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Resumo: A urease é uma metaloenzima de interesse agronémico e clinico, cuja inibicdo € a chave para mitigar
perdas de nitrogénio em fertilizantes e combater infecgbes bacterianas, como as causadas por Helicobacter
pylori. O objetivo deste estudo foi identificar novos inibidores desta enzima a partir da piperina e 112 analogos
estruturais, empregando uma abordagem de docking molecular. Utilizando a estrutura cristalografica da urease
de Sporosarcina pasteurii, os compostos foram avaliados no sitio ativo da enzima com o software GOLD, com
as poses geradas avaliadas pela fungdo GoldScore e as pontuagdes normalizadas em relagdo ao numero de
atomos pesados para mitigar vieses de tamanho molecular. A confiabilidade do protocolo foi confirmada pela
etapa de redocking, que resultou em um valor de RMSD de 1,38 A. A anélise dos resultados revelou que os
compostos 1, 2 e 6 estabeleceram interagbes favoraveis. Contudo, o analogo 5 emergiu como o candidato mais
promissor, sendo o unico a formar uma interagao direta com o ion de niquel e uma ligagdo de hidrogénio com a
lisina carbamilada, alvos essenciais para a inativagao enzimatica. Conclui-se que a abordagem foi bem-sucedida
em selecionar compostos com alto potencial inibitério, destacando o composto 5 para futuros ensaios de
validagao experimental.
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Introducgéao

A urease é uma metaloenzima cujo papel central € a hidrélise da ureia, e estabelece
como um alvo molecular de duplo interesse: no setor agricola, sua atividade em solos tratados
com fertilizantes acelera a volatilizagdo de amoénia, resultando em perdas de nitrogénio e na
reducdo da produtividade; ja na saude humana, € um fator de viruléncia critico para
microrganismos como a Helicobacter pylori, desempenhando um papel central no

desenvolvimento de ulceras gastricas e condigdes inflamatérias (DUARTE, 2023).

A urease é caracterizada por um centro catalitico que contém dois ions de niquel, os
quais sao coordenados por uma rede de residuos de aminoacidos — com destaque para
histidina e uma lisina carbamilada — indispensaveis para a atividade enzimatica (BENINI et
al., 1999). As estratégias de inibigdo, portanto, visam o desenvolvimento de moléculas
capazes de quelar esses ions metalicos ou de interagir com residuos-chave, bloqueando o
acesso do substrato ao centro catalitico de forma eficaz (KRAJEWSKA, 2009).

Atualmente, a modelagem molecular se tornou um método indispensavel para acelerar
a descoberta de novos inibidores, oferecendo um conjunto de ferramentas computacionais de
alto desempenho. (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2013). Estudos recentes,

utilizando essas abordagens computacionais, identificaram a piperina, um alcaloide presente
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na pimenta-do-reino, como um ligante promissor para o sitio ativo da urease (RANI et al.,

2023), estabelecendo-o como um potencial farmaco.

Figura 1 — Estrutura quimica da piperina

Cepags

Fonte: Produ¢do do proprio autor.

Assim, o objetivo deste trabalho foi aplicar um protocolo de triagem virtual para avaliar
urease, visando identificar novos compostos com maior afinidade e modos de interagcéo

favoraveis para estudos futuros.

Metodologia

A metodologia foi baseada na descrita por BATISTA e colaboradores (2021), com

modificagdes.
Obtencgéo e preparacao das estruturas

A estrutura cristalografica da urease de Sporosarcina pasteurii foi obtida do Protein
Data Bank (PDB ID: 4UBP). A preparacdo da macromolécula foi realizada no software
MAESTRO Schrodinger, utilizando a ferramenta Protein Preparation Tool. O processo incluiu
a remogao de moléculas de agua e do ligante co-cristalizado, a adicdo de atomos de
hidrogénio e a atribuicdo de estados de protonacdo em pH fisiolégico de 7,4 por meio da

ferramenta Epik.

As estruturas tridimensionais do conjunto selecionado de analogos da piperina foram
geradas a partir da plataforma PubChem e preparadas com o software OpenBabel com a

protonacao das moléculas em pH 7,4.
Procedimento para o docking molecular

O docking molecular foi executado com o programa GOLD, reconhecido por sua
precisao e confiabilidade (LI et al., 2014). A regido de ancoragem foi definida como uma esfera
de 12 A de raio, centrada nas coordenadas do ligante co-cristalizado (x: 28,9430; y: 72,6160;

z: 74,6960). Para a analise refinada dos analogos, utilizou-se a funcdo de pontuacao
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GoldScore com o algoritmo genético configurado para sua maxima eficiéncia (100%), gerando
até 50 poses para cada ligante com a opgao de finalizagao antecipada ativada. As pontuacoes
foram exportadas em formato de planilha e normalizadas em relagdo ao numero de atomos
pesados (Nn) da molécula, conforme a Eq. 1, para mitigar vieses relacionados ao tamanho
molecular (PAN et al., 2003).

Scorepriginal (1)

3 (_NH

Scoreajustado =

As interagcbes moleculares dos 10 complexos mais bem pontuados foram analisadas
visualmente no software Discovery Studio Visualizer, com foco nas interagdes com os ions de
niquel (Ni798, Ni799) e com residuos de aminoacidos chave do sitio ativo, como Kcx220,
His323, His324, Arg339 e Ala366 (ABID et al., 2010).

Para validar a capacidade do protocolo em reproduzir a pose experimental, foi realizado

o redocking do ligante co-cristalizado (acido acetohidroxamico) na estrutura da enzima.

Resultados e Discussao

O protocolo de docking molecular foi validado com sucesso pela etapa de redocking,
que obteve um valor de Desvio Médio Quadratico (RMSD) de 1,38 A entre a pose predita e a
conformacao original do ligante co-cristalizado. A validagao € considerada bem-sucedida para
valores de abaixo de 2,0 A (BATISTA et al., 2021).

A partir do docking dos 113 ligantes foram selecionados os 6 compostos com as maiores
pontuagdes para uma analise aprofundada de suas interagdes com o sitio ativo da enzima. A
Tabela 1, a seguir, apresenta as pontuagdes de GoldScore ajustadas para estes seis analogos

mais bem ranqueados.

Os compostos 1, 2 e 6 demonstraram maior potencial inibitério ao estabelecerem
interacdes cruciais no sitio ativo. O composto 1 formou ligacdes de hidrogénio com Asp363 e
uma interagdo -1 com His324, ambos residuos chave para a atividade enzimatica. Os
compostos 2 e 6 se ligaram a Arg339, e o composto 2 interagiu, adicionalmente, com Kcx220
e His324, sugerindo uma afinidade elevada. Em contrapartida, os compostos 3 e 4
apresentaram interagcdes mais fracas, como ligagdes alquil e de Van der Waals com residuos
como Ala170 e Ala366, sem formar ligagcdes de hidrogénio diretas com o sitio catalitico, o que

indica um potencial inibitério consideravelmente menor.
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Tabela 1 — Melhores resultados da etapa de refinamento

ordenados pelas pontuagdes ajustadas de

GoldScore
IDiocat  Estrutura e PubChem ID GoldScora IDLocal Estrutura e PubChem D G0ldScore
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Fonte: Produgao do autor.

A anadlise detalhada das interacbes revelou distintos padrées de afinidade entre os

analogos e a enzima. O composto 5 destacou-se como o mais promissor, sendo o unico a

apresentar uma interacido direta do tipo metal-aceptor com o ion de niquel Ni799, além de

uma ligagao de hidrogénio convencional com o residuo de lisina carbamilada (Kcx220), ambos

cruciais para a atividade catalitica (Figura 2). Inibidores que interagem com Kcx220 podem

desestabilizar a coordenacdo dos
(KRAJEWSKA, 2009).

ions de niquel,

inibindo a atividade da urease

Figura 2 — Representacdo 3D (a esquerda) e diagrama 2D (a direita) das interagdes intermoleculares observadas no docking

molecular entre do ligante S com a enzima urease
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Fonte: Produg¢éo do autor.
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Consideragoes Finais

A analise aprofundada via docking molecular identificou candidatos analogos a piperina
com potencial para a inibicdo da enzima urease. Os resultados fornecem uma base sdlida
para o avango dos compostos 1, 2, 6 e, especialmente, 5 para as proximas etapas do

planejamento de farmacos, incluindo a validagdo experimental por meio de ensaios in vitro.
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