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Determinacao da actividade enzimatica de colinester

ases



Cinética enzimatica

As enzimas catalizam a maior parte das reaccbes das vias metabodlicas celulares
(anabdlicas e catabdlicas) que permitem a manutencao da sobrevida dos organismos. Com
a excepcao de um pequeno grupo de moléculas de RNA com actividade catalitica, todas as
enzimas sao proteinas.

As enzimas catalizam as reacc¢des celulares, aumentando a sua velocidade, sem no
entanto afectarem o equilibrio da reacgéo (a constante de equilibrio da reacgéo, Keq, €
mantida). Para tal, as enzimas diminuem a energia de activacdo das reac¢oes. As reaccoes
catalizadas pelas enzimas ocorrem em locais especificos como o centro activo, um
processo energeticamente favoravel. Geralmente, o substrato liga-se a enzima (por
interac¢des nao-covalentes) ao nivel do centro activo. A formacdo de um complexo
substrato-enzima é fundamental para a actividade enzimatica.

Assim, uma reac¢ao enzimatica simples pode representar-se por:

E+S « ES « E+P,

em que, E, S e P, representam, respectivamente, a enzima, o substrato e o produto.

A actividade das enzimas pode ser regulada através de cofactores ou coenzimas,
componentes que se ligam a enzima (em locais diferentes do centro activo) e sem 0s quais
a enzima nao funciona. Um cofactor que se liga a enzima covalentemente designa-se por

grupo prostético.

A velocidade inicial (V) de uma reacc¢éo pode ser relacionada com a concentracao
de substrato, tal como representado pela curva hiperbdlica da Fig. 1A e pela equacéo de

Michaelis-Menten

Vima{S]
Km + [S]

(i) Vo=

em que, V, € a velocidade inicial da reaccéo, Vs € a velocidade méaxima da reaccao, [S] €
a concentragdo de substrato e K., € a constante de Michaelis-Menten. K, é definido pelo
valor da concentracdo de substrato para o qual a Vo, é metade da V. A um valor de K,
mais baixo corresponde uma maior afinidade da enzima pelo substrato, uma vez que é

necessaria uma menor concentracao do substrato para se obter o mesmo valor de V.



A equacdo de Michaelis-Menten (i) pode ser transformada na equacdo de
Lineweaver-Burk, e respectivo gréfico (Fig. 1B), permitindo determinar com precisdo 0s

valores de K, € Vs de uma determinada reaccdo enzimatica.

Assim, a partir do inverso da equacéo de Michaelis-Menten (i) teremos:
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Fig. 1- Representagdo da cinética enzimatica de acordo com a equacdo de Michaelis-Menten (A) e

através do grafico de Lineweaver-Burk ou de duplos inversos (B).



As colinesterases

Nos tecidos dos mamiferos existem multiplas colinesterases (enzimas que catalizam
a hidrdlise de ésteres de colina) que ndo sédo especificas. Curiosamente, o interesse da sua
utilizacdo clinica ndo tem tido um paralelismo com o conhecimento da sua funcéo
fisioldgica, tal como acontece com a enzima fosfatase alcalina.

Nos vertebrados tém sido definidas duas actividades hidroliticas da acetilcolina:

1. Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (colinesterase ‘verdadeira’ ou esterase | da colina) é
responséavel pela degradacao da acetilcolina nas jun¢des neuromusculares ou nos terminais
nervosos de neuronios da matéria cinzenta do cérebro e, ainda, em tecidos reconhecidos
como nao-colinérgicos, tais como as estruturas hematopoiéticas, os eritrocitos, os pulmdes
e 0 baco, onde se desconhece a sua fun¢ao.

A biossintese da acetilcolina faz-se a partir da colina e da acetil-CoA por accao da
enzima colina acetiltransferase. A degradac¢éo da acetilcolina faz-se por hidrélise catalizada
pela acetilcolinesterase, de que resulta a colina e o acido acético (acetato). Na Fig. 2 esta

representada a neurotransmissao colinérgica.
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Fig. 2- Terminal nervoso colinérgico ao nivel do sistema nervoso central. A enzima colina
acetiltransferase é responsavel pela sintese da acetilcolina, enquanto a acetilcolinesterase cataliza a

hidrolise daquele neurotransmissor.



2. Butirilcolinesterase

A butirilcolinesterase (acil-hidrolase das acilcolinas ou esterase Il da colina)
encontra-se no plasma sanguineo, no figado, no pancreas, no coragcdo, na matéria branca
do cérebro e em quase todos o0s tecidos, excepto nos eritrocitos.

Desconhece-se o significado fisiol6gico desta enzima, mas a determinacao da sua
actividade tem uma importancia clinica muito grande ao nivel, por exemplo, da deteccéo da

inibicdo toxicoldgica (ex. por insecticidas) e como marcador de insuficiéncia hepatica.

Interesse clinico da determinagéo plasmética das co  linesterases

A determinacdo da actividade das colinesterases permite avaliar a funcao hepatica,
uma vez que o figado € muito rico em colinesterases. Também permite avaliar a intoxicacdo
por alguns insecticidas, pois estes diminuem ndo-competitivamente a sua actividade. A
determinacdo da actividade da butirilcolinesterase pode ainda ser Gtil no diagnéstico de
certos tumores malignos, asma brénquica e a tuberculose pulmonar.

As actividades plasmaticas da acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase podem ser
alteradas pelas hormonas sexuais. Na jungdo neuromuscular, a actividade da

acetilcolinesterase € afectada pela testosterona e pela insulina.

Método de determinacgdo da actividade das colinester  ases

O iodeto de acetiltiocolina e o iodeto de butiriltiocolina sdo os substratos da
acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase, respectivamente, usados no protocolo desta
aula pratica. O produto corado formado (tiocolina) reage com o &cido 5-5-ditiobis-(2-
nitrobenzoico) ou DTNB também designado por reagente de Ellman, um reagente dos
grupos tiol (-SH), formando um composto corado de amarelo (5-tio-2-nitrobenzdico ou TNB).

A actividade colinesterasica expressa-se em Unidades Internacionais (nas condi¢des
do ensaio, 1U = 1pmol x min™* x mL™) e calcula-se através da variacédo da absorvancia ao
longo do tempo em relacao ao respectivo tubo referéncia, que contém um inibidor especifico
para cada uma das colinesterases.

O BW284C51 € um inibidor especifico da acetilcolinesterase; a etopropazina é

inibidor da butirilcolinesterase.
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Procedimento experimental para determinacdo da acti

da butirilcolinesterase no plasma:

vidade da acetilcolinesterase e

Grupos 1 e 2- Determinacgdo da actividade da acetilcolinesterase (AcE) no plasma:

Reagentes Referéncia Ensaio
Tampéo 2,5 ml 2,55 ml
DTNB 100 pl 100 ul
Etopropazina 50 pl 50 pl
BW 50 pl -
Amostra 200 pl 200 pl
Incubar 5 min
Substrato \ 100 pl \ 100 pl

Seguir a variagdo da absorvancia a 412 nm durante 5 minutos.

Absorvancia tO’

Absorvancia t3’

AA

AA/min

Grupos 3 e 4- Determinacgdo da actividade da butirilcolinesterase

(BUtE) no plasma:

Reagentes Referéncia Ensaio
Tampéo 2,73 ml 2,78 ml
DTNB 100 pl 100 ul
Etopropazina 50 pl -
Amostra 20 pl 20 pl
Incubar 3 min
Substrato \ 100 pl | 100

Sequir a variagdo da absorvancia a 412 nm durante 5 minutos.

Absorvancia tO’

Absorvancia t3’

AA

AA/min

NOTA: A actividade plasmatica da acetilcolinesterase é muito baixa comparativamente a

butirilcolinesterase,
butirilcolinesterase.

pelo que ndo h& necessidade de a

inibir no ensaio da




CALCULOS
Determinar a variacado de absorvancia/minuto (AA/min) para cada amostra:
Vol ensaio (ml) x 10° x AA/min

Actividade (U/l) = —---m-mmmmmmmm oo
Vol amostra (ul) x €

Nota: € =13,6x10° M™* cm™
(coeficiente de extingdo molar do 5-tio-2-nitrobenzéico, TNB, a 412 nm, pH=8,0)

VALORES NORMAIS no Plasma:
AcE: 10,4 + 3,0 U/l

ButE: 5,0 £2,1 kU/I



