sua fracdo ativa, 0 método proposto apresenta um
desempenho satisfatorio quando comparado aos métodos de varredura utilizados
antes da confirmacdo por CG-MS. Utilizando técnicas de imunoensaios (RIA) é
possivel quantificar amostras em torno de 1 ng mL™ de atropina, enquanto que em
ensaios com radiorreceptores (RRA) os niveis plasméticos do isdbmero ativo 1-
hiosciamina quantificados sio da ordem de pg L[182].

O método para o pesticida metomil (LD = 9,5 x 10°mol L*e LQ = 2,2 x
108 mol L) apresentou um bom desempenho quando comparado a outros métodos.
Em sistemas cromatograficos acoplados a espectrometria de massas (triplo
quadrupolo) foi obtido um valor de LD para o metomil na faixa de 0,01 pgL*a
3,494 ug L'em amostras de urina[105]. A determinagdo de metomil em amostras
de cenoura e tomate utilizando o biossensor baseado na enzima LAC apresentou
valor de LQ igual a 7,8x 107 mol L™[115]. J&4 os métodos de determinagdo de
carbamatos por fluorescéncia com aplicacao de sistemas poliméricos (ciclodextrina
e a quitosana) alcangcam valores de LD da ordem de 0,1 pgmL™e 1 pg mL*[112].
Um método baseado na inibicdo da AChE em micro-reator, gerando um aumento
em sua constante de inibi¢do, alcangou um valor de LD de 1.0 pmol L para o
metomil [125]. Portanto, os métodos baseados na afinidade do metomil (e demais
compostos do grupo dos carbamatos) por enzimas (LAC e AChE) tém mostrado

desempenho com menor sensibilidade do que o proposto por fluorescéncia
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(supressdo). Por outro lado, os métodos que procuram maximizar o sinal
fluorescente destes compostos ndo apresentam mesmo desempenho.

Para a deteccdo de metamidofds foi desenvolvido um sensor amperométrico
baseado na imobilizacdo da AChE que permitiu a menor concentracdo detectavel
de 9,93 x 10° mol L? [143]. Um método por fluorescéncia, baseado na
fotodegradagdo do metamidofds e sua posterior reacdo com uma sonda fluorescente
alcancou um valor de LD de 1,7 ng mL™1,2 x 10 mol L™ [145]. Para a
determinacdo dos pesticidas acefato e metamidofos utilizando cromatografia
liquida com pdés-coluna de fotoderivatizacao para detec¢do por fluorescéncia foram
obtidos valores de LD de 4 & 12 ng mL™* [147]. Utlizando-se a detecgdo por
espectrometria de massa, em amostras de mel e polen, foram encontrados valores
de LQ de 40,0 ng g* para esse analito [146].

451.
Estudo de seletividade

O sensor baseado em um biocomponente multiprotéico pode sofrer
interferéncia de um grande numero de substancias ja que estas podem interagir com
outros sitios presentes no sensor. Por exemplo, componentes presentes nas matrizes
clinicas e ambientais contém compostos que podem induzir efeitos significativos
de extincdo de fluorescéncia das proteinas. Em eventos de extin¢do de fluorescéncia
é possivel subtrair o efeito de supressdo ndo especifico (ndo causada pelo analito)
definindo uma condicéo inicial de fluorescéncia (Fo) somente apds a adicdo da
amostra ao sistema com o sensor. Desta forma tenta-se aumentar a seletividade da
abordagem. Em sensores multiprotéicos, como o apresentado nesse trabalho, a
resposta de fluorescéncia a ocorréncia de interacGes ndo sdo devidas unicamente a
formacdo de complexo com a AChE ou com seus receptores especificos. Neste
caso, deve-se considerar que a supressdo observada seja a soma das interagoes,
preferencialmente em sitios especificos de moléculas- alvo, mas que pode envolver
outro tipo de interacdo ou ligacbes em sitios ndo especificos inclusive com outras
proteinas.

A extincdo de fluorescéncia causada pelo analito e pelos interferentes
podem ser discriminados pela diferenca da supressao total de fluorescéncia causada

pela amostra e a fluorescéncia medida utilizando a fracdo protéica saturada
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(saturacdo com o respectivo analito). A auséncia de concentragdes detectaveis do
analito é verificada quando ndo existe nenhuma diferenca entre a medigcdo da
supressdo de fluorescéncia total (fracdo protéica livre) e a saturada com o analito.
Como a contribuicdo de possiveis interferentes € descontada, evita se a
possibilidade de falsos positivos.

Outros ligantes que tém interagOes competitivas especificamente no mesmo
sitio de interagdo com o analito interferirdo apenas em concentracGes suficientes
para deslocar ou impedir que o analito forme seus complexos. Neste caso, estes
interferentes apresentam um efeito sobre a extingdo de fluorescéncia do
sensor. Para estes casos, 0 uso de sensores saturados para descontar a contribuicéo
do analito na supresséo total da amostra ndo é adequado. Assim, a diferenca entre
a supressao total da amostra e a supressdo do sensor saturado ndo mostram a
contribuicdo destas interferéncias ja que as possibilidades de interacbes também
foram suprimidas pela saturagdo com o analito.

Para testar esta saturacdo do sensor, a fracdo protéica foi incubada com
escopolamina (alcaldide agonista muscarinico e anticolinérgico) e amitriptilina (um
inibidor da AChE). Eles podem contribuir para a diminui¢éo da fluorescéncia das
proteinas do sensor por sua afinidade pela AChE e pelos receptores muscarinicos.
A amitriptilina (inibidor de AChE usado frequentemente como antidepressivo e
sedativo) ndo teve nenhum efeito sobre a fluorescéncia do sensor apesar de sua
afinidade. No caso da escopolamina, apesar desta substancia apresentar efeito de
diminuicdo da fluorescéncia da fracdo protéica (Figura 75), na presenca de Gal e/ou
atropina esse efeito ndo é observado. Este fato evidencia a perda ou diminui¢édo da

afinidade da escopolamina pelas proteinas da fracdo na presenca desses analitos.
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1,25 4
1,20 4
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Figura 77 - Efeito de diminuicéo da fluorescéncia da escopolamina sobre
a fracdo protéica. A curva exponencial representa essa contribuicéo

mostrando saturacio em 16 pg L.

Na presenca dos analitos, a interferéncia da escopolamina no sinal de
supressdo de fluorescéncia do extrato ndo foi observada e ndo afetou
significantemente as recuperacfes obtidas para os cinco analitos em diferentes
razdes molares entre estes e a escopolamina (até 30 vezes mais escopalamina) como
mostrado na Tabela 23 a 24. Apesar de verificar uma pequena diminuicdo da
recuperagéo dos analitos em razdes molares com 30 vezes mais escopolamina, esta

diferenca ndo foi significativa ao nivel de 5 % (Tabela 25).

Tabela 23-Estudo da interferéncia de diferentes razoes molares

analito/escopolamina usando concentracéo de analito igual a 6,0 x 10 mol L!

Razao molar Recuperacéo (%)
Analito:escopol - -
amina Gal Atrop Metomil | Metam. Metil
paration
1:1 96,1 96,5 95,8 96,3 94,2
1:15 95,7 95,1 95,5 95,3 95,0
1:30 90,2 91,2 93,0 90,0 91,4

Tabela 24 - Valores médios obtidos para cada analito em solugdes na
presenca de escopolamina. O célculo das médias foi feito a partir de

determinacg0es em triplicata.

Grupo Contagem Soma Média Variancia
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Galantamina 3 1,7 x 107 5,6 x 108 3,9x1018
Atropina 3 1,7x 107 5,6 x 108 2,7x 1018
Metomil 3  1,71x107 5,7 x10°8 8,5 x101°
Metamidofés 3 1,7x 107 5,6 x 108 4,1x1018
M.paration 3 1,7 x 107 5,6 x 108 1,3x 1018

Tabela 25 - ANOVA das determinacgdes dos cinco analitos para as razdes

molares (analito: escopolamina) de 1:1; 1:15 e 1:30.

Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 9,2x10?° 4  23x10 0,09 0,98 3,47
Dentro dos grupos 2,6 x 10°Y 10 2,6x1078

Total 2,7 x 107 14

Outras drogas como Donepezil e Rivastigmina, utilizadas para tratar a
doenga de Alzheimer sdo apenas inibidores fracos da AChE e ndo atuam como
agonistas dos receptores colinérgicos [264]. Portanto, as suas possiveis interagdes
ndo causam supressdo de fluorescéncia significativas na fluorescéncia intrinseca da
fracdo protéica nas concentragdes encontradas em amostras clinicas.

A seguir sdo apresentadas as aplicacfes do método proposto em diferentes

matrizes juntamente o estudo de sua seletividade.

4.5.2.
Aplicacdo em amostras clinicas e ambientais

Amostras de solo e de urina fortificadas com atropina, galantamina,
metomil, metamidofés e metil paration foram usadas para a avaliacdo do

desempenho do método proposto em matrizes ambientais e clinicas.

45.2.1.
Urina
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Amostras de 10 mL de urina fresca foram fortificadas com um dos analitos:
atropina, galatamina (ambos a 5,6 x 10 molL™), metomil (8,0 x 10® molL™Y),
metamidofos (1,2 x 10°molLt) e metil paration (3,0 x 10®molL™Y). Cinco aliquotas
de 30 uL foram retiradas diretamente de cada amostra (sem pré-tratamento) e cada
uma foi adicionadas a um sistema com 2,5 mL de suspensdo protéica em tampé&o
fosfato de sdédio. Cada um dos sistemas contém a fracdo saturada com um dos
respectivos analitos para realizar o desconto de possiveis interferéncias. Na Figura
76 é apresentada as curvas construidas para a Gal mostrando a pequena influéncia

de matriz em sua sensibilidade.

1,40 -
B Curva urina
@® Curva de referéncia y=2,15. 106 +1,02 (a)

R2 =0,989

1,35

1,30
1,25
(b)

6

1,20 y=2,71.10 X+ 1,02

FolF

1 R? = 0,007
1,15 -

1,10 -

1,05 | H

1,00 T T T T T T T T T T T T !
0,0 20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x107 1,2x10”

Concentracao de Galantamina (mol L'1)

Figura 78- Curvas de titulacdo da fracdo protéica com galantamina na
faixa de concentracgéo de 2,0 x 10®a 1,2 x 107 mol L*: (a) curva de referéncia
de Gal em tampao fosfato; (b) adiciio de 30 pL. de amostra de urina (in natura)

fortificada.

As medicGes de fluorescéncia foram feitas como descrito, usando excitagdo
em 280 nm e emissdo em 345 nm. Os valores de intensidade de fluorescéncia de
cada sistema com o sensor foram usados para os calculos segundo mostrado na

Tabela 25. Para o célculo da supressao total de fluorescéncia causada pela amostra
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(AFwotal ), @ intensidade da fracdo protéica livre € medida antes (FoLivre) € depois da
adicdo da aliquota da amostra (Fam).
A cada sistema contendo a respectiva fracdo saturada (Fosar) € adicionada

igual aliquota da amostra e feita nova medic¢édo da fluorescéncia. A contribuicao de
cada analito na diminuicdo de fluorescéncia da fracédo protéica (AFanalito) foi medida

pela diferenca entre a supresséo da fracdo livre (AFtal) € a supressdo do sinal da
fragéo saturada (Afsat). Para que todos os sistemas saturados tenham o mesmo valorr
de Fo (antes da saturacéo), todas as fragcOes foram obtidas de uma mesma fracéo
protéica (estoque). Entretanto, esta contribuicdo individual em termos de diferenca
de sinal fluorescente (AF) ndo pode ser utilizada na interpolacao da curva analitica
de supressdo. Por isso, realizou-se sua conversdo para valores da razdo Fo/F,
considerando Fo como o sinal da fracdo livre (antes da adi¢do da amostra) e F o
valor estimado do sinal somente com a contribui¢cdo do respectivo analito. Em
seguida a concentracdo da amostra pode ser calculada pela interpolagdo do valor
estimado de Fo/F na curva de Stern-Volmer para cada analito. Na tabela 26 é decrito
o célculo para estimar a contribuicdo individual dos analitos sobre a resposta de

fluorescéncia do total das proteinas da fracao de cérebro.

Tabela 26 - Célculo para a determinacao seletiva dos analitos através da
estimacgdo da contribuicéo individual dos analitos sobre a supresséo total de

fluorescéncia.

Sensor Livre

AFotal = Fovivre—Fam
980 — 285 = 695

Sensor saturado

Analitos | Fosat — Fsattamy™= Afsat | AFiotal —| Fo- Fo/F Concent.
Afsa=AF analito AF, | (estimado estimada

nalito ) (mOI L_l)

Gal 600 — 258 = 342 695 - 342 =353 | 627 | 980/627 6,7 x 108
Atr 700 — 149 =551 695 - 551 =144 | 836 | 980/836 6,7 x 108
Met 705-478 = 227 695 — 468 =227 | 753 | 980/753 1,0 x10°°
M.P 636 — 84 =552 695 — 552 =143 | 837 | 980/837 3,5x10°8

Foi realizada uma comparacdo estatistica entre as determinagdes médias
obtidas pelo método proposto e o método cromatografico (HPLC-F-UV) em seis

amostras fortificadas com 1,5 x 10®mol L (Gal ou atropina), 1,0 x 107 mol L*
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(metomil, metamidofés) e 2,6 x 10® mol L™ (metil paration) . Na Figura 78 é
apresentado o cromatograma da amostra de urina fortificada e as medidas nos
diferentes comprimentos de onda.

Foi aplicado o teste t de Student cujo resultado ¢é apresentado nas Tabelas
27 & 29, indicando que ndo houve diferenga estatistica entre os resultados obtidos
pelo método proposto e o de comparagao para os analitos considerados.

Tabela 27 - Resultado do teste t de Student para a comparacao de médias

dos dois métodos de determinacéo de Gal (proposto e HPLC).

Método

proposto HPLC
Média 1,43 x 108 1,51 x 108
Variancia 4,7x 1018 2,1x 101
Observacdes 6 6
Variancia agrupada 3,4x1018
Gl 10
Statistica t -0,78
t critico bi-caudal 2,22

Tabela 28 - Resultado do teste t de Student para a comparacdo de médias
dos dois métodos de determinacéo de metomil (proposto e HPLC).

Método proposto HPLC
Média 1,2x 107 1,1x 107
Variancia 2,6 x 1016 1,8 x 1016
Observacdes 6 6
Variancia agrupada 2,2x 1016
HipGtese da diferenca de média 0
Gl 10
Estatistica t 0,78
t critico bi-caudal 2,23

Tabela 29 - Resultado do teste t de Student para a comparacao de médias
dos dois métodos de determinagdo de metil paration (proposto e HPLC-F-
DAD).

Método proposto HPLC
Média 2,4 x10° 2,53 x10°
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Variancia 6,1 x101* 1,5 x10%4
Observacoes 6 6
Varidncia agrupada 3,8x10%

gl 10

Estatistica t -1,06

t critico bi-caudal 2,22

A Tabela 30 apresenta os valores de recuperacdo para os analitos obtidos
por ambos 0os métodos. Os resultados de recuperagdo acima de 88% mostram que 0
meétodo por extingdo de fluorescéncia séo satisfatoriose indicam sua viabilidade

para ser aplicado em amostras de urina.

Tabela 30 - Taxa de recuperacao dos analitos nas amostras de urina pelo
método proposto e o de referéncia.

Analito Taxa de recuperacao Taxa de recuperacao
(método proposto) (HPLC)
Galantamina 89,2% 92,6%
Atropina 90,1% 95,5%
Metomil 92,6% 94,7%
Metamidofos 87,5% -
Metil paration 92,7 97,3%

Pela incapacidade de detectar os niveis de metamidofés pelo método de
cromatografia liquida empregado, adotou-se o método enzimatico [255]como
método de referéncia para a determinacao deste agrotdxico. Este método se baseia
na inibicdo da atividade catalitica da AChE para a quantificacdo dos inibidores. Na
figura 77 é apresentado a curva de inibicdo utilizada como curva analitica por este
método. Realizou-se também a determinagdo das concentragfes de metil paration
nas mesmas amostras para possibilitar uma comparacdo com o método
cromatografico. A curva de inibicdo da atividade da AChE pelos analitos foi
utilizada como curva analitica pela linearizacdo da funcdo exponecial tipica do
comportamento de inibicdo enzimética. A figura 79 apresenta a curva analitica da
porcentagem de inibicdo da aividade da AChE contra o logaritimo natural da

concentragdo dos organofosforados na faixa de 5,0 x 108 4 45 x 10® mol L™,
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Figura 79 - Curva de inibicdo da AChE pelos organofosforados
metamidofds e metil paration na faixa de concentragdo de 5,0 x 108 & 45 x 10

8 mol L1,

Na Tabela 31 sdo apresentadas as recuperacdes para ambos 0s analitos pelo
método proposto e os de referéncia. Em urina a recuperacdo foi maior que 88 %
para os dois organosforados.

Tabela 31 — Valores de % recuperacdo para as determinacfes de

metamidofds e metil paration.

Matrizes Analitos Recuper. Recuper. Recuper.
(Fluorescéncia) (Cinético) (HPLC)
Urina Metamidofds 88,2 % 92,3 % -
Metil paration 87,3 % 92,5%
45.2.2.
Solo

As determinacfes para validacdo do método proposto para solos foram
realizadas apo0s a fortificacdo das amostras com 1 mg kg* dos agrotoxicos metomil
(Lannate®- DuPont), metamidofés (Tamaron ® - Bayer) e metil paration
(Folidol® - Bayer).
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Caracterizacao das amostras

As amostras foram coletadas em &reas de cobertura florestal em duas
profundidades (0 - 10 cm e 10 - 20 cm) representando as camadas araveis que estdo
diretamente em contato com o0s agrotoxicos. Estas foram caracterizadas segundo 0s
parametros de fertilidade de solos (teor de macronutrientes — Ca?*, Mg®*, K* e P
assimilavel), teor de carbono organico e nitrogénio total. Também considerou-se o
perfil textural dos solos por sua importancia no comportamento adsortivo dos
analtitos a matriz (Tabela 32) A escolha de amostras em area de floresta para as
fortificacdes se deve a menor possibilidade da presenca de possiveis residuos de
agrotoxicos na matriz antes da fortificacdo. Acredita-se que a baixa saturacdo do
complexo sortivo do solo (representado pela soma dos teores dos
cations/macronutrientes) e seu perfil arenoso ndo comprometeram a recuperagao

dos analitos nesta matriz.

Tabela 32 - Valores dos parametros de fertilidade de solos para as
amostras florestais coletadas em duas profundidades em &rea de cobertura

vegetal. (P ass. — fosforo assimilavel)

Classe ¢
AMOTRAS Pass. Ca?* Mg? K* AP (organico)
textural
g/kg
(0-10cm)  Arenoso 8 02 05 015 1,0 17,6
(10 - 20cm)  Arenoso 7 0 0,2 004 0,7 9,8

Determinagéo

As amostras de solo foram fortificadas com os trés analitos (agrotoxicos)e
depois foram submetidas a extracdo com acetona. Em seguida os extratos foram
evaporados até secura e ressuspensos em 2,0 mL de tampéao fosfato. Para um estudo
da seletividade do sensor no extrato de solo adicionou-se ao extrato ressuspenso em

tampdo Gal e atropina a concentracdo de 1,5 x 10® mol L. Apesar destes dois
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analitos ndo terem sido extraidos da amostra considerou-se importante avaliar a
seletividade da sonda na presenca de todos so inibidores estudados.

Uma aliquota de 250 pL foi adicionada a suspensao da fragdo protéica em
tampdo. Da mesma forma que para as amostras de urina, cada um dos sistemas
continha ossensores saturados com um dos analitos. Os célculos para a
determinacéo dos analitos sdo iguais aos realizados para a amostra de urina (Tabela
26).Apesar da etapa de extracdo com acetona extrair também material humificado
(&cidos humicos) contidos nas amostras, estes ndo interferiram no espectro de
emissdo de fluorescéncia da fracdo protéica obtida en 280/345 nm j& que a emisséo
de fluorescéncia dos &cidos organicos ocorre em torno de 350 nm (excitagéo) e 445
nm (emissdo) [289]. Na Figura 78 sdo mostrados os espectros da suspensao protéica
apos a ressuspensao do extrato de solo em dois comprimentos de onda de excitacao
otimizados para a fracdo de proteina total (280 nm) e para os acidos organicos
presentes no extrato de solo (380 nm).

800
600+
400

200

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 80-Espectro da suspenséo da fracdo protéica em tampdao fosfato apos a
ressuspensio de 250 pL do extrato de solo (0-10 cm). A linha preta se refere a

excitagdo em 280 nm e a vermelha em 380 nm.

O mesmo extrato de solo (ressuspenso em tampao) foi utilizado para as

determinac6es pelo método cromatografico de referéncia que utilizou a detec¢éo


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812618/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 0812618/CA

174

por fotometria de absorcdo multicanal com o DAD para a identificacdo dos analitos.
Na Figura 81 é apresentado o cromatograma em multicanais da amostra de urina.
A deteccdofoi realizada em diferentes comprimentos de onda que permitem

aquantificacdo de cada composto separadamente.

N

Figura 81- Cromatogramade amostra de urina fresca fortificada com os

analitos(1) metomil, (2)Gal, (3) atropina, (4) metil paration.

A Tabela 33 apresenta os valores de recuperacédo obtidos dos extratos de solos
para o0 método proposto e por HPLC. O teste t de comparac¢do de médias foi aplicado
aos dois conjuntos de determinacdes indicando igualdade estatistica nos resultados
das recuperacdes. Observa-se que as recuperacdes pelo métodos proposto ficaram
acima de 94 %. Este resultado indica que os procedimentos de extracdo e de
quantificacdo adotados s@o adequados para determinacdes em matrizes de solo de
uso agricola. O teor de matéria organica presente na matriz de solo ndo causou
interferéncias que comprometessem o desempenho satisfatério do processo de
extracdo (poder de adsorcdo dos residuos) e do método por fluorescéncia. Para as
amostras de solo de 20 - 40 cm as recuperagdes ficaram acima de 96 % (método
proposto) e sem diferenca significativa das obtidas pelo método cromatografico (em
torno de 98 %) com valor de T (teste T de student) igual a 0,76.
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Tabela 33 - Valores de recuperacdo dos 3 analitos nas 2 profundidades:
metodo proposto e 0 método cromatografico de referéncia. Valor medio de dez

replicatas e desvios menores que 2,5 %.

Método
HPLC (opi
Analito proposto  Recuper. B Recuper. Estatistica
- (média) T
(média)
Metomil 0,04 94 % 0,99 99 % 20,60
(mg Kg™)
Metil
paration 0,97 97 % 0,98 98 % 20,25
(mg Kg™)
Galantamina - joi108 973 149x10°  99,3% -2,48
(mol L)
AOpINa 4 45y 10® 967 140 x10°  933% 0.71
(mol L)
T critico 2,22

Na Tabela 34 é apresentada a % de recuperacao do método proposto e pelos
métodos de referéncia (cromatografico e cinético) nas determinacdes de
metamidofds e metil paration em amostras de solo e urina. Os valores médios

ficaram acima de 90 % (fluorescéncia) para ambos os analitos.

Tabela 34 — Valores de % de recuperacgdo obtidas para a determinacgéo
de metamidofoés e metil paration pelo método proposto (fluorescéncia) e os dois

metodos de referéncia: cromatografico e o cinético.

Matrizes Analitos Recuper. Recuper. Recuper.
(Fluorescéncia)  (Cinético) (HPLC)
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Solo

Metamidofos

924 %

95,3 %

Metil paration

91,5%
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Conclusao

A utilizagdo da frag8o protéica obtida de cérebro de rato como sonda seletiva
para determinacdo de agrotoxicos foi satisfatoria. Os mecanismos de
bioreconhecimento entre a sonda e os analitos permitiram que o método para sua
determinacédo fosse desenvolvido com sensibilidade e seletividade apropriada em
amostras ambientais e clinicas sem pré-tratamento:O desempenho analitico da
fracdo protéica de cérebro de rato se mostrou eficiente em comparacdo a sondas
puras (fracdo purificada). O processo de extracao/purificacdo elaborado pretendeu
obter uma fracdo composta de elementos protéicos com certa afinidade seletiva
pelos analitos. Dessa forma, foi possivel potencializar/aumentar o nimero de
interacBes com receptores de membrana e com a enzima acetilcolinesterarase.

Pelo alto custo e/ou dificil obtencdo de material de natureza protéica como
enzimas e proteinas estruturais (como 0s neuroreceptores de membrana) os sistemas
analiticos baseados no bioreconhecimento proteina-ligantes empregam estratégias
de imobilizacdo e reativacdo das sondas para aumentar o numero de amostras
processadas. Nesta proposta procurou-se simplificar o processo de obtencdo da
sonda e a diminuicdo de gasto deste material para que este ndo seja limitante a
aplicacdo do método. Adotou-se um principio de medicdo sensivel as interagdes
com pequenas concentragdes dos analitos. Além disso, as medidas de supresséo de
fluorescéncia, expressas na forma de razdo Fo/F permitiram o uso da fluorescéncia
das proteinas totais do extrato sem perda de sensibilidade. O emprego da variacdo
de sinal de fluorescéncia (supressao) também conferiu seletividade nas
determinagfes dos analitos mesmo com um biocomponente obtido de forma
simples e com um baixo custo.

Para a deteccdo dos analitos explorou-se as propriedades espectroscopicas
das proteinas ja utilizadas para estudos de afinidades por ligantes. Os ensaios
utilizando biosondas fluorescentes tem ampla aplicacdo na area bioldgica pelas
facilidades operacionais aliadas a sensibilidade a seguranca na manipulagdo e

descarte de reagentes. A caracterizagdo espectroscopica do mecanismo de
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bioreconhecimento sonda-analito permitiu o desenvolvimento dos métodos e o
estudo sobre as reais interferéncias. Pode-se construir um procedimento para o
calculo da estimativa da contribuicao de cada analito a diminuicdo do sinal total de
fluorescéncia da sonda sem o uso de ferramentas estatisticas para se eliminar
interferéncias. Portanto, obteve-se um biosensor protéico sem as limita¢cbes comun
de limitada seletividade.

A utilizacdo do planejamento experimental multivariado na otimizacéo das
condicdes de medicdo do sinal de fluorescéncia da sonda foi uma abordagem nova
para o estudos de ligantes. Este tratamento atendeu a necessidade de uma avaliagéo
simultanea dos parametros dos quais depende o comportamento de interacdo das
proteinas. Dessa forma foi possivel determinar as melhores condi¢cdes de ensaios
com os ligantes (analitos) e comparar sua resposta com 0s ensaios cinéticos da
AChE que ja sdo utilizados como método de biodeteccdo destes mesmos analitos.
Ao mesmo tempo, este procedimento pode ser aplicado em estudos biolégicos para
definicdo de modelos empiricos de interacdo com drogas e moléculas
bioreguladoras, por exemplo.

A adaptacdo do método proposto a um sistema de biosensor com uso de uma
sonda extrinseca (Tioflavina T) também foi avaliado. Os resultados indicaram que
a fracdo protéica extraida de cérebro de rato pode ser imobilizada em microplaca
para as medidas de fluorescéncia na determinacdo dos analitos sem prejuizo dos
parametros analiticos. Ao mesmo tempo, pode-se utilizar a propria tioflavina T para
medidas indiretas das interacGes dos analitos com a fracdo protéica.

Paralelo aos objetivos de quantificacdo de substancias de interesse, existe a
necessidade de desenvolver ensaios utilizando extratos/homogenatos bioldgicos
para estudos em sistemas complexos. Entretanto estes sdo limitados pela falta de
sensibilidade as quantidades dos ligantes empregados em matrizes celulares e
teciduais. Assim, a respostada fluorescéncia intrinseca do proprio material

biolégico pode ser avaliadaconjuntamente com a respostas de sistemas purificados.
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