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RESUMO

CARLO, Danilo Henrique. Tioidantoinas e Hidantoinas como inibidores de
Urease microbiana: estudo de interagdes receptor-ligante por ressonancia
magnética nuclear. 2024. 86 f. Dissertagao (mestrado em Quimica) — Centro de

Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina, 2024.

Ureases sao metaloenzimas da classe das hidrolases que possuem um sitio ativo
binuclear de Ni(ll). Sua fungado € a catdlise da reagado de hidrélise da ureia, a qual
apresenta implicagdes importantes em diferentes contextos. No ambito medicinal, a
enzima produzida por microrganismos patogénicos, de origem bacteriana ou fungica,
pode contribuir para a sua sobrevivéncia e proliferagcao no tecido infectado, e para o
aumento da sua viruléncia. Por isso, o desenvolvimento de inibidores de urease, e o
entendimento dos seus modos de acédo sao de grande relevancia. Neste trabalho,
Tioidantoinas e Hidantoinas relatadas como inibidores da urease vegetal de Canavalia
ensiformis sdo estudadas como inibidores da urease microbiana presente em lisados
de culturas do fungo Cryptococcus neoformans. Os resultados de inibigdo contra a
atividade ureolitica presente nestes lisados diferiram do modelo vegetal em varios
quesitos: os enantidmeros derivados da L-Valina (1) e D-Valina (2) foram ativos com
a mesma porcentagem de inibi¢ado (86%), ao passo que os valores relatados frente a
urease vegetal sdo de 90 e 27%, respectivamente; a Hidantoina derivada da L-
metionina (3) foi determinada como um fraco inibidor da urease fungica (14,9%),
contrastando com seu alto desempenho contra a vegetal (86%); a inibicao da
Tioidantoina derivada da L-metionina (4, analoga de 3) com valores similares aos de
1 e 2 (84%), reforca a importancia do grupo tiocarbonila para a interagdo com a
enzima. Ensaios de RMN por Diferenga de Transferéncia de Saturagéo (STD) foram
realizados com o lisado bruto a fim de determinar parametros de interagao
intermolecular e cinética de inibigdo. Os desafios desta abordagem, sobretudo devido
a presenca de glicerol nos lisados celulares, foram em grande parte superados através
de dialise e liofilizagdo. Assim, com minima manipulagao do lisado bruto, obtiveram-
se solugdes ureoliticas aquosas livres de interferentes de baixo peso molecular. Esses
progressos geraram um aumento de 33 vezes na razao sinal/ruido dos espectros de
STD, viabilizando a identificacdo dos sitios dos inibidores envolvidos intimamente com

a ligacdo com a enzima (mapeamento de epitopos). As porcentagens de efeito STD



do ligante 1, de 100 e 95% para os grupos metila diastereotépicos da cadeia lateral
isopropilica, indicaram auséncia de estereoespecificidade para a interagdo. Os
ensaios de RMN de Paramagnetic Relaxation Enhancement (PRE), utilizados pela
primeira vez para urease, foram valiosos para o estudo de interagdo entre urease
fungica e ligante 1. O efeito paramagnético exercido pelo sitio ativo bimetalico de Ni(ll)
da enzima sobre o solvente elevou a velocidade de relaxagao longitudinal (R1) da agua
em 0,3 s'. A adicdo do inibidor 1 em concentragbes de 1,0 a 3,0 mM reduziu Ry
sucessivamente, restaurando o valor inicial no ultimo ponto de titulacdo,
caracterizando assim a afinidade do ligante pelo sitio ativo. De forma geral, este
trabalho demonstra a eficacia da RMN para o estudo de interagdes de inibidores e

ureases microbianas em lisados proteicos de maneira seletiva e confiavel.

Palavras-chave: Urease; Cryptococcus neoformans; Tioidantoinas; Hidantoinas;

inibidores.



ABSTRACT

CARLO, Danilo Henrique. Tiohydantoins and Hydantoins as inhibitors of
microbial Urease: study of receptor-ligand interactions by muclear magnetic
resonance. 2024. 86 p. Dissertation (Master’s degree in Chemistry) — State
University of Londrina, 2024.

Ureases are metalloenzymes from the class of hydrolases which bear a Ni(ll) binuclear
active site. Their function is the catalysis of the urea hydrolysis reaction, which presents
important implications in different contexts. In the medicinal scope, the enzyme
produced by pathogenic microorganisms, from either bacterial or fungal origin, may
contribute to their survival and proliferation on the infected tissue, and to the increase
in their virulence. Therefore, the development of urease inhibitors, as well as the
understanding of their action modes are of crucial relevance. In the present work,
Thiohydantoins and Hydantoins reported as inhibitors of the vegetal urease of
Canavalia ensiformis are studied as inhibitors of the microbial urease present in lyse
cultures of the fungus Cryptococcus neoformans. The results of inhibition against the
ureolytic activity present on these lysates diverged from the vegetal model in several
aspects: the enantiomers derived from L-Valine (1) and D-Valine (2) were active with
the same inhibition percentage (86%), whereas the reported values concerning the
vegetal urease are of 90 and 27%, respectively; the Hydantoin derived from L-
methionine (3) was determined as a weak inhibitor of the fungal urease (14,9%),
contrasting from its high performance observed against the vegetal urease (86%); the
inhibition of the Thiohydantoin derived from L-methionine (4, analogous to 3) with
similar values to those of 1 and 2 (84%), reinforces the importance of the thiocarbonyl
group for the enzyme interaction. NMR assays by Saturation Transfer Difference (STD)
were applied on the crude lysate with the aim of determining intermolecular interaction
and inhibition kinetics parameters. The challenges for this approach, mainly due to the
presence of glycerol on the cell lysates, were in great part overcome through dialysis
and lyophilization. Thus, with minimal manipulation of the crude lysate, ureolytic
aqueous solutions free from low molecular weight interferents were obtained. These
progresses generated a 33-fold increase on the signal to noise ratio of the STD
spectra, rendering viable the identification of the inhibitor sites intimately involved with

the enziyme binding (epitope mapping). The STD effect percentages of ligand 1, of



100 and 95% for the diastereotopic methyl groups from the isopropyl side chain, were
indicative of the absence of stereospecificity for the interaction. The NMR assays of
Paramagnetic Relaxation Enhancement (PRE), employed for the very first time for
urease, were valuable for the study of interaction between fungal urease and ligand 1.
The paramagnetic effect exerted by the enzyme’s bimetallic Ni(ll) active site over the
solvent lead to an enhancement of water longitudinal relaxation rate (Rs) by 0.3 s™.
The addition of 1 at concentrations ranging from 1,0 to 3,0 mM successively reduced
Ry, restoring the initial value at the last titration point, and thus characterizing the ligand
affinity towards the active site. In a general way, this work shows the efficacy of NMR
for the study of interactions between inhibitors and microbial ureases on protein lysates

in a selective and reliable protocol.

Key-words: Urease; Cryptococcus neoformans; Thiohydantoins; Hydantoins;

inhibitors.
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1 INTRODUGAO

1.1 UREASE — FUNGAO E ESTRUTURA

As ureases (ureia amidohidrolase) sdo enzimas produzidas por organismos
vegetais, bacterianos e fungicos, mas n&o por animais,’' cuja fungdo é a catalise da
hidrélise da ureia, seu substrato natural. Na reacdo em questdo, sdo produzidos
amonia e acido carbamico, sendo este ultimo instavel, e decompondo-se em didéxido
de carbono e uma molécula adicional de amoénia (Esquema 01).2 A presenca de

urease aumenta a taxa da reagdo em 10'* vezes.%?

Esquema 01 - Hidrélise da ureia

O 0
+ HO ——= + NH
HzN/J-I\NHz 2 HzN,’J-I\DH 3
Ureia Ac. carbamico

MHy + COz

Fonte: apaptado da referéncia 02.

Os papéis desempenhados pela urease nos diversos meios biolégicos em que
a enzima se faz presente sao variados, podendo ou n&o estar relacionados a sua agao
catalitica. Sabe-se que o nitrogénio, de extrema importancia para o crescimento de
plantas, é por elas assimilado de forma eficiente gracas a agao da urease, que permite
a reciclagem deste nutriente através da catdlise da ureia.?® Porém, algumas fungdes
ja relatadas para a enzima demostraram-se independentes de sua acgao catalitica.
Dentre estas, destaca-se a atividade inseticida, observada mesmo apés a inativagao
da atividade ureolitica por inibidores fortes.%

Estudos estruturais de ureases de diferentes organismos vivos indicam
elevados graus de similaridade em suas sequéncias primarias de aminoacidos,
provavelmente devido a um ancestral em comum.% Contudo, as unidades funcionais
variam de uma enzima a outra, com relagdo ao numero de cadeias polipeptidicas
(subunidades). Ureases bacterianas, por exemplo, apresentam até trés diferentes

tipos de subunidades (a, B e y).%° Ja as vegetais constituem-se de uma Unica
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subunidade covalente (a).°® Consequentemente, as estruturas finais que resultam da
fusdo de duas ou mais unidades funcionais sao distintas para as diferentes versoes
de urease. Nas vegetais, a estrutura mais comum resulta da fusdo de trés unidades
a, originando um trimero, que entdo se dimeriza em uma estrutura final hexamérica.%
Para as bacterianas, o0 arranjo mais comum € composto de um trimero da unidade apy
(Figura 01).

Figura 01 - Comparacdo estrutural entre a urease bacteriana de Sporosarcina

pasteurii (A) e a urease vegetal de Canavalia ensiformis (B)

Fonte: adaptado da referéncia 06.

A urease vegetal de Canavalia ensiformis (UCE) foi a primeira enzima
cristalizada, em 1926.%4 Ja a primeira urease a ter sua estrutura cristalogréafica

determinada foi a da espécie bacteriana Klebsiella aerogenes, em 1995. Nos anos
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posteriores, o mesmo foi alcangado para as ureases de Bacillus pasteuri, Helicobacter
pylori e Canavalia ensiformis.%

A urease fungica de Cryptococcus neoformans (UCN) teve apenas sua
estrutura primaria determinada, a qual apresenta um total de 832 aminoacidos, e
grande similaridade com ureases de outras fontes, como as de H. pylori e Coccidioides
immitis.%

Uma caracteristica comum a praticamente todas as ureases € a presenca de
dois ions Ni(ll) no sitio ativo. Essa particularidade, que a distingue de todas as demais
metalohidrolades, € essencial para a atividade catalitica da urease, pois uma das
propostas de mecanismos mais aceitas para o mecanismo de catalise tem inicio com
a coordenagdo dos grupos C=0 e NH2 da ureia com cada um dos ions Ni(ll)%

(Esquema 02):
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Esquema 02 - Mecanismo proposto para a catalise da hidrélise da ureia pela urease
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Fonte: adaptado da referéncia 10.

A despeito da ancestralidade comum, e das similaridades estruturais citadas,
ureases de fontes distintas podem apresentar propriedades altamente divergentes. A

exemplo da atividade inseticida ja mencionada, a qual estudos mostraram se tratar de
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caracteristica exclusiva de ureases vegetais.’® De forma geral, essas discrepancias
funcionais sao nao-cataliticas, podendo ser atribuidas, portanto, a sitios diferentes do

ativo, comumente denominados alostéricos.

1.2 UREASE: IMPACTO ECONOMICO, AMBIENTAL E MEDICINAL

Se por um lado, a agdo enzimatica da urease desempenha papéis essenciais
para a manutengédo de seus organismos produtores, por outro, pode gerar diversos
efeitos nocivos ao ambiente que os contém. Em contextos agricolas, por exemplo,
pode ser citado o uso de fertilizantes a base de ureia como fonte alternativa de
nitrogénio a plantagbes. Em contato com a urease presente no solo, consideraveis
quantidades de amdnia séao liberadas, levando a contaminacdo do ambiente com este
gas toxico, bem como a redugdo na eficacia do fertilizante.?' Ja no campo medicinal,
a urease é reconhecidamente um potente fator de viruléncia de varios microrganismos
patogénicos. Por diferentes mecanismos, a enzima influencia a resisténcia de
microrganismos ureoliticos, sobretudo pela produ¢do de amoénia (Esquema 01). Essa
molécula pode, por exemplo, induzir elevagbes de pH em o&rgaos e tecidos
naturalmente acidos, favorecendo a sobrevivéncia de bactérias.’’ E este o caso da
Helycobacter pylori, que se vale da urease como um mecanismo de defesa, ocupando
0 microambiente circunvizinho alcalinizado devido ao acumulo de aménia, e
abrigando-se assim das condi¢cdes extremamente acidas do estbmago quando em
auséncia da enzima.%?

A criptococose é uma doenga que bem exemplifica o dano da urease aos
individuos infectados. Transmitida pela inalagdo de esporos do fungo Cryptococcus
neoformans, a enfermidade atinge, em primeira instancia, os pulmdes. A urease
produzida pelo fungo age sobre a ureia presente no organismo do paciente, e a
amonia resultante exerce um forte efeito toxico nos drgaos, causando, por exemplo,
danos a barreira hematoencefalica. Dessa forma, libera-se a passagem do fungo para
o sistema nervoso central, e a infecgao inicialmente pulmonar evolui para um quadro
de meningite criptocdcica.?

Por isso, o desenvolvimento de inibidores de urease é de grande importancia

nos diferentes contextos citados, compondo um amplo tema na literatura quimica.
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1.3 INIBIDORES DE UREASE

Os inibidores de urease podem ser divididos em duas classificagdes principais,
com relagcdo as suas estruturas e modos de inibi¢gdo. Inibidores do tipo substrato
apresentam semelhanga estrutural com o substrato natural da enzima (ureia), e
interagem assim de forma similar a este. Portanto, constituem-se como ligantes que
agem diretamente no sitio ativo, onde podem interagir com os dois ions Ni(ll), inibindo
a catalise sobre a ureia.'® S3o assim, em sua maioria, classificados como
competitivos, no sentido de bloquearem o acesso do substrato ao sitio de interagao
(ativo) com a enzima, além de reversiveis. Exemplos de inibidores deste tipo sao

tioureia e hidroxiureia (Figura 02).1°

Figura 02 - Estruturas de tioureia (A) e hidroxiureia (B)

S 0

PN M _on

HN" NH, N7 TNH
A B

Fonte: o préprio autor.

Ja inibidores do tipo ndo-substrato ndo apresentam semelhanca estrutural com
a ureia, e realizam interagdes, majoritariamente, com regides distintas ao sitio ativo
da enzima, mas que desempenhem alguma funcdo para a manutencdo da sua
atividade, os chamados sitios alostéricos. Essa classe de inibidores €, portanto,
incompetitiva, e sua agao em sitios alostéricos interfere no mecanismo de catalise da
enzima, levando a inativagao da atividade frente a ureia. Diferente dos competitivos,
esses inibidores formam complexos irreversiveis com a enzima."

Ainda outra classe de inibidores € a de tipo misto, cujos ligantes nao
apresentam seletividade quanto a interacao pelo sitio ativo ou alostérico, podendo
assim se ligar tanto a enzima livre, como ao complexo urease-ureia. Um exemplo € o
fosfato de N-(n-butil)triamida, inibidor amplamente empregado na agricultura como
aditivo em formulagdes de fertilizantes a base de ureia.’?

A maioria dos estudos de triagem de inibidores empregam a urease de
Canavalia ensiformis (UCE) nos ensaios, pois se trata da enzima mais disponivel

comercialmente.
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Brito et al. (2015)'3 estudaram compostos da classe de benzoiltioureias como

inibidores da UCE. Na Figura 03, sdo mostrados os compostos mais ativos.

Figura 03 - Benzoiltiureias, com respectivas porcentagens de inibicao de urease (%l)

OH
NH»“\NH @J\NH NH

%l =50.0
%l =748

Fonte: adaptado da referéncia 13.

As classes de Tioidantoinas e Hidantoinas (Figura 04) foram recentemente
avaliadas por Camargo et al'* como inibidores da urease vegetal de Canavalia
ensiformis (UCE), testando-se diferentes cadeias laterais. Na Figura 04, séao
mostradas a Hidantoina e a Tioidantoina (e seu enantidmero menos ativo) mais ativas

da série estudada:
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Figura 04 - Estrutura geral de Tioidantoinas e Hidantoinas, e porcentagens de

inibicao (%l) frente a UCE de trés compostos do trabalho de Camargo et al.
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Fonte: adaptado da referéncia 14.

Como mostra a Figura 04, determinou-se que a interagdo com o sitio ativo da
UCE ¢ estereoespecifica para determinados ligantes, ja que o enantidbmero da
Tioidantoina mais ativa apresentou atividade consideravelmente inferior.

Constam na literatura, contudo, exemplos de estudos que avaliaram a inibicdo
contra ureases de fontes alternativas. Sadat-Ebrahimi et al.’® avaliaram a atividade
ureolitica de um hibrido de fenilureia-piridina (Figura 05), o qual apresentou alta
inibicado contra ambas as ureases de Canavalia ensiformis (ICso = 4,50 uyM) e de
Cryptococcus neoformans (ICso = 143,2 uyg mL'), de acordo com o método

colorimétrico do Indofenol.
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Figura 05 - Estrutura do hibrido de fenilureia-piridinio
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Fonte: adaptado da referéncia 15.

Como discutido no item 1.1, certas propriedades sao restritas a ureases de
determinadas fontes.’® Essa disparidade entre a familia de ureases se estende ao
campo de sua inibicdo. Sdo diversos os estudos a comprovarem que uma mesma
molécula inibidora pode apresentar diferentes, ou mesmo opostos, perfis de inibicao
ao se comparar sua agao contra ureases nativas de fontes desiguais. Este
comportamento tende a ser mais intenso em inibidores do tipo incompetitivo, que
agem em sitios alostéricos que, inversamente ao sitio ativo, retém pouca similaridade
entre ureases.’?

Sohrabi et al.’®, por exemplo, estudaram a atividade anti-ureolitica de uma série
de derivados de nitrotiazolacetamidas conjugadas a diferentes tioquinazolinonas
(Figura 06). Nos ensaios, foram utilizadas a urease de C. neoformans (UCN), e a
urease bacteriana de Proteus vulgaris (UPV). Os resultados obtidos indicaram que
alguns dos compostos apresentam inibicdo seletiva contra as enzimas advindas das
diferentes fontes, alguns dos quais demonstrando seletiva inibicdo contra a UCN,

enquanto baixa ou negligivel contra a UPV.

Figura 06 — Derivados de nitrotiazolacetamidas conjugadas a tioquinazolinonas
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Fonte: adaptado da referéncia 16.
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1.4 DETERMINAGAO DE ATIVIDADE E PERFIL INIBITORIO: O METODO DO INDOFENOL

Na maioria dos estudos de inibidores de urease, emprega-se o método
colorimétrico do Indofenol para a determinacao da extensao da inibicdo. Desenvolvido
pela primeira vez em 1967", para a determinagdo de aménia, esse método consiste
em uma sequéncia reacional que se inicia com a reagao entre amonia e hipoclorito de
soédio, e termina com a formagdo de um composto de coloragdo azul (azul de
indofenol), o qual, se observado, é considerado um resultado positivo para a presenga
de amonia. Indiretamente, o teste € positivo para a presenga de urease no meio
reacional, indicando a catalise desta sobre a hidrélise da ureia adicionada (Esquema
03).

Esquema 03 — Sequéncia reacional do método do Indofenol

MNaClO + NHs —»  NHzCl+ NaOH

Naz[Fe(CN)sNO].H:O Cl
HO + NHzCI —_— s
0 N
fc[ [0 g )
. —
N

Fonte: adaptado da referéncia 18.

No ensaio de inibigdo, avalia-se a inibicdo do ligante sobre a formagéao do
composto azul e, consequentemente, sobre a acédo da urease.

A anadlise quantitativa do método é feita com base na medida da absorbancia
(a 630 nm) de uma solugao de urease contendo o inibidor e os reagentes necessarios
a sequéncia reacional (Esquema 03). A coloragdo do composto azul e,
consequentemente, a absorbancia, sdo diminuidas conforme a extensao da inibigao.
Determina-se uma porcentagem de inibicdo relacionando-se a absorbancia de um

controle (solugdo sem inibidor) com a solugao de analise.
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1.5. TECNICAS DE OBTENGAO E PURIFICAGAO DE UREASES

Tendo sido a primeira urease purificada, a grande maioria das utilizagbes da
enzima para fins comerciais e académicos emprega a urease de C. ensiformis, de alta
disponibilidade comercial. Porém, autores que trabalham com ureases microbianas
podem acessar as enzimas por diferentes métodos. Estratégias usualmente relatadas
envolvem a utilizagdo direta dos microrganismos ureoliticos, por vezes sem qualquer
extragéo ou purificagédo.’'® Como os ensaios de inibigdo sdo geralmente realizados
por meio do método do Indofenol, ou outros métodos colorimétricos seletivos para a
deteccdo da atividade ureolitica sobre a ureia, a nao-purificacdo da enzima
geralmente ndo representa um empecilho para as analises.

Outro método comumente empregado € a produgéo de lisados ureoliticos.’ O
procedimento usual tem inicio com o cultivo dos microrganismos. Os meios de cultivo
empregados sdo variados, porém normalmente compostos por fontes de carbono e
nitrogénio, minerais, e outros agentes indutores de crescimento.’® Para a cultura de
fungos, por exemplo, tal como Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, um
dos meios mais utilizados é o Sabouraud agar dextrose, composto classicamente de
dextrose, peptona e agar.'® Além deste, o meio minimo, composto de glicose e sais
variados, também possibilitou 6timos rendimentos de cultivo fingico.?° Uma vez
iniciado o cultivo, determinadas espécies de microrganismos produzem a urease
espontaneamente. Outros, por sua vez, apenas o fazem na presencga do substrato,
requerendo assim a adigao de certa proporcao de ureia ao meio de cultivo. Ainda um
terceiro tipo de demanda diz respeito aos microrganismos que somente produzem a
enzima em condicdes de escassez de nitrogénio.?!

Apés a etapa de cultivo, diferentes métodos podem ser utilizados para o acesso
a urease produzida pelo microrganismo. O chamado pellet celular, que consiste no
conjunto de células integras produzidas durante o cultivo, é suspendido em solugdes
aquosas tamponadas adequadas para a extracao, e para a liberacdo das proteinas
do interior da célula, é submetido ao processo de lise.?? A lise se refere a destruicdo
celular, como resultado do rompimento da parede celular.?? Esse evento pode ser
induzido por diferentes metodologias e, uma vez atingido, ocasiona a liberacéo do
conteudo celular, incluindo acidos nucleicos, proteinas e metabdlitos. Uma das
estratégias mais amplamente empregadas para o procedimento de lise consiste na
mera agitagdo mecanica da solugdo contendo os pellets celulares, com o auxilio de



30

pérolas de vidro e aparelhos de vortexagdo.??> A perturbagdo mecanica gerada é
geralmente suficiente para induzir o rompimento da membrana, e liberagdo do
contetido proteico na solugdo, que recebe o nome de ‘lisado”.22 A eliminacdo de
componentes indesejados da solug&o € obtida por meio de centrifugagéo, apds a qual
obtém-se o lisado purificado como sobrenadante, e um precipitado contendo
resquicios celulares, sendo este descartado.??

Embora estas estratégias de acesso a urease sejam geralmente suficientes
para ensaios de inibicdo, algumas técnicas mais complexas de analise da enzima
requerem etapas extras de purificagdo, tais como dialise, ultrafiltragdo, ou ainda
procedimentos cromatograficos.

A dialise emprega uma membrana semipermeavel, de variadas faixas de corte
baseadas nos pesos moleculares, que retém macromoléculas em seu interior,
enquanto permite a passagem de moléculas pequenas.?* Dessa forma, a aplicagao
da técnica a solugdes de extratos proteicos brutos permite a separagcdo entre a
proteina de interesse e os componentes de menores pesos moleculares presentes no
lisado, que possam representar interferéncias indesejadas em analises do lisado
bruto.

A técnica de ultrafiltracdo também é baseada em uma membrana de exclusao
de tamanho, sendo efetiva tanto para a eliminacdo de componentes interferentes dos
tampdes da amostra bruta, como de proteinas menores indesejadas.?® A membrana
que compode o sistema de ultrafiltro retém as macromoléculas de peso molecular
superior a faixa de corte, ao passo que mantém livre a passagem de solvente e solutos
inferiores & mesma.2% A separacgéo ¢ induzida pela aplicagdo de presséo, geralmente
obtida pela centrifugacao do filtro contendo a amostra. Considerando-se que os pesos
moleculares determinados para diferentes ureases €, de forma geral, sempre superior
a 90 KDa, ultrafiltros com faixas de corte de 10, 30 e 50 KDa sao geralmente
empregados.?6: 27

A didlise e ultrafiltragdo sdo normalmente empregadas, para fins de purificagéo
de ureases, como uma etapa intermediaria entre os tratamentos dos extratos com

colunas cromatograficas, para a troca ou reestabelecimento de tampdes.28
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1.6 ESTUDOS DE INTERAGAO LIGANTE-PROTEINA POR RMN

A ressonancia magnética nuclear é uma ferramenta poderosa na descoberta
de farmacos. O principio basico das técnicas de RMN empregadas para tal fim € a
deteccdo da interacdo entre uma molécula pequena (ligante) com, principalmente,
uma macromolécula bioldgica de interesse (proteinas e acidos nucleicos).?8

Os experimentos de RMN utilizados para o estudo de interagdes de ligante e
proteina sédo geralmente divididos em duas principais classificagdes: estudos
baseados no ligante, nos quais monitoram-se as perturbagdes nas ressonancias do
ligante como resultado da interacdo; e os estudos baseados na proteina, em que o
objeto de analise sdo as ressonancias da proteina antes e apds a complexagdo com
o ligante. A maior parte dos estudos utilizam as técnicas baseadas no ligante, devido
a menor complexidade, e maior facilidade de andlise dos sinais de RMN.2°

Ainda outro tipo de abordagem emprega uma terceira molécula, denominada
de molécula sonda. A anélise desta espécie, externa a interagao proteina-ligante, é
feita na presenca da proteina, e na auséncia e presenca do inibidor, de modo a se
detectar perturbagdes no sinal da molécula sonda, que indiqguem seu deslocamento
de determinado sitio de interagao da proteina devido a competicdo com ligante que

interaja com a mesma regido.*°

1.6.1 Diferenca de Transferéncia de Saturagao

A técnica de RMN de Diferenca de Transferéncia de Saturacéo, geralmente
referida pela sigla STD (do inglés Saturation Transfer Diference), desenvolvida em
1999, é uma das técnicas de RMN mais amplamente empregadas no desenvolvimento
de farmacos baseada no ligante.?8

A STD permite a deteccdo e a quantificagdo de moléculas com alvos
biomoleculares, particularmente proteinas e acidos nucléicos. O principio da técnica
tem como base o Efeito Nuclear Overhauser (NOE). O NOE pode ser entendido como
a alteragdo na intensidade de ressonancia de um nucleo atdmico magneticamente
ativo, como resultado da perturbacdo no estado de equilibrio de outro nucleo
espacialmente proximo a este. Essa perturbagcdo pode ser atingida através da

irradiacdo seletiva de uma ressonancia de interesse, que leva a sua saturacao
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(equalizacdo dos estados de spin mais e menos energéticos, B e q,
respectivamente).?®
A Figura 07 ilustra o efeito NOE sobre os sinais de RMN de 'H de uma molécula,

em um experimento conhecido com NOE-Diff:

Figura 07 - Experimento de NOE-Diff para um composto heterociclico em solugao de
metanol-deuterado. Espectro de RMN de referéncia (A); espectro de NOE-Diff com
irradiagcéo do préton 2 (B); espectro de NOE-Diff com irradiagdo do préton 3 (C)
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Fonte: adaptado da referéncia 29.

Nota-se que apenas os prétons espacialmente proximos ao préton cuja
ressonancia foi irradiada apresentam variacdes de intensidade em suas ressonancias
(neste caso, intensidades aumentadas ou NOE positivo) de forma que somente tais
protons apresentam sinais no espectro de NOE-Diff. Os sinais ausentes indicam que
nao ha proximidade dos protons em questdo com o préton cuja ressonancia foi
irradiada.

A distancia internuclear entre dois spins, o suficiente para a deteccéo do efeito
NOE, geralmente é inferior a 5 A, e diz-se que os nucleos em questido compartilham

acoplamento dipolar.3’
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O principio do experimento de STD ¢é bastante similar ao de NOE-Diff. O pulso
de irradiagdo usado para a saturagao € o principal ponto de diferenga entre as duas
técnicas, com relacao tanto a natureza do pulso como ao alvo de irradiagdo. O pulso
de STD é seletivamente moldado para saturar ressonancias de 'H especificas da
proteina, em regides espectrais nas quais ndo ocorram sinais do ligante.?® 32 A
saturagdo de apenas alguns sitios especificos permite, em pouco tempo, que se
obtenha a saturagao de todo o arcabouco de prétons da proteina, devido a processos
de difusao de spin, responsaveis por transferir a saturagdo de um ponto a outro da
macromolécula irradiada, incluindo-se possiveis sitios de interacdo com o ligante.
Moléculas com alto peso molecular, como é o caso das proteinas, realizam a difusao
de spin de forma muito eficiente, de tal modo que ao se irradiar um unico sitio de
prétons, atinge-se a saturagao total da macromolécula em um periodo de 50 a 200
ms.32

Um ligante que interaja reversivelmente com a proteina, estabelecendo-se um
equilibrio entre complexo proteina-ligante e ligante livre, ira receber parte da saturagéo
da macromolécula como resultado do efeito NOE. A reversibilidade da ligacdo com a
proteina € um requisito para que um ligante possa ser analisado pela técnica de
STD.?% 32 Durante a forma complexada, o ligante se comporta como o receptor
biolégico ao qual esta ligado, o que leva a uma grande diminuicdo em seu tempo de
relaxacdo transversal (72) e, consequentemente, na intensidade de suas
ressonancias. S&o detectadas apenas as ressonancias intensas da molécula ligante
na sua forma livre que, mesmo apds sua dissociagcao, carrega para a solucao a
saturagdao recebida durante a interacdo, apresentando sinais com intensidade
reduzida (efeito NOE negativo, caracteristico de macromoléculas ou complexos
supramoleculares de alto peso molecular).?® 32 O espectro que resulta da irradiagao
da proteina e consequente perturbacédo da ressonancia do ligante é chamado de on-
resonance (STD-on).

A cinética de ligagdo com a proteina pode ser descrita pela taxa de associagao
(kon), € a de dissociacao (koff). Kon Segue uma cinética de segunda ordem, e depende
do numero de colisdes com a proteina, do qual apenas uma fragdo se da de forma
estericamente favoravel para a formagéo do complexo ligante-proteina.3?

A constante de dissociacéo (koff) reflete o periodo de permanéncia do ligante
no receptor enzimatico, indicando assim a duragao do complexo. A associagao e

dissociagcao estabelecem um equilibrio, de forma que se tem uma populagio
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constante de complexo em solugao. A posicdo do equilibrio pode ser representada

pela constante de dissociagao termodinamica (KD) (Equagao 01):

_[PIIL]  kopy
PTOPL] kon

(01)

Em que: [P] = concentragdo da proteina; [L] = concentragéo do ligante; [PL] =
concentragdo do complexo proteina-ligante; kot = taxa de dissociagao; kon = taxa de
associagdo.3

A faixa de Kb para que um ligante possa ser detectado pela técnica é da ordem
de nM a mM.32 No caso de complexos com fraca interagéo, de Ko superior a ordem de
mM, a probabilidade de o ligante ocupar o sitio de interagéo se torna baixa, reduzindo-
se a intensidade do sinal de STD abaixo do limite de detecgao. Por outro lado, para
ligantes que apresentem interagdo muito forte com a proteina, com Kpinferior a ordem
de nM, a proporcao de moléculas livres dissociadas no momento da detecgao torna-
se muito baixa, de forma que o efeito da saturagdo nas ressonéancias do ligante livre
torna-se indetectavel.3 33

No experimento de STD, um segundo espectro, denominado de off-resonance
(STD-off) é adquirido com a excitagao seletiva dirigida a uma regido espectral que nao
contenha ressonancias de 'H da proteina e nem do ligante, geralmente na faixa de -
25 a -30 ppm. Esse espectro controle é essencialmente um espectro de 'H da solugéo
em analise.?8

A subtracao entre os espectros STD-on e STD-off resulta no espectro de STD,
no qual serdo observados somente os sinais referentes aos prétons do ligante que
tiveram suas ressonancias atenuadas pelo efeito de transferéncia de saturacao,
cancelando-se o0s sinais de protons que nao apresentam interacdo, como

exemplificado na Figura 08:
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Figura 08 — Representacido esquematica do experimento de STD, com um ligante em
forma de nuvem, e prétons rotulados de 1 a 7. (A) Representacéo da irradiacao da
proteina complexada com um ligante; (B) Representagéo da irradiagdo em off (-30
ppm); (C) Espectros de referéncia (STD-off) e espectro de STD

(A) (B)

Irradiagio em -3 a 0 ppm (STD -on) l
Trradiacio em -30 ppm (STD- off)

o e—
Transferéncia de saturacao crescente

Proteina

ligante ligante

{complexado) (lvre) ligante

(complexado) (Hvre)

(C) 1 2 3 4 56 7
3 Espectro de'H de referéncia
(STD-off)

P —— Espectro de STD
)

Fonte: adaptado da referéncia 28.

Como mostra a Figura 08, a transferéncia de saturagdo da proteina para o
ligante é proporcional a distancia de cada préton ao sitio de interagcéo, de forma que
as ressonancias que apresentarem sinais de STD mais intensos indicardao que os
prétons em questao estdo mais proximos da proteina do que os demais. Com isso, a
STD torna possivel ndo apenas a determinagdo dos sitios do ligante com maior
proximidade do alvo bioldgico, indicando assim os sitios de interagdo mais provaveis,
como também a discriminagdo entre os sitios mais e menos interativos.3? Esse
procedimento, que recebe o nome de mapeamento de epitopos, € melhor realizado

através do parametro “Fator de Amplificacdo” (Astp) (Equacgédo 02):

Istp [LE]
A = 22 ¥ [2E]  (02)
STD I p
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Em que Istp é a intensidade STD de determinado préton, lo € sua intensidade
de referéncia (STD-off), e [Le/P] é a razdo da concentracdo em excesso do ligante
pela da proteina.

Para a apresentagdo dos resultados, geralmente define-se a intensidade do
sinal com maior efeito de amplificagdo em 100%, e calcula-se com base neste a
porcentagem dos sinais de amplificagdo menor.

O mapeamento de epitopos pode ser realizado somente para ligantes que
apresentem taxas de dissociagao (koff) rapidas, correspondentes a Ko da ordem de 0,1
MM ou mais. Ligagbes mais fortes do que isso levam a grandes diminuigdes em Kof,
de forma que o ligante ocupa um periodo demasiado elevado no sitio de interagao,
durante o qual o fenébmeno de difusdo de spin iguala a saturagao transferida em todo
o conjunto de prétons da molécula ligante. Assim, impossibilita-se a discriminagéo do
efeito NOE nas ressonéncias individuais de cada préton e, consequentemente, o
mapeamento de epitopos, ja que as intensidades dos sinais de STD deixam de indicar
a proximidade relativa ao sitio de interagéo.?

A intensidade dos sinais de STD esta relacionada, entre outros fatores, com o
tempo de saturacdo e a propor¢cdo de ligante. Maiores tempos de irradiagao
possibilitam a saturacao de uma quantidade maior de moléculas do ligante, quando
em excesso com relagao a proteina. Assim, a quantidade de proteina necessaria para
a detecgao da interacao € bastante pequena. A 500 MHz, uma concentracéo de 0,1
nmol de proteina, com constante de ligagdo da ordem de pM, é suficiente para a
deteccao de sinais de STD nitidos.3?

Em trabalho anterior deste grupo de pesquisa’, que avaliou varias
Tioidantoinas e Hidantoinas como inibidores da UCE, o mapeamento de epitopos para
as Tioidantoinas enantioméricas levou a atribuicao do efeito STD maximo (100%) para
as metilas da cadeia lateral, enquanto para a Hidantoina, a metila ligada ao enxofre
foi o sinal mais intenso (Figura 09):
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Figura 09 - Mapeamento de epitopos de Tioidantoinas e Hidantoinas em interacao
com UCE
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Fonte: adaptado da referéncia 14.

1.6.2 Paramagnetic Relaxation Enhancement

As técnicas de RMN baseadas no aumento paramagnético de relaxagao (do
inglés Paramagnetic Relaxation Enhancement, PRE) tém se mostrado importantes
ferramentas para a deteccao de interagdes entre metaloenzimas e ligantes. O efeito
PRE tem origem na interagdo entre um nucleo e um elétron desemparelhado.3° A
disparidade magnética entre os dois, advinda do fato de que o segundo apresenta um
momento magnético cerca de 658 vezes maior, induz o nucleo a adotar uma série de
comportamentos paramagnéticos, incluindo deslocamentos de pseudocontato, e
aumentos paramagnéticos das taxas de relaxacao. Desta forma, nucleos pertencentes
a um ligante que interaja com determinado sitio proteico paramagnético, irdo
experienciar o efeito PRE, detectado na forma de aumentos em suas taxas de
relaxagao (tanto longitudinal como transversal).3°

A determinacédo da interagdo com o centro paramagnético da enzima pode ser
feita tanto diretamente, medindo-se as taxas de relaxagao de nucleos do ligante, como

indiretamente, pela monitoracdo de uma molécula sonda.3° Esta é, em boa parte dos
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casos, a agua, o solvente mais comumente utilizado em estudos de RMN envolvendo
biomoléculas. Uma enzima paramagnética dissolvida em solugdo aquosa pode se
quelar com moléculas da agua solvente, induzindo nestas o efeito PRE. Gragas ao
intercambio entre as moléculas de agua queladas e n&o queladas, o efeito é
transmitido pela totalidade da solugdo, gerando um realce global na relaxagdo do
solvente. Assim, a presencga de um ligante que exerca consideravel interagdo com o
centro paramagnético ira inibir o acesso de outras moléculas a esta regido, suprimindo
0 aumento de relaxagdo medido para a agua. Ao passo que a adigado de ligantes
fracos, ou nao-ligantes, que nao interfiram no contato entre agua e metaloenzima,
mantém inalteradas as condi¢gdes de relaxagdo da solugdo aquosa enzimatica
anteriores a adigdo.3°

Estudos mostraram que o efeito PRE apresenta maior intensidade a campos
baixos, com uma faixa 6tima contida entre 0,01 e 100 MHz. Contudo, analises a
campos altos (até 500 MHz) sado também possiveis, embora demandem,
normalmente, concentragdes elevadas de metaloenzima para que a perturbacao
sobre a ressonancia da molécula sonda possa ser detectada.3°

A urease ainda ndo consta dentre as metaloenzimas paramagnéticas ja
abordadas na literatura quanto a estudos de PRE. No centro bimetalico da enzima,
em meio a ligantes histidina (HIS) e lisina (LIS), e trés moléculas de agua (A1-3)
(sendo uma ligada em ponte aos dois centros metalicos), um dos ions (Ni 1) &
pentacoordenado de geometria piramidal quadrada distorcida, ao passo que o outro
(Ni 2), hexacoordenado com geometria pseudo-octaédrica, (Figura 10).2* Com uma
distribuigdo eletronica [Ar] 3d8, e estado fundamental 3Azg, 0 ion octaédrico confere
carater paramagnético ao sitio ativo enzimatico, como ja foi provado em experimentos
de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) por diferentes autores.3% 36
Provavelmente comum as ureases de todas as fontes (considerando-se a grande
similaridade retida pelo sitio ativo), esta caracteristica da enzima a torna, em teoria,
apta a ser empregada em ensaios de PRE. O desenvolvimento da técnica, para
ligantes competitivos que tenham interacdo com o sitio paramagnético de Ni(ll),
poderia representar complemento significativo ao conjunto de experimentos de RMN
ja usados para o estudo mecanistico de inibidores ureoliticos.
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Figura 10 - Sitio ativo paramagnético da urease
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Fonte: adaptado da referéncia 34.

1.6.3 Relaxacao Longitudinal, e Experimento de Inversdo-Recuperagao

A excitacao de spins nucleares pela aplicagao de um pulso de radiofrequéncia
causa uma perturbacdo no vetor magnetizagao contido no eixo z, que € movido da
posicao de equilibrio térmico +z, ocasionando uma mudancga de populagdes de
spins.?® A recuperagdo da situagdo de equilibrio em z (que recebe o nome de
relaxacao longitudinal) é definida como o reestabelecimento das populagdes iniciais,
através da liberacdo de energia dos spins para as vizinhangas na forma de calor.
Assim, a relaxagdo longitudinal recebe o nome alternativo de relaxagéo spin-rede.?®

A recuperacao do vetor magnetizagdo M: corresponde, para a maioria dos
nucleos de spin %z (tal como o 'H), a um processo de comportamento exponencial. A
Figura 11 ilustra o desenvolvimento da magnetizagao longitudinal de um nucleo,
partindo do tempo 0 (imediatamente apds a perturbagéo) em que € nula, e crescendo

exponencialmente até a relaxacgao total.®



40

Figura 11 - Aumento exponencial da magnetizagao longitudinal

'l...

M./M,
0.5

7 X3 SRR (2 M T o (S T
0.7 . . : . : .
08 4-------g-
0.5
0.4
0.3

01

0

T 1

0 i 2 3 4 5 [ T a8
time (UT,)

Fonte: referéncia 29.

Embora seja referido, na comunidade quimica ressonante, como o tempo de
relaxagcao longitudinal, 77 ndo é uma medida do tempo necessario para o
restabelecimento completo da magnetizagdo em z, e sim uma constante temporal que
corresponde, geralmente, a 1/5 deste valor.?°

Para moléculas de tamanho médio, os valores de T;tendem a cobrir a faixa de
0,5-5,0 s. Para a agua, por exemplo, o valor esperado é de 1-5 s.2°

Para a medigdo de T: de uma espécie, o experimento mais amplamente
empregado € o denominado de inversdo-recuperagado. A técnica consiste na
perturbagdo do equilibrio térmico de um sistema de spins, e na monitoragdo da
recuperacao ao longo do tempo. A sequéncia de pulsos € relativamente simples, e se
inicia com um pulso de 180° que inverte o vetor magnetizagéo do eixo +z para -z. O
vetor ira, aos poucos, retornar ao estado inicial, passando pelo plano x-y, até recuperar
completamente a magnetizagdo em +z, a uma taxa ditada pela constante T+.2° Como
o detector se encontra no plano x-y, a monitoragcdo da magnetizagéo é feita pela
aplicacdo de segundo pulso, de 90°, o qual reverte a magnetizagédo do eixo z para o
plano x-y. A estratégia para determinacédo de T7 consiste na aplicagdo de varias
sequéncias de pulsos subsequentes, variando-se, de forma crescente, o intervalo de
tempo (1) entre os pulsos de 180° e 90°.2°

Com 7t igual a 0, havera a deteccao de sinal com intensidade maxima em -y,

indicando que a magnetizagao se encontra completamente em -z nos pontos iniciais
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de relaxagcdo. Aumentos subsequentes em t fardo com que se obtenha sinal com
intensidade maxima em +y no ponto em que a magnetizagao em +z for completamente

reestabelecida, ao tempo de aproximadamente 5T (Figura 12)2°:

Figura 12 - Sequéncia de pulsos do experimento de inversdo-recuperagdo, com a
aplicacao de valores pequenos, e grandes de t
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Fonte: adaptado da referéncia 29.

A intensidade da magnetizagao detectada (M) segue a equacao:

M, = My (1 —2e""T)

O tempo de relaxagao T € obtido pelo ajuste das intensidades de ressonancia

medidas a esta equag&o.?®
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

- Estudo da atividade inibitéria, e do modo de interagdo molecular de

Tioidantoinas e Hidantoinas com a urease nativa de Cryptococcus neoformans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencéao de lisado de Cryptococcus neoformans, que contenha a enzima
urease em concentracdes suficientes para ensaios de inibicdo e RMN;

- Monitorizag&o da cinética da perda de atividade ureolitica do lisado através
de meétodo colorimétrico, e determinagao das melhores condigdes de armazenamento;

- Realizacdo de ensaio de inibicdo de Tioidantoinas e Hidantoinas contra a
urease de Cryptococcus neoformans (UCN), e comparagao dos resultados com os
valores de inibigao ja relatados dos mesmos compostos contra a urease de Canavalia
ensiformis;

- Obtengdo de espectros de STD dos ligantes dissolvidos no lisado de
Cryptococcus neoformans, e de sinais que indiquem a interagdo com a urease
produzida por este fungo;

- Purificagao parcial da urease presente no lisado por meio de ultra-filtracéo e
dialise, e comparacao das analises de STD e PRE das solugdes ureoliticas resultantes
com as analises do lisado bruto;

- Avaliacdo do PRE como uma técnica seletiva para estudos de interacdes de

ligantes com a UCN (receptor paramagnético).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 OBTENCAO DO LISADO DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

A obtencéao do fungo e producao do lisado foram realizadas em parceria com o
laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos (UEL), chefiado pela professora
Dra. Sueli Ogatta. O desenvolvimento da metodologia teve contribui¢des da Dra. Sueli
Ogatta e do prof. Dr. Eliandro Reis Tavares, e também do doutorando Paulo Henrique
Guilherme Borges, responsavel pela execug¢ao do procedimento.

Ao longo do projeto, foram obtidos trés lotes de lisado.

3.1.1 Crescimento Do Fungo

A levedura de C. neoformans foi semeada em 10 mL de solugdo de meio
minimo (glicose 15 mM, sulfato de magnésio 10 mM, fosfato de monopotassio 29,4
mM, glicina 13 mM, tiamina-HCI 3 pM, ureia 2%), e incubada por 48h a 37°C. Apds
esse periodo, o conteudo da placa foi transferido para um falcon contendo solugéo de

meio minimo. Incubou-se por mais 72 h a 37 °C.

3.1.2 Producéo do Lisado

O falcon com os pellets foi centrifugado por 5 min a 6000 rpm. O sobrenadante
foi descartado, e o precipitado foi lavado 3 vezes com agua destilada. O precipitado
foi ressuspendido com a solugdo de extragado (TLCK 100 uM, EDTA 1 Mm, glicerol
10% (v/v), e tampéo PBS 8,0%), com pérolas de vidro. Vortexou-se por 30 s, com
intervalos de 1 minuto em banho de gelo (7 ciclos).

Centrifugou-se por 15 minutos a 6000 rpm. Obtém-se o lisado como o

sobrenadante resultante.
3.2 MEDIDA DA ATIVIDADE UREOLITICA DO LISADO
O procedimento seguido teve como base o protocolo para determinagao de

atividade ureolitica em solugédo, fornecido pela Sigma-Aldrich, com modificagdes

pertinentes.%’
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Em um eppendorf, adicionaram-se 65 pL de tampao fosfato de sédio (100 mM,
pH 8,0), 100 uL de solugado 10 mM de ureia e 25 pL do lisado. Incubou-se essa mistura
a 45°C por 10 minutos. Adicionaram-se 40 pL do reagente de fenol (solu¢ao de fenol
1% (m/v) e nitroprussiato de sédio 0,05% (m/v)) e 40 uL do reagente alcalino (NaOH
0,5% (m/v) e NaOCI 0,1% (v/v)). Incubou-se a mistura por mais 30 minutos a 45°C.
Transferiu-se entdo a mistura para placa de 96 pocos, e realizou-se a leitura de
absorbancia a 630 nm, com um leitor de microplacas UV-visivel (marca Biotek, modelo
Sinergy HT). Para o branco, o procedimento foi feito com 90 uL de tampé&o, sem adi¢ao
de lisado. A absorbancia da amostra (apds subtragcdo do branco) foi convertida a
atividade ureolitica através da equagao da reta de curva padrao de cloreto de aménio
(item 3.3).

O primeiro lote de lisado foi monitorado durante dois meses.

3.3 CURVA PADRAO DE CLORETO DE AMONIO

Em nove eppéndorfs, adicionaram-se diferentes volumes (0 a 90 pL) de solugao
padrao de cloreto de amédnio 504 uM (em tampao fosfato), para concentracdes finais
entre 0 e 238 pM. A cada eppéndorf, adicionaram-se volumes variaveis) (90 a 0 L)
de tampao fosfato, e 100 yL de agua destilada.

Incubaram-se as solugdes, e adicionaram-se os reagentes de fenol e alcalino,

tal como relatado no item 3.2. Mediram-se as absorbancias a 630 nm.

3.4. ENSAIO DE INIBICAO

Os inibidores utilizados foram sintetizados por Goes et al. (2022)"4.

Em um eppendorf, adicionaram-se 2,0 uL de solu¢ao 25 mM do inibidor; 63 L
de tampéo fosfato de sddio (100 mM, pH 8,0), 100 pL de solugdo 10 mM de ureia e
25 pL do lisado. Incubou-se essa mistura a 45°C por 10 minutos. Adicionaram-se 40
ML do reagente de fenol (solugéo de fenol 1% (m/v) e nitroprussiato de sodio 0,05%
(m/v)) e 40 pL do reagente alcalino (NaOH 0,5% (m/v) e NaOCI 0,1% (v/v)). Incubou-
se a mistura por mais 30 minutos a 45°C. Transferiu-se entdo a mistura para placa de

96 pocos, e realizou-se a leitura de absorbancia a 630 nm.
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Para a medida do controle, o mesmo procedimento é feito, porém, no lugar do
inibidor, adiciona-se 2,0 uL do solvente utilizado no preparo da solugéo estoque de
inibidor (DMSO).

Para comparacao, determinou-se também a inibicdo de um inibidor comercial
padrao (tioureia), na mesma concentracao dos ligantes testados.

A porcentagem de inibicdo é dada pela féormula:

Abs a
%1 =100 — (Absc) x 100

Em que:

Abs a = absorbancia da amostra de inibidor;
Abs ¢ = absorbancia do controle.

Os experimentos foram feitos em triplicata.

3.5. PURIFICACAO PARCIAL DA ENZIMA

3.5.1. Ultra-Filtracao

Utilizou-se um filtro do tipo ultra centrifuga, da marca Amicon©, com faixa de
corte de 50 KDa.

2,5 mL do lisado (lote 01) foram adicionados ao filtro, e centrifugados por 5
minutos a 4000 rpm. Obteve-se 0,5 mL de retentado, e 2,0 mL de ultrafiltrado (o qual
foi reservado). Ressuspendeu-se o retentado com 2,0 mL do mesmo tampéao da
solugao original de lise (sem glicerol), e repetiu-se o procedimento por mais duas
vezes.

Dessa forma, obteve-se, ao fim do procedimento, um retentado proteico e trés
ultrafiltrados, sendo estes rotulados: 1 — ultrafiltrado obtido da solugao de lise original,
2 e 3 - ultrafiltrados obtidos do retentado ressuspenso.

Mediu-se a atividade ureolitica do retentado proteico e dos trés ultrafiltrados

pelo método do Indofenol (item 3.2.)
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3.5.2 Dialise

Utilizou-se uma membrana de dialise de celulose semipermeavel, com faixa de
corte de 14 KDa. Adicionaram-se 2,0 mL do lisado (lote 01) ao interior da membrana,
a qual foi apropriadamente selada com duas presilhas proprias para dialise. A
membrana foi submersa em 300 mL do tamp&o de troca (tampéo PBS 8,0%, glicose
7,4 mM, pH 7,4), e o sistema foi mantido sob refrigeracéo (4°C) e agitagdo magnética
durante 41 h, realizando-se duas trocas do tampao.

Na segunda didlise, a fim de preencher toda a membrana, 3,5 mL do lisado
(lote 2), foram diluidos para 7 mL com o tampéo (PBS 8,0%, glicose 7,4 mM, azida de
sédio 10 mM, pH 7,4). Adicionou-se a amostra a membrana, e submergiu-se no
mesmo tampao para troca. O sistema foi mantido sob refrigeragéo (4°C) e agitagao

magnética durante 48 h, realizando-se trés trocas de tamp3ao.

3.5.3 Liofilizacao

Os retentados obtidos apoés dialise foram submetidos a liofilizagcéo, utilizando-
se aparelho liofilizador Christ Alpha. Inicialmente, as amostras foram mantidas
congeladas a -80°C, e posteriormente liofilizadas por aproximadamente 24h, até que
se visualizasse a completa auséncia de agua.

Os solidos obtidos ap6s a liofilizagdo foram ressuspendidos em 600 pL
(liofilizado 01), e 700 pL (liofilizado 02) de D20.

3.6. ENSAIOS DE STD

3.6.1 Preparo De Amostras

Para o mapeamento de epitopos do ligante 4 (Tioidantoina derivada da L-
metionina) com a urease vegetal, preparou-se uma solugéao contendo: 4 uL de solugao
0,25 M do ligante (em DMSO-ds); 200 yL de solugéo 0,05 mM de UCE (Jack Bean,
Tipo Ill, CAS 9002-13-5, adquirida da Sigma Aldrich) preparada em tampao fosfato de
sodio deuterado (75 mM, acrescido de 150 mM de NaCl), pH 7,4; e 296 uL de tampéo
fosfato de sddio deuterado (75 mM, acrescido de 150 mM de NaCl), pH 7,4.
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Para a obtengao dos espectros de STD dos ligantes 1,2 e 4 com o lisado bruto,
preparou-se solugao contendo: 4 pL de solugao 0,25 M do ligante (em DMSO-ds); 50
ML de D20; e 446 uL do lisado (lote 01).

Para a obtencédo dos espectros de STD do ligante 1 com o liofilizado 01,
preparou-se solugao contendo: 4 pL de solugao 0,25 M do ligante (em DMSO-de); e
496 pL da solugao do liofilizado 01 em D20.

Para a obtencédo dos espectros de STD do ligante 1 com o liofilizado 02,
preparou-se solugao contendo: 4 L de solucdo 0,25 M do ligante (em DMSO-ds); 450
ML da solugao do liofilizado 02 em D20, e 50 yL de H20 destilada.

3.6.2 Configuracgdes Gerais dos Experimentos de RMN

Os experimentos de STD foram realizados de acordo com metodologia
adaptada de Viegas et al.3® e Brito et al'®. Foi utilizado um espectrometro Bruker
Advance |ll operando a 400,13 MHz para 'H a 25 °C, equipado com sonda
multinuclear de 5 mm. Os espectros de STD foram obtidos utilizando-se parametros
padrao da sequéncia de pulsos stddiffesgp.3 fornecidos pela Bruker®. Os espectros
de STD foram registrados com 64 scans, e 4 dummy scans. Calibrou-se o pulso de
90° separadamente, para cada experimento.

Para a saturagdo da urease, utilizou-se pulso do tipo Gauss, com largura de
10 ms. O pulso foi calibrado previamente a cada analise. A lista de irradiacao foi
configurada com quatro frequéncias alternadas: -400 (-1 ppm), 50000 (125 ppm), -400
(-1 ppm) e 50000 Hz (125 ppm).

O tempo de saturacao utilizado foi de 1,5 s.

Gradientes de campo pulsado no eixo Z foram utilizados a fim de suprimir o
sinal de agua (residual de D20 no caso da amostra de UCE, e solvente da solugéo de
lise na amostra de UCN). Utilizou-se o formato de pulsos Sinc 1.1000 com 2 ms de
largura, sendo este calibrado antes das analises.

O espectro de diferenga (STD) foi obtido pela subtracdo do espectro on-

resonance (irradiado a -400 Hz), e o espectro off-resonance (irradiado a 50000 Hz).
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3.7. ENSAIOS DE PRE

3.7.1 Preparo De Amostras

Para a titulagao do ligante 1 com o lisado bruto (lote 03), preparou-se solugao
com: 350 pL de lisado e 150 pL de D20. Apéds a analise desta solugdo, adicionaram-
se volumes crescentes (2,0 a 6,0 pyL) de solugédo padrao 0,25 M do ligante 1 (em
DMSO-ds). A solugédo diamagnética de controle (TLCK 100 uM, EDTA 1 mM, glicerol
10% (v/v) e tampdo PBS 8,0%), que consiste na matriz do lisado bruto sem a
presenca de enzimas, também foi submetida a titulagdo com 1, sob as mesmas
condicoes.

Para a titulagdo do ligante 1 com a solugéo do liofilizado 02 em D20, preparou-
se solugao com: 450 pL do liofilizado e 50 yL de H20 destilada, seguido de adi¢des

sucessivas entre 1,0 e 8,0 pL de solucéo estoque 0,25 M do ligante 1 (em DMSO-ds).

3.7.2 Experimento de inversao-recuperagao

Na titulagdo do ligante 1 com o lisado bruto, e com a solugao controle, foi
utilizado um tempo de espera de relaxacao (d1) de 1,0 s e 12 intervalos de tempo
entre os pulsos de 180° e 90° variando entre 0,010 e 13 s. Foram utilizados 2 scans,
e 4 dummy scans.

Na titulagdo do ligante 1 com o liofilizado, o d1 utilizado foi de 45,0 s, com 12
intervalos de tempo entre os pulsos de 180° e 90°, variando entre 0,010 e 50 s.

Os espectros obtidos foram entdo processados utilizando-se da ferramenta de

analise de dinamica do software TopSpin 3.7.0, obtendo-se o T7 do solvente.



49

Fluxograma 1 - Esquema geral de lotes de amostras e experimentos
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO DO LISADO FUNGICO E MONITORAGAO DA ATIVIDADE UREOLITICA

A obtengcdo do lisado foi feita adaptando-se procedimentos relatados na
literatura.?® A escolha da composigao da solugéo de lise, que contém glicerol como um
co-solvente do sistema aquoso, foi feita visando a estabilizagdo da UCN. A presenca
de glicerol aukxilia, principalmente, na inibigdo do fendmeno de agregagao proteica.3®

De acordo com a literatura, cerca de 127 proteinas foram atribuidas ao fungo
Cryptococcus neoformans sob determinadas condigdes??, de forma que era esperado
que o processo de lise resultasse na liberacao celular de extenso conteudo proteico
além da enzima de interesse.

Contudo, o método do Indofenol (se¢éo 1.4), empregado para a determinacgao
da atividade ureolitica do lisado, é especifico para a detecgdo da acdo enzimatica
sobre o substrato natural da urease (ureia), sendo, portanto, ideal para a determinagéo
desta enzima quando na presenca de outras.

O teste de atividade ureolitica para o lisado foi positivo, como determinado pela
forte coloragédo azul apresentada pela amostra de lisado. A medida de absorbancia
(630 nm) foi convertida em atividade através de curva padrao de cloreto de amoénio
(Figura 13):

Figura 13 — Curva padrao de cloreto de aménio

2,5

2 )
c 15 0
o ®
™ . _
a y = 0,0083x + 0,07
=~ 1 @ R? = 0,9985
g ¢
<

0,5 R
N
o®
0 50 100 150 200 250 300

[NH,*T (uM)
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51

Durante a realizacao do projeto, foram obtidos trés lotes de lisado bruto, para
os quais se determinaram atividades ureoliticas de 70,5 U L' (lisado 01), 105,4 U L'
(lisado 02), e 123 U L' (lisado 03), sendo U definido como a quantidade de enzima
que catalisa a formagao de 1,0 umol de amdnia por minuto.

A atividade ureolitica foi monitorada durante dois meses, a fim de se avaliar a
cinética do possivel decaimento ao longo deste periodo.

Como mostra a Figura 14, ndo foram detectadas perdas consideraveis de

atividade durante o periodo considerado:

Figura 14 - Atividade ureolitica do lisado 01 em fungéo do tempo
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Fonte: o préprio autor.

O valor médio foi de 70,5 + 0,07 U L.

Portanto, os estabilizantes do lisado (majoritariamente glicerol), somados a
armazenamento a 4°C com azida de sédio a 10 mM, se mostraram suficientes para a
conservagao da atividade ureolitica da solugéo.

Demonstra-se a praticidade dos métodos de obtencido e conservagao para
estudos desta urease fungica, visto que um mesmo lote de lisado pode ser empregado
em analises separadas por até dois meses, sem que haja perda de reprodutibilidade
decorrente da degradacgao ureolitica.
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4.2 ATIVIDADE INIBITORIA DOS LIGANTES CONTRA UREASE DE CRYPTOCOCCUS

Para o ensaio de inibigdo contra a UCN, foram selecionados os ligantes 1 e 3,
que foram os mais ativos contra a UCE em trabalho anterior do grupo#, e também o
enantidbmero do ligante 1 (ligante 2), que foi inativo contra esta urease, a fim de avaliar
a enantioespecificidade da UCN.

Além disso, selecionou-se o0 analogo tioidantoinico do ligante 3 (ligante 4), para
comparar a influéncia dos grupos tiocarbonila e carbonila dos anéis de cinco membros
sobre a interagdo com a enzima. Na Tabela 01, s&o apresentados os resultados do

ensaio de inibigao.
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Tabela 01 — Resultados do ensaio de inibicdo da UCN contida no lisado 01 (70,5 U

L"), com ligantes a 0,26 mM, e ureia a 5,26 mM

Ligante Estrutura quimica Inibicao UCN (%)
0
1 f NH 86,3+0,7
HN
W
S
/ o
— \,f’x‘f\
2 NH 85,9+0,7
"
8
0
S
\/\r/(NH
3 HN_\( 149+1,5
o
o}
fshm.ﬁ"f‘\Ff’iz
NH
4 HN.\/ 84,0+0,2
\
s
Ji§
Tioureia (inibidor
ioureia (inibi HN NH, 63,3 +6,6

padrao)

Fonte: o préprio autor.
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Como se observa, os enantidmeros derivados da valina (1 e 2) apresentaram a
mesma porcentagem de inibicdo aproximada, diferente do obtido no ensaio da urease
vegetal (UCE), em que apenas o enantibmero L (1) apresentou inibicdo elevada
(90,5%), enquanto seu par enantiomeérico D (2) inibiu em apenas 27,8%. Com isso,
observa-se que a UCN nao apresenta interagao estereoespecifica com estes ligantes,
divergindo assim do comportamento da UCE."

Outra importante conclusao diz respeito ao inibidor Hidantoina derivado da L-
metionina (3). Como havia sido relatado por trabalho anterior do grupo’, este é um
inibidor incompetitivo da UCE, e se liga majoritariamente ao sitio alostérico, e ndo ao
ativo, da enzima. Os sitios alostéricos diferem consideravelmente entre ureases de
diferentes organismos, enquanto os sitios ativos tendem a apresentar um maior grau
de conservacao. Assim, € esperado que inibidores incompetitivos tenham valores mais
discrepantes de inibicdo ao se comparar a atividade contra ureases de fontes distintas.
O resultado obtido reforga o perfil incompetitivo deste ligante: apresentou baixa
inibicdo (14,9%) contra a UCN, mas elevada inibigdo contra a UCE (85,9%)."

Ja a Tioidantoina derivada da L-metionina (4) apresentou elevada inibicao
contra a UCN (84,0%), sendo esta superior a atividade relatada contra a UCE (62%)."*
E evidente, da comparacdo de 3 e 4, que o grupo tiocarbonila é imprescindivel para a
interacdo do anel de cinco membros com a enzima fungica.

De acordo com o mecanismo proposto para a interacdo da ureia com o sitio
ativo da urease, o grupo amida se coordena aos dois ions de Ni(ll), primeiro via
oxigénio carbonilico, depois via nitrogénio amidico (Esquema 02). Considerando-se
interacdes similares para os ligantes avaliados, sao feitas as seguintes consideracoes:
o enxofre tiocarbonilico dispde de menor eletronegatividade e maior polarizabilidade
do que o oxigénio carbonilico,*® sendo o primeiro classificado como uma base mole e
0 segundo, dura. Por essa razdo, a tiocarbonila tem uma maior compatibilidade com
o ion Ni(ll) que, embora classificado como &cido de fronteira, apresenta maior carater
mole.*! Assim, espera-se que a coordenacao da tiocarbonila ao sitio ativo de Ni(ll)
forme uma ligagdo quimica mais forte, impedindo assim, de forma mais eficaz, a
coordenagao com o substrato. Dessa forma, prevé-se uma melhor interagdo do sitio
ativo da urease com a Tioidantoina derivada da L-metionina (4) do que com o seu
analogo hidantoinico (3), o que pode ser uma razao para o notavel realce na atividade

inibitoria obtido pela troca de um unico atomo de oxigénio por enxofre.
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Analisando-se os perfis dos quatro inibidores, verifica-se que todas as
Tioidantoinas apresentaram valores de atividade contidos na mesma ordem de

grandeza, caracterizando o nucleo tioidantoinico como uma unidade farmacoférica.*?
4.3 MAPEAMENTO DE EPITOPOS DO LIGANTE 4 COM A UCE

Como né&o consta na literatura o mapeamento de epitopos por STD do ligante
4 com a urease vegetal, este foi selecionado para o experimento.

Na Figura 15, sdo mostrados os espectros de STD, e de referéncia, do
experimento de STD do ligante 4 com a urease vegetal UCE, com indicagado do

mapeamento de epitopos calculado pelos fatores de amplificacao.

Figura 15 — Espectros do experimento de STD do ligante 4 com a UCE. Espectro de
referéncia (off-resonance) (A) e espectro de STD (B). Parametros: [UCE] = 0,02 mM,;
[4] = 2,00 mM; tampao fosfato (em D20), pH 7,4; STD: Tsat = 1,5 s; Gauss1.1000 =

10 ms; Sinc 1.1000 = 2 ms; n° scans: 64
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Como se observa, foram obtidos sinais de STD referentes ao singleto (H1) da
metila (2,03 ppm) e ao tripleto (H3) do metileno (2,55 ppm), ambos ligados ao grupo
sulfeto. O multipleto (H2) referente ao grupo metileno ligado ao anel de cinco membros
(2,12 ppm) também produziu sinal de STD. A proximidade dos sinais em 2,03 e 2,12
ppm dificultou a determinagdo do mapeamento de epitopos, obtendo-se apenas uma
estimativa das respectivas porcentagens de STD.

Os ensaios de STD relatados na literatura'* para o analogo hidantoinico (3)
indicaram que a interagdo com a urease se da, majoritariamente, pelo atomo de
enxofre da cadeia lateral, com pouca ou nenhuma participagcéo do nucleo hidantoinico,
ja que foram observados sinais de STD apenas para o singleto em 2,03 ppm referente
ao grupo metila (100%), e ao multipleto em aproximadamente 2,55 ppm referente ao
grupo metileno, ambos ligados ao atomo de enxofre.

Similarmente, para o ligante 4, os grupos ligados ao enxofre da cadeia lateral
também aparentam compor o sitio majoritario de interacao, tendo-se obtido um fator
de amplificacdo de 100% para a metila. No entanto, como foi observado também um
sinal de STD para H2 (87%), referente ao metileno ligado ao anel de cinco membros,
evidencia-se uma maior participacdo do nucleo tioidantoinico na interagdo com a

enzima, com relacdo ao analogo hidantoinico.

4.4. ESTUDOS DE INTERACAO POR STD PARA O LISADO MICROBIANO

Considerando-se que o lisado de C. neoformans apresenta um numero elevado
de potenciais biomoléculas além da UCN, o experimento de STD com inibidores
ureoliticos nao permite atribuicdo absoluta dos sinais a interacdo e consequente
transferéncia de saturacao relativas a enzima de interesse. Porém, esperava-se que
os sinais oriundos da formagdo do complexo UCN-inibidor compusessem parte
significativa do espectro STD obtido, tendo em vista o elevado grau de inibigcao
determinado no ensaio colorimétrico. Prevé-se a possibilidade de distinguir tais sinais
por meio de comparagao com dados da literatura dos mesmos compostos frente a
urease de C. ensiformis purificada.

Além disso, a realizagdo do experimento de STD com o extrato bruto visa
avaliar as provaveis interferéncias que o co-solvente (glicerol) pode acarretar, de

forma a se planejar as etapas de purificagdo subsequentes.
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Para este experimento, selecionaram-se os ligantes 1, 2 e 4, que apresentaram
atividade inibitéria consideravel (superior a do inibidor padrdo), no ensaio
colorimétrico.

Nas Figuras 16 a 18, sdo apresentados os espectros de off-resonance e STD

dos ligantes 1, 2 e 4 com a UCN.

Figura 16 — Espectros do experimento de STD do ligante 1 com o lisado ureolitico de
C. neoformans, (lote 01 - 70,5 U L"). Espectro de referéncia (off-resonance) (A) e
espectro de STD (B). Parametros: [1] = 2,00 mM; Tsat = 1,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms;
Sinc1.1000 = 2 ms; n° scans: 64
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Figura 17 — Espectros do experimento de STD do ligante 2 com o lisado ureolitico de
C. neoformans (lote 01 — 70,5 U L"). Espectro de referéncia (off-resonance) (A) e
espectro de STD (B). Parametros: [2] = 2,00 mM; Tsat = 1,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms;
Sinc1.1000 = 2 ms; n° scans: 64
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Figura 18 — Espectros do experimento de STD do ligante 4 com o lisado ureolitico de
C. neoformans (lote 01 — 70,5 U L"). Espectro de referéncia (off-resonance) (A) e
espectro de STD (B). Parametros: [4] = 2,00 mM; Tsat = 1,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms;
Sinc1.1000 = 2 ms; n°® scans: 64

A Escala 0,026
O !.‘
H S H1

Hi=d BT

H NH : :

HN\\<

|

‘ Y o |

| e et &

|
|‘| |. |
e | e

Escala 0,297

5‘1 ¥

.................

Fonte: o préprio autor.

Os resultados destes estudos iniciais obtidos permitem algumas interpretagdes
validas sobre os modos de interagao dos ligantes. A Figura 16 demonstra que o ligante
1 apresentou dois sinais de STD na regiao de 0,8-0,96 ppm, sendo os dois dupletos
referentes as metilas diastereotdpicas H1 e H2, indicando a participagcdo da cadeia
lateral isopropilica na interagdo com a enzima. Similarmente, a Figura 17 mostra que
o ligante 2 apresentou sinais de STD referentes as metilas H1 e H2. Assim, obtém-se
um indicativo de que os dois ligantes enantioméricos apresentam modos de interagao
similares, corroborando-se os resultados do ensaio de inibigdo colorimétrico, em que

se determinaram porcentagens de inibicdo muito proximas para as duas espécies.
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O ligante 4 apresentou um sinal de STD em 2,03 ppm, referente ao singleto da
metila terminal H1 ligada ao grupo sulfeto, inferindo-se que este é um potencial grupo
de interacdo com a UCN (Figura 18).

E importante frisar que, embora se tenha determinado grande relevancia do
nucleo tioidantoinico na inibicdo da urease (se¢ao 4.2), 0 mesmo nao € mapeavel por
STD nas presentes condicdes, ja que os préotons tioamidicos (HN) sdo de dificil
atribuicdo na solugdo aquosa analisada, pois as intensidades dos sinais
correspondentes sdo prejudicadas em razao de fatores como ligagdes de hidrogénio
e trocas com os prétons do solvente (H20).43

O fato de os ligantes terem apresentado atividade anti-ureolitica no ensaio
colorimétrico, e dos sinais de STD observados serem equivalentes aos epitopos mais
interativos com a UCE purificada, s&o indicativos de que os sinais de STD aqui obtidos
podem ser resultantes da interagao de interesse com a urease microbiana na solugao
de lise.

Entretanto, os experimentos de 16 a 18 mostram uma baixa razao sinal/ruido,
comprometendo a quantificagao precisa do efeito STD para as ressonancias dos
ligantes. Além disso, nas condicbes destas analises, o limite de deteccao foi
insuficiente para registrar os sinais de epitopos menos intensos.

Além dos aspectos ja discutidos, a complexa composi¢cao da solugao de lise
se mostra desafiadora para fins de deteccao dos sinais de STD esperados, também
devido aos sinais intensos de glicerol (3,4-3,6 ppm), e de DMSO (2,6 ppm),
identificado como uma impureza na composi¢cao do tampao de lise. A excessiva
concentragéo de glicerol (aprox. 1,0 mol L") compromete a detecgdo dos sinais dos
ligantes (2,0 mmol L") devido a limitagdes no alcance dindmico do conversor digital
analdgico do espectrdmetro.

A presenca do sinal de glicerol no espectro de STD pode indicar sua interagao
com a urease (ou com quaisquer outras macromoléculas da solugéo), sendo este
outro potencial inconveniente destas condigdes para o monitoramento da interacao de
interesse (urease-inibidor), ja que a enzima nao se encotraria totalmente livre para a
formagdo do complexo com o ibididor, o que interferiria diretamente na eficacia da
transferéncia de saturacdo. Alternativamente, a ocorréncia da detecgao de glicerol no
espectro de STD pode resultar do cancelamento incompleto na subtragcdo entre os
espectros off e on-resonance, devido a alta concentracdo deste componente na

solugao.
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Portanto, as condicbes de anadlise requerem procedimentos de purificagdo
parcial da solugdo ureolitica para que se possam estudar adequadamente as

interagdes entre ligante e proteina.

4.5. PURIFICAGAO PARCIAL DA UREASE DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Os resultados de RMN de STD obtidos pela analise do lisado bruto
evidenciaram a necessidade da eliminagao de glicerol e DMSO, a fim de se obter os
sinais de ligante em razao sinal/ruido adequada. Além disso, a purificacao de urease
faz-se necessaria também no sentido da eliminagdo parcial de biomacromoléculas
indesejadas da solugao bruta que possam representar alvos alternativos dos ligantes
investigados, interferindo dessa forma na atribuicdo dos sinais detectados. Para esta
finalidade, procedimentos simples, de purificagcdo parcial, foram considerados
inicialmente como alternativas praticas com relagao a processos cromatograficos de
purificagcdo, como a cromatografia de exclusdo por tamanho. Sendo assim, a
ultrafiltracdo e a didlise, utilizando membranas com faixas de corte de pesos
moleculares convenientes, foram adotadas como estratégias prioritarias nesta fase do
estudo, para a remogao nao apenas de moléculas pequenas (glicerol, DMSO, além
de metabdlitos de C. neoformans) mas também de parte do teor de

biomacromoléculas indesejadas, como uma vantagem adicional.

4.5.1 Ultra-Filtracao

De acordo com o principio da técnica, o filtro reteria a urease em sua parte
superior, no material denominado retentado proteico, e os contaminantes (glicerol,
EDTA, metabdlitos, etc) de peso molecular inferior a 50 KDa, passariam para o
ultrafiltrado.

A sequéncia primaria da UCN apresenta um total de 832 aminoacidos,
podendo-se estimar um peso molecular minimo de 90 KDa.% 27 Portanto, a faixa de
corte de 50 KDa é adequada para eliminagcdo de moléculas pequenas tais como
metabolitos e interferentes exdgenos (principalmente glicerol e dimetilsulféxido) a
comporem a solucdo de lise, além de diversas biomacromoléculas. As proteinas mais
provaveis de comporem o lisado abrangem a faixa de 35-222 KDa?3, de forma que se

esperava que o procedimento de filtracdo, com corte de 50 KDa, isolasse a enzima de
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interesse da porg¢ao de biomoléculas de peso inferior a essa faixa de corte. Contudo,
a principal vantagem da técnica, a fins de RMN de 'H, seria a eliminagéo de glicerol e
DMSO, os dois interferentes mais significativos da solugcdo de lise nas analises de
RMN.

Na Figura 19, é representado o esquema da técnica de filtracdo, com os

resultados de separagao e concentragao esperados:

Figura 19 - Esquema do procedimento de ultrafiltracéo
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Fonte: o proprio autor.

Entretanto, o retentado proteico de alto peso molecular, apés as duas
ressuspensdes no tampéao de troca, ndo apresentou atividade ureolitica, sugerindo
que nao houve a concentragao de urease apos a primeira filtracdo. Além disso, o
ultrafiltrado 1 apresentou atividade comparavel a do lisado de partida, novamente

indicando o insucesso da separagao.

4.5.2 Didlise/liofilizacao

Diante dos resultados negativos da purificacdo da urease através da
ultrafiltracdo, empregou-se a técnica de dialise. O principio da técnica € baseado em
uma membrana semipermeavel (com faixa de corte molecular determinada pelo
tamanho de seus poros). A membrana contendo a amostra é submersa no tampéo de
troca, e permite a livre circulacido de moléculas de peso molecular abaixo da faixa de
corte.
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Assim, o resultado esperado era a transferéncia do glicerol (e demais
componentes de baixo peso molecular do lisado) para a solugao de troca, e a retengao
da macromolécula (urease) no interior da membrana, passando a estar dissolvida no
tampéo livre de glicerol. A membrana utilizada apresenta faixa de corte de 14 KDa.

Contudo, apesar de determinado como um inconveniente interferente nas
analises de RMN, o glicerol trata-se de um potente estabilizante de biomoléculas em
solugéo, sobretudo devido a inibicdo de indesejado fenbmeno de agregagéao proteica,
tendo por esta razao sido selecionado como um co-solvente da solu¢cdo aquosa de
lise. Portanto, havia a necessidade em substitui-lo por outra espécie que atuasse
como estabilizante de eficacia comparavel, porém em concentracdo que nao
interferisse nas analises necessarias.

Selecionou-se, para tal fim, a glicose. Amplamente utilizado em formulagdes de
urease de C. ensiformis comercial, este agucar redutor é relatado como um excelente
estabilizante da enzima. A concentragao de 7,4 mM foi selecionada para compor o
tampao de troca do processo de dialise. Desta forma, ao final do processo, espera-se
obter uma solucdo dialisada de urease fungica (dentre outras biomoléculas de alto
peso molecular) na presenca de um estabilizante em concentragées compativeis com

os experimentos de RMN planejados.

4.5.2.1 — Dialise/Liofilizacédo 01

Na Figura 20, € mostrado o espectro de RMN do retentado obtido na primeira
dialise, partindo-se do lote de lisado com atividade ureolitica de 70,5 U L', com adigédo
do ligante a 2,0 mM, em comparagdo com o espectro de RMN correspondente do

lisado bruto.
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Figura 20 — Espectro de RMN de 'H do lisado bruto (em TLCK 100 uM, EDTA 1 mM,
glicerol 10% (v/v) e tampao PBS 8,0% (A), e do retentado em tampdo PBS 8% +

glicose 7,4 mM (B), com supresséo do sinal de agua, e adi¢&o do ligante 1 a 2,0 mM

A Escala 0,074
Glicerol DMSO

ligante

............................

I ‘ ;f ...........................
ik l
B Impureza Escala 1,189
Glicose
ligante
.._._.l_JML “—' Ull | I I .\_Jlln,_,._,l,_.-
T T T T T T T T T T J T T T T T T T
: [ 4 2 0 [ppm)

Fonte: o proprio autor.

Observa-se que houve completa eliminagao dos interferentes DMSO e glicerol,
sendo a regido espectral deste ultimo substituida pelo multipleto da glicose,
comprovando-se por RMN de "H a eficacia da troca de solugées. E evidente também
a melhoria na razao sinal/ruido obtida para o ligante, alcancando intensidade da
mesma ordem de grandeza do estabilizante na solugéo final.

Observa-se que o procedimento de dialise levou a introdu¢ao de uma impureza
nao identificada a solugéo, detectada no pico em 1,2 ppm.

A despeito do bom resultado obtido quanto a troca de solug¢des, houve perda
de atividade ureolitica no retentado com relacéo ao lisado bruto em cerca de 2,5 vezes
(28,1 U L"), o que pode ser devido ao desprendimento parcial de ions Ni(ll) do sitio
ativo durante o procedimento de dialise ou ainda a diminuigdo da estabilidade da
enzima nestas condigdes quando comparada as solugdes contendo altas

concentragdes de glicerol.
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Porém, niveis de atividade ureolitica suficientes para os experimentos de STD
foram restaurados apds concentragao da enzima através da liofilizacdo do retentado
de dialise, seguida de ressuspensao em volume inferior de D20, obtendo-se solugéo

final deuterada com atividade 96,5 U L.

4.5.2.2 — Dialise/Liofilizagao 02

O retentado obtido na segunda liofilizag&o, realizada partindo-se do lote de
lisado 02 (105,4 U L") ndo apresentou atividade ureolitica. Verificou-se, assim, que o
procedimento de dialise apresenta desafios de reprodutibilidade quanto a
conservacgao de atividade ureolitica, devido a mecanismos nao esclarecidos.

Na Figura 21, é mostrado o espectro de RMN de 'H referente ao retentado,

com supressao de agua:

Figura 21 - Espectro de RMN de 'H do retentado 02, em tamp&o PBS 8% + glicose

7,4 mM, com supresséao do sinal de agua

Fonte: o proprio autor.

Verifica-se que a troca de tampdes foi novamente efetiva, observando-se
unicamente o multipleto atribuido a glicose. Conclui-se também que esta segunda

dialise n&o levou a formagao da impureza produzida no primeiro caso (1,2 ppm).
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A liofilizacdo seguida de ressuspensado em volume inferior de D20 recuperou
7% da atividade ureolitica original do lisado de partida, resultando em solugao final
ativaem 7,32 U L.

4.6 MONITORAGCAO DA ATIVIDADE UREOLITICA DO LIOFILIZADO DEUTERADO

O liofilizado ressuspendido em D20 mais ativo (lote 01) teve sua atividade
medida no primeiro dia da obtengdo, determinando-se o valor de 96,5 U L. Apds dois
meses (sessenta dias), nova medida forneceu o valor de 96,6 U L', indicando que
nao houve perda detectavel de atividade neste periodo.

Assim, mesmo a uma concentracao cerca de 135 vezes inferior a do co-
solvente glicerol no lisado bruto, a glicose € um estabilizante de comparavel eficacia

para a manutengao da integridade ureolitica da UCN em solugao.

4.7. ESPECTROS DE STD PARAAS SOLUGOES LIOFILIZADAS DEUTERADAS

Na Figura 22, sdao mostrados os espectros de STD e off-resonance para o

ligante 1 em solugdo aquosa deuterada do liofilizado 01:
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Figura 22 - Espectros do experimento de STD do ligante 1 com o liofilizado 01 (96,5
U L"). Espectro de referéncia (off-resonance) (A) e espectro de STD (B). Parametros:
[1] = 2,00 mM; Tsat = 1,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; n° scans: 64

Escala 0,044

L'_“—'_I Escala 0,50

P
| 0,065 0,063

Fonte: o préprio autor.

Como observado nos espectros, ndo foram obtidos sinais de STD na regido da
glicose (3,1-3,9 ppm), com excegao do pico descaracterizado atribuido ao anémero a
da glicose (5,2 ppm), indicando que a molécula, além de ndo apresentar interagédo a
niveis detectaveis com a UCN, ndo o faz com o restante do conteudo proteico da
solugcdo, concluindo-se que as escolhas de estabilizante e concentragcdo séao
apropriadas para a formulagao.

Os sinais de STD referentes as metilas diastereotopicas H1 e H2 do ligante
foram novamente detectados. Porém, a razdo sinal/ruido melhorou em cerca de 33

vezes com relacao aos sinais destes epitopos no espectro do lisado bruto, concluindo-
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se que as técnicas combinadas de dialise/liofilizacdo sdo efetivas para a otimizagao
das analises de RMN com a UCN.

A impureza indeterminada, originada no processo de didlise, gerou sinal de
STD (1,2 ppm) de intensidade préxima ao do ligante Tioidantoina, inferindo-se que tal
impureza demonstra interagdo significativa com ao menos algum componente do
conteudo proteico da solugao.

Na Figura 23, sdo mostrados os espectros de STD e off-resonance para o

ligante 1 em solugdo aquosa deuterada do liofilizado 02:

Figura 23 - Espectros do experimento de STD do ligante 1 com o liofilizado 02 (7,32
U L"). Espectro de referéncia (off-resonance) (A) e espectro de STD (B). Parametros:
[1] = 2,00 mM; Tsat = 1,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; n° scans: 64

Escala 0,074
| H2 L
|| |1
R Ul I
i | ", AL
B Escala 1,000
JIL__.JWWVW
; T T L] I T T T | T T T | T T T | T T T T ]
8 & 4 2 a -2 [ppm]

Fonte: o proprio autor.

Como se observa nos espectros, nao foi detectado nenhum sinal de STD do
ligante sob a baixa atividade ureolitica de 7,32 U L-'. A fim de avaliar se quantidades
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maiores de ligante gerariam o sinal esperado, aumentou-se a concentragao para 4,0

mM (Figura 24):
Figura 24 - Espectros do experimento de STD do ligante 1 com o liofilizado 02 (7,32
U L"). Espectro de referéncia (off-resonance) (A) e espectro de STD (B). Parametros:

[1] = 4,00 mM; Tsat = 1,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; n° scans: 64
Escala 0,062
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Fonte: o proprio autor.
Como se observa, ao dobrar-se a concentracao, foi possivel a deteccdo dos

sinais de STD de H1 e H2 do ligante.
De acordo com a equagéao 02 (item 1.6.1), o fator de amplificagao referente a
transferéncia de saturacao (Astd) é:

Istp [LE]
A = — x |— (02)
STD I p
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No entanto, como ndo se dispbe da concentracdo de enzima, foi calculado

apenas o efeito STD (Estd), correspondente ao primeiro termo da equacgao:

ISTD

Eqq = —  (03)

Na Tabela 02, sao apresentados os valores calculados de Estd.

Tabela 02 - Efeitos STD para H1 e H2 (ligante 1), sob as duas solugdes ureoliticas

de liofilizado

Solugao ureolitica Esta H1 Esta H2

Liofilizado 01 (96,5 U

0,021 0,022
L)

Liofilizado 02 (7,32 U

0,0037 0,0029
L")

Fonte: o proprio autor.

Realizando-se a razdo dos valores de Esd (H1) a 96,5 e 7,32 U L'
(considerando-se %2 do valor a 7,32 U L', ja que a concentragao de ligante era duas

vezes maior) obtém-se o valor de 11,3.

Egq H1(liof.01) 0,021
Egq H1 (liof.02)/2  (0,0037/2)

11,3

O mesmo calculo para H2 fornece o valor de 15,2, obtendo-se uma média entre
as razdes de Esta de H1 e H2 igual a 13,2.

Assim, estima-se que o efeito STD obtido para o ligante 1 é cerca de 13,2 vezes
mais intenso em solugdo com atividade ureolitica de 96,5 U L-! do que com 7,32 U

L. Interessantemente, a raz&o entre estes valores de atividade ureolitica é:
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96,5 UL™*
732UL1

13,2

Determina-se, portanto, uma relagdo direta entre a atividade ureolitica da
solugéo analisada e o sinal de STD detectado para o inibidor. Desta forma, embora se
estime para o liofilizado um elevado numero de biomoléculas de potencial afinidade
com Tioidantoinas, a relagdo entre os efeitos STD e as respectivas atividades
ureoliticas € um indicativo da atuacdo predominante da interagdo de interesse na
detecgdo dos sinais de STD (entre o ligante 1 e a urease de Cryptococcus
neoformans).

Analisando-se a Tabela 02, verifica-se que a saturagao transferida para o
ligante foi maior em H2 do que em H1 na primeira solugdo ureolitica, enquanto a
segunda solugéo forneceu o resultado inverso. Desta forma, corrobora-se o ensaio
colorimétrico de inibigdo, o qual indicou que o sitio de interagdo da enzima com este
ligante (bem como seu entantidmero) ndo demonstra estereoespecificidade para a
formagao do complexo urease-inibidor, de modo que as metilas diastereotdpicas H1 e
H2 tém iguais probabilidades de receber a saturagdo, compondo um unico epitopo.

Considerando-se a maior atividade ureolitica, melhor razdo sinal/ruido, e
quantia em excesso de ligante mais apropriada, selecionaram-se o0s espectros
referentes a primeira liofilizacdo (Figura 22) para a realizacdo dos calculos de
mapeamento de epitopos. Para este calculo, ndo ha necessidade de se dispor do valor
de concentracao da enzima, visto que o efeito STD relativo entre os dois prétons é
calculado pela razao entre os dois fatores de amplificacédo, levando ao cancelamento
do segundo termo da equacgao (Le/P). Os valores préximos de Estd (0,021 e 0,022)
indicam que nao ha diferenciagao significativa na transferéncia de saturagao para os
dois epitopos diastereotdpicos, portanto as porcentagens indicadas nao permitem a
distincgdo entre H1 e H2, novamente caracterizando a auséncia de
estereoespecificidade da interagdo com a enzima.
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Figura 25 - Mapeamento de epitopos do ligante 1 com o liofilizado 01 (96,5 U L")

100%
/ 0
e fu'lll'll
95% N\
NH
HM -

Fonte: o proprio autor.

Determina-se que a cadeia lateral isopropilica apresenta consideravel
proximidade com o alvo biomacromolecular, compondo, provavelmente, um
importante sitio de interagdo do ligante. Contudo, € valido frisar que, tal como na
analise do lisado bruto aquoso, o nucleo tioidantoinico ndo € mapeavel pela técnica,
no presente caso devido a troca isotdpica entre deutério e os hidrogénios ionizaveis

dos grupos NH.

4.8 ENSAIO DE PRE COM O LISADO BRUTO

Os ensaios de PRE foram realizados com o terceiro lote de lisado (123,1 U
L"), o mais ativo dentre os trés produzidos, para se suprir o solvente com a maior
quantidade possivel da enzima ativa dissolvida, visando compensar o baixo efeito
esperado de PRE ao campo alto trabalhado de 400 MHz. Considerou-se que a
extensao do efeito PRE é intimamente relacionada a atividade ureolitica da solucéo,
visto que ambas sdo dependentes da presenga do agente paramagnético Ni(ll) nos
dominios cataliticos.

Dentre os ligantes disponiveis, foi selecionado aquele para o qual era prevista
inibicdo do tipo mista ou competitiva, com afinidade consideravel pelo sitio ativo
paramagnético da UCN. O ligante 1 teve seu mecanismo previamente relatado como
misto frente a urease vegetal de C. ensiformis'*, perfil este que indica a afinidade tanto
pelo sitio ativo, quanto por alostéricos diamagnéticos. Considerando-se os valores de
inibicio de ordens comparaveis apresentados pelo composto 1, a mesma
concentracao e condi¢des similares, no ensaio da UCN aqui relatado (86%), e da UCE
na literatura (90,5%)'4, preveem-se iguais mecanismos de inibigdo nos dois casos.
Assim, selecionou-se o ligante 1 como o candidato mais provavel de interagdo com o

centro paramagnético da UCN.
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Verificou-se, durante as medidas de tempo de relaxagao (T+) da agua para o
controle negativo (solugdo sem a adicdo de ligante), que os valores medidos
apresentaram consideravel desvio-padréo, resultando em escasso ajuste dos pontos
de tempo na curva de magnetizagado que fornece T;. Notou-se que este efeito se
tornava cada vez mais pronunciado conforme o aumento do tempo de espera (delay)
de relaxagédo (d1). Considerando-se um T7 estimado entre 1 e 5 s para a 4gua, o valor
de d1 deveria, idealmente, ser de pelo menos cinco vezes maior (entre 5 e 25 s).
Contudo, um d1 de apenas 3 s tornava a medida bastante imprecisa, com um T7 de
0,64 s e desvio-padrao de 0,13 s (Figura 26). O ajuste para d1 de 1 s permitiu uma
curva visivelmente melhor ajustada aos pontos, reduzindo o desvio padrao para 0,057

s (Figura 27), e fornecendo um T; da agua mais préximo ao esperado, de 1,43 s.

Figura 26 - Curva de magnetizacdo longitudinal em funcdo do tempo, para

determinagdo de Ty da agua em lisado bruto (123,1 UL"). d1=3,0s
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 27 - Curva de magnetizacdo longitudinal em funcdo do tempo, para

determinagdo de Tyda agua em lisado bruto (123,1 UL").d1=1,0s

T1 . )
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Fonte: o préprio autor.

Assim, optou-se por manter o d1 de 1s durante as analises. A somatdria de d1
com o tempo de aquisicdo de 1,8 s fornece um periodo total de espera de relaxagao
de 2,8 s. Como sera visto, a faixa de T; medida na titulagdo nao ultrapassou 2,2 s.
Assim, embora n&o se tenha usado um valor ideal para o experimento de inversao-
recuperacao (5T717), o tempo de 2,8 s é coberto pela faixa recomendada pela fabricante
do espectrometro, de 1-5T17 para a obtencdo de uma medida confiavel.

Essa imprecisdo observada no experimento de inversao-recuperacao pode ser
explicada em ensaios de PRE que empregam a agua como molécula sonda
considerando o efeito conhecido como radiation damping. Este fenbmeno & um
problema comumente relatado na literatura, em analises deste tipo, e pode ser
explicado pela intensa ressonancia dos protons da agua em solugdes aquosas. A
elevada concentracao dos protons hidroxila, de aprox. 110 M, ocasiona consideravel
alargamento no singleto correspondente, prejudicando a precisdo das medidas de
tempo de relaxacédo, as quais sao feitas por meio da integragao dos picos da molécula
analisada.’® Assim, € recomendado para o preparo de amostras a utilizagdo de

solventes de proporgdo majoritaria em agua deuterada (D20), ja que a ressonancia
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medida (atribuida, principalmente, a HDO), é consideravelmente menos intensa como
reflexo da concentragdo apenas residual de prétons. 44

Esta questao ja era prevista antes da realizagdo de nossos experimentos. No
entanto, como a amostra de lisado ureolitico consiste em solugao de H20, a adi¢ao de
D20 em elevada proporgéo acarretaria a diluicdo da urease, e consequente
diminuicdo da atividade da solugao, comprometendo a detecg¢ao do efeito PRE. Por
isso, de forma a inibir, ainda que parcialmente, o fenédmeno de radiation damping, sem
diminuir de forma impactante a concentragcao de UCN, optou-se pela utilizagdo de D20
na propor¢ao minoritaria de 30%, mantendo a solugao aquosa de lisado como os 70%
restantes.

O aumento da imprecisdo das medidas em funcdo do aumento de d1 foi
atribuido a um realce do fenbmeno de damping a delays maiores, que permitem a
relaxacéao total dos prétons de H20, exacerbando a ressonancia detectada. Explica-
se assim o baixo T3, e alto desvio-padrao obtido a d1 de 3s (Figura 26).

De forma a avaliar se o tempo de espera total de 2,8 s era confiavel para as
medidas de T; da agua, monitorou-se, como controle, os outros dois maiores
componentes do lisado, glicerol e DMSO, cujos tempos de relaxagao ndo sao afetados
por radiation damping devido as baixas concentracdes. Verificou-se que os T1's de 1,9
s, € 3,5 s, respectivamente, ndo apresentaram variagdes significativas quando do uso
de d1 de 1s, ou de tempos de espera maiores de até 13 s. Em teoria, esperava-se que
o d1 de 1s fosse ainda mais inadequado para estes T1’s maiores do que os da agua,
introduzindo alta imprecisao as suas medidas. Contudo, verifica-se, pela comparagao
de d1de 1e13s, queisto ndo ocorre, e glicerol e DMSO nao sao afetados, estimando-
se 0 mesmo comportamento para agua. Valida-se, portanto, a titulagdo da agua com
delay de 1,0 s.

A Figura 28 apresenta o resultado da titulagao do ligante 1 na solugéo de lisado
bruto e na solugdo diamagnética controle, com os valores de tempos de relaxacao

longitudinais da dgua convertidos para as respectivas taxas de relaxagao R1 (1/T):
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Figura 28 — Taxa de relaxag&o da agua no lisado bruto (123,1 U L") (----), e em solugéo
de controle diamagnético (----) em fungdo da concentragao do ligante 1. H20 70%/ D20
30%

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35
[Ligante 1] (mM)

Fonte: o préprio autor.

Pela analise do ponto inicial (sem adi¢ao de ligante), observa-se que a solugao
enzimatica de lisado apresenta taxa de relaxacdo de solvente consideravelmente
superior a da solugao controle, o que é caracteristico do efeito PRE advindo de
interacbes com enzimas portadoras de sitios paramagnéticos (secdo 1.6.2).
Considerando-se que a unica macromolécula com esta caracteristica, dentre as
estimadas para o lisado, € a metaloenzima urease, restringe-se confiavelmente o
efeito detectado a sua interacdo com a agua.

Analisando-se os pontos de adi¢c&o do inibidor 1 sobre a solugdo enzimatica de
lisado (grafico verde), comprova-se que o composto demonstra interagdo com o sitio
ativo paramagnético da urease fungica, levando ao deslocamento de moléculas de
solvente desta regido, o que é refletido no decréscimo sucessivo da taxa de relaxagéo
da agua. A 3,0 mM de ligante, Ry é restaurado a ordem da solucdo diamagnética de
controle.

Como esperado, a titulagao realizada sobre a solugao controle (grafico laranja)
nao gerou alteragdes significativas sobre o parametro medido, validando a atribuigao
do efeito obtido na solugdo enzimatica a interagao de interesse, uma vez que o ligante
somente apresenta o perfil caracteristico de PRE na presenca da metaloenzima em

solucao.



77

Foi verificado, durante a realizagao da titulagdo, que era necessario um
excesso de ligante (1,0 mM) com relagéo a concentragao estimada de proteina (ordem
de nM a pM), para que fosse detectado o primeiro ponto de perturbagcdo em Rs. O
excesso de ligante demandado para se atingir o efeito PRE pode ser entendido como
uma propriedade intrinseca de sua interagao com a enzima (perfil similar ja foi relatado
para outros inibidores)*, mas pode também resultar da presenca de outras
biomoléculas que atuem como alvos alternativos do ligante, de forma que este so se
encontraria livre para interagir com urease, a niveis suficientes para detecg¢ao de PRE,

a altas concentracoes.

4.9 ENSAIO DE PRE COM A SOLUGAO LIOFILIZADA DEUTERADA

E esperado, para solugdes de agua majoritariamente deuterada, tempos de
relaxacao maiores do que os da agua em solugdes de H20, visto que a espécie
predominante responsavel pelo sinal residual de préton é HDO. E relatado que essa
molécula apresenta tempos de relaxagdo longitudinais (T7) e transversais (T2)
consideravelmente superiores aos de H20, o que pode ser atribuido a ligagbes de
hidrogénio mais intensas.* Por isso, a curva selecionada para a determinagéo de T+
comprimiu a faixa de tde 0,01 a 50 s.

A utilizagao de solugao deuterada inibiu por completo o fendmeno de radiation
damping, como era esperado. Mesmo a d1 de 45 s, foi possivel se obter pontos bem
ajustados a curva de magnetizagéo, fornecendo T+'s na faixa prevista, e com baixos
desvios-padrao (da ordem de 102 s). Na Figura 29, é mostrada a curva de obtengéo
de T7 para o branco (sem adigao de ligante) da solugéo deuterada, mostrando o bom

ajuste dos pontos a curva, ad1 de 45 s:
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Figura 29 - Curva de magnetizacdo longitudinal em funcdo do tempo, para
determinacao de Tt da agua no liofilizado deuterado 2. D20 90%/ H20 10%; 7,32 U
L'.d1=450s

T1 3
T . -
Ij=I[0]+P exp(-4T1) —
i o " . .
Region 1 from 5083 fo 4. 296 ppm
T1=11.69s
— o
— o
I o
1
— =T
1

Fonte: o préprio autor.

A Figura 30 mostra o perfil do ligante 1 sobre Ry da agua, na solugao liofilizada:

Figura 30 - Taxa de relaxagcdo da agua em solugao liofilizada deuterada 2 (7,32 U

L-') em fungéo da concentragdo do ligante 1. D20 90%/ H20 10%

0,8

0,7

[Ligante 1] (mM)

Fonte: o proprio autor.
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Nao se obteve um perfil definido de titulagao, visto que a adicdo do ligante ora
ocasionava redugdes, ora aumentos em R7, o que foi atribuido somente ao erro
introduzido entre as medidas. Para a maior concentracao, de 4,0 mM, o valor medido
se igualou ao do ponto sem adigéo de ligante (T1 = 11,69 s; Rs = 0,085 s™') Verifica-
se, assim, que nao foi observado efeito PRE sobre a solugao do liofilizado 02. Este
resultado pode ser explicado considerando-se a baixa atividade ureolitica da solugao,
aproximadamente 17 vezes menor do que a do lisado bruto 03 (123,1 U L). A
reduzida intensidade do efeito PRE a campos altos, somada a baixa concentragao do
agente paramagnético, impossibilita a deteccédo da perturbagao sobre a ressonancia

da agua.
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5 CONCLUSAO

As estratégias inéditas para contornar os desafios apresentados para o
levantamento de parametros relacionados a urease microbiana em lisados brutos de
Cryptococcus neoformans foram altamente eficazes.

A enzima presente nos lisados proteicos apresentou atividade ureolitica
suficiente aos objetivos do trabalho. Além disso, a atividade dos lisados na presenca
de azida de sdédio 0,1% foi constante durante o periodo de dois meses de
armazenamento a 4°C.

Os ensaios colorimétricos de inibicao de atividade ureolitica dos lisados brutos
por Tioidantoinas e Hidantoinas foram reveladores quando comparados com o
comportamento dos mesmos ligantes frente ao modelo vegetal (urease de C.
ensiformis), ressaltando as limitacées das triagens de inibidores usando apenas a
urease vegetal comercialmente disponivel. Ambos os enantibmeros derivados da
Tioidantoina derivada da Valina (1 e 2) apresentaram altos percentuais de inibigéo,
enquanto que achados prévios demonstraram que o derivado da D-Valina apresenta
baixa atividade inibitéria. Contrariamente, a escassa capacidade de inibicao
apresentada pela Hidantoina (3) em ensaios contendo o lisado fungico diverge dos
seus altos percentuais inibitérios que observamos previamente contra a urease
vegetal.

As medidas de velocidade de relaxagao longitudinal (R1) em experimentos de
titulacdo (PRE) com o inibidor 1 demonstraram-se uma ferramenta valiosa e seletiva
para investigacdes de interacdes de ligantes com urease presente nos lisados brutos.
A interferéncia devido a radiation damping relatada em literatura, para medidas de R1
em solugdes com altas razdes H20/D20 foi mitigada pelo uso de valores de tempo de
espera (d1) incomumente curtos (d1=1xT1 da agua) resultando em dados confiaveis
com baixos desvios padrao. Com isto, foi possivel se observar o decréscimo da
velocidade de relaxagado longitudinal da agua em resposta a adigdo do ligante 1,
comprovando sua interagdo com o sitio ativo paramagnético da UCN presente nos
lisados microbianos. Determina-se, portanto, que o sitio binuclear de Ni(ll) da urease
€ um alvo paramagnético adequado para experimentos de PRE, tornando este
trabalho o primeiro relato da utilizagdo da técnica em estudos desta enzima, e
representando importante contribuicdo aos estudos mecanisticos de inibidores

ureoliticos por RMN.
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As analises pelo experimento de STD demandaram a inclusdo de etapas
simples e de purificagdo parcial do lisado. Os interferentes predominantes,
dimetilsulfoxido e glicerol (estabilizante de urease), dentre outros componentes de
baixo peso molecular, foram eliminados por dialise. Neste processo, o glicerol foi
substituido por outro estabilizante, a glicose, acrescentada no tampao de troca em
concentracdes cerca de 135 vezes menores. A liofilizacdo dos lisados dialisados e
ressuspensdo com agua deuterada forneceu a versdo definitiva das solugbes
ureoliticas de C. neoformans com perfis espectrais compativeis para o detalhamento
do modo de interacéo dos inibidores por STD.

O perfil do mapeamento de epitopos do ligante 1 nas solugdes ureoliticas
reconstituidas em agua deuterada foi similar ao obtido previamente para o composto
em ensaio de STD da C. ensiformis purificada (modelo vegetal), o que, somado as
porcentagens de inibicdo muito proximas, sugere a atribui¢gao do efeito medido de STD
a interacdo de 1 com a urease microbiana presente no meio. Além disso, as
intensidades observadas para os sinais de STD sobre dois lotes distintos de lisados
reconstituidos apresentaram uma correlagao aritmética com as respectivas atividades
ureoliticas, sugestiva de associagao entre as duas variaveis. Portanto, tem-se ainda
outra evidéncia da predominancia da interacdo UCN-inibidor sobre o efeito STD
observado.

O conjunto de resultados de STD e PRE permite concluir que os métodos de
RMN explorados neste trabalho constituem uma abordagem confiavel e seletiva para
o estudo de ureases microbianas nativas em solugéo. A seletividade das respostas
detectadas pela enzima de interesse indica que as técnicas utilizadas séo capazes de
romper a complexidade quimica do lisado proteico, atingindo a urease como unico ou
principal receptor-enzimatico, sem que haja a necessidade de procedimentos
complexos de purificagdo. Dessa forma, atesta-se o desenvolvimento de uma nova
metodologia, ampliando o espectro do monitoramento de fendmenos de
reconhecimento molecular por RMN para além do modelo vegetal com urease de C.

ensiformis purificada.
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