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RESUMO

UMA NOVA ABORDAGEM PARA ANALISAR CONTAMINACAO AMBIENTAL:
RELACIONANDO A ATIVIDADE DA AChE COM METAIS TRACO EM ORGANISMOS
AQUATICOS

RESUMO

Introducio: A enzima acetilcolinesterase (AChE) ¢ um dos principais biomarcadores utilizados no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos. Entretanto, os métodos colorimétricos tradicionais
apresentam limitagdes de seletividade em matrizes complexas, como tecidos de moluscos, peixes e
anfibios. Por ndo possuir capacidade de absorver luz suficiente para uma quantificacdo direta por
CLAE, a sua determinagdo ¢ realizada por uma rea¢do quimica, onde a enzima reage com um
composto (1-Naftol Acetato) para formacao de outra substancia conhecida (1-Naftol) detectavel e
quantificavel por CLAE. Objetivo: Desenvolver uma nova metodologia que quantifica a conversao
de Acetato de 1-Naftol em 1-Naftol Acetato para determinagdo da AChE em organismos aquaticos,
apos a extracdo da enzima dos tecidos moles dos seres vivos, correlacionando os niveis de AChE com
metais traco. Metodologia: Foi extraido a enzima acetilcolinesterase a partir cerca de 50 mg de
tecidos moles de cada ser vivo capturado, e estimado sua quantidade a partir da conversao do 1-Naftol
Acetato em 1-Naftol por Cromatografia Liquida de Alta Resolucao com detector UV (CLAE - UV)
e em paralelo avaliado os niveis de metais traco (cobre, cromo, niquel ¢ manganés) nas amostras
bioldgicas e investigado a associagdo entre as concentracdes de cada metal e a atividade da AChE.
Resultados e discussdes: O método foi validado seguindo as diretrizes do ICH (International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use), demonstrando
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detec¢do e quantificacdo adequados.
Aplicamos o método proposto em amostras biologicas de trés espécies aquaticas provenientes de
diferentes regides, com distintos graus de interven¢ao antropica. A aplicagdo em campo revelou uma
atividade da AChE menor em amostras de locais contaminados (0,00 a 4,44 unidades/mL da AChE)
em comparagao ao controle (6,11 unidades/mL da AChE), sugerindo que nossa proposta pode ser
utilizada para monitoramento de contaminagdo aquatica. Os resultados também revelaram uma clara
associacdo (correlagdo inversa) entre a atividade enzimatica da acetilcolinesterase e as concentragdes
dos metais Conclusdes: O método analitico demonstrou a sua aplicabilidade para quantificacdo dos
compostos de interesse, assim como o emprego da extragdo utilizada em amostras bioldgicas
provenientes de diferentes regides, com distintos graus de intervengao antropica, além de demonstrar
uma correlacdo inversa entre a atividade enzimatica e as concentragdes dos metais avaliados,
validando a metodologia como uma ferramenta eficaz para o biomonitoramento aquatico.

Palavras-Chave: AChE; Biomonitoramento; Contaminagdo Aquética; CLAE; Contaminacao
Ambiental.

Agradecimentos: FUNCAP e URCA.
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ABSTRACT

A NOVEL APPROACH FOR ASSESSING ENVIRONMENTAL CONTAMINATION:
LINKING ACHE ACTIVITY TO TRACE METALS IN AQUATIC ORGANISMS

ABSTRACT

Introduction: The enzyme acetylcholinesterase (AChE) is one of the main biomarkers used in the
biomonitoring of aquatic ecosystems. However, traditional colorimetric methods present selectivity
limitations in complex matrices, such as mollusk, fish, and amphibian tissues. Since it lacks sufficient
light absorption capacity for direct quantification by HPLC, its determination is performed through a
chemical reaction where the enzyme reacts with a compound (1-Naphthyl Acetate) to form another
known substance (1-Naphthol) that is detectable and quantifiable by HPLC. Objective: To develop
a new methodology that quantifies the conversion of 1-Naphthyl Acetate into 1-Naphthol* for the
determination of AChE in aquatic organisms, following the extraction of the enzyme from soft
tissues, and to correlate AChE levels with trace metals. Methodology: The acetylcholinesterase
enzyme was extracted from approximately 50 mg of soft tissue from each captured organism, and its
quantity was estimated based on the conversion of 1-Naphthyl Acetate into 1-Naphthol using High-
Performance Liquid Chromatography with a UV detector (HPLC-UV). Concurrently, trace metal
levels (copper, chromium, nickel, and manganese) in the biological samples were evaluated, and the
association between the concentration of each metal and AChE activity was investigated. Results
and Discussion: The method was validated following the ICH (International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) guidelines,
demonstrating adequate selectivity, linearity, precision, accuracy, and limits of detection and
quantification. We applied the proposed method to biological samples of three aquatic species from
different regions with varying degrees of anthropogenic intervention. Field application revealed lower
ACHhE activity in samples from contaminated sites (0.00 to 4.44 AChE units/mL) compared to the
control (6.11 AChE units/mL), suggesting that our proposal can be used for aquatic contamination
monitoring. The results also revealed a clear association (inverse correlation) between
acetylcholinesterase enzymatic activity and metal concentrations. Conclusions: The analytical
method demonstrated its applicability for quantifying the compounds of interest, as well as the
effectiveness of the extraction method used on biological samples from different regions with varying
degrees of anthropogenic intervention. Furthermore, it demonstrated an inverse correlation between
enzymatic activity and the concentrations of the evaluated metals, validating the methodology as an
effective tool for aquatic biomonitoring.

Keywords: AChE; Biomonitoring; Aquatic Contamination; HPLC; Environmental Contamination.

Acknowledgements: FUNCAP and URCA.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

Como o desenvolvimento de um método utilizando a enzima acetilcolinesterase como biomarcador
em ambientes aquaticos pode ser tdo importante? Esta enzima, a acetilcolinesterase, ¢ crucial para o
nosso organismo, desempenhando papel fundamental na transmissao dos impulsos nervosos, nas
sinapses colinérgicas do sistema nervoso central e periférico. A inibicdo dessa enzima por agentes
toxicos, como agrotoxicos e metais pesados, pode resultar em sintomas clinicos variados, incluindo
confusdo mental, cefalé¢ia e comprometimento da memoria. Além disso, exposi¢des repetidas podem
ocasionar efeitos neurotoxicos graves, como fasciculagdes musculares, bloqueio neuromuscular e
bradicardia. Diante disso, o desenvolvimento de um método para quantificar a atividade da
acetilcolinesterase em ambientes aquaticos, torna-se essencial para monitorar niveis de contaminagao
ambiental, contribuindo para a prevencao da ingestao e uso inadequado de 4gua contaminada.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1. ESTRATEGIAS DE PESQUISA

A estratégia metodologica adotada nesta pesquisa foi guiada por uma nova abordagem
analitica e experimental, com o intuito centrado no desenvolvimento de um método
cromatografico capaz de quantificar a acetilcolinesterase (AChE) em organismos aquaticos,
correlacionando a determinagdo enzimatica com os niveis de metais pesados de cada ambiente de
coleta. A decisdo por essa técnica ndo foi arbitraria, mas fundamentada em uma lacuna

metodologica observada na literatura cientifica.

Observa-se na literatura diversos métodos para a extracdo da enzima, entretanto, para a
metodologia aqui descrita, era necessario utilizar reagentes capazes de extrair a AChE sem gerar
picos secundarios que causam interferéncia cromatografica. A estratégia utilizada foi adaptar o
método proposto por Tenorio-daussat et al. (2014), que € uma adaptacao do método de Erk et al.
(2002). Vale ressaltar que esses dois trabalhos apresentam metodologias para determinacao de

metalotioneinas, que sdo proteinas com capacidade de ligagdo a metais.

Embora o protocolo de extracdo utilizado tenha sido originalmente desenvolvido para
metalotioneinas, ¢ possivel quantificar com sucesso a atividade da acetilcolinesterase (AChE). A
presenca de Tris-HCI em pH 8,6 e de PMSF contribuiu para a preservacao da integridade da
enzima. Ainda que o protocolo inclui um tratamento térmico a 70 °C por 10 minutos, observou-
se atividade suficiente da AChE, confirmando a resisténcia térmica em tecidos especificos ou
protecdo enzimatica conferida pelas condi¢des do tampao. Souza (2016) observou que a enzima
apresentou estabilidade térmica até¢ 100°C em tecidos de organismos aquaticos. Esse achado

destaca que a enzima obtida desses organismos suporta o protocolo de extracao utilizado.

Para a determinacdo da atividade enzimdtica, optamos por ndo utilizar métodos
espectrofotométricos, como o de Ellman (1961), pois mesmo sendo amplamente utilizados para
estimar a atividade da AChE, eles demonstram baixa seletividade frente a matrizes biologicas
complexas, sendo fortemente suscetiveis a interferéncia de outras substancias que absorvem luz
no UV-VIS no mesmo comprimento de onda, como demonstrado por Reinmuth-Selzle et al.
(2022), onde os autores sugerem um método por CLAE como substituto a métodos por
espectrofotometria UV-VIS para quantificagdo de proteinas, ja que os métodos por CLAE
possuem a etapa separagdo pela coluna cromatografica, que permite a diferenciagdo de muitas

substancias interferentes, o que torna essa técnica adequada para amostras mais complexas.

Introdugdo Geral



Portanto, uma estratégia que envolvesse uma técnica de separagdo cromatografica se mostrou
mais apropriada para garantir seletividade analitica, especialmente quando o objetivo ¢ monitorar

a presen¢a de contaminantes ambientais em organismos vivos.

A escolha da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi também impulsionada
pela sua aplicabilidade em matrizes ambientais, pela elevada sensibilidade da técnica e pela
capacidade de realizar andlises quantitativas confidveis em amostras com varios compostos
absorviveis em sua composi¢do. O método apresentado por Sinha et al. (2022), demonstrou a
viabilidade da quantificagdo da AChE por essa técnica, ainda que restrita a amostras de sangue
humano. Adaptar tal metodologia para tecidos moles de moluscos, implicou no desenho de uma

abordagem experimental especifica para a extracdo, hidrélise e detec¢ao da enzima.

A pesquisa se estrutura como um ciclo experimental composto por cinco etapas
interdependentes: (1) extracdo da AChE de tecidos moles; (2) padronizacao da reagdo quimica
para geracao do produto de interesse (1-naftol); (3) desenvolvimento do método cromatografico;
(4) validagdo do método segundo critérios internacionais; e (5) aplicacdo em campo com amostras
oriundas de ambientes naturais. Cada uma dessas etapas foi desenhada com base em pardmetros
estabelecidos por normas da Anvisa e guias internacionais como o ICH Q2(R2), assegurando a

confiabilidade dos resultados.

Do ponto de vista da organizacdo da dissertagdo, o trabalho estd estruturado em cinco

capitulos principais:

Capitulo 1 — Introducdo Geral: Apresenta o contexto do estudo, destacando a estratégia da

pesquisa e justificando a necessidade de métodos alternativos de quantificagao.

Capitulo 2 — Objetivos: Descreve o objetivo geral e especifico da pesquisa, além da

justificativa e questionamentos norteadores.

Capitulo 3 — Referencial Teorico: Fundamenta, por meio de revisao de literatura, os
conceitos centrais da pesquisa: fisiologia da AChE, biomarcadores ambientais, toxicidade de

pesticidas e metais, e principios da cromatografia liquida.

Capitulo 4 — Produg¢do Cientifica: Este capitulo detalha os procedimentos experimentais
adotados, abrangendo a coleta e preparagdo das amostras, reagdes quimicas realizadas,

parametros cromatograficos utilizados e critérios de validacao seguidos.

Capitulo 5 — Consideracdes Finais: Retoma os objetivos iniciais, resume os principais
achados, avaliando a eficdcia do método proposto e propde aplicacdes futuras do método
desenvolvido no monitoramento ambiental. O capitulo ¢ seguido pelas referéncias bibliograficas

€ ancxos.
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A logica da dissertagdao segue uma narrativa experimental, que vai da identificagao de um
problema metodologico até a proposi¢do e aplicagdo de uma solug@o analitica. A interligagao
entre os capitulos ocorre naturalmente, com cada secdo contribuindo para a construcdo do
argumento central da pesquisa: a viabilidade de um método alternativo e validado para

quantificagdo da AChE em organismos aquaticos.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método para extragao e quantificacdo da AChE em organismos
aquaticos capturados em diversos ambientes e correlacionar esse resultado com a concentragdao de

metais pesados de cada ambiente.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma estratégia de extracao da acetilcolinesterase presentes em tecidos moles de
organismos aquaticos;

e Estimar a quantidade de acetilcolinesterase presente nos organismos em cada regido de captura;

e Adequar e validar um método analitico por CLAE para quantifica¢do da acetilcolinesterase;

e Correlacionar os niveis da AChE com a concentragao de metais pesados.

2.3. OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

A motivagdo central para a realizagdo desta pesquisa partiu da compreensdo de que a
avaliacdo da qualidade ambiental exige ferramentas analiticas cada vez mais confidveis. Ao
aprofundar na literatura sobre toxicologia ambiental, identificamos que a enzima
acetilcolinesterase (AChE) ¢ amplamente reconhecida como um biomarcador essencial para
diagnosticar a exposi¢do de organismos aquaticos a agentes neurotdxicos. No entanto, durante o
levantamento bibliografico, um obstaculo técnico significativo surgiu, o que se tornou o ponto

chave deste trabalho: as limitacdes dos métodos analiticos tradicionais.

Historicamente, o método colorimétrico de Ellman ¢ o protocolo padrao para medir a
atividade da AChE. Contudo, apesar de sua popularidade, essa técnica apresenta baixa
seletividade quando aplicada a matrizes biologicas complexas, como tecidos de moluscos, peixes
e anfibios. A presenca de interferentes nessas matrizes pode comprometer a confiabilidade dos
resultados, gerando falsos diagnosticos sobre a saude do ecossistema. Diante disso, surgiu o
seguinte questionamento: E possivel desenvolver uma metodologia que supere essas

interferéncias mantendo a praticidade necessaria para rotinas de biomonitoramento?

Objetivos



Esse questionamento, direcionou o foco do estudo para a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Embora a literatura aponte a CLAE como uma alternativa capaz de
determinar a atividade enzimatica em matrizes complexas, nota-se que ela ainda ¢ subutilizada
para a quantificagdo da AChE. Os poucos métodos existentes, como o descrito por Sinha et al.
(2022), embora promissores, apresenta tempo de corrida analitica longo (cerca de 20 minutos),
além de ser testado apenas em amostras de sangue, carecendo assim de validagdo em tecidos de

organismos aquaticos expostos a condigdes reais de campo.

Portanto, o foco desta dissertacdo ¢ a viabilidade de uma nova abordagem analitica por
CLAE-UV. Com o objetivo de desenvolver e validar um método que ndo apenas fosse mais
seletivo que os colorimétricos, mas também mais rapido que os cromatograficos existentes. Para
isso, ¢ apresentado a adaptacdo de um protocolo de extragdo, que originalmente foi desenhado
para metalotioneinas, mas que assim foi testado a hipdtese de que ele seria eficaz também para a

extracao da AChE sem ocasionar interferéncia cromatografica.

Além do desafio analitico, foi necessario contextualizar essa ferramenta na realidade
ambiental. Por isso, a pesquisa se propds a responder se essa nova metodologia seria sensivel o
suficiente para detectar variagdes na atividade enzimatica em organismos (moluscos Gastropoda,
alevinos de Oreochromis niloticus e girinos de Rhinella marina) coletados em regides com

diferentes graus de intervengdo antrdpica.

Nesse contexto, surgiu um questionamento secundario, mas igualmente relevante: Existe
uma correlagdo entre a inibicdo da AChE medida por este novo método e a presenca de metais-
traco nos organismos? A literatura sugere que metais inibem a AChE, mas a confirmacao dessa
relagdo utilizando o método proposto fortaleceria sua validacdo como ferramenta de
biomonitoramento. Assim, este estudo buscou investigar a associagdo entre a atividade

enzimatica e as concentracdes de cobre, cromo, niquel e manganés nas amostras bioldgicas.

Em suma, esta dissertagdo procura preencher uma lacuna metodologica critica, oferecendo
a comunidade cientifica um protocolo validado segundo as diretrizes do ICH (International
Council for Harmonisation), que seja rapido (resposta em menos de 10 minutos), preciso e capaz

de correlacionar a resposta bioldgica (enzimatica) com a contaminagdo quimica ambiental.

Nesse contexto, o presente trabalho foca no desenvolvimento de uma metodologia
cromatografica para a quantificacdo da acetilcolinesterase em organismos aquaticos apds sua
extragdo, utilizando a técnica de CLAE com detec¢do UV, correlacionando-se os niveis da AChE
com a concentragao de metais pesados. Com os objetivos ja citados, busca-se responder aos

seguintes questionamentos:
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E possivel que haja correlagdo entre os niveis de metais pesados e a atividade da

acetilcolinesterase nos ambientes aquaticos estudados?

O método cromatografico proposto apresenta seletividade, linearidade, precisao, exatidao,
limite de detec¢do e limite de quantificagcdo, suficientes para detectar variacdes nos niveis da

AChE, frente a diferentes graus de exposi¢do ambiental?

A aplicagdo dessa metodologia em organismos capturados em diferentes regides do Cariri

permite inferéncias confidveis sobre o grau de contaminagdo dos ecossistemas estudados?

Considera-se que o desenvolvimento dessa metodologia para quantificacdo da AChE em
matrizes aquaticas representa uma importante contribui¢do para o campo da toxicologia
ambiental, oferecendo uma alternativa ao classico método de Ellman. Além disso, sua
aplicabilidade pode ir além, podendo auxiliar na implementacgao de politicas publicas voltadas a
preservacao de ecossistemas e a vigilancia ambiental, especialmente em regides onde o uso de

pesticidas e metais pesados € recorrente.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. ORGANISMOS AQUATICOS COMO BIOINDICADORES

Os sistemas bioindicadores sao de suma importancia para o monitoramento de poluentes
aquaticos em todo o mundo. O impacto das mudangas ambientais pode ser monitorado por meio
do comportamento responsivo de moluscos. Metais pesados e poluentes organicos afetam a
reproducdo, a mortalidade e as atividades metabdlicas normais desses seres vivos. Diversas
alteracdes, como a descontinuidade na ingestdo de alimentos, na taxa de crescimento, em
contragdes ¢ na inatividade dos tentaculos, sdo biomarcadores para o biomonitoramento.
Diferentes espécies de caracois podem ser utilizadas como bioindicadores da polui¢ao urbana, a
poluicdo por petrdleo, a poluigdo terrestre, a polui¢do por pesticidas, e a contaminagdo aquatica.
Esses animais também podem fornecer informagdes sobre diversas esferas ambientais, incluindo

a biosfera, a litosfera, a antroposfera, a criosfera e a hidrosfera (DHIMAN; PANT, 2021).

A importancia dos moluscos como espécies biomonitoradoras deve-se ao fato de serem
considerados organismos sentinela, representando os diferentes meios (dgua, solo), além de
possuirem diferentes modos de nutrigdo (carnivoros e detritivoros). Sua alta sensibilidade as
mudancas ambientais ¢ um fator importante no biomonitoramento. As espécies de moluscos
possuem excelente capacidade de acumular metais pesados e outros contaminantes em seus
corpos e conchas, devido a serem animais de longa vida e de serem organismos filtradores

(ALMAMOORI; SALMAN, 2022).

Muitos estudos em toxicologia ambiental t€ém se concentrado em anfibios, especialmente
em anuros (rds e sapos), devido a sua sensibilidade as mudangas ambientais € por serem uma
parte crucial da cadeia alimentar de ecossistemas aquaticos e terrestres. Tanto que fatores
antropogénicos que afetam de forma negativa os anfibios pode por fim influenciar todo o
ecossistema. Os anfibios sdo seres sensiveis as mudancas ambientais por possuirem
caracteristicas como ciclo de vida complexo e pele altamente permeaveis. Por este motivo, a
diversidade de anfibios tem sido comprometida por um declinio mundial que aumenta a cada ano.
A poluicdo e a degradacdo dos ecossistemas sdo consideradas dois dos fatores criticos desse
fenomeno (CRUZ-SANTIAGO et al., 2021). O sapo-cururu (Rhinella marina) ¢ uma espécie de
anfibio anuro nativa do México, América Central e parte dos Estados Unidos (Texas). E uma
espécie suscetivel a bioacumulacdo de poluentes organicos e inorganicos e aos seus efeitos
toxicos, sendo considerada, portanto, um bom bioindicador de areas contaminadas (CRUZ-

ESQUIVEL et al., 2017; MCCOY et al., 2017).
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Nos ecossistemas aquaticos, uso de peixes como bioindicadores em diferentes niveis de
organizag¢do biologica (molecular/bioquimica, niveis celulares, de tecidos/6rgaos, etc.) pode dar
um vislumbre dos impactos da poluicdo (BALLESTEROS et al., 2017; VIEIRA et al., 2017).
Como por exemplo a inibicdo de acetilcolinesterase em peixes afetando a neurotransmissao
adequada nas sinapses colinérgicas. Portanto, a colinesterase (ChE) em peixes tem sido
reconhecido como um biomarcador promissor em nivel molecular/bioquimico para

contaminantes neurotoxicos (RUVINDA; PATHIRATNE, 2018).

Alevinos (Oreochromis niloticus) podem ser considerados como um dos melhores
biomonitores em sistemas de agua doce para estimativa da concentracao de polui¢do por metais.
eles oferecem vdrias vantagens especificas no monitoramento de caracteristicas dos sistemas
aquaticos e na avaliagdo mudancas nos habitats (ABU SHNAF et al., 2021). Além disso, os peixes
estao localizados em final da cadeia alimentar aquatica e podem acumular metais e passa-los aos
seres humanos causando doencas cronicas ou agudas. A concentracdo do metal contido nos
tecidos dos peixes reflete a exposi¢do via dgua e/ou alimentacdo, podendo demonstrar a atual
situacdo dos animais. Estudos experimentais realizados em laboratdrios mostraram que o acumulo
de metais pesados em um tecido depende principalmente da concentragao de metais na agua e do
periodo de exposi¢ao; entretanto alguns outros fatores intrinsecos, como salinidade, pH, dureza e
temperatura desempenham um papel significativo papéis na bioacumulagdo de metais.
Necessidades ecoldgicas, sexo, idade, tamanho, habitos alimentares, além das condig¢des
biologicas dos peixes afetam o acumulo de metais pesados em seus tecidos (ELRAYESS et al.,

2022; PAEZ-OSUNA et al., 2024).

3.2. ACETILCOLINESTERASE COMO BIOMARCADOR

Historicamente, a inibicdo da AChE foi reconhecida como o principal biomarcador de
envenenamento por agrotoxicos em humanos e, posteriormente, seu uso foi adaptado para o
campo da toxicologia ambiental, com foco em ecotoxicologia (LIONETTO et al., 2011). A
medicao da inibigdo da AChE em organismos aquaticos tornou-se a ferramenta ttil para monitorar
a contaminacao ambiental e a exposi¢ao a esses compostos, se tornando uma ferramenta versatil

para investigar os efeitos de diversos poluentes em multiplos niveis tréficos (FU et al., 2018).

Agrotoxicos contendo organofosforados e carbamatos s3o potentes agentes
anticolinesterasicos. Estes se ligam a AChE, inibindo sua atividade catalitica. Sua inibigdo traz
como consequéncia fisiolégica o acumulo de acetilcolina nas sinapses, causando uma

superestimulacao do sistema nervoso (crise colinérgica), que pode resultar em tremores, paralisia
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e, em casos graves, morte (SHEEMONA et al., 2014). A AChE presente nos eritrocitos,
juntamente com a butirilcolinesterase plasmatica (BChE), funciona como o primeiro alvo
especifico desses pesticidas no organismo. A medic¢do de sua atividade serve, portanto, como um

indicador direto e precoce de exposicao (JALI, 2025).

No entanto, o uso da inibigdo da AChE como um biomarcador especifico para
organofosforados e carbamatos deve ser questionado. Pesquisas demonstraram que esta enzima ¢
sensivel a vérias outras classes de contaminantes, incluindo: metais pesados, detergentes,
hidrocarbonetos, nanomateriais: (metais, Oxidos, nanotubos de carbono), desreguladores
endocrinos (compostos como alquilfenois e bisfenol A) e outros agrotoxicos (piretroides, como a
cipermetrina, e herbicidas de diferentes familias quimicas, como o paraquat). Dessa forma
inibicdo da AChE passa a ser proposta ndo como um marcador especifico, mas como um

biomarcador geral de estresse neurotoxico (WEXLER, 2014).

Nesse novo paradigma, essa abordagem ¢ extremamente valiosa porque, em condi¢des
reais, 0s organismos raramente sdo expostos a um unico poluente. A inibicdo da AChE, portanto,
pode refletir o efeito cumulativo e sinérgico de toda a carga de contaminantes biodisponiveis com
potencial neurotéxico (UMAR et al., 2021). No entanto, ha dificuldades quanto a medi¢do da
AChE, inicialmente devido a interferéncias proveniente do ambiente de coleta, o outro aspecto ¢
a impossibilidade de uma determinacao direta da atividade catalitica desta enzima, pois a reagao
de hidrdlise da acetilcolina em si ndo gera um sinal dptico ou elétrico que possa ser mensurado

de uma forma simples (DAWSON, 2023).

Estratégias para suprir essa limitagdo, impde que atividade enzimatica seja inferida pela
medicdo de um produto secundédrio. A abordagem mais consagrada para contornar essa
dificuldade ¢ o método colorimétrico (UV-VIS) de Ellman (Ellman et al., 1961). Este método ndo
mede diretamente a AChE, mas sim na capacidade da enzima (presente na amostra) hidrolisar a
propioniltiocolina em tiocolina e 4cido propionico. A tiocolina formada reage com o acido 5,5-
ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), formando um complexo amarelo mensurdvel a 405nm.
Embora eficaz e amplamente utilizado, sua dependéncia de um reagente cromogénico o torna
suscetivel a interferéncias de natureza analitica, pois outras moléculas presentes na amostra
biologica podem reagir com o DTNB e gerar resultados erroneos. Outra possibilidade,
dependendo do tipo de amostra, ¢ que haja sobreposicdo espectral, ou seja, outro composto
desconhecido da amostra absorva no mesmo comprimento de onda do método (HECKO et al.,

2023).

Considerando a suscetibilidade apresentada no tradicional método de Ellman as

interferéncias quimicas e possiveis sobreposi¢des no comprimento de onda do método, a busca
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3.3.

por técnicas analiticas mais especificas ¢ fundamental. Nesse contexto, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) se apresenta como uma alternativa vidvel para a quantificacdo da
atividade da acetilcolinesterase, pois aborda diretamente a principal fragilidade dos ensaios
colorimétricos por espectrofotometria: a falta de especificidade do método. A CLAE utiliza uma
coluna cromatografica para separar fisicamente os componentes da reagdo enzimatica, o que
possibilita a detec¢@o e possivel identificagdo de compostos que possam reagir com o substrato
cromogénico. A coluna cromatografica também permite que compostos absorviveis no mesmo
comprimento de onda também possam ser separados, possibilitando uma deteccao e quantificagao

sem interferéncias do composto de interesse (ORTIZ-MARTINEZ et al., 2024).

METODOS DE QUANTIFICACAO DA AChE

O principal método utilizado para a quantificacdo da Acetilcolinesterase ¢ o método de
Ellman. Este método foi desenvolvido em 1961, usa a técnica espectrofotométrica que, através
da reacdao de hidrodlise a acetilcolina catalisada pela acetilcolinesterase, formam-se tiocolina e
acetato. A atividade pode ser medida aumentando a cor amarela produzida pela tiocolina quando
reage com 5,5-Ditiobis (dcido 2nitrobenzoico), também conhecido como DTNB para produzir
um composto amarelo 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB) com absorbancia medida a 412 nm (da Silva

et al., 2025).

Posteriormente, um método baseado na hidrolise da propioniltiocolina por determinacio
espectrofotométrica da tiocolina foi desenvolvido por Augustinsson e colaboradores em 1978.
Este método era especifico para propioniltiocolina, mas também se tratava-se de um método
espectrofotométrico (AUGUSTINSSON et al., 1978). No decorrer dos anos foram surgindo
varias adaptacdes do método de Elmman, que foi se tornando cada vez mais popular, surgindo
kits para testes rapidos de até 4 minutos (RAJAPAKSE ef al., 2011). Cada vez técnicas mais
sofisticadas foram surgindo e tornando mais confiavel a determinacao desta enzima (AChE).
M¢étodo usando a fluorescéncia da resorufina produzida por interagdes enzimaticas envolvendo
acetilcolina e Amplex Red também foi relatado (VIEIRA et al., 2008). Embora abordagens de
espectrometria de massas para estimar a atividade enzimatica em amostras bioldgicas tenham sido

publicadas (FORSBERG et al., 2011), esses métodos eram caros, sofisticados e demorados.

Por isso, ha um movimento cada vez mais crescente no desenvolvimento de métodos que
sejam confidveis e com um custo razoavel, frente a isso observa-se o método desenvolvido por
Wang e colaboradores em 2018, utilizando Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em

um estudo comparativo com a espectrofotometria tradicional, o qual determinou a atividade
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3.3.

inibitoria da Acetilcolinesterase utilizando Galantamina e Huperzina. Entretanto, essa
metodologia teve alta variagdo nos resultados (WANG et al., 2018). Outro método que adotou a
mesma técnica foi descrito por Michels e Lehr em 2021, onde os autores conseguirem determinar
os niveis da AChE utilizando acetato de piridin-2-ilmetila como substrato para AChE com o
intuito de avaliar a poténcia inibitoria da AChE e da BuChE (butirilcolinesterase) no

desenvolvimento de farmacos.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Existem diversos métodos aplicados a quantificacdo de biomarcadores, desde
espectrofotometria na regido ultravioleta até as mais avangadas tecnologias em cromatografia.
Dentre os principais métodos apresentados na literatura para este fim, destaca-se a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). A sensibilidade e especificidade da CLAE tornam ela uma das
técnicas mais utilizadas para fins qualitativos e quantitativos, com destaque para a analise

ambiental, médica e principalmente em estudos toxicologicos (DEBNATH et al., 2025).

A CLAE ¢ um método analitico de separacdo, identificacdo e quantificagdo que permite
analisar diversos compostos, possibilitando sua separa¢do conforme as caracteristicas fisico-
quimicas de cada analito e a interagao desses, tanto com a fase estaciondria quanto com a fase
movel. As interagdes podem ocorrer por pontes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas,
interagdes hidrofobicas e forcas de Van der Waals. De acordo com a natureza da interagdo, o
modo de separacao ¢ classificado em cromatografia em fase reversa, fase normal, de troca idnica

e por exclusao (DAVEREY et al., 2023).

O processo de separacao utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, funcionara
apenas se for viavel acoplar uma fase movel apropriada a uma fase estacionéria que facilite a
separa¢do cromatografica. Para que um solvente seja utilizado como fase movel este deve conter
alto grau de pureza ou possuir um simples processo de purificagdo; deve solubilizar a amostra
sem deteriorar os seus constituintes, para que estes sejam conduzidos pela coluna sem que haja
alterag¢do; ndo pode danificar a fase estacionaria (coluna); deve possuir alta compatibilidade com
o detector; minima toxicidade; possuir baixa viscosidade e apresentar polaridade adequada para

permitir uma separacao conveniente dos seus componentes (AHMED, 2024).

A separacao na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ efetuada no interior das
colunas cromatograficas. Estas colunas devem ser constituidas por materiais inertes, de diametro

uniforme, com capacidade de resistir a altas pressdes as quais sdo submetidas (AHMED, 2024).
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A escolha da coluna ¢ feita em fun¢ao da sua capacidade, que ¢ determinada pelas suas dimensoes,

material de empacotamento, comprimento e didmetro interno (DEBNATH et al., 2025).

3.4. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validagao de métodos analiticos consiste em fornecer evidéncias objetivas de que os
parametros para a aplicagdo pretendida alcancaram os resultados esperados. Seu objetivo ¢
assegurar que o método proposto apresenta resultados confidveis com a qualidade exigida, nas
condi¢des em que ¢ desenvolvido, bem como estabelecer limites de controle que serdo aplicados
na rotina. Precisa ser executada com equipamentos e instrumentos devidamente calibrados e
validados, por operador capacitado na area de estudo (MARSON et al., 2020; BRASIL, 2017;
ICH Q2(R2), 2023)

E indispensavel que os laboratérios disponham meios para garantir que os métodos
elaborados disponham de resultados confiaveis e adequados ao propdsito pretendido. Resultados
duvidosos podem por em risco a metodologia e, por conseguinte, os resultados por ela obtidos.
Entretanto, para aumentar a confiabilidade dos resultados, o método analitico ¢ submetido a
diversas etapas de analise, que sancionam a sua validacdo (GHAFAR; ABDEL, 2021; BRASIL,
2017; ICH Q2(R2), 2023).

As etapas a serem realizadas na validagdo de método analitico sdao regidas
internacionalmente pelo Conselho Internacional para Harmonizacgao de Requisitos Técnicos para
Medicamentos de Uso Humano (ICH). Segundo o ICH Q2 as metodologias podem ser validadas
com a execucao de alguns parametros, que sao definidos de acordo com o objetivo do método,
como: Especificidade/Seletividade, Linearidade, Intervalo, Limite de Quantificacdo, Limite de

Deteccao, Precisdo e Exatidao.

3.4.1. Especificidade/seletividade

A seletividade ¢ a capacidade que o método possui de identificar e/ou quantificar
exatamente um analito em presenca de outros componentes, por exemplo, impurezas ou
componentes da matriz. Para um analito ser identificado ou quantificado na presenca de
interferéncia potencial, deve minimizar essa interferéncia e demonstrar que o procedimento
analitico ¢ adequado ao proposito pretendido, ou seja, o método proposto deve ser capaz de
separar e/ou identificar o analito, mesmo que na mesma amostra contenham compostos com
estruturas quimicas semelhantes. Para essa andlise, deve-se comparar os resultados obtidos de

amostras com o branco (amostra que nao contém o analito de interesse) e com uma solucao padrao
12
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do composto, indicando que os resultados ndo sdo afetados por esses materiais. Quando um
procedimento analitico ndo fornece discriminagao suficiente, recomenda-se uma combinagao de

dois ou mais métodos para atingir a especificidade/seletividade necessaria. (ICH Q2(R2), 2023).

3.4.2. Linearidade

E a capacidade que o método analitico possui de comprovar que os resultados obtidos sdo
diretamente proporcionais a concentragao do analito na amostra, dentro do intervalo especificado.
A determinacdo da linearidade ¢ realizada com pelo menos a analise de cinco pontos com
diferentes concentragdes, sendo cada uma destas realizadas em triplicata. O Resultado deve ser
organizado na forma de grafico da concentragdo pela resposta instrumental e tratados
estatisticamente (CARVALHO et al., 2023; ICH Q2(R2), 2023). Com o resultado da reta ¢
possivel determinar a interseccdo com o eixo y (x=0), coeficiente angular, soma residual dos
quadrados minimos da regressdo linear, desvio padrdo relativo (DPR) e o coeficiente de
correlacdo. O critério minimo de aceitacdo definido pela ANVISA ¢ um coeficiente de correlagao

(r) maior que 0,99 (BRASIL, 2017).

3.4.3. Intervalo
Intervalo ¢ a faixa de concentra¢do onde serd medido precisdao, exatiddo e linearidade
dentro da faixa de aceitacdo. O intervalo deriva da linearidade e depende da aplicagdo pretendida
do método. A sua determinacdo pode ser obtida pela razdo do sinal (unidades de area no CLAE)
pela respectiva concentragao, alcangcando as respostas relativas (CHENG et al., 2023; BRASIL,
2017).

Elaborando um gréfico dessas respostas pela concentragdo em escala logaritmica obtém-
se uma reta horizontal, que se desenvolve por toda a faixa linear. Duas linhas horizontais paralelas
ao grafico de = 5% da linha da faixa linear define o intervalo em que sdo permitidas variagdes e

o método ¢ considerado linear (BRASIL, 2017; ICH Q2(R2), 2023).

3.4.4. Precisao
A precisdo expressa-se pela avaliagdo da proximidade dos resultados de uma mesma
amostra sob condi¢des pré-estabelecidas. A precisdo do método ¢ demonstrada pela repetibilidade
e pela reprodutibilidade (ou precisdo intermedidria). A Repetibilidade ¢ a proximidade de
resultados feitos no mesmo dia com o mesmo analista e instrumentacao. A reprodutibilidade ou
precisdo intermediaria ¢ a proximidade dos resultados obtidos no mesmo laboratério em dias
diferentes e com analistas diferentes, podendo ser realizada também em equipamentos diferentes.

(COSKUN, 2025; BRASIL, 2017; ICH Q2(R2), 2023).
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3.4.5. Exatidao

A exatidao de um método analitico € o ensaio no qual os resultados devem apresentar
proximidade entre o valor real e o valor tedrico (valor aceito como verdadeiro). A exatidao de um
método ¢ verificada através da recuperacao de um padrao de pureza conhecida contaminado na
matriz de interesse ou a diferenca entre a média e o valor como verdadeiro junto com os intervalos
de confianga (ATKINS; STAINBACK, 2022; BRASIL, 2017; ICH Q2(R2), 2023). OICH ¢ a
ANVISA estabelecem um minimo de nove determinagdes, envolvendo no minimo trés diferentes
niveis de concentragdo (baixo, médio e alto) realizados em triplicata. As concentragdes devem
estar dentro do intervalo do método. Antes de determinar a exatiddo ¢ preciso definir a

seletividade, a linearidade e o intervalo do método (BRASIL, 2017; ICH Q2(R2), 2023).

3.4.6. Limite de quantificacio (LQ) e detec¢ido (LD)

Limite de Quantificagao (LQ) ¢ utilizado apenas em ensaios em que o analito possui baixa
resposta instrumental, o qual devera ser escolhido o ponto com menor concentracdo e que seja
possivel demonstrar linearidade, precisao e exatidao. O LQ representa a menor concentragao que
o método desenvolvido ¢ capaz de quantificar com seguranga (SABZKOOHI et al., 2023;
BRASIL, 2017; ICH Q2(R2), 2023).

O Limite de deteccao (LD) ¢ a menor concentragao do analito que consegue ser detectada
na amostra analisada, contudo ndao necessariamente quantificada, sob as condigdes pré-
estabelecidas. Pode ser obtido por varios métodos, mas o principal ¢ a analise do analito em
concentracdes conhecidas e de forma decrescente até alcancar o menor nivel que pode ser
detectado, no qual consegue distinguir o sinal analitico do ruido (GARRIDO et al., 2023;
BRASIL, 2017; ICH Q2(R2), 2023).
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RESUMO

A enzima acetilcolinesterase (AChE) ¢ um dos principais biomarcadores utilizados no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos. Entretanto, os métodos colorimétricos tradicionais
apresentam limitacdes de seletividade em matrizes complexas, como tecidos de moluscos, peixes e
anfibios. Este estudo apresenta um método rapido e seletivo por CLAE-UV para a determinagdo da
atividade da AChE, baseado na quantificacdo da conversao enzimatica do acetato de 1-naftol em 1-
naftol, utilizando um inovador protocolo de extra¢dao, com o intuito de minimizar interferéncias da
matriz. O método foi validado seguindo as diretrizes do ICH (International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use), demonstrando
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e quantificacdo adequados.
Aplicamos o método proposto em amostras bioldgicas de trés espécies aquaticas provenientes de
diferentes regides, com distintos graus de intervengdo antrdpica. A aplicagdo em campo revelou uma
atividade da AChE menor em amostras de locais contaminados (0,00 a 4,44 unidades/mL da AChE)
em comparagdo ao controle (6,11 unidades/mL da AChE), sugerindo que nossa proposta pode ser
utilizado para monitoramento de contaminagdo aquatica. Buscando mais evidéncias para validar
nossa metodologia, determinamos as concentragdes dos metais-traco (cobre, cromo, niquel e
manganés) nas amostras bioldgicas e investigamos a associagdo entre as concentracdes de cada metal
e a atividade da AChE. Os resultados revelaram uma clara associacao (correlagdo inversa) entre a
atividade enzimadtica da acetilcolinesterase e as concentracdes dos metais. Ou seja, nossa proposta
foi capaz de identificar que a atividade da acetilcolinesterase diminuiu nas regides mais impactadas
pelos metais, indicando efeitos neurotdxicos.
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Palavras-chave: AChE. Biomonitoramento. Contaminagdo Aquatica. CLAE. Contaminagao
Ambiental.

4.1. Introducao

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma colinesterase essencial que regula e hidrolisa a
acetilcolina (ACh) no sistema nervoso central (Duran and Beydemir, 2024). A AChE ¢ uma enzima
essencial para garantir o funcionamento adequado do sistema nervoso de muitos organismos, desde
seres humanos até organismos aquaticos. E responsavel pela degradagéo, via hidrélise, de acetilcolina
em acetato e colina, interrompendo a transmissdo sindptica dos neurdnios colinérgicos, permitindo
que o sistema retorne ao seu estado de repouso. Ou seja, a AChE ¢ uma enzima vital envolvida na
transmissao de impulsos nervosos (Duran and Beydemir, 2024). Sem a acdo adequada da AChE, a

acetilcolina se acumula, ocasionando hiper estimulacdo de nervos e musculos (Santos et al., 2022).

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima-chave no sistema nervoso ¢ vem sendo utilizada para
estimar a neurotoxicidade resultante da exposi¢do a xenobidticos. Sua alteracdo ¢ amplamente
utilizada como um indicador neurologico adequado em consequéncia da exposi¢ao a diversos tipos
de poluentes. Além disso, o controle neural da alimentacdo tem sido estudado intensivamente em
varios moluscos gastropodes. Isso porque o comportamento alimentar e o crescimento estao

associados ao risco de poluentes presentes no ecossistema (Durieux et al., 2011).

Moluscos sdao um dos principais seres vivos utilizados como modelos para estudo com
biomarcadores, como a AChE. Eles possuem a capacidade de acumular varios xenobidticos em seus
tecidos, porque vivem em contato préximo com as camadas superiores do solo, podem ser expostos
a uma quantidade significativa de xenobioticos, pois seus pés estdo em contato com particulas do solo
e seu contato com a superficie (El-Gendy et al., 2021). A subclasse gastropode ¢ o modelo para a
compreensdo geral de interagdes xenobidticas com efeito no sistema nervoso. O sistema nervoso
desses animais envolve o sistema nervoso central e o sistema nervoso periférico. O sistema nervoso
central ¢ composto por ganglios interligados por células nervosas. Ele contém ganglios bucais
pareados. Esses ganglios bucais incluem neuronios motores, que produzem uma saida motora ritmica
e movem os diversos misculos bucais nos movimentos harmonicos necessarios para a alimentacao

(Chase, 2002).

Outro organismo que vem sendo bastante utilizado em estudos de toxicologia ambiental ¢ o
sapo-cururu (Rhinella marina), que ¢ um anfibio que pode ser encontrado em diversas regides do

mundo. Possui uma expectativa de vida longa, algo entre 10 e 15 anos (Cruz-Santiago et al., 2023).
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Este ¢ um ser vivo que possui caracteristicas ideais para pesquisas cientificas, a principal € sua pele
altamente permeavel, que os torna suscetiveis a absor¢ao de agentes externos, como poluentes (Wells,
2007). Outro aspecto interessante ¢ a capacidade de bioacumular diferentes tipos de poluentes, sendo
mais observado em anfibios capturados proximo de areas industriais ou de atividades agricolas. Os
organoclorados e organofosforados, assim como, poluentes industriais € metais pesados sao os
contaminantes comumente associados entre algumas espécies de anfibios e estudos de toxicologia

ambiental (Battaglin and Fairchild, 2002; Qureshi et al., 2015, Zhu et al., 2025).

Peixes (alevinos) também sao amplamente utilizados na avaliagao toxicologica do ambiente
aquatico e como bioindicadores de poluicao ambiental (Li et al., 2024). Eles sdo os primeiros
indicadores de polui¢do ambiental devido a sua alta sensibilidade a baixas concentragdes de
contaminantes e, também, sdo considerados bioacumuladores (Klobucar et al., 2010; Naigaga et al.,
2011). Quando estes vivem em ambientes contaminados, desenvolvem doengas ¢ ha também uma
redugdo do potencial respiratorio, diminuindo, consequentemente, a qualidade do peixe. Por estes
motivos, sdo normalmente utilizados em pesquisas cientificas, principalmente no Egito, onde a
espécie Oreochromis niloticus ¢ encontrada em abundéncia e possui alta importancia econdmica. Esta
espécie ¢ vista como um bom bioindicador para contaminagdes por metais pesados € como
organismos uteis na avaliagao da qualidade da agua frente a diferentes substancias toxicas e poluentes

(Omar et al., 2015).

A determinacdo da atividade da acetilcolinesterase ¢ fundamental, tanto do ponto de vista
médico, quanto ambiental. Do ponto de vista médico, pode auxiliar no diagndstico € monitoramento
de distirbios neurologicos, como a doenca de Alzheimer (Kandy et al., 2025). Do ponto de vista
ambiental, quantificar os niveis da AChE em organismos aquaticos, por exemplo, ¢ uma estratégia
importante para avaliar o risco ecologico do sistema aquatico e seu entorno (Liu et al., 2024;
Choudhary et al., 2025). A AChE pode ser utilizada como um biomarcador bioldgico em organismos
aquaticos, como invertebrados e peixes, para avaliar a exposi¢cdo do ecossistema aquatico a poluentes
tais como organofosforados (Matthews, 2015; Antonijevic et al., 2018, Lionetto et al., 2013; Wang
et al., 2025) e metais pesados (Liu et al., 2024), tornando-se um instrumento importante no

monitoramento ambiental (Hafed-Khatiri et al., 2025; Carnib et al., 2025).

A quantifica¢dao da acetilcolinesterase pode ser realizada por técnicas analiticas, tais como
espectrofotometria UV-VIS e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O método de Ellman
(Ellman et al., 1961) é o protocolo mais comumente utilizado e bem estabelecido para medir a
atividade da AChE. Trata-se de um ensaio espectrofotométrico baseado na hidrélise da acetiltiocolina

pela AChE para formar um produto de cor amarela quantificavel por espectrofotometro UV-VIS.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem se mostrado como uma alternativa interessante,
por se tratar de um método analitico capaz de conseguir determinar a atividade enzimatica em
matrizes complexas, possibilitando medir a concentragdo da enzima em diferentes amostras
biologicas e ambientais (Schwab et al., 2025; da Silva et al., 2025; Lima et al., 2025). Entretanto, a
cromatografia foi pouco aplicada para a quantificacdo da acetilcolinesterase. Foi desenvolvido um
método por Sinha e colaboradores (Sinha et al., 2022), o qual determinou a quantidade de
acetilcolinesterase em amostras de sangue por CLAE, realizando essa quantificacdo em 20 minutos
de corrida analitica, utilizando uma coluna de fase reversa C18, com fase mdvel composta apenas por
agua e acetonitrila (55:45, v/v). A determinagdo foi baseada na conversao de 1-naftol acetato em 1-

naftol para estimar a atividade da AChE no comprimento de onda de 280 nm.

Embora o método descrito por Sinha et al. (2022) tenha estabelecido uma base para a
quantificagdo de AChE por CLAE, seu tempo de corrida longo e a falta de aplicagdo em matrizes
complexas, como tecidos de organismos aquaticos representam uma oportunidade de melhoria. Além
disso, métodos de extracdo padrdo para AChE podem introduzir interferentes da matriz que
comprometem a analise cromatografica, por este motivo foi empregado uma abordagem de extragao
adaptada, originalmente desenvolvida para metalotioneinas, com o intuito de superar os desafios de
interferéncia da matriz. Apresentamos aqui uma abordagem simples e de rapida resposta (<10
minutos) para extragio e quantificacdo de acetilcolinesterase por CLAE. E um método com precisio
e exatiddo adequados para estimar os niveis de AChE em diversos organismos aquaticos, utilizando
a AChE como biomarcador, fornecendo assim mais uma metodologia de avaliagdo de contaminagao

ambiental para a comunidade cientifica.

Para validar nossa metodologia de quantificagdo de AChE em amostras bioldgicas, aplicamos
nosso método em trés espécies aquaticas provenientes de diferentes regides, com diferentes graus de
intervencao antrépica. Buscando mais evidéncias para validar nossa metodologia, determinamos as
concentracdes dos metais-trago (cobre, cromo, niquel € manganés) nas amostras bioldgicas e
investigamos a associagdo entre as concentracdes de cada metal e a atividade da AChE. Os resultados
revelaram uma clara associacdo (correlacdo inversa) entre a atividade da AChE e as concentragdes
dos metais, indicando que a atividade da AChE foi menor nas regides mais impactadas pelos metais.
Ou seja, sugerindo que a presenca dos metais nos organismos aquaticos inibe a atividade da AChE,
o que ¢ esperado e relatado na literatura, por exemplo o estudo de Mleiki et al. (2017) onde os autores
relatam que a atividade da AChE ¢ inibida em moluscos, pela exposi¢ao a metais como cadmio (Cd),
cobre (Cu), zinco (Zn) e mercurio (Hg). Os mesmos autores também apontam que a inibigao da AChE
apresentou uma relagao negativa com a concentracao de cadmio e niquel na glandula digestiva e no

pé dos moluscos testados.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Organismos investigados.

Os organismos aquaticos investigados foram moluscos (filo Mollusca, subclasse Gastropoda),
girinos (Rhinella marina) e alevinos (Oreochromis niloticus). A aquisicdo dos organismos foi
realizada em outubro de 2025, em 05 regides abrangendo areas com distintos graus de interferéncia
antrdpica, e uma regido supostamente livre de contaminagdo. Apos a coleta, os espécimes foram

prontamente congelados e armazenados para posterior analise em laboratorio.

4.2.2. Materiais

Tampao fosfato de sodio (pH 6,8), acetato de 1-naftol (Sigma), 1-naftol (Sigma), acetonitrila,
TCEP (Tris 2-carboxietil-fosfina) 1%, Tris-HCl 20 mmol L-1, PMSF
(phenylmethylsulphonylfluoride) 0,5 mmol L-1, pH 8,6. Todos os reagentes utilizados com pureza >

99%, sendo em sua maioria adquiridos da Merck.

4.2.3. Procedimento para extraciao de AChE

Para a metodologia aqui descrita funcionar, foi necessario utilizar reagentes capazes de extrair
a AChE sem gerar picos secundarios, que causam interferéncia cromatografica. A estratégia utilizada
foi adaptar o método de Tenorio-daussat et al. (2014), que ¢ uma adaptacao do método de Erk et al.
(2002). Ambos se tratam de metodologias para extragdo de metalotioneinas, que sdo proteinas com

capacidade de ligagdo a metais.

Embora o protocolo de extragdo utilizado tenha sido originalmente desenvolvido para
metalotioneinas, € possivel quantificar com sucesso a atividade da acetilcolinesterase (AChE). A
presenca de Tris-HCl em pH 8,6 e de PMSF contribuiu para a preservagao da integridade da enzima.
Ainda que o protocolo inclui um tratamento térmico a 70 °C por 10 minutos, observou-se atividade
suficiente da AChE, confirmando a resisténcia térmica em tecidos especificos ou prote¢do enzimatica
conferida pelas condi¢des do tampao. De Souza et al. (2016), observaram que a enzima apresentou
estabilidade térmica até 100°C em tecidos de organismos aquaticos. Esse achado destaca que a enzima

obtida desses organismos suporta o protocolo de extra¢ao utilizado.

Para cada organismo, foi coletado amostras bioldgicas, das quais pesou-se aproximadamente
50 mg de tecidos moles para cada espécie investigada, para posterior homogeneizagao. Apds a
pesagem, eles foram inseridos no processo de homogeneizagao, para essa etapa utilizamos 1,0 mL da
solucdo: TCEP (Tris 2-carboxietil-fosfina) 1%, TrisHClI 20 mmol L-1, PMSF
(phenylmethylsulphonylfluoride) 0,5 mmol L-1, pH 8,6. Apos a utiliza¢do das substancias, o material
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passara por uma primeira centrifugagdo a 20.000 xg, pelo periodo de 1 hora. Os sobrenadantes
resultantes da centrifugacdo, sdo separados e transferidos para eppendorfs estéreis e aquecidos em
banho-maria pelo periodo de 10 minutos em uma temperatura de 70° C. Apo6s o tratamento térmico
em banho-maria, realiza-se uma segunda centrifugagao a 20 000 xg pelo periodo de 30 minutos. Apds
esssa ultima centrifugacao a fragdo sobrenadante ¢ destinados a quantificagdo de Acetilcolinesterase

(AChE).

4.2.4 Procedimento para quantificacio da AChE

O procedimento para quantificagdo da AChE foi uma adaptacao do método descrito por Sinha
et al. (2022). Onde foi alterado o tempo de corrida para apenas 10 minutos, essa alteragdo favoreceu
a rapidez na coleta dos dados, para isso foi necessario utilizar uma coluna cromatografica menor e
ajustar a propor¢ao da fase movel. Também houve mudanca no volume de injecdo para que

conseguissemos atingir um limite de deteccdo e quantificacao que o método original.

Coleta-se 100 uL do sobrenadante resultante da extracao da Acetilcolinesterase e transfere-se
para vial de 2,0 mL, em seguida adiciona-se 500 uL de tampao fosfato de sddio (pH 6,8) e depois 10
pL de 1-naftol acetato 1000 uM. Com a devida homogeneizagdo em vortex e aguarda-se 20 minutos.
Deve-se interromper a reagao adicionando 700 pL de acetonitrila. Seguido de homogeneizacao. Essa

solucao resultante injeta-se no CLAE.

4.2.5. Condigoes Cromatograficas

As substancias foram separadas utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
da Agilent (1260 com bomba quaternaria) acoplado com uma coluna de fase reversa C18 (100 x 4,6
mm, tamanho de particula de 5 um). O amostrador automatico Agilent foi usado para injetar amostras
(50 uL) no equipamento. Todas as medi¢des foram realizadas a temperatura ambiente. A composicao
isocratica de agua de fase movel acetonitrila: 4gua ultrapurificada (50:50, v/v), bombeada a uma
vazao de 1 mL/min forneceu a melhor sensibilidade e separagdo de compostos de naftol. Todos os
padrdes de acetato de 1-naftila foram preparados em acetonitrila. A temperatura no forno da coluna
foi mantida constante a 25 °C. Em um comprimento de onda de 280 nm, a absorbancia foi medida e
os dados foram integrados ao software. Geralmente, a reagdo enzimatica ocorre em pH 7 na solucao
tampao. Portanto, o tampao fosfato foi usado para realizar a reacdo com as amostras extraidas, e a

acetonitrila foi usada para interromper a rea¢do para otimizar a cinética da reagao.
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4.2.6. Validacao do Método Analitico
4.2.6.1. Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade do método analitico utilizado de identificar ou quantificar o
composto de interesse, na presenga de componentes que podem estar presentes na amostra, como
substancias de estrutura quimica semelhante, diluentes e componentes da matriz (Petrides et al.,
2020). Para isso foi injetado no cromatografo 50 pL dos dois compostos esperados no cromatograma
(1-Naftol e 1-Naftol Acetato). Essa solugdo foi preparada na concentragao de 5,0 uM. Com a inteng¢ao

de demonstrar a seletividade do método.

Para comprovacao da ndo interferéncia do diluente ou da solug¢do de extragdo, realizou-se a
injecdo de uma solugdo branco, nessa solugdo ao invés de adicionar 100 uL da amostra extraida no

vial para reagdo, adicionou-se a solu¢do de extracao.

4.2.6.2. Linearidade

Segundo o International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH), a linearidade ¢ a capacidade de um procedimento analitico
produzir resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. Isso significa que um aumento na concentragdo do analito deve resultar em
um aumento proporcional na resposta do método analitico. Para verificar a linearidade, o ICH
recomenda a andlise de pelo menos cinco concentracdes diferentes, avaliando a relagdo entre elas e a
resposta obtida. Essa avaliacdo pode ser feita pelo coeficiente de determinagdo (R2), que ¢ uma
medida descritiva da propor¢ao da variagdo da resposta instrumental (Y) que pode ser explicada por
variagoes na concentracao do analito (X). Quanto mais proximo de 1 estiver o coeficiente de

determinagdo, melhor sera o grau de explicagao da variacao de “Y” em termos da variavel “X”.

A linearidade ¢ avaliada através da constru¢do de uma curva analitica, na qual sdo analisadas
diferentes concentragdes conhecidas da substancia de interesse. Para determinar a linearidade do
método proposto, preparamos solugdes de 1-naftol e 1-naftol acetato com concentragdes distintas (0, 1
uM, 0,5 uM, 1,0 uM, 2,0 uM, 3,0 uM, 5,0 uM, 7,0 uM e 10,0 uM). Isso foi realizado de forma

independente e em triplicata.

4.2.6.3. Intervalo

O intervalo do método ¢ a faixa de concentragdes onde o método analitico apresenta precisao,
exatiddo e linearidade adequadas, avaliado junto com a linearidade. Dessa forma sera avaliado do

Limite de Quantifica¢ao (LQ) ao valor extremo da linearidade (10,0 uM).
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4.2.6.4. Precisao e Exatidao

A avaliacdo da precisdo e exatiddo em métodos analiticos € crucial para a confiabilidade dos
resultados. A precisdo de um método analitico refere-se a proximidade dos resultados de analises
idénticas, ou seja, confirma se o método entrega resultados semelhantes e confiaveis repetidamente.
Sua quantificacdo ¢ expressa pelo Desvio Padrao Relativo (DPR). Calculamos a precisdo das areas
para 1-Naftol e 1-Naftol Acetato para os mesmos pontos da exatiddo. A AOAC (1998) considera um

método analitico preciso se 0 DPR for menor ou igual a 11%.

A exatiddo avalia a relacao entre a concentragdo obtida na analise e a concentragdo teorica,
relagdo conhecida como recuperacao. A exatidao foi calculada para 1-Naftol e 1-Naftol Acetato pela
injecdo em triplicata dos pontos: baixo (0,5 pM), médio (5,0 uM) e alto (10,0 uM). De acordo com a
AOAC (1998) uma recuperacao de 80% - 110% sao consideradas satisfatoria.

4.2.6.5. Limite de Deteccao e Quantificacao

O Limite de Deteccao (LD) do analito ¢ a menor resposta do pico que consegue ser detectavel,
mas ndo necessariamente possui exatiddo e precisdo aceitaveis. Para calcular o LD, utilizou-se a

equacao 1:

_3,3-0

LD
IC

(1)

O Limite de Quantificacdo (LQ) do analito ¢ a menor resposta do pico que consegue ser

quantificado, com exatidao e precisao aceitaveis. Para calcular o LQ, utilizou-se a equagao 2:

100
IC

LQ =
(2)

Em que: IC ¢ a inclinagdo da curva de calibracdo, 6 € o desvio padrdo residual da linha de

regressao.

4.2.7. Procedimento para quantificacdo de metais pesados em organismos aquaticos

Para o procedimento de decomposi¢do 4cida dos tecidos moles dos organismos utilizamos
uma adaptagdo de Alves et al. (2017). Foram pesados 250 mg aproximadamente de cada organismo
em um tubo digestor de vidro e adicionados 5,0 mL de HNO3 65%. No intuito de evitar perdas por
volatiliza¢dao dos analitos e reagentes durante a decomposicao foi utilizado um sistema de refluxo.
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A mistura foi aquecida até o ponto de ebuligdo em um bloco digestor a 150°C por 2 horas,
apos 90 min, os tubos foram retirados do bloco digestor até a solucdo atingir a temperatura ambiente
e em seguida foi adicionado 2 mL de H202 aos tubos digestores, que retornaram ao bloco digestor
até a decomposi¢dao completa ou até que toda a gordura da amostra estivesse dissolvida na inspecao

visual.

Ap6s resfriamento, a mistura foi transferida para tubos falcon e levadas a um volume final de
14 mL com agua deionizada, logo depois centrifugadas por 10 min a 4000 RPM e imediatamente
foram apresentadas para determinagao dos metais por espectrometria de absor¢do atdmica de chama

(FAAS).

4.2.8. Associacdo entre AChE e metais pesados em organismos aquaticos

Para avaliar a associacao entre os niveis de AChE e as concentragdes de cada metal trago
encontrados nos tecidos moles dos organismos, utilizamos o coeficiente de correlagdo de Spearman.
Uma medida estatistica ndo-paramétrica que avalia se a relacdo entre duas variaveis continuas ¢é
monotona. Ou seja, se uma varidvel aumenta, a outra sempre aumenta (relagdo monotonica positiva),
ou se uma aumenta, a outra sempre diminui (relagdo monotonica negativa), mas nao necessariamente
em taxa constante. Os valores do coeficiente de correlagdo de Spearman podem variar no intervalo
de [-1,+1], +1 indicando associacdo positiva perfeita, -1 associagdo negativa perfeita, 0 nenhuma
associagao mondtona e valores intermediarios podem ser interpretados de acordo com o conceito de

forca da associagdo, desse modo Rumsey (2023) traz a seguinte sugestdo de tamanhos de efeito:
rs = [£1| — relagdo linear perfeita;
rs = [£0,70| — relacdo linear forte;
rs = [£0,50| — relagdo linear moderada;
s = [£0,30| — relagdo linear fraca;

rs = 0 — auséncia de relacdo linear.
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Validacao do método analitico
4.3.1.1. Seletividade

Conforme os cromatogramas apresentados nas Figuras 1 e 2, os picos de 1-Naftol e 1-Naftol
Acetato estdo bem separados. O pico do 1-Naftol elui em aproximadamente 3 minutos e o pico de 1-
Naftol Acetato em 5 minutos. Eles apresentam boa resolugdo entre si, ou seja, estdo bem separados,
além de se apresentarem de maneira simétrica, demonstrando boa reprodutibilidade analitica, o que
demonstra caracteristicas ideais para uma boa quantificagao, estando de acordo com as especificagdes
da Conferéncia Internacional de Harmoniza¢do (ICH). Resultados semelhantes foram obtidos por
Sinha et al. (2022), onde os mesmos picos apresentaram separa¢cdo semelhante, diferindo apenas no
tempo de retengdo de ambos os compostos, justificado pela diferenca do comprimento da coluna

cromatografica e a propor¢ao da fase movel.

0
5.343

T T T T T T T T T
0 1 2 3 2 s & 7 8 9 min

Figura 1. Cromatograma representativo da solucdo 1-Naftol e 1-Nafol Acetato a 5,0 uM em escala automatica.

5343

T T T T T T T T T T |
1 2 3 4 5 & min

Figura 2. Cromatograma representativo da solucdo 1-Naftol e 1-Nafol Acetato a 5,0 uM com zoom.

As Figuras 3 e 4 deixam evidentes que na solugdo branco ndo ha pico coeluindo com o
composto que determina a atividade da AChE (1-Naftol), aproximadamente em 3 minutos, como

apresentado pelas figuras 1 e 2, ja o pico do 1-Naftol Acetato ¢ esperado na solucao branco, pois essa
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solucao ¢ apenas isenta de AChE, mas contém demais reagentes da reagdo, por isso hé a presencga do
1-Naftol Acetato no cromatograma, ja que € esse composto que reage com a AChE para formagao do

1-Naftol. Demonstrado assim que o método possui seletividade satisfatoria.

3
> 5338

Figura 3. Cromatograma representativo do branco em escala automatica.

4§.336]

Figura 4. Cromatograma representativo do branco com zoom.
4.3.1.2. Linearidade

Foram realizadas analises de regressdo para os dois compostos, € o coeficiente de
determinagdo foi calculado para 1-naftol (R2 = 0,9997) e para 1-naftol acetato (R2 = 0,9977). As
equacdes de regressao foram: y = 9,8662x - 0,8741 para 1-naftol e y = 16,959x - 0,2648 para 1-naftol

acetato. As Figuras 5 e 6 ilustram esses resultados:
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Figura 5. Anélise de regressdo 1-Naftol.

Figura 6. Analise de regressao 1-Naftol Acetato.

Analisando as médias dos resultados encontrados, concluimos que para 1-Naftol a equacdo da

reta da média das linearidades foi expressa da seguinte forma: y = 9,8662x - 0,8741

Onde o coeficiente angular foi de 9,8662 (sensibilidade), o coeficiente linear 0,8741, e o
coeficiente de determinacao (R2), foi de 0,9997, sugerindo que o modelo ¢ adequado, pois o valor de
R2 est4 indicando que o modelo explica 99,97% da variagdo em torno da média. O coeficiente de
correlacdo (r) das linearidades apresentou valor de 0,9998, indicando correlagdo de 99,98% entre as

variaveis medidas para 1-Naftol.

Para o 1-Naftol Acetato a equagdo da reta da média das linearidades foi expressa da seguinte
forma: y = 16,959x - 0,2648. Onde o coeficiente angular foi de 16,959 (sensibilidade), o coeficiente
linear 0,2648, e o coeficiente de determinacdao (R2), foi de 0,9977, sugerindo que o modelo ¢
adequado, pois o valor de R2 est4 indicando que o modelo explica 99,77% da variagdo em torno da
média. O coeficiente de correlagao (r) das linearidades apresentou valor de 0,9988, indicando

correlacdo de 99,88% entre as variaveis medidas para 1-Naftol.
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Esses resultados sao consistentes com os dados obtidos por Sinha et al. (2022), que também
encontraram resultados satisfatorios ao analisar essas substancias. A relacdao entre as concentragdes
avaliadas e os valores de R? obtidos, sugere que, com um planejamento experimental adequado, a
analise por CLAE pode fornecer resultados lineares e confidveis para diferentes compostos. De fato,
como exemplificado por Giilfen et al. (2020), que utilizaram CLAE com detector UV-Vis para
analisar amoxicilina, lansoprazol e levofloxacino, é possivel obter coeficientes de correlagao elevados
mesmo quando multiplos compostos sdo analisados simultaneamente. Isso reforca a aplicabilidade

da técnica para andlise quantitativa de substancias em diferentes contextos analiticos.

4.3.1.3. Precisao e Exatidao

Resultados para precisdo e exatidao das duas substancias sdo apresentados nas tabelas 1 e 2,

representados por DPR(%) e Recuperag@o(%) respectivamente:

Tabela 1. Resultados — Precisdo e Exatiddo: 1-Naftol.

Replicata Area do pico Concentaillg\:/il)o tedrica Concent(t;z&a)o obtida Recuperacdo (%) ]()‘]I/:l)l
1 4,17463 0,5117 102,3
2 4,21568 0,5 0,5159 103,2 0,73
3 4,23523 0,5179 103,6
1 47,99552 4,9532 99,1
2 48,07051 5,0 4,9608 99,2 0,10
3 48,08841 4,9627 99,3
1 97,78716 9,9999 100,0
2 97,80650 10,0 10,0019 100,0 0,02
3 97,83139 10,0044 100,0

Tabela 2. Resultados — Precisdo e Exatiddo: 1-Naftol Acetato.

Replicata  Area do pico Concent;‘:lg\:/il)o teorica Concent(lrlé:/;l)o obtida Recuperacio (%) ]()01/)01;
1 8,51777 0,5179 103,6
2 8,44097 0,5 0,5133 102,7 0,68
3 8,40493 0,5112 102,2
1 86,92511 5,1412 102,8
2 86,87373 5,0 5,1382 102,8 0,03
3 86,87971 5,1385 102,8
1 173,26869 10,2325 102,3
2 173,11325 10,0 10,2234 102,2 0,20
3 172,60023 10,1931 101,9

Pelos resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2, fica evidente que o método analitico proposto
possui boa precisdo (DPR < 11%) e exatiddo (Recuperacao entre 80% - 110%) atendendo assim

integralmente as exigéncias do ICH.

Nota-se que tanto o DPR quanto a recuperagdo sofreram pouca variacao, o que ¢ um reflexo
da adaptacdo realizada no método para melhoria de tais pardmetros. Os autores da metodologia, Sinha

et al. (2022), obtiveram recuperagdes na faixa de 85,2% a 99,6% para o 1-naftol e de 82,6% a 99,3%
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para o acetato de 1-naftol. Enquanto nosso método otimizado alcangou 99,1% a 103,6% para 1-naftol
e de 101,9% a 103,6% para o acetato de 1-naftol. Na precisdo Sinha et al. (2022) optaram por
realizacdo em ponto Unico (sextuplicata na concentragdo alvo), enquanto optamos por preparacdes
em trés niveis (baixo, médio e alto) para uma avaliagdo mais ampla de possiveis variagdes, além de
testar se 0 menor ponto (worst case) demonstraria resultado satisfatério. Pelos resultados apresentados

e discutidos, fica evidente que o método proposto ¢ preciso e exato.

4.3.1.4. Limite de Deteccao e Quantificacido

A Tabela 3 apresenta os resultados tedricos e experimentais dos limites de deteccdo e

quantifica¢do para 1-Naftol e 1-Naftol Acetato.

Tabela 3. LD (uM) e LQ (uM) para 1-Naftol e 1-Naftol Acetato.

1-Naftol
1-Naftol (uM) Acetato(uM)
Teorico 0,19 0,53
LD
Experimental 0,10 0,10
Tebrico 0,58 1,62
LQ
Experimental 0,50 0,50

Pelos dados visiveis na Tabela 3, observa-se que os resultados experimentais sio menores que
os teoricos, justificado pelo fato de optarmos por levar a metodologia ao seu limite de deteccao e
quantificagcdo. Os resultados tedricos foram obtidos pela curva de linearidade e o experimental por

extrapolagdo dessa curva.

Pelos resultados experimentais demonstrados nos itens de linearidade, precisao e exatidao,

observa-se que o LD de 0,1 uM e LQ de 0,5 uM ¢ adequado e satisfatorio para ambos os compostos.

Nota-se que o método proposto apresentou melhor sensibilidade quando comparado ao
método desenvolvido por Sinha et al. (2022), que determinou o LD em 2,0568uM e 0,9810uM para
o 1-Naftol e 1-Naftol Acetato respectivamente. Evidenciando dessa forma a sensibilidade do método

proposto.

Kaviani (2024), realizou um estudo comparativo, onde o autor comparou algumas estratégias
para determinac¢do do Limite de Detec¢do e Quantificagdo. Foi observado que quando a determinagao
¢ baseada apenas na relagdo sinal-ruido o método atinge menor LD e LQ. Por este motivo, na

metodologia aqui validada, foi realizado de dois modos, o tedrico baseado na curva de calibragao e o

28
Produgao Cientifica




experimental baseado na relacdo sinal/ruido. Desta maneira, comprovando a sensibilidade da

metodologia com os dois resultados.

4.3.2. Mecanismo de reacio proposto

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima que hidrolisa a acetilcolina em colina e 4cido acético,
reacdo essa, essencial para o funcionamento no neurénio colinérgico, para que ele retorne ao seu
estado de repouso apds a sua ativacao (Tsagkaris et al., 2020). Entretanto, a acetilcolinesterase
também pode reagir com outros ésteres, como € o caso do 1-Naftol Acetato, devido sua boa atividade
esterase. Para isso € necessario que o pH da solu¢do esteja proximo a 7,0, semelhante ao fisioldgico,

assim como temperatura entre 25-37°C em meio aquoso. Dessa forma a reagao proposta ¢:

H,O pH=7,0

1-Naftol Acetato + AChE 1-Naftol + Acido acético

Essa reagdo ¢ proporcional a concentracdo da Acetilcolinesterase adicionado inicialmente,
para provar tal afirmacgdo, fixou-se a concentracdo do 1-naftol acetato em 1000 uM (em excesso)
reagindo com o padrdo de Acetilcolinesterase (Sigma), com concentragao de 253 unidades/mg, que
foi diluido até atingir as concentragdes de 0,0472 unidades/mL (baixa) e 9,44 unidades/mL (alta) e
realizado a reacdo determinada na se¢éo 4.2.4. E de forma a ilustrar que a reagdo realmente acontece
como descrito, segue os cromatogramas, onde na Figura 7 foi utilizado 0,042 unidades/mL da AChE,

ja na Figura 8 utilizou-se 9,44 unidades/mL da AChE.

TRy

1 z 3 & 5 & 7 2 9 min|

‘PETDG

Figura 7. Demonstrativo de formacao do 1-Naftol (baixa concentracdo da AChE).
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Figura 8. Demonstrativo de formacao do 1-Naftol (alta concentragcdo da AChE).

Dessa forma ¢ notério o decaimento do pico em aproximadamente 5 minutos (1-Naftol
Acetato) a medida que a concentracdo da AChE aumenta, formando-se proporcionalmente o pico em
aproximadamente 3 minutos (1-Naftol). Fica claro que a rea¢do realmente ocorre como esperado e

permite a quantifica¢do adequada da enzima.

4.3.3. Estimativa de AChE nos seres vivos

O método validado foi aplicado as amostras de seres vivos de ambiente aquatico para
avaliacdo de possivel contaminacdo. Os niveis da AChE foram determinados a partir de uma curva
de calibracdo do pico de 1-naftol, obtido a partir do padrao de Acetilcolinesterase (Sigma) com
concentracdo de 253 unidades/mg. Esse padrdo (AChE) foi diluido até atingir as concentragdes
0,0472 unidades/mL, 2,36 unidades/mL, 4,72 unidades/mL, 7,08 unidades/mL e 9,44 unidades/mL,
foi utilizado 100 pL de cada uma dessas solucdes e realizado a reacdo determinada na se¢ao 4.2.4
(substituindo 100 uL da amostra pelo padrao) em triplicata. A seguinte equacao da reta foi obtida: y
=9,0667x + 2,7985, com R2 >0,993. Conforme grafico abaixo (Figura 9):

m

ALN

Naftol

o

Figura 9. Curva de calibrag@o Acetilcolinesterase (AChE).
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Os niveis de acetilcolinesterase (AChE) foram estimados pela equagdo da reta. Apresentados

na tabela abaixo (tabela 4):

Tabela 4. Resultados — Niveis de AChE.

Amostra Area do pico de AChE

1-Naftol (Unidades/mL)
Branco 0,0 0,00
Oreochromis niloticus - (Regido 3) 37,5 4,44
filo Mollusca, subclasse Gastropoda - (Regido 1) 1,7 0,50
Oreochromis niloticus - (Regiao 2) 13,9 1,84
Rhinella marina - (Regido 1) 28,8 3,49
filo Mollusca, subclasse Gastropoda - (Regido 3) 4,7 0,83
filo Mollusca, subclasse Gastropoda - (Regido 5) 52,6 6,11
Oreochromis niloticus - (Regiao 4) 0,0 0,00

O molusco (filo Mollusca, subclasse Gastropoda), organismo encontrado na Regido 5, foi
considerado o ser vivo controle, tendo em vista que possivelmente nao houve exposi¢do a
contaminantes (pesticidas e/ ou metais). Na tabela 4 podemos observar que os niveis de
acetilcolinesterase nos moluscos encontrados nas Regides 1 e 3 apresentaram baixos niveis,
respectivamente (0,50 Unidades/mL e 0,83 Unidades/mL), em comparagdo ao controle (6,11
Unidades/mL), indicando possivel contaminagdo aquatica. Vale lembrar que, os moluscos sao seres
filtradores e organismos sedentdrios permanecendo no mesmo local por longos periodos, o que

aumenta a exposicao continua a contaminantes e provavelmente bioacumulagao.

J& os alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus), organismos disponiveis na regido 2, 3 e 4
apresentaram estimativas da AChE variando entre 0,0 Unidades/mL a 4,44 Unidades/mL,
observamos que esse tipo de organismo apesar do pouco tempo de vida, ja indicaram altos niveis de
bioacumulagdo, principalmente na regido 4, pois verificamos que quase ndo apresentou
acetilcolinesterase, indicando contamina¢ao aguda. Entretanto, devemos levar em consideragao o tipo
de organismos encontrados nas diferentes regides, pois além dos moluscos e alevinos tivemos a
possibilidade de analisar também amostras de girinos de sapo cururu (Rhinella marina) que
apresentou uma estimativa 3,49 unidades/mL. Gragas a essa diversidade o objetivo desse artigo foi
atendido, visto que o proposito de disponibilizar para a comunidade cientifica um método simples e
rapido para a determinacdo da acetilcolinesterase como biomarcador com possibilidades de estimar

o grau de contaminagdo em ambientes aquaticos se mostrou viavel para diversos tipos organismos.

Outro fator importante ¢ que o método foi validado conforme diretrizes do ICH, conforme

Tabela 5, ¢ possivel verificar que todos os parametros da validagao analitica foram satisfatorios:

Tabela 5. Resumo dos resultados da validagao analitica.
Parimetro Especificacio Resultado
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Nao apresentar coeluigdo com as substancias de
Seletividade interesse, além de proporcionar picos bem De acordo
resolvidos e com assimetria adequada

Intervalo NA 0,5 tM & 10 uM
Precisdo DPR<11% DPR < 0,73%
Exatiddo Recuperagdo entre 80-110% 99,1% a 103,6%
Limite de Detecgio NA 0,1 pM
Qﬁﬁfgcggao NA 0,5 uM

4.3.4. Associacdo entre AChE e metais pesados

A Tabela 6 apresenta os teores de metais pesados encontrados nos tecidos moles dos

organismos, assim como sua associacdo com AChE.

Tabela 6. Associagdo entre metais tragco e AChE

Amostras Cu (mg/kg) Cr (mg/kg) Ni (mg/kg) Mn (mg/kg) (Unigzgll;lsimL)
Oreochromis niloticus - (Regiao 3) 5,864 7,334 6,585 49,302 4.44
Oreochromis niloticus - (Regiao 2) 215,322 475,627 245,897 2251,527 1,84
filo Mollusca, subclasse Gastropoda - (Regido 3) 51,978 133,784 53,681 573,084 0,83
filo Mollusca, subclasse Gastropoda - (Regido 5) 5,101 7,463 6,635 76,902 6,11

E possivel observar que quanto menor a quantidade da AChE, maior ¢ a concentragcdo de
metais pesados em cada um dos organismos (Oreochromis niloticus € molusco Gastropoda). A
atividade da acetilcolinesterase diminuiu nas regides mais contaminadas por metais trago, indicando

efeitos neurotoxicos.

A Tabela 7 apresenta a associagcdo entre os teores de metais trago ¢ os teores de AChE
encontrados nos tecidos moles dos organismos. A associacao foi quantificada pelo coeficiente de

correlagdo de Spearman.

Tabela 7. Coeficiente de correlacdo de Spearman (AChE x cada metal).
Elemento Quimico Cu Cr Ni Mn
Cocficiente de correlagdo de Spearman -0,8 -0,6 -0,8 -0,6

O coeficiente de correlagdo de Spearman entre os metais trago e a AChE foi de -0,6 a -0,8,

demonstra uma correlagdo moderada a forte, evidenciando uma relagdo importante da presenca desses
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metais nos tecidos dos organismos testados. Além disso, podemos destacar que a associagdo foi de
natureza “inversamente proporcional”, ou seja, em média tecidos que apresentaram maiores teores
dos metais pesados, apresentaram menores teores de acetilcolinesterase. Essa associagdo pode ser

utilizada como um guia na busca de possiveis fontes de contaminacao dos ambientes aquaticos.

Estes resultados reforcaram o papel da AChE como um biomarcador de estresse neurotdxico
geral ao demonstrar uma correlag@o inversa entre a atividade da enzima e as concentragdes de cobre
(Cu), cromo (Cr), niquel (Ni) e manganés (Mn) nos tecidos dos organismos aquaticos. A associacao
inversamente proporcional, evidencia a natureza inibitoria desses metais na atividade da AChE. Essa
descoberta ndo apenas valida a sensibilidade do método proposto em refletir o impacto de diferentes
classes de poluentes, mas também sublinha a importancia de considerar a contaminagdo por metais

traco como um fator contribuinte para a neurotoxicidade em ecossistemas aquaticos.

4.4. Conclusao

Foi protocolado uma nova metodologia de extragcdo para Acetilcolinesterase, capaz de extrair
esta enzima de organismos aquaticos com sucesso, a partir de uma reacao quimica, a qual conseguiu
estimar e/ou determinar a quantidade de acetilcolinesterase presente nos seres vivos testados. A
metodologia por CLAE foi adequada a finalidade a qual foi destinada, demonstrada a sua eficiéncia
pela validacao analitica apresentada, com parametros dentro dos limites especificados pelo ICH. Foi
possivel apresentar uma correlagao inversa entre a atividade da enzima e as concentracdes de metais

traco, demonstrando a atividade inibitoria desses metais na atividade da AChE.

Dessa forma, esta pesquisa ndo apenas apresenta uma alternativa aos métodos tradicionais,
mas também fornece uma ferramenta importante para estudos de toxicologia ambiental. A eficacia e
rapidez do ensaio, com um tempo de analise de aproximadamente 10 minutos, o tornam ideal para a
incorporacdo em programas de monitoramento e para avaliagdes de risco ecologico. As implicacdes
deste método se estendem a vigilancia ambiental e a satde publica, oferecendo um meio adequado
para a detec¢do precoce de contaminagdo por agrotdxicos e outros poluentes neurotoxicos em

ambientes aquaticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1. ASPECTOS GERAIS

A presente pesquisa buscou preencher uma lacuna metodoldgica na area da toxicologia
ambiental, propondo, desenvolvendo e validando um novo método para extracao e quantificagao
de acetilcolinesterase (AChE) em organismos aquaticos utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) com detec¢do UV, correlacionando os niveis de AChE com a concentracdo
de metais pesados. Os resultados apresentados demonstram que o método analitico utilizado €
seletivo, conforme evidenciado separagdao dos picos de interesse (1-Naftol e 1-Naftol Acetato)
demonstrando haver resolucdo entre eles e demais picos, e a auséncia de interferéncias da matriz

ou diluente, aspecto critico para analises em amostras bioldgicas complexas.

A linearidade do método foi apresentada pelos resultados dos coeficientes de
determinagdo (R? > 0,999 para 1-Naftol e R* > 0,997 para 1-Naftol Acetato), indicando uma
relacdo linear entre a concentracao e a resposta instrumental ao longo do intervalo analitico. Além
disso, a precisdo e exatiddo do método foram verificadas através de recuperagdes dentro dos
limites aceitdveis, assim como baixos desvios padrao relativos, atendendo as exigéncias do
Conselho Internacional para Harmoniza¢ao de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso

Humano (ICH), assegurando a confiabilidade e repetibilidade do método.

O limite de detec¢do (LD) e Limite de quantificagdo (LQ), calculados teoricamente (0,19
uM e 0,58 uM para 1-Naftol; 0,53 uM e 1,62 uM para 1-Naftol Acetato, respectivamente) e
confirmados experimentalmente com concentragdes ainda menores (0,1 uM para LD de ambos
os compostos, assim como LQ de 0,5 uM), demonstram a sensibilidade do método para detectar
e quantificar a ambos os picos, mesmo em baixas concentracdes, o que ¢ fundamental para o

biomonitoramento em ambientes aquaticos.

A demonstragdo do mecanismo de reagdo proposto, com a formagao proporcional de 1-
Naftol a partir do 1-Naftol Acetato na presenca da AChE, validou a base quimica para a
quantificagdo enzimatica. A aplicagdo em amostras reais os niveis de acetilcolinesterase nos
moluscos encontrados nas Regides 1 e 3 apresentaram baixos niveis, respectivamente (0,50
Unidades/mL e 0,83 Unidades/mL), em comparagao ao controle (6,99 Unidades/mL), indicando
possivel contaminacao aquatica. Lembrando que os moluscos sdo seres filtradores e organismos
sedentarios, dessa forma aumenta a exposicdo continua a contaminantes e provavelmente

bioacumulagao.
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Ja os alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus), organismos disponiveis na regido 2, 3 e
4 apresentaram estimativas da AChE variando entre 0,0 Unidades/mL a 4,44 Unidades/mL,
observamos que esse tipo de organismo apesar do pouco tempo de vida, ja indicaram altos niveis
de bioacumulacao, principalmente na regido 4, pois verificamos que quase nao apresentou
acetilcolinesterase, indicando contaminagao aguda. Entretanto, devemos levar em consideragao o
tipo de organismos encontrados nas diferentes regides, pois além dos moluscos e alevinos tivemos
a possibilidade de analisar também amostras de girinos de sapo cururu (Rhinella marina) que
apresentou uma estimativa 3,49 unidades/mL. Gracas a essa diversidade o objetivo desse artigo
foi atendido, visto que o proposito de disponibilizar para a comunidade cientifica um método
simples e rapido para a determinagdo da acetilcolinesterase como biomarcador com possibilidades
de estimar o grau de contaminacdo em ambientes aquaticos se mostrou viavel para diversos tipos

organismos.

Vale ressaltar que a inibicdo da AChE nao se limita ao individuo exposto. Em um nivel
populacional, implica na reducdo da sobrevivéncia individual, combinada com a diminui¢do da
capacidade reprodutiva, pode levar a um declinio populacional dos seres que vivem nesse
ecossistema aquatico. A interferéncia na reproducdo pode ocorrer por diversos mecanismos: a
inibicao da AChE pode afetar a liberagao de hormonios reprodutivos, o desenvolvimento gonadal,

o comportamento de acasalamento e até mesmo a viabilidade de gametas e larvas (FULTON;

KEY, 2001, OLIVARES-RUBIO et al., 2021).

A abordagem cromatografica por CLAE apresentada nesta pesquisa, demonstra uma
seletividade adequada, separando visualmente os componentes da reagao enzimatica e permitindo
a deteccdo exata do 1-Naftol sem interferéncia ou coelui¢do. Tal avanco ¢ crucial para o
monitoramento ecotoxicoldgico, onde os organismos estdo frequentemente expostos a um

coquetel de poluentes, e onde métodos mais robustos e especificos sao fundamentais.

A adaptacao do protocolo de extracao de metalotioneinas, originalmente descrito por Erk
et al. (2002) e adaptado por Tendrio-Daussat et al. (2014), sofreu uma nova abordagem para
conseguir extrair com sucesso a AChE, mostrando-se eficaz para este fim. A presenca de
componentes como Tris-HCl em pH 8,6 ¢ PMSF no tampao de extracdo contribuiu para a
preservacao da integridade da enzima durante o processo, enquanto o tratamento térmico a 70°C
por 10 minutos, embora incomum para algumas enzimas, ndo comprometeu a atividade da AChE,
corroborando achados de Souza (2016) que observou estabilidade térmica da enzima até 100°C
em tecidos de organismos aquaticos. Isso destaca a estabilidade da AChE obtida desses

organismos € a adequacao do protocolo de extracao.

40

Consideragdes Finais



Também ¢ importante frisar que pelo coeficiente de correlagdo de Spearman entre os
metais traco e a AChE foi possivel evidenciar uma relacdo importante da presencga desses metais
nos tecidos dos organismos testados, refor¢ando significativamente o papel da Acetilcolinesterase
(AChE) como um biomarcador de estresse neurotoxico. Foi possivel estabelecer uma correlagao
inversa estatisticamente relevante entre a atividade desta enzima e as concentragoes teciduais de
metais traco, especificamente Cobre (Cu), Cromo (Cr), Niquel (Ni) e Manganés (Mn). Tal
associacdo inversamente proporcional evidencia o mecanismo de acdo desses elementos: a
medida que a bioacumulacao dos metais aumenta, a capacidade catalitica da enzima ¢ suprimida,
confirmando a natureza inibitéria desses contaminantes inorganicos sobre o sistema colinérgico
dos organismos aquaticos. Essa associacdo pode ser utilizada como um guia na busca de possiveis

fontes de contaminagdo dos ambientes aquaticos.

Em sintese, o presente estudo representa uma contribui¢do original e significativa para o
campo da toxicologia ambiental ao propor essa nova abordagem. Desta forma, o conhecimento
gerado nesta pesquisa pode ser diretamente incorporado em protocolos de monitoramento
ambiental e avaliagdo da qualidade de ecossistemas aquaticos, fornecendo dados mais fidedignos
para a tomada de decisdes. A aplicabilidade do método transcende a esfera académica, podendo
subsidiar a implementagdo e o aprimoramento de politicas publicas voltadas a preservacao de
ecossistemas e a vigilancia da satde ambiental, particularmente em regides sujeitas a
contaminagdo por pesticidas e metais pesados. Assim, a dissertagdo ndo apenas avanga o
conhecimento cientifico sobre a quantificacao de biomarcadores em ecossistemas aquaticos, mas

também oferece uma ferramenta pratica para a protecao da biodiversidade e da saude publica.

5.2. CONCLUSOES GERAIS

> Foi protocolado uma nova metodologia de extracdo para Acetilcolinesterase, capaz de extrair
esta enzima de organismos aquaticos com sucesso;

> Realizado uma proposta de reagdo quimica, a qual conseguiu estimar e/ou determinar a
quantidade de acetilcolinesterase presente nos seres vivos testados;

> A metodologia adaptada para CLAE foi adequada a finalidade a qual foi destinada,
demonstrada a sua eficiéncia pela validagdo analitica apresentada, com parametros dentro dos
limites especificados pelo ICH;

> Foi possivel apresentar uma correlacao inversa entre a atividade da enzima e as concentragdes

de Cobre (Cu), Cromo (Cr), Niquel (Ni) e Manganés (Mn) nos tecidos dos organismos vivos.
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5.3. PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

A pesquisa aqui descrita teve enfoque na inibicdo da AChE como um biomarcador de
estresse neurotoxico, demonstrando esse efeito cumulativo de diversos poluentes, sem
caracterizar qual poluente. Para investigagcdes futuras, seria interessante aprofundar para a
identificacdo e quantificagdo de contaminantes especificos presentes nas regides analisadas

(como pesticidas organofosforados, carbamatos ou metais pesados).

A relacdo entre a concentracdo desses poluentes e os niveis de inibi¢do da AChE,
utilizando técnicas analiticas complementares, como cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, cromatografia liquida também acoplada a espectrometria de massas,
ou espectrometria de absor¢ao atdmica, permitiria uma compreensao mais detalhada das relagdes
de causa e efeito. Adicionalmente, estudos sobre os efeitos sinérgicos e antagdnicos desses
poluentes na atividade da AChE seriam cruciais para simular cenarios de exposi¢do em ambientes

aquaticos.
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Abstract: The enzyme acetylcholinesterase (AChE) is one of the primary biomarkers used in the
biomonitoring of aquatic ecosystems. However, traditional colorimetric methods exhibit
selectivity limitations in complex matrices, such as mollusk, fish, and amphibian
tissues. This study presents a rapid and selective HPLC-UV method for the
determination of AChE activity, based on the quantification of the enzymatic conversion
of 1-naphthyl acetate to 1-naphthol, using a novel extraction protocol designed to
minimize matrix interferences. The method was validated following the ICH
(International Council for Harmonisation) guidelines, demonstrating adequate
selectivity, linearity, precision, accuracy, limit of detection (LOD), and limit of
quantification (LOQ). We applied the proposed method to biological samples of three
aquatic species from different regions with distinct degrees of anthropogenic impact.
Field application revealed lower AChE activity in samples from contaminated sites
(0.00 to 4.44 AChE units/mL) compared to the control (6.11 AChE units/mL),
suggesting that the proposed method is suitable for aquatic contamination monitoring.
To further validate our methodology, we determined trace metal concentrations
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