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Resumo

As ureases sdo enzimas dependentes de ions de niquel produzidas por plantas, fungos e bactérias,
que catalisam a rapida hidrolise da ureia para formar NH; e CO,. A associacdo da urease na
degradacédo da ureia é muito importante para a agricultura. A adrenalina é uma das catecolaminas
biologicamente importantes que ocorrem naturalmente. Esse composto é sintetizado in vivo a partir
da tirosina. O objetivo deste trabalho foi determinar parametros cinéticos da urease de Canavalia
ensiformis e avaliar a acdo inibitdria da catecolamina adrenalina sobre a taxa de hidrélise da ureia,
catalisada pela mesma enzima, em diferentes concentragdes. A atividade da urease foi avaliada
através da variacao de concentragdes de ureia e consequente formacao de aménio pelo método de
indofenol. As diferentes concentragfes de adrenalina (6,25; 12,5; 25 e 50 uM) foram incubadas
com 12 mU de urease de Canavalia ensiformis (Jack bean, tipo 111, Sigma Aldrich-Merck). O estudo
cinético da enzima mostrou um comportamento cinético simples do tipo Michaelis-Menten, e as
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INTRODUQAO

As ureases sao enzimas dependentes de ions de niquel produzidas por plantas,
fungos e bactérias que catalisam a rapida hidrolise da ureia para formar NHs;e CO.. Essa
hidrélise ocorre a uma taxa cerca de 10%* vezes mais rapida do que a rea¢io n3o catalisada
para liberar amoénia e carbamato, que se decompbe em bicarbonato e uma segunda
molécula de ambnia (SONG et al., 2022; MAZZEI; MUSIANI; CIURLI, 2020). A
associacao da urease na degradacao da ureia é muito importante para a agricultura, visto
que este fertilizante nitrogenado é amplamente utilizado (TAVARES et al., 2021).

A ureia € hidrolisada em aménio durante um curto periodo de tempo através da acao
da urease, causando a volatilizagdo do NHz e outras perdas de nitrogénio (N) no meio
ambiente. Esse processo é afetado por varios fatores, como classe de solo, temperatura,
umidade do solo e dosagem de fertilizante aplicada no solo. Isso resulta em uma menor
utilizacdo do nitrogénio proveniente da ureia, além de causar danos ambientais
(CANTARELLA et al., 2018).

Quimicamente, a adrenalina recebe a nomenclatura de 4-(1-hidroxi-2-(metilamino)
etil)-1,2-benzenodiol, segundo a IUPAC (AMORIM; ARAUJO; MONTENEGRO, 2007).
A adrenalina é uma das catecolaminas biologicamente importantes que ocorrem
naturalmente. Esse composto € sintetizado in vivo a partir da tirosina que é sequencialmente
hidroxilada para formar diidroxifenilalanina (DOPA), descarboxilada para formar
dopamina e N-metilada para formar epinefrina (adrenalina) (LANDSBERG, 2018). A
adrenalina € um hormonio circulante, sintetizado e armazenado na medula adrenal e
secretado por essa glandula. Este composto também atua como um neurotransmissor no
sistema nervoso central (YOUNG; LANDSBERG, 1998).

Segundo pesquisas de Allen (2003) cloroplastos isolados de espinafre demonstram
que a adrenalina e a dopamina podem mediar a reducdo fotossintética de oxigénio. Esses
compostos podem funcionar como analogos quimicos de um mediador natural proposto, ou
fator redutor de oxigénio, que permite a reducao de oxigénio para participar da transducéo
de energia na fotossintese. A forma totalmente oxidada da adrenalina, adrenocromo,

também atua como um mediador na absorcdo fotossintética de oxigénio, mas apenas
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reduzindo o oxigénio a superdxido.

Até o momento, a N-(n-butil) tiofosforictriamida (NBPT) é o inibidor de urease
mais ativo e amplamente utilizado mundialmente. No entanto, os efeitos toxicos
reprodutivos, neurotoxicos e hepatotdxicos em animais, e a degradacdo em ambiente &cido
a levemente alcalino impedem o uso clinico do NBPT (NI et al., 2020; NKWONTA et al.,
2021). Os inibidores de urease pouco toxicos, estaveis e eficazes sdo de grande importancia
para a ciéncia atualmente. Além disso, o desenvolvimento de novos inibidores de urease
tem atraido muita atencdo nas industrias alimenticia, agricola e farmacéutica. Portanto, uma
compreensdo aprofundada de como esses inibidores atuam em relacdo a urease e inibem
sua atividade fornecera uma base para de novos inibidores de urease de alta eficiéncia
(YANG et al., 2022).

O objetivo deste trabalho foi determinar parametros cinéticos da enzima urease de
Canavalia ensiformis e avaliar a acdo inibitoria da catecolamina adrenalina sobre a taxa de

hidrolise da ureia, catalisada pela mesma enzima, em diferentes concentracdes.

M ETODOLOGIA

A atividade da urease foi avaliada através da variacdo de concentracGes de ureia e
consequente formacédo de aménio de pelo método do indofenol, como descrito por Nain-
Perez et al. (2019). Os valores de velocidade maxima enzimatica (Vmax) e constante de
Michaelis-Menten (Km) foram determinados para a urease utilizada, Canavalia ensiformis
(Jack bean, tipo I, Sigma Aldrich-Merck). Neste ensaio, as concentragcbes de ureia
testadas foram 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 208 mM, enquanto a concentracdo enzimatica
permaneceu constante em 12 miliunidades (mU).

Diferentes concentracdes de adrenalina (6,25; 12,5; 25 e 50 puM) foram incubadas
com 12 mU de urease de Canavalia ensiformis em tampao fosfato 20 mM (pH 7.0) durante
30 minutos a 37 °C para estabelecer o equilibrio entre farmaco/enzima em pocos de placas
de 96 pogos. Apos esse periodo a ureia na concentracdo de 60 mM foi adicionada, e a reagao
continuada por 30 minutos a 37 °C.

Decorrido o periodo de reacéo, 0,5 volumes de fenol 1 % (m/v) em nitroprussiato
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de sddio (5 ppm) e 0,7 volumes de NaOH (0,5%, m/v) em 0,1% NaOCI (v/v) foram
adicionados para promover a formacao de indofenol e interromper a atividade enzimatica,
respectivamente. As reacdes foram mantidas a 37°C por 30 minutos para desenvolvimento
da coloracdo e entéo a absorbancia em 625 nm foi determinada, ap6s 20 minutos das placas
mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da coloragdo formada. Os valores de
absorbancia referentes a hidrolise da ureia foram comparados com aqueles na presenca das
diferentes concentracGes de adrenalina, sendo calculadas as porcentagens inibitorias para
cada concentracao testada.

Os experimentos foram realizados em triplicatas. Para a analise dos dados e
preparacdo dos graficos, foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 8.0.1
(GRAPHPAD, 2023). As médias de porcentagem inibitoria foram analisadas através do
software Sisvar (FERREIRA, 2011) e as médias comparadas pelo teste Tukey ao nivel
(p<0.05) de probabilidade.

R ESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo cinético da urease de C. ensiformis mostrou um comportamento cinético
do tipo Michaelis-Menten (Figura 1), corroborando com resultados ja encontrados para
ureases oriundas de outros organismos (MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER, 1995). O

valor de velocidade maxima da atividade da enzima foi de 0,86 (Figura 1).
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Figura 1. Cinética da urease de C. ensiforms.
Legenda: O grafico mostra a hipérbole obtida por regressdo nédo linear, que rendeu um K,
de 39,52 e Vmax de 0,86. O coeficiente de determinacéo (R), apresentou um valor de 0,84.
Fonte: Autores (2023).

Além do conhecimento tedrico da sobre aspectos bioquimicos da urease, o estudo
do seu mecanismo catalitico é essencial para melhor conhecimento e controle de sua
atividade (KRAJEWSKA,; VAN ELDIK; BRINDELL, 2012). O valor constante de Michaelis-
Menten encontrado para esta classe de urease (Figura 2) foi maior do que ja relatado na
literatura para a enzima de C. ensiforms, que ficam em torno de 1 a 4 mM de substrato.
Porém, esta variagdo pode ocorrer devido as diferencas na pureza das enzimas testadas,
condicdes temperatura, tampao, seu pH e concentracdo (KRAJEWSKA, 2009).

As concentragdes de adrenalina utilizadas foram eficientes para diminuir a taxa de
hidrolise da ureia pela enzima. Todas as diferentes concentracfes diferiram entre si,
demostrando que quanto maior a quantidade de adrenalina, maior sera a porcentagem
inibitdria da atividade da urease. Consequentemente, 50 UM de adrenalina resultaram em

uma inibicg&o de cerca de 65%.
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Figura 2. Porcentagem inibitoria das diferentes concentrac@es de adrenalina testadas.
Fonte: Autores (2023).

Catecdis tém sido relatados como potentes inibidores covalentes de ureases, e atuam
atividade modificando residuos de cisteina na entrada de sitios ativos enziméaticos
(MASLANKA et al., 2023). Ainda de acordo com Kafarski e Talma (2018), ja existem
estruturas formadas por complexos inibidos de urease de Sporosarcina pasteurii com um
ligante catecol. A partir de modelagem molecular, constatou-se que o catecol estd envolvido
na complexacdo do ion niquel. Porém o mais importante para a inibicdo parece ser a
interacdo com a cisteina localizada no retalho mdvel que cobre o sitio ativo da enzima.
Segundo MAZZEI et al. (2017), a molécula de catecol inativa a urease alterando o flap que
modula a abertura e o fechamento do canal do sitio ativo, bloqueando-o na posicéao aberta.
De acordo com Zanatta (2015), a urease de Canavalia ensiformis induz
modificagfes comportamentais em baratas, que envolvem mecanismos do sistema nervoso
central e periférico. Resultado semelhante foi observado nestes insetos no trabalho de
Heberle (2015). Como os principais neurotransmissores destes animais sao as
catecolaminas, é uma evidéncia de que esta classe de compostos pode interagir com a
urease, assim como foi demonstrado neste trabalho, causando inibi¢cdo do processo de
hidrolise da ureia (GULLAN; CRANSTON, 2005).
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Em comparacdo com a ureia, a ureia tratada com NBPT reduz as perdas de NHz em
cerca de 53% (CANTARELLA et al., 2018). Conforme SILVA et al. (2017), o NBPT
ocasiona uma reducdo média de 52% das perdas de N por volatilizacdo de NH3. Desse
modo, a adrenalina apresenta um maior potencial diminuicdo de perdas de nitrogénio para

0 meio ambiente, pois chegou a 65% de inibicdo da hidrolise da ureia.

CONCLUSC)ES

De maneira geral, a fungdo catalitica de C. ensiformis apresentou um
comportamento similar ao relatado na literatura para esta enzima. A adrenalina se mostrou
um inibidor eficiente da atividade desta enzima, com melhores resultados de acordo com o
aumento das concentracdes empregadas no presente estudo. Assim, a concentracdo de 50

KM gerou a maior porcentagem inibitéria da hidrolise da ureia.
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