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Resumo

A Helicobacter pylori é uma bactéria que reside no estbmago e esta associada a
diversas doencgas do sistema gastrointestinal. Sua sobrevivéncia e replicacdo esta
relacionada a atividade enzimética da urease, permitindo a bactéria resisténcia a acidez
gastrica. Farmacos antimicrobianos sdo usados frente a H. pylori, no entanto existem
casos de resisténcia antibidtica. Diante da necessidade por novos agentes antibacterianos
este estudo teve como objetivo a investigacdo de compostos de origem natural e sintética
frente a urease de Canavalia gladiata (UJB). A triagem in vitro dos compostos e Produtos
Naturais (PNs) foi realizada utilizando o método espectrofotométrico de medicdo do
produto reacional azul de indofenol a A = 600 nm. A padronizacao do ensaio foi realizada
pelo estudo de cinética enzimatica da UJB e os dados de Km, Vmax € Kcat foram
determinados (4,25 * 0,62 mmol/L, 44,34 + 1,33 mmol/L/min e 2062,3 s?,
respectivamente) sendo similares aos valores da literatura. Dentre as 37 chalconas
avaliadas nove apresentaram inibicdo significativa (1a, 1c, 1g, 1h, 2a, 2b, 2c, 2d e 2m)
com poténcia inibitdria variando entre 1Cso = 5,7 e 18,8 umol/L. O mecanismo de inibic¢éo
foi determinado por ensaios in vitro e in silico, sendo as chalconas 1h (Ki = 2,98 pumol/L),
2a (Ki = 6,19 pmol/L), 2c (Ki = 1,87 pmol/L) e 2m (Ki = 3,13 pmol/L) inibidores
competitivos e a chalcona 1c (K; = 17,3 umol/L) inibidor ndo-competitivo. As chalconas
2c e 2m apresentaram os melhores valores de CIM (250 e 128 pg/mL, respectivamente)
anti-H. pylori em ensaios in vitro. Dentre os PNs avaliados, cinco compostos oriundos do
fungo Fusarium proliferatum (5a-5e) também foram inibidores de UJB, dentre os quais
0s compostos 5a e 5b foram os mais potentes, sendo inibidores competitivos de urease
(Kide 0,55 e 1,1 umol/L). Cristais obtidos do extrato ativo do cogumelo Pholiota nameko
foram analisados por RMN 1D e 2D e o composto foi identificado como manitol, o qual
apresentou um valor de ICso de 35,5 pumol/L frente a urease. A atividade inibitoria
enzimatica do manitol poderia ser uma explicacdo para a atividade gastroprotetora e anti-
H. pylori encontrada em trabalhos anteriores. Através de triagem in silico as propriedades
farmacocinéticas de todos os compostos foram investigadas. Além de investigar a
biodisponibilidade desses compostos, foi possivel aliar esses resultados para entender o
comportamento das chalconas nos ensaios in vitro em H. pylori. Através dos ensaios in

vitro e in silico foi possivel encontrar novos e promissores inibidores de UJB.

Palavras chaves: Urease, Helicobacter pylori, Inibidores.
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Abstract

Helicobacter pylori is a bacteria living in the stomach and it’s associated with
several diseases in the gastrointestinal system. The survival and replication of H. pylori
is related to the enzymatic activity of urease, which allow the resistance of bacteria to
gastric acidity. Antimicrobial drugs are used against H. pylori, but there are occurrence
of antibiotic resistance. In the view of the need for new antibacterial agents, this study
aimed to investigate new compounds, of natural and synthetic source against urease. In
vitro screening of compounds and Natural Products (NPs) was performed using the
spectrophotometric method by measuring the reaction product (indophenol blue) at A =
600 nm. The enzyme Kinetics study of urease (Canavalia gladiata) (UJB) was performed
for assay standard and the Km, Vmax and Kcat data (4.25 £ 0.62 mmol/L, 44.34 + 1.33
mmol/L/min and 2062.3 s, respectively) were found similar to literature. Among the 37
chalcones assessed, nine showed significant inhibition (1a, 1c, 1g, 1h, 2a, 2b, 2c, 2d and
2m) with inhibitory potency ranging between ICso = 5.7 and 18.8 umol/L. The inhibition
mechanism was determined for the most potent compounds by in vitro and in silico
assays, which chalcones 1h (Ki = 2.98 umol/L), 2a (K; = 6.19 pumol/L), 2¢ (Ki = 1.87
pmol/L), and 2m (Ki = 3.13 pmol/L) showed competitive behavior and 1c non-
competitive (Ki = 17.3 pumol/L). Chalcones 2c and 2m revealed the best MIC values (250
and 128 pg/mL, respectively) anti-H. pylori in vitro. Among NPs evaluated, five
compounds from the fungus Fusarium proliferatum (5a-5e) were also inhibitors of UJB,
which compounds 5a and 5b showed lower ICso values with competitive behavior on
urease (Ki of 0.55 and 1.1 pumol/L). Crystals obtained from the active extract of Pholiota
nameko mushroom were analysed by 1D and 2D NMR experiments, and the compound
was characterized as mannitol, which showed an 1Cso value of 35.5 umol/L on UJB. The
inhibitory enzymatic activity by mannitol could be a clue for the gastroprotective action
and anti-H. pylori potential found in previous work. By in silico screening, the
pharmacokinetic properties of all compounds were investigated using Lipinski's Rule of
Five (RO5) as the main parameter. In addition to bioavailability study of these
compounds, it was possible to use the obtained results to understand better the chalcones
behavior (2c and 2m) revealed on H. pylori in vitro assay. By using in vitro and in silico

tests it was possible to find new and promising UJB inhibitors.

Key words: Urease, Helicobacter pylori, Inhibitors.
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1. Introducéo

1.1 Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori é uma bactéria em forma espiral, gram-negativa, microaerofila
(ZHOU etal., 2017). Esse microrganismo mede aproximadamente de 3 a 5 um de comprimento
por 0,5 um de largura, parede celular externa lisa e possui de quatro a seis flagelos unipolares
e com bulbo terminal (SIQUEIRA et al., 2007).

Essa bactéria reside no estbmago e no duodeno e esta associada a diversas doencas, tais
como, gastrite cronica, uma das infec¢bes mais comuns na espécie humana, comprometendo
cerca de metade da populacdo mundial (BRUSCKY et al., 2013; LADEIRA et al., 2003). As
Ulceras duodenais e gastricas causadas por H. pylori se desenvolvem em 1 a 10% dos pacientes
infectados, e o cancer gastrico em cerca de 0,1 a 3% dos casos, sendo considerado pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC) e pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
como agente carcinodgeno do tipo | para a eclosdo do cancer gastrico em humanos e em menor
incidéncia (0,01% dos casos) é a causa do linfoma tipo MALT (Musoca-associated lymphoid
tissue) (FOLLMER, 2010; O'CONNOR et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2007; ZHANG, M. et
al., 2014).

O patologista Robin Warren e o médico gastroenterologista Barry Marshall, entre 1979
e 1981, foram responsaveis por identificar, caracterizar e isolar pela primeira vez a H. pylori,
na mucosa géstrica de um individuo com gastrite cronica (WARREN; MARSHALL, 1983). No
entanto, somente em 1985 que foi constatada a relacdo causa-efeito entre a presenca da bactéria
e gastrite ou Ulcera, por Barry Marshall que ingeriu um inoculo bacteriano e contraiu a infeccédo
experimental, demonstrando que a H. pylori é o agente etiol6gico da gastrite e Ulcera péptica
em humanos (GOMES et al., 2014).

Logo, o ser humano é considerado o principal hospedeiro desse agente, sendo a infeccéo
adquirida predominantemente na infancia. A via de transmissdo da H. pylori tem sido um dos
assuntos mais estudados e discutidos. As vias de infeccdo mais citadas na literatura é a
transmissdo mediante o contato entre os individuos, considerada a mais provavel, e pela
ingestdo de alimentos ou agua contaminados, possuindo duas possiveis rotas de infec¢do a
fecal-oral e a oral-oral (TEIXEIRA et al., 2016).

A prevaléncia dessa infeccdo estd principalmente vinculada as condigOes
socioecondmicas, havendo altos indices em paises em desenvolvimento e com condicGes

sanitarias restritas, segundo a OMS (1999). Estima-se que metade da populacdo mundial esta
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infectada por esta bactéria, aproximadamente 80% desses individuos permanecem com a
doenca de forma assintomatica e somente uma pequena percentagem desenvolve a patologia
(AMIEVA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2007). No Brasil, ainda ndo foi realizado uma
pesquisa de base populacional, mas os estudos com populagdes especificas mostram indices
elevados, variando entre 59,5% e 96% a prevaléncia da infecgédo causada por H. pylori (INCA,
2014; TEIXEIRA et al., 2016).

1.1.1 Sobrevivéncia da H. pylori

A capacidade que a H. pylori tém de provocar lesdo na mucosa gastroduodenal esta
essencialmente relacionada a sua habilidade de adaptar-se ao ambiente gastrico, as principais
caracteristicas que conferem ao microrganismo essa enorme capacidade € a resisténcia a um
meio hostil pela producdo de urease e adaptacdo genética (TEIXEIRA et al., 2016). A
sobrevivéncia da H. pylori na mucosa gastrica é facilitada pela presenca da enzima urease, a
qual atua promovendo a hidrolise da ureia, presente em condicdes fisioldgicas no suco gastrico,
levando a produgdo de aménia (NHz) e didxido de carbono (CO2). A amdnia atua como receptor
de ions H™, prétons liberados pelas células parietais presentes nas glandulas gastricas, tornando
0 pH do interior da bactéria neutro, o que confere a H. pylori resisténcia a acidez gastrica
(LADEIRA et al., 2003; MOON et al., 2013).

A enzima urease produzida pela bactéria fica armazenada no citoplasma bacteriano, e
uma determinada quantidade é liberada para o meio extracelular para iniciar o processo de
hidrélise. A quantidade de enzima armazenada e liberada é controlada pelo gene urel. A partir
do momento que a bactéria € exposta a acidez do estdmago ocorre uma alta expressao desse
gene aumentando a permeabilidade de ureia. A ureia é utilizada como substrato pela a urease e
na medida em que o pH do interior da bactéria vai aumentando a expressao do gene urel reduz
evitando a alcalinizacdo do interior da bactéria (COELHO et al., 2013; JADHAV et al., 2013).

Ao entrar em contato com a camada do muco, a morfologia da bactéria é de extrema
importancia para a colonizacdo, as formas espirais com os flagelos atuam promovendo a
mobilidade da bactéria auxiliando na passagem por essa camada compostas por eletrolitos, &gua
e glicoproteinas. O formato helicoidal da celula bacteriana junto aos flagelos atua promovendo
movimentos circulares permitindo penetrar na camada do muco. Outras enzimas também séo
liberadas, tais como lipases e mucinases, capazes de degradar a parede mucosa facilitando o
acesso para a camada epitelial, e dessa forma provocando reacgdes inflamatorias que perduram
por toda a vida, se ndo for erradicada. (COELHO et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2016).

20



1.1.2 Tratamento utilizado em infecgfes causadas por H. pylori

Para o tratamento de doencas gastroduodenais causadas pela H. pylori sdo empregados
desde 1989 farmacos antimicrobianos, como a amoxicilina (1), metronidazol (2) e
claritromicina (3), as estruturas sdo demostradas na Figura 1.
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Figura 1. Estruturas dos farmacos utilizados no tratamento de infec¢do caudados pela H. pylori.
Amoxicilina (1), metronidazol (2), claritromicina (3) omeprazol (4), lansoprazol (5) e

rabeprazol (6).

O mecanismo de acéo frente a H. pylori do metronidazol (classe dos nitroimidazolicos)
consiste na reducdo dos grupos nitro na bactéria, formando metabdlitos tdxicos, como a
hidroxilamina (NH20H), que rompem o DNA bacteriano. Os macrolideos, como a
claritromicina, inibem a sintese proteica bacteriana ao se ligarem ao ribossomo bacteriano,
impedindo a transpeptidacdo e translocacdes das préximas proteinas. A amoxicilina,
pertencente a classe dos B-lactanicos, os quais atuam se ligando a PBP (Penicillin-Binding
Proteins), dessa forma interfere na sintese adequada de peptidioglicano, com isso gera uma
parede celular instavel (ANVISA, 2014; GOODWIN et al., 1998).

Para o tratamento contra essa infeccdo € utilizado a terapia tripla que consiste na

administracdo de dois antibidticos, como a claritromicina, amoxicilina/metronidazol e um
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inibidor da bomba de prétons (IBP), esse ultimo, suprime a secrecéo de &cido gastrico por meio
de inibicdo especifica da enzima H*/K*-Adenosina Tri-Fosfatase na superficie secretora da
célula parietal gastrica, alguns farmacos utilizados sdo o omeprazol (4), lansoprazol (5),
rabeprazol (6) (Figura 1) (COELHO et al., 2013; EGAN et al., 2007).

Esses compostos também podem atuar na inibicdo da enzima urease. Um estudo
realizado por Tsuchiya e colaboradores (1995), demostram ICso frente a urease de H. pylori de
5,4 umol/L para o omeprazol, o lansoprazol com 9,3 pumol/L e o rabeprazol de 0,29 pmol/L,
sendo o ultimo com potencial inibitdrio cerca de 10 vezes maior em comparacao com 0s demais
IBP. Uma explicacdo possivel é a interacdo no sitio ativo da enzima, formando pontes de
dissulfeto (BARTH; HAHNE, 2002; BRAGA et al., 2011).

O periodo dessa terapia varia de 7 a 14 dias, duas vezes por dia. Estudos relatam que a
eficacia na erradicacdo de H. pylori por terapias triplas com duracéo de 7 dias varia entre 70 a
77%, enquanto que a administragdo por 14 dias tem sucesso entre 80 a 84% dos casos
(MALFERTHEINER et al., 2012; O’CONNOR et al., 2017).

As percentagens mundiais de erradicacdo de H. pylori tém diminuido, e por outro lado,
a prevaléncia de taxas de resisténcia a antibidticos aumentaram significativamente
(MALFERTHEINER et al., 2017). A eficacia do tratamento pode ser reduzida por uma série
de problemas como o elevado nimero de medicamentos e o alto custo da terapia. Além disso
amoxicilina e claritromicina sdo degradados pelo acido gastrico, necessitando o uso de doses
mais elevadas para alcancarem doses efetivas, porém podem gerar diversos efeitos colaterais,
ocasionando a dificuldade na adeséo ao tratamento e 0 aumento do nimero de cepas resistentes
(TALEBI BEZMIN ABADI, 2014).

H& no mercado variados farmacos com potencial de eliminar a bactéria, porém o
aumento dos casos de resisténcia a esses antibidticos, se faz necessario a busca de novas
alternativas para o tratamento de doencas ocasionadas por H. pylori. E como citado
anteriormente, a enzima urease tem um papel primordial na sobrevivéncia desse
microrganismo. Assim, 0 uso de inibidores de urease associado a outras terapias
medicamentosas é uma possivel estratégia para inibir o crescimento de H. pylori (BRAGA et
al., 2011; O’CONNOR et al., 2017).

1.2 Enzima urease
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A urease (ureia amidohidrolase, EC 3.5.1.5) é classificada como uma metaloenzima,
devido a presenca de fons de niquel (Ni?*), que catalisa a reacdo de hidrélise da ureia em amonia

e dioxido de carbono (Figura 2).
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Figura 2. Representacao simplificada da hidrolise da ureia catalisada por urease.

Essa enzima apresenta ampla distribuicdo entre plantas, fungos, bactérias e alguns
invertebrados (KRAJEWSKA, 2009; MODOLO et al., 2015). Ureases de plantas e fungos séo
proteinas formadas por seis subunidades idénticas de 90 kDa, organizadas como trimeros e
hexametros, enquanto as ureases bacterianas sdo multimeros de trés subunidades distintas, uma
a (de 60-76 kDa), B (de 8-21 kDa) ¢ y (de 6-14 kDa), com massa molar entre 190 e 300 kDa
(BALASUBRAMANIAN, PONNURAJ, 2010). Por mais que existam diferentes origens, as
ureases sdo constituidas de uma estrutura terciaria altamente conservada (sequéncia de
aminoacidos comuns no sitio ativo). Estas enzimas atuam sob 0 mesmo mecanismo de catélise
durante a hidrdlise da ureia, mostrando que elas descendem de uma mesma proteina ancestral,
dessa forma, permite que dados obtidos para ureases de origens vegetais sejam extrapolados
para as enzimas bacterianas (CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 2016).

Entre numerosas ureases, a fonte mais comum dessa enzima é a obtida da Canavalia
gladiata, conhecida como feijdo-de-porco ou jack bean. A urease de jack bean (UJB), foi a
primeira a ser isolada na forma cristalina por James B. Sumner, em 1926, e cerca de 50 anos
depois foi identificada como uma metaloenzima, demostrando a presenca de atomos de niquel.
A UJB tem sido amplamente empregada em estudos que buscam inibidores enzimaticos
(BALASUBRAMANIAN, PONNURAJ, 2010; WEEKS et al., 2000).

A UJB possui uma cadeia polipeptidica com 840 aminoéacidos, seu sitio ativo, como
citado anteriormente, apresenta dois atomos de niquel separados por 3,5 - 3,7 A, ligados em
ponte por oxigénios contidos no residuo de aminoacido de lisina carbamilada (Lys) e por um
ion hidréxido. Cada ion metalico também esta ligado a dois residuos de histidina (His) e a uma
molécula de agua terminal. Observando a Figura 3, 0 Nia possui um arranjo penta-coordenado
com uma geometria piramidal de base quadrada distorcida, e para o Nip, que esta ligado a um
residuo de aspartato (Asp), um arranjo hexa-coordenado com uma geometria octaédrica
distorcida (KAFARSKI; TALMA, 2018; LAGE et al., 2018).
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Figura 3. Sitio ativo da urease. A) Representacdo espacial do sitio ativo da urease (PDB ID:

4GY7). B) Representacdo bidimensional do sitio ativo da urease (adaptado de LAGE et al.,
2018).

O mecanismo de catélise da ureia pela urease, é apresentado na Figura 4, inicialmente
ocorre a abstracdo de um hidrogénio da molécula de &gua ligada ao Niy através de um residuo
de histidina presente na enzima. Com a entrada do substrato, ocorre a polarizacdo do grupo
carbonila pelo atomo de Ni,, facilitando o ataque nucleofilico no carbono carbonilico da ureia.
Nesta etapa existem algumas divergéncias, a proposta de mecanismo citada acima, uma das
mais difundidas na literatura, foi elaborada por Benini e colaborados em 1999. Porém, Karplus
e colaboradores, em 1997, propuseram que 0 ataque seria via 0 oxigénio da hidroxila
coordenada como molécula de agua ligada ao Nia (IBRAR et al., 2013; KAPPAUNA et al.,
2018).

Na proxima etapa reacional, a ureia se liga ao ion Nia por meio de um de seus atomos
de nitrogénio amino, estabelecendo uma ligacdo bidentada com a urease, e em ambas as
propostas é formado um intermediario tetraédrico. Apds, ocorre a protonacdo do grupo NH> da
ureia que, com a restauracdo da dupla ligacdo da carbonila, libera NHs. A partir de duas
moléculas de agua presentes no meio, ocorre a reidratacdo, e reestabelece o sitio ativo com a
liberacdo de acido carbamico, que se decompe espontaneamente na segunda molécula de NHs
e CO», Este processo resulta no aumento de pH, por conta do carater basico da amonia
(BALASUBRAMANIAN; PONNURAJ, 2010; IBRAR et al., 2013; KAPPAUNA et al., 2018;
LAGE et al., 2018).
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1.2.1 Inibidores de urease

As ureases podem atuar na protecao e no metabolismo de plantas e fungos que utilizam
0 nitrogénio da ureia como fonte de nutrientes, além de ser essencial para a sobrevivéncia de
alguns microrganismos. Por isso sdo de extrema importancia tanto para salde, quanto para a
agronomia. Sendo alvo de diversos estudos por ser o principal causador das patologias
induzidas por H. pylori (IBRAR et al., 2013; KAPPAUNA et al., 2018).

Na literatura ha diversos relatos de classes de compostos capazes de inibir a enzima
urease, tais como flavonoides (7), isoflavanas (8), chalconas (9), cumarinas e derivados (10 e
11), alcaloides (12), derivados de cetonas f-aril-B-mercapto (13), derivados de triazol (14-20),
tiazolidinas (21), benzimidazois (22), oxadiazoles (23), derivados de tiofénicos (24),
benzotiazepinico (25), quinonas (26 e 27), derivados de barbitdricos e tio barbitaricos (28 e 29),
derivados sintéticos de sulfanilamida tioureia (30), derivados de ureia e tioureia (31 e 32),
derivados de organofosforados (33) e derivados de &cido hidroxamico (34 e 35) (AHARI-
MOSTAFAVI et al., 2014; AHMAD et al., 2008; ANSARI et al., 2005; DOMINGUEZ et al.,
2008; IBRAR et al,. 2013; KHAN et al., 2006; KHAN et al., 2010; RAUF et al., 2015; REGO
etal., 2018; SAEED et al., 2017; SAIFY etal., 2014; SHI et al., 2016; XIAO et al., 2013; XIAO
et al., 2007). Exemplos de compostos sintéticos e oriundos de produtos naturais (PNs) com alta
atividade inibitéria da enzima urease, seja referente a UJB ou a urease de H. pylori, podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1. Estruturas e os seus respectivos valores de 1Cso dos compostos com potencial

inibitdrio superior ao padrao listado na literatura, tioureia (ICso 13 — 26 pmol/L).

I1Cs0 Ref.
Classes Compostos
(umol/L)
XIAO et al.,
Flavonoides 11,2 2013
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HO. O.
O | XIAO et al.,
O 0,85 2007
OH
8
(@]
Derivado de Z °> ANSARI et al.,
5 32,51
chalcona OH 2005
9
OH IBRAR et al.,
OH 2013
22,05
Cumarinas e
derivados 10
S
>«'NH2
N—N SAEED et al.,
|
O Q 0,000358 2017
O \O
11
AHMAD et
Alcaloides 25,63 al., 2008
12
AHARI-
Derivados de MOSTAFAVI
cetonas B-aril-p- 6,0 etal., 2014

mercapto
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Tabela 1. Continuagéo.

I1Cs0 Ref.
Classes Compostos
(umol/L)
7,8
IBRAR et al.,
2013
4,3
15
Derivados de Br Q\"
. N
triazol m s 10,66
N 18,10
16 R = 3-OCHs
17 R =4-CHs
N
=\
IBRAR et al.,
i Nj\s 0,85
2013
18
N/N
A
Jent
o N/% 0,764
(0]
A
19
n—N
[N
e 16,1
OH
20
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Tabela 1. Continuagéo.

BenZOtlazeplnlco O>
l OH 0

1Cs0 Ref.
Classes Compostos
(umol/L)
(@]
S
Tiazolidinas L}<<>H 3,03 KHAN et al.,
21 2006
0
o & N= SAIFY etal.,
O=—
Benzimidazois NO, 19,2 2014
22
O,
Jepes
Oxadiazois a NNH 1,15
23
IBRAR et al.
o ’
o 2013
Derivados de
n | A\ NH 2,81
tiofénicos . 2
24
HN ? REGO et al.,
19,07
2018
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Tabela 1. Continuagéo.

1Cs0 Ref.
Classes Compostos
(umol/L)
(e}
Cl ‘ Cl
cl | cl 0,6 IBRAR et al.,
© 2013
26
Quinonas oH o
* 0,025
(@]
27
1
wm KHAN et al.,
F o NHJ\O 2010
13,0
28
Derivados de OH
barbitdricos e tio o °
barbitlricos :<NH 4 NH
s — 8,53
NH { NO, RAUF et al.,
o 2015
29
SO,NH,
O S
Derivados al O NHJLNHQ/
sintéticos de 0,20 SAEED etal.,
sulfanilamida O 2017
tioureia 30
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Tabela 1. Continuagéo.

I1Cso Ref.
Classes Compostos
(umol/L)
NO,
O
A OW
NH N
NO,
1,25
31 REGOetal.,
Derivados de 2018
. . . S\
ureia e tioureia @i s
NH NH /S .
0,70

Derivados de

0,002 DOMINGUEZ

organofosforados et al., 2008
OH
‘ _OH
NH
1,10
Cl
Derivados de 34
acido @ SHI et al.,
hidroxamico o oH 0
o 2016
NH 0,15

Cl

35
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1.3 Chalconas

Chalconas séo classificadas como precursoras da via de biossintese de flavonoides,
definidas como cetonas a, B — insaturadas, sendo caracterizadas pela abertura do terceiro anel,
presente nas classes de flavonoides, levando a formacao de uma ligacéo dupla com os carbonos
o e B em funcéo da carbonila (Figura 5) (ROZMER; PERJESI, 2016).

Figura 5. Nucleo bésico das chalconas.

Também podem ser obtidas sinteticamente através da reacdo de condensacdo de
Claisen-Schmidt na presenca de um catalisador de carater basico ou acido, sendo comumente
utilizada a catalise basica. A reacdo ocorre entre uma cetona e um aldeido aromatico, com é

demostrado na Figura 6.

ion enolato

ion alcéxido

0]

Figura 6. Mecanismo de condensagéo de Claisen-Schmidt.

A reacdo de condensagdo se inicia a partir da abstragdo de um proton do carbono o da
cetona para formar o ion enolato, que é estabilizado por ressonancia. O ion enolato funciona

como nucledfilo atacando o carbono da carbonila do aldeido formando um ion alcoxido que
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remove um proton da molécula de &4gua, formado uma hidroxicetona. Dessa forma, ocorre a
desidratacéo da hidroxicetona promovendo a formagéo do produto da reacdo, uma cetona a, -
insaturada (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

A busca de formas eficientes de sintetizar chalconas se deve ao fato destes compostos
possuirem estruturas relativamente simples e um amplo espectro de atividades bioldgicas,
como, anti-inflamatoria, antioxidante, antimalaria, antibacteriana, anticancer, citotoxica e
leishmanicida (ASIRI; KHAN, 2011; LIMA et al., 2016).

Com base no levantamento bibliografico, as chalconas possuem atividade inibitoria
frente a enzima urease e atividade antimicrobiana. Em um estudo realizado por Tristdo e
colaboradores (2012), essa classe de metabdlitos apresentou atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, o género Bacillus e Clostridium sporogenes
apresentando valores de CIM (concentracdo inibitéria minima) entre 2-15 pg/mL. Ha relatos
da chalcona licochalcona A (36) inibir o crescimento H. pylori, com CIM de 25 pg/mL. Trés
compostos analogos a 3',4’,5'-trimetoxichalcona (37, 38 e 39) também demostraram ser
excelentes inibidores desta bactéria, apresentando CBM (concentracdo bactericida minima) de
12,5 umol/L, 25 pumol/L e 100 pumol/L, respectivamente (Figura 7) (LAl et al., 2010).
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Figura 7. Chalconas com atividade anti-H. pylori. Licochalcona A (36), estruturas 37, 38 e 39

sdo analogos da 3',4’,5'-trimetoxichalcona. Fonte: LAl et al., 2010.
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Visto a diversidade de propriedades bioldgicas dessa classe, além de apresentar
atividade anti-H. pylori e inibir moderadamente a enzima urease, essa classe se torna relevante

para estudos enzimaticos frente a enzima urease.

1.4 Bioatividade de compostos oriundos de produtos naturais

A utilizacdo de Produtos Naturais (PNs) com propdsitos terapéuticos vem sendo
aplicada desde tempos pré-historicos (ASSIS et al., 2015). Atualmente existe diversas pesquisas
envolvendo PNs, com o intuito de obter novos compostos com propriedades medicinais. De
1981 a 2019 foram aprovados 1881 farmacos, dentre esses 356 sdo derivados de produtos
naturais (NEWMAN; GRAGG, 2020).

Metabdlitos isolados de fungos vém ganhando destaque, devido as diversas atividades
bioldgicas, que iniciou-se com a descoberta acidental da penicilina G (40) por Fleming em
1928, isolada do Penicillium notatum. Diversos antibidticos da classe das penicilinas e
cefalosporinas, anticancerigenos, imunossupressores (ciclosporina e rapamicina) e agentes
redutores do colesterol sanguineo (mevastatina e lovastatina), entre outros, tém suas origens em
produtos naturais microbianos. Logo, os fungos apresentam uma vasta capacidade de produzir
substancias quimicas com elevada poténcia bioldgica (CHAPLA et al., 2013; KHARWAR et
al., 2011).

Os produtos naturais de fungos endofitos, fungos que colonizam os tecidos internos das
plantas sem causar prejuizos imediatos no hospedeiro, apresentam um amplo espectro de
atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante, antidiabética,
imunossupressora e antiviral. Estes fungos produzem metabdlitos secundarios de diversas
classes, tais como, alcaloides, esteroides, terpenos, isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides,
lignanas, acidos fendlicos, entre outros (ALY et al., 2011; CHAPLA et al., 2013; ZHANG et
al., 2006). Destacando-se um importante farmaco isolado do fungo Taxomyces andreanae, 0
Taxol (paclitaxel) (41) que € um anticancerigeno. Outro importante anticancerigeno é a
vincristina (42) isolada da planta Catharanthus roseus, e recentemente isolada do Fusarium
oxysporum obtido da mesma planta (ALY et al., 2011; JALGAONWALA et al., 2011).
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42
Figura 8. Estrutura de farmacos oriundos de fungos. Penicilina G (benzilpenicilina) (40), Taxol

(paclitaxel) (41), Vincristina (42). Fonte: ALY et al., 2011; CHAPLA et al.,, 2013;
JALGAONWALA et al., 2011.

1.4.1 Fusarium proliferatum

O género Fusarium, de acordo com a classificacdo taxondmica, constitui um estado
anamorfo da ordem Hypocreales, filo Ascomycota, o qual esta associado a doencas de diversas
culturas de importancia econémica, dentre elas: milho, trigo, cana-de-acUcar, banana e abacaxi
(WALKER et al., 2016).

Estudos realizados com o fungo F. proliferatum, isolado da planta Syzygium cordatum,
demonstra a presenca de metabdlitos com diversas propriedades biol6gicas. Como exemplo o
esteroide ergosta-5,7,22-trien-33-ol (43), que possui atividade antimicrobiana (DAME et al.,
2016). Ha relatos de outros metabdlitos secundarios como naftoquinonas, tais como, fusarubina
(44) e nectraiafurona, com diversas atividades bioldgicas, destacando antibacteriana, citotoxica
e inseticida (KORNSAKULKARN, DOLSOPHON, 2011).

O fungo F. proliferatum, ao se desenvolver causa a deterioracdo e podriddo dos
hospedeiros. Sua prevaléncia é maior em plantas como milho, banana e estudos mais recentes
o identificaram em abacaxi, podendo afetar diversas partes como folhas, caule, ramos e 6rgaos
subterraneos (SUN et al., 2014; TANAKA et al., 2001).
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Ananas comosus (L.) pertencente a familia das Bromelioideae, conhecido como
abacaxi, é uma espécie frutifera de grande importancia econémica e social cultivada em mais
de 70 paises de clima tropical e subtropical (FRANCA-SANTOS et al., 2009). Essa espécie ¢
suscetivel a varias doencas fangicas, como as causadas por fungos do género Fusarium,
gerando a podrid&o das partes do fruto. Alguns metabdlitos secundarios isolados desse fungo e
em outras espéecies de Fusarium, como a moniliformina (45), que apresenta um potencial
bioerbicida (TREMACOLDI, SOUZA FILHO, 2006), a beauvericina (46) um ciclo-
hexadepsipeptideo, com propriedades antitumorais (HEILOS et al., 2017; SILVA et al., 2020),
antifungicas e antimicrobiana, fumonisinas (47-49), fusaproliferina (micotoxina), fusarinas e
acido fusarico (50) que tem relatos na literatura de possuir propriedades inseticida e fitotdxicas,
além de ser um potente antimicrobiano (Figura 9) (DUTTA, BHATTACHARYYA, 2013;
STEPIEN et al., 2013).
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Figura 9. Compostos isolados do fungo Fusarium proliferatum. Ergosta-5,7,22-trien-3f-ol

(43), fusarubina (44), moniliformina (45), beauvericina (46), fumonisina B1 (47), fumonisina
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B2 (48), fumonisina B3 (49) e &cido fusarico (50). Fonte: DAME et al., 2015; RHEEDER et
al., 2002.

Visto a gama de diversidade de compostos isolados de fungos com variadas
propriedades bioldgicas, alguns compostos isolados F. proliferatum de Ananas comosus foram

investigados frente a enzima UJB.

1.5 Mecanismo de inibicdo enzimatica in vitro e uso de ferramentas computacionais

para o planejamento de compostos Hits

1.5.1 Ensaios in vitro e mecanismo de inibi¢do enzimatica

Ha diversos mecanismos de inibicdo enzimatica, caracterizados por estudos cinéticos.
Os modos de ligacdo podem ser classificados em irreversiveis ou reversiveis. Inibidores
irreversiveis formam complexos estdveis com a enzima-alvo, geralmente por ligacdes
covalentes inativando a enzima permanentemente ou tendo uma reativagéo lenta. Os inibidores
classificados como reversiveis se ligam a enzima por meio de interacdes, tais como ligacdes de
hidrogénio, interacdes idnicas, hidrofobicas e de Van der Waals e geralmente ndo sofrem
nenhuma transformacéo quimica enquanto ligados a enzima. Atualmente ha uma diversidade
de estudos que buscam inibidores enzimaticos reversiveis para desenvolvimento de novos
farmacos, pois a enzima nao é modificada quimicamente e nem inativada irreversivelmente
(COPELAND, 2000; LEHNINGER et al., 2014).

Compostos com caréater inibitério podem se ligar de diferentes maneiras a enzima
gerando diferentes comportamentos dos inibidores enzimaticos reversiveis, levando a uma
inibicdo competitiva, ndo-competitiva e a incompetitiva. Os inibidores competitivos geralmente
apresentam semelhanca estrutural com o substrato, dessa forma, competem com o substrato
pelo sitio ativo da enzima. Inibidores incompetitivos interagem apenas com o complexo
enzima-substrato, com o intuito de impedir ou retardar a formagéo do produto (LEHNINGER
etal., 2014). Inibidores ndo-competitivos ndo apresentam estruturas analogas ao substrato, pois
se ligam em um sitio ativo diferente do substrato, eles podem se ligar tanto na enzima livre
qguanto no complexo enzima-substrato formando um complexo inativo, enzima-inibidor ou

enzima-substrato-inibidor. Logo, o inibidor ndo compete com o substrato pelo mesmo sitio
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ativo, no qual ele se ligara em outro local, gerando uma alteragdo na conformacao do sitio ativo,
impedindo a reacdo enziméatica (LEHNINGER et al., 2014).

Este comportamento do inibidor pode ser obtido por ensaios in vitro variando a

concentracdo do substrato e mantendo as demais condicdes experimentais. Os dados

experimentais obtidos sdo convertidos em taxas reacionais e usando abordagem gréafica do

padrdo de interseccdo das curvas é possivel determinar o mecanismo de inibicdo. Dentre 0s

métodos utilizados esta o de Lineweaver-Burk (1/V x 1/[S]) (Figura 10) que € uma linearizacéo
de Michaelis Menten (1/V x [1]) (CORTES et al., 2001; DE SOUSA et al., 2015; COPELAND,

2000).
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Figura 10. Graficos ilustrativos de Lineweaver-Burk. A) Grafico de um inibidor competitivo;

B) Grafico de um inibidor ndo-competitivo; C) Grafico de um inibidor incompetitivo.

(Adaptado de COPELAND, 2000).

Na pesquisa de novos inibidores enzimaticos, é essencial avaliar quantitativamente o

potencial inibitério e os comportamentos cinéticos dos compostos estudados na enzima de
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interesse, com base nisso, 0s compostos mais potentes foram analisados quanto ao seu

mecanismo de inibicdo frente a UJB.

1.5.2 Estudo in silico no planejamento de compostos Hits

O desenvolvimento de novos farmacos requer um alto investimento financeiro, além de
ser um processo bastante lento, de acordo com o INCA em 2018, o tempo total de
desenvolvimento pode ultrapassar 10 anos. Em média, sdo gastos US$ 1,38 bilhGes para cada
novo medicamento desenvolvido (ARROIO et al., 2010; VAN DE WATERBEEMD et al.,
2003). Nos estagios iniciais da fase de descoberta de farmacos esta a identificagdo por triagem
biologica e otimizacdo de moléculas pequenas (ICso, correlagdo entre estrutura e atividade e
mecanismo de inibicdo), conhecidos como compostos Hits (molécula bioativa). O
desenvolvimento de compostos lideres (Lead Compounds) a partir de um hit consiste na
otimizacdo da poténcia, afinidade, seletividade e determinagdo de propriedades
farmacocinéticas. Assim, estes compostos selecionados terdo perfil para descoberta de
compostos com potencial de desenvolvimento clinico (FERREIRA et al., 2011).

As técnicas computacionais, de maneira interdisciplinar, auxiliam no mapeamento de
novos candidatos reduzindo o tempo de pesquisa e, consequentemente os custos, tornando-se
uma maneira de minimiza falhas em etapas mais avancadas dos estudos (ARROIO et al., 2010;
VAN DE WATERBEEMD et al., 2003). Dentre esses métodos estd a abordagem in silico,
(simulagdo/experimentos computacionais) o uso dessa ferramenta traz como vantagens, custos
inferiores, menor tempo de anélise, reprodutibilidade, rapidez e exatiddo (COCCO et al., 2020).
Os estudos in silico permitem avaliar as interacdes entre compostos bioativos e o receptor, além
de ser possivel investigar propriedades farmacodinamicas, farmacocinéticas e efeitos
toxicologicos de candidatos a farmacos. Aliado a experimentos quimicos e bioldgicos €
essencial na busca por novas moléculas bioativas com elevado potencial terapéutico (COCCO
et al., 2020; MODA et al., 2007).

1.5.2.1 Docking ou docagem molecular

O docking ou docagem molecular € uma simula¢do computacional com a qual é possivel
analisar e avaliar possiveis interacdes a partir da formacdo do complexo receptor (proteinas,
enzimas e DNA) e ligante (GSCHWEND et al., 1996). O entendimento dessas interagdes entre

alvos biologicos e seus ligantes é de grande importancia para o planejamento de novos farmacos
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para as industrias farmacéuticas, pois é possivel interpretar variados fendmenos bioquimicos,
sendo uma alternativa mais répida e de menor custo, e também utilizada para otimizacéo e
melhoramento de compostos ja existentes. O principal objetivo de estudos de docagem
molecular € encontrar o melhor encaixe entre as moléculas de bio-receptores e ligantes, para
isso séo utilizados diversos algoritmos capazes de buscar diferentes graus de flexibilidade
conformacional (SANT, 2009).

A utilizacdo do docking molecular estd associada a duas principais variaveis, 0
algoritmo de busca e a funcéo de ajuste, responsavel por avaliar o melhor cenario energético
para a formacdo do complexo, ou seja, interacdo entre receptor e ligante mais estavel. Os
algoritmos séo responsaveis, utilizando a estrutura tridimensional do receptor, por caracterizar
o sitio de ligacdo, adicionar o possivel ligante a esse sitio, e avaliar a qualidade de
acomplamento (poses), levando em consideracdo as interacfes intermoleculares com 0s
residuos de aminoécidos presentes no sitio de ligacéo do receptor alvo (FERREIRA et al., 2011;
ANDRADE et al., 2010).

Com base na importancia da utilizacdo do docking molecular, alguns compostos foram
submetidos a essa técnica computacional, com o intuito de verificar quais interacdes ocorrem

entre inibidores e a enzima UJB.

1.5.2.2 Estudo de parametros farmacocinéticos in silico

A farmacocinética é uma das principais etapas de estudo de compostos bioativos e
farmacos, esse ramo da farmacologia estuda o percurso do farmaco no organismo, desde sua
administracdo até sua elimina¢do. Para isso sdo estudados os parametros ADMET, a Absorc¢éo
é caracterizada pela passagem do farmaco do local de administracdo para o plasma sanguineo;
Distribuicdo refere-se a transferéncia do farmaco do sangue para o local de acdo; Metabolismo,
em gue ocorre a inativagdo/modificacdo do farmaco (metabdlito) e a Excrecédo etapa que ocorre
aremocao do mesmo pelos rins, afim de evitar a Toxicidade. Esses parametros sdo responsaveis
por cerca de 39% das falhas durante o processo de desenvolvimento de candidato a farmaco
(VAN DE WATERBEEMD et al., 2003).

Logo, é indispensavel o estudo de propriedades fisico-quimicas dos possiveis farmacos,
afim de tracar um perfil farmacocinético e, consequentemente a biodisponibilidade, que refere-
se & extensdo e a velocidade em que a porcéo ativa (farmaco ou metabdlito) adentra a circulagdo

sistémica, alcancando, assim, o local de acdo. Assim, esses paramentos dependem de varios

40



fatores bioldgicos e quimicos, como a dissolucdo no trato gastrointestinal, permeacdo de
membranas bioldgicas e a forma de metabolizacdo (DAINA et al., 2017).

Por meio de técnicas computacionais, ou seja, ensaios in silico, é possivel obter para um
determinado composto os parametros ADMET. A vantagem do uso das técnicas
computacionais da-se na redugédo dos custos e do tempo para a realizagdo de procedimentos
experimentais, pois ndo basta apenas a molécula possuir boa atividade biolégica se a mesma
ndo possuir boas propriedades relacionadas a absor¢éo, distribuicdo, metabolismo e excrecao.
Dentre os parametros de estudos in silico os mais utilizados para avaliar candidatos a farmacos,
é a regra dos cinco de Lipinski (RO5) (ARROIO et al., 2010).

1.5.2.3Regra dos cinco (Rule of five — RO5)

Christopher A. Lipinski, foi responsavel por criar um algoritmico que prevé a
possibilidade de um determinado farmaco ter atividade oral, iniciada em 1997, quando Lipinski
e colaboradores de uma industria farmacéutica (Pfizer) identificaram as propriedades fisico-
quimicas e seus descritores dos compostos que levam a problemas de absorcdo e
permeabilidade de membranas celulares. O estudo foi fundamentado nas propriedades de
aproximadamente 2500 farmacos orais comercialmente ativos do banco de dados do World
Drug index (WDI) aprovados para a Fase I dos ensaios clinicos (O’SHEA; MOSER, 2008).

A RO5, é do que um conjunto de pardmetros usados para avaliacdo do potencial que
uma molécula apresenta de ser farmacologicamente ativa quando administrada por via oral em
humanos. Farmacos que ndo sao excluidos pela regra dos cinco tém maior probabilidade de
serem bem sucedidos nos aspectos relacionados a ADME (PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

Essa regra, baseia-se em critérios fisico-quimicos que os compostos devem apresentar
para poderem ser absorvidos pelo organismo humano, distribuidos, apresentem estabilidade
frente a0 metabolismo e para que possam ser mantidos no organismo pelo tempo necessario
para cumprir sua fungdo e ndo serem sumariamente excretadas. Ou seja, para passar na RO5, a
molécula deve possuir massa molecular (MM) menor ou igual a 500 g/mol, compostos com
MM maior podem reduzir a sua solubilidade, aléem de apresentarem dificuldade para atravessar
a bicamada lipidica. Essa regra avalia também a lipofilicidade dos compostos, expressa pelo
logP menor ou igual a cinco (coeficiente de particdo em n-octanol e &gua). Os compostos devem
possuir cinco ou menos grupos doadores de ligacdo hidrogénio (nDLH) e valor menor ou igual
a dez grupos aceptores de ligacdo hidrogénio (nALH). Com o aumento de ligacGes de

hidrogénio podem favorecer a solubilidade do composto bioativo em meio aquoso, porém
41



impede a passagem, por exemplo, na bicamada fosfolipidica da membrana plasmética de
células, por aumentar a quantidade de ligacGes de hidrogénio que devem ser quebradas
(LIPINSKI et al., 1997; ROMERO et al., 2014).

Entretanto, algumas classes terapéuticas com boa biodisponibilidade oral constituem
excecdo a esta regra: antibidticos, antiflngicos, vitaminas e glicosideos cardioténicos. De
acordo com Lipinski (2004), uma possivel explicacdo para estas substancias que violam sua
regra seria que membros destas classes terapéuticas apresentam caracteristicas estruturais que
permitem ao farmaco atuar como substrato para transportadores que ocorrem naturalmente
(LIPINSKI, 2004). Existe uma extensdo da RO5, que foi formulada ap6s o estudo de uma série
de compostos testados em ratos. Com isso, evidenciou-se que compostos com 0 nimero de
ligacOes rotaveis (NLR) menor do que dez e area de superficie polar (PSA) menor ou igual a
140 A apresentaram melhor biodisponibilidade oral em ratos, conhecida também como filtro
de Veber (VEBER et al., 2002; ZIEMSKA et al., 2020).

Outras regras também foram adicionadas afim de se obter uma efetiva
biodisponibilidade do farmaco, sendo criadas por diferentes industrias farmacéuticas. A regra
de Ghose que estabelece a MM entre 160 a 480 g/mol, o logP deve ser entre -0,4 a 5,6 € 0
namero total de &tomos do composto deve ser de 20 a 70 (GHOSE et al., 1999). A regra de
Muegge afirma que o composto deve apresentar MM entre 200 a 600 g/mol, o logP deve ser
menor ou igual a 5, 0 nALH deve ser menor ou igual a 10, o nDLH deve ser menor ou igual a
5, 0 nLR deve ser menor ou igual a 15 e a PSA deve ser menor ou igual a 150 A2 (COCCO et
al., 2020; DAINA et al., 2017; MUEGGE et al., 2001; ZIEMSKA et al., 2020).

O estudo in silico aplicando esses parametros ou filtros, tem o intuito de avaliar
qualitativamente a chance de uma molécula se tornar um medicamento oral em relacdo a
biodisponibilidade. Para tal fim sdo empregados softwares que permitem realizar a filtragem de
bibliotecas quimicas para excluir moléculas com propriedades provavelmente incompativel
com um perfil farmacocinético aceitavel (DAINA et al., 2017). Neste trabalho para avaliar 0
perfil farmacocinético dos compostos ensaiados frente a enzima urease foram utilizados dois

softwares ChemSpider e 0 SwissADME.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a realizagdo de triagens in vitro e in silico de
compostos sintéticos e de origem natural buscando inibidores da enzima urease e da bactéria

H. pylori.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar o valor da constante de Michaelis Menten (Km) e Velocidade maxima (Vmax) da
urease de Canavalia gladiata (jack bean) (UJB);

e Triar compostos sintéticos e produtos naturais frente a UJB;

e Determinar o valor de ICso dos compostos mais ativos;

¢ Identificar por meios de ensaios de cinética enzimatica os possiveis mecanismos de inibicdo
dos compostos que forem potentes inibidores;

e Realizar o docking molecular para melhor compreensdo do mecanismo de inibicdo;

¢ Avaliar o potencial inibitério dos compostos frente a H. pylori;

e Avaliar o perfil farmacocinético de todos os compostos testados frente a UJB por meio de

estudos in silico.
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3. Parte experimental

3.1 Reagentes e solventes

Kit Ureia (Bio Clin, Brasil), contendo ureia padrdo (70 mg/dL); solucdo enzimatica

(urease a 10.000 Ul e tampdo fosfato 100 mmol/L (pH 6,8)); tampéo estoque (tampao

fosfato 100 mmol/L (pH 7,5), nitroprussiato de sédio 5 mmol/L, salicilato de s6dio 300

mmol/L); e oxidante estoque (hidroxido de sodio 1,5 mol/L e hipoclorito de sodio 10

mmol/L);

e Agua ultrapurificada pelo sistema MILLI-Q Direct;

e Dimetilsulfoxido (DMSQO) da marca Mallinckrodt Chemicals;

e DMSO deuterado (DMSO-ds) (Sigma-Aldrich).

e Caldo Brain heart infusion (BHI) (Merck Millipore cod. 110493, Darmstadt,
Alemanha);

e Soro fetal bovino (SIGMA cod. F2561; St. Louis, MO, USA);

e Cepa de referéncia de H. pylori ATCC 43504,

e Meio Agar Columbia contendo 5% de sangue de carneiro;

e Amoxicilina (SIGMA cod. A8523; St. Louis, MO, USA);

e Metronidazol (SIGMA cod. M3761; St. Louis, MO, USA);

3.2 Procedimentos experimentais

Os ensaios enzimaticos foram realizados por meio de leituras espectrofotométricas,
baseados na absorbancia (ABS) do sal azul de indofenol, utilizando o método modificado de
Berthelot (DE SOUSA et al., 2014; FAWCETT et al.; 1960; MOTOSHIMA et al., 2018).

3.2.1 Preparo dos reagentes

As solugGes foram preparadas a partir de um kit (Bio Clin). Em um tubo Falcon de 50
mL foi adicionado 10 mL do tampé&o estoque, no qual contém tampéo fosfato a 100 mmol/L
(pH 6,8), nitroprussiato de sodio (Na,[Fe(CN)sNQO]) a 5 mmol/L, salicilato de sodio
(C7HsNaOs3) a 300 mmol/L, e em seguida foi acrescentado 40 mL de &gua ultrapurificada e a

solugéo foi homogeneizada. Sendo armazenado a temperatura entre 2 a 8°C.
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O preparo da Solucdo | (SI) foi realizado no momento do ensaio, de acordo com a
quantidade de amostras, sendo necessario 200 pL da solugdo enzimética (enzima UJB
(Canavalia gladiata) (10,000 1U)) para cada 4 mL da solucéo tampéo (diluicdo descrita acima).
Esta solucéo ficou mantida em banho de gelo até utilizacdo no ensaio enzimatico.

Para o preparo do Solucdo Il (SI1), em um tubo Falcon adicionou-se 5 mL do oxidante
estoque, que consiste em hidroxido de sodio (NaOH) a 1,5 mol/L e hipoclorito de sodio
(NaClO) a 10 mmol/L, sendo em seguida adicionado 45 mL de agua ultrapurificada. A solucao

Il também é armazenada em temperatura entre 2 a 8°C até a sua utilizacao.
3.2.2 Curva padréao de ureia

A curva padrdo de ureia foi realizada para calibracdo do experimento, utilizando as
seguintes concentragdes 0,75 mmol/L; 1,33 mmol/L; 1,75 mmol/L; 2,55 mmol/L; 4,08 mmol/L;
5,83 mmol/L; 8,16 mmol/L e 9,16 mmol/L. Em microtubos de eppendorf foram pipetados 20
pL das solugbes de ureia, previamente preparadas, e adicionados 1000 pL da Sl, e incubando
na estufa a 37°C por 10 minutos. Em sequéncia foi acrescentado 1000 pL da SII e novamente
incubado nas mesmas condicBes. As leituras foram realizadas em duplicata no

espectrofotdmetro ultravioleta e visivel (Ocean Optics MINI-2-GS) a 600 nm.

3.2.3 Determinacdo dos parametros cinéticos: constante de Michaelis Menten

(Km) e a Velocidade maxima (Vmax)

Para a obtencdo dos pardmetros cinéticos da enzima UJB foi realizado titulacGes do
substrato conforme descrito para obtencéo da curva padréo de ureia (item 3.3.2). Os valores de
absorbancia medidos a L = 600 nm foram convertidos a taxa reacional (Velocidade = [azul de
indofenol]/tempo). Os pardmetros cinéticos da enzima foram obtidos a partir do programa
GraFit 5.0.13 (Erithacus Software Ltd. 2006), por meio do comportamento gréfico utilizando o
método de linearizag&o de Lineweaver-Burk (Eq. 1) foi determinado o valor da Km e @ Vmax. Na
equacéo [S] = concentracdo de substrato (ureia), Km = constante de Michaelis Menten, Vimax =

velocidade maxima e Vo = velocidade inicial.

K, 1 1
. +
V’méx [S] Vméx

1
Vo Eq. 1
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3.2.4 Determinacao da concentragdo molar da enzima UJB

Conforme descrito por Dixon e colaboradores (1995) e Barrett e colaboradores (1982),
a determinacéo da concentracdo molar da UJB foi realizada por titulagdo do inibidor padréo, a
tioureia, variando de 250 a 1 umol/L, concentragdes escolhidas com base em seu valor de ICso.
Apds o preparo dessas solu¢des em microtubos eppendorf, foram pipetados 20 uL do substrato,
e 10 pL do inibidor e em seguida adicionado 1000 pL da Sl, e incubando na estufa a 37°C por
50 minutos, apo6s foi acrescentado 1000 pL da S, e novamente incubando, por 10 minutos a &
37°C (WAHID et al., 2019; PEYTAM et al., 2019). As leituras foram realizadas em duplicata
no espectrofotdmetro ultravioleta e visivel (UV-Vis) a 600 nm. Para determinar a concentracao
da enzima foi plotado um grafico utilizando a atividade (%) versus a concentracao da tioureia

(umol/L), utilizando 0 mesmo programa GraFit® 5.0.1.

3.2.5 Triagem das amostras

Inicialmente foi realizada uma triagem para verificar os compostos capazes de inibir a

UJB. Na Tabela 2 estdo as estruturas das moléculas testadas frente a essa enzima.

Tabela 2. Estruturas dos compostos testados frente a UJB.

Cod. Estrutura Cod. Estrutura
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Tabela 2. Continuacao.

Estrutura
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Tabela 2. Continuagéo.

Cod.
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Tabela 2. Continuacao.

Cod. Estrutura Cod. Estrutura

" 1.0 N/ Ql
y ij e

OH OH

OH
HO

6a

OH OH

As chalconas (1a-1h, 2a-2q, 3a-3i) e derivados (4a-4c) foram fornecidos pela Prof.2 Dr.2
Caridad N. Perez (Instituto de Quimica, Universidade Federal de Goias-UFG Goiania). As
chalconas foram sintetizadas conforme metodologias descritas por Bernardes (2018), Lima et
al. (2016) e Ramalho et al. (2013).

O extrato e os compostos (5a-5e) isolados do fungo F. proliferatum do abacaxi (Ananas
comosus) foram cedidos pelo Prof. Dr. Paulo Cesar Vieira (Departamento de Quimica,
Universidade de S&o Paulo - USP, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo). O extrato e 0 composto (6a)
obtido pela precipitacdo em processo de extracdo do fungo Pholiota nameko foi cedido pela
Prof.2 Dr.2 Elaine Rosechrer Carbonero (LaBiOrg - Universidade Federal de Goias — Regional
Cataléo).

As amostras dos compostos puros foram inicialmente solubilizadas em dimetilsulfoxido
(DMSO) na concentragdo de 50 mmol/L, em seguida diluidos até a concentracdo de 500 pmol/L
em solucgéo aquosa de DMSO 2%. Os extratos foram solubilizados em DMSO na concentragéo
de 10.000 pg/mL, e diluidos até a concentracdo de 250 pg/mL em DMSO 2%. Foi utilizado o
ultrassom (Branson 2510) para a solubilizagdo das amostras. As concentracfes finais dos
analitos na reagdo enzimatica foram de 2,5 pg/mL para extratos e 5 pmol/L para 0s compostos.

Em microtubos de 2000 pL foram pipetados 10 pL de cada solu¢do dos compostos e
1000 puL da ST foram adicionados juntamente com 20 pL de substrato ([ureia] = 8,16 mmol/L),
com incubagédo a 37°C por 10 min. Em seguida, 1000 pL da SlI foi adicionado e incubado nas

mesmas condigdes. Apos a reagdo a absorbancia foi medida a 600 nm no espectrofotdmetro. Os
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ensaios foram realizados em duplicata e foi usado um controle negativo (DMSO 2%) e controle
positivo (tioureia a 5 umol/L).

Utilizando a equacdo da reta obtida a partir da regresséo linear da curva padrao de ureia,
os valores de absorbancia foram convertidos em concentracdo de produto reacional (azul de

indofenol) e em taxa reacional. A inibicdo foi calculada conforme equacéo 2 abaixo.

%lnibicao = 100 x (1-Vi/Vo) Eq. 2

e V= velocidade de reacdo na presenca do inibidor.

e Vo= velocidade de reacdo na auséncia do inibidor.

Ap0s a triagem, 0s compostos que apresentaram inibicdo significativa frente a urease
(superior a 50%), foram determinados os valores de ICsq.

3.2.6 Determinacao dos valores de 1Cso

A medida do valor de ICso esta relacionado a capacidade de um composto de inibir
determinado alvo bioldgico, que neste caso foi empregado para verificar o potencial de inibicao
frente a enzima UJB. Sendo assim, o valor de ICso especifica a concentracdo necessaria para
um composto inibir metade do efeito biol6gico maximo da enzima (COPELAND, 2000).

A determinacdo dos valores de ICsp dos compostos 5a-5e foi realizada usando
concentracdes entre 0,1 a 350 umol/L. E para as chalconas sintéticas (1a-1h, 2a-2q, 3a-3i) e
derivados (4a-4c) foram utilizadas concentragdes entre 0,5 a 250 umol/L, todas as solucdes
preparadas em DMSO 2%. A poténcia do composto 6a foi determinada usando as
concentracdes na faixa de 10 a 500 pumol/L. Os ensaios procederam nas mesmas condicdes
descritas anteriormente (item 3.2.5) e a escolha das concentracGes foram baseadas nos dados
de inibicdo de cada composto. A absorbancia medida foi usada para o célculo da inibi¢do nas
diferentes concentragdes das amostras e foi construido uma curva (concentragdo (umol/L) vs
resposta (%)) utilizando o programa GraFit® 5.0.13. Os valores de ICso obtidos foram
determinados pelo método de regressdo nao-linear (Eq. 3). Os ensaios foram realizados em
duplicada e repetidos em experimentos individuais.

O controle positivo (tioureia) tambem foi submetido a esse ensaio para determinar o valor
de ICso, as concentracgdes utilizadas variaram de 1 a 250 pumol/L, usando as mesmas condi¢oes

do ensaio, porém houve uma modificacdo em relacdo ao tempo de incubag&o, a primeira etapa
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reacional com a Sl foi incubada por 50 minutos o restante seguiu da mesma forma (PEYTAM
etal., 2019).

y= RLges + Background Eq. 3

14| =~
IC,,

3.2.7 Determinagao do mecanismo de inibigéo

Apl6s a determinacdo dos valores de ICsp 0s compostos mais potentes foram
selecionados para 0s ensaios cinéticos afim de se obter experimentalmente o mecanismo de
inibicdo. O experimento foi realizado nas mesmas condi¢Ges usadas para a triagem dos
compostos (item 3.2.5), porém com a varia¢do da concentracdo do substrato para avaliar o
comportamento da enzima na presenca do inibidor. Com base no valor do Km do substrato frente
a UJB, foram selecionadas as concentracOes para este experimento (0,75; 1,33; 1,75; 2,55; 4,08;
5,83; 8,16 e 9,16 mmol/L), as outras condi¢Oes experimentais foram mantidas constantes, tais
como a concentragao da enzima e do inibidor.

Trés curvas foram construidas com concentracdes de inibidores diferentes, que foram
selecionas com base na inibicéo e no valor de ICso (25%, 50% e 75% de inibic¢&o). Utilizando
como controle uma curva sem a adi¢do de inibidor. Os experimentos foram realizados em
duplicata e em trés experimentos individuais. Os dados foram tratados e plotados no GraFit®
utilizando o método de Lineweaver-Burk (CORTES, et al., 2001; DE SOUSA, et al., 2015;
COPELAND, 2000).

Apos a determinagdo do mecanismo de inibigdo foi calculado a constante de dissociacgéo
do complexo enzima-inibidor (K;), fazendo uso dos pardmetros de ICso de cada composto e 0
tipo de inibicdo, sendo aplicadas as equacBes para inibidor competitivo (Eq. 4) e nao-
competitivo (Eq. 5) (COPELAND, 2000).

K, = IC[5§] Eq. 4
1+=—
Km
IC50=|£S];|[<S"‘],S€:(X=1, Ki= 1Cso Eq. 5
—m4 =2
Ki ak,
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3.2.8 Procedimento de recristalizacdo do manitol e analise por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN)

O composto 6a foi obtido na forma de precipitado em um processo de extragdo
hidroalcdolica do fungo Pholiota nameko, para sua identificacdo foi utilizando a técnica de
RMN (Bruker, modelo: acender, 400MHz de *H; 100MHz *3C). O preparo da amostra foi
realizado pesando cerca de 10 mg e solubilizando em 600 puL de DMSO deuterado (DMSO-d6)
em tubo de RMN. Este experimento foi realizado em parceria com o Laboratério Multiusuario
do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU — Uberlandia/MG).

Com o intuito de purificar a amostra identificada como manitol (6a) para realizagéo do
ensaio enzimatico o composto foi recritalizado. O processo de recristalizacao foi conduzido em
um sistema de refluxo com aquecimento até a solubilizacao de todo material, cerca de 60°C por
aproximadamente 40 min, seguido de resfriamento por 12 h (PAVIA etal., 2009; RODRIGUES
et al., 2010). Os cristais obtidos foram entdo filtrados a vacuo e secos para repeticdo do

experimento de RMN de H e ensaio enzimatico em UJB.

3.2.9 Avaliagio da atividade anti H. pylori

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. Rodrigo Rezende Kitagawa
(Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Espirito Santo - UFES). A atividade
sobre o crescimento bacteriano foi avaliada através da concentracéo inibitéria minima (CIM),
pela da técnica de microdiluicdo em caldo e concentracdo bactericida minima (CBM) de acordo
com anorma CLSI M7-A10, 2015 (Clinical & Laboratory Standards Institute) com adaptacdes.

O ensaio antimicrobiano foi realizado utilizando a cepa de referéncia de H. pylori ATCC
43504, amoxicilina sensivel e metronidazol resistente, cultivada inicialmente em placas
contendo Agar Columbia contendo 5% de sangue de carneiro e incubados por 72 horas a 37 °C,
em atmosfera microaerofila, contendo 10% de CO». Posteriormente as col6nias foram repicadas
para caldo Brain heart infusion (BHI) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino e
incubadas sob as mesmas condi¢oes.

O controle anti-H. pylori utilizados nos ensaios foram os antibioticos amoxicilina e
metronidazol, nas concentragbes variando de 0,078 — 5 pg/mL e 0,25 - 512 pg/mL,
respectivamente (KITAGAWA et al., 2012).
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3.2.9.1 Determinagdo da concentracdo inibitéoria minima (CIM) e da
concentracdo bactericida minima (CBM)

Para determinar a CIM, em cada poc¢o da microplaca de 96 orificios foram adicionados
100 pL de diferentes concentragfes das amostras (32 - 1024 pg/mL) e o mesmo volume da
suspensdo bacteriana (diluicdo 1:20 da escala 0,5 mcfarland) em BHI suplementado. Para o
controle de crescimento bacteriano, foram adicionados a suspensdo bacteriana e meio BHI e
para o controle negativo, somente amostras e meio BHI suplementado. A inibicdo do
crescimento foi determinada através da diferenca de absorbancia em 620 nm obtida antes e apos
incubagdo por 72 horas a 37°C, em atmosfera contendo 10% de CO.. A CIM foi definida,
graficamente, como sendo a menor concentracdo das amostras que induziram a um brusco
declinio no valor da absorbancia (90% de inibicdo) (KITAGAWA et al., 2012).

A CBM foi determinada pela menor concentracdo das amostras capaz de inibir a
formagé&o de col6nias em placas de Agar Columbia contendo sangue de carneiro 5% (incubada
a 37°C/CO2 10% por 72h), as concentracdes testadas foram as correspondentes aos pocos da
microplaca do teste de CIM sem crescimento aparente (KITAGAWA et al., 2012).

3.2.10 Docking molecular

Essa etapa foi realizada em colaboracdo com o Prof. Dr. Rodrigo Rezende Kitagawa
(Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Por meio desse
experimento realizado com a urease de H. pylori (UHP), foi possivel visualizar as possiveis
interacdes com o siito ativo da enzima e assim compreender melhor o0 mecanismo de inibicédo
dos compostos determinados pelo ensaio in vitro. O programa utilizado foi o GOLD, o inibidor
referéncia foi o acido acetihidroxadmico (C2HsNOz) (VERDONK et al., 2003). Utilizou-se o
complexo cristalografico PDB ID: 1E9Y (KIRCHMAIR et al., 2008). Foi empregada a fungéo
de score ChemScore para a classificacdo das melhores poses no sitio ativo.

3.2.11 Avaliagdo da biodisponibilidade oral in silico

As propriedades farmacocinéticas dos compostos (Tabela 2) foram analisadas utilizando
dois softwares o ChemSpider e o SwissADME. O ChemSpider € uma base de dados de acesso
livre que pertence a Royal Society of Chemistry e fornece variadas informagdes de mais de 58

milhdes de substancias quimicas a partir de aproximadamente 500 fontes de dados (SANTOS
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etal., 2017). O SwissADME fornece acesso a cinco diferentes filtros baseados em regras, com
diversas faixas de propriedades. Estes filtros geralmente so originarios de anélises de grandes
empresas farmacéuticas, com o objetivo de melhorar a qualidade dos produtos. Esses filtros séo
de Lipinski (Pfizer) com a RO5, e os métodos Ghose (Amgen), Veber (GSK), Egan (Pharmacia)
e Muegge (Bayer) adaptados (DAINA et al., 2017).
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4. Resultados e Discussdes

A busca de inibidores de urease € altamente relevante, tendo em vista que essa enzima
estd relaciona a sobrevivéncia da H. pylori, bactéria envolvida em diversas patologias
(O'CONNOR et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2016). Neste trabalho, diversos compostos foram
testados frente UJB, destacando-se alguns potentes inibidores. Para o estudo enzimatico desses
compostos foi empregado o método modificado de Berthelot. O método esta baseado na
hidrolise da ureia pela urease, formando aménia (NH4"), que em meio alcalino (NaOH) e na
presenca de um catalisador inorganico (Na[Fe(CN)sNO]), reage com salicilato de sodio
(C7HsNaOs) e hipoclorito de sédio (NaClO) formando o azul de indofenol (coloracdo verde)
(Figura 11). A medida da atividade enzimatica € fundamentada na leitura espectrofotométrica
do sal azul de indofenol no comprimento de onda (A) de 600 nm (FAWCETT et al.,1960; DE
SOUSA et al. 2014).

)

‘ 2 H -
HNT N + 2H0 + ~—Ureme > 2NHS + HCO,

o _ NaOH
N|tr0pru55|ato
de sodio

Azul de indofenol

Figura 11. Etapas reacionais do ensaio enzimatico de UJB.

Utilizando o método espectrofotométrico de Berthelot, inicialmente foi construido uma
curva de calibragéo variando as concentragdes de ureia, os dados foram plotados, gerando um
grafico de ABS vs concentracdo de ureia (mmol/L), e por meio da equacéo linear gerada foi
possivel converter os valores de ABS das amostras testadas em taxas reacionais do produto

formado.
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Figura 12. Curva padrdo. A) grafico: ABS versus concentracdo de ureia (mmol/L); B)
Coloracéo observada ap0s as etapas reacionais, sendo a cor proporcional a formacéo de azul de

indofenol.
4.1 Parametros de cinética enzimatica da UJB

A cinética enzimatica de reacOes catalisadas por enzimas é descrita pela equacdo de
Michaelis Menten, que demostra a relagéo entre a velocidade inicial (Vo) e a concentracdo de
um substrato [S]. Por meio dessa equacgéo (Eq. 6) sdo obtidos parametros importantes como a
constante de Michaelis Menten (Km), a velocidade maxima (Vimax) € a constante catalitica (Kcat),
parametros aplicaveis na otimizacédo das condi¢des experimentais dos ensaios enzimaticos bem
como para estudos de mecanismo de inibicdo entre a enzima-alvo e um possivel inibidor
(COPELAND, 2000).

V_, Eq. 6

max

V, = mix__
Ky +[S]

A constante de Michaelis Menten (Km) é definida como a [S] quando a Vo é igual a Vimax,
no qual demostra a forca de ligacdo de um substrato a enzima. Ou seja, essa constante € um
importante pardmetro quantitativo, pois mede a afinidade da enzima com o substrato. A equagéo
6 pode ser tranformada algebricamente em outras equagdes, como 0 método de linearizacao
(EqQ. 1, p. 45), um dos mais utilizados, no qual os valores de Kme a Vmax podem ser deduzidos
graficamente, utilizando 1/Vo e 1/[S], sendo esse chamado de método de Lineweaver-Burk ou
de gréafico de duplo-reciproco (COPELAND, 2000).
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Para determinacdo desses parametros para a UJB, foi realizado a leitura da velocidade
da reagé@o variando a concentracdo do substrato utilizando a equacdo de Lineweaver-Burk
(Figura 13). Por meio da intersecdo da reta no eixo X e no eixo y, obteve-se esses parametros
cinéticos. Os valores encontrados foram de Km = 4,25 + 0,62 mmol/L e Vmax = 44,34 + 1,33
mmol/L/min. O valor encontrado experimentalmente é aproximado aos citados na literatura
para enzima UJB, valores de K = 8,30 £ 1,14 mmol/L a 4,3 + 1,2 mmol/L (LAGE, et al., 2018;
ZHOU et al., 2017). O valor de Kn, foi usado para estabelecer a concentragéo de substrato de

ureia no ensaio enzimatico.

1V (mM/min)
(00]
I

[T N K N A L B B A A R
-02 0 02 04 06 08 1 12 14
1/[ureia] (mM)
Figura 13. Gréfico de Lineweaver-Burk utilizado para determinacdo experimental dos valores
de Kme Vmax da UJB.

4.1.1 Determinacgdo da concentragdo da UJB e obtencéo da constante catalitica (Kcat)

A concentracdo da enzima UJB foi obtida experimentalmente variando as concentragdes
de um inibidor conhecido, a tioureia (DIXON et al., 1995; BARRETT et al., 1982). Os dados
obtidos foram plotados gerando o grafico de regressao linear, observado na Figura 14. Através
da inclinacdo da reta foi obtido a concentracdo molar da enzima UJB, tendo o valor de 1,29

pumol/L.
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Figura 14. Gréafico da atividade (%) da UJB versus a concentracdo da tioureia, usado para

determinar a concentragcdo molar da urease.

Dando sequéncia a padronizacdo do ensaio enzimatico, com esse dado foi possivel
determinar outro parametro, a constante catalitica (Kcat) (EQ. 7). A Keat indica a quantidade
maxima de moléculas de substrato que sdo convertidas em produto a cada segundo, por cada
sitio ativo da enzima. Dessa forma, ela descreve a eficacia da enzima, ou seja, é a medida da

rapidez com que a enzima pode catalisar uma reacdo especifica (LEHNINGER, et al., 2014).
Neste caso, a Kcat da UJB foi de 2062,3 s

_ Vm ax

Eq. 7
Kcat -
[E]total

4.2 Triagem das amostras

ApoOs a padronizagdo do ensaio enzimatico de UJB, foi realizada a triagem dos
compostos listados na Tabela 2 (p. 46). Esse procedimento foi baseado na atividade da UJB,
sendo determinada pela absorbancia do sal azul de indofenol (A = 600 nm) (DE SOUSA, et al.
2014; FAWCETT, et al.,1960; MOTOSHIMA et al., 2018). Na Figura 15 séo apresentados 0s

resultados de inibicdo das chalconas (1a-1h, 2a-2q, 3a-3i) e derivados (4a-4c) na concentracao
de 5 pumol/L.
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Figura 15. Inibicdo dos compostos la-1h, 2a-2q, 3a-3i e 4a-4c frente a enzima UJB na

concentragdo de 5 pmol/L.

Os compostos 1a (58%), 1c (60%), 1g (52%), 1h (65%), 2a (54%), 2b (65%), 2¢ (63%)
e 2h (62%) foram os mais potentes frente a UJB, observando-se que 0s compostos mais ativos
apresentaram grupos retiradores de elétrons (grupo nitro e CI) na posicdo para do anel
aromatico B das chalconas, com excecdo da chalcona 1c e 2a que nesta mesma posicao

apresentam um grupo metil e metoxila, respectivamente.
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Figura 16. Estruturas da chalconas que apresentaram maior inibicdo frente a UJB e foram
determinados os valores de ICso.

As chalconas do tipo retindide 1a-1h sio derivadas de a- e B-ionona, sendo a -ionona
um precursor na sintese de vitamina A, acido retindico e carotenoides (VALLA et al., 2006).
Avaliando os resultados de inibicdo das chalconas do tipo retindide todos os compostos (la-
1h) apresentaram inibigdo superior a 43%. Observa-se o favorecimento da atividade inibitoria
enzimatica quando o grupo retirador de elétrons no anel B esta na posicédo para (compostos 1a
(58%), 1c (60%), 1g (52%) e 1h (65%)), pois quando o0 grupo nitro esta em meta ou em orto a
inibicdo é inferior a 50% (compostos 1d (44%), 1le (48%) e 1f (46%), exceto pelo composto 1b
que o bromo esta em para e a inibicdo encontrada foi de 44% sendo possivelmente devido ha

efeitos estéricos referente ao tamanho do atomo.
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Grupos retiradores de elétrons

no anel B na posicdo para favoreceram

a atividade inibitoria (R= NO, e CI), com
excecdo do Br.

R = NO, na posigdo meta ou orto
R ainibicdo foi inferior a 50%.

la-1h

Grupos doadores de densidade eletronica

no anel B causaram a diminui¢éo da atividade

inibitéria (R = OCHy).

Figura 17. Principais caracteristicas das chalconas (1a-1h) que influenciaram na inibicao da
UJB. Destacado em vermelho os substituintes que favoreceram a atividade inibitoria e em azul

0S grupos que causaram a diminuicao do potencial inibitdrio.

Nas chalconas 2a-2q percebe-se a influéncia dos substituintes do anel A, onde
majoritariamente 0s compostos com grupos doadores (metoxila e hidroxila), 2j-21, 2p e 2q
tiveram inibicdo enzimatica inferior a 50%, bem como os compostos que ndo tinham
substituintes no anel A (2g e 2m), com excecdo dos compostos 2b (65%) e 2¢ (63%) que mesmo
com grupos doadores tiveram inibicao significativa.

Quando o anel A e B tiveram a presenca de grupos doadores de densidade eletrénicoa
foi observado que os compostos ndo inibiram a enzima UJB, como o caso dos compostos 2j,
2k e 2I, nos quais ha a presenca do grupo metoxila no anel B e hidroxila no anel A. O mesmo
comportamento foi observado nos compostos 3a (17%), 3b (10%) 3c e 2p (14%). As chalconas
mais potentes foram selecionadas para investigacéo dos valores de ICso. Esses principais pontos
estruturais que contribuiram para atividade inibitéria das chalconas foram demostradas nas
Figuras 17 e 18.

Grupos doadores de densidade A presenca de grupos doadores de
eletonica no anel A na maioria das densidade no anel B também
chalconas causaram a diminuigéao ocasionaram a diminuig&o do
da atividade inibitoria (R = OCHg e OH). potencial inibitério das chalconas.

AN i /!
=
R R
Figura 18. Principais caracteristicas das estruturas das chalconas 2a-2q, que influenciaram na
inibicdo da UJB.

O extrato do fungo F. proliferatum (EFp) de Ananas comosus foi testado na

concentragéo de 2,5 ug/mL e obteve uma inibicdo de 51%. Os compostos isolados desse extrato
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também foram triados na concentragdo de 5 umol/L, sendo 0s compostos 5a e 5b 0s mais ativos
frente @ UJB com inibicdo de 73% e 40%, respectivamente (Figura 19). Apés a triagem o0s

compostos foram submetidos ao ensaio para determinacédo dos valores de 1Cso.
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Tioureia

Figura 19. Percentual de inibicdo dos compostos 5a-5e testados frente a UJB (5 umol/L).

4.3 Poténcia inibitoria, mecanismo, docking e atividade anti-H. pylori das chalconas

4.3.1 Determinacao do valor de ICso para as chalconas

Dentre as variadas estruturas de chalconas testadas no ensaio enziméatico em UJB, foram
escolhidas as que apresentaram inibicao superior a 50% para determinar os valores de ICso. Na
determinacdo dos valores de ICsp das chalconas sintéticas foram utilizadas as seguintes
concentrages: 250, 150, 100, 50, 25, 10, 5, 2,5, 1 e 0,5 umol/L. Apds a leitura das absorbancias
a600 nm os valores foram convertidos em taxas reacionais e foi realizado o tratamento de dados

utilizando o programa GraFit 5.0.13. Os valores de ICso podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de 1Cso das chalconas expressos em pmol/L.

Cadigo Compostos Valores de 1Cso
(umol/L)
la (1E, 4E) -1- (4-clorofenil)-5-(2,6,6-trimetil-1- 132+15
ciclohexen-1-il)-1,4-pentadien-3-ona

1c (1E, 4E)-1-(4-metilfenil)-5-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen- 17,3+0,7
1-il)-1,4-pentadien-3-ona

19 (1E,4E)-1-(4-nitrofenil)-5-(2,6,6-trimetil-2-ciclohexen- 129+0,9
2-il)-1,4-pentadien-3-ona

1h (1E, 4E)-1-(4-nitrofenil)-5-(2,6,6-trimetil-2-ciclohexen- 9012
1-il)- 1,4-pentadien-3-ona

2a (E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona 188+1,7

2b (2E)-2-propen-1-[3,5-bis[(dimetilamino)metill]-4- 11,7+19

hidroxifenil]-3-(4-clorofenil)-ona

2cC 4-cloro-2'-hidroxichalcona 57+05

2d (2E)-3-(4-fluorofenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona. 11,6 £0,5

2m N-{3-[(2E)-3-fenil-2- 95+0,9

propenoil]fenil}benzenosulfonamida

Tioureia” 297+1,2

“Controle positivo

Realizando uma comparacgdo com a tioureia, todas as chalconas testadas mostraram ser mais
potentes que o controle positivo. Como visto anteriormente, as chalconas apresentam uma
variedade de propriedades bioldgicas, em destaque para a atividade antibacteriana, sendo um
indicativo para sua elevada atividade inibitéria (ASIRI; KHAN, 2011; LAl et al., 2010).

Dentre as chalconas analisadas, destaca-se as que obtiveram menores valores de ICso a 1h
(9,0 £ 1,2 umol/L), 2¢ (5,7 £ 0,5 pmol/L) e 2m (9,5 =+ 0,9 pmol/L), quando comparadas com a
literatura apresentaram maior poténcia que o flavonoide quercetina, ICso de 11,2 + 0,9 umol/L,
inibidor competitivo de UJB (XIAO et al., 2013). Estudos realizados com chalconas sintéticas
em ensaios enzimaticos frente a urease, demostraram valores de 1Cso variando de 32,51 a
valores >100 umol/L, destacando as atividades dos derivados benzotiazepinos que foram mais
potentes (ANSARI et al., 2005). Logo, essas chalconas avaliadas em UJB apresentaram maior

poténcia inibitéria em relacéo as citadas na literatura.
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4.3.2 Docking molecular das chalconas

O docking molecular ¢ uma técnica computacional utilizada para analisar a formacéo do
complexo enzima-inibidor, com o intuito de investigar quais as interages que ocorrem e como
consequéncia entender o mecanismo de inibi¢do. Neste estudo foi realizado docking molecular
das chalconas (1c, 1h, 2a, 2c e 2m) utilizando como enzima alvo a urease de H. pylori.

Inicialmente foi realizado uma comparacdo entre as ureases da espécie Canavalia
ensiformis e de H. pylori (UHP), pois os ensaios in vitro foram realizados utilizando a enzima
UJB obtida do género Canavalia. InvestigacGes usando célculos de docking para urease de
Canavalia gladiata podem ser realizados para comparagdo entre as enzimas de diferentes
espécies do género Canavalia (C. gladiata e C. ensiformis) em comparacio com a UHP. E
conhecido que as enzimas independentemente da sua origem apresentam uma conservacgédo do
sitio ativo, sendo também observado para as ureases de C. gladiata e C. ensiformis e UHP.
Comparando as estruturas das enzimas UJB e UHP de diferentes origens, ha 55% de
similaridade (CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 2016).

Como foi mostrado na pose do sitio ativo ambas as ureases apresentaram similaridade nos
seus sitios ativos, tendo os mesmos aminoacidos coordenados no sitio ativo. As esferas em
coloracdo cinza representam os dois &tomos de niquel da UHP e as esferas de coloracao rosa 0s
atomos de niquel coordenados a UJB. Analisando a sobreposic¢do das ureases (Figura 20), é
possivel verificar que em ambas os atomos de niquel estdo coordenados com o mesmo
aminoacido de histidina (His). Os residuos de aminoacidos de lisina (Lys) auxiliam na formacao
de uma ponte através dos 4&tomos de oxigénio e os atomos de niquel (esferas cinza e rosa). Os
atomos de niquel estdo ligados a dois residuos de histidina (His) e um dos &tomos de niquel esta
ligado a um residuo de aspartato (Asp) (KAFARSKI; TALMA, 2018; LAGE et al., 2018).
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Figura 20. Sitio catalitico das enzimas UHP e UJB. A) Sitio da UHP evidenciando o
carboxilato e os residuos de His responsaveis por coordenar os atomos de niquel (representados
na forma de esferas, na cor cinza). B) Sobreposicao das enzimas UHP e UJB, evidenciando a

conservacao do sitio catalitico entre estas duas enzimas.

O software utilizado foi o GoldScore, os compostos foram avaliados em funcdo da
afinidade com a enzima alvo e pontuados (score), de acordo com a estabilidade energética. O
score leva em consideracao alguns parametros eletrostaticos, de Van der Waals, de ligagdes de
hidrogénio e as interacGes hidrofdbicas, gerando modelos mateméticos que predizem as
melhores orientacdes do inibidor (poses). Foi utilizado como padrdo o inibidor do &cido
acetohidroxamico (ICso = 0,8 pmol/L). Esses valores sdo observados na Tabela 4, juntamente

com os valores de energia de ligagéo.

Tabela 4. Resultados do ensaio in silico para as chalconas 1c, 1h, 2a, 2c e 2m.

Cod. Score

Estrutura Energia de ligagdo

(GoldScore)

o) 23,40 -23,92
Ty

0 40,61 -46,97
" CkTTQ

NO,
0 34,88 -41,76

=
7 T
NO. O/
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Tabela 4. Continuacéo.

Cod. Score
Estrutura Energia de ligacéo
(GoldScore)
oH O 25,93 -26,94

i YA
Cl
©\ 27,20 -43,79
2m #° o

o] |
NH
*acido o 40,56 -42 86
. A )L _OH
acetohidroxamico HN NH

“Inibidor de UHP, controle positivo utilizado.

Os resultados foram expressos em valores de score, obtidos pela avaliacdo das
interagBes entre os inibidores e a UHP através do software. Os valores de score levam em
consideracao qual o tipo de interacdo estd ocorrendo, sendo assim, estruturas com maior score
indicariam poses mais favoraveis de encaixe no sitio ativo da enzima. Em contrapartida as
substancias com valores de score mais baixo teriam menor potencial de interacdo, pois possuem
um somatoério de interacdes favoraveis menor do que uma substancia ativa (VERDONK et al.,
2003).

Outra maneira de analisar esses resultados € em termos da energia de ligacdo necessaria
para que o composto bioativo se ligue ao sitio ativo da enzima. Dessa forma, a molécula que
apresentar menor quantidade de energia necessaria para se ligar ao sitio ativo, sera aquela que,
teoricamente, apresentara melhor resultado de atividade bioldgica. Neste tipo de analise o
programa utilizado vai buscar o melhor cenario energético, avaliando a complementaridade
estérica e quimica entre o inibidor e a enzima, com o intuito de encontrar a menor energia para
a formacéo do complexo enzima-inibidor (VERDONK et al., 2003). Observa-se os valores de
score e energia de ligacdo na Tabela 4 para as chalconas, nas quais as que apresentaram melhor
pontuacdo e a menor energia de ligacdo, comparaveis aos valores obtidos para o inibidor padréo
de UHP (&cido acetohidroxamico) foi as estruturas 1h, 2a e 2m. A seguir se apresentam as
poses dos docking de cada composto, bem como a analise das possiveis interacGes entre a

enzima e os inibidores.
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A chalcona 1h foi a apresentou maior valor de score (40,61), proximo ao padréo acido
acetohidroxamico, sendo assim o que apresento melhor estabilizagdo no sitio ativo da UHP, por
meio das poses é possivel observar interagcdes idnicas entre o0 grupamento nitro e o atomo de
niquel (Figura 21A). O restante da estrutura também se estabiliza através de interacdes
hidrofébicas (Figura 21B). Além disso, foi observado que as metilas do composto interagem
com os aminodcidos valina (Val320) e metionina (Met317), indicando um mecanismo de

inibicdo competitivo.

B)

Figura 21. Resultado do docking para o composto 1h. A) Pose de docking no sitio ativo da
UHP demostrando as interacdes entre a molécula 1h e os ions de niquel. B) Detalhe da

estabilizacdo do grupamento hidrofobico pelos aminoacidos mais externos do sitio ativo.

O composto 2a (score de 34,88) novamente esta presente o grupo nitro (Figura 22A)
que interage via ligagdo ibnica com os a&tomos de niquel presente no sitio catalitico da enzima.
O restante da estrutura quimica (2a) auxilia na estabilizacdo da molécula no sitio ativo através
de contribuicbes hidrofébicas. Na Figura 22B é possivel visualizar que a carbonila também
auxilia na estabilizacdo desse composto, interagindo com residuo de metionina. A diminuigéo
da atividade inibitoria dessa chalcona possivelmente se deve & presenca do grupamento
metoxila do anel B, causando algum efeito estérico diminuindo a estabilidade do complexo

enzima-inibidor, o que possivelmente contribuiu para a diminuigdo no valor de score.
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Figura 22. Resultado do docking para o composto 2a. A) Pose de docking de 2a no sitio

catalitico da enzima UHP. B) Detalhe das intera¢Ges favoraveis nesta regido.

Ao sobrepor essas duas chalconas (Figura 23), verifica-se uma melhor estabiliza¢éo do
anel metilénico de 1h do que o anel com metoxila de 2a, podendo justificar o maior potencial
inibitorio do composto 1h (ICso = 9,0 £ 1,2 umol/L) frente a UJB, enquanto a chalcona 2a

apresentou um ICso de 18,8 = 1,7 umol/L.

ol

‘\A_no_'\ ‘\

x\"

Figura 23. Sobreposicao das poses de docking de 1h e 2a no interior do sitio ativo de UHP.

O composto 1c¢ mostrou na docagem molecular com UHP que a estrutura ndo apresentou
grupamentos capazes de se estabilizar no sitio ativo da UHP, sendo assim, devido as poucas
interacdes que estabilizam esse composto na UHP apresentou menor valor de score (23,40). As
interacBes ocorrem um pouco mais a frente, préxima a entrada do sitio, como demostra a Figura
24A. Dessa forma, a chalcona 1c estabiliza por meio de contribui¢des hidrofobicas com alguns
aminoacidos vizinhos, alanina (Ala365), metionina (Met366 e Met317), valina (Val320) e
cisteina (Cys321), que compdem um bolsdo (Figura 24B). Sugerindo que este composto pode
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apresentar um comportamento de um inibidor ndo-competitivo, mesmo comportamento

encontrado para alguns flavonoides, como a quercetina (XIAO et al., 2012).

Figura 24. Resultado do docking para o composto 1c. A) Sobreposicédo das poses consensuais
de 1c no sitio ativo da UHP. B) Estabilizacdo da chalcona 1c no sitio ativo por meio de

contribui¢des hidrofobicas.

Ao comparar 0s compostos 1h e 1c, ambas as chalconas apresentam o mesmo esqueleto,
porém se diferem no substituinte na posi¢do para no anel aromatico, enquanto a chalcona 1h
apresenta 0 grupo nitro a chalcona 1c apresenta uma metila, e isso trouxe grandes diferencas
relacionadas a inibicdo enzimatica, demostrando a importancia de grupamentos aceptor de
ligacdo de hidrogénio. Na Figura 25 se apresenta a sobreposi¢cdo com ambos 0S compostos,
sendo visualmente observado a diferencga das interacdes e a consequéncia na diminuicdo da

poténcia inibitoria do composto 1h e 1c (ICso de 9,0 e 17,3 umol/L, respectivamente).

Figura 25. Sobreposicao das poses de docking de 1c e 1h no interior do sitio ativo de UHP.

A chalcona 2c apresentou um valor de score de 25,93, observa-se na Figura 26A que
interage diretamente no sitio ativo da UHP se estabilizando por meio de interagdes idnicas entre
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0s atomos de niquel e os grupos hidroxila e a carbonila. O mesmo comportamento pode ser
observado na Figura 26B para o composto 2m que apresentou um valor de score de 27,20,
ambas estruturas por interagir no sitio catalitico da UHP possivelmente sdo inibidores

competitivos.

Figura 26. Resultado de docking para os compostos 2c e 2m. A) Pose do docking para a

chalcona 2c; B) Pose do docking para a chalcona 2m.

4.3.3 Mecanismo de inibi¢do das chalconas

O estudo de mecanismo consiste na avaliagdo da cinética enzimatica, que € realizado
pela determinacdo das taxas reacionais medidas em resposta ao aumento da concentracdo de
substrato na presenca do inibidor em concentracdo constante. Assim, através do tratamento dos
dados obtidos experimentalmente pelo método de Lineweaver-Burk, foi possivel avaliar o perfil
dos inibidores quanto aos seus comportamentos.

O mecanismo de inibi¢do das chalconas 1h, 2a, 1c, 2c e 2m (valores de 1Cso de 9,0;
17,3; 18,8; 5,7 e 9,5 umol/L, respectivamente) foram determinados com a finalidade de
confirmar experimentalmente o mecanismo previsto por estudos de docking para estes
compostos.

O mecanismo de inibicdo foi determinado para os compostos conforme a metodologia
descrita (item 3.2.7, pagina 51) e tratamento dos dados usando equagdo de Lineweaver-Burk.
A anélise dos gréficos gerados tendo como base as posic¢Oes de intersecdes das retas permitiram
a determinacdo do tipo de inibicdo. As Figuras 27 a 30 sdo referentes aos dados cinéticos
enzimaticos das chalconas 1h, 2a, 2c e 2m. E possivel verificar que em ambos as retas
interceptam no eixo X préximo a origem para os graficos duplo-reciproco de Lineweaver-Burk,
indicando que podem ser inibidores do tipo competitivo (CORTES et al., 2001; COPELAND,
2000).
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Figura 27. Gréfico representando os dados cinéticos do composto 1h pelo método de

Lineweaver-Burk, indicando um inibidor competitivo.
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Figura 28. Grafico representando os dados cinéticos do composto 2a pelo método de

Lineweaver-Burk, indicando um inibidor competitivo.
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Figura 29. Gréfico representando os dados cinéticos do composto 2¢ pelo método de

Lineweaver-Burk, indicando um inibidor competitivo.
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Figura 30. Grafico representando os dados cinéticos do composto 2m pelo método de

Lineweaver-Burk, indicando um inibidor competitivo.

J& 0 mecanismo de inibi¢cdo do composto 1c (Figura 31) apresentou comportamento

grafico de um inibidor ndo-competitivo, ou seja, a interagdo enzima e inibidor ndo ocorre no
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sitio ativo, mas sim em outra regido da enzima (COPELAND, 2000). A confirmacdo desses
mecanismos de inibigéo foi realizada pela avaliagdo dos resultados obtidos da regressao nao-

linear e a comparacao dos parametros cinéticos (Kme Vmax) obtidos (Tabela 5).
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Figura 31. Grafico representado os dados cinéticos pelo método de método de Lineweaver-

Burk do composto 1c, indicando um inibidor ndo-competitivo.
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Tabela 5. Dados cinéticos enziméticos dos compostos 1h, 2a, 2c, 2m e 1c, respectivamente.

Vinax Tipo de _
Composto  [I] (umol/L) Km (mmol/L) ) o Ki (umol/L)
(mmol/L/min) inibidor
50 547+14 31,404
25 20,3+1,2 31,1+0,1
1h 10 125+£0,6 328+19 .
Competitivo 2,98
2,5 6,1+£0,2 32,7+3,3
0 8,8+£0,9 31,1+0,2
50 30,1 +3,6 30,9+£0,2
25 22.1+46 31,1+£0,03
2a 10 122+7,3 30,8+0,3 Competitivo 6,19
0 74+£04 31,0+0,1
25 39,7+£19 30,2+0,8
5 199+ 17 309+1,0 -
2C Competitivo 1,87
2,5 7,3+£0,6 299+0,5
0 8,307 29,3+0,3
50 475+21 39,9+0,9
10 224+28 30,8+15
2m Competitivo 3,13
2,5 70£09 31,7+1,1
0 8,2+0,8 30,3+£0,7
50 9,3+0/4 0,1+£0,05
Néo
25 85+4,6 0,1+0,02 o
competitivo 17,3
1c 10 86+13 09+0,3
0 8,604 31,2+0,2

Ao analisar os dados experimentais dos compostos 1h, 2a, 2c e 2m e os valores de Kn,
e Vmax obtidos da aplicacdo da equagdo de Lineweaver-Burk foi observado a variacdo da
constante de Michaelis Menten (Km) crescente de acordo com o aumento da concentracdo de
inibidor e a manutencdo dos valores de velocidade méaxima (Vmax), sendo entdo um outro
indicativo que essas chalconas apresentam o modo de inibicdo competitivo frente a enzima
UJB. Os valores de Kjforam calculados e para a chalcona 1h o Ki;foi de 2,98 umol/L e 2a o K;
foi de 6,19 pmol/L, dessa forma a chalcona 1h apresentou maior afinidade pela enzima
confirmando o que foi visualizado nas interagdes entre enzima e inibidor pelo estudo de docking

no qual foi a chalcona que apresentou maior valor de score. Para as chalconas 2c e 2m o0s
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valores de Ki foram de 1,87 e 3,13 pumol/L, respectivamente, e de acordo com esses dados
experimentais 0 composto 2c apresentou maior afinidade com a UJB, porém pelo estudo in
silico essas duas Ultimas chalconas apresentaram baixos valores de score indicando menores
contruicdes que as estabilizem no sitio ativo da enzima sendo essa divergéncia em relacédo a
estabilizagéo, possivelmente devido a diferenca estrutural entre as UHP e UJB.

Para o composto 1c houve uma diminui¢do dos valores de Vmax, N0 entanto o Ky ndo
houve grandes variacGes, sendo outro indicativo de que essa chalcona apresentou um
mecanismo de inibicdo ndo-competitivo (a = 1). A constante de afinidade (K;) para esta
chalcona foi de 17,3 umol/L. Em relagdo os mecanismo de inibic¢éo os resultados encontrados
no estudo in vitro sdo condizentes com os resultados do estudo in silico, onde as chalconas 1h,
2a, 2c e 2m apresentaram interacdo com o sitio catalitico da enzima tendo experimentalmente
comportamento competitivo, enquanto a chalcona 1c¢ ndo teve interacfes com o sitio catalitico
da enzima e apresentou um comportamento nao-competitivo nos experimentos realizados e

baixa afinidade pela enzima.

4.3.4 Avaliagdo da atividade anti-H. pylori das chalconas

As chalconas apresentaram atividade inibitoria em urease e em estudos anteriores
atividade antibacteriana, sendo relevante a investigacédo destes compostos frente a H. pylori. Os
ensaios in vitro foram realizados determinando a viabilidade bacteriana através do método
descrito no item 3.2.9. Os resultados foram expressos em concentra¢do inibitdria minima
(CIM), que é definido como a concentragdo do composto em estudo necessario para inibir o
crescimento bacteriano, por consequéncia quanto menor o valor de CIM, maior a poténcia da
substancia. A concentracdo bactericida minima (CBM) também foi determinada para esses
compostos, que corresponde a concentracdo minima do composto capaz de causar a morte
bacteriana.

Inicialmente as chalconas e derivados (1a-1h, 2a-2c, 2e-2l, 2n-2q, 3a-3c e 4a-4c) foram
testadas nas concentragdes 250, 125 e 62,5 pg/mL, pois esses compostos turvaram no meio de
crescimento da bactéria (BHI), ndo sendo possivel a leitura espectrofotométrica. Para visualizar
os resultados foi utilizado o revelador resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido), um
indicador bastante utilizado em condic¢des de reducdo em meios de cultura (FUKUSHIMA et
al., 2003). O mecanismo baseia-se na reducdo da resazurina (coloragdo roxa) em resorufina

(coloracéo rosa), como demostrado na Figura 32.
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Figura 32. Reacdo de reducdo da resazurina.

Os resultados desse teste anti-H. pylori é observado na Figura 33. A coloragdo rosa

indica crescimento bacteriano e a cor roxa significa a sua morte.

Figura 33. Avaliacdo da atividade Anti-H. Pylori. A) placa do teste dos compostos 1la-1h, 2a-
2¢c, 2e-21, 2n-2q, 3a-3c e 4a-4c, utilizando o método colorimétrico com a reducéo da resazurina,
em vermelho o resultado da chalcona 2c. B) Estrutura do composto 2¢ que apresentou CIM e
CBM de 0,97 mmol/L.

Como é possivel observar a Gnica chalcona que apresentou atividade inibitoria frente a
bactéria, nas trés concentracdes testadas, foi 0 composto 2c, que apresentou CIM e CBM de
250 pg/mL (0,97 mmol/L) sendo a morte confirmada com repique em placa de &gar Columbia
com sangue de carneiro 5%. As fileiras superiores e inferiores que estdo em azul sdo 0s
controles negativos, somente meio de cultura e amostra sem bactéria. A chalcona 2¢ também
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apresentou potencial inibitorio frente a enzima UJB com o valor de 1Cso de 5,7 pumol/L, podendo
ser um indicativo do mecanismo para a atividade anti-H-pylori.

A maioria das chalconas avaliadas ndo apresentaram CBM satisfatorio, com valores
acima de 1024 pg/mL. Em relacdo a CIM, alguns autores estipulam faixas para considerar um
composto com propriedades antimicrobianas. As moléculas que apresentam CIM até 100
pg/mL s&o considerados fortes inibidores, entre 100 — 500 pg/mL atividade moderada, entre
500 - 1000 pg/mL tem um baixo potencial inibitério e maiores que 1000 pg/mL inativos
(ALIGIANNIS et al., 2001). Levando isso em consideracéo, as chalconas 2d, 3e, 3g, 3h e 3i
podem ser consideradas moderadas quanto a atividade antibacteriana pois apresentam CIM de
256 pg/mL frente a H. pylori, enquanto as chalconas 3d e 3f, com CIM de 1024 pg/mL séo
consideradas inativas. Em destaque a chalcona 2m, que apresentou CIM de 128 pg/mL (0,35
mmol/L), logo foi o composto com maior potencial anti-H. pylori, principalmente quando
comparado a um farmaco padrdo, como o metranidazol que apresenta CIM >254 pg/mL (1,5
mmol/L), nessas mesmas condigdes experimentais (KITAGAWA et al., 2012). Esta atividade
pode estar relacionada a inibi¢do da enzima urease, pois no ensaio enzimatico esse composto

apresentou potencial inibitdrio (ICsode 9,5 + 0,9 pmol/L).

4.4 Poténcia inibitéria, mecanismo e docking dos compostos oriundos do fungo F.

proliferatum

4.4.1 Determinacao do valor de ICso para o extrato (EFp) e compostos isolados do

fungo F. proliferatum

Inicialmente foi determinado o valor de ICso do EFp, variando as concentracdes de 25 a
0,5 pg/mL. O valor de 1Csp obtido para o extrato do fungo F. proliferatum foi de 2,68 pg/mL.
Existem diversos relatos de metabdlicos secundarios obtidos de extratos de fungos que
apresentaram diversas atividades biolégicas. No trabalho desenvolvido por Dame e
colaboradores (2015), os compostos isolados do extrato de F. proliferatum apresentaram
atividade antifingica e antibacteriana. No trabalho desenvolvido por Rasekhi e colaboradores
(2014), foram identificados diversos metabolicos bioativos, como micotoxinas, &cidos graxos
e hidrocarbonetos, com atividades antifingica, antibacteriana e antiviral.

Devido a capacidade dessa classe de fungo produzir compostos bioativos, e o baixo
valor de ICsodo EFp, todos os compostos isolados foram triados frente a UJB bem como tiveram
o potencial inibitorio determinado. A determinacdo dos valores de 1Cso foi realizada para o
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composto 5a nas seguintes concentragdes 40; 20; 10; 5; 2,5; 1, 0,5 e 0,1 umol/L e as demais
amostras 5b, 5c, 5d e 5e foram utilizadas as concentragfes 350; 250; 100; 50; 25; 10; 5e 2,5

pmol/L. Os valores de I1Cso podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de 1Cso expressos em pmol/L dos compostos 5a — 5e.

Cadigos Compostos Valores de 1Cso (umol/L)
5a Dicetopiperazina ciclo prolina-leucina 1,66 + 0,15
5b Uracila 3,34 £ 0,87
5¢ Acido fusarico 13,51 +0,19
5d N-etil-3-fenil-acetamida 24,39+ 1,72
5e Beauvericina 22,11 +1,19
Tioureia 29,7+1.2

Os compostos avaliados foram mais potentes que a tioureia (controle positivo, ICso de
29,7 £ 1,2 pmol/L). O composto que apresentou menor valor de 1Cso= 1,66 + 0,15 pmol/L, ou
seja, maior poténcia frente a inibicdo da enzima UJB, foi o dicetopiperazina ciclo prolina-
leucina (5a), também conhecido como gancidina W. Estudos relatam que essa substancia é
inibidora de Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Candida albicans e Cryptococcus neoformans, com valores de CIM e 0,25-12,5 pg/mL
(DE CARVALHO; ABRAHAM, 2012).

O segundo composto com maior potencial inibitdrio foi a uracila (5b) com ICsg 3,34 +
0,87 umol/L. Esse composto e seus derivados apresentam varias aplicaces farmacoldgicas,
como a uracila 5-substituida, utilizada em tratamento de diversos tumores, além de apresentar
atividade antibacteriana (PALAFOX et al., 2010). O &cido fusérico (5¢) (&cido 5-butilpiridina-
2-carboxilico) é um alcaloide piridinico, e apresentou um valor de 1Csg de 13,51 + 0,19 umol/L
frente a UJB. Também ha estudos que demostraram que o &cido fusarico € um potente
antimicrobiano, além de possuir propriedades inseticida e fitotoxica. Este composto apresentou
perfil antifangico frente a Candida albican e atividade antibacterianas frente a Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, com valores de CIM 25-400 pg/mL (COLOMBO; GUIMARAES,
2003; STEPIEN, et al., 2013).

A beauvericina (5e) é um ciclo-hexadepsipeptideo, a principal micotoxina produzida
pelo fungo Beauveria bassiana (Balsamo), a qual possui propriedades antifungica e

antimicrobiana, quando testados nos fungos Hypothenemus hampei e Telchin licucs licus foram
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encontrados valores de CCso de 2,81 e 6,95 mmol/L, respectivamente (VASQUEZ-BONILLA
etal., 2017).

Os compostos 5a e 5b como apresentaram menor concentracdo necessaria para inibir a
UJB, foram selecionados para o ensaio in silico e in vitro para determinacdo do mecanismo de

inibic&o.

4.4.2 Mecanismo de inibi¢do dos compostos oriundos do fungo F. proliferatum

O mecanismo de inibi¢do dos compostos 5a e 5b foram determinados, a partir de dados
experimentais, e foi possivel prever como o inibidor se liga a enzima. Os experimentos cinéticos
foram realizados variando as concentra¢des do substrato de 0,75; 1,33; 1,75; 2,55; 4,08; 5,83;
8,16 a 9,16 mmol/L, e as concentracfes do inibidor usadas foram selecionadas com base no
valor de 1Cso sendo equivalentes a 0%, 25%, 50% e 75% de inibicdo (COPELAND, 2000). Os
dados experimentais obtidos foram tratados e plotados, afim de se analisar graficamente o
comportamento inibitério dos compostos. Na Figura 34 é representado o grafico de

Lineweaver-Burk para o composto 5a. E na Figura 35 o resultado para o composto 5b.
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Figura 34. Gréfico representando os dados cinéticos pelo método de Lineweaver-Burk do

composto 5a, indicando um inibidor competitivo.

78



80

—o— Controle
—a— 50pM
—0— 10 M
—— 25uM

1V (mM/min)t

-02 0 02 04 06 08 1 12 14
1/Ureia (mM)1
Figura 35. Grafico representando os dados cinéticos pelo método de método de Lineweaver-

Burk do composto 5b, indicando um inibidor competitivo.

Observando os gréaficos de Lineweaver-Burk para os dois compostos em ambos as retas
interceptam na origem, indicando que sdo inibidores do tipo competitivo, ou seja, competem
com o substrato pelo sitio ativo da UIB (CORTES et al., 2001). Através da regressdo nao-linear
também pode-se verificar 0 mecanismo de inibicdo de ambos os compostos, por meio dos
valores de Km e Vmax para cada curva, sendo um outro método capaz de demostrar o tipo de

inibicdo que essas substancias apresentam. Esses dados estdo expressos na Tabela 7.
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Tabela 7. Dados cinéticos enzimaticos dos compostos 5a e 5b.

Vmax (mmol/L Tipo de Ki
Composto  [I] (umol/L)  Km (mmol/L) _ o
/min) inibidor (umol/L)

2 329+36 61,8+2.2

1 148 +4,6 63,8+ 5,5 0,55
> 0,5 3,57 £0,53 62,7+2,3 Competitivo

0 7504 62,9+5,8

50 32,8+£0,8 61,7+0,4

10 10,7+ 3,5 60, 8+ 5,8
5b 2,5 5,94 + 0,13 60,9 + 2,1 Competitivo Le

0 7,05+0,7 61,1+0,3

Na inibicdo competitiva, quando o substrato e o inibidor estdo presentes em uma
solucdo, a proporgdo da enzima que pode formar complexos enzima-substrato depende das
concentracdes do substrato e do inibidor, e também de suas afinidades relativas a enzima
(LEHNINGER, et al., 2014). A medida que se aumenta a concentracdo do substrato ocorre a
reducédo da formagéo do complexo enzima-substrato. Com isso, o valor de K vai aumentando,
uma vez que é necessaria uma maior concentracdo de substrato para superar os efeitos
inibitorios do competidor, porém a Vmax da reacdo catalisada permanece inalterada. Esses
parametros podem ser observados para ambos 0s compostos, 0 valor de Vmax permanece com
poucas alteracbes (Tabela 7) e ocorre 0o aumento do Km na medida que se acrescenta
concentragOes maiores de inibidor, sendo outro indicativo de inibidores competitivos.

Levando em consideracdo que sdo inibidores competitivos, foi determinado a constante
de dissociagdo do complexo enzima-inibidor (Kj), que esta relacionada a afinidade do inibidor
pela enzima, ou seja, quanto menor for o seu valor maior sera a interagdo entre o inibidor e a
enzima. Assim, o composto 5a, que apresentou um valor de K;jde 0,55 pumol/L, € o inibidor

competitivo mais potente dessa serie de compostos de PNs testados frente a UJB.

4.4.3 Docking molecular dos compostos isolados do fungo F. proliferatum

O screening virtual por docking em UHP foi realizado para todos 0s compostos naturais
isolados do fungo F. proliferatum, sendo utilizado como padrdo o inibidor do é&cido

acetohidroxamico, devido a semelhanca estrutural entre os compostos analisados. Na Tabela 8

80



sdo apresentados os valores de score de cada composto, juntamente com os valores de energia

de ligacéo.

Tabela 8. Resultados do ensaio in silico para os compostos de 5a a 5e.

Cod. Score

Estrutura Energia de

(GoldScore) ligacéo

5a % 14,75 114,88

ﬁkw 28,28 -28,78
5b BN

- _ 31,97 -38,14

5d 0
P 21,25 -26,56
NH
O
ENGY O/\go
v/( R 17,09 -19,48
0O

oe
Yy
“acido 0
acetohidroxamico )L _OH 41.11 -42.97

H,N NH

“Inibidor de UHP, controle positivo utilizado.

Os compostos 5b, 5c e 5d foram os que apresentaram melhor pontuagdo e a menor

energia de ligacdo, comparaveis aos valores obtidos para o inibidor padrdo de UHP (&cido
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acetohidroxamico). A seguir se apresentam as poses dos docking de cada composto, bem como
a analise das possiveis interacdes entre a enzima e os inibidores.

O composto 5b apresentou um valor de score de 28,28 sendo observado na Figura 36
um numero consideravel de interacOes. Estas interagcdes ocorreram no sitio ativo da UHP, como
ligacGes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Ala365, Arg338, Alal69 e Cys321, e
também é possivel observar interagBes ibnicas entre a carbonila e os atomos de niquel. Um
indicativo do mecanismo de inibi¢do desse composto ser competitivo, sendo coerente com 0s
resultados experimentais obtidos, cujo valor de Ki = 1,1 pumol/L também evidenciou forte
interacdo com o sitio ativo da enzima. Os compostos 5¢ e 5d também interagem diretamente no
sitio ativo da UHP, como é observado nas Figuras 37 e 38.

QS
, /)L 4 His248
Ala365 .
f

Ala169 "
s A
)

Asn168

A)

Figura 36. Resultado de docking para o composto 5b. A) Pose do docking para o0 composto 5b,
demostrando seu modo de interacdo na regido do sitio ativo. B) Representacdo da superficie de
van der Waals dos aminoé&cidos envolvidos na estabilizacdo da molécula, evidenciando a
complementaridade de 5b.

Os compostos 5¢ e 5d também interagem diretamente no sitio ativo da UHP, como é

observado nas Figuras 37 e 38.
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Figura 37. Resultado de docking para 5c. A) As principais interacdes com os aminoacidos
Lys219, His221, Asp223, His322, Arg338 e Met366. B) Representacdao da superficie de van
der Waals dos aminoacidos envolvidos na estabilizacdo da molécula, evidenciando a
complementaridade de 5¢ com o sitio ativo.

A estrutura 5c¢ foi a que apresentou maior valor de score (31,97), sendo assim foi o
composto que apresentou melhores contribuicdes energéticas para sua estabilizacdo no sitio
catalitico da enzima. O composto 5d também se estabiliza no sitio avido da enzima UHP, como
demostrado na Figura 38, interagindo por meio de interac@es i6nicas com o metal, além de se
estabilizar ao longo do canal do sitio ativo por contribuicdes hidrofébicas com alguns
aminoacidos demostrados na Figura 38B devido a essas interacfes mais fracas o seu valor de
score foi de 21,25. Ambos interagem diretamente com o sitio ativo da enzima, com contribuicao
hidrofobicas, ligacGes de hidrogénio e as interacbes da carbonila presente na estrutura dos dois
compostos com os atomos de niquel da UHP.

Assim, o estudo in silico revelou inibidores com modo de ligagdo competitivo.Os
valores de Ki (Eqg. 4, p. 52) encontrados pelo estudo in vitro, 4,45 pmol/L para 5c e 8,02 umol/L
para o0 5d, sdo condizentes com os estudos tedricos, sendo o composto 5¢ 0 que apresentou
maior afinidade pela urease. O estudo cinético para determinar o mecanismo de inibicéo
experimental desse composto ndo foi realizado devido a falta de massa para o preparo das

solucdes.
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Figura 38. Resultado de docking para o composto 5d. A) Interacdes com o0s aminoacidos
Asp32, Met366, Cys321, His322. B) Representacdo da superficie de van der Waals dos
aminoacidos envolvidos na estabilizacdo da molécula, demonstrando a complementaridade de

5d com o sitio ativo.

O resultado do docking da estrutura 5e, é demostrado na Figura 39. Esse composto é
volumoso e isso refletiu na sua estabilizagdo no sitio ativo da UHP, pois a cavidade catalitica é
muito pequena (Figura 39A) como consequéncia apresentou um baixo valor de score (17,09).
A estabilizacdo ocorre em uma regido mais externa ao sitio ativo, ficando mais a superficie da
UHP. Esta regido, embora ndo seja predominantemente composta por aminoacidos de carater

hidrofébico, permite sua estabilizacdo por meio de contribuicGes hidrofébicas.

' Ile140

~ Ala365

| —

Figura 39. Resultado de docking para o composto 5e. A) Localizacéo do sitio ativo (destacado
em azul), da regido de interacdo no sitio (destacado em vermelho) e do modo de ligacdo da
estrutura 5e, mais a superficie (destacada em amarelo). B) Principais interacdes hidrofébicas da

estrutura na regido mais externa ao sitio ativo.

Como visto anteriormente pelo estudo experimental o composto 5a apresentou o melhor

potencial inibitério frente a UJB, dos compostos isolados do fungo F. proliferatum com um
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valor de Ki = 0,55 pumol/L e os resultados do ensaio de mecanismo de inibi¢do indicaram que
este composto apresenta 0 comportamento de um inibidor competitivo. Porém, o resultado do
docking molecular para a estrutura 5a, demostrou que esse composto apresentou 0 menor valor
de score (14,75), havendo poucas contribui¢cdes que estabilizem 0 mesmo no sitio ativo da UHP.
Neste sentido a sua estabilizagdo ndo ocorreu no sitio ativo como esperado, mas em uma regido
mais externa a superficie da proteina de forma semelhante a estrutura 5e (Figura 40) sendo

inconsistentes com os dados experimentais.
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Figura 40. Resultado de docking para o composto 5a, a sua estabiliza¢do ocorre na regido mais
externa a superficie da UHP. A) Localizacdo do sitio ativo (destacado em azul), da regido de
interacdo no sitio (destacado em vermelho) e do modo de ligacdo da estrutura 5a, mais a
superficie (destacada em amarelo). B) principais interacdes com os residuos de aminoacidos
Cys321, Met366, Met317, Ala365 e Arg368.

Neste sentindo os resultados sugerem diferencas entre o sitio ativo destas duas enzimas
(Canavalia gladiata e Helicobacter pylori), que poderiam ser uma resposta a conformacéo da
estrutura terciaria causada pelas diferencas entre as enzimas. Estas diferencas ainda ndo foram
investigadas porque a estrutura terciaria de C. gladiata ndo esta disponivel no banco de dados
de proteina (PDB - Protein Data Bank), apenas a estrutura cristalografica de urease de C.

ensiformis foi encontrada.

4.5 Identificagdo do composto 6a de Pholiota nameko por técnicas espectroscépicas e

determinacdo da poténcia inibitéria enzimética

4.5.1 ldentificacdo do composto 6a por RMN de 'H, 13C e RMN 2D
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Um precipitado foi obtido durante o processo de extracdo hidroalcodlica a quente do
cogumelo Pholiota nameko, espécie pertence a Ordem Agaricales e popularmente conhecido
como Nameko. Este cogumelo é amplamente cultivado na China e no Japéo e apresenta elevado
valor proteico, além da presenca de vitaminas, aminoacidos, lipidios e polissacarideos, sendo
alguns destes compostos relacionados a diferentes atividades bioldgicas, tais como atividade
antioxidante, anti-inflamatdria, antitumoral e hipolipidémica (ZHANG, Y. et al., 2014; YANG
etal., 2019).

Inicialmente foi investigado o potencial inibitorio desse precipitado frente a UJB, (2,5
pug/mL) obtendo 89,1% de atividade inibitéria enzimatica. Apresentando potencial inibitério e
com o intuito de verificar o composto responsavel por inibir a UJB, foi realizado a identificacdo
estrutural desse precipitado através da técnica espectroscopica de RMN de *H e de °C, e as
técnicas de RMN bidimensional (COSY, HSQC e HMBC).

O espectro de RMN de *H (DMSO-6d, 400 Hz) (Figura 41) apresentou um conjunto de
sinais na regido de 3,63-3,34 ppm e um sinal largo em 4,33 ppm. A ampliacdo do espectro
observado na Figura 42 permitiu a analise das multiplicidades e o célculo das constantes de

acoplamento (J expressa em Hz).
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Figura 41. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 400 MHz) do composto 6a.

A molécula é simétrica, sendo assim alguns prétons sdo equivalentes, por iSso no
espectro RMN de H apresenta quatro sinais, o H-1 é equivalente ao H-6, temos o H-1’
equivalente ao H-6, esses dois protons do carbono metilénico (CH.) apresentam um ambiente
quimico diferente gerando esses dois sinais (hidrogénios diastereotopicos). Os sinais
observados foram um duplo dupleto integrando para dois hidrogénios em on 3,61 (dd, 3Jun = 4
Hz e 2Jun = 12 Hz) referente aos hidrogénios H-1 e H-6 que acomplam com H-1" ¢ H-6’ em
geminal e com os hidrogénios vicinais H-2 e H-5, respectivamente. O duplo dupleto mais
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blindado em én 3,37 (dd, 3Jun = 4 Hz e 2Jun = 12 Hz) integrando para dois hidrogénios,
confirma estes acoplaementos. O acoplamento geminal € observado devido a presenga dos
centros quirais, sendo os hidrogénios da posicéao 1 e 6 diastereotdpicos. Um dupleto em 61 3,53
(d, J = 8 Hz) referente aos hidrogénios H-3/H-4 e um multipleto em Jn 3,46 (m, 3Jun =4 Hz e
2Jun = 8 Hz) resultado do acoplamento dos hidrogénios H-2/H-5 com os hidrogénios
metilénicos (H-1, H-1’, H-6 e H-6) ¢ com os H-3 e H-4, respectivamente.
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Figura 42. Ampliagio do espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 400 MHz) do composto 6a.

No espectro de RMN de 3C, apresentado na Figura 43, ha a presenca de trés sinais na
regido de carbonos ligados a oxigénio, em dc 71,39, 69,78 e 63,9. Os valores de deslocamento
quimico dos carbonos foram importantes para a identificacdo do aditol, pois normalmente os

valores de deslocamento de hidrogénio séo coincidentes.
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Figura 43. Espectro de RMN de *C (DMSO-d6, 200 MHz) do composto 6a.
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Através do experimento de DEPT 135 (Figura 44) observa-se dois sinais positivos
referentes a dois atomos de carbono metinicos e um sinal negativo, referente a um carbono
metilénico. O nlimero de sinais nestes espectros, aliado aos sinais do espectro de RMN de *H

levou a suposicdo de que tratava-se de um alditol simétrico de seis carbonos.
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Figura 44. Experimento de DEPT 135 (DMSO0-d6, 200 MHz) do composto 6a.

Através das interpretaces do mapa de contorno COSY foi possivel confirmar as
correlagdes tH-H verificadas no espectro de RMN de *H (Figura 45). Observa-se que 0 H-1/H-
6 estdo acomplando com H-1°/ H-6> (*Jun) em geminal e com o H-2/H-5 em vicinal (3Jun). Os
protons H-2 acopla com o H-1/H-1’ e o H-5 com H-6/H-6" em vicinal ¢ os hidrogénios H-3/H-
4 acoplam com o H-2/H5 em vicinal.
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Figura 45. Mapa de contorno COSY (DMSO-d6, 400 MHz) do composto 6a.
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Com base nas correlagdes diretas (*Jcn) observadas no mapa de contornos HSQC
(Figura 46) foi possivel atribuir os sinais em ¢ 71,39, 69,78 e 63,9 aos atomos de carbono C-
2 e C-5,C-3eC-4, C-1e C-6, respectivamente.
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Figura 46. Mapa de contorno HSQC (DMSO-d6, 400 MHz) do composto 6a.

No experimento de HMBC foi possivel verificar as correlagdes heteronucleares a 2Juc
e a 3Juc (Figura 47). E possivel verificar que o duplo dupleto referente aos hidrogénios H-1/H-
6 apresentaram correlagdo com os sinais de dc 71,39 e d¢c 69,78, referente aos carbonos C-2/C-
5 e C-3/C-4, respectivamente. Os hidrogénios H-3/H-4 correlacionam com os sinais de 6c 71,39
e 63,9, referentes aos carbonos C-2/C-5 e C-1/C-6, respectivamente. Um multipleto referente
aos hidrogénios H-2/H-5 que correlacionam com os carbonos na posi¢do C-1/C-6 e C-3/C-4 e
o0 duplo dupleto dos hidrogénios H-1’/H-6’ que se correlacionaram com carbonos C-3/C-4 e C-

2/C-5, respectivamente.
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Figura 47. Mapa de contornos HMBC (DMSO-d6 400 MHz) do composto 6a.

1 Chemical Shift (ppm)

Com base nos dados obtidos, juntamente com os dados da literatura (KUMAR et al.,
2019; PAULA et al., 1998; SCHURMANN et al., 2010), foi possivel identificar o composto 6a
como sendo o D-manitol. Os dados de RMN de 'H e 3C estdo descritos na tabela 9. O D-

manitol foi identificado pela primeira em 1811 por Henri Braconnot, sendo este, geralmente, o

mais abundante de todos os carboidratos. Trata-se de um polidlcool aciclico de seis carbonos,

comumente produzido por fungos dos philos Basidiomicota e Ascomiceta (RAMSTEDT et al.,

1987).

Tabela 9. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6a

comparado com dados da literatura (6 em ppm).

RMN de 'H (400 MHz,

RMN de 3C (200

_ SH (m, J (Hz)) d3C
Posicéo DMSO-d6) MHz, DMSO-d6)
Paula et al., 1998 Paula et al., 1998
3,61
1/6 3,61(dd,J=4e12) (ddd,J:=3,4;J).=5,7e 63,9 63,7
J3=10,7 Hz)
1’6> 3,44 (dd,J=4¢e12) 3,37 (m) - -
2/5 3,53(d,J=8) 3,54 (ddd) 71,39 71,2
346 ppm (m,J=4e
3/4 ) 3,45 (m) 69,78 69,6
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Apos a identificagdo do composto 6a foi realizada a técnica de recristalizagdo para a
purificagdo e repeti¢do dos ensaios enzimaticos (Figura 48). Apos a recristalizagdo foi realizado
novamente o experimento de RMN de *H. Na Figura 49 ¢ observado o espectro de RMN H, e

nota-se que houve a remocao das impurezas.

Figura 48. Precipitado (6a) obtido do extrato do fungo Pholiota nameko. A) Composto 6a antes

do processo de purificacdo por recristalizacdo. B) Composto 6a ap0s a recristalizagéo.
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Figura 49. Espectros de RMN 'H do composto 6a antes e apds o procedimento de

recristalizagéo.

Na figura 50 observa-se a regido do espectro de RMN *H referente aos hidrogénios
aromaticos (6 = 7-8 ppm) evidenciando a presenga de compostos fendlicos no precipitado
obtido do fungo antes da purificacdo, podendo ser uma justificativa para a maior atividade
inibitdria frente a UJB antes da recristalizacdo. Na literatura ha relatos de classes de compostos
fenodlicos inibidores de urease, tais como os flavonoides, chalconas e cumarinas (ANSARI et
al., 2005; IBRAR et al., 2013; XIAO et al., 2007; XIAO et al., 2013).
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Figura 50. Ampliagdo dos espectros de RMN 'H do composto 6a antes e ap6s a purificagio
por recristalizagdo. A) RMN *H do precipitado obtido do fungo; B) RMN *H obtido apds a

recristalizacdo do D-manitol contido no precipitado.

4.5.2 Poténcia inibitéria do composto 6a de Pholiota nameko

Inicialmente foi investigado o potencial inibitorio desse precipitado frente a UJB, onde
foi obtido um valor de inibi¢ao de 89,1% quando avaliado a 2,5 pg/mL. Apds a recristalizagao
do precipitado (6a) os ensaios enzimaticos foram repetidos e 0 composto 6a teve entdo uma
inibi¢ao de 55,0% (concentracdo = 2,5 pg/mL). Apesar da diminui¢do da atividade inibitoria
esta inibicdo ainda é considerada significativa, tendo em vista a avaliacdo deste composto em
baixas concentragdes. Desta forma, o composto 6a foi ensaiado para a determinagédo do seu
valor de I1Cso e foi obtido uma poténcia inibitoria de 35,5 + 1,8 umol/L.

A fragdo contendo as impurezas também foi avaliada em UJB na concentracdo de 2,5
ug/mL obtendo-se o valor de inibi¢do de 49,7%. Assim, as impurezas presentes no precipitado
também constribuiram para a inibicdo enzimatica da UJB. Conforme revelado por experimentos
de RMN de H, a presenca dos compostos fendlicos pode estar correlacionada com esta
atividade inibitoria enzimatica (ANSARI et al., 2005; IBRAR et al., 2013; XIAO et al., 2007,
XIAO et al., 2013). Existem alguns relatos de atividades bioldgicas do manitol, tais como anti-
hipertensiva (HAGIWARA et al., 2005), atividade gastroprotetora em Ulceras induzidas em
ratos (KIM et al., 1999). Segundo Garro e colaboradores (2015), o manitol apresenta atividade
antibacteriana frente H. pylori, com CIM de 32 ug/mL, sendo também ativo frente as cepas de

H. pylori resistentes a claritromicina e metranidazol, com um valor de CIM de 64 pg/mL.
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4.6 Triagem in silico de parametros farmacocinéticos

A investigacdo in silico das propriedades farmacocinéticas de compostos com atividades
biologicas, € uma abordagem bastante utilizada nos dias atuais no desenvolvimento de
farmacos. Ha substancias ativas que apresentam alta poténcia frente a diferentes agentes
infecciosos e sdo promissores a se tornarem agentes terapéuticos, porém seu efeito
farmacologico ndo é satisfatorio. Devido a isso, 0os estudos de ADME sdo importantes para
verificar a viabilidade de um determinado composto bioativo. Sabendo-se que os efeitos
adversos e toxicos dos compostos estdo diretamente relacionados a sua estrutura quimica, estes
dados sdo lancados em modelos computacionais, realizando um monitoramento virtual,
correlacionando as caracteristicas estruturais com as propriedades fisico-quimicas, a partir de
banco de dados fornecidos pelas préprias industrias farmacéuticas (DAINA et al., 2017).

Assim, com o intuito de verificar as propriedades fisico-quimicas que atendam o0s
parametros de ADME para os compostos inibidores de UJB, uma triagem in silico foi realizada.
Dois softwares foram utilizados, o ChemSpider e o SwissADME (ambos gratuitos), dentre os
quais o ChemSpider forneceu os resultados relacionados aos parametros da RO5 de Lipinski e
0 programa SwissADME permitiu uma varredura de todos os parametros fisico-quimicos que
possam interferir na farmacocinética de um candidato a farmaco, apresentando grafico de
correlacdo de propriedades (Bioavailability radar) e analise com base na “regra dos 5” de
Lipinski et al. (1997), nos parametros de Ghose et al. (1999), Egan et al. (2000), Muegge et al.
(2001) e Veber et al. (2002). Os resultados dessa triagem foram expressos na Tabela 10.

O estudo da lipofilicidade € a propriedade mais importante de um candidato a farmaco,
pois esta relacionada a todos os parametros ADME. Se um composto € muito lipofilico, ele
pode ser insolivel em meio aquoso (fluido gastrointestinal ou plasma), além disso ele pode
distribuir para bicamadas lipidicas e ser incapaz de alcancar o meio intracelular. Por outro lado,
se o farmaco for muito polar, pode ndo ser absorvido na parede intestinal devido a falta de
solubilidade na membrana (ZIEMSKA et al., 2020; DAINA et al., 2014).

Como observado na tabela 10, cada regra (RO5, Ghose, Egan e Muegge) possui um
algoritmo desenvolvido pela industria farmacéutica responsavel, as metodologias empiricas
para a determinagdo do Log P consideram diversos dados, com o intuito de verificar
efetivamente esse parametro, afim de minimizar erros. Esses algoritmos podem ser divididos

em duas categorias.
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Tabela 10. Ensaio in silico para a determinagdo dos parametros farmacocinéticos dos compostos la-6a.

A B C D E F G H N. violacOes
I_Og Po/w
M.M n. RM (RO5)
Cod. (g/mol) &omos 0,3 cm?® NALH nDLH  nLR MLog WLog 3 PSA (A?%) Lipinski Ghose Veber Egan  Muegge
pl p2 Xlog® P3
la 314,85 45 96,11 1 0 4 7,08 5,90 5,63 17,07 16t 162 0 163 263"
1b 359,30 45 98,80 1 0 4 7,44 6,01 5,69 17,07 161 162 0 163 263"
1c 294,43 48 96,06 1 0 4 7,01 5,55 5,36 17,07 16t 0 0 0 263"
1d 325,40 47 99,92 3 0 5 6,46 5,53 5,76 62,89 161 0 0 0 163
le 325,40 47 99,92 3 0 5 6,45 5,67 4,83 62,89 161 162 0 0 0
1f 325,40 47 99,92 3 0 5 6,10 5,67 4,83 62,89 161 162 0 0 0
1g 325,40 47 99,92 3 0 5 6,34 5,53 5,76 62,89 161 0 0 0 163
1h 325,40 47 99,92 3 0 5 6,06 5,67 4,83 62,89 161 162 0 0 0
2a 283,28 34 81,56 4 0 5 6,92 5,91 4,53 62,12 16t 162 0 0 0
2b 373,90 109,20 3 2 7 3,48 4,19 52,57 0 0 0 0 0
2c 258,70 29 73,28 2 1 3 4,02 3,83 4,41 37,30 0 0 0 0 0
2d 271,24 30 75,03 4 0 4 4,98 4,46 3,66 62,89 161 0 0 0 0
2e 269,25 31 77,09 4 1 4 443 361 3,20 83,12 161 0 0 0 0
2f 253,25 29 75,07 3 0 4 3,79 3,91 2,91 62,89 0 0 0 0 0
29 224,25 29 68,27 2 1 3 3,65 3,18 2,72 37,30 0 0 0 0 0
2h 287,70 30 76,74 3 0 3 4,50 3,47 4,87 51,21 161 0 0 0 0
2i 242,70 28 71,26 1 0 3 4,54 4,13 3,71 17,07 161 0 0 0 1"
2 314,33 41 87,75 5 1 6 3,27 3,21 3,25 64,99 0 0 0 0 0
2k 254,28 33 74,76 3 1 4 3,62 3,19 3,57 46,53 0 0 0 0 0
2l 453,55 135,68 6 2 8 1,61 2,23 80,26 0 1€ 0 0 0
2m 363,43 43 103,36 3 1 6 4,72 5,16 4,21 71,62 16t 0 0 0 0
2n 269,25 31 77,09 4 1 4 3,55 3,61 3,18 83,12 0 0 0 0 0
20 258,70 29 73,28 2 1 3 4,19 3,83 3,35 37,30 16t 0 0 0 0
2p 254,28 33 74,76 3 1 4 4,0 3,19 4,27 46,53 0 0 0 0 0
3a 414,45 56 114,91 7 0 10 4,11 3,82 3,94 72,45 0 0 0 0 0
3b 294,32 40 88,94 3 0 6 4,08 3,78 4,48 35,53 1 0 0 0 0
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Tabela 10. Continuacéo.

M.M RM Log  pgp (RO?(

- n. Lipinski

Cod. . 3 NALH nDLH nLR Poiw 5

(g/mol) &tomos +0,3cm (A2 MLogP! WLogP? Xlog P® Ghose Veber Egan  Muegge
3c 322,40 46 98,56 3 0 8 5,83 4,56 5,15 35,53 0 0 0 0 163
3d 270,27 32 75,88 3 0 4 4,89 4,88 4,40 17,07 16t 0 0 0 1"
3e 303,18 32 85,98 1 0 4 3,92 4,07 4,51 17,07 0 0 0 0 263"
3f 392,08 32 91,36 1 0 4 6,65 5,29 5,81 17,07 161 0 0 0 263"
3g 234,29 32 75,96 1 0 4 4,87 3,76 4,12 17,07 0 0 0 0 1"
3h 262,35 38 85,89 1 0 4 4,09 4,38 5,05 17,07 0 0 0 0 263"
3i 262,35 38 85,89 1 0 4 4,11 4,38 4,85 17,07 0 0 0 0 1"
4a 202,25 29 60,34 2 0 2 2,50 2,72 2,43 26,30 0 0 0 0 0
4b 200,28 31 63,62 1 0 1 3,58 3,41 3,36 17,07 0 0 0 0 1"
5a 210,27 33 64,69 2 1 2 -0,84 -0,24 1,12 49,41 0 0 0 0 0
AB,C,

50 112,09 12 27,68 2 2 0 -0,71  -0,94 -1,07 65,72 0 4 G2 0 0 247
5¢c 179,22 26 50,58 3 1 4 1,96 2,19 2,59 50,19 0 0 0 0 1A
sa %% 25 age3 1 1 4 112 137 119 2910 0 0 0 0 0
5e 783,95 114 228,14 12 0 9 5,49 3.77 8,43 139,83 2ADG 3ABC 0 1 2AC3
6a 182,17 26 37,93 6 6 5 -4,67  -3,59 -3,10 121,38 1E 2F 0 0 3AC3”

A-Massa molar (MM); B- nimero de atomos; C- Refratatividade Molar (RM); D- nimero de aceptores de ligacdo de hidrgenio (nALH); E-nimero
de doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH); F-nimero de ligacGes rotedveis (nLR); G-coeficiente de particdo n-octanol/agua (Log P, subdivido de
acordo com o0 método utilizado para o seu calculo); H-area superficie polar (PSA).

Parametros utilizados:
ROS5 de Lipinski — MM < 500 g/mol; MLog P <4,15; nALH < 10; nDLH < 5;

Ghose—-MM entre 160 e 480 g/mol; Log P entre -0,4 e 5,6; RM entre 40 e 130; n. de atomos entre 20 e 70;

Egan—-Log P <5,88; TPSA < 131,6;
Muegge—MM entre 200 e 600 g/mol; Log P entre -2 ¢ 5; TPSA < 150; NLR < 15; ALH < 10; DLH < 5; "Heteroatomos < 2;

VEBER-nLR < 10; TPSA < 140.
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A primeira ferramenta de célculo, divide as estruturas moleculares em fragmentos
moleculares (WIlogP) ou &tomos (XLogP), sendo obtido somando-se contribuictes
fragmentadas ou atdmicas. A segunda categoria reune os metodos topoldgicos em que a
molécula é definida por descritores relacionados a sua topologia (consideram o tipo de ligacao
quimica e as propriedades quimicas dos &tomos), ou uma simples contagem de atomos de
carbono e heterodtomos (MLogP). A previsdo é dada por equacOes estatisticas, geralmente
obtido por regressdes lineares multiplas treinadas em grandes conjuntos de dados moleculares.
(DAINA et al., 2014). Existe uma faixa 6tima de Log P, entre 0 e 5, coeficiente de parti¢éo
menor que 0 tem baixa permeabilidade na camada lipidica e valores de Log P maiores que 5
sdo considerados com baixa solubilidade em solucGes aquosas, sendo assim as chalconas la-
1h, 2a, 3c e 3f apresentaram maior carater lipofilico, pois o Log P variou entre 7,44 a 5,15.
Entretanto diversos compostos apresentaram valores dentro da faixa 6tima de Log P (0-5) (2c-
2k, 2m-2p, 3a, 3b, 3d, 3e, 3g-3i, 4a, 4b, 5c e 5d).

Em particular as chalconas 2c e 2m apresentaram valores de Log P entre 4,52 e 4,74 e
foram inibidores de UJB (ICso de 5,7 e 9,0 umol/L, respectivamente), bem como tiveram os
melhores resultados frente a H. pylori (CIM de 0,97 e 0,35 mmol/L, respectivamente), sendo
assim, os dados de RO5 possivelmente influenciaram na atividade biol6gica desses compostos
a nivel celular. O mesmo foi observado para os compostos 3e, 3g, 3h e 3i com CIM de 256
ug/mL em H. pylori, apresentando valores de Log P dentro da faixa efetiva. O"Shea e Moser
(2008), relataram que compostos mais hidrofilicos (valores de Log P menores) foram os que
melhor apresentaram atividade contra bactérias Gram-negativas. Os dados relacionados a RO5,
trazem parametros relacionados a biodisponibilidade oral de uma molécula bioativa, sendo uma
caracteristica favoravel para que o composto hit tenha maior probabilidade de se tornar um
agente terapéutico (LIPINSKI, 2004).

Da mesma maneira os valores de Log P com desvio da faixa 6tima também ajudaram a
compreender os resultados dos compostos que nao apresentaram atividade antibacteriana. A
auséncia da atividade anti-H. pylori da chalconas 1c, 1h e 2a, inibidoras de UJB, pode estar
associada aos valores desfavoraveis de Log P encontrados, sendo a falta de permeabilidade
celular um fator determinante para a inatividade destes compostos.

A érea da superficie polar (PSA) é a soma das areas de superficie de van der Waals dos
atomos polares (oxigénio e nitrogénio) e esta relacionada a avaliacdo da permeabilidade celular
e com a biodisponibilidade in vivo de um agente terapéutico (ZIEMSKA et al., 2020). De acordo
com pesquisa realizada por O"Shea e Moser (2008) com varios antibacterianos, quanto maior o

valor de PSA maior parece ser o efeito contra bactérias. Sendo outro fator que implica na melhor
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atividade anti-H.pylori da chalcona 2m (71,62 A2). Um estudo realizado com algumas 4-
aminochalconas também notou esse comportamento, o composto com PSA de 88 A2
apresentou valores de CIM superiores a 512 ug/mL para cepas de S. aureus e uma menor
atividade para E.coli (CIM >1024 ng/mL) (MARINO, 2014).

Em relacdo aos compostos de origem natural (5a-5e e 6a), 0 composto 6a violou uma
das regras de Linpisk, por possuir nDLH > 5, devido a presenca das hidroxilas em sua estrutura.
O aumento do numero de possibilidades de ligacdes de hidrogénio contribui para a
solubilidade em &gua, mas dificulta a passagem pelas membranas devido ao aumento do
namero de ligacdes de hidrogénio que devem ser quebradas para a passagem do farmaco do
meio hidrofilico para o meio hidrofébico representado pela bicamada de fosfolipideos das
membranas celulares e também das membranas das organelas. Além disso, 0 composto 6a
apresentou um valor de Log P muito baixo (-4,67), demostrando ser altamente polar, sendo
possivelmente pouco permeavel em camadas lipidicas. Porém no estudo realizado por Garro et
al. (2015), esse composto apresentou atividade antibacteriana frente H. pylori, com CIM de 32
pg/mL. De acordo com, Lipinski (2004) e O’Shea e Moser (2008), ha alguns compostos que
sdo uma excec¢do a RO5, como os antibacterianos, juntamente com antifingicos, vitaminas e
cardiotbnicos, pois estas classes farmacoldgicas atuam como substratos para transportadores
que ocorrem naturalmente.

O composto 5a, 0 mais ativo frente a UJB (Ki de 0,55 pumol/L), ndo apresentou nenhuma
violagdo em ambos os filtros, por meio dos ensaios in silico e in vitro, podendo ser promissor
frente a H. pylori através da inibicdo da enzima urease. Entretanto, ensaios in vitro sdo
necessarios para avaliacdo da atividade antibacteriana. O composto 5b, ndo apresentou
nenhuma violacdo na RO5, porém ndo satisfaz os parametros de Ghose e Muegge, devido ser
uma molécula pequena.

Outro composto que violou os parametros farmacocinéticos foi o 5e, analisando em
relacdo ao numero de ligacOes rotaveis (nLR), que esta relacionado a flexibilidade da molécula
para a predicdo da biodisponibilidade, pois quanto maior a sua flexibilidade mais facil a
interacdo com a enzima. A flexibilidade da molécula est4 associada ao numero de ligacGes
rotaveis que corresponde ao numero de ligacdes simples, fora de um anel. Quanto mais ligagdes
simples tiver a molécula, maior é a interacdo com a enzima facilitando a transposicdo da
barreira, ou seja, maior a biodisponibilidade do farmaco. Analisando apenas esse parametro o
composto 5e poderia apresentar alta biodisponibilidade, porém ele viola trés parametros, a MM

superior a 500 g/mol, pode afetar na distribuicdo, pois o transporte de moléculas maiores é
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dificultado, ndmero de grupos ALH superior a 10 e o coeficiente de particdo acima do
permitido.

Outra forma de visualizar a correlacdo entre essas propriedades fisico-quimicas, é
atraves do Bioavailability radar (radar de biodisponibilidade), que permite observar
semelhan¢a da molécula com um farmaco. O gréfico possui uma &rea rosa representando o
intervalo ideal para cada propriedade, como lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade,
saturacdo e flexibilidade (DAINA et al., 2017).

Os compostos que obtiveram os melhores resultados frente ao ensaio in vitro e in silico

sdo observados nos gréficos de Bioavailability radar, na Figura 51.
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Figura 51. Representacdo dos graficos de Bioavailability radar. Limites da area rosa: LIPO
(lipofilicidade) -0,7 < XLogP3 < 5,0; SIZE (tamanho da molécula) 150 g/mol < MM < 500
g/mol; POLAR (polaridade) 20 A2 < PSA < 130 A?; INSOLU (insolubilidade) 0 < LogS < 6;
INSATU (insaturacio) 0 < fragdo Csp? ou Csp < 0,25; FLEX (flexibilidade) 0 < nLR < 9.

Com esses graficos observa-se que as chalconas 2c e 2m, e 0os compostos oriundos do
fungo F. proliferatum 5a, 5¢c e 5d apresentaram excelentes condi¢fes para uma boa
biodisponibilidade se administrado por via oral, todos os pontos plotados no gréafico,
correlacionando os seis parametros fisico-quimicos estdo dentro da area que apresenta 0s
padrdes ideais, para 0s demais compostos apenas 0 parametro de instauragdo ndo estava de
acordo com o gréfico, ficando fora da &rea rosa. Dessa forma, a busca por compostos candidatos
a farmacos que possam ser administrados via oral € prioritaria na industria farmacéutica, por

ser a via mais segura, conveniente e econémica.
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5. Conclusodes

A triagem in vitro foi realizada com 37 compostos sintéticos da classe das
chalconas. A anélise dos resultados de inibicdo enzimatica das chalconas derivadas de 3-ionona
em relacdo as diferencas estruturais revelaram que 0s compostos mais ativos majoritariamente
apresentaram grupos retiradores de elétrons no anel aromatico B, especialmente quando tinham
grupo NO- na posic¢éo para do anel. Nas chalconas 2a-2q percebe-se esta mesma influéncia do
anel B, mas também houve a influéncia dos substituintes do anel A, onde grupos retiradores
também impactaram positivamente na atividade inibitoria enzimatica.

Dentre as chalconas nove se destacaram (1a,1c,1g, 1h, 2a, 2b, 2c, 2d e 2m) com valores
de ICso variando de 5,7 a 18,8 umol/L. A docagem molecular e estudo in vitro de mecanismo
de inibicdo foram realizados com base nos resultados de inibigdo de UJB, tendo as chalconas
1h, 2a, 2c e 2m revelado um mecanismo de inibi¢do competitivo e a chalcona 1¢ um mecanismo
ndo competitivo. As chalconas com atividade inibitéria em UJB que apresentaram atividade
anti-H. pylori significativa foram a 2c com CIM de 0,97 mmol/L e a 2m (CIM 0,35 mmol/L).
Os dados de RO5, como o Log P, encontrados para estas chalconas foram coerentes e podem
estar correlacionados com a atividade bioldgica desses compostos a nivel celular.

Além dos compostos sintéticos, também foram ensaiados compostos oriundos de
produtos naturais, 5 compostos isolados do fungo F. proliferatum foram testados e 0s
compostos 5a e 5b apresentaram o maior potencial (ICsp de 1,66 e 24,39 pmol/L,
respectivamente). O estudo de cinética enzimatica revelou comportamento competitivo para
estes inibidores (Ki 0,55 e 1,1 pmol/L, respectivamente). O docking do composto 5b revelou as
possiveis interagdes entre enzima-inibidor com score significativo e em concordancia com os
resultados experimentais, mas para 0 composto 5a ndo houve coerénca com os resultados in
vitro, podendo estar relacionado as diferencas estruturais das enzimas usadas no estudo in silico
e in vitro. O composto 5a também apresentou excelentes condi¢fes para uma boa
biodisponibilidade para ser administrado por via oral.

O composto 6a obtido do extrato ativo do cogumelo Pholiota nameko foi identificado
pelas técnicas de RMN 1D e 2D como D-manitol e apresentou apos a cristalizacéo e purificagao
ICso de 35,5 umol/L. O manitol é conhecido pela sua atividade gastroprotetora e anti-H. pylori,
podendo a atividade inibitéria da UJB encontrada neste trabalho ser um indicativo do

mecanismo anti-H. pylori.
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Através deste estudo foi possivel investigar PNs e sintéticos por meio de ensaios in vitro
e in silico que revelaram alguns inibidores de UJB com caracteristicas promissoras. Estas
moléculas pequenas podem ser otimizadas em busca de novas entidades quimicas (NCE-New

Chemical Entities) com potencial de desenvolvimento clinico.
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