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Abstract
Evaluation of usnic acid isomers and
fumarprotocetraric acid in the urease inhibition

capacity and interaction process.

Introducao

Os liquens séo associagBes simbioticas entre
fungos e algas e s&o capazes de produzir
metabdlitos secundarios caracteristicos e
exclusivos. Dentre a variada diversidade de
compostos descritos nos liquens pode-se destacar
os isbmeros (-) e (+) do acido Usnico (AUS) (Fig. 1a)
eo écido fumarprotocetrérico (FUM) (Fig. 1b).
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Fig. 1. Estrutura dos compostos avaliados.

Uma das estratégias de tratamento da Helicobacter
pylori se baseia na inibicAo da urease, a qual é
produzida e liberada por esta bactéria visando
ajuste do pH no microambiente que habita. Assim,
compostos passiveis de inibir a acdo da urease
podem apresentar potencial terapéutico no
tratamento da H. pylori. Neste sentido, este trabalho
avaliou a inibic&o e interacéo in vitro dos compostos
(-)-AUS, (+)-AUS e FUM com urease empregando
ensaio enzimatico e fluorescéncia.

Resultados e Discusséo
Os compostos (-)-AUS e FUM foram isolados e
caracterizados a partir do liquen Cladonia rappii A
Evans, enquanto o0 (+)-AUS foi obtido
comercialmente. No ensaio de inibicdo enzimatica
foi empregada urease (Canavalia ensiformis, Jack
bean, tipo Ill). A concentracao de uréia foi fixada em
10 mM e dos compostos avaliados em 1,6 mM.
Hidroxiuréia foi empregada como inibidor de
referéncia. Nos estudos de interacdo por
fluorescéncia molecular a concentracdo da urease
foi mantida em 1 UM (hex = 280 NM / A = 337 NM),
enquanto os compostos variados de 1-80 pM.
Ambos experimentos foram realizados em tampé&o
fosfato 20 mM, contendo 1 mM de EDTA e pH
ajustado para pH = 7,4. Os resultados quanto a
inibicdo in vitro da urease indicaram que todos os

compostos apresentaram excelente potencial com
valores préximos a hidroxiuréia (87% de inibigao). A
ordem de inibicdo obtida foi: FUM (89%) > (-)-AUS
(81%) > (-)-AUS (71%). Na avaliacdo do processo
de interacdo notou-se diminui¢cdo na fluorescéncia
intrinseca da urease a medida que os excessos dos
compostos foram adicionados, indicando ocorréncia
de quenching. Os parédmetros de ligacdo e
termodindmicos sédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Principais parametros associados ao processo de interagao.
Sendo Ksy = constante de Stern-Volmer e K, = constante de ligacéo.
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Os valores de K, obtidos indicam forca de ligacéo
de intermedidria a forte entre a enzima e os
inibidores. O aumento da temperatura do sistema
levou a reducéo dos valores de K, indicando que o
mecanismo de quenching preferencial é estatico.
Quanto aos parametros termodinamicos, obteve-se
valores negativos para AG, indicando processo de
interacdo espontaneo. Além disso, AH negativo e
AS positivo indicam que as forcas predominantes
durante a interacdo sdo eletrostaticas. Este fato
pode estar relacionado a interacdo dos grupos
acidos desprotonados com o centro ativo da enzima
composto por dois dtomos de niquel. Através do
emprego de fluorescéncia sincronizada e 3D foi
possivel inferir que o processo de interacdo expde
0s residuos de triptofano e tirosina a um
microambiente mais polar, assim como, leva a
mudancas na estrutura secundaria em relacdo a
proteina nativa.

Conclusoes |

Os compostos avaliados interagiram e
apresentaram elevada inibicdo da atividade da
urease in vitro. Assim, constituem possiveis
candidatos para o tratamento da H. pyroli.
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