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APRESENTACAO

Em ciéncias da saude destacam-se as areas de Farmacia e Biomedicina.
Desta forma, torna-se imprescindivel o conhecimento acerca de analise clinicas e
biotecnologia de farmacos.

A Coletanea Nacional “A Biomedicina e Farmacia Aproximagdes” € um e-book
composto por 21 artigos cientificos que abordam assuntos atuais, como a analise de
produtos naturais, biotecnologia de farmacos, processos de isolamento, purificacdo
caracterizacao de elementos biotecnoldgicos de fontes naturais, avalicdo da utilizagao
de novas tecnologias para fins farmacéuticos, avancos em analises clinicas, entre
outros.

Mediante a importancia, necessidade de atualizacéo e de acesso a informacgodes
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirdo efetivamente para
disseminagdo do conhecimento a respeito das diversas areas da farmacia e da
biomedicina, proporcionando uma visao ampla sobre esta area de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabricio Loreni da Silva Cerutti
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CAPITULO 11
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DETERMINACAO DA ACETILCOLINESTERASE EM
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RESUMO: Alguns agrotéxicos como o0s
carbamatos e organofosforados podem levar
a quadros graves de intoxicacdo devido a
inibicdo das colinesterases, sendo que uma
das formas de auxiliar no diagnéstico é a
determinacdo da atividade destas enzimas
no sangue. Porém, algumas condicoes
metodoldgicas sdo importantes para o ideal
desempenho das enzimas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar possiveis condi¢des
que otimizem a metodologia proposta por
Ellman e colaboradores a fim de alcancar
uma melhor reprodutibilidade. O método foi
adaptado para a determinacdo da atividade
da acetilcolinesterase em eritrocitos. Foram
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testadas algumas possibilidades de interferéncia
nos resultados, como o comprimento de onda
espectrofotométrico, temperatura, tempo de
incubacdo, diluicdo e agitagdo da amostra.
A atividade enzimatica da acetilcolinesterase
mostrou-se variavel, conforme as mudancas
ocorridas, apos diferentes condicoes
estabelecidas para a reacdo. Foi possivel
perceber que as amostras sob agitacdo e
aquelas submetidas a incubacgéo, apresentaram
resultados mais homogéneos, diminuindo o
erro padrdao. A temperatura e o comprimento
de onda também apresentaram consideravel
influéncia na atividade enzimatica. As amostras
completamente misturadas em seu meio de
reacdo durante o preparo, expressaram menor
dispersao entre os resultados das triplicatas.
Desta forma, sugerimos uma agitagdo vigorosa
da solucédo antes das leituras das absorbancias
para obtencdo de melhores resultados, além
da temperatura controlada em 37°C durante as
leituras em espectrofotobmetro a 405nm.

PALAVRAS-CHAVE: atividade enzimatica,
colinesterase, interferentes.
ABSTRACT: Some pesticides such as

carbamates and organophosphates cause
serious poisonings because of the inhibition of
cholinesterases. One way to diagnosis those
cases is through the determination of enzyme
activity in the blood. However, some conditions
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are important for the best performance of the enzymes. Thus, this work aimed to
evaluate possible conditions to improve the methodology proposed by Ellman and
collaborators in 1961. The method was adapted for the determination of erythrocyte
acetylcholinesterase activity. Some possibilities of interfering in the results were tested,
such as spectrophotometer wavelength, temperature, incubation time, dilution of
sample and shaking. The enzymatic activity of erythrocyte acetylcholinesterase was
shown to be variable as the changes occurred after different conditions established for
the reaction. The samples under agitation and those submitted to incubation showed
results more homogeneous, reducing the standard error. Temperature and wavelength
also had considerable influence on erythrocyte acetylcholinesterase activity. The
samples that were best mixed with the buffer during the preparation expressed less
dispersion among the results of the triplicates. Thus, we suggest a vigorous solution
shaking before readings the absorbance for better results, in addition is necessary to
control temperature at 37°C during spectrophotometer readings at 405nm.

KEY WORDS: enzymatic activity, cholinesterase, interference.

11 INTRODUCAO

Os neurdnios séo células do sistema nervoso especializadas na captacéo e
transmissdo de estimulos internos ou externos. Essa transmissao de informacdes, de
modo geral, acontece através de sinapses, onde os estimulos passam de um neurdnio
para o outro através da reagdo de um neurotransmissor ou mediador quimico com os
receptores na membrana po6s-sinaptica (GUYTON & HALL, 2006).

Os receptores colinérgicos sé&o divididos em dois grupos, os nicotinicos e 0s
muscarinicos, os quais sao formados por canais ibnicos regulados por ligantes, neste
caso a acetilcolina, que atua como o neurotransmissor. Esta é liberada na fenda
singptica, através de um potencial de acao. Uma vez na fenda sinéptica, a acetilcolina
precisa ser removida de forma rapida para que ocorra a repolarizacdo. Em seguida,
ocorre a sua hidrolise em acetato e colina catalisada pela acetilcolinesterase (E.C.
3.1.1.7) (SILVA, 2010).

A acetilcolinesterase é, portanto, uma importante enzima responsavel na
manutencao do sistema colinérgico ao catalisar a hidrélise da acetilcolina. Essa reacéo
catalitica acontece por meio de um mecanismo envolvendo diversos passos que
permitem a cessacao do impulso nervoso nas sinapses colinérgicas (ZHOU, WANG &
ZHANG, 2010). Sua elevada atividade no sistema nervoso central se faz caracteristica,
atuando principalmente nos neurénios motores e sensoriais. No entanto, como todo
o0 organismo é dependente da neurotransmissao para o seu bom funcionamento,
a acetilcolinesterase também é encontrada em outros tecidos, tanto centrais como
periféricos (MASSOULIE et al.,1993).

Assim, quando ha inibicdo das colinesterases, a hidrolise da acetilcolina fica
comprometida, fazendo com que 0s niveis deste neurotransmissor fiquem elevados,
e consequentemente haja aumento do seu tempo de duracdo na fenda sinaptica.
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Tal acontecimento pode levar a constante estimulo dos receptores colinérgicos
(NORDBERG & SVENSSON, 1998). Alguns agrotoxicos como os carbamatos e
organofosforados podem levar a quadros graves de intoxicacdo devido a inibicao
das colinesterases e, uma das formas de diagnéstico é através da determinacdo da
atividade destas enzimas no sangue (ROBERTS & REIGART, 2013).

Para isto, um método espectrofotométrico foi proposto por Ellman et al. (1961)
que, através da reacao de hidrolise da acetilcolina catalisada pela acetilcolinesterase,
forma-setiocolina e acetato. Aatividade da enzima pode ser medida através do aumento
da coloragdo amarela produzida pela tiocolina quando esta reage com 5,5’-Dithiobis(2-
nitrobenzoico), também conhecido como DTNB ou Reagente de Ellman.

O método em questéo traz como procedimento a adicao de solu¢ao tampéo fosfato
em um tubo de ensaio com DTNB, na sequéncia a adicdo da amostra (fonte de enzima)
e, logo em seguida, adicionado o substrato de acetiltiocolina. Para a determinag¢ao da
atividade, a leitura da absorbancia deve ser realizada em espectrofotdbmetro a 405nm
a 37°C a cada 30 segundos, durante dois minutos (ELLMAN et al., 1961).

Como as enzimas podem ser facilmente desnaturadas, algumas importantes
condicoes sao necessarias para a eficiéncia da reacdo. A regulacdao da atividade
enzimatica depende de fatores como o tempo de exposi¢ao, pH e temperatura para o
seu ideal desempenho durante a catalise das reacoes (LEHNINGER & NELSON, 2006).
Assim, apesar dos autores informarem as condi¢des para 0 sucesso das analises, a
variacado nos resultados de uma mesma amostra causa transtornos nas analises, por
isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis condi¢des que possam otimizar a
metodologia desenvolvida por Ellman et al. (1961) a fim de melhorar a reprodutibilidade
dos ensaios.

2 | MATERIAIS E METODOS

No método descrito por Ellman et al. (1961), foi preparada uma suspensao
estavel a partir de sangue total ou eritrécitos humanos lavados; ndo sendo necessaria
a hemdlise, pois a acetilcolinesterase encontra-se ancorada na membrana celular.
Para o ensaio, foi feita uma suspensao das células sanguineas em tampao fosfato (pH
8,0) na proporcéo de 1:600 (por exemplo, 10 pL de sangue para 6 mL de tampao) e,
exatamente 3,0 mL desta suspensao foram pipetados em uma cubeta. Na sequéncia,
25 uL de DTNB foram adicionados na cubeta e esta colocada no espectrofotdmetro
para leitura em 412 nm. Para que a reacédo fosse iniciada, foi colocado 10 pL de
substrato para acetilcolinesterase e as mudancas na leitura da absorbancia foram
registradas durante 6 minutos.

Porém, em 1983, os autores George & Abernethy aprimoraram o método citado
acima para que pudesse ser utilizado em espectrofotometros de qualidade moderada
em laboratorios de rotina. Pois o pico de absorbéncia do resultado da reacdo com
DTNB coincide com a banda de hemoglobina em 410 nm, levando a baixa preciséo
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do teste e se restringindo a laboratérios com equipamentos de alta relagdo sinal-ruido.

Apesar do referido método ja ter sido revisado, foi necessario investigar os
possiveis motivos que causam dispersao entre os resultados de uma mesma amostra.
Para isto, foi preparado um lavado de sangue com tampéo fosfato (pH 7,2) na propor¢ao
1:10. Deste, 2,5 pL foram adicionados a um tubo de ensaio contendo tampao fosfato
(pH 8,0) com DTNB e, em seguida, adicionou-se 50uL do substrato de acetiltiocolina
para dar inicio a reacao.

Devido a sensibilidade da enzima, algumas condicbes especificas foram
propostas: (a) temperatura de 25°C e 37°C, (b) incubacéo em 2,5 e 10 minutos, (c)
amostra diluida na proporc¢ao 1:2, (d) amostra diluida sob agitacéo, (e) e ainda, leituras
das absorbancias em 405 nm e 436 nm.

As leituras foram feitas a cada 30 segundos, durante dois minutos. E para fins
de comparacéo, foi realizado um teste com a amostra controle conforme as condicbes
iniciais da metodologia.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os resultados apresentados na figura 1, percebe-se claramente a
influéncia da temperatura nos resultados apresentados, sendo 37°C a temperatura
mais apropriada para a determinagcao da atividade enziméatica da acetilcolinesterase,
onde os resultados entre as amostras mostraram-se mais homogéneos.

25°C 37°C
glgg 300
. ]
lﬁ é‘ 60 2004 I
32 I w0
< 1001
Z 20 * m
< 0 E * 0- = *
S 20
E 415 =
= <10 15
T 35 10
= 5
=0 T v ¢ 9 Y ¢
Legenda: | Controle v Amostra diluida 1:2

W Incubagdo por 2:30 minutos 4 Amostra diluida 1:2 e agitacdo
4 Incubacdo por 10 minutos

Figura 1 — Atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria, apés diferentes condi¢coes de reagéao.

Os resultados dos testes que foram realizados conforme a metodologia proposta,
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porém com a amostra diluida, com a finalidade de minimizar os interferentes, nao
tiveram grandes mudancas quando comparados com a amostra controle, podendo
perceber uma grande variacao entre os resultados das triplicatas. Porém, nota-se que,
embora com atividade da enzima reduzida nas amostras diluidas, a vigorosa agitacao
antes do inicio da reagao, levou a menor variacao entre as triplicatas.

Observou-se também que, quando a amostra foi submetida a incubacao durante
2:30 ou 10 minutos com solugdo tampéo antes do inicio da reagdo, a variacao entre os
resultados das triplicatas da amostra diminuiu. Isso mostrou que, apesar da atividade
da acetilcolinesterase variar conforme as diferentes condicdes estabelecidas para a
reacao; nas amostras sob agitacao e naquelas submetidas a incubacéo, os valores da
atividade enzimatica mostraram-se mais homogéneos, consequentemente com menor
erro padréo.

Provavelmente, a homogeneidade dos resultados das amostras submetidas a
incubacéao deve-se a maior exposicao da enzima com a solugao tampao, pois sempre
que as amostras ficavam em banho-maria, automaticamente elas eram melhor
homogeneizadas. Esta condicao foi observada pois era necessario verter a solu¢ao do
tubo de ensaio para a cubeta. A importancia do fator agitacdo pode-se ser confirmada
quando comparado com os experimentos realizados anteriormente por Fleuri & Sato
(2008) que verificaram a influéncia da agitacao, além do controle do pH e temperatura
quando se trabalha com enzimas.

Além disso, foi testado o comprimento de onda de 405 nm conforme metodologia
de Ellman adaptada por Georbe & Abernethy (1983) e 436 nm, pois de acordo com
Worek et al. (1999), a interferéncia produzida pela absorcdo da hemoglobina é
diminuida nesta faixa. Confirmou-se que o comprimento de onda interfere diretamente
nos resultados. Porém, no presente estudo, o comprimento de onda de 436 nm, na
maioria das amostras, incluindo as amostras controles, tiveram as suas atividades
reduzidas praticamente a zero conforme mostra a tabela 1, indicando 405 nm como
comprimento de onda mais adequado para a leitura das absorbancias na reacéo para
avaliar a atividade da acetilcolinesterase em eritrécitos.

25° Celsius 37° Celsius
Cont. 12,5 110° Di1:2 Di1:2+A Cont. 125 110’ D1:2 Di:2+A
0,00 30,48 25,40 22,86 7,62 137,16 50,80 22,86 157,48 33,02

£

é 91,44 0,00 17,78 81,28 0,00 259,08 20,32 20,31 71,12 10,16
¥ 50,80 0,00 22,86 10,16 0,00 160,02 43,18 38,10 17,78 27,94
g 000 000 762 0,00 0,00 0,00 20,32 1524 0,00 0,00
§ 0,00 0,00 15,27 0,00 0,00 0,00 17,78 17,78 0,00 0,00
¥ 0,00 254 10,16 0,00 0,00 0,00 15,24 20,32 0,00 0,00

Tabela 1 — Leitura das triplicatas referentes a atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria
expressa em pKat/L, apdés exposicao da enzima em diferentes condi¢cbes de reacao e leitura
das absorbancias nos comprimentos de onda de 405 e 436 nm.

Cont.: Controle; | 2,5”: Incubagéo por dois minutos e trinta segundos; | 10’: Incubagéo por 10 minutos; D1:2:

Amostra diluida na proporgéo 1:2; D1:2 +A: Amostra diluida na propor¢éo 1:2 e submetidas a agitacéo.
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41 CONSIDERACOES FINAIS

As especificacdes do procedimento a ser seguido € de suma importéancia para a
reprodutibilidade dos ensaios, porque podemos confirmar a interferéncia dos detalhes
nos resultados finais. As amostras que foram melhor homogeneizadas em seu meio
de reacao durante o preparo, apresentaram menor dispersao entre os resultados das
triplicatas. Desta forma, sugerimos a agitacéo vigorosa da solugao antes das leituras
das absorbancias para obtencdo de melhores resultados, além da temperatura de
37°C que deve ser controlada durante todo o tempo da reacéo e as leituras devem ser
feitas em espectrofotdmetro a 405nm conforme sugerido anteriormente.
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