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Introducao |

Ureases sao metaloenzimas dependentes de
niquel que catalisam a hidrélise de uréia a amonia e
diéxido de carbono. Apresentam grande importancia
biolégica, estando relacionadas a patologias dos
tratos urinarios e gastrointestinal, e na area agricola,
exercendo funcdo na regulagéo do fornecimento de
nitrogénio para as plantas”.

Nesse trabalho apresentamos a validacdo do
método para determinag&o da atividade inibitoria de
urease por derivados de piridin-2(1H)-onas
previamente sintetizados®.

Resultados e Discussao

A determinacdo da atividade da urease foi
realizada de acordo com o método descrito na
literatura® apés otimizacdo no solvente utilizado,
tempo de pré-incubacao e tempo de reacgéo.

A curva analitica foi preparada com solugdo de
NH,4CI (Figura 1).
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Figura 1. Curva padrao para quantificagdo da aménia

produzida pela urease usando método indofenol.

Os experimentos in vitro para avaliagdo da
atividade inibidora de urease foram realizados
empregando-se solugcdo tampéo Na,HPO,/NaH,PO,
(200 mM, pH 7,4) e solucéo de urease (3,0 mg/mL,
Sigma U-1500-100kU) pré-incubada com solucao
dos derivados de piridin-2(1H)-onas solubilizados
em DMSO-etanol (2:3), com concentracdo final de
100 uM, a 25 °C (45 min). Em seguida 0,5 mL de
solugéo de uréia 2,4 mg/mL foram adicionados e a
mistura resultante foi incubada a 25 °C durante 20
min. A amobnia foi determinada pelo método
Indofenol com incubacgéo a 50 °C durante 20 min, e
leitura a 636 nm no UV-Vis. O experimento controle
consistiu da mesma solugéo, porém, sem piridinona.
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A tiouréia foi usada como padrdo de eficiéncia e a
porcentagem de inibicdo foi calculada por meio da
seguinte equacao:

INH(%) = 100 — [(Ann/Ag) X 100]

onde Any € Ag sdo concentragbes de amobnia (em
ppm) com e sem inibidor (piridinona ou tiouréia),
respectivamente.

Os parametros da curva analitica, tais como
coeficiente de correlagdo, equacéo da reta, desvios,
limites de deteccdo e quantificacdo, sensibilidade
analitica e linearidade encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros de calibragdo para determinagéo
da atividade de urease

Parametro Valor Parametro Valor
Equacdo dareta y=a+ bx LD (uM) 4,2
r’ 0,9983 LQ (uM) 14,2
a (uM) -0,0023 Linearidade 99,056%
Sa(uM) 0,0103  Sensibilidade
b (uM) 0,0193 analitica 1,4573
Sp(uM) 0,0002
Os valores de concentragdo de NH; determinados
encontram-se dentro da faixa linerar de

concentracdo usada, 0 que garante confiabilidade
aos resultados.

O método validado foi ferramenta fundamental
para estudar o efeito de 32 moléculas sintéticas
como potenciais inibidores da enzima urease bem
como possibilitar a elaboracdo de agrupamento de
moléculas semelhantes inibidoras e correlagcbes
estrutura-atividade.

Conclusdes

O método mostrou-se adequado a determinagédo da
atividade inibitéria de urease para avaliacdo dos
derivados de piridin-2(1H)-onas na concentracdo de
100 pM.
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