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Introducéao

A enzima acetilcolinesterase (AChE) possui um
importante papel no sistema nervoso central,
catalisando a hidrélise do neurotransmissor ativo
acetilcolina nos compostos inativos colina e &acido
acético. Um dos fatores associados a Doenca de
Alzheimer (DA) é o baixo nivel de acetilcolina na
sinapse neural. As terapias aprovadas para o0
tratamento da DA sdo baseadas em inibidores da
acetilcolinesterase, que mantém altos niveis de
acetilcolina nos receptores muscarinico e nicotinico
no sistema nervoso central, 0 que a torna um 6timo
alvo para o desenvolvimento de novos farmacos a
serem utilizados no tratamento da Doenca de
Alzheimer.!

A imobilizacéo de enzimas é uma técnica que tem
sido amplamente explorada devido as vantagens em
relacdo aos estudos envolvendo enzimas em solugéo
ou tecnologias alternativas, como a facil separagao
da enzima do meio reacional, e a possibilidade de
reutilizar a enzima. A produgdo de reatores com
enzimas imobilizadas (IMERs) possibilita o
acoplamento on line de reacbes catalisadas por
enzimas com um sistema de cromatografia liquida.
Dessa forma, pode-se realizar a triagem de
compostos candidatos a inibidores de uma maneira
rapida e eficiente, utilizando-se a cromatografia
seletiva de afinidade.?

Resultados e Discussao

A AChE foi imobilizada em capilares de silica fundida,
onde a enzima é ligada covalentemente a parede do
capilar, utilizando glutaraldeido como espacador. A
atividade da enzima foi monitorada pela formacao do
anion amarelo, produto da reacdo entre o reagente de
Ellman e a tiocolina obtida a partir da hidrélise
enzimatica da acetiltiocolina.®

Acefiliocalina ACHE o Acstatn + Tiocolina

Tiocalina + Reagsrts ds Eiman — 4 Anion amarelo

Esquema 1. Reacbes envolvidas no método
empregado para monitorar a atividade da AChE
imobilizada.
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Figura 1. Cromatograma correspondente ao anion
amarelo formado no monitoramento da atividade
enzimética. Fase movel: Tampdo TRIS-HCI (0,1 M,
pH 8,0), reagente de Ellman (0,126 mM), MgSO, (10
mM), KCIO; (100 mM). Vazéo 50 pL/min, ? = 450 nm.

Uma curva analitica foi construida para a
guantificagdo da atividade enzimética, injetando-se 15
pL de solugbes com concentracdes de 5400 uM de
acetiltiocolina no biorreator ativo, considerando-se
100% de conversado do substrato ao produto.

Figura 2. Curva analitica para a quantificacdo da
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tiocolina formada a partir da reacéo enziméatica.

Conclusoes

O capilar de silica fundida demonstrou ser uma boa
alternativa como suporte para a imobilizacdo da
acetilcolinesterase. Com o método desenvolvido a
enzima reteve a atividade catalitica e mostrou boa
estabilidade, além disso a atividade enzimatica pode
ser monitorada em uma curto tempo de analise.
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