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RESUMO

A industria e o setor quimico-nuclear sempre dependeram de ferramentas e dispositivos capazes
de executar leituras e medidas apropriadas que acompanhem seus respectivos processos. Essa
dependéncia esta diretamente relacionada com a necessidade de aplicagéo direta na qualidade e
na seguranga do processo ou produto, correlacionado com a producdo de energia,
radiofarmacos, diagnosticos, aplicagdes em seguranca, em Defesa, dentre outras. O
desenvolvimento de novas ferramentas para o0 sensoriamento eficiente remete a grandes
possibilidades devido as inimeras capacidades de adequacdo quando combinadas ciéncias de
varias naturezas, como quimica nuclear, fisica nuclear, eletrénica, bioquimica, biotecnologia,
bioprocessos e outros, apresentando uma abordagem multi e interdisciplinar. A utilizacdo da
biotecnologia nos remete a essas possibilidades devido a capacidade de interacdo entre sistemas
ndo-bioldgicos com sistemas bioldgicos. Tendo essa capacidade em vista, torna-se necessario
um olhar especial para as questdes de instrumentacdo e medidas para 0s setores quimico e
nuclear (militar e civil). Neste contexto, a ideia do desenvolvimento de pesquisas com potencial
de produzir novos biossensores com capacidade de deteccdo de agentes de guerra quimica
(AGQ) e gerar sinais elétricos proporcionais e de radia¢do por efeitos radioldgicos e nucleares
(ERN), demonstram a importancia deste trabalho. Neste desdobramento, foram realizados
estudos in silico para o desenvolvimento de biossensores enzimaticos, que posteriormente serdo
construidos e testados in vitro e in loco em amostras ambientais. Os conceitos para o
desenvolvimento do biossensor baseiam-se em estudos tedricos de sistemas bioquimicos
voltados para essa aplicacdo, paralelamente com modelagens moleculares (dockings), com
calculos quéanticos e com simulages computacionais para identificagdo das fronteiras dos
sistemas envolvidos, resultando na acgéo préatica da criagdo da ferramenta/dispositivo. O presente
trabalho se divide em trés etapas: - a primeira etapa, ja em andamento, consiste em estudos de
ancoramento molecular entre as enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase e os principais
agentes de guerra quimica, que sdo compostos organofosforados, capazes de inibir os alvos
moleculares e causar sindorme conlinérgica em seres humanos e animais. Para tal, dois modelos
de receptores foram construidos e validados, a partir de estruturas cristalograficas depositadas
no banco de dados Protein Data Bank. As estruturas tridimensionais foram construidas
utilizando-se o programa Spartan’08. Em seguida, estudos de docking foram realizados
utilizando o programa Molegro Virtual Docker (MVD) © e os resultados foram avaliados de
acordo com a energia de interacdo e residuos de interagdo com as duas; nas duas etapas
seguintes foca-se no estudo das interagfes das radiacfes ionizantes com o meio simulado e
criaces.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da pesquisa contemplando biossensores nacionais pode contribuir
para aumentar a independéncia do pais em termos de importacdo de tecnologia e de produtos de
defesa, quando voltados para a area de instrumentagdo quimico-nuclear, a deteccdo de agentes
de guerra quimica (AGQ) e radiagcdes ionizantes (ERN) é uma area de pesquisa que vem
ganhando forte destaque e relevancia, dada a necessidade de monitoramento ambiental,
seguranca nacional e outras caracteristicas de ambito civil e militar. Esses dispositivos tém o
potencial de oferecer respostas rapidas e precisas em situagbes de emergéncia, como
acidentes/ataques quimicos ou acidentes radiolégicos. A escolha do elemento bioldgico ativo é
crucial para a eficacia do biossensor, e a acetilcolinesterase (AChE) possui caracteristicas
bioquimicas que permitem e corroboram para uma abordagem diferenciada devido a sua
sensibilidade e especificidade.

Nessa nova condicdo tecnologica, em um cenario real de ataques ou incidentes, pode-se
realizar a deteccdo eficiente em tempo oportuno, garantindo a soberania nacional diante da
questdo abordada. Neste trabalho, técnicas de modelagem molecular em sistemas biol6gicos
foram aplicadas para verificar as interagOes entre agentes de guerra quimica (AGQ) e radiagdo
ionizante (ERN) com as enzimas acetilcolinesterase e butirilcolineterease. Essas enzimas sdo 0s
principais alvos destes agentes no organismo humano e de animais. Estas interagGes
bioguimicas serdo transduzidas em sinais ou informacGes elétrica, de forma a promover a
deteccdo destes compostos de forma tempestiva e auxiliar as equipes de pronta resposta e as
equipes de salde na contencdo de eventuais danos a pessoas, animais, materiais e a0 meio-
ambiente.

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima envolvida na degradagdo do neurotransmissor
acetilcolina, sendo amplamente distribuida em organismos vivos [01]. Sua capacidade de
interagir com inibidores, como os agentes quimicos de guerra, torna-a um alvo ideal para
biossensores. Estudos demonstraram que a AChE e a BChE podem ser utilizadas nas
construgdes de biossensores, proporcionando detec¢es e comparagfes que variam em um curto
espaco de tempo retornando informac@es e permitindo inferéncias que ajudem nas tomadas de
decisodes.

Os biossensores tém ganhado destaque na area da andlise quimica e ambiental,
especialmente pela sua capacidade de oferecer solugdes rapidas e sensiveis para a deteccdo de
uma ampla gama de compostos. Entre os diversos elementos bioativos utilizados, a
acetilcolinesterase (AChE) se destaca por sua fungdo crucial na sinalizagdo neuroldgica e por
sua vulnerabilidade & inibicdo por agentes neurotoxicos.

O desenvolvimento desses biossensores requerem uma abordagem inter e
multidisciplinar que envolve quimica nuclear, biologia, fisica nulcear, bioprocessos, eletronica,
engenharia e outros. Técnicas de nanotecnologia tém sido empregadas para melhorar a
sensibilidade e a estabilidade dos biossensores, permitindo a criagdo de dispositivos mais
robustos, eficientes, de baixo custo, de facil manuseio e outros. Estudos exploram o uso de
nanomateriais como suportes para a AChE e BChE, potencializando suas propriedades e
aumentando a area de superficie disponivel para interagdes com os analitos [02, 03].

Ao estudar os efeitos biolégicos das radiacdes tem-se observado novas possibilidades.
Sistemas quimico-biolégicos expostos as radiagBes ionizantes respondem de maneiras que
possibilitam ser mensurados, sejam qualitativamente ou quantitativamente, devido a
quantizacdo da energia dos sistemas envolvidos, seja pela percepcdo da alteracdo de cargas ou
formacdo de ions no sistema. Explorando essa relacdo, €é possivel desenvolver
sistemas/dispositivos ndo apenas capazes de identificar agentes quimicos (neurotdxicos ou ate
mesmo aflatoxinas), mas também, radiacdes ionizantes, sejam para monitoramento ou
identificacdo de acidentes/incidentes ampliando a funcionalidade dos biossensores.
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Este estudo tem como objetivo abordar o que tem sido desenvolvido de maneira
computacional, dando base para prototipagdo de um dispositivo com tais caracteristicas. Sendo
possivel a criacdo de biossensores utilizando a acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase como
elementos enzimaticos (zona de reconhecimento biolégico do biossensor), focando em sua
capacidade de detectar agentes quimicos de guerra e radiacOes ionizantes.

2. METODOLOGIA

O trabalho se divide em trés etapas: (a) a primeira etapa, consiste em estudos de
ancoramento (docking) molecular entre as enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase com
os principais AGQ e duas Aflatoxinas (B1 e M1). Esses agentes sdo compostos
organofosforados e aflatoxinas sendo capazes de inibir os alvos moleculares em questdo e
causar sindorme conlinérgica em seres humanos e animais. Para tal, dois modelos de receptores
foram construidos e validados a partir de estruturas cristalogréaficas depositadas no banco de
dados Protein Data Bank (Modelos de Estruturas Computacionais (CSM))[04]. A estrutura
tridimensional dos organofoforados e toxinas foram construidas e as cargas atbmicas parciais
foram calculadas utilizando-se o programa Spartan’08 (Version 08 ®, Wavefunction, Irvine,
CA, EUA, collaboration with Q-Chem, 2009)[05]. As figuras 01, 02 e 03 representam as
férmulas estruturais tridimensionais dos organofosforados Ciclosarin e Tabun construidas no
Spartan’08. Em seguida, estudos de docking foram realizados utilizando-se o programa
Molegro Virtual Docker (MVD) ® (versdo 6.0, CLC bio, Aarhus, Dinamarca, 2013)[06], sendo
os resultados avaliados de acordo com a energia de interacdo e residuos de interagdo com as
duas enzimas. Essa etapa de modelagem foi realizada no Laboratério de Modelagem Molecular
aplicado & Defesa Quimica e Biologica (LMDQB) da Secéo de Engenharia Quimica do IME; -
(b) segunda etapa, foi realizada para fins de deteccdo da radiagdo ionizante. Foram realizadas
simulagdes computacionais com o cédigo MCNPX (cddigo de transporte de radiacdo Monte
Carlo de uso geral, energia continua, geometria generalizada, dependente do tempo) (MCNPX
EXTENSIONS VERSION 2.6.0, Los Alamos National Laboratory, 2008)[07]. O c6digo gerado
no MCNPX teve a geometria avaliada no software Vised (que é uma extensdo do cddigo
MCNPX). Essa etapa de simulacéo foi realizada no Laboratério de Simulacdo Nuclear (LSN) da
Secdo de Engenharia Nuclear do IME; (c) a terceira etapa serd a construcdo do biossensor,
utilizando como ponto de partida os resultados anteriores.

Fig. 01: Ciclosarin Fig. 02: Ciclosarin com cargas Fig. 03: Tabun

3. RESULTADOS

Depois de realizados mais de 9000 iteracdes de 11 organofosforados e 02 aflatoxinas
com a acetilcolinesterase e butirilcolinesterase. Os melhores resultados de dockings com
interagdes entre ligantes e a AChE foram para os organofosforados VR e Novichok-A232 e para
a toxina Aflatoxina M1. Esses resultados sdo apresentados nas figuras 04, 05 e 06.
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A tabela 01 a seguir apresenta os resultados de energia de interacdo entre os compostos
estudados com a enzima acetilcolinesterase (AchE) e com os principais residuos de ligagédo de
hidrogénio. A distancia entre o fésforo (P;) e a serina-203 (Ser-203).

Tabela 01. Melhores Resultados de Interagdes entre Ligantes e AChE

Ligante Score Distincia Residuo
[kCal/mol] [A]
Ciclasarin -R4,23 3,24 Ser- 203/ Gly - 122
Sarin -57,82 3,55 Sar- 203/ Gly - 122
Soman -61,03 3,31 Ser- 203/ Gly - 122
Tabun -55,84 3,97 Ser-203/Gly - 122 /Ser- 125/ Tyr- 124
R -100,21 3,10 Ser- 203/ Gly - 122
WA, -84,73 3,41 Ser- 203/ Gly - 122
Maovichok - A230 -81,18 3,15 Ser- 203/ Gly - 122
Movichak - A232 -74,44 3,12 Ser- 203/ Gly - 122
Maovichok - A234 -85,50 3,31 Gly - 122
Movichak - A242 -89,24 3,28 Tyr- 124 / Gly - 122
Movichok - AZRZ -109,24 3,22 Ser- 203/ Gly - 122
Aflatoxing B1 -138,79 *H Tyr-124 / Tyr - 337
Aflatoxina M1 -139,06 W Tyr- 124 f Ser - 125 / Tyr - 337

E possivel verificar pela tabela 01 que os resultados sugerem uma forte inibicio da
enzima AChE devido a proximidade dos organofosforados e aflatoxinas no sitio ativo da
mesma, uma vez que a flutuacdo em energia apresentada em Kcal/mol é extremamente
relevante, causando a inativacdo da enzima. Ao selecionar os resultados mais promissores
(organofosforados VR e Novichok-A232 e toxina Aflatoxina M1) podemos inferir que quando
se tem um grupo fosfato na composicdo do ligante, o residuo de interagdo se torna o alvo
molecular o qual é responsdvel pela hidrdlise da acetilcolina, sofrendo um rearranjo e
impedindo que esse processo de quebra aconteca, acarretando num aumento de acetilcolina no
sistema, prejudicando a propagacao dos impulsos nervosos.

J& num segundo momento apenas de maneira a construir um comparativo entre sistemas
de estudos, foi feito o mesmo processo de simulagdo molecular (docking) para a enzima BChE,
também conhecida como pseudocolinesterase ou colinesterase inespecifica, também responsavel
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pela hidrélise em menores propor¢des da acetilcolina. Para tanto a tabela 02 apresenta 0s
melhores resultados dessas interagdes.

Tabela 02. Melhores Resultados de Interagdes entre Ligantes e BChE

Ligante Score Distincia Residuo
[kCalfmaol] [A]
Ciclosarin -50,44 2,30 Ala-199 f Gly - 117
Sarin -4b,61 2,80 Gly - 117 f Ala - 199
Soman -44,32 2,35 Ala-199 / Gly - 117
Takun -47,05 2,94 Ser 198 7 Ala 199 / Gly 117
YR -69,73 2,53 Ser- 198/ Gly - 116
W -73,54 2,18 Ala - 199 / Gly - 117
Movichok - 4230 -59,94 2,29 Ala - 198 / Gly - 117
Movichok - 4232 -62,4A 2,85 Ser- 198/ Gly - 117 f Ala - 199 / HZO
Movichok - 4234 -65,64 1,92 Ser- 198/ Gly - 116 / Gly - 117 / Alg - 199
Movichok - 4242 -65,20 3,46 Ser 198/ Gly 116 / 2.H20
Movichok - A262 -77,87 3,26 Ser 198 / Gly 117 / H20O
Aflatoxina B1 -108,06 HH, Gly - 283 / Asn - 289 / 3.H20
Aflatoxing k1 -114,48 HH, Ser- 198 / Gly - 116 / Gly - 117 f 9. H2O

Para BChE os melhores resultados sdo os organofosforados VX, Novichok A-234 e a
toxina Aflatoxina M1. As mesmas observacGes sdo pertinentes, agora com a alteragcdo da
enzima, o alvo molecular esta deslocado, pois a triade catalitica desse novo sistema € outro
(apenas em posicdes diferentes), mas as interagcBes acontecem de maneiras andlogas e com
mesmas propriedades.

Para uma melhor aproximagdo com um sistema de leitura padronizado, € apresentado no
Grafico 01 e 02 relagdo entre as interacdes dos ligantes com a AChE e BChE respectivamente.

Gréfico 01. Resultados de Interacdes entre Ligantes e AChE
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Gréfico 02. Resultados de Interacdes entre Ligantes e BChE
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Através de uma correlacdo direta da transformacdo em [Kcal] em [eV] da ordem de
1[KCal]~2,611x10%2[eV] é possivel obter os graficos 01 e 02 como resultados parciais para
essas investigacdes, no entanto, os principais critérios para esse estudo sdo as interagGes e as
possibilidades de usar simulagfes para construcdes praticas com moléculas analogas para
efetivacdo deste estudo.

Para avaliacdo ERN, o Grafico 03 expde informaces de quantidades de particulas
(gama) geradas a partir de uma fonte de Césio-137 (Cs-137) e a quantidade de particulas que
escapam (que ndo colidem com o alvo) criado com o cédigo MCNPX para estudo simulado
também.

Graéfico 03. Grafico de acompanhamento de F6tons.
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Fators Emitidas

O Grafico 03 apresenta os resultados obtidos nas simulagdes com o c6digo MCNPX,
tornando evidente uma distribuicdo linear dos dados das simulacdes, evidenciando a baixa
probabilidade de interacdo entre os fétons e o biossensor em desenvolvimento. Essa linearidade
sugere que a taxa de fotons detectados pelo biossensor é proporcional & intensidade da radiagdo
incidente, e a baixa probabilidade de interacdo indica que a maioria dos fétons gerados ndo sdo
absorvidos pelo volume de controle. Considerando que os fétons que ndo interagem com o
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biossensor ndo sdo absorvidos, é plausivel inferir que estes permanecem no ambiente e podem
estar sujeitos a outros efeitos da radia¢do ionizante. Essa constatacdo levanta questdes sobre a
sensibilidade e especificidade do biossensor, além das implicacdes da presenca de fétons ndo
detectados. A compreensédo desses mecanismos de interagdo e a influéncia de outros fatores,
como a geometria do biossensor e a composi¢do dos materiais, sdo cruciais para aprimorar 0
desempenho do dispositivo.

4. CONCLUSAO

Os dados coletados e as inferéncias possiveis apresentadas direcionam para formalizacdo
e materializacdo da construcdo de biossensores. Uma vez que a varia¢do sutil do potencial
elétrico pode ser mensurada através da correlacdo entre [Cal] e [eV]. Deste modo, conclusdes
podem ser delineadas gerando impactos relevantes, tanto pelo potencial inovador como recurso
a ser empregado em campo frente a sistemas que utilizam radionuclideos para outros estudos.
Os resultados parciais indicam que o equipamento proposto apresente potencial de realizar a
detecgdo de forma répida, precisa e com menor custo devido a alta sensibilidade, contribuindo
para o desenvolvimento de tecnologia nacional.
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