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RESUMO

Todos 0s animais com células nervosas e muscylasssiem a enzima acetilcoli-
nesterase (EC 3.1.1.7, AChE) e essa sequéncia ihe@aualos esta presente em muitas
outras proteinas, com ou sem atividade catalifata, que permite que essa proteina seja
utilizada em estudos de filogenia e de evolucagr#@nde diferenca de afinidade entre
substratos e inibidores é utilizada como um bioadwc para estudos genéticos de varios
grupos de animais, especialmente insetos. Peiasipm uma grande diferenca na sensi-
bilidade da AChE ao metil-paraoxon (MP) em relagée animais terrestres e essa dife-
renca pode estar relacionada a evolugcédo. As cdastaméticas de inibicao (CCI) para o
mecanismo de inibicdo progressivamente irreversiaeAChE cerebral ao MP foram de-
terminadas em duas fontes de AChE como um modetogyaliacdo do potencial de uso
das CCIl como biomarcador para estudos evolucianériilogenéticos. As CCl da AChE
cerebral de seis exemplares de tairflad(l liza), coletados em duas lagoas da costa do
Estado do Rio de Janeiro (Araruama e Saquaremajempos diferentes (2005 e 2007,
respectivamente), foram determinadas em dois lalarya distintos (CESTEH -
FIOCRUZ e Dept. Bioquimica - UERJ). As CCI, medidaparadamente em cada exem-
plar, indicaram que essas constantes sdo preseremdaodos os exemplares de uma
mesma espécie e que a metodologia empregada poctnsi@zida em laboratorios distin-
tos sem grandes variacfes. A AChE cerebral deadmhtomada como um exemplo de
enzima menos sensivel (IC50 = 2118nM) e a de galiobmercial Gallus gallus
domesticuscomo um exemplo de uma enzima muito mais senaovéiP (IC50 = 26nM).
Alguns testes foram feitos para a validacdo dessadulogia. A AChE cerebral dessas
duas fontes de enzima foi parcialmente purificagicdrtando o sobrenadante do homoge-
neizado e solubilizando o sedimento com o deteegériton X-100. A inibigdo da ativida-
de de AChE nessas preparacdes pelo substratotiaceliha, comportamento tipico da
AChE, comprovou a homogeneidade dessa atividadenétiza como representativa da
AChE verdadeira em cada animal. A utilizacdo dopéRnitiu aferir as solucdes de inibi-
dor com métodos colorimétricos no momento do uageeparacéo soluvel de AChE eli-
minou artefatos insolUveis que atrapalham a queat¢#io da enzima. Algumas caracteris-
ticas matematicas do calculo das CCI foram disaatelum modelo foi validado para ser
utilizado em estudos de evolucéo e filogenia degsemarinhos da costa brasileira. Como
a AChE cerebral de todos os animais terrestresseapultados estdo disponiveis, é muito
mais sensivel ao MP, exemplares de uma espéciaideub(baiacu-arard,agocephalus
laevigatu$ foram testados como um exemplo de peixe maisyave escala evolutiva. Os
resultados das CCIl da AChE cerebral para essaiegped0 = 2243nM) indicaram que
entre os peixes a idade evolutiva ndo esta coroelata com a sensibilidade aos organo-
fosforados. A AChE mais sensivel entre os peixstades foi a de um tipo de bagre (ba-
gre-brancoGenidens barbysC50 = 606nM) e a enzima do cacgao-franBbigopriono-
don porosuf exemplo de um peixe mais antigo na evolucaesgmtou uma sensibilidade
intermediaria (IC50 = 1280nM). Estudos com outigseeies correlacionadas com aquelas
gue se mostraram mais sensiveis ao MP terdo gueiwer para uma resposta mais ade-
quada sobre o uso das CCI de inibicdo da AChE drpbr MP como possivel marcador
evolutivo e filogenético.

Palavras-chave:acetilcolinesterase, filogenia, metil-paraoxorgrbarcador



ABSTRACT

The enzyme acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7, AGBH)resent in all ani-
mals with neurons and muscle cells, and many ofiteteins have the same se-
guence, with or without catalytic activity, allowgnthem to be used for phyloge-
netic and evolutionary studies. The great diffeeebetween substrates and inhibi-
tor affinities makes it useful as a biomarker fangtic studies of various animals
groups, especially insects. There are great diffees among fish in AChE sensi-
tivity to methyl-paraoxon (MP) in relation to testeial animals, and these differ-
ences can be related to evolution. The inhibitiomekic constants (IKC) for pro-
gressive irreversible inhibition of brain AChE witiP were determined in these
two AChE sources as models for evaluating IKC atepbal biomarkers in evolu-
tionary and phylogenetic studies, especially amtiag. IKC of brain AChE from
six specimens oMugil liza, a very common coastal fish, was collected from two
of Brazil's lagoons in Rio de Janeiro State dur05 at Araruama and 2007 at
Saquarema. First samples were assayed at CESTRiHdal€do Oswaldo Cruz and
the latter at Dept. Bioquimica - Universidade dadf® do Rio de Janeiro. The
IKC was measured separately for each fish showimat these constants were
maintained for all animals of the same species trad this methodology can be
used in different laboratories without variatiofife cerebral AChE of tainha was
used as an example of a less sensitive enzyme @aration which inhibits 50%
of enzyme activity after 30 minutes of incubatiam, IC50, = 2118nM). The com-
mercial hen Gallus gallus domesticjsvas used an example of a very highly sen-
sitive enzyme to MP (IC50 = 26nM). Some tests weaeried out to validate this
methodology. The cerebral AChE of these two sourckgnzyme was partially
purified discarding the supernatant of the homog¢erend solubilizing the pellet
with Triton X-100 detergent. The AChE activity irtiiion in these preparations
by excess of the substrate acetylthiocholine, acglpAChE behaviour, proved the
homogeneity of this preparation and that it is egentative of the real AChE of
each animal. Using MP allows checking out the sohg of inhibitor with colori-
metric methods in the moment of use. The prepanadiosoluble AChE eliminates
insoluble matters which confound the enzyme quéadtion. Some characteristics
of mathematical calculations of IKC were defineddate a valid model that is
able to be used for evolutionary and phylogenidsts of fish and other animals.
The cerebral AChE of all terrestrial animals, whassults are available, is highly
sensitive to MP. To compare with a similar recenglyolved fish, a sample of
baiacu (baiacu-arard,agocephalus laevigatyisvas tested for IKC and the results
(IC50 = 2243nM) indicated that evolutionary agetbe fish does not correlate
with sensitivity to organophosphorus compounds. rost sensitive AChE among
the fish tested was a type of catfish (bagre-branm@enidens barbuysIC50 =
606nM) and the enzyme of an older evolved fish,nmaal$ shark (cacéo-frango,
Rhizoprionodon porosgshad an intermediate sensitivity (IC50 = 1280nI8jud-
ies with other species correlated to those beingemsensitive to MP have to be
made to get adequate answers about the use of @drebral AChE inhibition
by MP as a possible evolutionary and phylogenetackar.

Keywords: acetylcholinesterase, phylogeny, methyl-paraoXxonamarker
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1 INTRODUCAO
1.1 Monitoramento Ambiental

Nas ultimas décadas, devido ao crescimento poputati a industrializa-
¢do, ao desenvolvimento tecnoldgico e ao uso imgende agrotdxicos, 0s pro-
blemas ambientais cresceram de forma continua.

Nos tempos atuais, é reconhecido que esses fatowddicaram o equilibrio
e a qualidade do meio ambiente. Mas, também naduk&as de que tais fatores
trouxeram muitos beneficios a humanidade. Como egindncia desses problemas
gerados pela agressao ao meio ambiente, resultagessidade de identificacdo dos
efeitos sobre a saude, ndo s6 humana, mas de tetossistema, tendo em vista
gue um meio ambiente saudavel é sinbnimo de quididia vida.

Com o passar do tempo, tornou-se perceptivel gdeteccdo precoce de uma
exposicdo a um determinado agente quimico podendimide forma expressiva a
ocorréncia dos efeitos adversos na saude. Nesgextorsurgiram informacgdes pro-
venientes do monitoramento da exposi¢cdo ambientalonpacional, possibilitando a
implementacdo de medidas de prevencéo e controtgaados.

Atualmente existe uma grande expansdo dos estuel@soshitoramento am-
biental, porém os riscos decorrentes da exposiododaversos produtos quimicos
ndo podem ser categoricamente quantificados dedsddificuldades de identifica-
cao e reconhecimento imediato de todos os seutosfedxicos. Entretanto, esses
riscos podem ser estimados pela utilizacdo de metedos biomarcadores, ou
marcadores biolégico$:?

Segundo Oost e colaboradores (200®s cinco métodos de monitoramento
ambiental que devem ser seguidos para avaliarco de contaminantes para os orga-
nismos e classificar a qualidade ambiental dossst@snas sao:

1 - Monitoramento quimico — Avalia os niveis de contaminantes conhecidos nos
compartimentos ambientais;

2 - Monitoramento da bioacumulacdo- Avalia a exposi¢cdo medindo os niveis de
contaminantes na biota ou determinando a dosecarfto local de interesse (bioa-
cumulacéao);

3 - Monitoramento do efeito biolégico— Avalia a exposicdo e o efeito determi-
nando as primeiras alteracfes adversas que saoaparctotalmente reversiveis
(biomarcadores);
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4 - Monitoramento da saude— Avalia o efeito através do exame da ocorréneia d
doencas irreversiveis ou danos no tecido dos osgzos;

5 - Monitoramento dos ecossistemas Avalia a integridade de um ecossistema
através de um inventario de composicéo, densidatieezsidade das espécies.

Conforme Piveta e colaboradores (20013lguns fatores provocaram o a-
vanco acentuado nas pesquisas de monitoramenttredeles: o interesse nas ati-
vidades de prevencéo, entendida como principal npai@ limitar as patologias
gue estdo correlacionadas ao ambiente; a demomasassbciacdo entre alguns pa-
rametros biologicos e as alteracdes do estado deéesa o extraordinario desen-
volvimento de técnicas analiticas, que permitirardividualizar e quantificar pa-
rametros biotoxicoldgicos até a pouco tempo impasiside se determinar.

O Monitoramento Ambiental avalia a exposicdo pekdida da concentra-
cdo do agente quimico em amostras ambientais; Mooitoramento Bioldgico
avalia a exposicdo através de parametros biolégidemominados indicadores

biol6gicos ou biomarcadores.

A seguir, um esquema gque resume 0s principais ¢toscdo Monitoramen-
to Ambiental e Bioldgico, adaptado de Oga (2693)

Exposicao ao Vigilancia ambiental
xenobidtico
Dose Vigilancia bioloai
interna — igilancia biolégica
Efeitos . Monitoramento biolégico de
efeitos
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1.2 Biomarcadores

Em decorréncia dos efeitos causados ao ambienteresseqlientemente, a
saude humana, existe uma necessidade de controdamissdo de poluentes que
prejudicam as aguas naturais, que sado de extrerpariémcia para os ecossiste-
mas, para o0 consumo humano e para as praticasotagicCom isso, para monito-
rar um ambiente, faz-se necessaria a utilizacaondecadores apropriados para
detectar e também localizar essas fontes de paluica

Presentemente, tém sido identificados biomarcadaones traduzem uma
resposta biologica, desde os niveis molecular,laele fisiolégico, até o compor-
tamental, relacionado com a exposi¢cdo a efeitosgctdxde produtos quimicos li-
berados no ambient&.

Existe atualmente uma ampla discusséo diante daidab de bioindicado-
res e biomarcadores. Usualmente ocorre uma unéeag partir do termo indica-
dor, o qual designa um parametro que pode indicacaréncia de um evento em

um sistema ou em uma amostra biolégfta.

Bioindicador é descrito na literatura de diversasifas, sendo seu conceito
resumido como: organismos ou comunidades cuja pgasecomportamento ou
estado fisiolégico respondem de forma correlaci@nadpoluicdo ambiental no

meio em que cresceram e se desenvolveram.

Biomarcadores s&o originalmente definid@®mo alteracdes bioquimicas,
histologicas ou fisiolégicas ou manifestacbes deesse ambiental. Biomarcador
é toda substancia ou seu produto de biotransformamd qualquer alteracdo bio-
guimica precoce, cuja determinacdo avalie a intlad® da exposi¢cdo e 0 risco a
saudel

Segundo Cairns Jr. e colaboradorepyd Baptista, 2003f, tudo é indica-
dor de alguma coisa, mas nada é indicador de tAdpuestdo da escolha do orga-

nismo teste depende do que se quer responder.

A intensa utilizacdo de biomarcadores estd corietela com o grande
impacto ambiental provocado por toxicos cada versrencados no meio sem um
tratamento ou cuidado prévio. De acordo com Saskamwlaboradore§2006)",
existem vérios significados para o uso de biomascast identificar a interacao
que ocorre entre o contaminante e o organismo;laewepresenca de agentes con-
taminantes conhecidos e desconhecidos; fornecemadralidade e a espacialida-
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de integrada a biodisponibilidade dos poluentesapacidade de antecipar as mu-
dancas que ocorrem no ecossistema e o impacto ld@c@o; predizer o caminho
acerca das estratégias de biorremediacdo antesr®s cambientais irreversiveis,
dentre outros significados.

1.2.1 Tipos de Biomarcadores

A Organizacdo Mundial da Saude definiu “biomarcddoomo qualquer
medida que expresse a interacdo entre um sisteoldgbco e um agente ambien-
tal, que pode ser quimico, fisico ou biol6gi¢dDe acordo com a OMS, trés clas-
ses de biomarcadores sao identificadas:

1 - Biomarcador de exposicdouma substancia exdgena ou seu metabdlito, ou o
produto da interacédo entre o agente xenobiotictgena alvo molecular ou cé-
lula, que é mensurada em um compartimento dentrorganismo;

2 - Biomarcador de efeito mensuracdo biogquimica, fisiolégica, comportamkenta
ou outra interacdo dentro do organismo que, depedmela magnitude, pode
ser relacionada com os danos a saude do organisntora o estabelecimento
de doencas;

3 - Biomarcador de susceptibilidade indica a capacidade de resposta, inerente

ou adquirida, de um organismo quando exposto a emolitico especifico.

Andlise de substancias quimicas em tecidos e flughnguineos, metabdli-
tos toxicos, atividades enzimaticas e outras vditdres bioquimicas tém sido
frequentemente utilizadas em documentacédo da ipderae toxinas com sistemas
biol6gicos.*?

A utilizacdo de peixes como modelo biologico tenmooobjetivo identificar
as potenciais interacdes quimicas dos xenobiotworivel do homem, com isso, 0
estudo do metabolismo desse tipo de composto nxep@ermite compreender a
toxicidade quimica nos diferentes niveis de orgagén bioldgica, tanto ao nivel
individual como da populacéo ou da comuniddde.

A utilizacdo de biomarcadores em peixes, segundst @003}, pode ser
instrumento de estimavel utilidade em algumas edapmaprocesso de avaliagcédo do
risco ambiental, sendo estas:

1 - Na avaliacao de efeitos, exposicdo e danos;
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2 - Na caracterizacao ou classificagcao dos riscos;
3 - No monitoramento da qualidade ambiental dossgistemas aquaticos.

De acordo com Epifanicapud Fontainhas-Ferandes,2085studos realizados
em condi¢cdes laboratoriais sugerem que os peixes@am niveis superiores de or-
ganoclorados provenientes da agua em relacdo anisngas presentes no alimento.
Entretanto, ainda sdo necessarios estudos quempassacionar e validar biomar-
cadores adequados, de acordo com as espéciesm glieadas como indicado-
ras das condi¢cbes de um corpo hidritdMuitos estudos vém sendo realizados
utilizando a inibicdo da enzima acetilcolinesteraseno biomarcador de exposi-
¢ao aos organofosforados.

A acetilcolinesterase, em peixes dulcicolas, estitarbem estabelecida co-
mo biomarcador de exposicdo aos organofosforadmsudo poucos estudos estdo
disponiveis para espécies marinha¥

1.3 Colinesterases

Um dos principais neurotransmissores do sistemaaser autbnomo € a a-
cetilcolina (ACh). Esse mediador quimico € necesspara a transmissédo do im-
pulso nervoso em todas as fibras pré-ganglionacesiskema nervoso auténomo,
em todas as fibras parassimpaticas pés-ganglioreaes algumas simpaticas pos-
ganglionares. Para que ocorra a transmissdo dolsopuervoso, a acetilcolina
deve ser liberada no espaco intersinaptico ou emfrera nervosa e a célula efeto-
ra. A partir dai, a acetilcolina se liga a um rdoepolinérgico, gerando um po-
tencial pds-sinaptico e a propagacado do impulseosr. A ACh é imediatamente
liberada e hidrolisada pela acetilcolinesterase.

Colinesterases sao enzimas que hidrolisam ésteresltha com alta veloci-
dade, velocidade essa maior do que a obtida conggeoutro substrato. Em geral
os vertebrados possuem duas colinesterases: alcatiagsterase (AChE, EC.
3.1.1.7) e a butirilcolinesterase (BChE, EC.3.1).18 diferenca entre essas duas
enzimas é baseada na especificidade por substeat@s sensibilidade a inibidores
especificos® A AChE apresenta uma maior afinidade pelo substaaetilcolina do
gue por qualquer outro éster de colina, enquarB&€hE possui uma maior afinida-

de por substratos mais hidrofobicos, tais comot&ibaolina.
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Tanto a AChE como a BChE sao serina-hidrolasesus sentros cataliticos
contém uma triade catalitica formada pelos residlossaminoacidos serina, histi-
dina e acido glutamico. Na AChE, o centro catatitie constituido por um sitio
aniénico (residuo de glutamato), que interage comitrmgénio quaternario da ace-
tilcolina, e um sitio esterasico (histidina e sajinO grupo acetil do substrato é
transferido para o grupo hidroxila da serina, foneha transitoriamente uma molé-
cula de enzima acetilada e liberando uma molécalaalina. Em seguida ocorre a
hidrélise da ligacdo éster que une o radical ageskrina, recuperando-se o sitio
catalitico da enzim&’

AChE esté envolvida na desativacao da acetilcalmdenda sinaptica, preve-
nindo o estimulo continuo do neurdnio, o que éldtaa o funcionamento normal do
sistema sensorial e motbt A acetilcolinesterase é uma carboxil-esterase ipo B
gue hidrolisa rapidamente o neurotransmissor aoditila nas sinapses colinérgicas,
assim como nas juncées neuromusculétes.

A maioria das formas moleculares de AChE séo estast complexas, que
incluem subunidades estruturais, garantindo a fiwada enzima na membrana
plasmatica ou na matriz extracelular. Esta imobij&o, justaposta no local onde
suas acbes sdo necessarias, como sinapses e plat@sis, também contribui pa-
ra a eficacia na eliminagcdo dos estimulos, gardetio fluxo de informacéo ou o
relaxamento musculdf.

As formas moleculares das colinesterases sdo samelh em suas proprie-
dades cataliticas, mas diferem nos parametros ti@amicos e nas suas intera-
¢Oes ibnicas ou hidrofobicas. Formas assimétriegse( globulares (G) das coli-
nesterases sdo distinguidas pela anélise das stagueas quaternarias?!' O
Quadro 1, a seguir, apresenta as caracteristidasipais das formas moleculares
das colinesterases.

Formas assimétricas de AChE e BChE existem em tadadasses de ver-
tebrados e, aparentemente, ndo estdo presentesvartebrados. Essas formas
assimétricas interagem com polianions, como glioieaglicanas, amplamente
distribuidas na matriz extracelular. Logo, essderacfes sdo responsaveis pela
fixacdo dessas enzimas nas laminas basais neuramuss. Sendo assim, para
uma eficiente extracdo dessas enzimas do muscatesd necessario o uso de so-

lucdes tampdao de alta forca ibnica (obtido atrade€®9,4 a 1,0M de NaCl), e a so-
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lubilizacdo das formas assimétricas ocorre atral@mteracdo das cargas dos sais
com as das glicosaminoglicanas, liberando as mtdé&cenziméticas dos tecidos

musculareg?

Forma Coeficiente de |Subunidadeqd Caracteristicas efNatureza
Molecular sedimentacdo nestruturais |solucao da subuni
presenca de Trif dade cataf
ton X-100 litica
(sem detergenteg)
A12 16-20S cauda tipo néo—anfifiliga! solavel en Tipo T
(0 muda) colageno alta forca idnica + EDTA
A8 14-15S (subunidade Q) sensivel a colagenase
(n&o muda)
A, 8-9S
(n&o muda)
G4na 10-11S Nenhuma gg%ve?nfiﬁlica, totalment>'|'ipo T
(n&o muda)
G4a 9-10S ((:Salrgfnidh;cci'reogbice gg;i{:'alisca, solavel em deter-Tipo T
(10-11S, agrega)
a_. anfifilica, ligada a glicolipi{ T
G2 Tipo 1 6S Nenhuma deos, parcialmente soll]v,lTIpo H
(8S, agrega) sem detergentes formando
agregados
a _. 2 anfifilica mas facilmente T
G2 Tipo Il 6S nenhuma’ solubili_zada, ndo agrega ra;rlpo T
(79) Palmitoil? auséncia de detergentes
a _. 2 anfifilica mas facilmente T
Gl Tipo i 45 nenhuma solubili_zada mesmo naTIpo T
(5S, agrega) Palmitoil? auséncia de detergentes

Quadro 1- Formas moleculares de colinesterases Adaptafitagsouliéet al. (1982)*

As formas globulares do tipo G, contudo, sdo massribuidas nos diversos
tecidos onde sdo encontradas colinesterases e m&sentes em vertebrados e inver-
tebrados. Podem se apresentar sollveis, ancoragesndrana por peptideos hidro-
fébicos (subunidade P), ou ligadas covalentemenmasaluos de fosfatidilinositol. A
forma G4a, ancorada a membrana pela subunidade@fgdéminante nas sinapses do

sistema nervoso, em especial no cérebr&®
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1.3.1 Acetilcolinesterase como biomarcador de exposica@eito

7

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase € muitdiagda para avaliar a
contaminacdo por organofosforados e carbamatoslisesaguimicas com a ativi-
dade da enzima AChE tém sido muito aplicadas emgrpmas de monitoramento am-
biental, devido ao fato de que a inibicdo da AChitecidos de peixes e outros ani-
mais pode ser uma ferramenta utilizada como bioathncde exposi¢cdo aos organo-
fosforados e carbamatds.

O monitoramento da atividade da AChE em populagdk®stres tem sido
proposto como método geral para detectar contardmagnbiental por organofos-
forados e carbamatos, uma vez que muitas desseposbos quimicos possuem
uma meia-vida relativamente curta em ambientes td@ps e sdo pouco soluveis
em agud?

A gquantidade constitutiva de acetilcolinesteraseeloel em diferentes es-
pécies de peixes também é um fator importante reosgurefere a escolha de uma
espécie sentinela para o monitoramento do impaotbiental. O uso correto de
biomarcadores enzimaticos requer um conhecimentalgmental da sua bioqui-
mica nas espécies a serem utilizadas?

1.4 Inibicdo de AChE pela acdo dos pesticidas organoffigados

Os agrotoxicos sdo muito utilizados na agricultpeera controlar pragas
como insetos e outras espécies que danificam avoulporém, ao serem aplicados
podem, eventualmente, contaminar outras matrizdseatais. Com o processo da
lixiviacdo séo carreados para 0s rios e mares calosam maior impacto ambien-
tal. Conseqlientemente, eles se tornam toxicos ndpasa as espécies-alvo mas
também para muitas espécies ndo-alvo.

Os organofosforados foram desenvolvidos como agrobé com o proposi-
to de serem menos persistentes no meio ambient@new o acuimulo na cadeia
alimentar, diferenciando-se assim dos organoclasape sdo altamente persisten-
tes. Os organofosforados contém um atomo centrébsfero pentavalente ao qual
esta ligado um &tomo de oxigénio ou enxofre meeiahtpla ligacdo. O efeito to-
xico é mais agudo para os seres humanos e outrodfar@s do que os pesticidas
organoclorados:®?
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A acdo dos organofosforados estéa diretamente ligadsistema nervoso cen-
tral pela inibicdo das enzimas colinesterases. i@sissséo transmitidos dentro dos
neurdnios por impulsos elétricos mediante ionsdatttosde carga positiva. Ao chega-
rem aos nos sinapticos, os impulsos elétricos ancias vesiculas que repassam 0s
sinais por mensageiros quimicos para as célulasirgeg. Um desses mensageiros
quimicos é a acetilcolina, que transmite sinaigesg€lulas nervosas. Logo apdés o
sinal quimico ser transmitido, a acetilcolina é o#ida das sinapses pela enzima ace-
tilcolinesterase, deixando-a pronta para um nomelsi*

Muitos desses inseticidas sao fosforotionatos atrdedessa classe, varios e-
xibem toxicidade diferente entre roedores e peikeébbas e colaboradores (199%6)
demonstraram que 0s peixes Sao0 mais resistentgaration e ao paraoxon do alguns

mamiferos. As diferencas de toxicidade interespesasftem sido bastante investiga-

das, especialmente pelos aspectos bioquimicos sld#saencas?’*%°

Todos os organofosforados terminam formando umailfqsfo-enzima i-
nativa, mas existem diferencas na cinética de eewa destas etapas. De maneira
geral, existem pelo menos duas hipétesds:

1 - Todo contato entre a enzima e o inibidor resula formacdo de uma enzima
inativa de forma irreversivel e

2 - Enzima e inibidor formam um complexo intermethéreversivel (El), que em
seguida é fosforilado por meio de uma reacao imsvel.

Aldridge (1950%° demonstrou que a reacdo de inibicdo da AChE pooum
ganofosforado segue uma cinética aparentemente dbémmlar, governada por
uma constante ki, que inclui um termo referentemamequacao reversivel, gover-
nada por uma constante de equilibrio (Kd) e um tereferente a reacédo de fosfo-
rilacdo propriamente dita, governado por uma cartstale velocidade (kp). Main
(1964) 3! define ki como uma “constante bimolecular de redcécorporando os
termos de ambas as reacdes. A inibicdo da AChE pejanofosforado metil-
paraoxon € um exemplo desse mecanismo. Inicialmecdere um passo reversivel
entre a enzima e o inibidor, formando um intermediado- covalente, seguido
por um passo irreversivel, que transforma essenrgdiario em um complexo ina-

tivo. 32
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1.5 Estudos filogenéticos como ferramenta de monitoranmeo ambiental

Filogenética € o campo da Biologia que busca ideati e compreender as
relacdes evolutivas entre as diferentes formasida na Terra. O termo “filogéne-
se”, do grego transliterado phylon (significandaugo”), e génesis (significando
“origem”), foi criado pelo naturalista alemao Eriinrich Haeckel (1834-1919),
fervoroso discipulo de Darwin, para designar asg@&és de origem e parentesco
entre os seres atuais e seus ancesttis.

Filogenético significa o grupo irredutivel de organos que pode ser dis-
tinguido de outros grupos e dentro do qual existepadrao de parentesco do tipo
ancestral e descendente. Os primeiros seres vik@® @rganismos unicelulares
gue migraram para meio marinho, pois encontrarandigdes mais estaveis para a
sua evolucdo, originando, com isso, os peixes pios. ** Atualmente estima-se
gue a origem de todos os animais se deu no mar.

Segundo estudos existentes, algumas espécies despapresentam dife-
rencas significativas quanto a sensibilidade ddi@odéinesterase cerebral ao me-
til-paraoxon .*? Essa variacdo de sensibilidade pode estar reladm@m um possi-
vel critério evolutivo, podendo ser consideradagdande importancia na escolha
de espécies sentinelas em estudos de impacto atabien

A anédlise da evolucéo filogenética do sistema ngovauxilia a compreen-
sdo da morfologia, da interacdo das estruturasosers’ e dos possiveis comporta-
mentos dos animais. A principal funcdo do sisteraavoso, desde 0s seres mais
primitivos até os mais atuais, € propiciar a adg@taao meio ambiente, sendo
necessarias algumas propriedades importantes contabilidade, condutibilida-
de e contratilidade®

Com isso, ao estudarmos a relacao filogenéticaedaibilidade da acetilco-
linesterase cerebral de peixes, sera possivel avalipactos ambientais de inibi-
dores de colinesterases tendo por base a sensitiditipica de cada espécie, utili-
zando-se como critério a idade evolutiva e a filigedas espécies de peixes pre-
sentes em um determinado ambiente. Dessa formad@&ste filogenia da sensibi-
lidade a xenobidticos podem ser usados em modelagenérica que permita pre-
dizer impactos sem a necessidade de determinansibikdade em cada espécie
individualmente.
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1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo geral

Avaliar se as diferencas de sensibilidade da amdifiesterase (AChE) de
cérebro de peixe aos compostos organofosforadms énarco filogenético.

1.6.2 Objetivos especificos

1 - Validar uma metodologia para a determinacédo dasst@amtes Cinéticas de Inibi-
cao (CCIl) da AChE de cérebro pelo composto orgasfofado metil-paraoxon

(MP), tomado como um exemplo, para estudos filotjeag em peixes;

2 - Selecionar e coletar um grupo de espécies de pagm as maiores informa-
cOes possiveis sobre suas relacdes filogenéticameadade evolutiva e deter-
minar as CCI destas fontes de AChE pelo MP e

3 - Correlacionar as distancias filogenéticas e eveast destas espécies com a
sensibilidade da AChE cerebral ao metil-paraoxon.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material
2.1.1 Reagentes

Metil-paraoxon grau analitico (artigo 45606, lote9@0) e Triton X-100 fo-
ram adquiridos de Riedel de Haén AG (Hannover). dAci5,5-ditiobis-2-
nitrobenzdico (DTNB), iodeto de acetiltiocolina( £80), iodeto de propioniltio-
colina (PSCho), foram adquiridos de Sigma ChemiCal Todos os demais rea-

gentes utilizados foram de grau analitico.

2.1.2 Equipamentos

Homogeneizador (Marca ULTRATURRAX modelo IKAT18);e@trifuga
refrigerada (Marca HITACHI, modelo HIMAC CR 21E Rwot26); Espectrofoto-
metro (Marca Shimadzu modelo UV-VIS 160A).

2.1.3 Animais

Os peixes utilizados no presente estudo foram smiados de acordo com
informacdes sobre o posicionamento na escala evalubu seja, espécies menos
recentes, intermediarias e mais recentes na evelut@mbém foi utilizado como
critério na selecdo das espécies que todas pudessembtidas através de pesca
esportiva ou comercial. Todos os pescados forandawo@or pescadores artesanais
da praia de Itaipuacu, Marica, RJ, exceto a tai(agil liza), que foi capturada
nas Lagoas de Araruama e de Saquarema como paxetdss trabalhos realiza-
dos no laboratério de Bioquimica da Universidad¢éaltsal do Rio de Janeiro -
UERJ e gentilmente cedidos pelo Dr Jayme da Cunastd®. Os exemplares de
cérebro de galinha foram cedidos por um abatedeoroercial localizado na ci-
dade de Niter6i RJ. A preparacdo enzimatica dehboérele rato foi gentilmente
cedida pelo Dr. Mauro Velho de Castro Faria, davdmsidade do Estado do Rio
de Janeiro — UERJ. Foram utilizadas, no minimcs @emplares de cada espécie,
preparando-se uma preparacdo enzimatica para caahapéar. A escolha das es-
pécies e a classificagcdo taxondmica foram feitagaatmdo com as orientagcdes do
Dr. Gustavo Wilson Numan, do Museu Nacional - UFRJaxonomia foi confir-
mada pelas indicacdes de Nelson, J.S. (260@) distribuicdo e caracteristica de
cada espécie foram coletadas na literatura. A sexgifio descritas as espécies de
peixes estudadas, na ordem da mais antiga parasarexente , e fotos de exem-
plares tipicos utilizados neste trabalho.
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Nome comumgCacéao- frango
Classe: Elasmobranchii
Ordem: Carcharhiniformes
Familia: Carcharhinidae
EspécieRhizoprionodon porosugPoey, 1861)

Distribuicda costa brasileira, do Amapa ao Rio Grande do Sul.

CaracteristicasEspécie costeira; que habita as aguas rasastatallibrasileiro e

ao redor das ilhas. Sdo mais comuns nos mesesape®do relativamente robus-
tos com focinho arredondados. Atingem um pouco nd@sum metro de compri-
mento e 4.5kg de peso corporal. Alimentam-se ppalehente de camardes e lulas.
S&o capturados com linhas de fundo, espinhéis e decespera’’

A seguir, fotos de um exemplar tipico usado no @nés trabalho.
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Nome comumBagre-branco
Classe: Actinopteryaqii
Ordem: Siluriformes
Familia: Ariidae
EspécieGenidens barbugLacepede, 1803)

Distribuicda sudeste e Sul do Brasil.

CaracteristicasSdo animais de grande porte, podendo atingir dni20 de com-

primento. A maioria das espécies ocorre em areateas rasas e em estuarios.
Espécies exclusivamente marinhas podem ser endagram profundidades supe-
riores a 100 m, enquanto outras ocorrem somentéagm doce. Caracteristico dos
bagres marinhos é o habito apresentado pelos matdhascubar os ovos, que sao

carregados na cavidade bucal até o final de seendesvimento.3®:°

A seguir, fotos de um exemplar tipico usado no @nés trabalho.
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Nome comumTainha
Classe: Actinopteryagii
Ordem: Mugiliformes
Familia: Mugilidae
EspécieMugil liza (Valenciennes, 1836)

Distribuicda ocorre por todo o litoral brasileiro.

CaracteristicasSao encontrados, normalmente, de pequenos a @satardumes

nadando nas aguas relativamente calmas. Sdo esp#léggicas costeiras de aguas
rasas, nadam perto da superficie nas areas cono fdadareia e/ ou lama. S&o
muito comuns nas praias, estuarios, mangues e sag@abras. Migram em gran-
des cardumes na época de reproducao e desovam mdAlimentam-se de algas,
microorganismos e detritos encontrados no lodo are&, que engolem junto®.

A foto a seguir é de um exemplar tiptcgue muito se aproxima aos exemplares

utilizados nesse trabalho.

Y http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.phpfon=Mugil+liza, consultado dia 2 de
marco de 2009, 14:53.
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Nome comumBaiacu- arara
Classe: Actinopterygii
Ordem: Tetraodontiformes
Familia:Tetraodontidae
Espécietagocephalus laevigatufinnaeus, 1766)

Distribuicda ocorre em todo litoral brasileiro.

CaracteristicasSao encontrados solitarios ou em pequenas agdegagNadam

proximo do fundo por entre as tocas e rachas. Sfolpelagicos demersais cos-
teiros de aguas relativamente rasas (até 60 metvo@®m sobre os fundos areno-
sos e/ ou lamacentos. Costumam nadar lentamemneyéast da oscilagcdo de suas
nadadeiras dorsal, anal e peitoral. Sé utilizamaadal para atacar suas presas ou
fugir dos predadores. Possuem a capacidade deteerdlarem, enchendo o ab-
dome de agua ou ar, como mecanismo de defesa. Alanese de peixes, crusta-

ceos e molusco$?

A seguir, fotos de um exemplar tipico usado no @nés trabalho
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2.2 Meétodos
2.2.1 Preparo da fracdo enzimatica

A fracdo enzimatica rica em acetilcolinesterase goeparada de acordo
com Cunha Bastos e colaboradorés.Os cérebros, de todos os animais, foram
removidos, lavados com solucao salina, secados mapel e congelados a -20°C.
Para a preparacdo da AChE, cada cérebro foi destadg, suspenso com tampéo
fosfato (10ml fosfato de sddio 0,1M pH 7,5 paraadd de tecido cerebral) e ho-
mogeneizado em um aparelho Ultraturrax. Cada homeigado foi centrifugado
(5.00@/30min/5°C) e as fracdes soluveis resultantes fodascartadas. Os sedi-
mentos foram ressuspensos no mesmo volume de sol¢§% de Triton X-100
no mesmo tampao de homogeneizacdo e re-homogewecado descrito acima.
Depois de uma segunda centrifugacao (15g0@@min/5°C) o sobrenadante, com-
posto de uma fracdo rica em AChE insoluvel disstdvem detergente, daqui em

diante denominado AChEsol, foi coletado e congelada0°C.
2.2.2 Dosagem de acetilcolinesterase

A atividade de acetilcolinesterase foi determinadaectrofotometricamen-
te em fosfato de sodio 0,1M pH 7,5 contendo 0,1gd dton X-100 por uma mo-
dificacdo do método Ellmaff usando 0,32mM de DTNB e 1,875mM de substrato
(acetil ou propioniltiocolina iodeto). A atividadk enzima foi registrada a 412nm
por 1,5min a 25-28°C. Os controles foram ajustaglasa leitura em torno de 0,1
unidades de absorvancia por mindfo utilizando 14.150M.cm™ como Absorti-
vidade Especific4® para a quantificacdo do &cido tionitrobenzeno (JNd&ma-

do. Todas as determinacfes foram realizadas comaagpem| de volume final.
2.2.3 Solucao de metil-paraoxon

A solucao do metil-paraoxon (MP) foi preparada emtamol e aferida pela
medida do para-nitrofenol (PNP) produzido por hith@ alcalina utilizando a Ab-
sortividade Especifica de 18.600Mm™* a 401nm.** A quantidade de PNP resi-
dual na solucao do pesticida foi calculada pelarsgccdo do eixo Y da regressao
linear para um plot da absorvancia versus o tengpoedcado para os primeiros 20
segundos da hidrélise alcalina. Para preparar ghks exatas de MP, essa andlise
foi executada antes do uso, a partir de uma solesd@mque de concentragdo apro-

ximada. O PNP residual nunca foi maior que 15%.
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2.2.4 Analises cinéticas

A constante aparente de Michaelis-Menten (Km) fealeada pelo plot du-
plo reciproco da velocidade inicial versus a cong@io da acetiltiocolind’ As
Constantes Cinéticas de Inibicdo (CCl) foram olgida acordo com as equacgdes
propostas por Kitz & Wilson (1962 e os métodos descritos por Kemp & Wallace
(1990¥° e Carr & Chambers (1996) Esse processo requer que: (a) a enzima néo
seja inibida na presenca de MP e acetiltiocolirg&Z3mM; (b) as mais baixas con-
centracdes de MP precisam ser muito mais altasago@ncentracdo de enzima. A
auséncia da inibicdo da AChE na presenca do substeisfaz o primeiro requisi-
to. A linearidade da regresséo entre In(Er/Eo),deekr a quantidade de enzima
residual depois do tempo de exposicado ao inibiddtoea quantidade inicial de
enzima, versus o tempo de incubacéao, o qual indica reacado de primeira ordem
entre a enzima e o inibidor, satisfaz o segundaistp. A equacédo que descreve
esse mecanismo de inibicdo, chamado de inibicagrpesivamente irreversivel,
com a formacédo de um complexo intermediario reweiséntre E e | (El), € (Ma-
in, 1964):

(E]+[1] <~ [E11O - [E-1]

Se [I] for substancialmente maior que [E], [I] pernece constante durante
todo o curso da reacdo de inibicdo. Desse modeaado entre E e | segue uma
cinética de primeira ordem para uma grande faixaateentracdo de inibidor. Se
Er é a atividade residual depois da inibicdo e Eoaividade inicial de AChE, a
equacao resolvida pode ser escrita cémo

nlEl -kt
[Eo]  1+Ka/[l]

[1]

Uma constante aparente de fosforilagcdo (kapp) mpedecalculada dividindo a Eq.1
em duas novas equacdes que expressam o calcula dega constante:

—nE]
=02 1 [2]
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ko

kapp=1+ Kd/[1]

[3]

Com a equacao 2, que expressa uma reta, a incbndearegressao de
In[Er]/[E0] sobre o tempo de incubacdo conduz akapp para cada concentracao
de | (Eq.4). A equacao Eqg.3 pode ser transformadaquacdo de uma reta com 0s
reciprocos e permitir o calculo de todas as CCIL5%Eq

[E] _
I = Kqppt 4
n[EO] Kapp [4]
11Kl -
Kapp Ko ko [1]

Duas regressoes lineares (Eq.4, determinacédo dp &aplot e Eq.5, de-
terminacdo das CCI, ou replot) permitem calculata® as constantes cinéticas.
Essa metodologia, para 1ml de volume final, pode 8®5ml| de solucdo de MP
em metanol é misturado com 450mL de solucdo de AGhEontendo de 5 a 6 mU
em tampao fosfato de sédio pH 7,5 contendo 0,1g%rden X-100 (uma unidade
internacional de AChE (U) é a quantidade de enzgme forma um micromolar de
produto por minuto). Essa mistura foi incubada ente tempos diferentes: 1, 2,
3, 4 e 5min. A reacao de inibic&do foi paralisada@ale de cada tempo pela adi¢éo
de 0,5ml de uma solucéo contendo 0,64mM de DTNB7& &M de acetiltiocolina
(uma concentracdo 2X a normal) em tampao fosfato séeio 0,1M pH
7,5contendo 0,1g% de Triton X-100. Essa solucaon2Xessita ser feita no mo-
mento do uso. Depois da paralisacao da inibicaatinadade de enzima residual
[Er] foi determinada. A atividade inicial [Eo] fonedida adicionando-se o pestici-
da depois do substrato. Essas regressdes (plaalinforam repetidas para varias
concentracées de MP que levem a uma inibicdo ertimmde 10 a 909%°3! Outra
regresséo linear (replot) foi executada com o isgedo kappe o inverso da res-
pectiva concentracdo do inibidor (Eg.5). As constarde inibicdo podem ser cal-

culadas da seguinte forma:
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ki = 1/inclinacéo [6]
Kq = —1/intersecc¢ao de X [7]
ko = 1/interseccéo de Y. [8]

A guantidade inicial da enzima foi ajustada paradpzir um controle com
uma atividade de 0,1 Unidades de Absorvancia a #lgor minuto, ou de 5 a 6muU
de AChE para 1ml de volume fin&P O coeficiente de regressad)(foi usado para
expressar a dispersdo dos dados ao redor da réagreAdinearidade da regresséao
para determinar kapgarante que as constantes calculadas ndo deperaleumadti-
dade de inibidor, mesmo com enzimas muito sensf¥eis regressdo linear de
In([Er]/[Eo]) versus o tempo (plot) somente foi siterada quando & foi maior
qgue 0,95 e a regressao linear do duplo reciproepldt) somente foi considerada
quando o T foi maior que 0,90. Os calculos para determinagd@® CCI foram exe-
cutados com o programa Excel (Microsoft Inc.). @0Coi calculado para cada es-
pécie para 30 minutos de incubacao utilizando-secaiinte equac&s:

~In(05)
(k C30)

IC50- 30min= [9]
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3 RESULTADOS

A homogeneidade da preparacdo de AChE cerebrabsidada com o de-
tergente Triton X-100 foi testada através da cudednibicdo por excesso de subs-
trato (Figura 1). Essa fonte de enzima semi-puaida (AChEsol) reagiu de forma
semelhante a uma preparacgao totalmente purificealapo demonstram os resulta-
dos da Figura 1. O ajuste das curvas de substetoguacdo proposta por Radic
e colaboradores (199%) para a enzima de tainha e de galinha, que possesm
sibilidade ao MP bem diferentes, € uma demonstraigAgrau de homogeneidade

dessa preparacao.

Com o objetivo de usar as equacfes para o caladdCidbnstantes Cinéticas
de Inibicdo (CCI), dentro do modelo de inibicdo gmessivamente irreversivel
(Main, 1964), o inibidor precisa ter um comportarntenotalmente competitivo
com o substrato. Para testar esse modelo, as deparacdes adotadas como mo-
delo para a validacdo dessa metodologia, de tagnbalinha, foram inibidas por
MP em condi¢bes controladas para verificar se oaniseno de inibicdo envolvido
€ competitivo. Amostras das duas enzimas, com amaedividade, e uma solucéao
de MP com a concentragdo necessaria para obterd@mibicdo em dois minutos
de incubacéo, foram preparadas. O teste foi reddizburante 3 minutos, conforme
esta descrito na Figura 2: (a) nos primeiros 6Qusdgs a atividade da enzima na
auséncia de inibidor foi acompanhada; (b) nesse embonfoi adicionada a solugéo
de MP (linhas quebradas na Figura 2); (c) a atdédda enzima foi entdo registra-
da até 180 segundos. Os resultados demonstram duidigdo de AChEsol por

MP segue um mecanismo competitivo.

O cérebro do peixe tainha, exemplo de AChE menosisel ao MP, e da
galinha comercial, exemplo de animal com a AChEsrsansivel a esse inibidor,
foram utilizados como modelos para a avaliacdoldamas varidveis: (a) garantia
de que as CCI sao resultado direto do genoma eegim sujeitas a variacdes en-
tre animais de uma mesma espécie; (b) reproduddndie da metodologia para uso
por varios laboratérios; (c) garantia de que as g@lem ser avaliadas em AChEs
com qualquer sensibilidade ao MP. Os resultado&oedéscritos nas Figuras 3 a 7

e nas Tabelas 1 e 2 e permitem garantir as 3 veisauencionadas anteriormente.

Nas demais espécies estudadas foram utilizadaspinono, trés exempla-
res. Cada uma dessas trés amostras foi tratadgetontrés concentracbes de MP.

Essas concentracfes foram testadas para garaitiicdo entre 10 e 90% e um
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Coeficiente de Regressdo®)(rde no minimo 0,95 para a determinacdo de kapp
(plot). Em seguida, todos os resultados de kappnfiocolocados em uma mesma
regresséo linear, com um de no minimo 0,90, para o célculo final das C@-(r
plot) para cada espécie, como pode ser visto ngsr&s$ 4 e 6 pata tainha e gali-
nha, respectivamente. As demais espécies testadam ftratadas da mesma ma-
neira e o resultado final esta descrito na Tabela 3

Os resultados descritos anteriormente permitem laangue a metodologia
seguida para a determinacao das CCI para a inibkdgadAChEsol por MP tem to-
das as caracteristicas necessarias para ser usata wm critério filogenético.
Mas, o mesmo ndo é possivel dizer em relacdo aas@s evolutivos. As espécies
de peixes escolhidas buscavam testar se a espéiseretente na evolugcdo possui
maior sensibilidade ao MP, j4 que todos os anirtexiestres tém uma AChE mais
sensivel ao MP do a de peixes. No entanto, o baaaarta, escolhido como um
representante de uma espécie recente na evolugiirau-se quase tdo resistente
como a tainha, com IC50-30min de 2118 e 2243nMpe&etvamente. Uma amos-
tra de cacéo-frango foi testada como exemplo de A@RAE mais antiga na evolu-
¢do, com um resultado intermediario (IC50 = 1280nMa busca de uma espécie
mais sensivel, seguindo as indicacées da literafuta foi testada uma espécie de
bagre, jA que esse género foi indicado como sendis sensivel, o que foi con-
firmado (IC50 = 606nM). Desta forma, os resultadodicaram uma possivel rela-
cao filogenética da sensibilidade da AChE cerela@IMP mas a relacdo com a
idade evolutiva ainda precisa ser mais bem estudada
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Figura 1 - Curvas de inibicdo pelo substrato da AChEsdbd#a (A) e de galinha (B).

Cada ponto representa uma determinagdo da atividadmzima em um pool de AChEsol de pelo
menos 3 individuos de cada espécie e a linha reptasa curva ajustada (GraphPad 5.0, Prism)
segundo a equacdo proposta por Radic e colaboradd@®93}’ para a inibicdo de AChE por
excesso de substratd; ¥ 0,9618 para a enzima de tainha=r0,9699 para a enzima de galinha.
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Figura 2 - Verificagdo do mecanismo de inibicdo da AChEsdb metil-paraoxon.

Os gréaficos mostram o progresso da determinacaGHE pelo método de Ellm&hpara a enzima
de galinha (A) e de tainha (B). Depois de 60 seggndie reacdo, uma concentracdo final deu®,5
(A) e de 5uM (B) de metil-paroxon foi adicionada diretamenta cubeta do espectrofotémetro,
acompanhando-se a reagdo até 180 segundos. Asidade’ de enzima e inibidor foram ajustadas
de modo a garantir a mesma atividade inicial e @wmantidade de inibidor que é capaz de inibir
80% da enzima com dois minutos de incubagdo nanzisé@e substrato.
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Figura 3 - Graficos para a determinacao das CCl de AChésdoainha inibida por MP.

Gréficos para a determinacao das kapp (acima) eCddqabaixo) de AChEsol de tainha (amostras
3, 9 e 2) inibida pelo metil-paraoxon. As amostfasgam coletadas na Lagoa de Saquarema em
julho de 2007 e analisadas no CESTEH. As legendealizadas dentro dos gréaficos representam a
concentracdo do metil-paraoxon em micromolar. @sbsios cheios ndo foram utilizados para o
célculo porque; peixe 3 a regressdo linear para a determinacao da kapp @ enzima do peixe 3
com a concentracdo daiBl teve F menor que 0,95 (Tabela 1); peixe- & quantidade de enzima
residual (Er) nos dois ultimos tempos de incuba@he 5 minutos) da determinagdo de kapp com a
concentracdo de 2@81 foi menor que 10% (Tabela 1). Os valores das tames da enzima de
cada amostra de peixe estdo descritos na Tabela 2.
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Figura 4 - Grafico e regressao linear para a determina@soQICI| de AChEsol de
tainha inibida por MP com os resultados de 3 examgs distintos na mesma re-
gressao.

Os graficos individuais para as determinacdes dmpkastdo descritos na Figura 3 e os resultados
das CCI para a enzima de cada animal na Tabelao@ad as determinacdes foram realizadas no
CESTEH. O simbolo cheio néo foi utilizado para tcafo porque:_peixe 3 a regressao linear para

a determinacdo da kapp para a enzima do peixe 3a@oncentracido deud teve ¢ menor que
0,95 (Tabela 1).
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Figura 5 - Gréfico e regresséo linear para a determinac&o @al de AChEsol
inibida por MP para a espéecMugil liza.

O gréafico expressa o resultado dos seis exemplgues foram usados neste trabalho em uma

mesma regressdo para determinacdo das CCIl. Nadag@eterna estao indicadas as origens de

cada animal. As amostras indicadas como Saqua 3, 9,e 7 foram coletadas na Lagoa de Sa-

quarema em julho de 2007 e as amostras indicada® dra 5 e 6 foram coletadas na Lagoa de

Araruama em julho de 2005. Os simbolos vazios iaciadeterminagcdes feitas no CESTEH e os

simbolos cheios indicam determinacfes feitas na UEBER resultado da determinagao das CCI

para a enzima de cada animal em separado e dae3Gltante da regresséo linear expressa nesta
Figura esta descrito na Tabela 2.
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Figura 6 - Graficos para a determinagédo das CCl de AChésgjalinha inibida por MP.

Gréficos para a determinacédo das kapp (acima) eCdzds(abaixo) de AChEsol de galinha (amos-

tras 1, 2 e 3) inibida pelo metil-paraoxon. As amas foram cedidas por um abatedouro de Nite-
réi. As legendas localizadas dentro dos graficqwesentam a concentracdo do metil-paraoxon

(micromolar).Os valores das constantes estdo d@scnia Tabela 2.
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Figura 7 - Gréfico e regresséo linear para a determinag®QIC| de AChEsol de
galinha inibida por MP de 3 exemplares distintoswesma regressao.

Os gréficos para as determinacdes individuais esf@iscritos na Figura 6 e os resultados das
constantes cinéticas na Tabela 2. Todas as detap@és foram realizadas no CESTEH.
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Figura 8 - Grafico e regressao linear para as determinadéssCCIl das AChEsol
inibidas por MP para a tainha e para a galinha tmaas as determinacdes de kapp

em uma mesma regresséo.
Referente aos resultados expressos nas Figuras & ma Tabela 2.
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Figura 9 - Correlacédo entre a sensibilidade da AChEsol domais estudados ao
MP (A) e a afinidade da AChEsol pelo substrato idttetolina (B) e a especifici-
dade da AChEsol pelo substrato (P%)

CC = Coeficiente de Correlacdo; IC50 = concentragddMP (nanomolar) que inibe 50% da ati-
vidade da enzima depois de 30 minutos de incubak®v;= constante de Michaelis & Menten
para o substrato acetiltiocolina (micromolar); P%ercentagem da atividade enzimatica obtida
com o substrato proprioniltiocolina em relacdo &idade obtida com o substrato acetiltiocolina
com a mesma preparacdo de enzima. Referente aoltass expressos da Tabela 3.
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Tabela 1- Resultados individuais para as determinacfestivadade residual de
AChE no célculo de kapp de 3 exemplares de taintia 8 exemplares de galinha

Todas as dosagens foram feitas no mesmo labora{@&ESTH). Os dados destacados em cinza
ndo foram utilizados porque: animal-3a regressao linear para a determinacdo da kapp @
enzima do peixe 3 com a concentracdo dai§,2eve ¥ menor que 0,95 (Tabela 1); animal 2
quantidade de enzima residual (Er) nos dois Ultireaspos de incubacdo (4 e 5 minutos) da de-
terminacdo de kapp com a concentracdo deuRD8oi menor que 10% (Tabela 1). Os graficos
para o calculo das kapp estdo descritos nas Figdi(ésinha) e 6 (galinha) e os valores das cons-
tantes estdo descritos na Tabela 2.

Tainha
N Animal 3 Animal 9 Animal 2
Mx10® 52 10,4 20,8 10,4 20,8 52,1 52,1 104,2 208,3

min mU Er muU Er mU Er muU Er muU Er mU Er muU Er mU Er muU Er

0 2,78 100 2,78 100 2,78 104 6,51 100 6,51 100 6,70 100 5,26 10026 5, 100 5,26 100

1 2,58 93 2,53 91 2,16 78 5,63 86 5,08 78 4,06 q1 2,71 52 1,95 37 4 1,122

2 2,48 89 2,23 80 1,93 69 5,27 81 4,28 66 2,71 40 2,35 45 1,04 20 5 0,510

3 2,27 82 2,13 7 1,70 61 4,72 73 nd 1,86 2B 1,70 32 0,75 14 0,38 7
4 2,31 83 1,95 70 1,46 52 nd nd 1,30 1 1,24 24 0,58 11 0,31 6
5 2,22 80 1,77 64 1,27 46 nd nd nd 0,89 17 0,42 8 0,30 6
r? 0,857 0,985 0,996 0,980 1,000 0,999 0,984 0,966 0,966

Galinha
N Animal 1 Animal 2 Animal 3
Mx10® 0,068 0,113 0,339 0,068 0,113 0,339 0,068 0,113 0,339

min mU Er muU Er muU Er mU Er muU Er mU Er muU Er muU Er muU Er
0 577 100 577 100 577 10(4 6,66 100 666 100 6,66 100 6,30 10030 6,100 6,30 100
1 5,45 94 5,31 92 4,69 81 6,24 94 6,06 90 521 18 5,68 90 5,63 89 4 4978
2 521 90 4,88 85 3,84 67 5,82 87 5,43 82 4,39 g6 5,24 83 521 83 8 3,963
3 4,81 83 4,43 7 3,24 56 5,40 81 5,09 76 3,53 93 5,08 81 4,76 76 3 3,251
4 4,70 81 4,08 71 2,68 46 5,24 79 4,70 71 3,08 46 nd 4,33 69 2,71 43
5 4,47 7 3,90 68 2,33 40 4,86 73 4,46 67 2,62 39 nd 3,96 63 2,17 34
r2 0,953 0,976 0,997 0,976 0,985 0,994 0,938 0,999 0,999
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Tabela 2 - Constantes Cinéticas de Inibicdo da AChEsol dehta e galinha usa-
das para a validacdo da metodologia usada neds&ltia

r? = coeficiente da regressdo para a determinacdoC@s(replots) com interseccdo calculada;

Kd, kp, ki = CCI para a inibicdo de AChEsol pelo MIE50 = concentracdo de MP em nM que

inibe 50% da atividade da AChEsol depois de 30 mueule incubacgao; Variagdo = Valor Maxi-

mo / valor minimo para o parametro. As trés linfcasn mais de um exemplar (5+6; 3+9+2+7;

todos; 1+2+3) representam as CCIl obtidas com o$otefdeitos com os kapp juntos em uma

mesma regresséo linear. Origem dos animais: Taibhas, lagoa de Araruama, julho de 2005;
Tainhas 3, 9, 2 e 7, Lagoa de Saquarema, julho0d¥ 2Galinhas 1, 2 e 3, abatedouro em Nite-
réi, 2008; Local de determinagdo das CCIl: Tainha6 B 7 na UERJ; Tainhas 3, 9 e 2 e Galinhas
1,2 e 3 no CESTEH-FIOCRUZ.

Constantes Cinéticas de Inibicao

Animal
P Kd kp ki IC50
Tainha
5 0,9943 398 4,14 10,39 2224
6 0,9018 155 1,90 12,24 1887
5+6 0,9400 232 2,60 11,24 2056
3 1,0000 29 0,32 11,02 2097
9 0,9999 261 2,30 8,83 2618
2 0,9404 77 0,69 9,05 2553
7 0,9957 37 0,48 13,07 1768
3+9+2+7 0,9440 51 0,57 11,07 2086
Todos 0,9078 77 0,84 10,91 2118
Variagdo 14 13 1,48 1,48
Galinha
1 1,0000 0,66 0,51 784 29
2 0,9765 0,29 0,29 1010 23
3 0,9998 0,68 0,62 907 25
1+2+3 0,9643 0,48 0,43 891 26

Variacao 2 2 1,29 1,29
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Tabela 3 - Parametros cinéticos da acetilcolinesterasebszatedos animais que
foram estudados neste trabalho

Km = Constante de Michaelis; IC50 = Concentracaaraxil-paraoxon que inibe 50% da AChE-
sol de cérebro depois de 30 minutos de incuba¢Z®-28°C expresso em namomolar; P% = Per-
centagem da atividade de AChEsol sobre acetiltioeobbtida com o uso da mesma concentra-
¢ao de propioniltiocolina; nd = ndo determinado.

Animal Km IC50 P%
Cacéo 45 1280 54
Bagre 154 606 37
Tainha 122 2118 17
Baiacu 253 2243 30
Pescadinha 187 nd 24
Rato 80 43 66

Galinha 52 26 103
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4 DISCUSSAO

A forma pela qual a enzima AChE foi preparada pssastudos apresenta-
dos no presente trabalho, solubilizando a partelinel do homogeneizado com o
detergente inerte Triton X-100 (AChEsol), auxiliem um preparo mais simplifi-
cado e rapido de uma preparacdo de AChE, eliminalglomas etapas mais com-
plexas utilizadas na preparacdo de uma enzima cdmpkente purificada. Essa
AChEsol reagiu de forma muito semelhante a umarmeazyurificada quanto a a-
¢cao sobre o substrato acetiltiocolina. Depois de wilaterminada concentragdo do
substrato a atividade da enzima € inibida, confoprasposto por Radic e colabo-
radores (1993 (Figura 1). Sendo assim, ficou estabelecido a gmagio de A-
ChEsol para todas as espécies a serem estudadastnasalho.

Outro fator importante é a garantia de que a idbida atividade de AChE
na preparacdo AChEsol segue um mecanismo completammmpetitiva’® Na
Figura 2 observamos que na presenca do substratdiodor ndo interfere com o
progresso da reacdo. O corte apresentado nas dwaascdepois de 60 segundos
de reacado representa o momento da adicdo do MPndua reacdo volta a ser
observada temos uma reta quase na mesma direg@&oepaima de galinha, e uma
reta paralela em um plano mais alto, para a enziemtainha. Isso ocorreu devido
ao fato de que a concentracdo de MP utilizada pagazima de tainha (Figura 2B)
foi cerca de 100 vezes maior que a concentracdzada para a enzima de gali-
nha (Figura 2A). Como a AChE de tainha é muito nsesensivel que a da galinha
e as concentracdes do inibidor foram escolhidaa parmitir 80% de inibicdo em
dois minutos com a mesma quantidade de enzima @arduas preparacoes, foi
necessario usar muito mais MP para a inibicdo danean de tainha. Como as solu-
cOes de MP contém certa quantidade de para-nitobfele cor amarela no pH 7,5
de dosagem da AChE, a maior concentracao de MPnsai@ com a enzima de
tainha provocou um aumento da absorvancia inicggdois da adicao do MP, sem
variacdo na inclinacdo da reta que indica o pragpede formacdo de produto.
Dessa forma, podemos concluir que, tanto para amende galinha como para a
enzima de tainha, o mecanismo de inibicdo da aadde AChE na preparacéo de
AChEsol € completamente competitivo ndo ocorrendidi¢do da presenca do

substratd*®

Existem diversas descri¢cdes na literatura de probhkna determinacédo das

Constantes Cinéticas de Inibicdo para o mecanisentnibicdo Progressivamente
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Irreversivel descrito por Main (1964) Rosenfeld e colaboradores (20%1}le-
monstraram a influéncia do Triton X-100 nos valodesIC50 e Rosenfeld & Sul-
tatos (2006)°° demonstraram que as equacdes que descrevem ébBgEionnao
funcionam quando a enzima é muito sensivel. Ent@busca de uma forma de
validacdo de uma metodologia para a determinac& Qlal da AChE cerebral,
foram escolhidas duas espécies, uma com indicagégmssuir AChE muito sen-
sivel, a galinha comercial, e outra com indicac@esuma grande resisténcia
gquando comparada a da galinha, o peixe neotropaciaha Mugil liza).

De posse de seis cérebros de exemplares de tajehéilmente cedidos pe-
lo Dr. Jayme da Cunha Bastos Neto da UERJ, retgatk peixes coletados nas
Lagoas de Araruama e Saguarema entre os anos & e@007, que foram con-
servados a -20°C até o momento do uso, foram paear AChEsol de todos esses
cérebros, que foram congeladas da mesma forma.sp@ra essas seis amostras
de AChE foram determinadas em separado tanto naJutfio no CESTEH. A
titulo de exemplo, os gréaficos usados na deternioagessas constantes para 3
amostras de AChEsol de tainha feitas no CESTEHag&esentadas nas Figuras 3
e 4 e os resultados de todas as inibicbes da enzaniBabela 1. Analisando esses
dados é possivel concluir que essa metodologiagdus na construcdo de retas
com os dados de inibicdo, ndo precisa de uma anélsatistica apurada para a
busca das medidas de tendéncia central e de d&épers

A construcdo de Regressdes Lineares (ReglLin) pdodo& computacionais
tendo o Coeficiente de Regress&® @omo medida da dispersdo dos dados expe-
rimentais®?, foi suficiente para os propdsitos desse trabaNm.entanto, em cer-
tos momentos, foi necessario excluir determinadesiltados que estavam com-
pletamente fora da tendéncia. A falta de linearé&daiddicada pelo?rinferior a
0,95, observada para a RegLin de determinacdo dp &am 5,2AM de MP para a
amostra da tainha 3 Saquarema (Figura 3 e Tabelevby a retirada desse ponto
na construcdo do grafico seguinte, com os invetko&app e da concentracdo de
MP. Da mesma forma, na RegLin para a determinagi&app com 2088V de
MP para a amostra da tainha 2 Saquarema (Figurdadbela 1) as inibicdes supe-
riores a 90% tiveram que ser eliminadas por conapfatta de proporcionalidade
com o0s demais resultados da mesma regressao. Esmdtados levaram a deter-
minacdo de alguns limites para a aceitacdo de smlteedo: (1) para as RegLin de
determinacdo de kapp (plot) é necesséario garamiminimo de 0,95 para & e
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para a segunda RegLin (replot) um minimo de 0,20;As menores inibi¢cbes pre-
cisam ser maiores que 10% e as maiores inibicdesigam ser inferiores a 90%
para a inclusdo nos calculos de In([Er]/[E0]); (Mas determinacdes de kapp de-
vem ser escolhidas concentracbes de MP que garamidigdes proximas aos li-

mites descritos anteriormente (minimo de 10 e méxde 90%) e inibicdes que

figuem no centro da segunda RegLin (replot). Nessenento € importante ressal-
tar que a metodologia empregada nesse trabalho paeterminacdo das CCI &,
essencialmente, um método grafico deterministian,seja, um método que néao
esta sujeito as variacdes do acaso, a nao ser eornometodologico e que pode

usar retas ajustadas manualmente.

Além disso, o inibidor utilizado nesse estudo, o,M& selecionado pela
facilidade de sua afericdo. Esse tipo de organofasfo € um composto muito
sensivel a hidrélise alcalina, formando para-ngrafl (PNP) de cor amarela como
produto. O PNP é um composto razoavelmente estédel,como padrdo primario
para espectrofotometria. Dessa forma, de possesgect&rofotdmetros aferidos, e
usando Absortividade Especifica do PNP (18608.&w'), é possivel aferir fa-
cilmente as solugdes de inibidor exatamente no nmboneo uso. A afericdo dos
espectrofotdmetros deve ser feita com filtros esgde®ente construidos para esse
fim. No caso do presente trabalho, os espectrofetéms da UERJ e do CESTEH
foram aferidos com filtros de 6xido de hélmio, par@omprimento de onda, e de
densidade neutra com 0,5 de Absorvancia, para aiDade Otica.

Mas, o uso das CCl em estudos de filogenia tambécessita da garantia
de que essas medidas cinéticas sdo a expressaChia presente na espécie, sem
outras influéncias. O grafico da Figura 5, que espa a RegLin para a determina-
cao de CCI (replot) para a tainha colocando em omeama reta todos os resulta-
dos dos 6 exemplares testados, coletados em dgaadaliferentes e em momen-
tos diferentes, e com as CCI determinadas em dadisrhtorios distintos, € a de-
monstracado final de que essa é uma medida que edende das diferencas indi-
viduais, sendo uma caracteristica da espécie, etadulogia esta validada para

ser usada em qualquer laboratério que tenha espetdmetros aferidod®*®

Os resultados dos gréficos para a determinagcdoQec@m a AChEsol de
galinha estdo descritos nas Figuras 6, 7 e na @abeD valor do Coeficiente de
Regressdo para o replot da determinacdo de CCla@mzima dos 3 exemplares

em um mesmo grafico demonstra que essa metodojoada ser empregada para
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gualquer tipo de AChE, independentemente de suailsidéidade ao MP, contrari-

ando os resultados apresentados por Rosenfeld &t®al (2006)° que demons-
traram que com enzimas muito sensiveis ndo existalidade no replot para a

determinacdo de CCIl pelo método descrito nesteathab

Por fim, encerrando esta etapa de validacao, ar&i§wapresenta as ReglLin da
determinacédo de CCI para as duas espécies usadase@mplo, a tainha e a gali-
nha. Os resultados existentes na literatura indigam a maioria das AChEs teriam
valores de ki (inclinacdo do replot) que gerarianafigos entre esses dois extre-

mOS.32'28'45

A inibicdo da enzima AChE cerebral ao metil-paraoxaas espécies de
peixes usadas no presente estudo variou de foreswtéla, como ja descrito na
literatura por Silva Filho (2004 e Oliveira e colaboradores (200%)Essa varia-
¢cao na sensibilidade da AChE cerebral de peixesninas ao MP, apresentada na
presente pesquisa, confirma os estudos ja realszpdo Silva Filho e colaborado-
res (200438, onde foram estudadas diversas espécies de peeatsopicais, com
uma comparacao de suas constantes cinéticas dedaoibo MP. Segundo os auto-
res, o IC50 para 30 minutos de inibicdo variou 84 M, para a espécieerco-

phis brasiliensisa 123nM, para a espédrrochilodus lineatus

Johnson e Wallace (198%)realizaram um estudo caracterizando as dife-
rencas de sensibilidade da AChE cerebral de algusagcies de animais a dois
tipos de inibidores: etil-paraoxon e malaoxon. Aisbilidade variou de acordo
com o inibidor ,ou seja, algumas espécies menosigeis ao etil-paraoxon foram
mais sensiveis ao malaoxon. Isso mostra a necelsida escolha de um unico
inibidor para estudos que busquem usar a sensdlgiica esse inibidor como um
critério filogenético. Essa variacdo na sensibiliedlale AChE cerebral a pesticida,
reportada por diversos autoréds®?°indica a importancia de saber como e por que
existe essa variacao tao significante entre difererespécies de peixes ocorre e
quais as suas possiveis relacfes filogenéticasnBix provado que entre peixes,
de forma especial, essas diferencas de sensibdidked AChE cerebral ao MP é
uma caracteristica de grupo filogenético, sera ipessndicar possiveis impactos
ambientais de inibidores de AChE pelo conhecimatadiodiversidade no ambi-
ente aquatico.
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Kemp & Wallace (19907 sustentam uma tese, através de dados cinéticos,
gue a AChE da truta possui mais especificidade @otro catalitico do que a
AChE de galinha e de rato. Essa menor tolerandi@raa do centro catalitico da
AChE cerebral da truta pode excluir moléculas psda volume e, com isso, con-
ferir um grau de resisténcia da enzima aos iniledade cadeia mais longa. Essa
menor tolerancia esta refletida nos valores dasteortes de dissociacdo do com-
plexo EI (Kd). Nossos dados corroboram essa cod@clugiando podemos ver que
os valores de Kd para a enzima da tainha podenatget50 vezes maiores do que

os valores dessa constante para a enzima da gd[iaela 2).

E preciso ressaltar que a determinacdo das CQOlédrdas equacdes descri-
tas anteriormente € um método gréafico, com umaesfio linear construida com
os inversos dos valores de kapp e das respectmaseatracdes de inibidor. Esse
tipo de grafico, muito usado em cinética enzimatec@onhecido como "duplo-
reciproco”, introduz um erro muito maior nas medidas interseccdes do que das
inclinacdes. Isto se deve ao fato destas intersc@tontecerem perto do valor
zero para ambos o0s eixos, regido que engloba osremialores. Dessa forma,
pequenas alteracdes de inclinacdo, que pouco afet&me, por consequéncia, 0
IC50, podem afetar sobre maneira os valores deikigrseccdo com o eixo X) e
de kp (intersecc¢do com o eixo Y). Isso pode setovesn nossos resultados expres-
sos na Tabela 2 para as medidas de Kd e IC50 paaiml@a. Entre os seis animais
testados foram encontradas diferencas de até ldsveara os valores de Kd e de
somente 1,5 vezes para o valor de ki e IC50. Eddasencas poderiam estar ex-
pressando alguma caracteristica da enzima que \ariee individuos de uma
mesma espécie, ou seja, uma variagao intra-espaciflas, o mesmo néao foi visto
entre os 3 exemplares de galinha, cujos Kd ndcavam mais do que 2 vezes. Na
nossa opinido, as diferencas entre os exemplardaidiea refletem a falta de pa-
dronizacdo nas medidas executadas para esse p&igae 0s animais foram cap-
turados e seus tecidos conservados por um longpdeammtes das analises que,
além disso, foram executadas em laboratérios ditese Mesmo assim, as dife-
rencas de ki e IC50 foram muito menores, mostramgmtencial que esta medida
possui de expressar uma caracteristica da espéunieirgerferéncia de variagdes
individuais.

As diferencas intra-especificas da sensibilidadeA@&E cerebral ao MP
gue foram observadas para tainha (Tabela 2) foramsideradas despreziveis
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quando comparadas com as variacdes entre as espeier-especifica), como

podemos melhor visualizar, graficamente, nas Figlra 8. De uma forma muito

simplista, podemos dizer que quanto maior for dimagdo da reta obtida no re-

plot para a determinacdo das CCIl mais resistent@lRsera a espécie. Por conse-
quéncia, uma AChE mais sensivel ira render umaessgto mais proxima ao eixo
de X, como acontece com a enzima de galinha (FigdraComo uma forma de

comprovacdo da eficiéncia analitica dessa metoda)ogodemos afirmar que o

gue estavamos buscando eram enzimas capazes derg&s entre as duas que
estdo expressas nessa Figura e correlacionar ddeasncas com a filogenia de

peixes. Assim, valores de IC50 entre 26, como aalinha, e 2118nM, como

para a tainha (Tabela 3), indicam variagdes pegaldas ordens de grandeza e,
mesmo entre 0s peixes estudados, temos variacoé9@lecomo para o bagre, a
2118nM, como para a tainha.

Recentemente, através da Universidade da Califpfoiapublicado um li-
vro reunindo diversos trabalhos &echenov Institute of Evolutionary Physiology
and Biochemistry(Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, iRyssrigi-
nalmente publicados em russo e agora reeditadosgl®s. Moralev & Rosengart
(200773, editores do livro, dedicam um capitulo inteirorga'Especificidade
Substrato-Inibidor e Evolucdo de Colinesterasesdpi@lo 6, pp. 337-373). Os
autores reinem nessa publicacdo perto de 40 anestddos com substratos e ini-
bidores de colinesterases, em especial com ingepadvos. A homogeneidade das
preparacfes enzimaticas, ou seja, a presenca deA@h& verdadeira, é citada
como um dos principais critérios na escolha de vméodologia de trabalho, con-
firmando o uso da inibicdo pelo excesso de sulsttatmo um critério minimo de
aceitacdo de uma preparacdo. Em segundo lugarytosea indicam a especifici-
dade pelos substratos e, por ultimo, a sensibiBdadnibidores reversiveis e irre-
versiveis como instrumentos de estudos das varsagier-especificas da AChE.

Em nosso trabalho usamos somente dois substratesi] 8AceScol)e pro-
pioniltiocolina (ProScol), e um anico inibidor, oetil-paraoxon (MP). A especifi-
cidade foi traduzida na forma de uma relacdo pduzdrentre a atividade obtida
com ProScol e a atividade obtida com AceScol, ®%, para uma mesma prepa-
racdo de enzima. Além disso, buscamos expresséin@ade por acetiltiocolina
na forma do Km para esse substrato. Os resultadtdas estdo descritos na Ta-
bela 3. Os 4 primeiros resultados, para peixetfoedescritos pela ordem de ida-
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de evolutiva, do mais antigo para o mais recentéeacbrdo com Nelson (2008)
Podemos ver uma correlagdo para os valores de Kenpmes para 0s animais mais
antigos, que ndo é acompanhada pelos valores deOB%alores obtidos para rato
e galinha (80 e 52M, respectivamente) sdo compativeis com as desssid@ Mo-
ralev & Rosengart (20019 (59 e 53M, respectivamente), mas ndo possuem qual-
quer correlacdo com o0s peixes. Sao poucas as iaigies sobre peixes existentes
na literatura. Podemos destacar a indicacdo dem®ssnos autores do valor de
48uM para o Km da AChE cerebral da raia Berpedo marmorataque também é
muito proximo dos resultados que foram obtidos eesabalho para o cacao-
frango (4%uM), peixes da classe Chondrichthyes.

Os valores obtidos para P% variaram de 17 paranadaanimal com AChE
mais resistente ao MP (IC50 = 2118nM), a 103% pargalinha, animal com a
AChE mais sensivel ao MP (IC50 =|P4). Esses resultados estdo de acordo com
os obtidos por Kemp & Wallace (1998)para truta (P% = 10; IC50 = 3310nM) e
galinha (P% = 76; IC50 = 37nM), conforme descritor Bilva Filho e colaborado-
res (2004¥%. Esses resultados reforcam a tese de que muitasedias encontra-
das para as afinidades de substratos e inibidogks AChE séo devidas a diferen-
cas nos volumes dos centros cataliticos. Mas, taméémportante ressaltar que
essas sdo caracteristicas das espécies e nao Iediesvque estdo sujeitos a uma
variacdo individual por exposicdo a produtos togi@u por estado de saude. As
constantes cinéticas de uma enzima retratam aegi@sacia de aminoacidos, que
€ uma determinacdo do genoma. As centenas de artigecritos no livro de Mo-
ralev & Rosengart (20073, agora em uma lingua de acesso mais facil, que des
crevem essas caracteristicas e buscam uma taxormaeeada nessas medidas ci-
néticas para inibidores e substratos de AChE sé&a pirava definitiva do potenci-
al que essas medidas possuem em estudos de filngeni

Vale ressaltar a correlacdo que foi encontradaeea$ valores de IC50 e
Km com os respectivos valores de P% para as AClisadimais que foram estu-
dados nesse trabalho, conforme descrito na FiguMa® uma vez isso corrobora
a teoria de que a maior sensibilidade ao MP é urdacacdo de um centro cataliti-
co menos especifico. Ou seja, tanto o IC50 comarorKostraram uma correlacdo
negativa com o P%: quanto maior o valor de IC5@ mdica menor sensibilidade,
menor o valor de P%, que indica um centro cataitiais restritivo; quanto maior
o valor de Km para AceScol, que indica uma menamiddde por esse substrato,
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menor o valor de P%, que indica menor afinidade ParScol. Para a enzima de
galinha, que apresentou o menor IC50 (26nM), o vdP% foi 103%, que indica
gue essa AChE néo foi capaz de reconhecer a difarentre esses substratos. Por
outro lado, para a enzima de tainha, com o mai&@0l® valor de P% foi 17, o
menor entre 0os animais testados.

No entanto, nossos resultados indicam que a idadieittva dos peixes nao é
o principal fator que influencia a sensibilidade A@hE ao MP. O valor de IC50
obtido para o baiacu-arara (2243nM) o colocam ngpgrdos peixes mais resisten-
tes sendo essa uma espécie considerada mais rewert®lucdd® Nossa hipétese
inicial era de que 0s peixes mais recentes seriais sensiveis tendo por base a
indicacdo, além de nossos proprios resultados, we as animais terrestres, com

certeza mais recentes na evolucédo, sdo muito reas\&eis ao MP.

Na Tabela 4, ao final desse capitulo, estdo expeess resultados obtidos
com as espécies do presente estudo e com algunties @spécies ja descritas na
literatural® Esta tabela esta construida de forma hierargdécaescente na escala
evolutiva. Podemos observar que existe uma reldi¢@genética da sensibilidade
da AChE ao MP quando visualizamos duas espéciesmekmo géneroGenidens
barbus e Genidens genidenscom valores de IC50 muito préximos. Também
torna-se notério uma relacao filogenética com geewsMenticirrhus americanus
e Cynoscion striatus pertencentes a mesma familia e apresentando esalde

IC50 também muito préximos.

A escolha das espécies para esse estudo teve Ogitmple selecionar uma
escala evolutiva, partindo de animais mais prinoisivaté animais mais recentes.
No caso dos peixes, sabe-se que os cartilagindSbendrichthyes) surgiram ha
cerca de 450 milh6es de anos, no periodo Siluri@um isso, a escolha do cagao-
frango seguiu esse principio. As demais espéciepalee escolhidas tiveram a
finalidade de seguir mais adiante na escala ewdut assim foram selecionados
algumas espécies da subdivisdo Teleostei, que itoast exemplares mais evolu-
idos que surgiram ha 200 milhdes de ano, no Mesozdia mesma época do apa-
recimento dos mamiferds. O referido autor assegura também que, sob o pdato
vista da sistematica filogenética, a categoria dslei € parafilética (ndo possui
um mesmo ancestral comum) e, talvez, o Unico gmpaofilético (com o mesmo

ancestral) seja a classe Actinopterygii.
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Moralev & Rosengart (2007, p.348) no livro jA mencionado anteriormen-
te, tentaram uma arvore filogenética para insetira 0s dados existentes para a
inibicdo irreversivel de AChE. Os dendogramas queaarh obtidos nao indicaram
uma estreita ligacdo entre as ordens dos insetos @ados de sensibilidade aos
inibidores irreversiveis. Os autores indicam queassdiferencas sdo determinadas
por uma variabilidade da estrutura de algumas eggEspecificas do centro catali-
tico da enzima e que as mutacgdes ocorridas entnesesos podem ter levado tanto
a convergéncias como a divergéncias filogenéti€ss.autores buscaram alinhar,
através das informacbes dos bancos de proteinaamasoacidos envolvidos no
centro catalitico da AChE. Cerca de setenta fodeefAChE foram alinhadas e as
variaveis que indicavam as caracteristicas dosm3id@acidos, tais como hidrofo-
bicidade, ponto isoelétrico, polaridade e o volumelecular, foram considerados
para a montagem de uma tabela de relacionamenteesidatores com a arvore
filogenética das 75 espécies cujas AChEs estavasardas no momento da publi-
cacado do trabalho. Os resultados indicaram que@sEA e BChEs de vertebrados
pertencem a um mesmo ramo. As divergéncias enabedrantre os agrupamentos
filogenéticos obtidos pelo seqlenciamento das ACkREaqueles agrupamentos
obtidos por afinidade com substratos e inibidomstam os autores a sugerir que:
"Entdo, parece-nos que a classificacdo de colin@sés precisa ser reconsiderada
e unificada" (p. 371§
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Tabela 4- Filogenia da sensibilidade ao metil-paraoxon datikcolinesterase cerebral de alguns peixes

A posicdo taxonémica das espécie foi confirmadapéidicacées de Nelson, 2058.

Espécie Nome vulgar | Familia Ordem Classe IC50 Re&féncia
Rhizoprionodon porosus| cacdo-frango CarcharhinidgeCarcharhiniformes Chondrichthyes| 1280| presente trabalh
Genidens barbus bagre-branco | Ariidae Siluriformes Actinopterygii | 606 presente trabalho
Genidens genidens bagre-guri Ariidae Siluriformes Actinopterygii  |455 Oliveira, 2007
Merluccius hubbsi merluza Merluccidae Gadiformes Actinopterygii  325%®liveira, 2007
Mugil liza tainha Mugilidae Mugiliformes Actinopterygii| 2118 rgsente trabalho
Pagrus pagrus pargo-réseo Sparidae Perciformes Actinopterygii  71080Oliveira, 2007
Menticirrhus americanus | papa-terra Sciaenidae Perciformes Actinopterygii| 139 | Oliveira, 2007
Cynoscion striatus pescadinha Sciaenidae Perciformes Actinopterygii ®B%® | Oliveira, 2007
Percophis brasiliensis tira-vira Percophidae Perciformes Actinopterygii 393 | Oliveira, 2007
Lagocephalus laevigatus | baiacu-arara Tetraodontidge Tetraodontiformé@stinopterygii | 2243 | presente trabalho
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4.1 Conclusodes
Validacéo

1 - A "AChE particulada solubilizada”, ou AChEsol, umareparacdo semi-
purificada da AChE cerebral, reage de forma simadarma enzima purificada,
apresentando a inibicdo pelo excesso do substcatmportamento tipico da

acetilcolinesterase verdadeira;

2 - A metodologia adotada para a medida das ConstaDiesticas de Inibicdo
(CCIl) da AChEsol por metil-paraoxon (MP) pode serpeegada em enzimas
tanto muito sensiveis, como a da galinha (IC50 r\N26 como em AChEs mais
resistentes, como a da tainha (IC50 = 2118nM), eaepce sejam respeitados os
limites obrigatérios de um minimo de 10% e um maxite 90% de inibicao;

Filogenia e evolugéao

3 - Nao foram encontradas diferencas significativasseasibilidade da AChEsol
de tainha ao metil-paraoxon entre animais de ummmoesardume, confirman-
do a hipdtese de que essa sensibilidade é umateasiistica da espécie;

4 - Existem diferencas de sensibilidade ao metil-pao@morntre os peixes, mas
essas diferencas ndo estéo relacionadas a idadigtigaocdesses animais e

5 - Os animais terrestres apresentam maior sensibgicdedmetil-paraoxon, indi-
cando gque as espécies de peixes mais sensiveisnpesi&r relacionadas ao
seguimento da evolucdo do ambiente aquatico pamalmente terrestre.
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