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Introducao |

Um dos fatores associados a Doenga de Alzheimer (DA)
€ o baixo nivel de acetilcolina na sinapse neural. As
terapias aprovadas para o tratamento da DA sao
baseadas em inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE), que mantém altos niveis de acetilcolina nos
receptores muscarinico e nicotinico no sistema nervoso
central, o0 que a torna um o6timo alvo para o
desenvolvimento de novos farmacos a serem utilizados
no tratamento da Doenga de Alzheimer." A imobilizagao
de enzimas tem mostrado diversas vantagens sobre os
estudos envolvendo enzimas em solugédo ou tecnologias
alternativas, como a facil separagdo da enzima do
produto da reagao, a possibilidade de reutilizar a enzima
e a necessidade de pequenos volumes de amostra. Em
continuagao aos trabalhos com imobilizagéo de enzimas
desenvolvido em nosso grupo a enzima AChE f0|
imobilizada em capilares de silica fundida com sucesso.”
O presente trabalho tem como objetivo avaliar o biorretor
de AChE em fucdo de sua atividade catalitica, o tempo
de analise e, a estabilidade do biorreator na presenca
de inibidores conhecidos além de avaliar uma colegao
de substéancias preparadas como inibidores de Ache.

Resultados e Discussdo |

A enzima AChE foi imobilizada em capilares de silica
fundida com dimensdes de 25 cm x 0,1 mm D.l. pelo
método de imobilizagdo pelo agente homobifuncional
amino-reativo, o glutaraldeido.3 Os estudos realizados
mostraram a necessidade de uma vazdo menor
(0,05mL/min) para que a conversdo do substrato ao
produto ocorra com maior eficiéncia (Fig 1A). Os valores
de Ky obtidos mostram uma menor afinidade pelo
substrato no biorreator quando comparada com os
valores em solucéo, tal diferenga pode estar relacionada
as modificagbes estruturais na biomolécula esperadas
apos o processo de imobilizagao (Fig 1B).

Inibidores conhecidos de Ache (tabela 1) foram avaliados
no biorreator e seus valores de IC50 calculados.

Composto IMER - IMER-AChE AChE (:;:Eéo)
AChE Literatura (solugdo) | 4
Literatura
Propidio 489 + 341+ 35,6 + 32,31
7.9 uM 0,25 yM 9,2 uM 0,22 yM
Galantamina 12,8+ 42,4 + 1,27 + 424 +
2,4 uM 0,21uM 0,15 yM 0,21 yM
Tacrina 85,94 + 0,45+ 0,03 262,5 + 0,44+
16,15 nM uM 50,3 nM 17,6 M
e 20,6 + 6,40+
Rivastigmina 49 M 0,93uM - 0,73uM
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Figura 1A. Cromatograma correspondente ao anion amarelo formado no
monitoramento da atividade enzimatica. Fase Moével: Tampdo Tris-HCI
(0,1M pH 8,0) e reagente de Eliman (0,1 mM). 1 B. Curva cinética de
Michaelis Menten. Enzima imoblilizada KM= 666,8 uM; enzima livre em
solugéo KM = 76,27uM."
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Tabela 1 Comparagdo dos valores de IC50 dos inibidores padroes da
AChE no biorreator e livre em solugéo.

As diferencas observadas nos valores de IC50 (Tab. 1
em relagcdo aos valores encontrados na literatura
podem estar relacionadas ao efeito do suporte sobre o
sitio ativo e/ou substrato Uma colegdo de compostos
planejados e sintétizados como inibidores de AChE
também foi avaliada por métodos conhecidos5 e
comparados com os resultados observados no
biorreator (Fig 2). Os compostos que inibiram a atividade

IC50 = 7,8 + 1.2 pg/mL

IC50 = 85,94 + 16.15 nM < 25.902,4 M ) .
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Figura 2. Curva de IC50 de inibidores da AChE. 2A Composto padrdo
Tacrina e 2B composto sintetizado LFQM 14.

da AChE em TLC também inibiram no biorreator
corroborando a sensibilidade do método. A estabilidade
do biorreator foi avaliada em fungcdo do tempo, e
permaneceu ativo por um periodo superior a 10 meses
com perda de 22% da atividade inicial.

Conclusoes

No método desenvolvido a atividade catalitica foi
preservada 6tima estabilidade. Além disso, os resultados
evidenciaram sensibilidade do biorreator e corroboram a
possibilidade da utilizagdo desses biorreatores na
triagem de colecbes de compostos inibidores da
acetilcolinesterase.
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