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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS BASEADOS EM
ACETILCOLINESTERASE VISANDO IDENTIFICAR EXTRATOS E SUBSTANCIAS
PARA O CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS. O Brasil, que é um pais com
dimenséo continental, possui clima apropriado para diversas praticas agriculturais. Os
insetos, de forma geral, sdo considerados pragas para areas agricolas, dentre estes,
a Atta sexdens rubropilosa (formiga cortadeira) que ataca as plantacdes de eucalipto,
pinus, entre outras. O controle desta praga torna-se essencial para melhor
produtividade das areas cultivadas. Tal controle pode ser direcionado a inibicdo de
enzimas presentes no organismo do inseto alvo. Nesta linha, o presente trabalho visa
imobilizar a enzima acetilcolinesterase (AChE) em SPEs (Screen-Printed Electrode),
empregando a técnica layer-by-layer, com o uso de AuNPs-GSH (Nanoparticulas de
ouro decoradas com (glutationa) e dos reagentes EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) e HOBt (Hidroxibenzotriazol) que estabelecem as
ligagBes covalentes responsaveis por imobilizar a AchE nos SPEs. As respostas
eletroquimicas confirmam a eficaz imobilizacdo da enzima com este protocolo
desenvolvido. Para os ensaios de inibicdo, o limondide Azadiractina, o extrato bruto
de Toona ciliata e os extratos brutos de Picramnia riedelli e P. ciliata, apresentaram
significativa porcentagem de inibicdo frente a AChE. Espectros de RMN de *H dos
extratos brutos utilizados foram obtidos para propor compostos naturais presentes nos
mesmos e indicar possivel relacdo com os resultados dos ensaios ha enzima. Tais

extratos apresentaram boa atividade inseticida frente a formiga cortadeira.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL ACETILCOLINESTERASE
BIOSENSORS TO IDENTIFY EXTRACTS AND SUBSTANCES FOR LEAFCUTTER
ANT CONTROL. Brazil, which is a continental country, has an appropriate climate for
various agricultural practices. Insects, in general, are considered pests for agricultural
areas, among them, an Atta sexdens rubropilosa (leafcutter ant) that attacks as
eucalyptus, pine plantations among others. Control of this pest becomes essential for
the best productivity of cultivated areas. This control can be directed to inhibition of
enzymes present in the target insect organism. In this line, the present work aims to
immobilize the enzyme acetylcholinesterase (AChE) in SPEs (screen printed
electrode), using the layer-by-layer technique, using AuNPs-GSH (glutathione-
decorated gold nanoparticles) and EDC reagents (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide) and HOBt (Hydroxybenzotriazole) which establish the covalent bonds
responsible for immobilizing an AchE in the SPEs. Electrochemical responses confirm
effective immobilization of the enzyme with this developed protocol. For inhibition
assays, Azadiractin limonoid, Toona ciliata crude extract and Picramnia riedelli and P.
ciliata crude extracts showed significant inhibition percentage against AChE. The 'H
NMR spectra of the crude extracts used were obtained to propose natural compounds
present in them and to indicate possible relationships with the results of the enzymatic

assays. These extracts showed good insecticidal activity against the leafcutter ant.
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1. INTRODUCAO
1.1. Agricultura e Pragas

Paises que se encontram em ascensdo no quadro econémico mundial
se valem de seu setor agricola para continuo desenvolvimento e a arrecadacao
monetéria deste importante setor tem porcentagem significativa no Produto Interno
Bruto (PIB) de cada pais. O Brasil, que € um pais com dimenséao continental, possui
clima apropriado para diversas praticas agriculturais. O agronegocio no Brasil em
2017 representou 21,58% de todo o PIB brasileiro! e a exportacdo de produtos
agricolas rendeu um total de 7,3% das exportacdes agricolas globais em 2014, sendo
a soja o produto mais exportado?.

Os insetos, de forma geral, sdo considerados pragas para areas
agricolas, dentre estes, pode-se citar: Sitophilus zeamais Motschulsky (Gorgulho-do-
Milho) que prejudica o armazenamento de graos de milho; Spodoptera frugiperda
(lagarta-do-cartucho) que causa danos as culturas de arroz, sorgo, milho, cana-de-
acucar, hortalicas e algodao; Plutella xylostella (tracas das cruciferas) principal praga
para o cultivo de repolho, couve, couve-flor e etc.; Atta sexdens rubropilosa (formiga
cortadeira) que ataca as plantacdes de eucalipto, pinus, entre outras.

O controle destas pragas torna-se essencial para melhor produtividade
das areas cultivadas, o mesmo deve ser eficaz, porém com o menor dano possivel ao
meio ambiente e a fauna presente préxima ao local, com esse objetivo, é conveniente
utilizar métodos alternativos de manejo integrado envolvendo substancias naturais ou
baseados nas mesmas (produtos sintéticos).

Diversos extratos de plantas, produtos naturais e compostos sintéticos
ja foram registrados possuindo atividade inseticida. Para o Gorgulho-do-Milho, os
extratos hexanicos e diclorometanicos de sementes de Annona mucosa®; extratos
etandlicos de Annona montana, Annona mucosa, Annona muricata e Annona
sylvatica*; extratos hexanicos e diclorometanicos de Annona montana®; extratos
butandlicos e aquosos Dracaena arborea®; extrato salinico de folhas de Schinus
terebinthifolius’; os monoterpenos 1,8-cineol, 4-terpineol e a-terpineol do 6éleo
essencial de Blumea balsamiferal®. Todos estes citados eficazes para o controle de
insetos-pragas.

Para a lagarta-do-cartucho, o limondide Febrifugina A° o extrato
metandlico das sementes de Trichilia claussenii'?; o extrato diclorometanico das folhas

de Cedrela fissilis e metandlico de folhas de Cipadessa fruticosa'l; os extratos



hexanico e metandlico de folhas e o extrato hexanico de ramos de Trichilia
claussenii'?; extratos metandlicos de folhas de Jatropha curcas'®; os extratos hexanico
e metandlico de frutos de Trichilia elegans4; o triterpendide ocotilona, os limondides
metil-angolensate, 7-deacetoxy-7-oxogedunin e fS-photogedunin, isolados da
Cabralea canjerana e Carapa guianensis!®, extratos polares de Siphoneugena
densiflora e hexanicos de Vitex polygamal®; o flavonéide astilbina isolado da
Dimorphandra mollis também possui atividade inseticida®’.

Estudos estabelecem a agéo de extratos de Azadirachta indica contidos
em nanoparticulas no controle de Plutella xylostellat®; ginsenosideos (sapogeninas)
de hastes e folhas Panax ginseng'®; compostos derivados do limonoide fraxinelona,
produto natural comumente encontrado em plantas pertencentes as familias
Meliaceae e Rutaceae?’; substancias sintéticas baseadas no alcaléide nortopsentina
isolado da esponja do mar (Spongosorites ruetzleri)?*; os monoterpenos linalol e timol,
isolados do Oleo essencial de Thymus vulgaris e Lavandula angustifdlia,
respectivamente, obtiveram atividade inseticida sobre Plutella xylostella??.

Estudos de extratos, compostos naturais e sintéticos baseados nos
mesmos que afetam diretamente a populacdo de formigas sdo bem explorados.
Atualmente, o controle de pragas no Brasil se da pelo uso de agrotéxicos como o
fipronil (1), metaflumizona da BASF (2) e sulfluramida (3) (FIGURA 1.1), este ultimo €
utilizado para as formigas e é potencialmente toxico, por este motivo no estado do Rio
Grande do Sul inseticidas a base deste composto estdo proibidos para
comercializacdo desde 20182%%. Na Europa, 6érgédos regulamentadores da Unido

Européia proibiram o uso do inseticida fipronil.
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FIGURA 1.1- Compostos utilizados como inseticidas no Brasil: (1) Fipronil, (2)

metaflumizona e (3) sulfluramida.



Vérios estudos de produtos naturais com atividade contra a formiga
cortadeira (FIGURA 1.2) ja foram reportados, como 2-fenil-1-metilquinolin-4-ona (um
alcaléide furoquindlico) e limonina (limondide) isolados de Spiranthera odoratissima?*;
os sesquiterpenos elemol e B-eudesmol?®; o alcalbides ricinina (4)%° e 5-metdxicantin-
6-ona?’; o limondide acido limonéxico (5) isolado de Raulinoae echinata??; o triterpeno
acido oleandlico, os limondides mexicanolideos cipadesina A, cipadesina B,
cipadesina, ruageanina, khayasin T, februgina, mexicanolideo e swietemahonolide?’,
todos isolados de Cipadessa fruticosa; o é&cido antranilico (6), os flavonoides
furoquindlicos dictamina e kokusaginina isolados de Helietta puberula°.
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FIGURA 1.2- Produtos naturais com atividade inseticida: (4) ricinina, (5) acido

limonéxico e (6) acido antranilico.

Outros estudos reportam atividades de substéncias sintéticas para o
controle de formigas (FIGURA 1.3), pode-se citar acidos graxos saturados de cadeias
de carbono Cs a Co3'; compostos baseados nas amidas N-pirrolidina-3- (4,5-
metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida e N-piperidina-3-(4,5-metilenodioxifenil)-2-(E)-
propenamida de Piper piresii®?; sintéticos derivados de butdxido de piperonila

(lignana)33.



Q/\)LNHAQ <::©Ao4%>m\cm
4 7 8

FIGURA 1.3- Compostos sintéticos com atividade inseticida: (7) benzilamina-3-(4,5-

metilenodioxifenil)-2-(E)-propanamida e (8) 1-(3,4-metilenodioxifenil)-dodecano.

1.2 Acetilcolinesterase

Classificada dentro do grupo das enzimas hidrolases, enzimas que com
participacdo de molécula de agua provocam cisdo de ligacBes covalentes, a
acetilcolinesterase (AChE) é responsavel pela degradacdo do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), juntamente com a butirilcolinesterase (BuChE), ambas as enzimas
sdo nomeadas ainda “colinesterases”, tendo como diferencas entre as mesmas a
distribuicdo nos tecidos, as cinéticas das reacfes e as especificidades com o0s
substratos®* (FIGURA 1.4).
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FIGURA 1.4- A resolugao tridimensional da AChE de Electrophorus electricus dos

estudos de Bourne e colaboradoress®.

No corpo humano, dentro do sistema colinérgico que compde boa parte
do sistema nervoso autbnomo, ocorre a degradacdo do neurotransmissor ACh,
especificamente nas fendas sinapticas. Armazenada em vesiculas, a ACh somente se
encaminha a fenda sinaptica quando ha estimulos para transmitir por sinapses a
informacéo. Depois de propagada a mensagem, a ACh desliga-se do receptor pos-

sinaptico e retorna a fenda onde a AChE catalisara sua hidrélise, formando colina e



acido acético. A colina produzida apds a degradacdo do neurotransmissor ira reagir
com acetilcoenzima A para a formacdo de uma nova molécula de acetilcolina, reacéo
catalisada pela enzima colina acetiltransferase.

Cada mondmero da enzima possui um centro catalitico (FIGURA 1.5)
gue contém duas areas: o0 subsitio catalitico onde fica contida a triade catalitica e 0
subsitio aniénico que interage eletrostaticamente com a estrutura quaternaria positiva
da acetilcolina®®. O subsitio catalitico contém os amino&cidos cataliticos da enzima: a
Ser 199, Glu 330 e His 443; Ja o subsitio anidnico atua orientando a entrada do
substrato, sendo o0 maior responsavel por esta orientacdo o Trp, através da parte
carregada do mesmo, no centro catalitico®’. Ha ainda outras duas regides que atuam
para a catélise do substrato; o sitio periférico, localizado na entrada da fenda catalitica
que liga acetilcolina como o primeiro passo da via catalitica e modula alostéricamente
a catalise, bem como compostos inibidores especificos de ligacdo3®; e a fenda
hidrofébica, uma regido préxima ao sitio catalitico que se liga a substratos ciclicos,
como grupos arilas®’.

O centro catalitico da AChE é uma cavidade longa e estreita que mede
20 A de profundidade3®, e aproximadamente 40% da superficie € composta por 14
residuos aromaticos*®, o que permitird maior interacdo entre a proteina e o substrato
por meio de efeitos estéricos e hidrofébicos, aumentando a estabilidade do complexo

enzima-susbtrato!.

Sitio
periférico

Sitio
"garganta"

Triade
catalitica

FIGURA 1.5- Centro catalitico da AChE?*!,



Apoés entrada do substrato no centro catalitico e devida orientacdo de
residuos de aminoacidos como Glu e Trp do subsitio aniénico, a ACh seré hidrolisada
pelos residuos de Ser e His. A carga positiva da estrutura quaternaria do nitrogénio
da ACh tem interacdo ibnica com o residuo de Glu e a primeira parte da reagédo
acontecera no grupo éster da ACh. O carbono do grupo carbonila pertencente ao
substrato sofre ataque nucleofilico do par de elétrons livres do atomo de oxigénio do
residuo de Ser, formando um intermediério onde o oxigénio do aminoécido fica com
carga parcial positiva. O nitrogénio da His atua nesta etapa como base de Lewis,
doando par de elétrons para capturar o hidrogénio que esta ligado ao atomo de
oxigénio da Ser, tornando sua carga positiva e estabilizando a carga do oxigénio. Para
a saida do éster intermediario, a His realiza catalise acida, doando o préton de
hidrogénio para assim liberar o produto desta primeira etapa de reacao: a colina que,
como explicado anteriormente, sera reagente para a sintese de uma nova molécula
de ACh. Na segunda parte da reacéo, o grupo acetila, formado apos a saida da colina,
sofre ataque nucleofilico dos pares de elétrons livres do oxigénio de uma molécula de
agua, deixando o mesmo com carga parcial positiva. Mais uma vez a His atua como
base capturando o hidrogénio da agua. Apés a estabilizacdo de cargas a His realiza
outra catalise acida, desta vez para recuperar o grupo hidroxila da Ser e provocar a
saida de &cido etanoico (acético). ApGs a saida do acido do centro catalitico a enzima
esta preparada para outro ciclo catalitico (FIGURA 1.6).3441.42
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FIGURA 1.6- Hidrélise de ACh no centro catalitico de AChE. Adaptado3-.

1.2.1 Estudos com a acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase € alvo de muitos estudos para a
determinacdo de compostos que possuam atividade inibitoria sobre a mesma. Os
focos destes estudos séo a doenca de Alzheimer, pois 0s baixos niveis de acetilcolina
na fenda sinaptica sdo associados a uma diminuicdo da funcdo colinérgica. Os
inibidores da AChE séao, atualmente, uma das poucas terapias aprovadas para o
tratamento da doenca’®, bem como o estudo de substancias como potenciais
inseticidas, pois da mesma forma que a enzima é essencial para o funcionamento do
sistema nervoso (SNC) em humanos, assim o é em insetos*.

Cumarinas sintéticas ja foram testadas sobre a acetilcolinesterase do
peixe elétrico em IMERs (Immobilized enzyme reactors) acoplados diretamente ao

espectrometro de massas, obtendo atividade inibitoria similar a tacrina, um flavonoide



com atividade sobre a AChE ja estabelecida®.

Em outro estudo, com a utilizacdo da técnica layer-by-layer, ICERs
(immobilized capillary enzyme reactors) baseado na AChE foram desenvolvidos para
testes de extratos naturais, sendo o extrato de Rhizoma coptidis aquele com maior
porcentagem de inibicdo, 84%*%°.

Pelo método de Ellman, muito utilizado para testes de atividade com a
acetilcolinesterase, o extrato bruto de Myricaria elegans obteve 74% de inibi¢ao frente
a AChE?’.

O extrato de Theobroma grandiflorum (cupuacu) obteve 40% de inibi¢éo
utilizando o método de Ellman, sendo esta atividade atribuida a acidos graxos
presentes no extrato, constituido em &cido oleico (40.0%), esteéarico (32.7%),
eicosanoico (10.4%) e palmitico (8.0%)%.

Antraquinonas isoladas de Cassia obtusifolia, crisofanol, obtusina,
Aurantio-obtusina e aloe-emodina, apresentaram 68%, 82%, 92% e 71,8% de inibicédo
respectivamente. Os ensaios foram realizados através do método de Ellman#°.

Um estudo com limondides isolados de Trichilia welwitschii, utilizando o
método Ellman, obtiveram 94%, 82% e 87% de atividade inibitéria, sendo estes o
trichilia lactona, rohituka 3 e dregeanina®°.

Monoterpenos também ja foram testados pelo método de Ellman, com
forte atividade contra a AChE, sendo estes, a fenchona, a s-carvona e o linalol®?,

Utilizando CCD (Cromatografia de Camada Delgada), os extratos de
Galanthus nivalis, Leucojum vernum, Narcissus pseudonarcissus, Chelidonium majus,
Ismene festalis, Nerine bowdenii e Crinum powelii, tiveram atividade inibitoria sobre a
AChE®2,

Esferas magnéticas revestidas com a AChE foram utilizadas em ICERs
para o teste de atividade do extrato de Melodinus fusiformis, obtendo 76% de inibicao
de atividade da enzima“.

Flavonoides derivados também mostraram atividade inibitoria em
ensaios com a AChE, com inibicdo mais forte comparado a galantamina e tancrina,

compostos com atividade estabelecida na literatura®3.

1.3 Biossensores
Nas ultimas duas décadas, a necessidade de ferramentas analiticas de
baixo custo, com resultados rapidos, de manuseio facil e com a capacidade de

fornecer informacdes qualitativas e quantitativas sobre a composi¢cao de uma amostra



com o minimo de pré-tratamento causou 0 crescimento significativo a pesquisa na
area de biossensores.>

Os biossensores sdo definidos como dispositivos analiticos que
incorporam um elemento biolégico (enzima, anticorpo, organelas, DNA,
microrganismos e etc) a um suporte, que € integrado a um transdutor de sinal fisico-
quimico®®. O elemento de transducdo de sinal converte a resposta bioquimica em
padréo fisico, resultado da seleta interagédo entre o elemento biolégico e o analito.

De acordo com o mecanismo de reconhecimento do analito os
biossensores podem ser classificados como eletroquimico, piezelétrico, térmico ou
optico. Se o biossensor é eletroquimico, quando o transdutor € um eletrodo, a técnica
para a leitura do sinal fisico pode ser voltamétrica, potenciométrica, amperométrica,
condumétrica ou impedimétrica®®.

A AChE €& amplamente utilizada como um potente elemento na
construcdo de biossensores para a deteccdo de pesticidas. A principal motivacao para
projetar biossensores de colinesterases para monitoramento de toxicidade é fornecer
uma alternativa confidvel para os métodos classicos usados atualmente em quimica
analitica laboratoriais (cromatografia e cromatografia acoplada: GC-MS, HPLC-MS).
Tais técnicas sdo ferramentas aptas para monitorar analitos téxicos como pesticidas
e metais pesados, porém de alto custo, processo demorado (a preparacdo para a
amostra, por exemplo), ndo sdo adaptados para detecgao in situ e em tempo real e
exigem pessoal treinado.%®

Os biossensores de AChE podem ser aplicados em estudos de inibi¢ao.
A principio a enzima degrada, por exemplo, o substrato iodeto de acetiltiocolina
(ASChl) em tiocolina e acido acético, quando ndo ha algum analito presente em
solucdo. A escolha pelo substrato ASChl se da pela propriedade eletroativa do produto
tiocolina, logo que a mesma é oxidada pelo potencial aplicado (FIGURA 1.7). Na
presenca de um inibidor, a conversdo de acetiltiocolina é diminuida ou mesmo nula.
Além disso, a corrente de oxidacdo anoddica é inversamente proporcional a

concentragdo de inibidores nas amostras e também ao tempo exposto.>’
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FIGURA 1.7- Processo de oxi-reducédo do substrato ASChl.

1.3.1 Tipos de imobilizacao

Para o desenvolvimento de um biossensor enzimatico aplicavel, a
incorporacdo da enzima na superficie do eletrodo de trabalho € a etapa mais
importante. Este processo é direcionado atraves de varias interagfes entre a enzima
e 0 material do eletrodo e afeta fortemente o desempenho do biossensor em termos
de sensibilidade, estabilidade, tempo de resposta e reprodutibilidade®’. H4 uma
variedade de métodos pelos quais as enzimas podem ser imobilizadas, variando de
adsorcdo fisica, confinamento a ligagdo quimica covalente. Os processos de
imobilizacdo enzimatica (para a AChE) mais usados sao:

Adsorcéo fisica: Consiste na deposicado simples de AChE na superficie
do eletrodo de trabalho e na fixacdo da AChE através de ligacdes ibnicas, forcas de
Van der Waals, pontes de hidrogénio, hidrofébicas ou interacdes eletrostaticas entre
a AChE e o transdutor®®.

Ligacéo covalente: O acoplamento covalente da AChE é o procedimento
mais utilizado®’. A enzima pode ser ligada covalentemente as superficies do eletrodo
através da formacao de uma ligacédo covalente estavel entre os grupos funcionais nao
ativos da enzima, ou seja, que ndo contribuem diretamente para atividade catalitica,
e grupos reativos, tais como, hidroxila, carboxila e amina, que ja estdo ligados na
superficie do transdutor®®.

Oclusdo em matriz de polimero: A enzima é confinada em espagos
intersticiais das ligacdes covalentes cruzadas de um polimero insoltvel, por exemplo,
agar e poliacrilamida. A solucdo da enzima € misturada com uma solucdo de
mondmeros em um tampdo com o catalisador adequado para a polimerizacdo. A
estrutura formada ndo permite a difusdo das moléculas grandes da enzima por ter
espacos intersticiais pequenos, porém as moléculas do substrato conseguem difundir-

se livremente®0,
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Monocamadas automontadas: Definidas como filmes de espessura
monomolecular, sobre uma superficie, normalmente sélida, moléculas organicas se
organizam espontaneamente. Utilizando superficies limpas de ouro e funcionalizando
estas com moléculas de alcanotiois, se obtém uma monocamada, logo que, o enxofre
tem grande afinidade pelos atomos de ouro, os quais formam uma ligacdo forte
(quimissorcao/covalente) entre si. A partir de atracdes eletrostaticas fracas geradas
lateralmente entre as cadeias alquil, as cadeias carbbnicas formadoras das moléculas
se atraem e geram uma organizagdo espontanea entre elas, estabilizando e
orientando os atomos que as compdem, formando, ao fim do processo da organizacao
ou reacgdo quimica, um filme monomolecular®?.

Testes analiticos para determinagcbes de inibidores da
acetilcolinesterase utilizam-se dos varios métodos de imobilizacdo enzimatica.

Para a determinacdo de compostos da classe carbamatos e
organofosforados, um biossensor baseado na imobilizacdo da AChE foi desenvolvido
por matriz polimérica, utilizando PVA (&lcool polivinilico) com grupos piridinicos®2.

Em outro trabalho, o biossensor foi construido também utilizando a
imobilizagdo por crosslinking, com o uso do polimero poliacrilamida para a
determinacao de inibicdo enzimatica, através composto organofosforado Diclorvés,
sendo as medidas realizadas com um eletrodo de pH®3.

Nanotubos de carbono com paredes multiplas em uma solu¢cdo com o
polimero glutaraldeido e a AChE, constituiram um sistema de imobilizacdo enzimatica
por crosslinking em eletrodo de platina com boa estabilidade, comparado a outros
métodos testados no mesmo trabalho®4.

Eletrodos de platina foram modificados utilizando uma membrana
polimérica de poliacrilonitrila (PAN) modificada com AUNPs, a acetilcolinesterase foi
imobilizada por ligacéo covalente entre os grupos carboxilicos presentes AUNPs e as
aminas presentes nos aminoacidos da enzima, através da reacdo com o reagente
EDC®5,

Biossensores com microtubos de carbono envolvidos com o
oligonucleotideo de fita Unica terminada com tiol (ssDNA) que por processo de auto-
montagem ficam depositados sobre eletrodos de ouro, que ainda contam com a
presenca de polianilina eletroquimicamente polimerizada e a enzima AChE
imobilizada através de ligacdo covalente com o glutaraldeido, foram desenvolvidos

para a determinacdo dos pesticidas clorpirifés e metil paration®®.
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Eletrodos de carbono vitreo foram modificados com os polimeros de
polipirrol e polianilina dopados com nanotubos de carbono de paredes mdltiplas, desta
maneira imobilizando a AChE por adsorc¢éo, para o estudo de inibicao pelo inseticida
Malation®’.

Com etapas de: adicdo do polimero (3-aminopropil) trietoxisilano (APS),
eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro e platina, novamente adicdo de APS e a
deposicdo de solugdo AChE-glutaraldeido (caracterizando imobilizacdo do tipo
crosslinking), eletrodos de carbono vitreo foram modificados para a determinagéo de

paraoxon, sarin e aldicarbe®®,

1.3.2 Eletrodos descartaveis

O desenvolvimento de eletrodos descartaveis se apresentou nas ultimas
décadas como alternativa diante do principal viés para eletrodos solidos, a
regeneracdo da superficie®. Por ser um processo de tratamento fisico, eletroquimico
e manual, estes eletrodos tornaram-se inapropriados para uso comercial, logo os
descartaveis eliminariam a necessidade de regeneracao da superficie. As vantagens
destes também sdéo, facil construcdo, baixo custo, boa reprodutibilidade, e ainda
podem ser produzidos em larga escala.

As principais técnicas para a construcéo de eletrodos descartaveis sao:
silkscreen ou serigrafia (screen-printing), impressao por jato de tinta, placas de circuito
impresso recobertas com cobre e a técnica de transferéncia por estampagem

(stamped transfer electrodes - STEs)"°.

1.3.2.1 Eletrodos Impressos (SPE)

SPE (sigla da definicho em inglés Screen-Printed Electrode) é
processado em um filme depositado sobre suporte inerte, com o uso de ferramenta
que auxilia a tinta condutora tixotrépica a tomar molde através de uma tela de malha
gue define a geometria do eletrodo, exigindo tratamento térmico para cura e adeséo
da tinta®® (FIGURA 1.8). A tinta ainda é parcialmente coberta por uma segunda
camada de um isolante para definir uma area de contato elétrico numa extremidade e

outra area para ser a superficie do eletrodo na outra extremidade.
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FIGURA 1.8- Representacéo esquematica da preparacéo de SPEs’.

Trabalhar com microvolumes, a facil preparacdo, excelente
especificidade, seletividade e a modificacdo sdo vantagens dos SPEs em relacdo aos
eletrodos convencionais. Os SPEs ainda possuem outras vantagens importantes,
como a eliminacdo de efeitos de memdria na andlise em niveis de tragos e tém
aplicabilidade para determinagées in situ®®. Destas vantagens citadas talvez a mais
importante seja seu grande nimero de possiveis modificacées. De fato, a composicao
das tintas usadas no processo de impressdo pode ser modificada pela adicdo de
substancias de natureza muito diferente, como metais, enzimas, polimeros e agentes
complexantes.

As modificacBes de SPEs sao focos de varios estudos para a busca de
melhor estabilidade, seletividade e sensibilidade nas técnicas utilizadas para
imobilizagéo da AChE.

Aplicando solucédo sol-gel de Al203 para o método de imobilizacdo
enzimatica por adsorcdo, SPEs foram modificados para o estudos de inibicdo da
AChE em sistema de injecéo de fluxo por compostos organofosforados’:.

Com o intuito de imobilizar a enzima por oclusdo em matriz, SPEs foram
modificados utilizando grafite de TCNQ (tetracianoquinodimetano) modificada com
hidroxietilcelulose (HEC), que depois de adicionado em uma solu¢do com a AChE,
foram misturados com uma solucdo composta por Metiltrimetoxissilano (MTMOS) e
ortossilicato de tetrametil (OSTM). O estudo de inibicdo foi realizado com compostos

carbamatos’?.
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Em outro estudo com SPEs, uma simples adsor¢cdo da solucao
enzimatica foi realizada sobre a pasta de carbono contendo o mediador TCNQ, que
segundo os autores, permitiu realizar a oxidagdo eletroquimica do produto da reacao
(tiocolina), foi desenvolvida para a determinacéo do composto Clorpirifés’3.

SPEs foram modificados para a determinacdo do carbofurano,
incorporando na tinta de carbono ftalocianina de cobalto (Il) (CoPC), um mediador
para a deteccdo de moléculas contendo o grupo tiol. A imobilizacdo da enzima foi
realizada pela mistura da solugédo enzimatica com glutaraldeido, caracterizando assim
a técnica crosslinking”.

Biossensores também ja foram desenvolvidos com apenas uma etapa
de modificacdo, depositando sobre o eletrodo de trabalho uma solu¢cdo contendo
microtubos de carbono e CoPC, com a imobilizacdo da AchE por ligacdo covalente
através da reacdo EDC-NHS. Os testes de inibicdo determinaram a atividade dos
organofosforados paraoxon e malaoxon’®.

Através do uso de grafite-epOxi depositado em faixas de cobre sobre
fibras de vidros, SPEs foram construidos para testes de inibicdo do carbofurano e
paraoxon sobre a acetilcolinesterase imobilizada por crosslinking através do uso de

glutaraldeido’®.
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2 OBJETIVO

Desenvolver  biossensor eletroquimico baseado na enzima
acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (peixe-elétrico) por meio da
modificacdo de eletrodos impressos (SPEs) descartaveis, utilizando a técnica layer-
by-layer e imobilizagdo da enzima por ligagdo covalente, bem como avaliar a inibicao
da AChE por meio do composto natural Azadiractina e extratos organicos de plantas

para potencial atividade inseticida.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Materiais utilizados

a) Materiais para a construcao de eletrodos:

- Folha de Vinil

- Pasta de carbono Electrodag da Henkel

- Tinta de Ag/AgCl da SunChemical

- Folha de poliéster

b) Materiais e reagentes para a modificagdo de eletrodos:

- Agua ultrapura Sistema Milli-Q®

- Cloreto de polidialildimetilamonio (PDDA) da Sigma-Aldrich

- Nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa (AuNPs-GSH) concedidas pelo
Laboratorio de Bioanalitica e Eletroanalitica
- 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) da Sigma-Aldrich

- Hidroxibenzotriazol (HOBt) da Sigma-Aldrich

- Tampao &cido 2-etanossulfénico (MES) da Sigma-Aldrich

- Enzima acetilcolinesterase Electrophorus electricus da Sigma-Aldrich
c) Materiais para a inibicdo da AChE sobre os SPEs:

- Azadiractina concedida pelo Laboratério de Produtos Naturais
- Extrato bruto metandlico de folhas de Picramnia riedelli

- Extrato bruto etandlico de folhas de Picramnia ciliata

- Extrato bruto hexanico de folhas de Toona ciliata

- Alcool Etilico Absoluto da Synth

d) Reagentes para as medidas eletroquimicas:

- Tampao Fosfato salinico

- lodeto de acetiltiocolina da Sigma-Aldrich

e) Material e solvente utilizado para o teste de RMN de H:

- Extrato bruto metandlico de folhas de Picramnia riedelli

- Extrato bruto etandlico de folhas de Picramnia ciliata
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- Extrato bruto hexanico de folhas de Toona ciliata

- Solvente Cloroférmio-Deuterado (CDCI3) da Sigma-Aldrich
3.2 Equipamentos utilizados

a) pHmetro da Digimed DM 20

b) Banho de ultrassom

- UltraCleaner 1400 Unique

c) Estufa para cura da tinta

- Nova Etica

d) Testes voltamétricos

- Multipotenciostato Dropsens da Metrohm
- Software Dropsens

e) Construcéo de eletrodos

- Impressora de recorte Silhouette CAMEO
- Software Silhouette Studio V3

f) Para o teste de RMN de H:

- Espectrémetro BRUKER DRX 400 MHz (9,4 T)

3.3 Construcao dos eletrodos descartaveis

O método screen-printing, ou serigrafia, foi utilizado para a construcéo
dos eletrodos.

Os desenhos para os eletrodos foram desenvolvidos pelo software
Silhoutte Studio V3. Uma folha adesiva de vinil foi recortada no formato desenhado
para os eletrodos por uma impressora de recorte. ApGs o recorte a folha de vinil foi
transferida para uma folha de poliéster com o auxilio de um adesivo transferidor, apos
aderir o vinil ao poliéster, o adesivo foi removido. Entdo, com um rodo, a tinta de
carbono foi dispersa sobre o vinil recortado. Para a cura da tinta, os eletrodos foram
mantidos em estufa a 90°C por um tempo de 30 minutos. Em seguida, na area do
eletrodo de referéncia, foi aplicada com o auxilio de um pincel, tinta de cloreto de
prata, e os eletrodos foram mantidos mais uma vez em estufa, a 60°C por 30 minutos.
Antes de cada experimento, a area de delimitacdo para o contato elétrico e a superficie

do eletrodo é definida com um recorte de folha de vinil (FIGURA 3.1).
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FIGURA 3.2- Etapas da construcédo de SPEs. Acima a esquerda: impressora de corte.
Acima a direita: Vinil cortado conforme o desenho de eletrodos. Abaixo a esquerda:
SPEs com tinta de carbono e de prata. Abaixo a direita: Eletrodos prontos para

medicdes eletroquimicas.

3.4 Preparo de solucdes

As solucbes utilizadas neste trabalho foram preparadas com agua
ultrapura obtida em sistema Milli-Q.

A solucédo de PPDA foi preparada a partir de 3 mg de NaCl solubilizados
em 0,9 mL de &gua ultrapura somados a 0,1 mL de PDDA.

Foi preparado tampdo MES 0,2 mol.L** com pH 6,0 para o preparo da
solucdo EDC-HOBL.

Para o preparo da solu¢cdo EDC-HOBLt primeiro solubilizou-se o HOBt em
tampdo MES, entdo ajustou-se o pH desta solucdo com NaOH 1 mol.L! obtendo-se
uma concentracao final de 6,9 x 10° mol.mL? e em sequéncia dissolveu-se o0 EDC
nesta solucdo para um valor de 3,75 x 10 mol.mL* de concentragéo.

Para a solucdo de AchE, solubilizou-se a enzima em tampao TRIS-HCI
0,02 mol.L, pH 7.5, e em aliquotas a solucéo foi armazenada em um congelador a
aproximadamente -10°C. A solucdo de ASChl nao foi armazenada, sempre preparou-
se no dia dos testes a serem realizados, a mesma foi preparada em tampao fosfato

salinico 0,01 mol.L"t em pH 7,4.
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Para as medidas eletroquimicas foi preparado o tampé&o fosfato salinico
na concentracédo de 0,01 mol.L"t em pH 7,4.

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H, 10 mg de cada extrato
foram solubilizados em 0,6 mL de CDCls.

3.5 Sintese de nanoparticulas de ouro

Para a sintese das nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa,
foram pesados 0,079 g de &cido cloroaurico com espatula de plastico e 0,0308 g de
L-glutationa reduzida e adicionados a um béquer, com 2 mL de &cido acético e 12 mL
de metanol, resultando em uma solug¢ao de cor amarelo claro. Uma soluc¢éo 0,5 mol.L
1 de borohidreto de sddio foi preparada e adicionados 6 mL desta a anterior sob rapida
agitacdo, durante 2 horas. A solucao resultante foi filtrada em membrana de filtracdo
molecular de 50 kDa (previamente lavada com hidréxido de sédio 0,1 mol.L') e
centrifugada a 3500 rpm. O precipitado foi lavado quatro vezes com agua ultrapura
durante a centrifugacao e dissolvido em tampéo HEPES [(N-(2-hidroxietil)piperazina-
N'- (2-4cido etanosulfénico)] 0,02 mol.L* pH 8,0. O volume final de AUNP-GSH foi de
15 mL. A disperséo foi estocada a 4°C.7°

3.6 Imobilizacdo da acetilcolinesterase sobre os eletrodos de
trabalho

Para a etapa de imobilizacdo da AChE em SPE, foi necesséria
modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho, primeiro adicionando 10 pL da
solucédo de 2,0 mg.mL* de poli(cloreto de dialildimetilamoénio) (PDDA) e deixando a
mesma sobre o eletrodo de trabalho durante 20 minutos. Em seguida, apés retirada
de excesso, foram adicionados 1 pL de 2,37 x 107 mol.L! da dispersdo de
nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa (AuNP-GSH, sintese detalhada na
sessdo 3.5) que por 20 minutos agiu sobre o eletrodo. Estas duas etapas de adicéo
ao eletrodo, a solugcdo de PDDA, um polication, com as AuNP-GSH, anidnicas,
caracterizam o método de layer-by-layer de modificacdo dos eletrodos. Apds nova
secagem a temperatura ambiente, 10 uL de solugao de EDC-HOBt, foram adicionados
ao eletrodo onde permaneceram por 10 minutos. Esta etapa € crucial para a fixacao
da enzima no SPE, pois o0 EDC ativa os grupos carboxilas presentes nas AuNPs, que
pertencem a glutationa, para posterior reacdo de amidizacdo com grupos aminas
presentes em aminoacidos da enzima. O HOBt gera um reagente intermediario mais
estavel, levando a formacdo de uma amida, além de reagir com um maior nimero de

aminoacidos comparado a outros reagentes como, por exemplo, o NHS””78 (FIGURA
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3.2). Apo6s os 10 minutos de reacao da solucdo EDC-HOBL, os eletrodos foram lavados
com agua ultrapura e adicionou-se 10 pL da solugdo de AChE e os mesmos foram
mantidos em placa de petri emudecida por 120 minutos. Para evitar reagdes
inespecificas, foram acrescentados 10 yL de solucéo de Etanolamina, com o intuito
de bloquear os sitios ativos que ndo reagiram com a enzima, que permaneceram
sobre os eletrodos de trabalho por 1 hora. Para a lavagem, utilizou-se tampédo PBS
pH 7,4 com 0,05% de TW20.
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FIGURA 3.3- Reacdo EDC-HOBt para ativacdo do grupo carboxilico das AuNPs e

reagcdo com grupo amina de um aminoacido presente na enzima.

3.7 Otimizagdo dos parametros eletrodicos

Para verificar a funcionalidade e as respostas eletroquimicas dos SPEs,
50 uL de solucdo de &cido Ferrocenomonocarboxilico 1 mmol.L* em Cloreto de
Potassio 0,5 mol.L! foram depositados sobres os eletrodos e as medidas foram
realizadas para eletrodos sem e com modificagdo por Voltametria Ciclica em
diferentes velocidades de varredura de potencial com intervalo de potencial de 0 a 0,6
V.
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Leituras em diferentes etapas de modificagdo dos microeletrodos
também foram realizadas por Voltametria Ciclica em 50 pL de solucdo de acido
Ferrocenomonocarboxilico 1 mmol.L%, com velocidade de varredura de potencial de
100 mV.s2.

Para o estudo de variacdo de concentracdo de substrato, utilizou-se
SWV, a concentragdo enzimatica utilizada foi de 1,25 x 10t mg.mL* em tampéo TRIS-
HCI 0,02 mol.L, pH 7,4, em 50 pL de solugdo de ASChl em concentracdes de 5,88 x
102 mol.L1; 1,17 x 102 mol.L%; 5,82 x 102 mol.L1; 10 x 102 mol.L? e 53,45 x 102
mol.Lt. Todas as concentracées em tampdao fosfato 0,01 mol.L, pH 7,4. Amplitude=
50 mV; f= 50 Hz.

A avaliacdo do efeito da concentragdo da enzima na resposta
eletroquimica foi realizada por Voltametria de onda quadrada, utilizando as seguintes
concentragées: 1,25 x 102, 2,5x102,5x 102 7,5x 102 1x 101 e 1,25 x 10 mg.mL"
1. Testes realizados em 50 pL de solugdo de ASChl 5,82 x 102 mol.L?, pH 7,4.
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Para o efeito da variacdo de pH na resposta da corrente do sistema
eletroquimico, as faixas de pH avaliadas foram: 6,0; 6,5; 7,0; 7,4 e 8,0. Amplitude= 50
mV; f= 50 Hz.

3.8 Determinacéao da atividade inibitoria

As medidas voltamétricas, com tempo de analise de 10 minutos, foram
realizadas em 50 pL de solucédo de ASChl 5,82 x 102 mol.L, em tampéo fosfato, pH
7.4.

3.8.1 Tempo de incubacgéo

Para os testes posteriores, primeiro definiu-se o tempo de incubacéo dos
biossensores nas solucbes de azadiractina e dos extratos brutos de Picramnia e
Toona. Os tempos em que as solucdes agiram sobre os SPEs, foram de 1, 5, 10, 15,
20 e 30 minutos. Apés a incubacdo os mesmos foram lavados com PBS-TW20 e
inseridos no potenciostato para as medi¢Bes eletroquimicas. Concentracdo das

solugdes= 7,2 mg.L ™.
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3.8.2 Avaliacao da atividade inibitoria em funcdo da concentracao

Escolhido o tempo de incubacéo para cada solucéo testada, os eletrodos
foram incubados nas seguintes concentragées 0,72 mg.L?; 1,4 mg.L%; 2,8 mg.LY; 4,3
mg.Lt e 5,7 mg.L?, apés o tempo demarcado, os mesmos foram lavados com PBS-
TW20 e conectados no potenciostato para as medicdes eletroquimicas. As curvas
analiticas foram entdo construidas através do processo de inibicdo enzimatica,
calculando a porcentagem de inibicdo (% I) em funcdo da variacdo das solucdes de
azadiractina e extratos brutos. O célculo de inibigc&o foi realizado utilizando a Equagéo
1 com as correntes obtidas ap6s o tempo de 10 minutos de analise:

%I= I‘)I;le 100 Equacéo 1

0

Sendo loe |1 as correntes medidas antes e apos a inibi¢ao.

3.9 Ensaio de inibicdo do crescimento micelial de Leucoagaricus
gongylophorus

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Produtos pela MSc. Dorai
Periotto. O protocolo para realizagdo do ensaio consiste em incorporar 0s extratos a
serem testados no meio de cultura em que sera feito o cultivo do microrganismo
simbionte”. O meio de cultura foi preparado usando extrato de malte, (20 g/L), bacto-
peptona (5 g/L), extrato de levedura (2 g/L) e agar (20 g/L). A adicdo das solucdes dos
extratos previamente preparados no meio de cultura foi feita apés a transferéncia de
10 mL de meio a placas de Petri pequenas (80 x 15 mm). Depois de solidificados,
plugs de 9 mm de diametro do fungo foram inoculados no centro da placa. Controles
negativos (apenas meio e fungo) e de efeito de solvente sobre o crescimento do
microrganismo também foram preparados. Todas as amostras, incluindo os controles,
foram feitos em quintuplicatas. Depois de 30 dias de crescimento a 25°C, mediu-se 0
crescimento do micélio de L. gongylophorus das amostras e dos controles, a fim de

se calcular a porcentagem de inibic¢ao.

3.10 Ensaio de inibic&o do crescimento Atta sexdens rubropilosa
Este ensaio foi realizado no laboratorio do Centro de Estudos de Insetos
Sociais, UNESP, Rio Claro. Os ensaios foram realizados em operarias de A. sexdens
rubropilosa, com massa corporea variando de 15 a 25 mg, na auséncia do fungo
simbionte. Distribuidas em lotes de 50 operarias para cada concentracdo de extrato

bruto testado, as mesmas foram divididas em grupos de 10 formigas e mantidas em 5
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placas de Petri de 10 cm de diametro forradas com papel filtro. Essas placas foram
colocadas em estufa com temperatura de 24°C + 1°C e umidade relativa
aproximadamente em 70%. A dieta para manutencao das formigas (controle) ou dieta
acrescida dos ingredientes ativos (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na
guantidade aproximada de 0,4 a 0,5 g por placa. Os ingredientes ativos, dissolvidos
em mistura de acetona e 6leo de soja (8:2), foram incorporados em dieta artificial nas
concentracgdes estipuladas. No bioensaio por ingestéo foram utilizados dois controles.
No primeiro, a mistura de acetona e 6leo de soja foi incorporada na dieta artificial e,
no segundo apenas a dieta artificial. O objetivo do primeiro controle foi acompanhar e
avaliar a sobrevivéncia das formigas com referéncia a toxicidade da acetona e do 6leo,
enguanto que a do segundo foi verificar a interferéncia do manuseio na sobrevivéncia
das formigas. Os bioensaios foram examinados diariamente, para a retirada e
contagem do numero de formigas mortas, por um periodo de 25 dias. Todo este

protocolo encontra-se na literatura®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resposta eletroquimica dos eletrodos descartaveis em funcéo
da variagcdo da velocidade de varredura de potenciais

Neste estudo da velocidade de varredura de potenciais, as mesmas
foram variadas em velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mV.s"
1 sendo o diametro dos eletrodos de trabalho de 3,0 mm.

4.1.1 Estudo da resposta eletroquimica em funcédo da velocidade de
varredura de potenciais para eletrodos de trabalho sem modificagao

Utilizando a técnica de Voltametria Ciclica, este estudo foi realizado
utilizando 50 pL de solugédo de acido Ferrocenomonocarboxilico 1 mmol.L"* em Cloreto
de Potassio 0,5 mol.L, o suficiente para cobrir toda a area eletrédica composta pelo
eletrodo de trabalho, contra-eletrodo e eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), éarea
delimitada pelo material vinil que separa a area para contato elétrico e a area que fica
imersa em solucdo. Este estudo possibilita caracterizar os processos envolvidos na

superficie dos eletrodos, assim como a area eletroativa dos mesmos (FIGURA 4.1).
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FIGURA 4.1- Voltamogramas ciclicos referentes a eletrodos da célula eletroquimica

descartavel, sem modificacdo. Solugcéo de acido Ferrocenomonocarboxilico 1 mmol.L"

L'em KCI 0,5 mol.L?, intervalo de potencial de 0,0 a +0,6 V.

Na resposta eletroquimica obtida na FIGURA 4.1, o pico anddico refere-
se a oxidacdo do acido Ferrocenomonocarboxilico e o pico catddico refere-se a
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reducao deste, envolvendo um elétron. A disparidade entre os potenciais de oxidacao
e reducéo, de aproximadamente 90 mV, indicam a reversibilidade do processo redox,
envolvendo a variacdo de um elétron. Na FIGURA 4.1, pode-se observar que 0s
potenciais de oxidag&o e reducdo nédo deslocam com as velocidades de varredura de
potenciais aplicadas.

Em Voltametria Ciclica a corrente de pico € diretamente proporcional a
raiz da velocidade de varredura em reacdes reversiveis®!, conforme a equacéo de
Randles-Sevick:

ip =% (2,69 x 10°).n%2, A.DY2.C.v12 Equagéo 2

As variaveis da equacéo serdo explicadas mais a frente.

Para entender claramente a relacdo entre a raiz quadrada da velocidade
de varredura e a corrente de pico, a FIGURA 4.2 apresenta em gréfico a relagéo linear
entre estas duas variaveis. As correntes de pico utilizadas estdo presentes na FIGURA
4.2.
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FIGURA 4.2- Relacao linear das correntes de pico anddicas e catodicas em funcéo da

raiz quadrada das velocidades de varredura para eletrodos sem modificacao.

Esta relacao indica que o processo de tranferéncia de massa que ocorre
na superficie do eletrodo de trabalho é controlado pela difuséo®!. O coeficiente angular

para a reta de corrente de pico anddica é 2,88 x 10° (valores em Ampere e Volts) e
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seu coeficiente de correlacéo (R) € 0,999, indicando uma relacao fortemente positiva
e diretamente proporcional entre as correntes de pico anddica com a raiz quadrada
da velocidade de varredura. O coeficiente angular para a reta de corrente de pico
catddica é -3,09 x 10° (valores em Ampere e Volts) e seu coeficiente de correlagédo
(R) € -0,999, o que afirma a correlagdo fortemente negativa e inversamente

proporcional entre as duas variaveis.

4.1.2 Estudo da resposta eletroquimica em funcéo da velocidade de
varredura de potenciais para eletrodos de trabalho com modificacao

O método layer-by-layer foi utilizado para as etapas de modificacdo
realizada nos SPEs, com PDDA e AuNP-GSH como componentes destas etapas. 10
uL de PDDA 2,0 mg.mL* foram adicionados sobre os eletrodos de trabalho limpos
com agua ultrapura, deixando sobre esta superficie por 20 minutos. Ap6s o tempo
estabelecido, retira-se 0 excesso e adiciona-se 1 pL de solucéo 2,37 x 10" mol.L* de
AUNP-GSH em tampédo HEPES 0,02 mol L pH 8,0. Decorridos 20 minutos de acéo
de AuNP-GSH sobre os eletrodos, os mesmos foram lavados com agua ultrapura para

a realizacao dos estudos voltamétricos (FIGURA 4.3).
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FIGURA 4.3- Voltamogramas ciclicos referentes a eletrodos da célula eletroquimica

descartavel, com modificacédo. Solugcéo de acido Ferrocenomonocarboxilico 1 mmol.L"

L em KCI 0,5 mol.L?, intervalo de potencial de 0,0 a +0,6 V.
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Percebe-se comparando os voltamogramas da FIGURA 4.1 e da
FIGURA 4.3, um aumento de corrente de pico de oxidacdo e de corrente de pico de
reducdo do acido Ferrocenomonocarboxilico, o que estéa diretamente relacionado a
modificagdo que os eletrodos foram submetidos, mais especificamente as AUNPs-
GSH, pois as mesmas possuem propriedades como: 6tima condutibilidade, maior
sensibilidade, aumento da taxa de transferéncia eletrénica na superficie do eletrodo,
tornando assim os niveis de corrente medida maiores®?.

Um gréfico de correlacéo linear entre as correntes de pico anddica e
catédica e as velocidades de varredura de potenciais também foi plotado para os
eletrodos modificados na FIGURA 4.4. As correntes de pico foram obtidas da FIGURA
4.3.
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FIGURA 4.4- Relacao linear das correntes de pico anddicas e catddicas em funcéo da

raiz quadrada das velocidades de varredura para eletrodos sem modificacao.

De forma semelhante aos eletrodos ndo modificados o processo de
tranferéncia de massa que ocorre na superficie é controlado pela difusédo®. Os
coeficientes angulares para as retas de correntes de pico anodica e catddica foram
4,09 x 10 e -3,86 x 10°° respectivamente. Os coeficientes de correlacédo para as duas

retas foram 0,998 e -0,999, em ordem conforme os dados anteriores.
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4.1.3 Estudo das areas eletroativas dos eletrodos sem e com
modificacao

Uma area eletroativa mede a area total do eletrodo eletroquimicamente
funcional, incluindo sua rugosidade (regides que sdo nao condutoras ou conduzem
com deficiéncia ndo serdo medidas)®. As areas eletroativas para este estudo foram
calculadas a partir dos graficos das correntes de pico anddica em funcdo da raiz
guadrada da velocidade de varredura (FIGURA 4.2 e FIGURA 4.4), obtidos de acordo
com os estudos das velocidades de varreduras de potenciais e utilizando a Equacéo
2.

ip = + (2,69 x 10°).n%2 A.DY2.C.vY/2

Onde ip € a corrente de pico (Ampere), n € 0o numero de elétrons
envolvidos na reacdo reversivel, A é a area eletroativa (cm?), D é o coeficiente de
difusdo, neste caso do acido Ferrocenomonocarboxilico em solucdo de KCI 0,5 mol.L
1 (5,7 x 10% cm2.s%)?, v é a velocidade de varredura de potencial (V.s?), e C é a
concentragdo do acido Ferrocenomonocarboxilico em solugcéo (mol.cm-3).

Quando rearranjamos a equac¢ao de Randles-Sevcik, com o objetivo de

isolar a Area da equacao 2, calcula-se entdo a area efetiva do eletrodo (Equagéo 3).

_lp 1 ~
T2 X 6ex 100 2. D2 G Equagao 3

O primeiro termo da equacao € o coeficiente angular das retas obtidas
nos gréaficos da FIGURA 4.2 e FIGURA 4.4, substituindo o primeiro termo entdo para
os eletrodos sem modificacdo com o valor de 2,89 x 10° (coeficiente angular da reta
de corrente de pico anddica) e para os eletrodos com modificacdo o valor de 4,09 x

10° e desenvolvendo a equacéo, tém-se os valores listados na TABELA 4.1:
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TABELA 4.1- Valores de areas eletroativas para os eletrodos sem e com modificacéo,

calculados pela Equacdo de Randles-Sevcik.

Eletrodos Coeficiente angular Area eletroativa (mm2)
Sem modificagdo 2,89x10° 4,49
Com modificagéo 4,09x10° 6,37

Percebe-se uma diferenca entre as areas eletroativas dos eletrodos sem
e com modificacdo, de forma que os eletrodos modificados possuem area efetiva
maior, 0o que € justificado pela presenca das AuNPs, pois as mesmas, como ja
mencionado, conferem aos eletrodos maior condutividade elétrica, e teoricamente
preenchem toda a circunferéncia do eletrodo de trabalho, consequentemente cobrindo
a tinta a base de carbono com uma camada altamente condutiva.

E necessario salientar que o célculo da area eletroativa utilizando a
Equacao 3 ndo € estritamente correto; contudo, indica uma 6tima aproximacao e pode

ser usada para comparar diferentes eletrodos quando testados da mesma maneira.

4.2 Perfil voltamétrico em cada etapa de modificacdo dos eletrodos
e da imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase na célula
eletroquimica

Como forma de evidenciar a eficacia de cada etapa de modificacdo bem
como da imobilizagdo da AChE nos microeletrodos, realizou-se um estudo de
Voltametria Ciclica com velocidade de varredura em 100 mV.s?, em 50 uL de solucéo
de &cido Ferrocenomonocarboxilico 1 mmol.L* em Cloreto de Potassio 0,5 mol.L?,
obtendo assim o voltamograma representado na FIGURA 4.5. A solucdo enzimatica

para este estudo esta na concentragdo de 1,25 x 10 mg.mL* (FIGURA 4.5).
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FIGURA 4.5- Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo Ferrocenomonocarboxilico
para os eletrodos nédo e eletrodos modificados com PDDA e AUNP-GSH e na presenca

da enzima AChE. Intervalo de potencial de 0 a +0,6 V e v= 100 mV.s™*.

E visivel que os testes aplicados nos SPEs apresentam disparidades na
intensidade de corrente de oxidacao e reducédo do Ferrocenomonocarboxilico entre o
SPE sem qualquer modificacdo e o SPE com AChE. As diferencas entre as curvas
estdo proximas a uma faixa de 1,70 pA a 2,20 YA, acentuando que da etapa de adicédo
de AuNPs para a etapa de adicdo da AchE, ocorre o descréscimo de 2,20 YA,
indicando que a camada enzimatica dificulta a transferéncia eletrdnica do processo

redox.

4.3 Avaliacdo da resposta eletroquimica em diferentes
concentracdes de substrato

A regido do potencial de oxidag&o da tiocolina ja foi observado em outros
trabalhos na literatura por Voltametria de onda quadrada®*85, variando entre 45 mV e
80 mV, logo a corrente de pico esperada estaria aproximada a estas mesmas regioes.
Neste estudo, a concentracdo enzimatica utilizada foi de 1,25 x 10 mg.mL! em
tampdo TRIS-HCI 0,02 mol.Lt, pH 7,4, em 50 pL de solucdo de ASChl em
concentracdes de 5,88 x 10 mol.L* a 53,45 x 102 mol.L1. Todas as concentracdes
em tampéao fosfato 0,01 mol.L?, pH 7,4. Para detectar a oxidacdo da tiocolina foi
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utilizada a técnica de Voltametria de Onda Quadrada. Cada voltamograma foi

registrado com 60 minutos de reagcédo enzima-substrato (FIGURA 4.6).

6
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FIGURA 4.6- Voltamogramas de onda quadrada do potencial de oxidacao da tiocolina
em fungdo da concentragdo de substrato em tampéo fosfato 0,01 mol.L (pH 7,4).
[AChE]= 1,25 x 10 mg.mLt. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Pelo voltamograma da FIGURA 4.6 verifica-se que a corrente de pico da
oxidacdo da tiocolina encontra-se em aproximadamente 100 mV. Quando a solucéo
contendo o substrato é adicionada sobre a superficie do eletrodo ocorre a reacao entre
a AChE e o ASChl, a enzima hidrolisa o substrato formando os produtos tiocolina e
acido acético, a tiocolina é oxidada pelo potencial aplicado e o sinal é registrado pelos

voltamogramas, como representado na FIGURA 4.7.86
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FIGURA 4.7- Representacdo esquematica do mecanismo de resposta do biossensor

enzimaético.

Para escolher a concentracdo ideal de substrato para os testes
posteriores, levou-se em consideracdo a resposta de cada concentracdo nas
correntes medidas e o desvio padréo calculado para cada uma. O grafico da FIGURA
4.8 apresenta as correntes de picos para cada concentracdo testada conforme o

tempo decorrido de reacdo com seus respectivos desvios padrées (FIGURA 4.8).
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FIGURA 4.8- Correntes de pico anddica em funcéo da variacdo da concentracdo do
substrato, do tempo de reacao enziméatica e seus desvios padrées. Em tampao fosfato
0,01 mol.L? (pH 7,4). += 5,88 x 10° mol.L%; m= 1,17 x 102 mol.L}; A= 5,82 x 107
mol.Lt; #=10,10 x 102 mol.L; e=53,45 x 102 mol.L?. [AChE]= 1,25 x 10" mg.mL"
. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Analisando a priori as respostas de correntes que cada concentracao
produziu, as correntes maiores em funcao do tempo de reacao foram da solucéo de
substrato mais concentrada, porém a mesma possui um alto desvio padrédo em cada
corrente registrada conforme o tempo. Assim, a concentragdo de 5,82 x 102 mol.L?,

foi selecionada para os estudos seguintes.

4.4 Avaliacdo da resposta eletroquimica em diferentes
concentracdes de enzima

As correntes de oxidacdo da tiocolina em funcdo da variacdo de
concentragdes da AChE imobilizada nos eletrodos foram avaliadas por Voltametria de
onda quadrada. As concentracdes variaram de 1,25 x 102 até 1,25 x 10t mg.mL*. A

FIGURA 4.9 mostra os efeitos desta relagéo.
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FIGURA 4.9- Efeito na corrente de oxida¢ao da tiocolina em funcéo da quantidade de
enzima AChE imobilizada nos biossensores. Correntes obtidas por voltametria de
onda quadrada em ASChl 5,82 x 10?2 mol.L"* em tampéo fosfato 0,01 mol.L* (pH 7,4).
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

O primeiro comportamento de corrente da concentragdo 1,25 x 1072
mg.mL?! até 5 x 102 mg.mL! demonstra o aumento de corrente devido a
disponibilidade de mais sitios cataliticos para a reagir com o substrato, o segundo
comportamento onde ocorre o decréscimo de corrente para as concentracées maiores
que 5 x 102 de enzima nos SPEs pode estar relacionado com o aumento da espessura
da camada enzimatica®’, dificultando assim a oxidagdo da tiocolina préxima a regiéo
eletrodica. A concentracdo de AChE escolhida para os testes seguintes foi de 5 x 10

2mg.mL™.

4.5 Avaliacdo da resposta eletroquimica em diferentes valores de
pH

Este estudo teve como objetivo verificar se o pH na faixa de 7,4, que ja
estava sendo utilizada nos testes anteriores, € a ideal para que ocorra a reagéo entre

a acetilcolinesterase e o iodeto de acetiltiocolina nesse sistema, de forma que variou-
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se as faixas de pH entre 6,0 e 8,0. Aponta-se que é o pH onde a ASChl é solubilizada
e entdo depositada na superficie do eletrodo. A técnica utilizada por este estudo foi
SWV, e o valores estao no grafico da FIGURA 4.10.
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FIGURA 4.10- Resposta da corrente de pico anddica da oxidacdo da tiocolina em
funcao da variagdo do pH da solugéo de ASChl 5,82 x 102 mol.L"* em tampéo fosfato
0,01 mol.L%. [AChE]=5 x 102 mg.mL"t. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Nota-se que em solu¢cBes mais &cidas ocorre um aumento na resposta
da corrente de pico, justificado pela cinética da hidrélise espontanea da acetiltiocolina,
ou seja, uma reagdo ndo-enzimatica, que comparada a pH mais altos é mais intensa®®.

O processo de hidrélise do substrato ocorre principalmente pelos
residuos de amino&cidos serina e histidina, responsaveis pela acilacdo e deacilacao
da molécula de ASChl no sitio catalitico da enzima. A histidina possui um pKa de 6,3
e em valores que estdo na mesma faixa do pH fisiologico (7,4) atua como base de
Lewis e realiza catdlise acida no processo de hidrélise do substrato*?24, sendo desta
maneira um ponto relevante para a escolha da melhor faixa de pH. A vista disto,
manteve-se o pH em 7,4 para o estudos em sequéncia.

Uma vez selecionada as condi¢Oes ideais para os testes de inibicao,
sendo estas, a concentracdo de ASChl (5,82 x 102 mol.L1), a concentracéo de AChE
(5 x 102 mg.mL?) e a faixa de pH (7,4), avaliou-se a repetibilidade dos SPEs
calculando o DPR intra-dia e inter-dia (n= 3) (TABELA 4.2).
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TABELA 4.2- Desvio Padréo Relativo para intra e inter-dia de SPEs nas condi¢des

escolhidas para os testes de inibicao.

Parametro Eletrodos DPR /%
Repetibilidade Intra-dia 1,46
Inter-dia 0,90

Os valores de DPR confirmam um 6timo desempenho para o biossensor
desenvolvido e a excelente repetibilidade do protocolo proposto para a imobilizacéo

da enzima e das condicfes propostas para determinacdes de potenciais inibidores.

4.6 Determinacao de atividade inibitoria da Azadiractina frente a
AChE

4.6.1 Tempo de incubacgéo

O primeiro parametro para se avaliar a atividades de potenciais
inibidores sobre a enzima é o tempo de incubacdo destes sobre os biossensores e
avaliar as respostas de correntes em funcéo deste tempo. Para este estudo, 50 pL do
composto Azadiractina em concentracdo de 7,2 mg.Lt em solucdo foram gotejados
sobre os biossensores e apds cada tempo estipulado para a acdo do composto, 0s
eletrodos foram lavados e realizou-se as medidas eletroquimicas. As correntes foram
medidas por Voltametria de Onda Quadrada, em 50 pL de solugédo 5,82 x 102 mol.L™?
de ASChl em tampéo fosfato 0,01 mol.L, pH 7,4. Medidas realizadas ap6s 10 minutos
de reacdo com o substrato. Explica-se que o tempo 0 de minuto é referente ao
controle, ou seja, o SPE nao foi incubado com a solucdo de Azadiractina (FIGURA
4.11).
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FIGURA 4.11- Efeito dos tempos de incubacéo da Azadiractina nas correntes de pico
de oxidacado da tiocolina calculado pela porcentagem de inibicdo. Solucdo de ASChl
5,82 x 102 mol.L* em tampéo fosfato 1 x 102 mol.Lt. [AChE]= 5 x 102 mg.mL™.
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Nota-se na FIGURA 4.11 que a inibicao é proporcional ao tempo de acdo
do composto sobre a AChE, de forma que em 20 minutos de incubacg&o nos SPEs a
corrente de inibicdo estd em 50%, optando-se entdo trabalhar com esta faixa de tempo

para o estudo de variacdo de concentracfes de Azadiractina.

4.6.2 Resposta da atividade inibitoria em funcdo da variacdo de
Azadiractina

A FIGURA 4.12 apresenta o grafico de correlagdo entre a porcentagem
de inibicdo enzimatica e a variacdo das seguintes concentracdes de Azadiractina: 0,72
mg.Lt; 1,4 mg.L 1 2,8 mg.L; 4,3 mg.Lt e 5,7 mg.Lt. Com tempo de incubacéo de 20
minutos para as concentracdes, as correntes foram medidas por SWV, apo6s 10

minutos de reacdo com o substrato. O tempo de 0 minuto é referente ao controle.
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FIGURA 4.12- Gréfico de correlacédo entre a porcentagem de inibicdo e a variacédo de
concentracdo de Azadiractina. Solucdo de ASChI 5,82 x 102 mol.L* em tampéao
fosfato 0,01 mol.L 2. [AChE]= 5 x 102 mg.mL"t. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

A Azadiractina apresentou atividade inibitria mesmo em concentracdes
menores (comparada a concentracdo do estudo anterior), obtendo 7,5% de inibicdo
em 0,72 mg.L? até 43,7% em 5,7 mg.Ll. Esta substancia ja possui atividade
estabelecida sobre a AChE®. O composto também apresenta atividade inseticida
tendo como mecanismo de acdo, por exemplo, o controle no crescimento dos
insetos®. N&o foi encontrada na literatura a aplicacdo deste produto natural em
biosensores eletroquimicos de acetilcolinesterase. O valor de R calculado neste teste
é 0,990.

4.7 Determinacéo de atividade inibitoria de extratos de Picramnia
frente a AChE

4.7.1 Tempo de incubacao

Neste estudo, o extrato etandlico de folhas de Picramnia ciliata e
Picramnia riedelli foram ensaiados com o intuito de constatar possiveis produtos
naturais responséaveis pela atividade inibitéria sobre a acetilcolinesterase. A solucao
para os dois extratos foram preparadas para uma concentragdo de 7,2 mg.L?, sendo

50 pL destas solucdes depositadas sobre os eletrodos, aplicadas em tempos
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diferentes. De forma semelhante ao estudo anterior, ap0s 0s tempos cronometrados,

0s mesmos foram lavados e as medidas eletroquimicas foram realizadas por SWV,

apo6s 10 minutos de reacdo em 50 pL de solucdo 5,82 x 102 mol.L't de ASChl em

tampéao fosfato 0,01 mol.Lt, pH 7,4. O tempo de O minuto é referente ao controle

(FIGURA 4.13).
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FIGURA 4.13- Efeito dos tempos de incubacéo dos extratos de Picramnia riedelli (A)

e Picramnia ciliata (B) nas correntes de pico de oxidacdo da tiocolina calculado pela

porcentagem de inibicdo. Solugdo de ASChl 5,82 x 102 mol.L" em tampéao fosfato
0,01 mol.Lt. [AChE]=5 x 102 mg.mL"t. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Conforme a FIGURA 4.13 as correntes de inibicdo para os dois extratos

de Picramnia aumentam até o tempo de 20 minutos de acdo dos mesmos sobre a

AChE, possuindo similar porcentagem de inibicdo com 30 minutos, indicando que a

partir de 20 minutos as correntes tendem a se estabilizar. Optou-se por trabalhar com

20 minutos de incubacdo uma vez que para o extrato de Picramnia riedelli a inibic&o

foi de 47% e de Picramnia ciliata, 45%.

4.7.2 Resposta da atividade inibitéria em funcdo da variacdo dos
extratos de Picramnia riedelli e Picramnia ciliata

A FIGURA 4.14 apresenta a correlacdo entre a porcentagem de inibicéo

enzimatica e a variagao das seguintes concentracdes dos extratos de Picramnia: 0,72

mg.Lt; 1,4 mg.L ;2,8 mg.Lt; 4,3 mg.Lt e 5,7 mg.L2. As correntes foram medidas por

SWV apos 10 minutos de reacdo com ASChl, com tempo de incubacéo de 20 minutos

para as concentracdes. O tempo de 0 minuto é referente ao controle.

30
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FIGURA 4.14- Gréfico de correlacédo entre a porcentagem de inibicdo e a variacédo de
concentragéo de extrato de (A) Picramnia riedelli e (B) Picramnia ciliata. Solugéo de
ASChl 5,82 x 102 mol.Lt em tampé&o fosfato 0,01 mol.L. [AChE]= 5 x 102 mg.mL"™.
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Analisando a FIGURA 4.14, observa-se que similar a Azadiractina, a
atividade dos extratos de Picramnia também ocorre em concentracbes pequenas,
obtendo 8,07% para a espécie riedelli e 5,98% de inibicdo para a espécie ciliata na
concentracdo de 0,72 mg.L . O valor de R para o teste com P. riedelli € 0,995 e para
P. ciliata € 0,992. Os dois bioensaios realizados com os extratos de Picramnia (tempo
de incubacao e variacdo de concentracao) confirmam a atividade inibitoria que estes
possuem sobre a AChE, sinalizando assim, que 0S mesmos possuem composto(s)
que interaje(m) com a enzima, ou seja, que contém afinidade a algum sitio da proteina,
podendo ser este ativo ou ndo-ativo. Nao foi encontrada na literatura a aplicacdo de
extratos brutos de plantas para testes de atividade inibitéria em biossensores de

acetilcolinesterase.

4.7.3 Espectroscopia por RMN dos extratos de Picramnia

Este estudo apresenta os deslocamentos quimicos referentes aos
prétons de Hidrogénio do extrato metandlico de Picramnia riedelli e etandlico de
Picramnnia ciliata com o objetivo de propor possiveis classes de compostos naturais
e possiveis estruturas dos mesmos, de forma a indicar quais destes podem ser
responsaveis para a inibicdo da AChE.

O extrato de Picramnia riedelli foi solubilizado em CDCls e o seguinte
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espectro foi obtido (FIGURA 4.15):
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FIGURA 4.15- Espectro de RMN de 'H do extrato de Picramnia riedelli em CDCIz (400
MHZz).

Estudos de identificacdo de compostos naturais do género Picramnia,
relatam a presenca de antronas®!, oxantronas®?, triterpenos®?, acidos graxos®*, dentre
outros. De forma que sinais caracteristicos de algumas classes dos compostos
mencionados também foram encontrados no extrato em questdo. Os deslocamentos
quimicos que indicam a presenca de antraguinona estdo destacados no espectro da
FIGURA 4.16.
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FIGURA 4.16- Espectro de RMN de 'H com destaques nas regides caracteristicas de
estrutura de antraquinona (400 MHz). Valores de integrais abaixo das curvas do

espectro, deslocamentos quimicos acima das curvas.

Os deslocamentos quimicos correspondem com uma antraquinona
reportada anteriormente, isolada do extrato de Picramnia glazioviana®. A estrutura

proposta e também ja registrada na literatura esta na FIGURA 4.17.

OH O OH

FIGURA 4.17- Antraquinona isolada de Picramnia com os carbonos enumerados.
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Para confirmar a substancia, os deslocamentos encontrados na FIGURA

4.16 estao tabelados em comparacdo com a antraquinona catalogada (TABELA 4.3).

TABELA 4.3- Dados de RMN de 'H (400 MHz) da estrutura da FIGURA 4.17 (1) em

CDClz e da literatura referente a antraquinona (2)°°.

1 2
Posicéo OH (J em Hz) OH (J em Hz)

2 7,36 sl 7,35 sl

4 7,81 sl 7,79 sl

5 7,85d (7,3) 7,81d (8,8)
6 7,70 dd (7,3-8,4) 7,70t (8,8)

7 7,32.d (8,4) 7,30 d (7,4)
11 4,74 d 4,74 d (8,0)
OH 12,10 s 12,11 s

- 12,09 s 12,06 s

Analisando a TABELA 4.3 pode-se afirmar que a antraquinona presente

na espécie P. glazioviana também encontra-se na espécie P. riedelli, que tem por

nome aloe-emodina.

Outras regides do espectro de RMN também foram exploradas para a

determinacdo de possiveis produtos naturais presentes no extrato. Para os dois

extratos de Picramnia, deslocamentos caracteristicos de acidos graxos foram

encontrados como se pode ver na FIGURA 4.18, comparando os dois espectros.
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FIGURA 4.18- Espectro de RMN de 'H com destaques nas regides caracteristicas de
acidos graxos (400 MHz). Espectro A- Picramnia ciliata; Espectro B- Picramnia riedelli.
Valores de integrais abaixo das curvas do espectro, deslocamentos quimicos acima

das curvas.

Os multipletos nas regibes de 5,4-5,3 ppm sdo referentes aos
hidrogénios olefinicos presentes em &acidos graxos com insaturacdes®. Os
hidrogénios de —OOC-CH2-CH2 desdobram em um tripleto na regido de 2,39-2,35
ppm?:24 O singleto na regido de 1,27 ppm é compativel aos hidrogénios de grupos
CH2 que ndo estdo sobre forte influéncia do efeito de desblindagem®*. Os sinais na
regido de 0,86-0,84 ppm condizem com hidrogénios metilas (CH3) que normalmente
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desdobram em tripleto, podendo desdobrar em quarteto, caso haja sobreposicéao de
tripletos®®.

Deslocamentos caracteristicos da classe dos isoprendides também
foram encontrados nos dois espectros do género Picramnia, destacados na FIGURA
4.19:
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FIGURA 4.19- Espectro de RMN de 'H de Picramnia ciliata com destagues nas
regibes caracteristicas de isoprenoides (400 MHz). Valores de integrais abaixo das

curvas do espectro, deslocamentos quimicos acima das curvas.

Os singletos em 1,70 e 1,61 ppm competem a hidrogénios de metilas
vizinhos as duplas ligag6es da estrutura. Os sinais entre 2,32-2,28 ppm conferem aos
hidrogénios de grupos CH2. Os hidrogénios olefinicos desta classe apresentam
desdobramento em tripleto em regides de 5,14-5,10 ppm. Estes sinais condizem com
dados da literatura®”. A FIGURA 4.20 apresenta uma estrutura basica de um
isoprenoide.

X X X

FIGURA 4.20- Estrutura para a classe dos isoprenodides.
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4.8 Determinacao de atividade inibitéria de extrato de Toona ciliata

4.8.1 Tempo de incubacéo

De forma semelhante aos estudos anteriores, o primeiro parametro para
este estudo foi o tempo de incubacé&o. A solucéo foi preparada para uma concentracao
de 7,2 mg.L. As medidas eletroquimicas ocorreram ap6s 10 minutos de reacdo em
50 pL de solucédo 5,82 x 102 mol.L"t de ASChl em fosfato 0,01 mol.L%, pH 7,4. O

tempo de 0 minuto é referente ao controle (FIGURA 4.21).

60
]
u l\.
50 =
40 - n
30
X
20 =
10 <
/I
0+ ]
] ] ] ] ] ] ]
0 5 10 15 20 25 30

tempo / min

FIGURA 4.21- Efeito dos tempos de incubacao do extrato Toona nas correntes de pico
de oxidacédo da tiocolina calculado pela porcentagem de inibicdo. Solugédo de ASChl
5,82 x 102 mol.Lt em tampdo fosfato 0,01 mol.Lt. [AChE]= 5 x 102 mg.mL™.
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Percebe-se um tempo de reacdo mais rapido comparado aos extratos
anteriores, com 40% de corrente de inibicAo em apenas 5 minutos de incubacéo e
55% a partir de 10 minutos. Considerando os desvios padrdes, € razoavel afirmar que
a partir de 10 minutos a corrente tende a estabilizar. De forma que, 10 minutos foi o

tempo escolhido para o estudo de variagao de concentragao.
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4.8.2 Resposta da atividade inibitéria em funcdo da variacdo do
extrato de Toona ciliata

A FIGURA 4.22 apresenta a correlacao entre a porcentagem de inibicao
enzimatica e a variagdo das seguintes concentra¢des do extrato de Toona: 0,72 mg.L"
1:1,4mg.Lt; 2,8 mg.L Y 4,3 mg.Lt e 5,7 mg.L L. As correntes foram medidas por SWV
apos 10 minutos de reacdo com o substrato, com tempo de incubacéo de 10 minutos

para as concentracdes. O tempo de 0 minuto é referente ao controle.

70

60 =
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30 -
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20 -

10

0 1 2 3 4 5 6
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FIGURA 4.22- Gréfico de correlacdo entre a porcentagem de inibicdo e a variacédo de
concentracdo do extrato de Toona ciliata. Solugdo de ASChl 5,82 x 102 mol.Lt em
tampéo fosfato 0,01 mol.L%. [AChE]= 5 x 102 mg.mL1. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

O extrato de Toona apresenta maior porcentagem de inibicdo
comparado aos extratos de Picramnia e do composto Azadiractina no que se refere a
menor concentracédo testada, 0,72 mg.L?, obtendo 23,21% e conseguindo inibir a
enzima em 50% na concentracdo de 4,3 mg.L! (FIGURA 4.22). A rapida acéo de
inibicdo do estudo anterior (10 minutos de incubacéo) e uma significativa porcentagem
em concentra¢cdes menores pode indicar um composto responsavel por esta atividade
sobre a AChE, uma vez que inseticidas como Clorpirifos e Sarin, que agem sobre a
proteina, foram aplicados sobre SPEs com tempos similares de incubacao (10 e 5
minutos respectivamente) e obtiveram boa inibicho mesmo em solugdes de baixa

concentracéo® 3, Para este teste com o extrato de Toona o valor de R é 0,966.
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4.8.3 Espectroscopia por RMN do extrato de Toona ciliata
Para averiguar alguma possivel classe de composto natural, o espectro
de RMN de 'H (FIGURA 4.23) foi obtido em CDClz para este extrato:

[O%]
12

12 11 10 9 8 7 6 5 4 0  ppm

FIGURA 4.23- Espectro de RMN de *H do extrato de Toona em CDCIl3 (400 MHz).

A classe de produtos naturais limondides isolados de Toona esta bem
identificada e elucidada na literatura, o género também possui a identificacdo de
cumarinas e flavonoéides®®%°. Analisando regiGes proprias para estas classes, sinais
de hidrogénios metilas e hidrogénios de furano presentes em limondides foram
observados (FIGURA 4.24).
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FIGURA 4.24- Espectro de RMN de 'H com destaques nas regides caracteristicas
para limondides (400 MHz). Valores de integrais abaixo das curvas do espectro,

deslocamentos quimicos acima das curvas.

Os sinais em 7,39, 7,14 e 6,36 ppm pertencem aos hidrogénios do anel
furano, nas posi¢bes 21, 23 e 22 (numeracao usual para os carbonos deste anel)
respectivamente (FIGURA 4.25). Deslocamentos similares para estes hidrogénios ja
foram observados na literatural©%101.192 Sinais entre 1,21 e 0,85 ppm, em comparacéo
com a literatura, sdo referentes aos hidrogénios metilas encontrados na estrutura de

limondides102,103,104

FIGURA 4.25- Estrutura de anel furano com as numeragdes usais para os carbonos

presentes no mesmo.
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4.9 Ensaio deinibicao do crescimento Atta sexdens rubropilosa

O extrato bruto metandlico e éter de petréleo de folhas de Picramnia
riedelli (PRM) e etandlico de folhas e galhos de Picramnia ciliata (PFE e PGE) foram
ensaiados frente as operarias de Atta sexdens rubropilosa conforme descrito no item
3.10. Para analisar os dados obtidos foram delineadas as curvas de sobrevivéncia das
formigas submetidas ao tratamento por ingestdo dos extratos incorporados a dieta,
apos periodo de 25 dias, em comparacdo com a curva para o controle, que contém
apenas a dieta pura. Os resultados para os trés extratos de Picramnia estéo
apresentados nos gréficos contidos nas FIGURAS 4.26 e 4.27, TABELAS 4.4 e 4.5.

Grafico de sobrevivéncia
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100 - — PRF1 (metanol)
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FIGURA 4.26- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial com Picramnia riedelli nas
concentragées PRF1 (metanol) 2,0 mg.mL%, PRF2 (metanol) 1,0 mg.mL*, PRF1 (éter
de petr6leo) 2,0 mg.mL?! e PRF2 (éter de petrdleo) 1,0 mg.mLL.
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TABELA 4.4- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com Picramnia riedelli nas concentragcdes nas concentracbes PRF1 (metanol) 2,0
mg.mL?, PRF2 (metanol) 1,0 mg.mL!, PRF1 (éter de petréleo) 2,0 mg.mL? e PRF2

(éter de petréleo) 1,0 mg.mL™.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *
3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura 2 4 10 16 20 26 32 25a

PRF1 (met) 2,0 mg.mL* 8 14 32 72 80 90 96 12b

PRF2 (met) 1,0 mg.mL™*? 10 14 22 42 60 64 76 15b

NI O] N| Ol O N

1
0 0
0 2

PRF1 (étp) 2,0 mg.mL* O 6 20 24 30 42 46 54 66 19,5b
0 0
0 6

PRF2 (étp) 1,0 mg.mL™*? 16 20 24 36 42 50 58 21b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa

de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).
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FIGURA 4.27- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagéo em dieta artificial com Picramnia ciliata nas
concentracdes PFE1 1 mg.mLt, PFE2 2 mg.mL!, PGE1 2 mg.mL?* e PGE2 1 mg.mL"

1
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TABELA 4.5- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de

Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial

com Picramnia ciliata concentragdes PFE1 1 mg.mL?t, PFE2 2 mg.mL?, PGEL 2

mg.mL? e PGE2 1 mg.mL™.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura O 0O O 2 4 10 16 20 26 32 25a
PFE1 1 mg.mL* 0 0 8 18 32 38 46 50 58 70 17b
PFE2 2 mg.mL* 0 2 16 50 60 82 92 98 98 98 7b
PGE1 2 mg.mL? 2 2 6 22 24 24 64 76 82 84 13b
PGE2 1 mg.mL* 2 2 2 14 24 38 64 72 76 76 12,5b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa

de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).

Dos extratos do género Picramnia observa-se que apo6s 25 dias de

tratamento, o extrato etandélico da espécie ciliata apresentou 98% de mortalidade e o

extrato metandlico da espécie riedelli obteve 96% de mortalidade frente as operérias

de A. sexdens rubropilosa, permitindo assim a escolha destes para os testes de

atividade inibitéria na AChE, como possivel explicacdo de mecanismo de acdo na

formiga cortadeira.

O extrato hexanico de folhas de Toona ciliata também foi avaliado com

porcentagem de mortalidade sobre a A. sexdens rubropilosa, as curvas de

sobrevivéncia das formigas submetidas ao tratamento bem como a porcentagem de

mortalidade por dia do bioensaio estao representados na FIGURA 4.28 e na TABELA

4.6.
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FIGURA 4.28- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com Toona ciliata

(hexano) nas concentrag6es TFH1 1 mg.mL* e TFH2 2 mg.mL™1.

TABELA 4.6- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de

Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial

com Toona ciliata (hexano) nas concentracdes TFH1 1 mg.mL* e TFH2 2 mg.mL™L.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 0 0 8 12 16 16 18 20 22 25a
TFH1 1 mg.mL? 0 0 4 24 30 38 64 70 86 86 12b
TFH2 2 mg.mL™? 0 4 12 54 66 76 80 80 90 90 6b

* Letras distintas em relag¢do ao controle indicam diferenca significativa

de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).

Conforme a TABELA 4.6, o extrato de Toona apresenta 90% de

mortalidade nas operarias das formigas cortadeiras, justificando o uso deste para os

ensaios nos bhiossensores de acetilcolinesterase.
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4.10 Ensaio de inibicdo do crescimento micelial de Leucoagaricus
gongylophorus

O extrato bruto metandlico de folhas de Picramnia riedelli (PRM),
etandlico de folhas e galhos de Picramnia ciliata (PFE e PGE) e o extrato hexanico de
folhas de Toona ciliata (TFH) foram ensaiados frente o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus conforme a metodologia descrita no item 3.9. As concentracdes para
cada amostra foram as seguintes: PRM 1 mg.mL? ; PFE 1,27 mg.mL?; PGE 1,13
mg.mL; TFH 1,26 mg.mL1. Ap6s 30 dias de tratamento da cultura do fungo com cada
extrato no meio, a porcentagem de inibicdo em relag&o ao controle foi calculada e esta
representada na TABELA 4.7.

TABELA 4.7: Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do

crescimento do fungo L. gongylophorus apés 30 dias do experimento.

*Controle

Extratos PRM PFE PGE TFH (Acetona)
Média 9,14 12,71 8,28 12,63 14,95
SD 0,48 0,27 0,90 0,37 0,29
RSD 5,27 2,15 10,97 2,96 1,98

Inibicao 24% 15% 3204 15% -

Analisando os dados obtidos deste bioensaio, percebe-se que os
extratos ndo apresentaram resultados significativos, com porcentagens abaixo de

32%, indicando a priori que 0s mesmos nao possuem atividade fungicida.
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5 CONCLUSAO

A proposta de fabricacdo de um biossensor modificado para a
imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase, e determinacdo de potenciais inibidores
da mesma, foi alcangado neste projeto.

O uso da técnica layer-by-layer € amplamente aplicado em estudos
enzimaticos eletroquimicos, com diversas combinacfes de componentes para a
imobilizacdo da enzima alvo. A utilizacdo das AUNPs-GSH neste trabalho nao
somente aumenta a condutividade e sensibilidade do microeletrodo, como também
estabelece a ligacao covalente através da formacéo de uma ligacdo amida entre os
grupos carboxilicos ativados da glutationa com os grupos aminas dos aminoacidos da
proteina. Esta ligacéo so6 € possivel com a etapa de reacdo EDC-HOBt, sendo o HOBt
essencial para este trabalho, uma vez que o uso do NHS néo foi eficiente para a AChE
nas condicdes utilizadas para a imobilizacao.

O biossensor mostrou-se aplicavel para a determinacao de atividades
inibitorias frente a AChE. A Azadiractina, um composto natural, que ja teve atividade
sobre a AChE relatada, foi utilizado como padréo de inibicdo para os extratos que
foram testados em sequéncia, e como esperado, apresentou porcentagem de inibigéo
mesmo em concentracdes baixas.

Os extratos de Picramnia riedelli e P. ciliata apresentaram atividade
similar. Estas atividades demandam investigacdes sobre os possiveis compostos
responsaveis pelas mesmas. O espectro de RMN de 'H para estes extratos indicam
a presenca de antraguinona, acidos graxos e isoprenoides.

O extrato de Toona ciliata apresentou uma rapida acdo sobre a AChE,
com 55% de inibicdo em 10 minutos de incubacgdo. Deslocamentos caracteristicos de
partes de estrutura de limonoéides foram identificados por espectro de RMN de H. A
rapida e forte inibicdo deste extrato indica um estudo mais detalhado para identificar

0(s) composto(s) responsavel(eis) por este mecanismo de agao.
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