UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS COM
ACETILCOLINESTERASE E PRODUTOS NATURAIS PARA O
CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS

Gabriele Fernanda da Silva*

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
MESTRE EM QUIMICA, 4rea de

concentracdo: QUIMICA ORGANICA.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes
*bolsista CAPES
Sao Carlos - SP

2025



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

v Y
L*R{% Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia

Programa de P6s-Gradua¢do em Quimica

Folha de Aprovacao

Defesa de Dissertagao de Mestrado da candidata Gabriele Fernanda da Silva, realizada em 25/08/2025.

Comissao Julgadora:

Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes (UFSCar)
Prof. Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filho (UFSCar)

Prof. Dr. Evair Dias Nascimento (UEPA)

O Relatério de Defesa assinado pelos membros da Comissdo Julgadora encontra-se arquivado junto ao Programa de
Pés-Graduagdo em Quimica.



Quando o olho brilhou, entendi
Quando criei asas, voei...

— Chico César



AGRADECIMENTOS:

Agradego a Deus pela protecao e por estar ao meu lado todos os dias, dando-

me for¢as e me sustentando.

A minha mae, que sozinha lutou muito para que eu pudesse realizar os meus
sonhos e me dedicar aos estudos. Sem vocé, eu ndo estaria aqui. Te amo mais que

tudo neste mundo.

A minha segunda mae, minha avé Ester, que sempre cuidou de mim e me
apoiou. Ao meu av0 Benicio, que, mesmo com a distancia, estd sempre no meu

coracdao. A minha avd Antonia, que me olha 14 do céu — amo voceés!

Ao Gabriel Hiroshi Seki Rosa, 0 meu companheiro de vida. Nunca poderia
imaginar estar ao lado de uma pessoa tao incrivel como vocé. Agradeco pela sua

existéncia e pela nossa familia. Amo vocé, a Tica, o Chorao e a Tchutchu.

A minha familia: minhas tias Vanderleia, Niceia e Claudineia; meus primos
Paola, Lara, Gabriel e Isaac; minhas irmas Leticia e Lediane; meus sobrinhos
Kauan, Heitor ¢ Benicio; meu tio Marcos, meu padrinho Miranda e meu pai.

Obrigada por fazerem parte da minha vida. Amo voceés!

Aos meus amigos Ariel, Jayme e Angelo, Natalia, Marina, Tiago, Rafael e
aos meninos do laboratdrio ao lado — Samuel, Tiago, Pedro e Eliakin — por me

ouvirem tantas vezes reclamar.

A Gabriela, a Sthéfane e a Ana Paula, por todas as conversas e trocas que

tivemos ao longo desses dois anos.

Ao Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes, pela orientagdo desde a minha
iniciagdo cientifica. Sou muito grata por todo o aprendizado e pelo investimento

neste projeto.



Ao Prof. Dr. Ronaldo Censi Faria, pela coorientagdo, aprendizado e auxilio
no desenvolvimento deste trabalho e pela cessio de seu laboratorio para o

desenvolvimento das pesquisas.

A Prof* Dr* Dulce Helena Ferreira de Souza, por ceder o seu laboratério, e

ao Prof. Dr. Odair Corréa Bueno, por ceder as formigas utilizadas nesta pesquisa.

Ao Dr. Sean dos Santos de Aratjo, que esteve presente desde o inicio deste

trabalho, orientando-me. Sua participagao foi essencial para esta pesquisa.

A Dr* Janaina Branddo Seibert, pelo apoio desde a minha iniciagdo

cientifica até a conclusao deste trabalho.

A todos os colegas do laboratorio, ao Departamento de Quimica, ao corpo

docente e administrativo.

Aos orgaos de fomento: CNPq, FAPESP e CAPES. Este trabalho foi
realizado com o apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior — Brasil (CAPES), Cddigo de Financiamento 001.



LISTA DE ABREVIACOES
A Ampere
a Amplitude
ACh Acetilcolina
AChE Acetilcolinesterase
AChE-E Acetilcolinesterase eritrocitaria
AChE-R Acetilcolinesterase soluvel
AChE-S Acetilcolinesterase sinaptica
AsAChE Acetilcolinesterase Atta sexdens
ATChCI Cloreto de acetiltiocolina
ATChI Iodeto de acetiltiocolina
BChE Butirilcolinesterase
CAS Sitio catalitico ativo
CE Contra eletrodo
CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
DOE Planejamento experimental
DTNB acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
DTT diclorodifeniltricloroetano
E Potencial
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil))carbodiimide
EelAChE Acetilcolinesterase Electrophorus electricus

ER Eletrodo de referéncia



ET Eletrodo de trabalho

f frequéncia

g grama

GABA Acido y-aminobutirico
Glu Glutamato

His Histidina

HOBt Hidroxibenzotriazol
Hz Hertz

I Corrente

1% Porcentagem de inibi¢do
Ip Corrente de pico

Ipa Corrente de pico anddica
kDa kilo Dalton

Km constante de Michaelis
LD Limite de detec¢ao

LQ Limite de Quantificagao
M mol por litro

MES Tampao acido 2-etanossulfonico
mg miligramas

min minutos

mL mililitros

mm? milimetro ao quadrado



mmol milimol

MSEP média quadratica do erro puro
MSfalta de ajuste Média quadratica de falta de ajuste
MSreg Médias quadraticas de regressao
MSres médias quadraticas de residuos
mV milivolts

N nano (107)

NHS N-Hydroxysuccinimide

OF organofosforado

PAS Sitio anionico periférico

PBS Tampao fosfato salino

PCC Planejamento composto central
pH Potencial Hidrogenidnico

PM Particula magnética de acido carboxilico
PVC Folha de policloreto de vinila

s Step

SD desvio padrao

Ser Serina

SPCE Screen-printed carbon electrodes
SQEP Soma quadratica do erro puro
TNB anion 5-tio-2-nitrobenzoato

TWEEN 20 Monolaurato de polietilenoglicol sorbitano



v Variaveis

V volts

VOQ Voltametria de onda quadrada
B Coeficientes

[S] concentracao de substrato

L migro



X

LISTA DE TABELAS
TABELA 3.1-1: Dados dos microrganismos utilizados no estudo. ................... 20
TABELA 3.6-1: Preparo do gel de poliacrilamida para SDS-PAGE. ............... 25

TABELA 3.8-1: Planejamento composto central com valores codificados e reais.

TABELA 3.9-1: Planejamento composto central com valores codificados e reais
para avaliagdo da resposta eletroquimica. ............cceeevveereiieeiiieenieenie e 32
TABELA 4.1-1: Planejamento composto central codificado com a média das
respostas obtidas em qUINTUPLICALA. ........eeeevieeeriieeeiie e e 37
TABELA 4.1-2: Porcentagem de influéncia das variaveis e interagdes a partir do
planejamento composto central para Ee/AChE. ............cccovviiniinniiiiieee, 39
TABELA 4.1-3: Confirmacdo do planejamento composto central com pontos
axiais para ASAChE-A € ASAChE-B........cccccooiiiiiiiieeeeee e, 41
TABELA 4.1-4: Repetibilidade intra-dia e inter-dia para as trés enzimas......... 42
TABELA 4.2-1: Planejamento composto central para avaliacdo da resposta
eletroquimica frente a Ee/AChE codificado com a média das respostas obtidas em
QUAATUPIICALA. ...eeiiieeiiieciie et e 47
TABELA 4.2-2: Planejamento composto central para avaliacdo da resposta
eletroquimica frente a AsAChE-A codificado com a média das respostas obtidas
emM QUAATUPIICALA. .....ooiiiiieieiiie e e 48
TABELA 4.2-3: Planejamento composto central para avaliagdo da resposta
eletroquimica frente a AsAChE-B codificado com a média das respostas obtidas
M QUAATUPIICALA. .....oeieiiiieeiiee e e e e e e e nneas 49
TABELA 4.2-4: Anélise estatistica do ajuste e validagdo do modelo para
EelAChE, AsAChE-A € ASACRhE-B.......ccccoiiiiiiiieeeeeeeeee e, 51
TABELA 4.2-5: Porcentagem de influéncia das variaveis e interagdes a partir do
planejamento composto central para avaliacdo da resposta eletroquimica frente as

enzimas Ee/AChE, ASAChE-A € ASACOhE-B. ... 53



TABELA 4.3-1: Efeito da reposta eletroquimica de oxidagdo da tiocolina

referente a mudanca de pH da solugao de ATChCl Respostas eletroquimicas em

TABELA 4.4-1: Desempenhos analitico de biossensores eletroquimicos de

acetilcolinesterase para deteccao de malation...........ccceeeeeiieeecieececiee e, 63



xi

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1.2-1: (a) Formiga cortadeira do genéro Acromyrmex. (b) Fungo
mutualista Leucoagaricus (Agéncia FAPESP, 2015). (c¢) Escovopsis, fungo
parasita do Leucoagaricus (Francoeur et al., 2021). (d) Pseudonocardia, bactéria
multualista da formiga cortadeira (Goldstein; Klassen, 2020). (e) Phialophora,
fungo negro que possue relagdes negativas com a Pseudonocarida. As setas
indicam o tipo de interacdo: linhas verdes representam relagdes positivas, linhas
vermelhas indicam relagdes negativas e linhas verdes tracejadas indicam relagdes
positivas indiretas. Figura modificada de HEINE et al. 2018.............ccceeenneennnee. 5
FIGURA 1.5-1 Representacdo de uma célula eletroquimica convencional e
serigrafada. A): Célula eletroquimica convencional composta por um eletrodo de
trabalho (WE, carbono vitreo com 3 mm de didmetro), um contraeletrodo (CE, fio
de niquel) e um eletrodo de referéncia (RE, eletrodo de calomelano saturado). B):
Eletrodo serigrafado de carbono contendo um eletrodo de trabalho (3,1 mm de
didmetro), um contraeletrodo de carbono e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl
(Crapnell; Banks, 2024). ....cc.oeiieiieeeiieeeee et e 11
FIGURA 1.6-1 Representacdo esquematica das interagdes no interior do sitio
ativo da AChE. E destacando a regio onde ocorre a hidrélise da acetilcolina
catalisada pela enzima. Apresentando o processo de reconhecimento da colina,
mediado por interacoes m com residuos aromaticos que promovem o
posicionamento adequado do substrato, bem como a atuagdo dos subsitios
esteraticos, responsaveis pela clivagem da ligagdo éster (Assis et al., 2018)..... 13
FIGURA 1.6-2 Representacao da interacdo OF-AChE que resulta na inibigao
enzimatica (Assis et al., 2018). ....ooeoiiiiiiiiiiee e 15
FIGURA 3.7-1 Primeira etapa de imobilizagdo das AChEs em particula
magnética (Ativagdo EDC/HOBt) Fonte: Elaborado pela autora, 2025.............. 27
FIGURA 3.7-2: Reacao EDC/HOBt com grupos carboxila das particulas

INAZNCTICAS. .vvveeeereeesiieeestteeeeteeeestteeeseteeessreesssseeessseeessssseesssseesssseesassseeesssessnns 27



xii

FIGURA 3.7-3: Metodologia de imobilizacao para enzimas expressando a reagao
com grupos aminas de seus aminoacidos. AsAChE-A e AsAChE-B (Santos, 2017)
EelAChE (Bourne ef al., 1999). ....coouiiiiiiiiieeeeeee e 28
FIGURA 3.7-4: Metodologia de bloqueio dos sitios ativos remanescentes com
CtANOIAMING. ....eviiiiiiiieiiee et e e e et e e e eae e e s taeeeeabee e e saaeeennneas 29
FIGURA 3.11-1: Metodologia de inibi¢do da acetilcolinesterase analisadas pela
reagdo eletroquimica da acetiltiocolina. Fonte: Elaborado pela autora, 2025. ... 34
FIGURA 3.11-2: Eletrodos descartdveis conectados ao potenciostato(A);
Potenciostato de bancada (B). .......ooooouiiiiiiiciiiiie e 34
FIGURA 4.1-1 Gréaficos de superficie (A) e de contorno (B) do planejamento
composto central para a imobilizacdo PM’s/Ee/AChE. Realizados no software
PyCharm Community Edition 2023.1.2 através Equacdo 8. A codificacdo se
eNCONtra €M ANEXO L. ..ocuiiiiiiiiiiiie e e 40
FIGURA 4.2-1: Formulas estruturais do Iodeto de acetiltiocolina (A) e Cloreto
de acetiltiocolina (B). ......coeeuiiiieiiieeee e 43
FIGURA 4.2-2: Esquema da reacdo eletroquimica de oxidacdo da tiocolina
ocasionada pela corrente aplicada formando o dimero ditio-bis-colina (Souza et
L.y 2022) . et sttt ettt s 43
FIGURA 4.2-3: Voltamograma ciclico dos compostos 1-propanethiol e iodeto de
potassio. Correntes obtidas por VC em [KI] = 5,5 umol e [C3HgS] = 13 umol,
Velocidade de varredura: 100 mV s°!. Intervalo de potencial: +0,1 a+0,9 V ...44
FIGURA 4.2-4: Voltamograma ciclico dos compostos ATCh-I e I,. Correntes
obtidas por VC em [ATCh-I] = 5,06 mmol.L"! e [L]= 7 umol, f= 50 Hz
Velocidade de varredura: 100 mV s°!. Intervalo de potencial: +0,1 a+0,9 V....45
FIGURA 4.2-5: Voltamograma ciclico dos compostos PBS, C;HsS, ATChCI e
ATChCI clivado pela acetilcolinesterase. Correntes obtidas por VC em [ATCh-
Cl] = 5,06 mmol.L!, [C3HgS]= 13 pmol.L! ¢ [PBS]= 10 mmol.L!, f= 50 Hz.
Velocidade de varredura: 100 mV s°!. Intervalo de potencial: +0,1 a+0,9 V....45



Xiil

FIGURA 4.2-6: Graficos de superficie (A) e de contorno (B) do planejamento
composto central para a avaliagdo da resposta eletroquimica frente a Ee/AChE.
Realizados no software PyCharm Community Edition 2023.1.2 através Equacao
10. A codificacdo se encontra N0 ANCX0 l........ccovvviiiieiiuiiieieiiiieeeeeeeeee e 55
FIGURA 4.3-1: Efeito da reposta eletroquimica de oxidagdao da tiocolina
referente a mudanca de pH da solu¢ao de ATChCI. As correntes foram obtidas por
VOQ em ATChCI 5,06 mmol.L!, PBS 10 mmol.L!. a=50 mV; f = 50 Hz; s =
0,002 V. Tempo de reagdo = 10 min. [AChE] =7 pg.mL..........cooovivviirnnn. 56
FIGURA 4.4-1: Efeito nas correntes de atividade enziméatica em relacao ao tempo
de acao do malation nos biossensores de ASAChE-A ¢ 4AsAChE-B. [Malation] =
21,2 umol.L'!, [AsAChE] = 7 pg.mL!. Corrente obtidas por VOQ. a = 50 mV; f
= 50 Hz; s = 0,002 V. [ATChCI] = 10,1 mmol.L! em PBS 10 mmol.L!, pH 7.
Tempo de 1eagao de 10 MUIN.......c.eeeriiiiiieiiieeiie et 59
FIGURA 4.4-2: Porcentagem de inibicao em func¢do da concentragcdo de malation
para a ASAChE A em um tempo de 25 min (A). Porcentagem de inibicdo em
funcdao da concentracdo de malation para a enzima ASAChE B em um tempo de
25 min (B). Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L"! em PBS 10
mmol.L'', pH 7,0. a= 50 mV; f =50 Hz; s = 0,002V, Tempo de rea¢do = 10 min.
[ASAChE A e Bl =7 ngmL ™ oo 62
FIGURA 4.5-1: Grafico da concentragdo de galantamina versus a porcentagem
de inibi¢ao da atividade das enzimas AsAChE-A, AsAChE-B ¢ Ee/AChE em um
tempo de 25 min. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L! em
PBS 10 mmol.L"! , pH 7,0. a= 50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reacio
=10 min. [ASAChEA e Bl =7 pgmL™. ..o, 64
FIGURA 4.6-1: Porcentagem de inibicao enzimatica do extrato de E. microspora
em diferentes concentragdes. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1
mmol.L ! em PBS 10 mmol.L!, pH 7,0. a= 50 mV; f =50 Hz; s = 0,002 V. Tempo

de reacdo = 10 min. Inibi¢do calculada através das médias das correntes obtidas.



X1V

FIGURA 4.7-1: Porcentagem de inibi¢do enzimatica dos extratos de E.
dermatitidis e E. spinifera em mono e co-cultivo com E. microspora em diferentes
CONCEINETAGOES. ..eeeeeeeeiuirrrrreeeeeeeeeeeeiitrrereeeeeeeeeeeeesssraereeeeeeeeeeeeaisrsrarereeeeeseenenssrnees 69
FIGURA 4.7-2: Porcentagem de inibi¢do enzimatica dos extratos de E.
dermatitidis, E. spinifera em mono e co-cultivo com E. microspora em diferentes
concentracdes para cada enzima. (A) Inibicdo 4sAChE-A frente ao mono e co-
cultivo E. dermatitidis; (B) Inibicdo AsAChE-B frente ao mono e co-cultivo E.
dermatitidis; (C) Inibigao Ee/AChE frente ao mono e co-cultivo E. dermatitidis;
(D) Inibicao AsAChE-A frente ao mono e co-cultivo E. spinifera; (E) Inibigao
AsAChE-B frente ao mono e co-cultivo E. spinifera (F) Inibicdo Ee/AChE frente
ao mono e co-cultivo E. spinifera. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1
mmol.L ! em PBS 10 mmol L}, pH 7,0. a= 50 mV; f =50 Hz; s = 0,002 V. Tempo

de reacdo = 10 min. Inibi¢do calculada através das médias das correntes obtidas.

FIGURA 4.7-3: Porcentagem de inibi¢do enzimatica dos extratos do género
Exophiala em diferentes concentragdes para cada enzima. (A) Inibigdo 4sAChE-
A frente a duas espécies do género de Exophiala; (B) Inibicao AsAChE-B frente
a duas espécies do género de Exophiala; (C) Inibicdo EelAChE frente a duas
espécies do género de Exophiala. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1
mmol.L' em PBS 10 mmol L', pH 7,0. a= 50 mV; f =50 Hz; s = 0,002 V. Tempo

de reacao = 10 min. Inibi¢do calculada através das médias das correntes obtidas.

FIGURA 4.8-1: Porcentagem de inibi¢do enzimatica dos extratos de P. attae e P.
capiguarae em mono € co-cultivo com E. microspora em diferentes
concentracoes. (A) P attae; (B) P. capiguarae; (C) co-cultivo P. attae ¢ E.
microspora; (D) co-cultivo P. capiguarae e E. microspora. Correntes obtidas por
VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L"! em PBS 10 mmol.L'!, pH 7,0.a=50 mV; f =
50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reagao = 10 min. Inibicdo calculada através das

MEAIAS dAS COTTENTES ODTIAAS. .evveeeieeee et e e e e e e e e e eeeeeeaeeesaaeeeseeeennaaeees 74



XV

FIGURA 4.8-2: Porcentagem de inibicdo enzimatica dos extratos P. attae e P.
capiguarae em mono € co-cultivo com E. microspora em diferentes
concentracdes. (A) Inibigdo 4AsAChE-A frente ao mono e co-cultivo de P. attae;
(B) Inibigao AsAChE-B frente ao mono e co-cultivo de P. attae; (C) Inibigao
EelAChE frente ao mono e co-cultivo de P. attae; (D) Inibigdo AsAChE-A frente
ao mono e co-cultivo de P. capiguarae; (E) Inibicdo 4sAChE-B frente ao mono ¢
co-cultivo de P. capiguarae (F) Inibicdo Ee/AChE frente ao mono e co-cultivo de
P. capiguarae. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L! em PBS
10 mmol.L!, pH 7,0. a= 50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reagdo = 10
min. Inibi¢do calculada através das médias das correntes obtidas. .................... 76
FIGURA 4.8-3: Porcentagem de inibigdo enzimatica dos extratos do género
Phialophora em diferentes concentracdes para cada enzima. (A) Inibig¢do
AsAChE-A frente a duas duas espécies do género Phialophora; (B) Inibicao
AsAChE-B frente a duas espécies do género Phialophora; (C) Inibicdo Ee/AChE
frente a duas espécies do género Phialophora. Corrente obtidas por VOQ.
Amplitude = 50mV; f = 50 Hz, oxida¢do de [TChCI] = 10,1 mmol.L! em PBS
10 mmol.L"!, pH 7, tempo de reagdo de 10 min. Inibi¢do calculada através das
meédias das correntes Obtidas. .........eevieriiriiiiiiiiieet e 78
FIGURA 4.8-4: Mapa de calor (heatmap) representando a porcentagem de
inibicdo da atividade enzimatica por diferentes extratos flingicos e pela
galantamina sobre trés formas de acetilcolinesterase (AsAChE-A, AsAChE-B e
EelAChE). Os valores percentuais sdo apresentados no interior de cada célula,
enquanto a intensidade da cor varia de forma inversa a magnitude: tons mais
escuros indicam maior inibi¢do, e tons mais claros, menor inibi¢ao. Os nomes dos

microrganismos estdo destacados em italico conforme a nomenclatura cientifica.



XVi

RESUMO
BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS COM ACETILCOLINESTERASE E
PRODUTOS NATURAIS PARA O CONTROLE DE FORMIGAS
CORTADEIRAS. A agricultura ¢ um setor essencial para a economia brasileira,
mas enfrenta grandes desafios no controle de pragas, como as formigas
cortadeiras (Atta e Acromyrmex), responsaveis por expressivas perdas na
produtividade agricola e florestal. Embora os pesticidas sintéticos ainda sejam
amplamente utilizados, seus efeitos colaterais sobre a saide humana, o meio
ambiente e organismos nao-alvos impulsionam a busca por alternativas mais
seguras ¢ seletivas. Neste trabalho, foram desenvolvidos biossensores
eletroquimicos descartaveis utilizando as enzimas acetilcolinesterases (AChE)
extraidas de formigas cortadeiras (4sAChE-A e AsAChE-B) e de enguia elétrica
(EelAChE). As enzimas foram imobilizadas em particulas magnéticas e aplicadas
em eletrodos de carbono serigrafados. O processo de imobilizag¢ao foi otimizado
com auxilio do planejamento composto central (PCC), permitindo determinar a
condicao ideal com 1,4 mg/mL de particulas magnéticas, 7 ng/mL de AChE e
tempo de imobilizacao de 30 minutos. Os biossensores construidos demonstraram
sensibilidade frente ao inibidor especifico malation. Os limites de detecgao (LD)
foram de 2,6 nM para AsAChE-A e 14 nM para AsAChE-B. Esses resultados
reforcam a aplicabilidade das enzimas nativas de formigas cortadeiras em
dispositivos analiticos para triagem de inibidores, com potencial para o
desenvolvimento de bioinseticidas seletivos e sustentaveis. Os sensores
demonstraram ainda sensibilidade e seletividade frente a galantamina, outro
inibidor anticolinesterasico, além de serem aplicaveis a triagem de extratos
microbianos associados ao ninho das formigas. A proposta mostra-se promissora
como ferramenta para identificacio de novos compostos bioinseticidas,
contribuindo para um controle de pragas mais ecoldgico e especifico, com menor

impacto ambiental.
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ABSTRACT

ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS WITH ACETYLCHOLINESTERASE
AND NATURAL PRODUCTS FOR THE CONTROL OF LEAF-CUTTING
ANTS. Agriculture is an essential sector for the Brazilian economy but faces
major challenges in pest control, such as leaf-cutting ants (4¢ta and Acromyrmex),
which are responsible for significant losses in agricultural and forestry
productivity. Although synthetic pesticides are still widely used, their side effects
on human health, the environment, and non-target organisms drive the search for
safer and more selective alternatives. In this work, disposable electrochemical
biosensors were developed using acetylcholinesterase (AChE) enzymes extracted
from leaf-cutting ants (4sAChE-A and AsAChE-B) and electric eel (Ee/AChE).
The enzymes were immobilized on magnetic particles and applied to screen-
printed carbon electrodes. The immobilization process was optimized with the aid
of central composite design (CCD), allowing the determination of optimal
conditions with 1.4 mg/mL of magnetic particles, 7 ug/mL of AChE, and an
immobilization time of 30 minutes. The constructed biosensors demonstrated
sensitivity toward the specific inhibitor malathion. The limits of detection (LOD)
were 2.6 nM for AsAChE-A and 14 nM for AsAChE-B. These results reinforce
the applicability of native enzymes from leaf-cutting ants in analytical devices for
inhibitor screening, with potential for the development of selective and
sustainable bioinsecticides. The sensors also showed sensitivity and selectivity
toward galantamine, another anticholinesterase inhibitor, in addition to being
applicable to the screening of microbial extracts associated with ant nests. This
proposal proves promising as a tool for the identification of new bioinsecticidal
compounds, contributing to more ecological and specific pest control with lower

environmental impact.
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1. INTRODUCAO

1.1 Setor Agricola e seus desafios:

O setor agricola ¢ um importante campo para paises em ascensao no quadro
econdmico mundial, tendo fundamental participagdo no desenvolvimento e
arrecadacao monetaria no Produto Interno Bruto (PIB) de cada pais. No Brasil, a
participacdo deste setor na economia em 2021 foi responsavel por 27,4% do PIB
brasileiro (MAPA. Ministério da Agricultura, 2022), no ano de 2022, o valor
registrado foi de 25% (CNA - Confederagdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil;
CEPEA - Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada., 2023).

Além de sua contribuicao para o PIB, a agricultura possui uma grande
influéncia no meio ambiente € na seguranga alimentar de toda sociedade (FAO,
2023). Necessitando atender a todos, o aumento da producdo de alimentos ¢
visado pela maioria dos paises devido ao crescimento constante da populagdo
mundial, sendo previsto que em 2050 seja atingido quase 10 bilhdes de pessoas
(Okagu et al., 2023).

Sendo meta central para o desenvolvimento humano global, o combate a
fome e a seguranca alimentar ¢ uma das prioridades estabelecidas pela
Organizac¢ao das Nagoes Unidas na Agenda 2030 (Nacodes Unidas, 2023). Em
2022 a fome afetou 9,2% da populagdo mundial, o que representa entre 691 e 783
milhdes de pessoas, sendo 122 milhdes de pessoas a mais do que em 2019 (FAO,
2023). Em 2022, a exposi¢ao a inseguranga alimentar grave atingiu 900 milhdes
da populagdo mundial de acordo com a Escala de Experiéncia de Inseguranga
Alimentar (FIES) (FAO, 2023).

A inseguranga alimentar existe pela falta de acesso a alimentos suficientes,
seguros e nutritivos que supram as necessidades alimentares para uma vida mais
saudavel (Dana et al., 2025). Para promover seguranca alimentar e combater a
fome com alimentos mais saudaveis, a produgdo alimenticia de vegetais, cereais
integrais, frutas e leguminosas deve aumentar, devido a composi¢ao de vitaminas

e fibras alimentares (Sari¢ et al., 2020). Entretanto, danos causados por insetos



estdo entre 15 e 20% das perdas na produgdo global de vegetais (Ouaarous et al.,
2025).

Insetos como as brocas do caule (Busseola fusca) sdo responsaveis por
causar perdas de 82% nas producdes de milho no Quénia. Enquanto a lagarta-do-
cartucho (Spodoptera frugiperda) afeta a producao em 21-53% (Benjamin et al.,
2024). Porém, outros dados sobre esta lagarta apontam danos de até 80-100% de
perdas na produtividade de milho (Zanzana et al., 2024).

Estima-se que até 30% dos custos de gestdo de plantagdes florestais sejam
destinados para o controle de formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex)
(Masiulionis; Samuels, 2025). Cortando pedagos de folhas e outros tecidos
vegetais, este inseto-praga ¢ capaz e remover ate 20% do material foliar de plantas
individuais e 50% de plantas presentes na vizinhanca das colonias (Schulze-
Sylvester et al., 2022).

Os danos causados pelas formigas cortadeiras sdo apresentados em
diferentes espécies de plantas, como em Eucalyptus e Pinus presentes em areas
agricolas e de reflorestamento, reduzindo o volume de madeira em até 13% apos
um Unico evento de desfolha causado por essa praga (Masiulionis; Samuels,
2025). Em Salix nigra, foram estimados danos entre 80 ¢ 100% ap6s o plantio
(Jiménez et al., 2021), e em frutas citricas calcula-se perdas de at¢ 30% em mudas,
mesmo com praticas convencionais de manejo de pragas (Schulze-Sylvester et al.,
2022). Em relagdo a cana-de-acgtcar, as formigas cortadeiras podem consumir até
trés toneladas anualmente (Masiulionis; Samuels, 2025).

Insetos-pragas que possuem partes bucais projetadas para cortar e mastigar
alimentos causam a fragmentac¢do de plantas para se alimentar mastigando as
camadas externas. Em consequéncia disso, danos como destrui¢ao de brotos,
flores, frutos e sementes sdo causados, além de desfolha, perda de tecidos
fotossintéticos, interrup¢ao do fluxo de seiva, danos no caule, que causam
enfraquecimento fisico e danos em mudas e plantas jovens (Ouaarous et al.,

2025).



Dessa forma, o controle de insetos-pragas ¢ indispensavel para a produgao
agricola. Entretanto, h4 insetos em que o seu manejo ¢ dificultado devido a
diversos fatores, como a sociabilidade que reduz a probabilidade de erradicacao
de pragas artropodes. Segundo o estudo realizado por Howse; Haywood; Lester,
2023, as chances de erradicacdo para espécies sociais foram 79% menores que
para insetos ndo sociaveis.

O controle das formigas cortadeiras, causadoras de danos irreparaveis, ¢
dificultado devido a sua sociabilidade e interacdes com outros microrganismos.
Em virtude da sua complexa estrutura social se torna necessdria a sua

compreensao para obtengdo de um manejo mais efetivo.

1.2 Formigas cortadeiras:

As formigas cortadeiras sdo da tribo “Attini”, tribo que ¢ composta por 16
géneros, porém apenas 0s géneros Atta € Acromymex sdo reconhecidos como
formigas cortadeiras (Colombari et al., 2023; Khayat, 2024). Estando entre as
mais derivadas das tribos, devido ao cultivo de fungos do género Leucoagaricus,
as formigas cortadeiras utilizam material vegetal fresco como substrato, enquanto
os fungos mutualistas produzem gongilidios, estruturas utilizadas para alimentar
a rainha e a ninhada (Gomez-Diaz et al., 2022).

Aproximadamente ha 50-60 milhdes de anos ocorre a relagdo simbiotica
entre as formigas cortadeiras e o fungo Leucoagaricus, também conhecido como
fungo cultivar. Por efeito da incapacidade do fungo de se reproduzir sexualmente
por meio de esporos, as formigas cultivam os fungos com folhas frescas, aparas
de gramas, frutas, bagas, flores e excrementos de insetos. As formigas se
alimentam dos gongilidios, fonte obrigatoria de alimento (Goldstein; Klassen,
2020).

Entretanto, o fungo Leucoagaricus sofre ameaga de outros fungos
encontrados nos ninhos das formigas cortadeiras, dos géneros Escovopsioides €
Escovopsis. O Escovopsisoides nivea foi a Uinica espécie descrita até o momento,

demonstrando ser capaz de inibir o fungo simbionte. Em relacdo ao género



Escovopsis, esse fungo ¢ considerado um parasita especializado do
Leucoagaricus, sendo altamente virulento ao seu hospedeiro (Mendonga et al.,
2021). Além disso, foram estudadas interagcdes quimicas entre o Escovopsis € seu
hospedeiro, mostrando que espécies desse género inibem o crescimento do fungo
cultivado (Elliot ef al., 2024).

Para protecao contra a infecg¢ao causada pelo fungo Escovopsis, as operarias
das Acromyrmex mantém uma simbiose com a Pseudonocardia, esta
actinobactéria produz antibidticos mantidos na cuticula do exoesqueleto da
formiga (Gomez-Diaz et al., 2022; Maurice-Lira ef al., 2025). Muitas espécies de
formigas cultivadoras de fungos possuem uma crosta branca cobrindo uma regiao
da cuticula. Inicialmente esta crosta foi descrita como uma “flora¢ao cerosa”,
sendo posteriormente identificada como um biofilme formado pela
Pseudonocardia  (Diarra; Osborne-Naikatini; Subramani, 2024; Goldstein;
Klassen, 2020). Entretanto, as espécies de Atta perderam ou reduziram a simbiose
com Pseudonocardia, protegendo as colonias com a desinfec¢do quimica e
imunidade coletiva (Gomez-Diaz ef al., 2022).

Todavia, ha relatos que o Escovopsis produz dois metabolitos capazes de
inibir a Pseudonocardia quando infecta a cultivar, além de reduzir as defesas
comportamentais das operarias e ser letal quando se acumula nos tecidos das
formigas (Heine et al., 2018). Assim, os dois microrganismos Escovopsis €
Pseudonocardia estio em uma espécie de corrida armamentista evolutiva ativa,
na qual se as infec¢des aumentarem ocorre um colapso nas colonias devido a
presenga do Escovopsis (Goldstein; Klassen, 2020; Heine et al., 2018).

A complexidade dos ninhos das formigas cortadeiras ¢ ainda maior com a
presenca de leveduras negras, como Cladophialophora, Cladosporium,
Exophiala, Ochroconis, Phaeococcomyces, Phialophora e Penidiella,
encontradas e isoladas de ninhos desses insetos sociais (Duarte et al., 2014;
Giraldo et al., 2022). Essas leveduras negras sao consideradas como parasitas do

simbionte Pseudonocardia ocorrendo entre eles uma competi¢ao por nutrientes



na cuticula da formiga cortadeira (Attili-Angelis ef al., 2014; Goldstein; Klassen,
2020; Little; Currie, 2007). Quando o crescimento da Pseudonocardia ¢
suprimido ha a proliferagio do Escovopsis, levando a diminui¢do do
Leucoagaricus ¢ subsequentemente a auséncia de alimentagdo basica para as
formigas cortadeiras. As interagdes descritas ao longo do texto estdo resumidas

na Figura 7.2-1.

e) Phialophora a) Acromyrmex

) Leucoagaricus

Relagao Negativa

¢) Escovopsis Relagao Positiva

Relagao Positiva
Indireta

FIGURA 1.2-1: (a) Formiga cortadeira do genéro Acromyrmex. (b) Fungo
mutualista Leucoagaricus (Agéncia FAPESP, 2015). (¢) Escovopsis, fungo
parasita do Leucoagaricus (Francoeur et al., 2021). (d) Pseudonocardia, bactéria
multualista da formiga cortadeira (Goldstein; Klassen, 2020). (e) Phialophora,
fungo negro que possue relacdes negativas com a Pseudonocarida. As setas
indicam o tipo de interagdo: linhas verdes representam relagdes positivas, linhas
vermelhas indicam relagdes negativas e linhas verdes tracejadas indicam relagdes

positivas indiretas. Figura modificada de HEINE et al. 2018.

Na Figura /.2-1 ha a representagdo das interagdes simbidticas e antagonicas
na comunidade microbiana associada a formigas cortadeiras do género

Acromyrmex. As formigas cultivam ativamente o fungo mutualista Leucoagaricus



(b)(Agéncia FAPESP, 2015), o qual serve como principal fonte alimentar para a
colonia, mantendo com ele uma relagdo positiva direta. Para proteger esse fungo
do parasitismo causado por Escovopsis (c)(Francoeur et al., 2021), as formigas
mantém associagdes simbidticas com bactérias do género Pseudonocardia
(d)(Goldstein; Klassen, 2020) que produzem compostos antimicrobianos com
acdo antagonista contra o fungo patogénico. Entretanto, fungos negros como
Phialophora (e) (Attili-Angelis et al., 2014) também estdo presentes nos ninhos e
interagem negativamente com Pseudonocardia, competindo pelo espago e
possivelmente inibindo sua atividade. Além disso, esses fungos negros podem
indiretamente favorecer Escovopsis, ao reduzir a eficacia da prote¢do bacteriana
(Heine et al., 2018).

Devido a complexidade das intera¢des dos organismos presentes nos ninhos
de formigas cortadeiras seu manejo ¢ dificultado, sendo aplicado o uso de
pesticidas para o seu controle, como a sulfluramida e fipronil que sdo os

compostos mais utilizados (Catalani et al., 2019).

1.3 Danos causados por inseticidas sintéticos:

Apesar da necessidade e dos beneficios dos pesticidas, seus efeitos sobre
organismos nao-alvo tém sido uma preocupacao global. Devido a sua falta de
especificidade, os pesticidas ndo atingem sO as pragas, mas também seus
predadores que atuam por si s6 como um controle bioldgico, sendo benéficos ao
meio ambiente (Okagu et al., 2023). Além dos predadores, os polinizadores
também sdo atingidos, como passaros, besouros e abelhas, que possuem papéis
vitais no processo agricola durante a polinizagdao, podendo resultar em baixa
produtividade de colheitas em suas auséncias (Okagu ef al., 2023).

Além disso, os pesticidas sintéticos sdo capazes de afetar o solo, a ciclagem
regular de nutrientes, a mineralizagdo, a biomassa do solo e a agroprodutividade.
Afetam ainda, ecossistemas aquaticos e aéreos (Okagu et al., 2023). Pesticidas
quimicos sintéticos podem causar diversos problemas para a saide humana

ocasionando distirbios dermatoldgicos, gastrointestinais, carcinogénicos,



respiratorios, reprodutivos etc. (Sarailoo et al., 2022). Uma uUnica exposicao a
alguns pesticidas leva a condigdes agudas de curto prazo ¢ podem levar a
condicdes cronicas de longo prazo que ocorrem durante meses € anos apds a
exposi¢ao (Okagu et al., 2023).

Os inseticidas atingem principalmente trés locais-alvo no sistema nervoso:
GABA, receptores de acetilcolina e acetilcolinesterase (AChE) (Chikte et al.,
2024). Os produtos quimicos que interferem nos sistemas nervosos sao
normalmente toxicos, atuando no sistema nervoso central se ligando a receptores
GABA ¢ mundando os neurdnios de ions cloreto, além de inibir a AChE
responsavel por quebrar a acetilcolina, um neurotransmissor envolvido nos
impulsos nervosos (Chikte et al., 2024).

Entretanto, a intoxicagdo ocasionada pelos pesticidas ndo ocorre apenas em
pessoas que tiveram contato direto com a substancia, mas também devido a sua
inser¢do na cadeia alimentar por meio da agua potavel e dos sistemas solo-planta
(Shekhar et al., 2024).

Este contexto evidencia a necessidade de redugdo do uso de pesticidas.
Entretanto, desde 2000 apenas houve aumento em seu consumo, sendo que entre
os anos de 2000 e 2021 o uso global de pesticida aumentou em 62%, sendo o
Brasil o maior consumidor de pesticida em 2021 com 0,72 milhdes de toneladas
(20% do total mundial) compradas (FAO, 2023). Mesmo sendo um dos maiores
produtores agricolas, ndo ha justificativa para o alto consumo de pesticidas no
Brasil, pois de acordo com o uso por area de cultivo, o Brasil ainda obteve o maior
consumo com 10,9 kg/ha, quase seis vezes maior que o valor da China com 1,9
kg/ha (FAO, 2023).

Para a diminui¢do do uso de pesticidas necessita-se levar em consideracao
as suas consequéncias na produtividade agricola (Beaumelle et al., 2023). Com
1sso, a agricultura organica, que possui como caracteristica a auséncia de
fertilizantes e pesticidas sintéticos, surge como um aspecto visivel de tornar o

setor agricola mais sustentavel. Em 2021, a area agricola com status organico ou



em conversdo para organico foi de 77 milhdes de hectares, com destaque para a
Austrélia que representou 46% do total (FAO, 2023). Algumas alternativas para
uma forma mais sustentavel para o controle de pragas sdo:

1. Tratamento com fitormonios:

Ao longo dos anos, as plantas foram capazes de coevoluir seus mecanismos
de defesa para combater ou repelir seus agressores direta ou indiretamente (Shang
et al., 2024). Os fitormonios s@o um grupo de substancias organicas e naturais que
influenciam nos processos fisiologicos, eles sdo essenciais para a detec¢dao de
estressores, incorporagdo de sinais em vias de sinalizacdo endogenas € promog¢ao
de estratégias de adaptacdo, tendo potencial para aumentar a resisténcia e
produtividade em culturas agricolas (Panozzo ef al., 2025).

2. Agentes de biocontrole de manejo de pragas:

Nesta metodologia ha a introducao de agentes de biocontrole para o manejo
de insetos herbivoros, para isso ocorre a aplicacdo de inimigos naturais para
suprimir a densidade populacional da praga, em sua maioria inofensiva para
humanos e vertebrados (Shang et al., 2024). Porém, a eficacia do biocontrole
depende de caracteristicas funcionais dos predadores e das pragas, identidade da
espécie, tipo de cultura e heterogeneidade ambiental (Boldorini et al., 2024).

3. Feromonios de insetos:

Os feromonios podem ser divididos em feromdnios sexuais, de agregacgao,
de alarme, de trilha etc. Providos de insetos, os feromdnios sdo semioquimicos
essenciais para a sobrevivéncia dos insetos € a comunicagdo coespecificas.
Devido possuirem efeitos especificos da espécie, os feromonios sio menos
toxicos para o meio ambiente, apresentando vantagens para o controle de pragas
(Shang et al., 2024).

4. Bioinseticidas de metabdlitos secundarios:

Metabolitos secundarios com potencial bioinseticida podem ser

encontrados em plantas e microrganismos. Em plantas os metabolitos secundarios

mais encontrados sdo terpenodides e flavonoides, que podem atuar como



herbicidas, inseticidas, fungicidas e nematicidas. Enquanto em microrganismos
podem ser encontrados peptideos e antibioticos que sao usados para o controle de

insetos, ervas daninhas, fungos e bactérias (Priya et al., 2023).

1.4 Métodos de triagem para descoberta de novos bioinseticidas:

Para a descoberta de novos bioinseticidas sdo necessarias técnicas de
triagem, para avaliar seu potencial. Para a utilizagdo do proprio organismo vivo
em contato com o composto de analise, hd a inser¢do do composto por diversas
vias, tais como: (I) o contato direto — aplicacdo diretamente no corpo do
organismo, (II) via oral — ingestdo pelo organismo, (III) inje¢do — aplicagdo no
interior do corpo do organismo, (IV) fumigacdo — exposicdo via sistema
respiratorio e (V) contato indireto — exposicdo via solo, dgua ou superficie
contaminada (Angel—Salazar et al., 2023; Blouquy ef al., 2021; Gokulakrishnaa;
Thirunavukkarasu, 2023; Hao ef al., 2024).

Uma forma de triagem rapida € o uso da bioinformatica, um campo em
evolugdo importante para a agricultura e pesquisa cientifica. Esta ferramenta ¢
capaz de analisar dados biologicos permitindo a descoberta de novas abordagens
para o controle de pragas, tanto formulando novos compostos como detectando
pesticidas e seus metabdlitos, além de seus mecanismos de acdo (Hou et al., 2023;
Kim; Seo, 2025; Melo; Andrade, 2024).

Além disso, existem bioensaios com a enzima AChE, que ¢ inibida por
pesticidas organofosforados (OF) (Chikte et al., 2024). Este bioensaios sdo
realizados por métodos como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), ensaios colorimétricos e biossensores de fluorescéncia (Bhattu; Verma;
Kathuria, 2021). Entretanto, tais métodos possuem algumas limitagdes, por
exemplo a CLAE, mesmo que adequada, possui altos custos, tempos longos de
analise e a necessidade de treinamento do operador (Songa et al., 2009). Métodos
de biossensores fluorescentes exigem altas concentracdes de fluordéforos, podendo
levar a extingdo devido a agregacdo (Bhatt et al, 2021). Enquanto métodos

colorimétricos utilizando o reagente de Ellman pode levar a falso-positivos e
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negativos, devido a sua medi¢do indireta da atividade da AChE (de Lima ef al.,
2019; Martin-Romera et al., 2024). Em contrapartida, sensores eletroquimicos sao
comumente utilizados para detectar organofosforados e carbamatos, devido a
diversas vantagens (Bilal et al., 2022; dos Santos Araujo et al., 2025; Rodrigues
etal.,2018).

1.5 Biossensores eletroquimicos:

Sensores eletroquimicos em escala laboratorial sao desenvolvidos com trés
eletrodos, sendo eles de trabalho (WE), de referéncia (RE) e um contra eletrodo
(CE). A utilizagdo de uma célula analitica de trés eletrodos permite que o
potenciostato mantenha constante o potencial entre o eletrodo de referéncia (RE)
e o eletrodo de trabalho (WE), fornecendo a corrente necessaria através do
eletrodo auxiliar (CE). Esse arranjo evita que o RE conduza corrente e reduz erros
experimentais. (Nehru; Chen; Dong, 2024). Entretanto, com os eletrodos
convencionais (Figura /.5-1, A) € necessario o reabastecimento da superficie do
eletrodo de trabalho por meio da limpeza do eletrodo, podendo resultar em
contaminagdes cruzadas, sendo possivel contornar este problema com a utilizagao
de eletrodos de Screen-Printed carbon electrod (Figura 1.5-1, B) (Eletrodo de
carbono serigrafado) (Crapnell; Banks, 2024).

A escolha do material na qual os biossensores eletroquimicos sao fabricados
¢ de fundamental importancia. Biossensores eletroquimicos de carbono, como os
serigrafados, e de ouro sdo os materiais mais explorados para a construcao de
dispositivos devido a sua alta estabilidade, propriedades eletroquimicas, ampla
janela de potencial operacional, custo-efetividade e facilidade de modificacdes de

superficie (Duan et al., 2025).
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FIGURA 1.5-1 Representagdo de uma célula eletroquimica convencional e
serigrafada. A): Célula eletroquimica convencional composta por um eletrodo de
trabalho (WE, carbono vitreo com 3 mm de didmetro), um contraeletrodo (CE, fio
de niquel) e um eletrodo de referéncia (RE, eletrodo de calomelano saturado). B):
Eletrodo serigrafado de carbono contendo um eletrodo de trabalho (3,1 mm de
diametro), um contraeletrodo de carbono e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl

(Crapnell; Banks, 2024).

Sensores serigrafados possuem diversas vantagens como: 1) Baixo custo -
econdmicos para pesquisa e industria. 2) Descartaveis — evitam a contaminagao e
limpeza. 3) Miniaturizacdo — permitem o uso de reagentes em microvolumes. 4)
Uso de materiais diversos — como carbono, metais e grafeno. 5) Fabricacao
simples — aplicagdo da técnica de serigrafia ¢ escalavel e reprodutivel. 6) Alta
performance — transferéncia eletronica eficiente. 7) Multitécnica - compativeis
com voltametria, impedancia e etc. 8) Portateis - ideais para campo e integracao
com smartphones. 9) Facilidade de comercializagdo — prontos para aplicacao
pratica. 10) Pronto para uso — Sem necessidade de pré-tratamento com polimento.
11) Variedade de superficies — Grafite, nanotubos, grafeno. 12) Resultados
confiaveis — boa reprodutibilidade e repetibilidade. 13) Multiplas aplicagdes-
Saude, ambiente, alimento, energia (Crapnell; Banks, 2024).

Além da escolha do material, na formulacdo de um biossensor ¢ essencial

selecionar adequadamente o biorreceptor, que ¢ normalmente imobilizado na
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superficie do eletrodo e tem a funcdo de reconhecer seletivamente o analito de
interesse. A transducdo do sinal gerado a partir dessa interagdo ¢ realizada pelo
transdutor, que converte o evento bioquimico em um sinal mensuravel (Duan et
al., 2025). Os tipos mais frequentes de biorreceptores sdo anticorpos, enzimas,
c€lulas, aptameros, DNAs, biomiméticos (Khaleque et al., 2024). Essa interacao
especifica entre o analito alvo e a interface eletroquimica minimiza efetivamente
os sinais falsos (Duan et al, 2025). Além disso, biossensores baseados em
enzimas possuem uma vantagem devido a rotatividade catalitica da enzima, que
permite a transducdo continua do sinal (Duan et al., 2025). A imobilizagdo entre
biorreceptores e a superficie dos sensores pode ser realizada com o
aprisionamento em membrana e matriz, ligacao covalente e i0nica, adsor¢do fisica
e reticulagdo intermolecular (Khaleque et al., 2024).

Para o monitoramento da resposta bioquimica comumente ¢ utilizado
métodos voltamétricos, como voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial, voltametria de onda quadrada e voltametria de corrente alternada.
Essas abordagens permitem acompanhar alteragdes associadas a transferéncia
eletronica do analito, oferecendo excelente sensibilidade e clareza nas correntes

obtidas, facilitando a interpretacao dos resultados (Wang, Yizhou et al., 2024).

1.6 Acetilcolinesterase:

Biossensores eletroquimicos baseados em AChE sdao comumente utilizados
para deteccao de pesticidas (Bilal et al., 2022; dos Santos Aratjo et al., 2025;
Rodrigues et al., 2018). Esse uso ¢ devido a a¢do inibitdria dos pesticidas sobre a
AChE (Chikte ef al., 2024).

A AChE ¢ uma serina protease que regula a neurotransmissao colinérgica,
tendo importancia biomédica devido a sua influéncia nos processos de memoria e
concentragdo (Bagrowska; Karasewicz; Gora, 2024). Sua fun¢do primaria ¢ a
hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e acido acético, esta
hidrélise permite o término da sinalizagao colinérgica na sinapse (Reynoso-Garcia

et al., 2025) (Figura [.6-1). A regiao de ligacdo da AChE com a acetilcolina ¢
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formada por uma fenda estreita e profunda, que abriga dois sitios funcionais: o
sitio anidnico periférico (PAS), situado proximo a entrada, e o sitio catalitico ativo

(CAS), localizado na parte mais profunda da fenda (Shi et al., 2024).
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FIGURA 1.6-1 Representacdo esquematica das interacdes no interior do sitio
ativo da AChE. E destacando a regido onde ocorre a hidrélise da acetilcolina
catalisada pela enzima. Apresentando o processo de reconhecimento da colina,
mediado por interacoes m com residuos aromadticos que promovem O
posicionamento adequado do substrato, bem como a atuacdo dos subsitios

esteraticos, responsaveis pela clivagem da ligagdo €ster (Assis et al., 2018).

Além da acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase (BChE) também ¢ capaz
de hidrolisar estéres de colina. Enquanto a AChE ¢ especifica para a acetilcolina
a BChE nao possui especificidade para este substrato e pode hidrolisar a
butirilcolina. Ambas sdo da familia das serinas esterases devido ao seu sitio
catalitico caracterizado pela triade Serina, Histidina e Glutamato (Ser-His-Glu),

essencial para o mecanismo de acao (Reynoso-Garcia et al., 2025).
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Em mamiferos, a AChE ¢ originada de um unico gene que gera trés
variantes por splicing alternativo: AChE-S (sinaptica), AChE-E (eritrocitaria) e
AChE-R (soluvel), cada uma com diferentes regides carboxi-terminais que
definem sua localizacdo e interagdes. Ja nos insetos, a AChE ¢ codificada por dois
genes distintos, ace-1 e ace-2, e a isoforma funcional dominante varia conforme
a espécie. Uma das isoformas desempenha o papel sinaptico classico da enzima,
enquanto a fun¢do da outra ainda € pouco compreendida (Knorr et al., 2022).

A primeira purificagdo e cristalizacdo em larga escala da AChE foi realizada
com a enzima obtida da enguia elétrica (Electrophorus electricus), uma
colinesterase que se apresenta como um tetramero (Salazar et al., 2024). Enquanto
a primeira purifica¢do de acetilcolinesterase de formigas cortadeiras (4sAChE-A
e AsAChE-B) foi relatada pela primeira vez em 2017, identificando que a
AsAChE-A ¢ um dimero ¢ a AsAChE-B ¢ um mondmero (Santos, 2017).

O uso das AChEs como biomarcador de inseticidas organofosforados e
carbamatos ocorre devido a esta enzima ser o primeiro alvo especifico da agao
desses pesticidas (Assis et al., 2018). Quando bloqueada pelo pesticida a enzima
pode seguir dois caminhos distintos, o primeiro ¢ hidrolisd-lo em reativagao
espontanea lenta e o segundo, que ocorre com maior frequéncia, ¢ o
envelhecimento, em que a ligagdo entre a enzima e o pesticida se torna irreversivel
(Assis et al., 2018) (Figura 1.6-2).

A exposicdo a organofosforados pode provocar efeitos toxicos que variam
de agudos a cronicos, conforme a intensidade e duragao do contato com o
composto. Em casos de intoxica¢ao aguda, a inibi¢ao da acetilcolinesterase pode
levar a uma estimulagdo excessiva do sistema nervoso, resultando em convulsoes,
faléncia respiratoria e, potencialmente, morte (Assis ef al., 2018). Dessa forma,
um inibidor especifico para formigas cortadeiras levariam ao seu controle sem

influenciar outros organismos ou meio ambiente.
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FIGURA 1.6-2 Representagdo da interagdo OF-AChE que resulta na inibicao

enzimatica (Assis et al., 2018).

Na Figura /.6-2 em I — O pesticida organofosforado (OF) se aproxima do
sitio catalitico da enzima, sendo direcionado tanto pela afinidade com o subsitio
de ligacdo da colina quanto pela estabilizagdo do estado de transi¢do durante a
interacdo enzimatica. As principais interagdes moleculares e ligagdes envolvidas
sao destacadas; II — Diagrama ilustrando os dois caminhos possiveis apds a
formacdo do complexo enzima-OP: a esquerda, a reativagdo espontanea da
enzima; a direita, o processo de envelhecimento, que compromete sua atividade
catalitica; Il — Representacdo da enzima em sua forma livre, antes da ligagdo
com o pesticida; IV — Inicialmente, o grupo R2 retira densidade eletronica do
atomo de foésforo, enfraquecendo a ligagdo com a serina. Apds sua remocao

(envelhecimento), os elétrons sdo redistribuidos e fortalecem a ligagdo entre o
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fosforo e o oxigénio da serina, tornando-a estavel e resistente a clivagem, mesmo

na presenga de agentes reativadores como as oximas (Assis et al., 2018).

1.7 Otimizag¢do por Planejamento Composto Central:

A forma mais usual de se realizar a otimizagao de um trabalho ¢ através do
desenvolvimento de uma variavel por vez, variando apenas os niveis de um dos
fatores que influenciam a resposta, enquanto os demais estdo fixados. Apds esse
processo, o nivel otimizado ¢ fixado e outro fator de influéncia ¢ variado até que
todas as variaveis sejam otimizadas (Almeida et al., 2025; Neishaboori et al.,
2025). Entretanto, esse método necessita de muitos experimentos tornando-o
demorado e sem valores 6timos, em razao do mesmo nao considerar os efeitos
mutuos das variaveis desejadas (Neishaboori et al., 2025).

Assim, ¢ aconselhavel o uso de métodos que tem por objetivo a otimizagao
de um estudo, como a combinacdo de inimeras variaveis em substituicao da
otimiza¢do individual de cada uma, e uma vez que o nimero de ensaios ¢
reduzido, o processo ¢ entdo otimizado (Araujo; Silva, 2024). Nisso, o
planejamento de experimentos (DoE) ¢ uma das técnicas de otimizagdo
multivariada que atende diversas areas do conhecimento humano. (Almeida ef al.,
2025).

O DoE envolve um conjunto de técnicas estatisticas voltadas a analise
sistematica das interacdes entre fatores e suas influéncias sobre um determinado
processo. Ao explorar essas interagdes, € possivel identificar as condi¢des ideais
para alcancar o melhor desempenho. O uso dessa abordagem proporciona
beneficios expressivos, como aumento de eficiéncia, reducao na dispersao dos
dados, economia de tempo no desenvolvimento e diminuicdo dos custos
operacionais (Araujo; Silva, 2024).

Entre as varias estratégias disponiveis, o planejamento composto central
(PCC) se destaca por ser uma matriz classica para constru¢ao de modelos de
segunda ordem, sendo amplamente utilizado em diferentes areas, como a industria

alimenticia, quimica, farmacéutica e de materiais. Sua popularidade se deve nao
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apenas a eficicia, mas também a sua acessibilidade e ampla aceitagdo no meio
académico como ferramenta pratica e versatil (Almeida et al., 2025).

Além disso, o PCC surgiu como uma evolugdo dos experimentos fatoriais
classicos, apresentando uma alternativa mais racional e econdmica. Enquanto um
planejamento fatorial completo com trés fatores e cinco niveis exigiria 125
ensaios, 0 PCC atinge resultados comparaveis com apenas 20 execugoes. Isso
porque ele integra pontos fatoriais, axiais (ou estrela) e centrais, possibilitando a
analise de cada fator em cinco niveis distintos (Lee et al., 2015).

Outro aspecto importante ¢ que o PCC oferece maior precisdo na avaliacao
de efeitos combinados entre variaveis, superando modelos que analisam apenas
uma variavel por vez. Isso permite ndo apenas observar as interagdes entre 0s
fatores, mas também construir superficies de resposta que auxiliam na
compreensao do sistema como um todo (Araujo; Silva, 2024). Assim, torna-se
possivel realizar otimizagdes robustas e bem fundamentadas estatisticamente,
reduzindo tempo de desenvolvimento e custos operacionais.

A partir da andlise estatistica dos dados experimentais, utilizando técnicas
de regressao multipla, os pesquisadores conseguem interpretar o impacto
individual e combinado das varidaveis sobre a resposta. Com isso, podem
identificar parametros criticos, estabelecer relagdes significativas entre as
variaveis e definir as condi¢des o6timas de operacao (Iro et al., 2024).

Neste trabalho, apresentamos a constru¢ao de biossensores baseados em
acetilcolinesterase da enguia elétrica (Fel/AChE) e da formiga cortadeira
(AsAChE-A e AsAChE-B) para a realizacdo de uma triagem de possiveis
inibidores de formigas cortadeiras através de fungos parasitas ao ninho, utilizando

como método de otimizacao o planejamento composto central (PCC).
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver plataformas de biossensores eletroquimicos baseados em
acetilcolinesterases extraidas de formigas cortadeiras e acetilcolinesterase
comercial de enguia elétrica, imobilizadas sobre eletrodos de carbono impressos
descartaveis (screen-printed carbon electrodes — SPCEs), e aplicar estes
biossensores na triagem de extratos microbianos visando a identificagao de

compostos com potencial inibitério enzimatico.

2.1 Objetivos Especificos:

e (Obter extratos de microrganismos presentes ao ninho de Atta sexdens;

e Construir biossensores eletroquimicos modificados com enzimas-alvo
(acetilcolinesterase de formigas cortadeiras e da enguia elétrica
(Electrophorus electricus));

e Otimizar a metodologia de biossensores eletroquimicos com planejamento
composto central;

e Andlise de inibidores conhecidos para validacao do método;

e Analisar os extratos extraidos em mono e co-cultivo para triagem de

potenciais inseticidas.



19

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e reagentes utilizados:
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), Hidroxibenzotriazol
(HOBEt), Tampao acido 2-etanossulfonico (MES), Cloridrato de trometamina (Tris
HCI), Monolaurato de polietilenoglicol sorbitano (TWEEN 20), Malation,
Cloreto de acetiltiocolina (ATChCI), lodeto de acetiltiocolina (ATChI), 1-
propanetiol (CsHgS), lodeto de potassio (KI), Iodo (1), Acetilcolinesterase de
Electrophorus electricus (EelAChE) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA). As formigas cortadeiras para extragdo da enzima acetilcolinesterase
foram cedidas pelo Centro de Estudos de Insetos Sociais (UNESP). Particulas
magnéticas de acido carboxilico (Dynabeads™, MyOne™) foram adquiridas pela
Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).
Bromidrato de galantamina foi adquirido pela Ambeed (Arlington Heights,
Illinois). Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), fosfato de sodio dibasico
(Na,HPO,), cloreto de potassio (KCl), cloreto de sdédio (NaCl), metanol, etanol e
hidroxido de sédio (NaOH) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Para
fabricacdo dos eletros foram utilizados: Pasta de carbono, Tinta de Ag/AgCl da
SunChemical (Guarulhos, Brasil), Folha de policloreto de vinila (PVC) e Folha
de vinil obtida em loja local. Os microrganismos testados foram obtidos conforme

a Tabela 3.7-1.
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TABELA 3.1-1: Dados dos microrganismos utilizados no estudo.

Microrganismo Cepa Origem
Atta sexdens rubropilosa —
Escovopsis microspora LESF019
Botucatu/SP (2013)
Gynes de Atta
Phialophora attae AP399 capiguara — Botucatu/SP
(2012)
Gynes de Atta
Phialophora capiguarae AP376 capiguara — Botucatu/SP
(2012)
Pellet de Atta laevigata —
Exophiala dermatitidis AP426
Botucatu/SP (2012)
Bita de Atta laevigata —
Exophiala spinifera AP449

Botucatu/SP (2012)

3.2 Equipamentos utilizados:
As solugdes relacionadas aos testes de inibicao foram preparadas com agua

purificada do sistema Mili-Q da Millipore (Millipore, Bedford, EUA). Enquanto,
para a fabricagdo dos eletrodos descartaveis, realizou-se os cortes do vinil por uma
Gravadora e corte Laser 5.5w Tts-55 (Translaser, Florianopolis, Brasil) pelo
software Light Burn. Para os experimentos eletroquimicos utilizou-se um
multipotenciostato portatil uSTAT8000 da Dropsens (Metrohm, Espanha) através
do software DropView 8400.

Por fim, para a construcao dos modelos por Planejamento composto central
foi utilizado os softwares Octave Online (https://octave-online.net/) ¢ PyCharm

Community Edition 2023.1.2.

3.3 Preparo de solugoes:

Para a solugdo de Tampao fosfato salino (PBS) 10 mmol.L! utilizou-se os

sais Na,HPO4 10 mmol.L"!, KH,PO, 1,8 mmol.L"!, KCl 2,7 mmol.L"!, NaCl 137


https://octave/
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mmol.L!, ajustando o pH ao final. Para a solu¢do PBS-Tween 20 preparou-se uma
solucdo a 0,1% (m/v) (PBS-TW).

Para o preparo da solugdo EDC-HOBt utilizou-se tampao MES 100
mmol.L!, pH 6,0 para a solubiliza¢io de HOBt, apds a solubiliza¢do o pH da
solucdo varia ficando mais acido, sendo necessario o ajuste do pH para proximo
de 6 com uma solucdo de NaOH 1 M. Esta solucdo obtém uma concentragao final
de 74 mmol.L!, e em sequéncia o EDC foi dissolvido nesta solu¢do, obtendo uma
concentragdo de 460 mmol.L!. A solu¢do de Eel/AChE foi preparada em tampao
Tris HC1 20 mmol.L™! pH 8 e mantida a -20 °C, enquanto as solugdes de 4sAChE
foram preparadas em tampdo fosfato de potassio 50 mmol.L! pH 8,0 e
armazenada em 4 °C. As solugdes de ATChCI e ATChI sdo preparadas em tampao
PBS 10 mmol.L!'. Por fim os inibidores malation e galantamina foram

solubilizados em agua Milli-Q.

3.4 Obtencdo dos extratos dos microrganismos:

Os extratos utilizados nesse estudo foram obtidos a partir de
microrganismos simbiontes presentes no ninho das formigas cortadeiras:
Escovopsis microspora, Phialophora attae, Phialophora capiguarae, Exophiala
dermatitidis e Exophiala spinifera (Tabela 3.1-1). Os microrganismos foram
mantidos em placa Petri contendo agar batata dextrose e incubados em estufa a
25 °C durante 7 dias para a espécie E. microspora ¢ 28 dias para as demais
espécies.

Para o monocultivo em larga escala, uma amostra (5 mm) de cada
microrganismo apoOs crescimento em agar foi adicionada em caldo malte de
levedura (250 mL) e mantida em camara incubadora a 25 °C com agitagdo de 110
rpm durante 7 dias para a espécie E. microspora ¢ 28 dias para as espécies de
leveduras negras. Para o co-cultivo entre as leveduras negras € o microrganismo
parasita, inicialmente as espécies do género Phialophora e Exophiala foram
incubadas durante 21 dias e, em seguida, foi adicionado E. microspora. O sistema

foi, entdo, mantido nas mesmas condigdes por mais 7 dias.
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Ap6s o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi filtrado e particionado
com acetato de etila duas vezes (1:1). O solvente foi removido a partir de

rotaecvaporador a pressao reduzida e temperatura de 40 °C.

3.5 Construcdo dos eletrodos descartaveis:

Os eletrodos descartaveis foram desenvolvidos através da técnica screen-
printing, de acordo com a metodologia de Afonso e colaboradores (2016).
(Afonso et al., 2016). O modelo do eletrodo foi desenvolvido utilizando o
software Light Burn de forma unitaria (Figura 3.5-1), contendo um eletrodo de
trabalho, um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar. Apos a confec¢do dos
eletrodos pelo Light Burn uma folha de vinil foi recortada via corte laser obtendo
o modelo proposto. Em seguida, o vinil recortado ¢ transferido para uma folha de
PVC com o auxilio de um adesivo transferidor, de forma que o adesivo ¢ removido
apos a colagem do vinil no PVC.

Com isso, a tinta de carbono ¢ dispersa sobre o vinil através de um rolo. Em
seguida, ocorre o processo de cura térmica, em que os eletrodos sao mantidos em
uma estufa a 45 °C por 1 hora. Apds a cura, acontece a pintura do eletrodo de
referéncia com a tinta de Ag/AgCl com o auxilio de um pincel, ocorrendo
novamente a cura térmica a 60 °C por 30 minutos. Por fim, o vinil ¢ totalmente
retirado e em cada eletrodo um corte de vinil € colocado para demarcar a parte em
que as solugdes entram em contato, sendo isolada da parte conectada ao
potenciostato, a fixacdo deste vinil ocorre com auxilio de uma prensa térmica a
120 °C por 130 segundos, retirando os eletrodos apds o resfriamento do

equipamento.

3.6 Extragdo da acetilcolinesterase de formigas cortadeiras:

3.6.1 Extracao das enzimas:

A extracdo das enzimas ocorreu conforme descrito por Santos (2017)
(Santos, 2017). As formigas utilizadas sdo da espécie Atta sexdens (sauva-limao)
e foram mantidas sob refrigeracao -80 °C até seu uso. Para a extracdo das enzimas

provindas das formigas cortadeiras € necessario o auxilio de um bisturi e pinca
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para a retirada das cabecas das formigas, recolhendo cerca de 1 g em um cadinho
¢ macerando vigorosamente com um auxilio de pistilo em 10 mL de tampao
KH,PO,4 50 mmol.L! pH 8. A solugdo formada é coletada em um tubo tipo falcon
evitando as partes so6lidas e centrifugada a 25 °C por 5 min a 1500 g.

3.6.2 Precipitacdo das enzimas:

A solugdo oriunda da extragdo foi precipitada com sulfato de amoénio 2,66
M, para isto macera-se o sal para obten¢do de um po fino e adiciona-se aos poucos
em um periodo de 10 min, sendo a solu¢do mantida sob constante agitagao. Apos
a adicdo completa do sulfato de amoénio a agitagdo ¢ cessada aguardando um
periodo de 50 min. Com isso, 0 extrato ¢ transposto para um tubo falcon e levado
a centrifugacado a 25 °C, 10300 g por 1 h. Nesta etapa o sobrenadante ¢ descartado
e o pellet ressuspendido com 1 mL de tampdao KH,PO4 50 mmol.L! pH 8, a
solucdo ¢ transferida para outro tubo Falcon e completada com um volume de 2,5

mL de tampao.

3.6.3 Didlise da solucdo:

A solucdo adquirida na etapa anterior ¢ imposta a um sistema de didlise
(Slide-A-Lyzer MINI dialysis 2 mL) com aproximadamente 45 mL de tampao
KH,PO4 50 mmol.L! pH 8, mantido a 4 °C e agitagdo branda com o auxilio de
um agitador magnético por 1 h. O tampao deve ser reposto por 3 vezes com o

intervalo de 1 h cada, permanecendo em periodo de overnight na ltima troca.

3.6.4 Purificacdo em coluna HiPrep DEAE Sepharose FF:

Para a purificagdo, as amostras foram aplicadas em uma coluna de exclusao
molecular HiPrep DEAE Sepharose FF acoplada a um sistema AKTA FPLC (GE
Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada com tampao KH,PO4 50
mmol.L"! (pH 8,0), sendo adicionado KH,PO, com NaCl 1 mol.L"! de forma
gradiente pelo método desenvolvido. A elui¢do das fragdes foi realizada de forma

1socratica, com vazao constante de 0,3 mL/min (Santos, 2017).



24

3.6.5 Concentracdo da AsAChE-B:

Através do cromatograma adquirido pelo AKTA FPLC (GE Healthcare),
determinou-se quais fracoes se encontram a ASAChE-A e 4sAChE-B. Como a
AsAChE-A possui pouca afinidade com a coluna ela se encontra no inicio do
cromatograma, enquanto a AsAChE-B se encontra em sequéncia. Para confirmar
a presenga das AsAChEs nos tubos de fracionamento utiliza-se o0 método descrito
na sessao 3.6.10. Confirmando a presenga de enzima, as fragdes sdo coletadas e
concentradas em filtro para centrifuga (Amicon® Ultra, 10 kDa MWCO, 0,5 mL)
a 10000 rcf, até¢ o volume total de 200-250 pL. Apds a concentragdo a enzima ¢

armazenada a 4 °C até seu uso.

3.6.6 Purificacdo da AsAChE-A em coluna HiTrapTMPhenyl
HP:

ApoOs a jungdo das fragdes da AsAChE-A, sendo a presenca desta enzima
confirmada pelo método da sessdo 3.6.10, a solucao ¢ precipitada com sulfato de
amoénio 1,5 M. O sal ¢ adicionado aos poucos em um periodo de 10 min sob
agitagdo branda, aguardando 50 min ap0s este processo e adicionando a solucao
resultante em um tubo falcon. Em seguida ocorre a centrifugacao a 4 °C, 9000
rpm por 7 min. Por fim o sobrenadante ¢ retirado e transposto para um novo
Falcon.

Em sequéncia da nova precipitagdo a enzima ¢ purificada em uma coluna
de exclusdo molecular. Para a purificacdo, as amostras foram aplicadas em uma
coluna de exclusao molecular HiPrep DEAE Sepharose FF HiTrapTMPhenyl HP
acoplada a um sistema AKTA FPLC (GE Healthcare). A coluna foi previamente
equilibrada com tampao (KH,PO4 com (NH4).SO4 1,5 M), pH 8 adicionando o
tampao KH,PO, gradativamente. A eluicdo das fragdes foi realizada de forma

1socratica, com vazao constante de 0,3 mL/min.

3.6.7 Concentracdo da AsAChE-A:
O mesmo método descrito no topico 3.6.5 foi aplicado para a concentragao

da AsAChE-A. Entretanto, o sulfato de amodnio influencia no teste colorimétrico.
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Assim, deve-se realizar um Branco para cada fracao de acordo com a porcentagem

de sulfato de amonio em que a fra¢do se encontrava.

3.6.8 Determinacdo da concentragdo das enzimas pelo
protocolo de Bradford:

Através de uma diluigdo com 25 pL de AsAChE-B em 25 pL de 4gua Milli-
Q, adicionou-se 20 puL da solugdo diluida em 980 uL de reagente Bradford em
uma cubeta de quartzo, aguardando 5 min e analisando a amostra em um
espectrofotometro. O mesmo método ocorre para AsAChE-A, entretanto ela nao

¢ diluida. Além disso, o branco ¢ composto por 1000 pL do reagente de Bradford.

3.6.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida:
Para confirmacao e identifica¢do das proteinas isoladas na suspensao final
aplicou-se o método de eletroforese em gel de poliacrilamida. Para isso, dois géis

sao necessarios, o de corrida e o de empilhamento, preparados segundo a Tabela

3.6-1.

TABELA 3.6-1: Preparo do gel de poliacrilamida para SDS-PAGE.

Gel de corrida Gel de empilhamento
Volume Volume
Reagente Reagente
8 (uL) & (uL)
H,O 2.400 H,O 1.350
Bis-acrilamida 3.000 Bis-acrilamida 30% 335
Tris HCI pH 8.8 1.950 Tris HCI pH 6.8 250
SDS 10% 45 SDS 10% 20
Pergsglfato de 75 BlsAsu'lfato de 20
amonio amonio
TEMED 3 TEMED 2

Dessa forma, ocorre a polimerizacdo do gel em um suporte acrilico, e ¢
adicionado nos pogos gerados 10 uL do controle de peso molecular 14-116 kD e
10 uL de amostra de cada etapa realizada em todo processo de purificacao

separadamente. As amostras correm através da cuba de eletroforese.
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Com isso, ocorre a coloracdo do gel com corante azul de coomassie
mantendo sobre agitacdo branda por 24 h. Em sequéncia o gel ¢ transferido para
um recipiente com solucdo de &cido acético 7% e visualizado através de um
compartimento transiluminador pelo software ImageLab. As enzimas AsAChE-A

¢ B devem ser identificadas aproximadamente em 48-55 kDa, respectivamente.

3.6.10 Ensaio de atividade das enzimas acetilcolinesterase:

Os ensaios de atividade sdao preparados pelo método de Ellman (Ellman et
al., 1961), avaliado espectrofotometricamente (DU 800 UV/Vis Detector DTX
880 Beckman Coulter). A atividade enzimdtica foi determinada por meio da
reagdo entre acetiltiocolina e o reagente de Ellman, o acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB), na qual ocorre a formagao do anion 5-tio-2-nitrobenzoato
(TNB), de coloragdo amarela e absor¢cao em 412 nm. O sistema reacional foi
constituido por tampdo Tris-HCI (0,5 M; pH 8,0), DTNB (6 mmol.L") e iodeto
de acetiltiocolina (6 mmol.L1).

As andlises foram conduzidas com volumes distintos de amostra
enzimatica: 30 puL para enzimas nativas. Apds a preparagdo das reacoes, a leitura
espectrofotométrica foi realizada apds 10 minutos de incubagdo. A conversao da
absorbancia em unidades de atividade enzimatica (U) seguiu a equacao proposta

por Ellman e colaboradores, 1961 (Santos, 2017).

U (M/min) = Absorbancia/min/€ Equacao 1

Onde € ¢ o coeficiente de extingao.

3.7 Imobilizacao das AChE’s em particula magnética:

As particulas magnéticas (PMs) foram inicialmente dispersas em banho
ultrassonico por 10 minutos para homogeneizacao. Em seguida, foram submetidas
a agitacao a 400 rpm por 5 minutos. Apods essa etapa, 90 uL. da suspensdo de PMs
foram transferidos para microtubos contendo 500 pL de tampao MES (100
mmol.L™!, pH 6,0). As particulas foram lavadas trés vezes por separagdo

magnética com o mesmo tampao. As PMs lavadas foram entdo incubadas sob
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agitacao lenda, contendo 1 mL de uma solugdo de ativacao contendo EDC (0,46
mol.L™") e HOBt (74 mmol.L™") preparada em tampao MES (100 mmol.L™", pH
6,0) por 30 minutos. Apds a ativagdo, as particulas foram novamente lavadas trés
vezes com tampao MES, como consta na Figura 3.7-1. A reacio EDC/HOBt com

os grupos carboxilas das particulas magnéticas esta descrita na Figura 3.7-2.
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FIGURA 3.7-1 Primeira etapa de imobilizacio das AChEs em particula
magnética (Ativagdo EDC/HOBt) Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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FIGURA 3.7-2: Reacdao EDC/HOBt com grupos carboxila das particulas

magnéticas.

Em seguida, adicionou-se 500 uL de uma solugdo enzimatica 7 pg.mL"!
preparada em PBS (10 mmol.L !, pH 7,4), e a suspensao foi incubada sob agitagao
leve por um periodo de 30 min. As duas etapas descritas resultam em uma reacao
essencial para a imobilizagdo das enzimas nas particulas magnéticas. Nessa
reagdo, o EDC promove a ativagdo dos grupos carboxila presentes na superficie

das particulas, permitindo a formacao de ligacdes amida por meio da reacdo com
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grupos aminas dos aminoacidos das enzimas. O HOBt, por sua vez, estabiliza o
intermediario reacional gerado, favorecendo a formagdo da ligagdo amida de
forma mais eficiente. Além disso, o uso do HOBt possibilita a reacdo com uma
variedade maior de residuos de aminoacidos em comparagdo a reagentes
convencionais, como o NHS (Fioramonte et al., 2018). A reacdo e metodologia

esta descrita na Figura 3.7-3.
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FIGURA 3.7-3: Metodologia de imobilizagdo para enzimas expressando a reacao
com grupos aminas de seus aminoacidos. AsAChE-A e AsAChE-B (Santos, 2017)
EelAChE (Bourne et al., 1999).

Apo6s a imobilizagdo, as PMs foram lavadas trés vezes com PBS (pH 7,4)
contendo 0,01% de Tween 20 e incubadas com 1 mL de etanolamina (1 mmol.L™
em PBS, pH 7,4) por 1 hora para bloqueio dos sitios ativos remanescentes.
Finalizada a incubagdo, foram realizadas mais trés lavagens com PBS/Tween
0,05%, e as PMs foram ressuspendidas em 500 pL. de PBS (pH 7,4). Como
ilustrado na Figura 3.7-4. Por fim, as particulas funcionais foram armazenadas a

4 °C até o uso.
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FIGURA 3.7-4: Metodologia de bloqueio dos sitios ativos remanescentes com

etanolamina.

3.8 Otimizac¢dao da imobilizacdo enzima/particulas magnéticas:

Para a otimizacdo da etapa de imobilizacdo da enzima nas particulas
magnéticas, um estudo baseado em planejamento composto central foi realizado,
obtendo 4 pontos centrais e pontos axiais em -2 e 2. Para isso foram realizados 18
experimentos distintos apresentados na Tabela 3.8-1 e para cada experimento
foram realizadas 5 medidas diferentes (uma medida por biossensor). Os resultados
apresentados na Tabela 3.8-1 sdo a média dos cinco valores de correntes anddicas
(LA) obtidas para cada experimento. A metodologia de imobilizacao esta descrita
na sessao 3.7 e as respostas eletroquimicas foram obtidas através da reacao de
oxidacdo da tiocolina, que € o produto da reagdo entre a AChE e o substrato
cloreto de acetiltiocolina (Figura 4.2-2). Para as respostas da otimizacdo da
imobilizagdo da AChE nas particulas magnéticas, foram adicionados 260 uL de
uma solugdo de cloreto de acetiltiocolina (5,06 mol.L'") em PBS 10 mmol L' pH

7,4, em um volume de 50 uL de PMs-AChE.
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TABELA 3.8-1: Planejamento composto central com valores codificados e reais.

Experimentos vl [PM’s] v2 [ACHE] v3 Tempo

1 -1 50 -1 3 -1 2
2 1 90 -1 3 -1 2
3 -1 50 1 7 -1 2
4 1 90 1 7 -1 2
5 -1 50 -1 3 1 5
6 90 -1 3 1 5
7 -1 50 1 7 1 5
8 1 90 1 7 1 5
9 0 70 0 5 0 3,3
10 0 70 0 5 0 3,3
11 0 70 0 5 0 3,3
12 0 70 0 5 0 3,3
13 -2 30 0 5 0 3,3
14 2 110 0 5 0 3,3
15 0 70 -2 1 0 3,3
16 0 70 2 9 0 3,3
17 0 70 0 5 -2 0,3
18 0 70 0 5 2 6,3

V1 = Variavel 1

[PM’s] = Concentragdo de particula magnética (mg/mL)

V2 = Variavel 2

[AChE] = Concentracao de acetilcolinesterase (pug/mL)

V3= Variavel 3

Tempo = Tempo de imobiliza¢cdo da enzima com a particula magnética (min)

De acordo com os resultados obtidos, foi calculado um modelo de regressao
linear, utilizando o software Octave, na sua versao online, com a rotina
computacional “regression2”. Empregando a Equacao 2, cujos termos derivam do
modelo de regressdo, foram entdo gerados os graficos de contorno e superficie de
resposta utilizando uma codificagdo implementada no software PyCharm
Community Edition 2023.1.2 (Anexo 1), de modo a verificar a regido de maxima

resposta.
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y= B0 + B1x1 + B2x2 + B3x3 + P11x12 + B22x22 + B33x32 + B12x1x2 +
B13x1x3 + B23x2x3
Equacgao 2

Sendo y a resposta, 0 o coeficiente constante na qual estima o valor médio
de todas as respostas. B1, B2 e B3 os coeficientes lineares dos efeitos principais.
B11, B22 e B33 os coeficientes quadraticos, que apresenta a curvatura da resposta
em relacdo as variaveis, e B12, B13 e 23 as varidveis e suas interagoes, obtidos a
partir do modelo de regressdao. Ademais, foram calculados os efeitos de cada uma

das varidveis e suas interacoes.

3.9 Avaliagcdo da resposta eletroquimica frente a acetiltiocolina
utilizando planejamento composto central:

Para realizar a otimizacdo da imobilizacdo enzima/particulas magnéticas,
um estudo baseado em planejamento fatorial 2° completo foi realizado, obtendo 4
pontos centrais € pontos axiais em -2 ¢ 2. Este planejamento apresentou respostas
com diferentes concentragdes de acetiltiocolina, de tempo de reacdo entre a
enzima e o substrato e concentragdo de particula magnética imobilizada. Para isso
foram realizados 18 experimentos distintos apresentados na Tabela 3.9-1 e para
cada experimento foram realizadas 4 medidas diferentes. Os resultados
apresentados na Tabela 3.9-1 sdo a média dos quatro valores de correntes anddicas
(LA) obtidas para cada experimento. As respostas amperométricas foram obtidas
através da reacdo de oxidagdo da tiocolina, produto da reacdo entre cloreto de
acetiltiocolina e a AChE.

Para o processo de avaliacio da resposta eletroquimica frente a
acetiltiocolina, foram utilizadas as condi¢cdes de imobilizacdo encontradas no
planejamento fatorial composto central de imobilizacdo, em que a concentragao
de particula magnética utilizada ¢ de 1,4 mg mL’', a concentragdo de
acetilcolinesterase de 7 pg mL™!' e um tempo de imobilizagdo de 30 min. Diferente
do planejamento para a imobilizagdo, esta avaliacdo ocorreu para as trés enzimas

acetilcolinesterase.
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TABELA 3.9-1: Planejamento composto central com valores codificados e reais

para avaliagdo da resposta eletroquimica.

Experimentos vl [ATCh] v2 Tempo v3 [PM's+Sub]
1 -1 2,53 -1 10 -1 40
2 1 10,1 -1 10 -1 40
3 -1 2,53 1 20 -1 40
4 1 10,1 1 20 -1 40
5 -1 2,53 -1 10 1 80
6 1 10,1 -1 10 1 80
7 -1 2,53 1 20 1 80
8 1 10,1 1 20 1 80
9 0 5,06 0 15 0 60

10 0 5,06 0 15 0 60
11 0 5,06 0 15 0 60
12 0 5,06 0 15 0 60
13 -2 1,26 0 15 0 60
14 2 20,2 0 15 0 60
15 0 5,06 -2 5 0 60
16 0 5,06 2 25 0 60
17 0 5,06 0 15 -2 20
18 0 5,06 0 15 2 100

V1 = Variavel 1

[ATChCI] = Concentracio de substrato (mmol.L")

V2 = Variavel 2

Tempo = Tempo de reacdo substrato + Biossensor (min)

V3= Variavel 3

[PM's+Sub] = Aliquota Particula funcionalizada pL

De acordo com os resultados obtidos, foi calculado um modelo de regressao

linear, utilizando o software Octave, na sua versao online, com a rotina

computacional “regression2”. Empregando a Equag¢ao 3, cujos termos derivam do

modelo de regressdo, foram entdo gerados os graficos de contorno e superficie de

resposta utilizando uma codificacdo implementada no software PyCharm

Community Edition 2023.1.2 (Anexo 1), de modo a verificar a regido de maxima

resposta.
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Y=p0+B1x1 +p2x2 + B3x3 + P11x12 + B22x22 + B33x32 + B12x1x2 + B13x1x3
+ B23x2x3

Equacgao 3

Sendo a resposta y, B0 o coeficiente constante na qual estima o valor médio
de todas as respostas. B1, B2 e B3 os coeficientes lineares dos efeitos principais.
B11, B22 e B33 os coeficientes quadraticos, que apresenta a curvatura da resposta
em relagdo as variaveis, e B12, B13 e B23 as variaveis e suas interacoes, obtidos a
partir do modelo de regressdo. Ademais, foram calculados os efeitos de cada uma

das variaveis e suas interagoes.

3.10 Avaliacdo da resposta eletroquimica frente a variacdo de pH da
acetiltiocolina:

As seguintes condigdes foram determinadas pelo planejamento composto
central de imobilizacdo, sendo: a concentracdo de particula magnética (1,4
mg.mL"), a concentra¢io de AChE (7 ug.mL™") e um tempo de imobilizagio de
30 min, em adigdo as seguintes condi¢des foram determinadas pelo planejamento
composto central do substrato, sendo: 5,06 mmol.L! de acetiltiocolina, 10 min de
reagdo ¢ uma aliquota de 60 pL. Estabelecidas tais condic¢des, realizou-se um
estudo de efeito da variagdao de pH, referente ao PBS (solugdo do substrato) nas

leituras eletroquimicas, com as faixas de pH variando entre 6; 6,5; 7; 7,4; 8 € 8,5.

3.11 Estudo de inibi¢cao das enzimas pelo Malation:

Neste estudo, foi otimizado o tempo da acao do inseticida malation sobre a
acetilcolinesterase utilizando o biossensor desenvolvido. Os tempos de reagao
variaram entre 5, 10, 15, 20 e 25 min. Os experimentos foram realizados em
quadruplicata e foram utilizados 260 puL de uma concentra¢io de 7 mg L' do
inibidor. A rea¢do ocorreu em um tubo de microcentrifuga contendo as PM/AChE
sob agitacao lenta em um Cral Plast Agitador Manual Vortex 0-300 rpm. Apos o
tempo de incubacdo, as PM/AChE sdo separadas com um auxilio de uma estante

magnética, o sobrenadante ¢ descartado e ¢ adicionado 260 uL de substrato
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acetiltiocolina 10,1 mmol.L!, pH 7. Apds 10 min de reacdo, que ocorre sob a
mesma forma de agitacdo, as PM/AChE sdo separadas novamente e o
sobrenadante ¢ coletado. O sobrenadante entdo ¢ aplicado na superficie do
eletrodo e analisado no pStat Multi Potentiostat Metrohm. A metodologia esta

descrita nas Figuras 3.71/-1 e 3.11-2.
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FIGURA 3.11-1: Metodologia de inibicao da acetilcolinesterase analisadas pela

reacdo eletroquimica da acetiltiocolina. Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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FIGURA 3.11-2: Eletrodos descartaveis conectados ao potenciostato(A);

Potenciostato de bancada (B).

3.12 Avaliacdo da atividade inibitoria através da concentracdao:
Com o tempo definido através da metodologia anterior, os bioensaios de

inibicdo foram conduzidos testando as seguintes concentracdes de inibidores
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sobre os eletrodos: 1 mg.L'l; 5 mgL'; 9mg L', 13 mg. L' e 15.mg L. Apds o
tempo demarcado de ac¢dao dos inibidores, o procedimento seguiu a metodologia
da sessdo anterior e as curvas analiticas foram construidas através do processo de
inibicao enzimatica. Foram calculadas as porcentagens de inibi¢ao (% I) em razao
da variagdo das solu¢des de malation apenas para AsAChE-A e AsAChE-B,
enquanto os calculos da galantamina e extratos brutos foram realizados para as
trés enzimas.

Os calculos de inibicao ocorreram aplicando a Equacao 4.

%1=I”I;'lxmo

Equacao 4

Sendo I as correntes medidas sem a presencga de inibidor (Branco) e I; as
correntes obtidas através da incubacgao dos biossensores com o inibidor.

Os calculos de limite de deteccdo e de quantificacdo sdo expressos na

Equagdo 5 e 6 respectivamente.

LD = 3XSD
b Equagdo 5
10x 5D
LQ = .

Equacao 6
Sendo b o coeficiente angular da reta e SD o desvio padrao de amostras sem

inibicao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Planejamento composto central para imobilizacdo da
acetilcolinesterase em particulas magnéticas:

Para identificar a melhor condi¢do de imobilizagdo da acetilcolinesterase
nas particulas magnéticas, foi utilizado um planejamento fatorial composto
central, em que as regides axiais variaram entre -2 a 2, devido ao planejamento
apresentar trés variaveis. Para obter uma maior precisdo nos experimentos, 0s
pontos axiais ndo foram obtidos em -1,68 e 1,68, em razdo de que neste
planejamento utiliza-se elementos bioldgicos que podem apresentar desvio padrado
significativo nas repostas obtidas. Desta forma, a fim de minimizar possiveis erros
utilizou-se parametros de valores inteiros. Tarapara (2021), afirma que ndo ¢
necessario que o ponto axial esteja com valores exatos, sendo que para trés
variaveis pode-se utilizar o valor equivalente a 1,5 (Tarapara; Divecha, 2023).
Entretanto, ndo ha valores inteiros para pontos axiais 1,5, sendo necessario
extrapolar para valores de -2 e 2, como realizado em por Ali (2016) (Ali; Noor,
2016).

Os valores das respostas sao referentes a corrente anddica gerada pela
rea¢do de oxidagdo da tiocolina, que ¢ um dos produtos formados na reacao
enzimatica AChE-acetiltiocolina. Quando a ligagdo do grupo tiol presente no
substrato ¢ rompida pela enzima acetilcolinesterase, forma-se a tiocolina, que por
sua vez ¢ oxidada pela corrente aplicada e o produto desta oxidag¢ao € o dimero
ditio-bis-colina (Vide no item 4.2; figura 4.2-2 p. 43).

Com este modelo de planejamento foi possivel identificar os efeitos mais
importantes para a metodologia de imobilizagdo, assim como se ha ou nao
interacdo entre os efeitos. Os resultados obtidos constam na Tabela 4./-1. Sendo
variavel 1 (vl) a concentracdo de particulas magnéticas, variavel 2 (v2) a
concentra¢do da enzima acetilcolinesterase de E. electricus e variavel 3 (v3) o

tempo de imobilizacdo entre a enzima e a particula magnética.
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TABELA 4.1-1: Planejamento composto central codificado com a média das

respostas obtidas em quintuplicata.

Experimentos vl v2 vy x(I/pA)

1 -1 -1 -1 5,510
2 1 -1 -1 5,141
3 -1 1 -1 6,306
4 1 1 -1 9,684
5 -1 -1 1 3,703
6 1 -1 1 4,136
7 -1 1 1 7,056
8 1 1 1 7,904
9 0 0 0 5,580
10 0 0 0 4,473
11 0 0 0 4,214
12 0 0 0 5,392
13 -2 0 0 5,418
14 2 0 0 6,973
15 0 -2 0 2,574
16 0 2 0 9,577
17 0 0 -2 5,734
18 0 0 2 5,177

V1 = Variavel 1 (Concentragdo de particula magnética)

V2 = Variavel 2 (Concentracao de acetilcolinesterase)

V3= Variavel 3 (Tempo de imobilizagdo entre a acetilcolinesterase e a particula magnética)

X (I/ pA) =Meédia das correntes obtidas como resposta. Correntes obtidas por VOQ em 260uL
de uma solugdo ATChCI 5,06 mmol.L-1 em PBS 10 mmol L pH 7,4, em um volume de 50
ulL de Enzima/Particula magnética. a= 50 mV; f= 50 Hz; s= 0,002 V (parametros otimizados

para este trabalho). Tempo de reagcdo= 10 min.
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A partir de uma quadruplicata do ponto central (experimentos 9-12), foi
calculada uma soma quadratica do erro puro (SQEP) utilizando a Equagédo 7,
obtendo um valor de 1,3560 com grau de liberdade igual a 3.

Z(x;—x)?

SQEP = =22

Equagdo 7

€6y, €6 _ 9%

Sendo x; o valor de resposta de cada réplica, “x” a média entre elas e “n” o
nimero de réplicas do ponto central. A avaliagdo da significancia estatistica do
modelo foi realizada comparando as médias quadraticas de regressao (MSreg) e
dos residuos (MSres). O valor de MSreg deve ser maior que MSres, pois com esta
diferenca entre as variancias pode-se interpretar que MSreg ndo se confunde com
MSres, como consta em Pereira e Pereira-Filho, 2018 (Pereira; Pereira-Filho,
2018), condizente ao apresentado no modelo aqui proposto, MSreg (55,5094) e
MSres (4,5981). Além disso, a razdo entre os valores de Fcaculado (10,73)
preferencialmente deve ser algumas vezes maior que 0 Fiapelado (3,29), cerca de 10
vezes maior para que o modelo seja apresentado como confidvel, podendo ser
utilizado para previsoes. No caso deste modelo, 0 Fcaiculado N30 apresentou uma
razao 10 vezes maior que o tabelado. Entretanto, a média quadratica de falta de
ajuste (MStuita de ajustes 3,2421) fol maior que a média quadratica do erro puro
(MSEP, 1,356), sendo a razdo do Faiculado(falta de ajuste) (1,4346) € Frabelado(faita de ajuste)
(5,41) de falta de ajuste menor do que 1, indicando que o modelo niao apresenta
falta de ajuste.

Ademais, o modelo apresentou um R? de 92,35%, indicando a porcentagem
dos dados que o modelo foi capaz de explicar, com uma variagao explicavel
maxima igual a 97,74% (R’max = 0,9774).

A significancia estatistica dos coeficientes foi examinada, considerando
significativos em um nivel de confianga de 95%. Com isso, foi obtida a equagao
de regressao Equacdo 8 em que y ¢ a resposta, vl a concentracao de particulas
magnéticas, v2 a concentragao de acetilcolinesterase (Ee/AChE):

y=15,05+0,46vIl +1,65v2 Equagao 8
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Além disso, a influéncia das varidveis avaliadas na resposta final foi
calculada através da Equacao 9. Sendo Pi o coeficiente de regressdo associado a
um termo Xi. A influéncia relativa de cada termo pode ser estimada pela soma
dos quadrados dos efeitos.

2
Porcentagem de influéncia; = znﬁ—l,@ x 100 Equagado 9
j=1Pj

A concentragdo de particulas magnéticas apresentou uma influéncia de
5,8% aos resultados das correntes obtidas, enquanto a concentragdo de enzima
(EelAChE) possui a maior influéncia com 74,5%, e o tempo de reacdo de
imobilizacdo da enzima nas particulas magnéticas nao possui influéncia
significativa, alcangcando 2,61%. Em relacdo a interacao das variaveis, a interagao
de maior porcentagem foi entre a concentracdo de particulas magnéticas com a
concentracao de enzima (Ee/AChE) com 7,37% de influéncia. Os dados obtidos
estdo apresentados na Tabela 4.7-2.

TABELA 4.1-2: Porcentagem de influéncia das variaveis e interagdes a partir do
planejamento composto central para Ee/AChE.

Variaveis e interacoes Influéncia dos efeitos (%)
1 6,2
2 80,1
3 2,8
12 7,9
13 1,4
23 1,4

Porcentagens de influéncia dos efeitos calculadas através da Equagao 9.

Com base nisso, construiu-se grafico de superficie (Figura 4.7-1, A) e de
contorno (Figura 4.7-1, B) para as varidveis significativas. Observou-se o maior
valor de corrente que se pode obter com esta metodologia, nas condic¢des de 5,06
mmol.L™! de acetiltiocolina ¢ 10 min de rea¢do do substrato com a Ee/AChE

imobilizada ¢ de [,,= 15,0 pA. Porém, nestas condi¢cdes utiliza-se uma
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concentragdo de 2,2 mg.mL"! de particula magnética e 9 ug.mL! de enzima. A
fim de diminuir a quantidade de reagentes utilizados, foi escolhida a concentragao
de 1,8 mg.mL"' de particulas magnéticas e 7 pg.mL" de acetilcolinesterase (I,,=
7,0 uA) em um tempo de imobilizacdo de 30 min, devido a variavel 3 nao ser

significativa para a imobilizacdo da AChE nas PMs.

10.5

*‘Nwama\www

L N W - w (= ~ fes) o
[Acetilcolinesterase](pg/mL)

0.0
0.6 0.8 L0 12 14 16 18 2.0 2.2

[Particulas magnéticas] (mg/mL)

FIGURA 4.1-1 Gréficos de superficie (A) e de contorno (B) do planejamento
composto central para a imobilizagdo PM’s/Ee/AChE. Realizados no software
PyCharm Community Edition 2023.1.2 através Equacdo 8. A codificacdo se

encontra em Anexo 1.

Devido ao planejamento experimental demandar material para ser
executado optou-se por ndo realizar o planejamento para a imobilizagdo da
AsAChE-A e AsAChE-B. Contudo, a modo de confirmar que ocorre 0 mesmo
comportamento para a imobilizacdo das trés acetilcolinesterases (Figura 3.7-3) 6
testes para a comparagao das enzimas ASAChE-A, AsAChE-B e Ee/AChE foram
realizados. Os pontos escolhidos para os testes foram os pontos axiais, que
obtiveram as respostas mostradas na Tabela 4./-3, confirmando que se pode
utilizar os mesmos parametros para a imobilizagdo da AsAChE A e AsAChE B.

Os valores de corrente da reagdo do substrato com as AChEs da formiga

cortadeira apresentam um valor bem inferior que a Ee/AChE, o que pode ser



41

explicado devido ao processo de extragdo das enzimas da formiga, que causa a
desnaturacdo de alguns sitios cataliticos no decorrer da extragcdo. Outro fator que
corrobora com esta diferenca de valores ¢ a quantidade de sitios ativos presentes
nas enzimas, enquanto a £e/AChE ¢ um tetramero, a ASAChE-A ¢ um dimero e a

AsAChE-B um monomero (Santos, 2017; Salazar et al., 2024).

TABELA 4.1-3: Confirmagao do planejamento composto central com pontos

axiais para ASAChE-A e AsAChE-B.

Experimentos vl v2 v3 EelAChE AsAChE- A AsAChE-B

13 -2 0 0 5,418 1,166 0,539
14 2 0 0 6,973 1,266 0,621
15 0 -2 0 2,574 0,637 0,380
16 0 2 0 9,577 1,358 0,894
17 0 0 -2 5,734 1,087 0,575
18 0 0 2 5,177 0,908 0,529

V1 = Variavel 1 (Concentracao de particula magnética)
V2 = Variavel 2 (Concentragdo de acetilcolinesterase)
V3= Variavel 3 (Tempo de imobilizagdo entre a acetilcolinesterase e a particula magnética)

EelAChE, AsAChE-A e AsAChE-B = Média das correntes obtidas como resposta. Correntes
obtidas por VOQ em 260uL de uma solugio ATChCI 5,06 mmol.L™! em PBS 10 mmol.L"! pH

7,4, em um volume de 50 UL de Enzima/Particula magnética. a= 50 mV; f= 50 Hz; s= 0,002

V. Tempo de reacao= 10 min.

Neste trabalho ¢ a primeira vez que ¢ relatado a imobiliza¢ao das enzimas
acetilcolinesterase provindas da formiga cortadeira em particulas magnéticas.
Além de ser a primeira vez que um planejamento de composto central € aplicado
para a otimizacao da imobilizagdo da acetilcolinesterase. Através deste trabalho,
observa-se que os calculos estatisticos indicam que em tempos de imobilizagdes
maiores que 30 min, para esta metodologia, ndo ha alteracdo significativa na
corrente obtida.

Uma vez selecionada as condi¢des de imobilizagdo, sendo a concentragcao

de particula magnética (1,8 mg.mL™), a concentragdo de AChE (7 ug.mL") e um
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tempo de imobilizagdo de 30 min; avaliou-se a repetibilidade calculando o DPR

intra-dia e inter-dia (n=4). Os valores obtidos estdo na Tabela 4. /-4.

TABELA 4.1-4: Repetibilidade intra-dia e inter-dia para as trés enzimas.

Biossensores Repetibilidade DPR/ %

EelAChE Intra-dia 5,45

Inter-dia 5,78

AsAChE A Intra-dia 4,04
Inter-dia 12,72

AsAChE B Intra-dia 11,43
Inter-dia 10,27

Intra-dia = Realizadas 4 imobilizagdes diferentes no mesmo dia.
Inter-dia = Realizadas 4 imobilizagoes diferentes em dias diferentes.

DPR / % = Porcentagem referente ao desvio padrdo das 4 imobilizacdes realizadas em
quadruplicata.

Para os biossensores de AsAChE-A e AsAChE-B os valores de DPR se
apresentaram altos devido aos valores da corrente, uma vez que quando a média
de um conjunto de dados é proxima a zero, pequenas variagdes nos dados podem
levar aum DPR elevado, indicando alta variabilidade relativa. Entretanto, mesmo
com valores de DPR acima de 10%, os biossensores eles confirmaram um
desempenho para a imobilizacao da enzima a fim de determinar potenciais agentes
inibidores enzimdaticos (BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

(ANVISA, 2003).

4.2 Avaliacdo da resposta eletroquimica frente a acetiltiocolina:

4.2.1 Escolha do substrato:

A acetiltiocolina pode ser encontrada em duas formas, lodeto de
acetiltiocolina ou Cloreto de acetiltiocolina, sendo a diferenga entre os dois
substratos o contra ion (Figura 4.2-1). Mesmo o contra ion ndo participando da

reagdo de oxidacdo (Figura 4.2-2), o ion iodeto possui oxidagdo proxima ao
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potencial da dimerizagdo do tiol, podendo ser um empecilho na andlise

eletroquimica (Bucur; Bucur; Radu, 2013).

0 CHy I /‘J:J]\ CH, Ci
N’ N’
-"'ﬁ‘x,.-’ - ..v'“\&_'_, -
S éHEHj S éHEHj

(A) (B)
FIGURA 4.2-1: Férmulas estruturais do Iodeto de acetiltiocolina (A) e Cloreto

de acetiltiocolina (B).

(4 .
+/\/|/ ’/\/'L/
HS ha —F s + >
H
|/ \+/\/S\ /\/IL/
HS/\/N\ /[Tj S +N

FIGURA 4.2-2: Esquema da reagdo eletroquimica de oxidacdo da tiocolina
ocasionada pela corrente aplicada formando o dimero ditio-bis-colina (Souza et

al., 2022).

Assim, foram realizados alguns estudos para identificar qual o melhor
substrato para elaboracdo dos proximos experimentos. Primeiramente, analisou-
se uma molécula que possui um grupo tiol (1-propanethiol) e que nao apresenta
nenhum contra-ion comparada com o I gerado da dissolucao aquosa do KI. Os
testes foram realizados em eletrodos serigrafados de carbono aplicando a técnica

de voltametria ciclica.
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FIGURA 4.2-3: Voltamograma ciclico dos compostos 1-propanethiol e iodeto de
potassio. Correntes obtidas por VC em [KI] = 5,5 umol e [C3HgS] = 13 umol,

Velocidade de varredura: 100 mV s°!. Intervalo de potencial: +0,1 a +0,9 V.

Nota-se que ambos os compostos demonstraram correntes de oxidacao
proximas a mesma regido de potencial quando aplicada a voltametria ciclica. Com
1ss0, para o prosseguimento do estudo referente aos substratos analisou-se o I, e
o substrato ATChI (iodeto de acetiltiocolina) quando clivado pela enzima

acetilcolinesterase, conforme apresentado na Figura 4.2-4.

Com base nas andlises realizadas com ATChI percebe-se que o sinal
referente ao iodo pode atrapalhar na identificacdo da corrente do tiol, levando a
falsos positivos ou negativos nos estudos referentes a inibicdo da
acetilcolinesterase (Bucur; Bucur; Radu, 2013).

Dessa forma, realizou-se um estudo com o cloreto de acetiltiocolina para
identificar a viabilidade do uso deste substrato para analises de inibi¢ao desta

enzima (Figura 4.2-5).
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FIGURA 4.2-4: Voltamograma ciclico dos compostos ATCh-1 e I,.
Correntes obtidas por VC em [ATCh-I1] = 5,06 mmol.L"! ¢ [I,]= 7 umol, f=50 Hz

Velocidade de varredura: 100 mV s°!. Intervalo de potencial: +0,1 a +0,9 V.

PBS

“j=== 1-propanethiol
=== ATCh-Cl

8§ —ATCh-Cl/ Ee/[AChE

I/pA

—2

0,0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
E/V vs. (Ag/AgCl)

FIGURA 4.2-5: Voltamograma ciclico dos compostos PBS, C;HsS, ATChCI e
ATChCI clivado pela acetilcolinesterase. Correntes obtidas por VC em [ATCh-
Cl] = 5,06 mmol.L!, [C3HgS]= 13 pmol.L! e [PBS]= 10 mmol.L!, f= 50 Hz.

Velocidade de varredura: 100 mV s!. Intervalo de potencial: +0,1 a +0,9 V.

Referente ao ATChCI (cloreto de acetiltiocolina), observa-se que quando o

substrato ndao entra em contato com a acetilcolinesterase ndo ocorre nenhum
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processo eletroquimico, comprovando que a reagao so ocorre a partir da clivagem
do substrato ocasionada pela enzima. Observa-se também que o contra-ion de
cloro ndo influencia na corrente, uma vez que nao hd presenca de qualquer
processo eletroquimico referente ao mesmo. Ademais, quando ha a formagao do
dimero ditio-bis-colina apenas uma corrente de oxidacdo ¢ identificada, sendo
similar ao 1-propanotiol, constatando que a corrente anodica € relativa ao grupo
tiol do composto. Por fim, salienta-se que o tampao PBS nao causa alteracdo na
corrente registrada, sendo possivel utiliza-lo nos experimentos subsequentes.
Com isso, decidiu-se utilizar o ATChCI como substrato para os demais
estudos, permitindo resultados mais confiaveis e possibilitando o prosseguimento

do trabalho de forma mais efetiva.

4.2.2 Avaliacdo da resposta eletroquimica para EelAChE, AsSAChE-A
e ASAChE-B utilizando planejamento composto central:

Para avaliar o comportamento do substrato frente as trés
acetilcolinesterases, foi utilizado um planejamento fatorial composto central, em
que as regides axiais variaram entre -2 a 2, devido ao planejamento apresentar trés
variaveis. Os pontos axiais nao foram obtidos em -1,68 ¢ 1,68 para obter uma
maior precisao nos experimentos, em razao de que neste planejamento utiliza-se
pequenas massas de substrato e valores com nimeros fracionarios encontram-se
na imprecisio da balanca. E importante reescrever que Tarapara (2021) afirma
que ndo € necessario que o ponto axial esteja com valores exatos, sendo que para
trés variaveis pode-se utilizar o valor equivalente a 1,5 (Tarapara; Divecha, 2023).
Entretanto, ndo ha valores inteiros para pontos axiais em 1,5, sendo necessario
extrapolar para valores de -2 e 2, como realizado em (Ali; Noor, 2016).

Os valores de resposta sdo referentes a corrente gerada pela reacdo de
oxidagdo da dimerizagdo do tiol da acetiltiocolina quando a ligacdo ¢ rompida
pela enzima acetilcolinesterase (Figura 4.2-2, p. 43), além disso, as amostras

foram realizadas em quadruplicata.
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Com este modelo de planejamento foi possivel identificar os efeitos mais
importantes referente a reacao do substrato com a enzima acetilcolineterase, assim
como se ha ou nao interagdo entre os efeitos. Os resultados obtidos constam nas
Tabelas 4.2-1, 4.2-2 e 4.2-3. Sendo varidvel 1 (vl) a concentragdo de
acetiltiocolina (mmol), variavel 2 (v2) tempo de reagdo substrato/AChE (min) e
variavel 3 (v3) a aliquota da enzima imobilizada em particula magnética (uL).
Assim, foram obtidas as médias de respostas para as trés enzimas, ressaltando que
os planejamentos foram realizados separadamente.

TABELA 4.2-1: Planejamento composto central para avaliagdo da resposta

eletroquimica frente a Ee/AChE codificado com a média das respostas obtidas em

quadruplicata.
Experimentos vl v2 v3 X (EelAChE)
1 -1 -1 -1 7,011
2 1 -1 -1 8,411
3 -1 1 -1 11,643
4 1 1 -1 15,573
5 -1 -1 1 11,044
6 1 -1 1 14,470
7 -1 1 1 16,476
8 1 1 1 20,001
9 0 0 0 14,259
10 0 0 0 13,445
11 0 0 0 12,427
12 0 0 0 12,274
13 -2 0 0 9,067
14 2 0 0 13,622
15 0 220 5,950
16 0 2 0 18,117
17 0 -2 8,159
18 0 0 2 15,390

V1 = Variavel 1 (Concentracao de ATChCI)
V2 = Variavel 2 (Tempo de reagdo ATChCI/AChE)
V3= Variavel 3 (Aliquota AChE/PM)
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X (I/ pA) = Média das correntes obtidas como resposta. Correntes obtidas por VOQ em 260 pL
de uma solu¢io ATChClem PBS 10 mmol.L!, pH 7.4, [AChE] =7 pg.mL"!, [PM] = 1,4 mg.mL"

!, tempo de imobiliza¢do de 30 min. a= 50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reagio = 10

min.

TABELA 4.2-2: Planejamento composto central para avaliagdo da resposta

eletroquimica frente a AsAChE-A codificado com a média das respostas obtidas

em quadruplicata.

Experimentos vl v2 v3 X (AsAChE-A)
1 -1 -1 -1 0,47
2 1 -1 -1 1,28
3 -1 1 -1 0,42
4 1 1 -1 0,83
5 -1 -1 1 0,70
6 1 -1 1 1,46
7 -1 | 1 0,49
8 1 | 1 1,07
9 0 0 0 0,98

10 0 0 0 0,95
11 0 0 0 0,99
12 0 0 0 1,05
13 -2 0 0 0,74
14 2 0 0 2,96
15 0 220 1,14
16 0 2 0 0,60
17 0 0 -2 0,82
18 0 0 2 1,12

V1 = Variavel 1 (Concentracao de ATChCI)
V2 = Variavel 2 (Tempo de reagdo ATChCI/AChE)

V3= Variavel 3 (Aliquota AChE/PM)

X (I/ pA) = Média das correntes obtidas como resposta. Correntes obtidas por VOQ em 260 pL
de uma solugdo ATChCl em PBS 10 mmol.L"!, pH 7.4, [AChE] =7 ug.mL"!, [PM] = 1,4 mg.mL

!, tempo de imobiliza¢do de 30 min. a =50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reag¢io = 10

min.
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TABELA 4.2-3: Planejamento composto central para avaliagdo da resposta
eletroquimica frente a AsAChE-B codificado com a média das respostas obtidas

em quadruplicata.

Experimentos vl v2 v3 X (AsAChE-B)

1 1 -1 -1 0,56
2 1 -1 -1 1,35
3 11 -1 0,53
4 11 -1 1,15
5 1 -1 1 0,60
6 1 -1 1 1,51
7 11 1 0,58
8 11 1 1,02
9 0 0 0 0,78

10 0 0 0 0,79

11 0 0 0 0,92

12 0 0 0 1,05

13 2 0 0 0,58

14 2 0 0 3,15

15 0 2 0 1,39

16 0 2 0 0,67

17 0 0 -2 1,08

18 0 0 2 1,23

V1 = Variavel 1 (Concentragao de ATChCI)

V2 = Variavel 2 (Tempo de reagdo ATChCI/AChE)

V3= Variavel 3 (Aliquota AChE/PM)

X (I/ pA) =Média das correntes obtidas como resposta. Correntes obtidas por VOQ em 260 pL
de uma solugdo ATChCl em PBS 10 mmol.L"!, pH 7.4, [AChE] =7 ug.mL"!, [PM] = 1,4 mg.mL
!, tempo de imobilizagdo de 30 min. a =50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reaco = 10

min.
A partir de uma quadruplicata do ponto central (experimento 9-12), foi
calculada uma soma quadratica do erro puro (SQEP) utilizando a Equacao 7 (p.

38 onde x; € o valor de resposta de cada réplica, x a média entre elas e n o nimero

de réplicas do ponto central), obtendo um valor de 1,3560 para Ee/AChE, 0,0048
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para AsAChE-A e 0,0476 para AsAChE-B, com grau de liberdade igual a 3 para

as trés enzimas (Tabela 4.2-4). Analizados no software PyCharm Community.

A avaliacao da significancia estatistica do modelo foi realizada e o valor de
MSreg deve ser maior que MSres, pois com essa diferenca entre os valores de
variancias podemos interpretar que MSreg ndo se confunde com MSres, como
consta em Pereira e Pereira-Filho (2018). Além disso, a razao entre os valores de
Feaiculado preferencialmente deve ser algumas vezes maior que 0 Fiapelado, c€Tca de
10 vezes maior para que o modelo seja apresentado como confiavel, podendo ser
utilizado para previsdes. A média quadratica de falta de ajuste deve ser maior que
a média quadratica do erro puro, sendo a razdo entre 0 Falculado(falta de ajustc) €
Flabelado(falta de ajustey Menor do que 1.

Para Ee/AChE nesse modelo 0 Feaculado N30 apresentou uma razao de 10
vezes maior que 0 Fipenado, €ntretanto, a média quadratica de falta de ajuste foi
maior que a média quadratica do erro puro, sendo a razao entre o Faiculado € Frabelado
da falta de ajuste menor que 1, indicando que o modelo ndo apresenta falta de
ajuste podendo utilizar o MQ dos residuos, sendo MSres = 0,57477 e t = 2,3646.

Para as AsAChE-A e AsAChE-B, em ambos os modelos os Fcalculados nao
apresentaram uma razao de 10 vezes maior que 0S Fiapelados. As médias quadraticas
de falta de ajuste foram maiores que as médias quadraticas dos erros puros, sendo
as razoes dos Feaculados € Fiabelados maiores que 1, indicando que os modelos
apresentaram falta de ajuste. Assim, utilizou-se o MQ da Falta de Ajuste 0,14862,
com t igual a 2,776 para AsAChE-A e MQ da Falta de Ajuste 0,098839, com t
igual a 2,3646 para AsAChE-B.
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TABELA 4.2-4: Andlise estatistica do ajuste e validagcdo do modelo para
EelAChE, AsAChE-A e AsAChE-B.

EelAChE AsAChE-A AsAChE-B
MSreg) 243,52 4,73 5,68
MSres) 10,01 0,70 0,79
Feal. 21,62 6,01 6,39
Fab. 3,69 3,29 2,49
Feal/Ftab. 5,86 1,83 2,56
MSfalta de ajuste 7,41 0,69 0,74
MSEP 2,60 0,00 0,05
Fealfda 1,71 86,84 9,37
Ftap.fda 6,59 5,05 3,20
Fcal.fda/Ftab.fda 0,26 17,20 2,93
R? 0,96 0,87 0,88
R’max 0,99 1,00 0,99

MSreq) = Média quadratica de regressao

MSes) = Média quadratica dos residuos

Feal= Fealculado

Ftab. = Ftabelado

Fcal/Fab.= Razao entre Fealculado € Fabelado

MStaita de ajuste = Média quadratica de falta de ajuste

MSEP = Média quadratica do erro puro

Feat.fda= Fealculado da falta de ajuste.

Fab.fda.= Frabelado da falta de ajuste.

Fal.fda/Ftab.fda= Razao entre a Fcalculado da falta de ajuste € Ftabelado da falta de ajuste

A significancia estatistica dos coeficientes foi examinada, considerando
significativos em um nivel de confianga de 95%. Com isso, foram obtidas as
equacgodes de regressao (Equacdo 10; Equagdo 11; Equagdo 12), em que y ¢ a
resposta, vl a concentragdo de enzima, v2 o tempo de reagdo e v3 a aliquota de

enzima/particula magnética:

y(EelAChE) = 13,4 + 1,34v1 +2,94v2 + 2,113 Equagdo 10
y(AsAChE-A) = 0,90+ 0,44v1 Equacio 11

y(AsAChE-B) = 0,80+ 0,50v1+0,24v1vl Equacao 12
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Além disso, a influéncia das varidveis avaliadas na resposta final foi
adquirida, através da Equagdo 9 (p. 39). Sendo Bi o coeficiente de regressao
associado a um termo Xi. A influéncia relativa de cada termo pode ser estimada

pela soma dos quadrados dos efeitos normalizada.

Para EelAChE concentra¢do de substrato obtém uma influéncia de 11,7%,
enquanto o tempo possui a maior influéncia com 56,5% e a aliquota possui uma
influéncia de 29,2% (Tabela 4.2-5). Em relagdo a interagdo das variaveis nenhuma
possuiu influéncia significativa.

Para AsAChE-A mesmo com percentuais de influéncias acima de 1, os
efeitos 2 (7,06%), 3 (2,58%), 12 (2%), 11 (14,1%) e 22 (1,1%) (Tabela 4.2-5) nao
apresentaram significancia, devido ao grande intervalo de confianca que o modelo
apresentou. A concentracao de substrato obteve uma influéncia de 72,8% sendo o
unico efeito significativo (Tabela 4.2-5).

Para AsAChE-B os efeitos significativos foram v1 (77,6%) e v1? (17,6%).
O efeito v2 (1,72%) apresentou um percentual maior que 1 (Tabela 4.2-5),
contudo ndo ¢ considerado um efeito significativo devido ao intervalo de
confianca.

Os modelos para AsAChE-A e AsAChE-B ndo apresentaram uma boa
confiabilidade, devido ao limite de confianca que impossibilitou uma boa
avaliagdo de todas as variaveis, mas a partir das porcentagens de influéncia
encontradas pode-se identificar um seguimento de quais varidveis s3o mais

importantes para dar énfase em outros estudos.
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TABELA 4.2-5: Porcentagem de influéncia das variaveis e interagdes a partir do

planejamento composto central para avaliagdao da resposta eletroquimica frente as

enzimas Ee/AChE, AsAChE-A e AsAChE-B.

Variaveis Influéncia dos Influéncia dos Influéncia dos
e efeitos (%) efeitos (%) efeitos (%)
interacoes EelAChE AsAChE-A AsAChE-B
1 11,8 86,1 95,0
2 57,4 8,4 2,1
3 29.6 3,1 0,3
12 0,71 2.4 2.3
13 0,27 0,1 0,2
23 0,07 0,1 0,1

Porcentagens de influéncia dos efeitos calculadas através da Equagao 9

A equagdo de Michaelis-Menten (Equagdo 13), descreve como a velocidade
de uma reagdo catalisada por enzimas depende da concentragdo do substrato. Em
que, Vmax € a velocidade méaxima da reagdo, v velocidade da reagdo, [S]
concentracdo de substrato e K, constante de Michaelis, sendo K, uma medida
relacionada a afinidade da enzima pelo substrato, quanto menor essa medida
maior ¢ a afinidade.

II;IIIE{ ) [S -

K.+ (S

v

Equacao 13

A partir do planejamento para a Ee/AChE, percebe-se que a varidvel mais
influente ¢ o tempo de reacdo entre a enzima e o substrato, isso pode estar ligado
a saturacdo da enzima. Quando a cinética ¢ de primeira ordem, a velocidade
aumenta linearmente com a concentracdo do substrato, sendo o substrato uma
variavel influente para a cinética. Entretanto, quando a cinética ¢ de ordem zero,
temos que nao ha dependéncia da concentragdo do substrato, pois a enzima esta

saturada. Nisso, a varidvel do tempo em que ocorre a reacdo se torna mais
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influente, no caso da Ee/AChE, as concentragdes de substratos utilizadas
possivelmente tendem mais facilmente para a saturagdo enzimatica (Kram;
Schifer; Rabenstein, 2018).

Para ambas as enzimas AsAChE-A e AsAChE-B, a variavel referente a
concentracdo de substrato ¢ a mais influente, além da interacdo entre a
concentracdo da acetiltiocolina com a concentracdo Enzima/PM, mostrando uma
dependéncia do efeito da acetiltiocolina. Com isso, possivelmente a faixa de
concentragdo de substrato utilizada nao tende facilmente a uma saturacao da
enzima, sendo entdo reagdes de primeira-ordem (Kram; Schifer; Rabenstein,
2018).

Comparando os trés modelos adquiridos pelo planejamento composto
central para as trés enzimas, ¢ perceptivel que o comportamento entre elas ¢
distinto. O planejamento para Ee/AChE apresentou a varidvel tempo como mais
influente, seguida das variaveis concentracdo Enzima/PM e concentracdo de
substrato. Vale ressaltar que a concentragdo Enzima/PM ¢ relacionada
diretamente a concentracdo de enzima, pois quanto maior a quantidade de
particulas imobilizadas no meio, maior € a concentragdo de enzimas.

Em um estudo realizado por Santos, 2017, sobre os parametros cinéticos
Km e Vuns para as enzimas AsAChE-A e AsAChE-B com o substrato
acetiltiocolina, determinou-se que a enzima AsAChE-A apresentou uma afinidade
superior pelo substrato comparado com a AsAChE-B (Santos, 2017). No
presente trabalho, a porcentagem de influéncia do substrato para as respostas
eletroquimicas das duas enzimas foi de respectivamente (72,79%) e (77,55%),
mostrando que a atividade enzimatica da AsAChE-B ¢ diretamente influenciada
pela concentracdo de substrato. Isso expde que a AsAChE-A satura mais
facilmente que a AsAChE-B devido a sua afinidade pelo substrato, diminuindo a
porcentagem de influéncia da variavel de concentragdo da acetiltiocolina e
aumentando a porcentagem de influéncia da varidvel tempo, quando comparado

com a AsAChE-B.
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Enfim, construiu-se graficos de contorno (Figura 4.2-6, B) e de superficie
(Figura 4.2-6, A) para as varidveis significativas da Ee/AChE, para as demais

enzimas nao foi possivel, devido ao intervalo de confianca.

Contorno: z = f(V1, V2), V3 = 60 uL (codificado)
Superficie: z = f(V1, V2), V3 = 60 uL (codificado) X Pontoe (5.06, 10)

25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0

(A) (B)
FIGURA 4.2-6: Graficos de superficie (A) e de contorno (B) do planejamento
composto central para a avaliacdo da resposta eletroquimica frente a Ee/AChE.
Realizados no software PyCharm Community Edition 2023.1.2 através Equagao

10. A codifica¢do se encontra no Anexo 1.

Observou-se que o maior valor de corrente que se pode obter estd nas
condi¢des de 20,2 mmol.L! de acetiltiocolina, 25 min ¢ 100 pL de aliquota de
Enzima/PM, com uma corrente de ~24,5 nA. Porém optou-se por trabalhar com a
corrente de ~10,2 pA, pois para a maior corrente necessita-se utilizar altas
concentragdes de reagentes € um tempo de reacdo maior. A fim de diminuir os
custos e otimizar o tempo foi escolhida a concentragdo de 5,06 mmol.L"! de
acetiltiocolina, 10 min de reagdo e uma aliquota de 60 pL.

Neste trabalho ¢ a primeira vez que o estudo da acetiltiocolina referente a
enzima acetilcolinesterase € realizado via planejamento fatorial composto central,
avaliando a melhor condi¢do que se pode obter para a realizacdo de trabalhos em

biossensores.
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4.3 Avaliacdo da resposta eletroquimica frente a variacdo de pH da
acetiltiocolina:

Apos a determinagao dos parametros escolhidos no planejamento composto
central, seis solugdes de ATChCl de 5,06 mmol.L"! foram preparadas em
diferentes faixas de pH, sendo os valores: 6,0; 6,5; 7,0; 7,4; 8,0 ¢ 8,5. Este estudo
avalia os resultados cataliticos do biossensores, sendo apresentados na Figura 4. 3-

1 e Tabela 4.3-1.

iEelAChE
e ASAChE-A _I_
| ASAChE-B = 'I'
< 101
= 81
~
6 4
4-
4 L
04 || Bl W)

6 65 7 74 8 85

FIGURA 4.3-1: Efeito da reposta eletroquimica de oxidacao da tiocolina referente
a mudanca de pH da solu¢ao de ATChCI. As correntes foram obtidas por VOQ em
ATChCI 5,06 mmol.L!, PBS 10 mmol.L!. a =50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V.
Tempo de reagdo = 10 min. [AChE] =7 ug.mL"!.
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TABELA 4.3-1: Efeito da reposta eletroquimica de oxidagdo da tiocolina

referente a mudanca de pH da solu¢do de ATChCI Respostas eletroquimicas em

HA..

pH  EelAChE AsAChE-A AsAChE-B
6 3,038 +0,358 0,709 + 0,055 0,385 + 0,055
6,5 8,517+0,684 0,707 + 0,072 0,662 = 0,039
7 14,540 + 0,743 1212 0,077 0,928 + 0,104
74  14415+0,139 1,190 + 0,165 0,775 £ 0,146
8 15,575+0,819 1,182 + 0,045 0,774 + 0,099
8,5 14,032+ 0,837 0,959 + 0,142 0,796 + 0,0422

Conforme os dados apresentados o valor de Ip para Ee/AChE exibiu uma
tendéncia crescente das respostas eletroquimicas com o aumento do pH, havendo
um declinio a partir do pH 8. Para as AsAChE-A e AsAChE-B os valores de
corrente aumentam da faixa de pH 6,0 at¢ pH 7,0, ocorrendo um declinio dos
valores a partir desta faixa de pH 7,0. Para Ee/AChE, na faixa de pH 8,0 o Ip =
15,57 £ 0,82 A, enquanto em pH 8.5 o Ip =14,03 + 0,84 A, ou seja, ocorreu um
decréscimo na resposta para o Bio-Ee/AChE, uma diferenga de Ip = 1,54 A. Para
as AsAChE-A e AsAChE-B em pH 7 o Ip ¢ igual a 1,21 + 0,08 ¢ 0,93 £+ 0,10
respectivamente. ParapH 7,4 o Ip ¢ iguala 1,19+ 0,16 ¢ 0,77 £ 0,10, havendo um
decréscimo em média de corrente nos valores de Ip= 0,02 para AsSAChE-A e Ip =
0,16 para AsACHE-B. Mesmo decréscimo sendo minimo para a AsAChE-A entre
os pHs 7 e 7,4, o desvio padrdao se mostrou menor, para AsAChE-A 0,16 e para
AsAChE-B 0,10 tendo um valor mais confiavel em relagao as respostas.

As condig¢des de pH desempenham um papel importante para a integridade
da estrutura tridimensional funcional das proteinas, que estd diretamente ligada
com a atividade funcional. O pH em condi¢des nao favoraveis pode causar a
desnaturacdo irreversivel da enzima através de quebras de ligagdes covalentes,
formacdo de novas ligacdes, modificagdo de cadeia lateral, etc (Masson;

Lushchekina, 2022).
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A maior corrente corresponde com a maior integridade da estrutura
enzimatica, pois a clivagem da acetiltiocolina ocorre de forma mais efetiva no
sitio catalitico. Desta forma, para Ee/AChE a melhor condi¢do foi em pH 8 e para
AsAChE-A e AsAChE-B em pH 7. Como neste trabalho o foco ¢ a
acetilcolinesterase da formiga cortadeira o pH escolhido foi o pH 7 para os trés
biossensores.

Em outros estudos de pH com a Ee/AChE a faixa de pH que possuiu a
melhor corrente foi entre o pH 7 e 8 (Aragjo et al., 2025; Guler; Turkoglu; Kivrak,
2016; Ivanov et al., 2022; Nunes et al., 2022; Tao et al., 2022; Thet Tun et al.,
2023; Wang, Bo et al., 2020; Wen et al., 2023). Entretanto, para as AsAChE-A ¢
AsAChE-B ha uma diferenca entre dois trabalhos, no trabalho publicado por
Santos, 2019 (Dos Santos et al., 2019) o pH 6timo foi entre 9 € 9,5, enquanto, no
estudo realizado por Aratjo 2024 (Araujo, 2024), o pH 6timo coincidiu com este
estudo, estando em pH 7. Isso pode ter ocorrido devido a metodologia utilizada,
que se diferencia entre colorimétrico e eletroquimico, sendo o eletroquimico

semelhante ao trabalho apresentado.

4.4 Estudo de inibicdo das enzimas pelo Malation:

Para este estudo, mantiveram-se as mesmas condi¢des de imobiliza¢ao do
estudo de influéncia do pH, porém a concentragdo de acetiltiocolina utilizada foi
de 10,1 mmol.L"! em pH 7, sendo o tempo de rea¢do de 10 min, houve essa
alteragdo nas condi¢des do substrato devido a sua reagdo com as AChEs da
formiga cortadeira apresentar valores de correntes anoddicas menores, devido a
extracao.

Ao longo da extracdo a enzima ¢ submetida a diversos fatores, como
mudangas de temperatura, precipitacoes, mudancas de pH e agitacdes extremas
(Masson; Lushchekina, 2022). Esses fatores podem causar a desnaturagdo da
enzima, diminuindo sua atividade e influenciando diretamente na corrente. Estas
desnaturagdes nao ocorrem de forma uniforme, ndo podendo ser previstas

quantitativamente. Em vista disso, a quatruplicata do branco (sem inibidor) deve
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ser realizada a cada teste, para evitar erros ocasionado pela desnaturacao.
Portanto, primeiramente foi avaliada a influéncia do tempo de incubagdo do
malation nos biossensores (Figura 4.4-1). Os testes com malation foram

realizados apenas para as enzimas da formiga cortadeira.

| |—e— AsAchEA
504 |~ AsAChEB

5 10 15 20 25
tempo / min

FIGURA 4.4-1: Efeito nas correntes de atividade enziméatica em relacao ao tempo
de acao do malation nos biossensores de ASAChE-A ¢ AsAChE-B. [Malation] =
21,2 umol.L!, [AsAChE] = 7 ng.mL!. Corrente obtidas por VOQ. a = 50 mV; f
=50 Hz; s = 0,002 V. [ATChCI] = 10,1 mmol.L"! em PBS 10 mmol.L!, pH 7.

Tempo de reagdo de 10 min.

Como apresentado na Figura 4.4-1, ambas as enzimas apresentaram
alteragdes em suas atividades conforme o tempo de acdo do malation. Este
comportamento ¢ consequéncia da ligagdo do malation ao sitio catalitico das
AChEs (Figura 1.6-2), impedindo a clivagem da acetiltiocolina (Figura /.6-1)
(Assis et al., 2018; Wang, Bo et al., 2020), desta forma, diminuindo a formacgao
do produto tiocolina, o que influencia diretamente nas correntes registradas pela
dimerizagdo da molécula. Assim, ao comparar a corrente da enzima bloqueada
com a corrente da enzima com o sitio catalitico ativo (Branco), pode-se obter a

porcentagem de inibicdo da molécula.
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As duas enzimas apresentaram perfis distintos de inibicdo, a AsChE-A
exibe uma inibi¢do de 1,78% em um tempo de 5 min, progredindo sua inibi¢ado
até 47,80% em 25 min, enquanto a inibicado da AsAChE-B em 5 min ¢ de 9,04%
estendendo até 43,46% de inibicdo em 25 min. Mesmo a AsAChE-B apresentando
maior inibi¢do em 5 min, ao decorrer do tempo a inibicdo da AsAChE-A alcanga
taxas de inibigdo maiores. Com base nestes resultados, ¢ perceptivo que ha uma
interacao diferente do malation com os sitios cataliticos das duas enzimas,
expondo o dever do estudo individual entre elas.

A maioria dos insetos expressa duas acetilcolinesterases, elas sdo
denominadas como AChE1 e AChE2 (Knorr ef al., 2022; Vidal-Albalat et al.,
2023). Estudos apontam que a AChE1] estd envolvida na neurotransmissao
colinérgica, sendo o alvo de inseticidas anticolinesterasicos e apresentando
resisténcia a inseticidas (Teng et al., 2022). Enquanto a AChE2 desempenha o
papel de crescimento de insetos, reproducao e desenvolvimento embrionario (Lu
et al., 2012). Assim sendo, o controle das formigas cortadeiras podem ocorrer
através das duas enzimas, inibindo a AChEl e afetando na neurotransmissao
colinérgica ou AChE2 afetando a reprodutividade da espécie.

Bilal e seus colaboradores (Bilal ef al., 2022), desenvolveram biossensores
utilizando eletrodos de grafite de lapis compondo NiCr,04/gCsNy para a detecgao
de malation. O estudo foi realizado com AChEs de trés insetos, Apis mallifera
(abelha), Tribolium castaneum (besouro-da-farinha) e Zootermopsis navadensis
(cupim-de-madeira-imida). Como resultado obtiveram que as AChEs do besouro
navadenis e do cupim-de-madeira-imida apresentaram maior sensibilidade que a
enzima da abelha.

Em estudos realizados para o controle do cupim subterrdneo
(Reticulitermes chinensis), através do método de Ellman pesquisadores
expuseram a acetilcolinesterase do inseto ao malation obtendo um Icso de 1,10x10"
3 M, além do malation outros inseticidas foram testados, entretanto o malation

possuiu o menor Icsy sendo o mais eficiente (Tu; Yang, 2021).
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Em 2024, Aratijo (Aratjo, 2024) apresentou estudos com a AsAChE-A e
AsAChE-B frente ao malation através de biossensores com a superficie
modificada, adquirindo inibi¢des de 72% para AsAChE-A e 70% para AsAChE-
B em concordancia com o trabalho aqui apresentado, comprovando que a
AsAChE-A exibe mais sensibilidade ao malation.

O malation apresenta uma inibicdo excelente para o bloqueio da
acetilcolinesterase de insetos. Entretanto, sua eficdcia ndo se limita a pragas
agricolas, mas também atinge espécies nao-alvo, como espécies aquaticas (enguia
elétrica) (Alex. A; Mukherjee, 2023) e mamiferos (ratos albinos) (Elmorsy ef al.,
2022). Assim como outros organofosforados, o malation ndo apresenta
especificidade e causa acumulos em animais por duas rotas, sendo a primeira a
absorcao direta de pesticidas em sistemas aquaticos, causado por escoamento
superficial, e a absorcdo por alimentos contaminados (Karthick Rajan et al.,
2024). Também foi definido o tempo de 25 min para reacdo entre o malation e a
acetilcolinesterase, a fim de se obter a maior inibigdo possivel dentro dos
parametros analisados. Assim, ¢ indiscutivel a importancia de novos compostos
com agao inseticida que sejam seletivos € que ndo causem acimulos no meio
ambiente.

Na Figura 4.4-2 ¢ possivel notar que a AsAChE-A possui uma maior
sensibilidade atingindo uma inibi¢do de 77% com 39 pmol.L"! de malation,
enquanto a AsAChE-B na mesma concentracao inibiu 57%. Além disso, em 3
umol.L! do inseticida da 4AsAChE-A se encontrou em 19%, enquanto para
AsAChE-B esteve em 29%. Observa-se que em concentragdes menores a
AsAChE-B possuiu maior inibi¢ao, porém conforme aumenta-se a concentracao
do inibidor, os valores de porcentagem de inibicdo estdo mais proximos,
indicando que a reagdo tende a alcangar o valor maximo de inibigdo. Referente a
AsAChE-A, o comportamento diante do malation difere da 4sAChE-B, onde ha
uma variagdo maior de inibi¢do conforme ha um aumento na concentragcdo do

inibidor.
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Em relacdo a resposta linear obtida entre a taxa de inibigdo e a
concentragdo de malation, os valores de R (Pearson) calculados foram de 0,996
para o biossensor ASAChE-A e 0,935 para o biossensor AsAChE-B. Através da
equacdo de cada reta obtida, os coeficientes angulares utilizados nas Equagado 5 e
Equacdo 6 para determinar o limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacao
(LQ). Com isso, obteve-se para a ASAChE-A um LD = 2,58 nmol.L' e LQ = 8,61
nmol.L!, enquanto para a AsSAChE-Bum LD = 14,1 nmol.L"'e LQ =47,0 nmol.L-
1.

Comparando com outros biossensores expressos na Tabela 4.4-1, nota-se
que o limite de detec¢do ¢ maior que os demais. Entretanto, quando comparado
com 0 Bio-AChE A e Bio-AChE B realizado com a enzima do mesmo organismo
que neste trabalho, pode-se observar que os limites de deteccao para 4sAChE-A
¢ menor, enquanto para AsAChE-B se apresentou maior, essa diferenga ocorre

devido a forma de imobilizacdo da enzima nos biossensores.

@ ASAChE-A 80 p @ AsAChE-B
y = 11,64 + 1,64x y = 27,65 + 0,75x
R de Person = 0,996 70 1 R de Person = 0,935

39 15 21 27 33 39 3 9 15 21 27 33 39

[malation] / pmol L-1 (&) [malation] / pmol L-1
FIGURA 4.4-2: Porcentagem de inibi¢do em fun¢do da concentragdo de malation
para a ASAChE A em um tempo de 25 min (A). Porcentagem de inibicdo em
funcdo da concentracdo de malation para a enzima ASAChE B em um tempo de
25 min (B). Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L"! em PBS 10
mmol.L!, pH 7,0.a=50 mV; f =50 Hz; s = 0,002V, Tempo de rea¢do = 10 min.

[ASAChE A e B] =7 pg.mL".
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Além disso, ressalta-se que para a metodologia proposta neste trabalho nao
¢ necessario um limite de detec¢do tdo baixo, uma vez que essa ferramenta ¢
utilizada como forma de triagem para a descoberta de novos inibidores derivados
de produtos naturais ¢ ndo para a detec¢do de pesticidas (Bilal et al., 2022;

Rodrigues et al., 2018).

TABELA 4.4-1: Desempenhos analitico de biossensores eletroquimicos de

acetilcolinesterase para deteccao de malation.

Biossensor AChE Faixa linear LD Referéncia
Am-
AChE/Ni/GCN/PGE  Apis mellifera  0,1-1,6 uM 2nM Bilal, 2022
Tc- Tribolium
AChE/Ni/GCN/PGE castaneum 1-40 nM 0,86 nM Bilal, 2022
Zn- Zootermopsis

AChE/Ni/GCN/PGE nevadensis 2-100 nM 2,3 nM Bilal, 2022

AChE/CS/Fe304  Nao informado 0,01 -20nM  0,3nM  Rodrigues, 2018

Bio-AChE A A. sexdens 0,3-12uM 9 nM Araujo, 2024
Bio-AChE B A. sexdens 0,3-12uM 4 nM Araujo, 2024
AsAChEA/PM A. sexdens 3-39uM 2,6 nM  Trabalho atual
AsAChEB/PM A. sexdens 3-39uM 14 nM Trabalho atual

4.5 Estudo de inibicdo de acetilcolinesterases frente a galantamina:

Os estudos de inibi¢do das enzimas acetilcolinesterases ocorreram a partir
da galantamina, um composto estabelecido por sua propriedade
anticolinesterasica. As condi¢des utilizadas para este bioensaio sdo as mesmas do
estudo de inibicdo realizado com malation € como forma de comparacido a
concentragdo foi convertida em mg.L™!, assim as concentragdes da galantamina
variaram de 1 a 15 mg.L!. O tempo de a¢do da galantamina para cada

concentragdo testada foi fixado em 25 min. As porcentagens de inibigdo se


https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASehrish%20Bilal
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASehrish%20Bilal
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASehrish%20Bilal
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encontram na Figura 4.5-1, em que ¢ apresentado o perfil de inibicdo da

galantamina frente as enzimas da formiga cortadeira e enguia elétrica.
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FIGURA 4.5-1: Grafico da concentracdo de galantamina versus a porcentagem
de inibicao da atividade das enzimas AsAChE-A, AsAChE-B e Ee/AChE em um
tempo de 25 min. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L"! em
PBS 10 mmol.L"! , pH 7,0. a= 50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reacéo

=10 min. [ASAChE A e B] =7 pg.mL"".

A galantamina ¢ uma molécula conhecida pelo potencial inibitério da
acetilcolinesterase humana, sendo utilizada como medicamento colinérgico para
doenga de Alzheimer (Cheng et al., 2024; Sangaleti ef al., 2021; Simeonova et al.,
2022). Devido a sua importancia, estudos de inibicao utilizando a galantamina
foram realizados utilizando biossensores eletroquimicos, porém a enzima testada
comumente ¢ a da enguia elétrica (Du et al., 2007; Kostelnik et al., 2017,
Shamagsumova et al., 2022; Vandeput et al., 2015), devido a sua similaridade
com a acetilcolinesterase humana (Rants’o et al., 2022).

E importante contextualizar que a (-) galantamina é um produto natural
isolado pela primeira vez em 1950, pertencente a classe dos alcaldides e

identificados na familia Amaryllidaceae (Cheng et al., 2024), esta molécula
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possui grande relevancia devido a sua seletividade contra a BChE, reversibilidade
e competitividade (Cheng et al., 2024; Ivanov et al., 2024; Miculas et al., 2023).

Neste estudo de inibi¢gdo com a galantamina, nota-se que as ASAChE-A e
AsChE-B apresentaram uma baixa porcentagem de inibi¢dao, sendo que para
AsAChE-A a faixa de inibicao ocorreu entre 0-3%, com a maior inibigdo em 9 e
13 mg.L"!. Enquanto para AsAChE-B a faixa de inibi¢do ocorreu entre -3-2% com
a maior inibi¢do em 1,2 e 15 mg.L!. Para ambas as acetilcolinesterases ndo houve
variacao evidente entre as inibi¢des, demonstrando que a galantamina ndo possui
atividade inibitoria para as AsAChE-A e AsAChE-B. Em contraposto, para
EelAChE o estudo de inibigdo com a galantamina apresentou resultados que
demonstram o potencial inibitorio esperado para a acetilcolinesterase da enguia-
elétrica, exibindo porcentagens de inibicdo de 36-49% com as maiores inibig¢des
em 13 e 15 mg.L'!. Diante desses resultados, reconhece-se que a inibi¢do frente a
este inibidor ocorreu apenas para Ee/AChE (Figura 4.5-1). Estando de acordo com
o trabalho realizado por Santos et al. 2019 (Dos Santos et al., 2019).

Esses resultados refor¢cam o uso de enzimas especificas para a realizagdo de
estudos para o controle de pragas, fornecendo acao individual para o alvo. Além
disso, pesquisas a partir de produtos naturais sao necessarias, para assim como a
(-) galantamina (produto natural), que possui acdo especifica para a enzima
humana ndo atingindo as AsAChE-A e AsAChE-B, pode-se encontrar um
composto que atinja s6 as formigas cortadeiras ndo havendo influéncia para a

espécie humana e outros organismos nao-alvos.

4.6 Estudo de inibicdo de acetilcolinesterases frente ao extrato de
microrganismo Escovopsis microspora:

Estudos de inibicdo das enzimas acetilcolinesterases também foram
realizados a partir de extratos de microrganismos encontrados no ninho da
formiga cortadeira. As informacdes se encontram na Figura 4.6-1 em que ¢
apresentado o perfil de inibicdo do extrato do Escovopsis microspora frente as

enzimas da formiga cortadeira e enguia elétrica.
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Observa-se que, diante das trés diferentes enzimas, o perfil de inibi¢ado
apresentou distin¢des. Para o biossensor utilizando a Ee/AChE de acordo com o
acréscimo da concentragdo do extrato ha também um acréscimo na porcentagem
de inibi¢do, diferente do perfil dos biossensores utilizando AsAChE-A e AsAChE-
B em que ocorre um aumento até a concentragdo 13 mg. L' seguido de um

decréscimo.
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FIGURA 4.6-1: Porcentagem de inibi¢ao enzimatica do extrato de E. microspora
em diferentes concentragdoes. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1
mmol.L"' em PBS 10 mmol.L!, pH7,0.a =50 mV; f =50 Hz; s = 0,002 V. Tempo

de reacdo = 10 min. Inibigdo calculada através das médias das correntes obtidas.

O microrganismo E. microspora ¢ um fungo em que seu género ¢ conhecido
como uma das principais ameacas ao ninho das formigas cortadeiras (Elizondo
Wallace; Vargas Asensio; Pinto Tomads, 2014; Silva et al., 2006; Varanda-Haifig
etal.,2017), apresentando efeito parasita ao Leucoagaricus gongylophorus fungo
simbidtico da maioria das espécies da formiga cortadeira (Aguilar-Colorado;
Rivera-Chavez, 2023). Estudos com a espécie E. weberi do mesmo género
identificaram dois compostos aromadticos responsaveis pela inibigdo do
crescimento do L. gongylophorus, promovendo o controle das formigas

cortadeiras através da inibigdao do fungo simbionte (Dhodary et al., 2018). Além
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disso, houve uma estrutura que demonstrou efeito inseticida para a Acromyrmex
octospinosus € outras que inibiram o crescimento da Pseudonocardia sp (Dhodary
et al., 2018; Heine et al., 2018). Entretanto hd uma espécie de guerra quimica
entre a bactéria Pseudonocardia e o fungo Escovopsis. Ao mesmo tempo que o
Escovopsis produz compostos antibacterianos contra a Pseudonocardia, ela
produz compostos antifingicos contra o Escovopsis (Bae et al., 2021).

Toda via, em relagdo a espécie E. microspora nao ha muitos estudos
realizados. Sua composicdo quimica e suas atividades inseticidas e
antimicrobianas sdo desconhecidas, mostrando a importancia deste trabalho, que
conseguiu explorar esses aspectos, identificando que o extrato deste fungo age

como inibidor da acetilcolinesterase da formiga cortadeira e da enguia elétrica.

4.7 Estudo de inibicdo da acetilcolinesterase frente ao extrato de
microrganismo Exophiala dermatitidis, Exophiala spinifera e
seus co-cultivos com Escovopsis microspora:

Os ensaios realizados ocorreram com as mesmas condigdes que o teste com
o E. microspora. Primeiramente, o perfil de inibicao das trés AChE’s frente aos
extratos ¢ apresentado na Figura 4.7-1.

Além do Escovopsis ha outros fungos parasitas presentes nos ninhos das
formigas cortadeiras, como as leveduras negras, os géneros Aureobasidium sp.,
Exophiala sp., Pyrenochaeta sp., Phialophora sp. sdo exemplos desses simbiontes
prejudiciais (Currie; Mueller; Malloch, 1999; Little; Currie, 2007). Em 2014,
Duarte e colaboradores relataram pela primeira vez as leveduras negras Exophiala
dermatitidis e E. spinifera através de isolamentos do ninho.

Esses fungos sdo nocivos para as formigas devido a sua competicdo com
as bactérias filamentosas por nutrientes, causando indiretamente o crescimento do
fungo Escovopsis, devido a diminui¢ao da capacidade da bactéria em suprimir o
fungo parasita (Little; Currie, 2008). Analisando a inibicdo das AChE’s em
relacdo ao extrato de Exophiala dermatitidis, nota-se que as AsAChE-A e

AsAChE-B possuem um perfil de inibi¢do semelhante. Em relagdo a AsAChE-A,
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sua inibi¢do comeca em 5% em 1 mg.L ! aumentando sua inibi¢do até 57% em 13
mg.L! e em seguida ocorre um decréscimo em 15 mg.L™! para 51% de inibi¢do.
Por sua vez para AsAChE-B em 1 mg.L"! sua inibigdo se encontra em 9%
aumentando para 58% em 13 mg.L! e em 15 mg.L! sua inibi¢do decai para 43%.
Diversificando das AChE’s da formiga cortadeira, a enzima Ee/AChE demonstrou
um comportamento de estimulo frente a reacdo com a acetiltiocolina, assim, a
corrente observada quando comparada com o branco possuiu um valor maior,
tendo uma porcentagem negativa. A ativacdo da acetilcolinesterase facilitando a
hidrolise do substrato ja foi presenciada (Mu et al., 2023; Piletsky et al., 2022;
Radi¢; Taylor, 2001). Isso pode ocorrer devido a presenga de moléculas que se
ligam em sitios alostéricos, que diferentemente do sitio ativo alteram a
conformacao da enzima facilitando sua inibi¢dao ou a ativagao (Obaha; Novinec,
2023; Yu et al., 2025; Zhu et al., 2025).

Em relagdao a inibigdo frente ao extrato de co-cultivo dos fungos E.
microspora ¢ E. dermatitidis nota-se que os comportamentos de bloqueio do sitio
ativo sdo diferentes para as trés AChE’s. A enzima que apresentou maior inibi¢ao
foi a AsAChE-B com 60% em uma concentragdo de 15 mg.L! do extrato,
enquanto para a AsAChE-A a maior inibi¢ao ocorreu com 52% e para Ee/AChE a
maior inibigdo ocorreu com 22%. Além disso, destaca-se que houve diferenca
entre as inibi¢des em concentracdes menores, na menor concentracao testada a
AsAChE-A apresentou a maior inibigdo com 22%, enquanto a AsAChE-B
apresentou uma inibi¢cao de 4% e a Ee/AChE uma ativacao de -23%.

Nos estudos deste trabalho em relagdo ao extrato E. spinifera as maiores
inibi¢do para as AChE’s esteve em 67% para AsAChE-A em 15 mg L!, 59% para
AsAChE-B em 13 mg L' com um decréscimo em 15 mg L' para 43% e ~29%

para Ee[AChE nas concentragdes 15 ¢ 13 mg L!. Ressalta-se que o inico extrato
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de microrganismo ja testado em acetilcolinesterase da formiga-cortadeira e da

enguia elétrica foi o E. spinifera.
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FIGURA 4.7-1: Porcentagem de inibigdo enzimatica dos extratos de E.
dermatitidis e E. spinifera em mono e co-cultivo com E. microspora em diferentes
concentracoes. (A) E. dermatitidis; (B) E. spinifera; (C) co-cultivo E. dermatitidis
e E. microspora; (D) co-cultivo E. spinifera e E. microspora. Correntes obtidas
por VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L"! em PBS 10 mmol.L!, pH 7,0. a= 50 mV;
f=50Hz; s=0,002 V. Tempo de reacdo = 10 min. Inibicao calculada através das
médias das correntes obtidas.

Em relagdo ao co-cultivo com o E. microspora os perfis de inibi¢des entre
a AsAChE-A e AsAChE-B foram semelhantes, ocorrendo um acrescimento até 13
mg.L! com inibi¢des de 61 e 54% respectivamente e um decréscimo em 15 mg.L-

' com inibi¢des de 51 e 43% respectivamente. Para a Ee/AChE ouve uma resposta
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linear em relagdo a inibi¢do ocorrendo um estimulo em 1 mg.L! com 5% de

ativagdo seguido de inibigdes variando entre 8 e 27%.

O efeito causado pela maioria dos extratos frente as AChE’s foram de
inibi¢do, mesmo que em algumas concentragdes houve um estimulo referente a
atividade enzimatica. Entretanto, a porcentagem de inibi¢ado referente a Ee/AChE
se apresentou relativamente interior as demais. Sendo que para o monocultivo do
E. dermatitidis nao houve inibicao para a Ee/AChE, apenas para as AsChE-A e
AsChE-B.

A co-cultura ¢ uma metodologia que simula condi¢des naturais, podendo
fornecer melhores atividades de biopesticidas e antipatogénicos em extratos
brutos, além de aumentar o rendimento de metabolitos secundarios conhecidos e
produzir analogos de metabolitos. Através dessa estratégia também ¢ possivel
identificar como os fungos reagem quimicamente a competigao (Knowles ef al.,
2022; Sun et al., 2021; Xu et al., 2023).

Diante dessas vantagens, ocorreu o estudo do co-cultivo das leveduras
negras com o E. microspora expressando os resultados de inibi¢do na Figura 4.7-
2.

Ao averiguar as inibigdes ocasionadas pelo mono e co-cultivo referentes os
fungos Exophiala nota-se divergéncias entre os métodos de cultivo e as enzimas
analisadas. Para a AsAChE-A e E. dermatitidis houve uma grande diferenca de
inibi¢do na concentra¢do de 1 mg.L"!, no monocultivo a inibi¢do se encontrou em
5% enquanto no co-cultivo esteve em 22%, outro fator que se diferenciou foi o
perfil de inibicdo, em que no co-cultivo ocorreu uma linearidade na inibigao,
enquanto no monocultivo em 15 mg.L! ocorreu um decréscimo na inibigao.

Em relagdao a AsAChE-A e o fungo E. spinifera, na menor concentra¢ao do
monocultivo a inibi¢do esteve em 15%, enquanto no co-cultivo ocorreu uma
inibicdo de 3%. Além disso, semelhante ao E. dermatitidis o co-cultivo possuiu
uma linearidade no perfil de inibi¢do, enquanto o monocultivo possuiu um

decréscimo em 15 mg. L.
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FIGURA 4.7-2:
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Porcentagem de inibicdo enzimatica dos extratos de E.
dermatitidis, E. spinifera em mono ¢ co-cultivo com E. microspora em diferentes
concentragdes para cada enzima. (A) Inibicdo AsAChE-A frente ao mono e co-
cultivo E. dermatitidis; (B) Inibicdo AsAChE-B frente ao mono e co-cultivo E.
dermatitidis; (C) Inibigao EelAChE frente ao mono e co-cultivo E. dermatitidis;
(D) Inibi¢do AsAChE-A frente ao mono e co-cultivo E. spinifera; (E) Inibigao
AsAChE-B frente ao mono e co-cultivo E. spinifera (F) Inibicdo Ee/AChE frente
ao mono e co-cultivo E. spinifera. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1
mmol.L' em PBS 10 mmol L, pH 7,0. a = 50 mV; f =50 Hz; s = 0,002 V. Tempo

de reacao = 10 min. Inibi¢do calculada através das médias das correntes obtidas.

Em relagdo a AsAChE-A e o fungo E. spinifera, na menor concentracao do
mono-cultivo a inibi¢do esteve em 15%, enquanto no co-cultivo ocorreu uma
inibicdo de 3%. Além disso, semelhante ao E. dermatitidis o co-cultivo possuiu
uma linearidade no perfil de inibi¢do, enquanto o monocultivo possuiu um
decréscimo em 15 mg. L.

Ao analisar a AsAChE-B e o E. dermatitidis observa-se que as inibigdes sao

parecidas para o mono e co-cultivo, entretanto ha novamente uma diferenca no



72

perfil de inibi¢do, em que o co-cultivo se apresenta de forma crescente e linear
enquanto o monocultivo tem um decréscimo em 15 mg L', o que ndo é observado
no E. spinifera que apresenta um perfil de inibicdo semelhante com um
decréscimo em 15 mg L.

Para Ee/AChE e o E. dermatitidis apenas o co-cultivo apresentou inibicao,
sendo que essa atividade pode ser oriunda do E. microspora ou de algum
composto novo produzido pela interacdo dos dois microrganismos. Enquanto, no
que se refere o E. spinifera a inibi¢do ocorreu para os dois cultivos com uma
inibicdo maxima de ~28% para ambos, tendo como diferencga o estimulo causado
na menor concentragao testada sendo maior para o monocultivo.

Com iss0, 0 co-cultivo de microrganismos pode auxiliar na busca de novos
bioinseticidas, devido a sua producao de novos compostos através da interagao de
fungo-fungo ou no aumento de metabolitos secundarios.

Além de diferentes cultivos de fungos neste trabalho foi estudado se
diferentes espécies de um mesmo género possuiam diferenga em termos de

inibicao, apresentando os dados no Figura 4.7-3.
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FIGURA 4.7-3: Porcentagem de inibicdo enzimatica dos extratos do género
Exophiala em diferentes concentra¢des para cada enzima. (A) Inibi¢ao AsAChE-
A frente a duas espécies do género de Exophiala; (B) Inibi¢do AsAChE-B frente
a duas espécies do género de Exophiala; (C) Inibicdo Ee/lAChE frente a duas
espécies do género de Exophiala. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1
mmol.L "' em PBS 10 mmol L', pH 7,0.a = 50 mV; f =50 Hz; s = 0,002 V. Tempo

de reacao = 10 min. Inibi¢do calculada através das médias das correntes obtidas.



73

Ao analisar o perfil de inibicdo das AChE’s frente aos microrganismos de
mesmo género, porém de espécies diferentes, nota-se que o perfil que mais se
diferenciou foi da Ee/AChE em que a inibi¢ao ocorreu apenas com o E. spinifera.
Enquanto o perfil que mais se assemelhou foi da AsAChE-B, em que além do
perfil, as porcentagens de inibicdo também foram proximas. Para AsAChE-A ha
diferenca no perfil de inibig¢do entre as espécies, mesmo a porcentagem de inibigao

nao diferindo muito.

4.8 Estudo de inibicdo da acetilcolinesterase frente ao extrato de
microrganismo Phialophora attae, Phialophora capiguarae e
seus co-cultivos com Escovopsis microspora:

Os presentes testes foram realizados de forma equivalente aos demais e
estdo apresentados na Figura 4.8-1.

Ao analisar os resultados obtidos verifica-se que para o extrato de
monocultivo do Phialophora attae a AsAChE-A apresentou maior sensibilidade
ao inibidor adquirindo cerca de 57% de inibicao, enquanto a AsChE-B obteve sua
maior inibi¢do a 13 mg.L"! com 42%, ocorrendo um decréscimo em 15 mg.L!
para 21% de inibigdo. Para Ee/AChE houve um estimulo para a enzima sendo
diminuido com o aumento da concentracdo até adquirir 0% de inibi¢do em 15
mg.L'. Com isso, apenas as AsAChE A e B apresentaram sensibilidade aos
extratos como forma de inibicao.

Relacionando o monocultivo de P. capiguarae com as inibigdes estudas
temos que para AsAChE-A a uma inibi¢do crescente linearizada entre 12% e 61%
conforme o aumento da concentracdo. Para a AsAChE-B a inibi¢ao nao varia de
forma drastica mostrando uma resisténcia ao extrato, adquirindo inibi¢des entre 8
e 18%. Enquanto para a Ee/AChE ha apenas o estimulo da atividade enzimadtica
que aumenta conforme o aumento na concentracao do extrato, variando de 12 a
26%. Dessa forma, este extrato possuiu uma maior seletividade para AsAChE-A,

nao atingindo com eficiéncia a ASAChE B e Ee/AChE.
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FIGURA 4.8-1: Porcentagem de inibi¢do enzimaética dos extratos de P. attae e P.
capiguarae em mono € co-cultivo com E. microspora em diferentes
concentragdes. (A) P attae; (B) P. capiguarae; (C) co-cultivo P. attae ¢ E.
microspora; (D) co-cultivo P. capiguarae ¢ E. microspora. Correntes obtidas por
VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L"! em PBS 10 mmol.L'!, pH 7,0. a=50 mV; f =
50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reagao = 10 min. Inibigdo calculada através das

meédias das correntes obtidas.

Em relacdo ao co-cultivo do P. attae e E. microspora nota-se que a AsAChE
apresenta um pequeno estimulo em 1 mg.L™! de 5% e nas demais concentra¢des
uma inibi¢do crescente até a inibicdo maxima de 51% em 15 mg.L!. Para a
AsAChE-B a inibi¢do varia de 5% até 50% entre as concentragdes de 1 mg.L ! e
13 mg.L!, sendo que na maior concentra¢io a inibi¢do diminui para 45%.
Enquanto para Ee/AChE entre 1 mg.L!' e 13 mg.L" a inibi¢do varia de 9% a 1%,

diminuindo conforme a concentracdo aumenta, tendo um estimulo de 7% na
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concentracdo maxima. Diferente dos casos até aqui apresentados, possivelmente
0 que ocorre ¢ um aumento na concentracdo de um composto que age no sitio
alostérico conforme a concentragdo ¢ aumentada (Obaha; Novinec, 2023; Yu et
al., 2025; Zhu et al., 2025), se este composto possui uma influéncia maior que o
inibidor, conforme sua concentragao aumenta a inibicao ¢ disfarcada e o estimulo
¢ enfatizado. Entretanto, mesmo ocorrendo inibi¢do ela ¢ muito baixa comparada
com as demais, podendo pressupor que o co-cultivo apresentou maior
sensibilidade nas ASAChE A e B.

Verificando o co-cultivo de P. capiguarae com E. microspora observa-se
que para AsAChE-A na menor concentracdo hd um estimulo na atividade
enzimatica de 23%, decrescendo conforme o aumento da concentra¢ao do extrato
até atingir uma inibi¢ao de 40%. Para AsAChE-B esse fator ndo ¢ observado, pois
ocorre apenas o comportamento de inibicdo de forma linear até a porcentagem
maxima de 48%. Enquanto para Ee/AChE ha uma inversao no comportamento de
inibi¢do, pois na menor concentragdo ha uma inibigao de 15% decrescendo até
um estimulo de 6%. Semelhante ao caso anterior, hd um declinio na inibi¢ao
quando a concentracdo do extrato ¢ aumentada, podendo constatar que
dependendo da concentracdo o extrato pode agir mais especificamente nas
enzimas. Em concentracoes menores a inibicdo ¢ evidenciada na Ee/AChE
enquanto em concentragdes maiores essa evidéncia ocorre nas AsAChE-A,
contudo, a forma na qual o microrganismo ¢ cultivado influéncia na sua acao

contra a acetilcolinesterase. Como apresentado na Figura 4.8-2.
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FIGURA 4.8-2: Porcentagem de inibigdo enzimdtica dos extratos P. attae e P.
capiguarae em mono € co-cultivo com FE. microspora em diferentes
concentracoes. (A) Inibi¢do 4AsAChE-A frente ao mono e co-cultivo de P. attae;
(B) Inibigdo AsAChE-B frente ao mono e co-cultivo de P. attae; (C) Inibigao
EelAChE frente ao mono e co-cultivo de P. attae; (D) Inibicdo AsAChE-A frente
ao mono e co-cultivo de P. capiguarae; (E) Inibicdo AsAChE-B frente ao mono e
co-cultivo de P. capiguarae (F) Inibicdo Ee/AChE frente ao mono e co-cultivo de
P. capiguarae. Correntes obtidas por VOQ em [ATChCI] 10,1 mmol.L! em PBS
10 mmol.L!, pH 7,0. a = 50 mV; f = 50 Hz; s = 0,002 V. Tempo de reagdo = 10
min. Inibi¢do calculada através das médias das correntes obtidas.

Quando se verifica os perfis de inibi¢ao do P. attae cultivados em mono ¢
co-cultivo nota-se que para AsAChE-A (Figura 4.8-3, A) os dois extratos agem de
forma semelhante frente a inibicao, tendo diferencas sutis entre 0 mono ¢ co-
cultivo. Diferente da AsAChE-B (Figura 4.8-3, B) que apresenta maior
sensibilidade ao co-cultivo atingindo uma inibicdo de 50%, enquanto no
monocultivo a maior inibi¢do ¢ de 42%, além disso ambas possuem um
decréscimo de inibicdo em 15 mg.L!, porém ele é mais evidenciado no

monocultivo. Para Ee/AChE (Figura 4.8-3, C) observa-se que o perfil de inibi¢ado
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mudou quando o P, attae foi cultivado com o E. microspora, uma vez que quando
cultivado em mono-cultivo a acdo do extrato frente a enzima foi de estimulo,
diminuindo conforme houve o aumento da concentragdo, enquanto para o co-
cultivo primeiramente ocorreu uma leve inibicdo para depois ocorrer o estimulo

quando a concentragao aumentou.

Quando os perfis do mono e co-cultivo do P capiguarae ¢ analisado
verifica-se que para AsAChE A (Figura 4.8-3, D), os perfis se assemelham devido
ao aumento linear da inibi¢do, entretanto para o co-cultivo a inibi¢do ocorreu de
forma inferior além de haver um estimulo na menor concentracao. Para 4AsAChE-
B (Figura 4.8-3, E), no monocultivo houve uma resisténcia a inibicdo enquanto
para o co-cultivo a inibi¢do obteve um perfil linear influenciado pelo E.
microspora ou pela relagdo entre os dois microrganismos. Em relacdo a Ee/AChE
(Figura 4.8-3, F) o declinio da atividade ocorre com o aumento da concentragao
de ambos os extratos, porém para o co-cultivo na menor concentracdo ha uma
inibi¢cdo de 15% o que ndo ocorre para o monocultivo que s6 demonstra estimulos
na atividade.

Compreende-se que a influéncia do E. microspora em co-cultivo com o
género Phialophora ocasionou em maiores inibi¢des para as AsAChE-B e
EelAChE, diminuindo sutilmente a inibi¢do para a AsAChE-A.

Comparando as duas espécies do género Phialophora verifica-se que ha
algumas divergéncias entre as inibi¢des, mostrado na Figura 4.8-3.

Ao analisar as espécies P. attae ¢ P. capiguarae frente a AsAChE-A
percebe-se que as duas espécies possuem o mesmo perfil e porcentagens de
inibicao parecidas. Para AsAChE-B o extrato de P. attae possuiu maior inibicao
que P. capiguarae apresentando diferenca entre as espécies. Enquanto para
EelAChE as duas espécies apresentaram estimulo ao invés de inibi¢ao, entretanto
com o aumento da concentra¢ao do extrato de P. attae houve uma diminui¢ao do
estimulo, porém em relagdo ao P. capiguarae ao aumentar sua concentracao

aumenta-se o estimulo.
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FIGURA 4.8-3: Porcentagem de inibicdo enzimatica dos extratos do género
Phialophora em diferentes concentracdoes para cada enzima. (A) Inibig¢do
AsAChE-A frente a duas duas espécies do género Phialophora; (B) Inibicao
AsAChE-B frente a duas espécies do género Phialophora; (C) Inibicdo Ee/AChE
frente a duas espécies do género Phialophora. Corrente obtidas por VOQ.
Amplitude = 50mV; = 50 Hz, oxidag¢do de [TChCI] = 10,1 mmol.L"! em PBS 10
mmol.L!, pH 7, tempo de reagdo de 10 min. Inibi¢do calculada através das médias

das correntes obtidas.

Complementando a discussdo sobre as inibigdes dos nove extratos testados
nas entre as sessoes 4.6 a 4.8 construiu-se um mapa de calor, apresentado na

Figura 4.8-4. Codificagdo, Anexo 2.
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FIGURA 4.8-4: Mapa de calor (heatmap) representando a porcentagem de
inibicdo da atividade enzimatica por diferentes extratos flingicos e pela
galantamina sobre trés formas de acetilcolinesterase (4AsAChE-A, AsAChE-B e
EelAChE). Os valores percentuais sdo apresentados no interior de cada célula,
enquanto a intensidade da cor varia de forma inversa a magnitude: tons mais
escuros indicam maior inibi¢do, e tons mais claros, menor inibi¢ao. Os nomes dos

microrganismos estdo destacados em italico conforme a nomenclatura cientifica.

A medida que a taxa de inibicdo da enzima aumenta, a colora¢ao no mapa
de calor torna-se mais intensa, evidenciando de forma visual o impacto de cada
extrato sobre a atividade enzimatica e facilitando a comparagdo entre eles. Pode-
se aferir que entre eles houve extratos com um enfoque mais determinado para as
enzimas da formiga cortadeira, ndo atingindo de forma efetiva e Ee/AChE. Entre
eles ha o E. dermatitidis, P. attae ¢ P. capiguarae. Entretanto, mesmo que os
demais extratos possuiram inibicdo na Ee/AChE a inibigdo nas enzimas da
formiga cortadeira se apresentou superior, sendo alternativas vidveis para seu uso

como bioinseticidas.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou o potencial dos biossensores
eletroquimicos como ferramentas acessiveis, sensiveis e sustentdveis para a
triagem de inibidores enzimaticos com possivel acdo inseticida. A construcao dos
sensores utilizando acetilcolinesterases extraidas de formigas cortadeiras
(AsAChE-A e AsAChE-B), além da enzima comercial de enguia elétrica
(EelAChE), demonstra a viabilidade de utilizar enzimas nativas em dispositivos
analiticos, ampliando as possibilidades de aplicagdo em estudos voltados ao
controle de pragas. Além disso, otimizagdo do processo de imobilizacdo das
enzimas por meio do planejamento composto central (PCC) possibilitou a
definicdo de condigdes ideais para o desempenho dos biossensores, que
apresentaram limites de detec¢do de 2,6 nM para a AsSAChE-A e 14 nM para a
AsAChE-B, valores que confirmam a sensibilidade frente ao inibidor modelo
malation. Ademais, os resultados com a galantamina identificaram a importancia
de obter sensores com enzimas do organismo alvo e apresentaram potencial
inibitorio aos extratos de microrganismos antagonistas isolados dos ninhos de
formigas cortadeiras. Os extratos de Phialophora attae, Escovopsis microspora,
Exophiala dermatitidis e Exophiala spinifera apresentaram inibicoes
significativas, revelando um forte potencial bioinseticida. A capacidade de
detectar inibidores naturais com seletividade e reprodutibilidade evidencia que os
biossensores construidos ndo apenas oferecem uma alternativa eficaz ao uso de
pesticidas sintéticos, como também abrem caminho para novas estratégias no
controle de pragas agricolas. A aplicacdo dessa tecnologia em triagens
preliminares de compostos naturais pode acelerar a descoberta de moléculas mais
seguras, seletivas e ecologicamente adequadas. Além de contribuir diretamente
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados em enzimas nativas,
este estudo estabelece uma base solida para futuras investigagcdes voltadas ao

isolamento e caracterizacao dos principios ativos presentes nos extratos testados.
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ANEXOS

Anexo 1

Grdficos contorno e superficie
Pynthon cod
import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

# Coeficientes do modelo (codificado)

b0 =X
bl = Xvl
b2 = Xv2

# Intervalos reais das variaveis
V1 min, V1 _max = 0.6, 2.2
V2 min, V2 max=1,9

# Funcao para codificar os valores reais para escala -2 a +2
def codify(x_real, x_min, X_max):
return ((x_real - x_min) / (x_max - Xx_min)) * 4 - 2

# Geragao da malha de valores reais para V1 e V2
V1 real =np.linspace(V1 _min, V1_max, 100)

V2 real = np.linspace(V2_min, V2 _max, 100)

V1 grid, V2_grid = np.meshgrid(V1 real, V2 real)

# Codificacao dos valores
V1 _cod = codify(V1 _grid, V1 _min, V1 _max)
V2 cod = codify(V2_grid, V2 _min, V2 max)

# Calculo de z com os valores codificados
z=b0+bl *VI1 cod+b2* V2 cod

# Criando os graficos
fig = plt.figure(figsize=(12, 6))
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# Grafico de superficie

ax1 = fig.add subplot(1, 2, 1, projection='3d")

surf = ax1.plot surface(V1 grid, V2 grid, z, cmap="viridis')
axl.set xlabel("V1 (mg/mL)")

axl.set ylabel("V2 (ug/mL)")

fig.colorbar(surf, ax=ax1, shrink=0.5, aspect=10)

# Grafico de contorno

ax2 = fig.add_subplot(1, 2, 2)

contour = ax2.contourf(V1 grid, V2 grid, z, cmap="viridis')
# Adiciona o ponto (5.06, 20) com X

ax2.plot(1.8, 7, 'rx', markersize=10, label="Ponto (1.8, 7)")
ax2.set_xlabel("V1 (mg/mL)")

ax2.set_ylabel("V2 (ug/mL)")

ax2.legend()

fig.colorbar(contour, ax=ax2)

plt.tight layout()
plt.show()

Observagao: coeficientes do modelo (codificados) sdo os valores obtidos das
equagodes 8, 11,12, 13. Apartir da Equagao 2.



Mapa de calor
Pynthon cod

import numpy as np

import seaborn as sns

import matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.patches import Rectangle
import matplotlib.colors as mcolors

#
# CONFIGURACOES GERAIS

#

plt.rcParams.update({
'font.family": 'serif’,
'font.serif'": "Times New Roman',
'mathtext.fontset": 'custom’,
'mathtext.rm": 'Times New Roman',
'mathtext.it": "Times New Roman:italic',
'mathtext.bf’: "Times New Roman:bold',
'axes.titlesize': 14,
'axes.labelsize': 12

P

#

# DADOS E ROTULOS

it

data = np.array(|
[56, 56, 51],
[57, 58, 4],
[67, 59, 29],
[57,42, 0],
[61,17,-12],
[52, 60, 22],
[61, 54, 27],
[51, 45, 9],
[40, 48, 15],
[3, 2, 49]

], dtype=float)
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labels = np.char.add(data.astype(int).astype(str), '%")

x_nomes = [r"$\it{As} SAChE-A", r"$\it{As} SAChE-B", r"$\it{Eel } SAChE"]
y _nomes = |
r"$\it{Escovopsis}$",
r"$\it{Exophiala\ dermatitidis}$",
r"$\it{Exophiala\ spinifera}$",
r"$\it {Phialophora) attac}$",
r"$\it{Phialophora\ capiguarae}$",
r"$\it{Escovopsis\ +\ E.\ dermatitidis}$",
r"$\it{Escovopsis\ +\ E.\ spinifera}$",
r"$\it {Escovopsis\ +\ P.\ attae}$",
r"$\it{Escovopsis\ +\ P.\ capiguarae}$",
r"$\it{Galanthamine}$"

]

#
# CORES E NORMALIZACAO
i
vmin = np.min(data)

vmax = np.max(data)

cmap = sns.color_palette("rocket 1", as cmap=True) # <- Invertido
norm = mcolors.Normalize(vmin=vmin, vmax=vmax)

i
# FIGURA E HEATMAP
it
plt.figure(figsize=(12, 9)) # <- Mais largo agora, sem square
ax = sns.heatmap(

data,

annot=False,

cmap=cmap,

fmt="",

linewidths=0,

linecolor="black",

xticklabels=x nomes,

yticklabels=True,

cbar=True,

norm=norm




# Aplicar rotulos Y com fonte menor
ax.set_yticklabels(

y_nomes,

fontsize=14,

va='center',

rotation=0

)

#

# ANOTACOES DINAMICAS

#

for 1 in range(data.shape[0]):
for j in range(data.shape[1]):
color_value = norm(data[i, j])
text color = "white" if color value > 0.6 else "black"
ax.text(
j+0.5,
i+0.5,
labelsl1, j],
ha='center',
va='center’,
fontsize=14,
fontname='Times New Roman',
color=text color

)
it
# BORDAS
i

for 1 in range(data.shape[0]):
for j in range(data.shape[1]):
ax.add_patch(
Rectangle(

G, i), 1, 1,
fill=False,
edgecolor='black’,
linewidth=0.5,
linestyle='"-',
joinstyle="round’,
alpha=0.7
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it
# FORMATACAO FINAL
it
plt.xticks(

rotation=0,

ha='center’,

fontname='"Times New Roman’,

fontsize=12

)

plt.title("Enzymatic Activity Inhibition", pad=20)
plt.xlabel("Enzymes", labelpad=10)
plt.ylabel("")

# Barra de cores
cbar = ax.collections[0].colorbar
cbar.ax.set_ylabel(
'Inhibition (%),
rotation=270,
labelpad=20,
fontname='"Times New Roman',
fontsize=12

)

# Layout final
plt.tight layout(pad=2.0)
plt.subplots_adjust(left=0.3)

# Exportar
plt.savefig("heatmap_final legivel.png", dpi=600, bbox_inches='"tight")
plt.show()



