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RESUMO

O patégeno gastrico Helicobacter pylori é uma espiroqueta
microaerofilica que infecta o estbmago humano, causando gastrite, ulcera e até
cancer gastrico. Esta bactéria produz grandes quantidades da enzima urease,
essencial para a sobrevivéncia deste organismo no ambiente acido do
estbmago. No entanto, nosso grupo ja demonstrou que ureases possuem
propriedades independentes de sua atividade ureolitica em modelos
mamiferos, através de rotas mediadas por derivados de lipoxigenases. Neste
trabalho avaliamos o potencial pré-inflamatério da urease de H. pylori, além de
seus efeitos em células epiteliais gastricas. A urease induz edema de pata em
camundongos com intensa infiltragdo de neutréfilos. In vitro, a urease a 100 nM
foi quimiotatica para neutréfilos humanos, induzindo a produgao de espécies
reativas de oxigénio. Neutrdfilos ativados por urease mostraram um aumento
de meia-vida, com a inibigdo de apoptose sendo acompanhada por alteragdes
nos conteudos das proteinas Bcl-X. e Bad. Estes efeitos da urease persistem
na auséncia de atividade enzimatica. Os efeitos de edema de pata em
camundongos, quimiotaxia e protegdo contra a apoptose em neutrdfilos
humanos foram revertidos na presenca de inibidores de lipoxigenase, como
esculetina e AA861. Neutrofilos expostos a urease mostraram elevados niveis
de 5-lipoxigenase, e nenhuma alteragdo nos niveis de ciclo-oxigenases.
Também observamos que a urease é endocitada por células AGS de epitélio
gastrico, que ocorre via endossomos EEA1 e Lamp1-positivos e é dependente
de colesterol. Adicionalmente, a urease induz a migragao de células AGS em
um experimento que simula o ensaio de wound-healing. A urease também
estimula a expressao de GM-CSF. Juntos, estes dados indicam que a urease,
além do papel na sobrevivéncia no ambiente acido do estémago, tem um papel

importante nas doencgas inflamatérias estomacais causadas por H. pylori.
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ABSTRACT

The gastric pathogen Helicobacter pylori produces large amounts of
urease, whose enzyme activity enables the bacterium to survive in the stomach.
We have previously shown that ureases display enzyme-independent effects in
mammalian models, most through lipoxygenases-mediated pathways. Here, we
evaluated potential pro-inflammatory properties of H. pylori urease and its
effects in epithelial gastric cells. Urease induced paw edema with intense
neutrophil infiltration. In vitro 100 nM urease was chemotactic to human
neutrophils, inducing production of reactive oxygen species. Urease-activated
neutrophils showed increased lifespan, with inhibition of apoptosis accompanied
by alterations of Bcl-X. and Bad contents. These effects of urease persisted in
the absence of enzyme activity. Urease-induced paw edema, neutrophil
chemotaxis and apoptosis inhibition reverted in the presence of the
lipoxygenase inhibitors esculetin or AA861. Neutrophils exposed to urease
showed increased content of lipoxygenase(s) and no alteration of
cyclooxygenase(s). We observed that the endocytosis occur via EEA1 and
Lamp1 endosomes, and is dependent of lipid rafts. Additionally, the urease
induces the migration of AGS cells in an experiment that simulates the wound
healing assay. Urease also stimulates the over-expression of GM-CSF by AGS
cells. Altogether, our data indicate that the urease, besides allowing the
bacterial survival in the stomach, could play an important role in the

pathogenesis of the gastrointestinal inflammatory disease caused by H. pylori.
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1. Introdugao

1.1.  Helicobacter pylori: Breve Historico

Helicobacter pylori € uma bactéria gram-negativa, helicoidal, de
aproximadamente 3 ym de comprimento e 1 ym de didmetro, e com até 6
flagelos em uma de suas extremidades. Microaerofilica, requer um ambiente

pobre em oxigénio para proliferar (Goodwin and Armstrong, 1990).

Figura 1. Aspecto tipico de H. pylori (Sycuro et al., 2012)

Estudos recentes indicam que o estdbmago do Homo sapiens moderno
estava infectado com H. pylori antes mesmo das primeiras migragdes para fora
do continente africano, cerca de 60 mil anos atras (Linz et al., 2007).

A primeira descrigdo de bactérias do género Helicobacter ocorreu em
1893, por Bizzozero, um anatomista italiano, que, observando a mucosa
gastrica de caes, relatou a presenga de espiroquetas habitando as glandulas
gastricas (Bizzozero, 1893). Sabe-se hoje em dia que estas espiroquetas eram
Helicobacter canis elou Helicobacter heilmannii.

Durante o século XX, patologistas e anatomistas observaram
organismos espiralados na mucosa gastrica humana. Na década de 70, Steer e
Colin-Jones estudaram a presenca de bactérias e inflamacao em Ulceras
gastricas com sangramento. Eles notaram que numerosas bactérias
espiraladas estavam presentes em 80% das bidpsias observadas. Infelizmente,
nao foi possivel cultivar estes organismos, pois as técnicas para o isolamento
de bactérias microaerofilicas s6 seriam desenvolvidas alguns anos depois
(Steer and Colin-Jones, 1975).



Em 1982, Marshall e Warren, na Australia, iniciaram suas pesquisas com
tentativas de cultivar o organismo espiralado presente na maioria das bidpsias
de pacientes com Ulcera péptica duodenal (Marshall and Warren, 1984).
Apenas apés a 35° bidpsia eles obtiveram sucesso. Algumas culturas foram
esquecidas no incubador durante um longo feriado, e isso proporcionou tempo
para que a bactéria pudesse crescer (Marshall, 2001).

Marshall e Warren mostraram concisamente a correlacdo e causalidade
da bactéria e a ocorréncia de gastrite em pacientes infectados. Antes deste
estudo, gastroenterologistas ainda eram céticos com o fato de uma bactéria
causar gastrite e Ulcera gastrica. Subsequentemente, diversos estudos
demonstraram que a erradicagao de H. pylori com antibidticos curava a ulcera
péptica (Coghlan et al.,, 1987, Rauws and Tytgat, 1990, Graham, 1991). Em
2005, Barry Marshall e Robin Warren receberam o Prémio Nobel em Fisiologia
e Medicina pela ‘redescoberta” de H. pylori e sua participagcdo no

desenvolvimento de gastrite e Ulcera péptica.

1.2. Helicobacter pylori: Patogenicidade

Atualmente, H. pylori é reconhecido como o agente patolégico de
gastrite crbnica, ulcera péptica e cancer gastrico e duodenal (IARC, 1994).
Estima-se que este microrganismo pode ser encontrado em cerca de 60% da
populacao mundial (Carter et al., 2011), e em paises subdesenvolvidos,
ocorréncias de 80% sao relatadas em adultos (Wang and Peura, 2011). Apesar
de ainda ndo ser completamente conhecida, sugere-se que a transmisséo
deste organismo ocorra através de contatos pessoa-pessoa e disseminacéo
intrafamiliar. Comunidades com alta densidade familiar tendem a ser grandes
repositorios da bactéria (Calvet et al., 2013).

Muitos fatores de viruléncia estdo envolvidos no mecanismo patolégico
da infecgdo por H. pylori, incluindo varias enzimas (urease, catalase,
proteases) e toxinas proteicas, como a citotoxina vacuolizante VacA, a proteina
ativadora de neutrdéfilos (HP-NAP) e a proteina citotoxica CagA.

CagA, uma proteina de 120-145 KDa codificada pelo gene cagA,
localizado na ilha de patogenicidade cag (cag PAIl), € um importante efetor da

infecgdo por H. pylori. O CagA é translocado para dentro da célula gastrica



através de um sistema de secrec¢éo do tipo IV, onde é fosforilado e causa uma
série de reagbes, como danos a complexos de jungdo célula-célula e
mudancas na transducdo de sinais intracelulares, o que leva a alteragdes no
crescimento e motilidade das células (Wu et al., 2013).

A proteina VacA é assim chamada por induzir a formagao de estruturas
vesiculares em células de epitélio gastrico, levando a uma desregulagao de
vias de trafego intracelular. Além disso, apresenta outros efeitos, como a
interrupcao das funcbes mitocondriais, estimulo de apoptose e bloqueio da
diferenciacao de linfocitos T. Esta toxina € um hexamero de subunidades de 88
kDa, com uma forma de “estrela”. Foi proposto que esta conformacao confere a
toxina VacA uma propriedade de formacdo de canais ibnicos, que alteram o
potencial eletroquimico de membranas mitocondriais, levando a liberagao de
citocromo c, e a indugdo de apoptose (Palframan et al., 2012). VacA é
internalizada por células epiteliais gastricas, e acumula em endossomos
tardios, caracterizados por serem revestidos pela GTPase Rab7, e este
acumulo inicia a formagéao de vacuolos (Gauthier et al., 2007).

A HP-NAP foi identificada em extratos aquosos de H. pyloriem 1995, por
sua habilidade de estimular a producao de espécies reativas de oxigénio em
neutréfilos, e promover sua adesdo a células endoteliais (Evans et al., 1995).
Esta proteina € um dodecamero esférico de subunidades de 150 kDa,
contendo uma cavidade central onde acumula ferro (Tonello et al., 1999). A
HP-NAP é quimiotatica para neutrdfilos, e também leva a uma diferenciagao de
linfocitos T helper a um fendtipo Th1, uma resposta geralmente associada a
doencas graves (Amedei et al., 2006).

A infecgdo por H. pylori promove uma inflamagéo crénica na mucosa
gastrica, o passo principal na iniciagao e desenvolvimento de cancer gastrico. A
bactéria induz uma resposta inflamatéria em células epiteliais e células do
sistema imunitario circulantes, recrutadas ao sitio de infecgédo. Foi relatado que
a infecgdo regula positivamente as citocinas IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, NF-kB,
importantes mediadores no desenvolvimento de inflamagao gastrica (Lamb and
Chen, 2013). H. pylori também estimula a producao de fatores de crescimento,
como o estimulador de coldnias das células progenitoras da medula 6ssea
(GM-CSF -  Granulocyte-Macrophage  Colony-Stimulating  Factor), e



moduladores inflamatodrios, como ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Beales and Calam, 1997, Cho et al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio sao subprodutos de processos
metabdlicos das células, e em altas concentracbes podem estar implicados em
processos inflamatoérios. A gastrite associada a infecgao por H. pylori estimula a
geracao de ROS por células inflamatérias presentes na mucosa (Smoot et al.,
2000). Disturbios no balango oxidante-antioxidante podem aumentar os riscos
de morte celular, ou ainda causar danos ao DNA, podendo representar um
passo inicial da carcinogénese gastrica. Ja foi relatado que extratos aquosos
de H. pylori induzem diretamente a sintese de ROS por células epiteliais
gastricas, levando a um aumento de expressdo dos componentes de reparo de
DNA (Obst et al., 2000).

A apoptose em neutréfilos e a subsequente atuacdo de fagocitos é
crucial para a instalacdo de uma inflamagdo aguda (Savill et al., 2002). A
apoptose é retardada em neutrofilos humanos ativados por IL-8, GM-CSF, LPS,
ou leucotrieno B4, que modulam rotas de sinalizagdo incluindo as MAPKSs,
especialmente as rotas ERK e PI3K/Akt (Hebert et al., 1996, Ward et al., 1999).
A rota de ativacado de NF-kB tem um efeito protetor, regulando a expressao de
genes antiapoptéticos. Em neutréfilos humanos, a ativagdo de NF-kB parece
regular a apoptose espontanea, bem como o efeito antiapoptético de TNF-a.
Além disso, as respostas intermediadas pela ativagdo de NF-kB, na infecgao
por H. pylori, dependem do envolvimento de balsas lipidicas ricas em colesterol
nas células de epitélio gastrico (Hutton et al., 2010). Varios estudos mostram
que H. pylori é capaz de induzir apoptose em células do epitélio gastrico, tanto
in vivo como in vitro, bem como em mondécitos de camundongos (Cover et al.,
2003, Galgani et al., 2004).

O processo inflamatério cronico desencadeado por H. pylori leva a dano
tecidual. Em um estudo realizado com Helicobacter felis, uma espécie
adaptada a infectar camundongos, foi demonstrado que células derivadas da
medula 6ssea (BMDCs) migram e implantam-se em sitios de inflamagao -
particularmente em focos em que o dano tecidual induz apoptose - repovoam a
mucosa gastrica e podem contribuir para metaplasias, displasias e cancer
(Houghton et al., 2004).



A exposigdo do mesentério a extratos aquosos de H. pylori, ricos em
urease, resultou em um aumento de trés vezes na aderéncia de leucécitos nas
vénulas, e de quatro vezes na migracao destes para a regido intersticial,

contribuindo para o dano a mucosa gastrica (Yoshida et al., 1993).

1.3. Aurease de H. pylori

A urease é uma enzima niquel dependente altamente expressa por H.
pylori, podendo compor de 10% a 15% das proteinas totais dessa bactéria. Sua
unidade funcional (“monémero”) € composta por duas cadeias polipeptidicas
(UreA [30kDa] e UreB [62kDa]) em propor¢ao 1:1. A forma da urease
encontrada em cristais € dodecamérica, possuindo massa molecular de
aproximadamente 1,1 MDa (Figura 2) (Ha et al., 2001). Em solugdo também
podem ser encontrados hexadmeros da urease, bem como formas menores. A
urease catalisa a reacao de hidrélise da ureia a duas moléculas de amoénia e
uma de diéxido de carbono. A afinidade dessa enzima pelo substrato ureia,
com um Km ~ 0.3 mM, a torna cataliticamente eficiente nas concentragbes
submilimolares de ureia presentes nos fluidos humanos (Dunn et al., 1990, Hu
and Mobley, 1990).

H,0
NH,
o=< co;s
NH,
NH;

Figura 2. (A) Estrutura cristalografica da urease de H. pylori [(UreAB);]4. A subunidade A esta
representada em azul e a B, em amarelo, para um trimero. Em cinza estdo as outras trés
unidades da estrutura (Ha et al., 2001). (B) Esquema da reacédo catalisada pela urease:

hidrélise da ureia produzindo CO, e aménia.



A urease €& uma proteina citoplasmatica, mas também pode ser
encontrada na superficie de algumas bactérias, provavelmente devido a lise
bacteriana de subpopulagbes que nao resistem a acidez estomacal (Marcus
and Scott, 2001). Esta urease extracelular ndo possui atividade enzimatica
(Stingl et al., 2001). A uréia é captada pelo H. pylori através de um canal de
uréia regulado por prétons, Urel (Weeks et al., 2000). A urease regula o pH
intracelular, liberando aménia para ligar-se a prétons, e também regula o pH
extracelular, quando a aménia difunde para o periplasma e ao ambiente ao
redor da bactéria (Montecucco and Rappuoli, 2001). Apesar de ser
extremamente abundante, a transcricdo, expresséo e atividade da urease sao
reguladas por NikR, uma proteina responsavel pela regulacdo da entrada de
niquel na bactéria (van Vliet et al., 2002).

Em 1990, foi demonstrado por Marshall e colaboradores que a potente
atividade ureolitica da urease de H. pylori explica sua capacidade de colonizar
o ambiente extremamente acido do estdmago (Marshall et al., 1990). A urease
€ considerada um importante fator de viruléncia, sendo a sua atividade um
marcador amplamente utilizado para diagndsticos (Krogfelt et al., 2005).
Mutantes de H. pylori urease negativos sdo incapazes de colonizar o estdmago
de leitdes gnotobidticos e tampouco camundongos nude (Eaton et al., 1991,
Tsuda et al., 1994). H. pylori, uma bactéria ndo aciddfila, sobrevive em uma
faixa de pH que vai de 4.0 a 8.0. No entanto, na presencga de ureia, a bactéria
consegue sobreviver em ambientes com pH de até 2.5. Além disso, 0 aumento
do pH da mucosa gastrica diminui sua viscosidade e permite uma maior
quimiotaxia da bactéria (Celli et al., 2009).

Apesar de inibidores de urease terem sido utilizados no tratamento de
algumas destas patologias, seu uso foi descontinuado pelo fato de muitos
pacientes apresentarem reagdes colaterais adversas. O uso clinico de acido
acetohidroxamico, um inibidor de urease, causa depressao na sintese de DNA,
afetando a medula 6ssea, além de ser teratogénico em doses elevadas (Bailie
et al., 1986). Diversos novos estudos de screening de inibidores de urease vem
sendo realizados nos ultimos anos. Por exemplo, fosforamidatos mostram
altissima atividade inibitéria, porém nao foram industrializados devido a
hidrolise destas moléculas no baixo pH do estdmago. Varios estudos de grupos

japoneses tém demonstrado a agao inibitéria de polifendis encontrados em



extratos vegetais. No entanto, compostos com alta atividade inibitéria e
estabilidade hidrolitica ainda ndo foram descritos (Kosikowska and Berlicki,
2011).

A degradagdo de ureia, que difunde do leito capilar, pela urease e,
consequentemente, a liberagdo de aménia resulta em danos celulares (Barer et
al.,, 1988) e contribui na indugdo de vacuolizagdo das células epiteliais
gastricas, em conjunto com a toxina VacA. A urease de H. pylori também esta
envolvida na ativagdo de fagocitos e na producdo de citocinas inflamatérias
(Harris et al., 1996).

Tight junctions séo estruturas localizadas na porg¢ao apical de contatos
célula-célula, e tem um papel critico na manutengdo da funcdo da barreira
epitelial gastrica, essencial para prevenir o acesso de elementos danosos a
mucosa gastrica. Um trabalho publicado em 2009 demonstrou que H. pylori
interrompe a fungao desta barreira, e que a urease, e sua atividade ureolitica,

estariam envolvidos nesta propriedade da bactéria (Wroblewski et al., 2009).

1.4. Ureases vegetais — a canatoxina

Ureases (ureia amidohidrolase; EC 3.5.1.5) sdo enzimas niquel
dependentes (Dixon et al., 1975) que catalisam a hidrdlise de ureia a aménia e
dioxido de carbono. As ureases sdo encontradas em bactérias, fungos e
plantas, ndo sendo sintetizadas por animais, € possuem unidades funcionais
compostas por um unico tipo de cadeia polipeptidica com aproximadamente 90
kDa. Ja as ureases bacterianas possuem unidades funcionais compostas por
duas ou trés cadeias polipeptidicas diferentes, que sdo homdlogas as cadeias
Unicas das proteinas vegetais ou fungicas (Mobley et al., 1995, Sirko and
Brodzik, 2000). A figura 3 ilustra as diferencas entre ureases vegetais e

bacterianas, quanto as suas estruturas quaternarias.



Canavalia ensiformis ! _-— 840
Helicobacter pylori [ . 238/569
47% 52%

Bacilius pasteurii C m 100/126/569
52%  41% 59%

Klebsiella aerogenes [ M E 3 100/101/567
80%  53% 54%

Proteus mirabilis C_] . E 3 100/109/567
58%  51% 53%

Figura 3. Estrutura das ureases: as enzimas vegetais, como a de C. ensiformis, possuem
apenas um tipo de subunidade, enquanto que as ureases bacterianas possuem dois (H. pylori)
ou trés (K. aerogenes; P. mirabilis; B. pasteurii) tipos de cadeias polipeptidicas formando suas
“unidades funcionais”. O numero de aminoacidos de cada subunidade esté indicado ao lado
direito. A porcentagem de identidade em relagdo a regido correspondente da urease de C.

ensiformis esta indicada abaixo das barras.

Em bactérias, estas enzimas estdo envolvidas em varios processos
patogénicos, como, por exemplo, em casos de infeccao por Proteus mirabilis,
na formagdo de calculos urinarios, incrustacdo de cateter, pielonefrites, e
inclusive coma hepatico (Armbruster and Mobley, 2012).

Em plantas, essas enzimas estdo amplamente distribuidas, no entanto
pouco se conhece sobre seu papel fisiolégico. Uma possivel fungdo para
urease em plantas superiores seria a biodisponibilizagdo de nitrogénio (Polacco
and Holland, 1993). Constatou-se que, em plantas e culturas de tecidos
vegetais desprovidos de urease, quer induzidos geneticamente, na presenca
de inibidores de urease, ou por remogao do niquel, observa-se um acumulo de
ureia ou um comprometimento do emprego de ureia como fonte de nitrogénio
(Polacco and Holland, 1993). O fato de a ureia ser uma forma de excreg¢ado de
nitrogénio apenas em animais, ou seja, ndo € um metabdlito majoritario nos
vegetais onde esta enzima é abundante, constitui um entrave na argumentacéao
de que a urease teria como fungéao principal a biodisponibilizagdo de nitrogénio.

Com a descoberta de duas isoenzimas de urease na soja (Glycine max),
a urease ubiqua da soja, presente em todos os tecidos da planta, e a urease
embrido-especifica, encontrada na semente madura, onde apresenta atividade
ureolitica 1000 vezes maior que a ubiqua, surgiram algumas duvidas a respeito
da funcdo dessas enzimas nas plantas (Polacco and Winkler, 1984). Como a

perda da urease embrido-especifica ndo acarreta danos visiveis na planta,



acredita-se que esta enzima nao desempenha funcao fisiolégica ligada ao
metabolismo de nitrogénio na planta. O fato do embrido em desenvolvimento
produzir altas quantidades de uma enzima que praticamente ndo tem contato
com O seu substrato, sugere que esta urease esteja envolvida em algum outro
tipo de funcgdo, por exemplo, a defesa da planta (Polacco and Holland, 1993).

A canatoxina, uma isoenzima de urease encontrada nas sementes de
Canavalia ensiformis, é letal para ratos e camundongos por via intraperitoneal,
mas indcua se administrada oralmente (Carlini and Guimaraes, 1981). Essa
toxina possui também atividade inseticida (Carlini et al., 1997, Ferreira-DaSilva
et al., 2000, Staniscuaski et al., 2005, Defferrari et al., 2011), e fungicida
(Becker-Ritt et al., 2007, Postal et al., 2012), o que reforca a hipétese de que as
ureases estariam envolvidas nos mecanismos de defesa das plantas.

Varios peptideos internos da canatoxina ja foram sequenciados, obtidos
por hidrélise triptica ou por endoproteinase Lys-C, sendo que todos eles
revelaram um alto grau de similaridade com a sequéncia primaria de urease da
C. ensiformis. A composicado percentual de aminoéacidos ¢ indicativa de uma
grande semelhanga das duas proteinas. A partir dessa evidéncia, a canatoxina
foi caracterizada como uma variante da urease de C. ensiformis, apresentando-
se em sua forma nativa como um dimero ndo covalente de cadeias de 95 kDa
(Follmer et al., 2001). As duas isoformas de urease podem ser separadas
cromatograficamente, sendo que a canatoxina apresenta maior avidez por
metais (Zn"" e Co™) em cromatografia de afinidade em metal imobilizado, o
que permitiu o estabelecimento de protocolos de purificagdo para a obtengao
das isoformas altamente purificadas (Follmer et al., 2004).

Apesar da alta similaridade, a canatoxina purificada apresenta apenas
30-40% da atividade ureolitica da urease de C. ensiformis. Postula-se que
essas ureases possuem dominios protéicos distintos, o0s quais sao
responsaveis por atividades bioldgicas diferentes: um dominio com atividade
hidrolitica sobre ureia, suscetivel de inibicdo por agentes quelantes e
oxidantes; e pelo menos mais outro dominio, niquel e tiol independentes, que
seria responsavel pelos seus outros efeitos biolégicos (Follmer et al., 2001,
Follmer et al., 2004).

Estudos anteriores do nosso grupo mostraram que a canatoxina

apresenta uma série de efeitos bioldgicos que parecem estar relacionados com
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a capacidade da proteina em ativar os sistemas secretérios de diversos tipos
celulares. Tal efeito secretagogo da canatoxina envolve mediagdo por
metabdlitos do acido araquiddnico via lipoxigenases. A tabela 1 expde alguns

dos efeitos descritos para canatoxina.

TABELA 1. Efeito secretagogo da canat oxina: modulagéo por inibidores de lipoxigenase .

MODELO EFEITO DEsg INIBIDOR DOSE INIBI(;AO Ref
Plaquetas, coehho agregacdo 300 nM NDGA 520 uM 50 (@)
ETYA 19 uM 50
BW755C 50 uM 0
secrecdo: serotonina 300 M NDGA 500 uM ] ®)
E sculetina 100 UM &
Sinaptossomas, rato secrecdo: seratonina 500 M NDGA 200 uM 0 ®)
Esculetina 100 1M €0
secrecdo: dopamina 2uM NDGA 200 uM o
Ihotas pancreaticas, rato secrecdo deinsulina 500 n NDGA 200 uM 7 o)
E sculetina 100 uM %
Mastdcitos: rato secrecdo de histamina ~~ 500nM  ndo testado (@)
macréfagos, camundongo secrecdo: enzimas 200 M NDGA 150uM  ndoinbe (e)
Rato, in vivo hipoglicemia 04mgKg NDGA  125mgKg 100 ()
Esculetina  125mgKg 100
Rato, in vivo hiperinsulinemia 0,4mg/Kg NDGA  125mgKg 100 @
Rato, in vivo hipoxia 04mgKg NDGA 125mgKg 72 M)
Esculeina  125mgKg 50
Rato, invivo Edema de pata 0.4mg/Kg NDGA  125mgKg 66 (i)
Esauletina  125mgKg 50
Rato,_in vivo convuisies 04mg/Ka  NDGA  125mgKg Jis )]

(a)(Carlini et al., 1985); (b) (Barja-Fidalgo et al., 1991a); (c) (Barja-Fidalgo et al.,
1991b); (d) (Grassi-Kassisse and Ribeiro-DaSilva, 1992); (e) (Ghazaleh et al., 1992); (f)
(Ribeiro-DaSilva et al., 1986); (g) (Ribeiro-DaSilva and Prado, 1993); (h) (Ribeiro-
DaSilva et al., 1992); (i) (Benjamin et al., 1992, Ribeiro-DaSilva et al., 1992).

A canatoxina, quando administrada intraperitonealmente em ratos e
camundongos (DLsp de 0.4-0.6 e 2-3 mg/kg respectivamente), induz alteragdes
respiratorias, convulsdes e morte (Carlini and Guimaraes, 1981, Carlini et al.,
1984). Em doses subconvulsivantes, a canatoxina promove um aumento dos
niveis plasmaticos de gonadotrofinas (Ribeiro-DaSilva et al., 1989), de insulina,
de modo dose e sexo dependente em ratos (Ribeiro-DaSilva and Prado, 1993),
e apresenta também efeitos pro-inflamatérios em ratos, tanto em modelos in

vivo como ex-vivo (Benjamin et al., 1992, Barja-Fidalgo et al., 1992).
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Em ensaios in vitro, a canatoxina apresenta uma potente atividade
secretagoga, quando administrada em doses nanomolares em diversos tipos
de células, induzindo secrecdo de granulos plaquetarios e agregagao
plaquetaria (Carlini et al., 1985), secrecdo de dopamina e serotonina em
sinaptosomas de cérebro total de rato (Barja-Fidalgo et al., 1991b), liberagao
de histamina em mastécitos (Grassi-Kassisse and Ribeiro-DaSilva, 1992),
secregao de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas (Barja-Fidalgo et al.,
1991a), e liberagdo de enzimas lisossomais em macrofagos (Ghazaleh et al.,
1992).

A maioria dos efeitos descritos para a canatoxina, tanto in vivo quanto in
vitro, envolve mediagdo por metabdlitos do &acido araquidbnico via
lipoxigenases, ja que esses efeitos sdo bloqueados por inibidores de
lipoxigenase, por exemplo, acido nordihidroguaiarético e esculetina, e nao por
inibidores de ciclo-oxigenases, como acido acetilsalicilico e indometacina
(Benjamin et al., 1992, Carlini et al., 1985, Barja-Fidalgo et al., 1991a, Ribeiro-
DaSilva et al., 1989)

A canatoxina também apresenta um efeito inibitério sobre o acumulo de
Ca?* em vesiculas do reticulo sarcoplasmatico, resultante da atividade
enzimatica da Caz"MgZ*-ATPase presente. A toxina parece desacoplar o
transporte de calcio, através da membrana, da atividade hidrolitica da enzima
sobre o ATP, um dado relevante para o entendimento das propriedades
secretagogas desta proteina (Alves et al., 1992).

O efeito pro-inflamatério da canatoxina foi caracterizado em ratos pela
indugdo de migracao de neutrdéfilos e mondcitos para as cavidades peritoneal e
pleural, além de apresentar efeito no modelo air pouch, mediado pela liberagédo
de fatores quimiotaticos de macréfagos peritoneais de ratos (Barja-Fidalgo et
al., 1992). Em ensaio de edema de pata em ratos, com doses de 50 ug e 100
Mg de canatoxina por pata, a inflamacao é dose dependente, com pico maximo
apos 6 horas da injecao intraplantar e com regresséo total em 48 horas. Este
fendbmeno parece ser mediado por metabdlitos das vias das lipoxigenases,
provavelmente leucotrienos, que causam infiltracdo celular intensa no local da
inflamagéo (Benjamin et al., 1992).

Desde 2004, nosso grupo vem demonstrando que propriedades

biologicas independentes de uredlise ndo sdo exclusivas das ureases de
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Canavalia ensiformis. A urease embrido-especifica de soja (Glycine max) e a
urease da bactéria de solo Bacillus pasteurii também induzem ativacdo de
plaquetas, de modo semelhante as ureases de C. ensiformis (Follmer et al.,
2004). A rota de ativagéo da resposta das plaquetas a urease de B. pasteurii foi
caracterizada, demonstrando-se o envolvimento da 12-lipoxigenase plaquetaria
e de canais de calcio voltagem dependentes (Olivera-Severo et al., 2006).

Na tese de doutorado de Olivera-Severo, em 2006, foi descrito pela
primeira vez o potencial pré-inflamatério da urease de H. pylori, através do
modelo de edema de pata em camundongos. Este resultado mostrou que a
formacgao de edema tem um pico entre 4 e 6 horas apos a inje¢éo sub-plantar
da amostra (Olivera-Severo, 2006).

Mais recentemente, Wassermann (2010) mostrou que a urease da
bactéria H. pylori também ativa plaquetas sanguineas e induz agregagao
plaquetaria, recrutando a rota dos eicosandides, através da via da lipoxigenase.
Esta ativacdo € inibida por dexametasona (inibidor de fosfolipase A2) e
esculetina (inibidor de lipoxigenases), e potenciada por indometacina (inibidor

de ciclooxigenases), como ilustra a Tabela 3 (Wassermann et al., 2010).

Tabela 2. Envolvimento de fosfolipase A2 e eicosandides na agregagéo plaquetaria induzida pela urease de

H. pylori.
Agregacao Plaquetaria
Tratamento .
% Média + DP
Nenhum 100 = 10,04
Dexametasona (50 puM) 62,64 = 6,06
Esculetina (500 pM) 55 + 6,06
Indometacina (150 uM) 160,74 £12,74
(300 pM) 313,26 + 3,78

(Retirado de Wassermann et al., 2010)
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Em 2010, demonstramos que a urease tem diversos efeitos em
neutréfilos, como protecdo contra apoptose, quimiotaxia e aumento da
produgao de ROS (Uberti, 2010).

1.5. Eicosandides

Os eicosandides sado autacoides derivados do acido araquiddnico por
rotas metabdlicas distintas, entre as quais a via das ciclo-oxigenases e a via
das lipoxigenases (figura 3), hoje reconhecidos como segundo mensageiros
envolvidos na transdugdo de sinais numa vasta gama de fenbmenos
fisiolégicos e patoldgicos.

Cell membrane phospholipds

Phospholipases
(PLA2)

‘ Arachidonic acid (AA)

P N

Cyclooxygenases Lipoxygenases Cytochrome P450
COX-1, COX-2 5-LO 12-LO 15-LO \
PGG2 5-HETEs 12-HPETEs 15-HPETEs HETESs, epoxides
PGH2 LTA4 12-HETEs 15-HETEs
- Prostaglandins CyslLTs LTB4 Lipoxins Lipoxins
(PGD2, PGE2, PGF2a) LTC4 LXA4 LXA4
- Prostacyclin LTD4 LXB4 LXB4
(PG12) LTE4
- Thromboxanes
(TXA2, TXB2)

TRENDS in Molecular Medicine

Figura 4: Principais vias do metabolismo dos eicosandides. A liberagéo de acido araquidénico,
constituinte minoritario dos fosfolipidios de membranas, ocorre por hidrélise catalisada por
fosfolipases tipo A2. Uma vez liberado, o acido araquidénico sera substrato para diferentes
rotas metabdlicas, particulares para cada tipo celular. Através da via da ciclo-oxigenase
formam-se prostaglandinas e tromboxanas, enquanto que a agao das diferentes lipoxigenases

levara a formacéo de hidroperoxidos e leucotrienos (Harizi et al., 2008).

O acido araquidbnico, atuando diretamente ou na forma de seus

metabdlitos, eicosandides, regula uma série de fungdes celulares (Sakata et al.,
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1987, Sumida et al.,, 1993). Prostaglandinas, produtos de cicloxigenases, e
leucotrienos, produtos de lipoxigenases, sdo mediadores de atividades
biolégicas em varias doengas inflamatérias, e em condi¢cdes crénicas de
inflamacéo, os niveis de eicosandides estdo aumentados (Harizi et al., 2008).

Existem muitos indicios de que os produtos de lipoxigenases, como 0s
leucotrienos, estariam envolvidos nos processos secretérios de diferentes tipos
celulares (Wang and Dubois, 2010). Além disso, a inibicdo da 5-lipoxigenase
diminui o crescimento e promove morte celular em diversas linhagens
transformadas (Massoumi and Sjolander, 2007). A indugdo de colite, uma
doenga que induz uma resposta inflamatéria violenta, em camundongos
lipoxigenase-negativos, foi significativamente reduzida (Cuzzocrea et al., 2005).
Receptores para leucotrieno B4 tem sua expressdo aumentada em amostras de
cancer gastrico (Venerito et al., 2011), e sabe-se que a inflamacgao decorrente
da infec¢ao por H. pylori estimula a produ¢do de metabdlitos de 5-lipoxigenase,
resultando em um aumento na producgéo de citocinas inflamatérias (Park et al.,
2007).

1.6. Endocitose de toxinas

Geralmente, as toxinas bacterianas séo divididas em trés classes de
acordo com seu modo de acao nas células do hospedeiro: (i) interferem em
vias de sinalizacdo transmembrana; (ii) alteram a permeabilidade da membrana
plasmatica; e (iii) atuam dentro da célula. No ultimo caso, a internalizagéo da
toxina segue alguns passos: ligagdo a superficie celular, internalizagdo e
trafego intracelular, e translocagao para o citosol. A toxina de H. pylori VacA
atua dentro da célula gastrica, e sua internalizagdo tem sido estudada. VacA
interage com lipid rafts, onde pode se ligar a diferentes receptores de
membrana, € internalizada para endossomos iniciais, e associa-se a
endossomos tardios, onde induz vacuolizagédo (Cover and Blanke, 2005).

A urease de H. pylori interage com a cadeia invariante do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il, CD74. Esta interagao

induz a expressao de NF-kB e IL-8 em células epiteliais gastricas, respostas
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que foram bloqueadas com anticorpos monoclonais para CD74 (Beswick et al.,
2006).
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2. Objetivos

Objetivo geral: Baseados nos estudos anteriores sobre as propriedades
farmacoldgicas da canatoxina, em especial o seu efeito pro-inflamatorio, bem
como suas agdes secretagoga e indutora de ativagdo plaquetaria, no presente
trabalho exploramos a hipotese de que a urease de H. pylori compartilha estas

propriedades independentes de atividade ureolitica.
Objetivos especificos:

a) Investigar o potencial pré-inflamatério da urease de H. pylori

utilizando o modelo in vivo de edema de pata.

b) Verificar a participagdo da urease na ativagdo de neutrdfilos
humanos.
a. Efeito na apoptose e quimiotaxia;
b. Indugéo da produgao de espécies reativas de oxigénio;
c. Envolvimento da rota da 5-lipoxigenase nos efeitos induzidos

pela urease.

c) Avaliar o efeito da urease em processos inflamatérios e angiogénicos
em células de epitélio gastrico;
a. Internalizacédo da urease;
b. Efeito na motilidade celular;

c. Inducao da expressao de citocinas pré-inflamatérias.
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3. Materiais e Métodos

Neste trabalho, a urease de H. pylori foi purificada de duas maneiras
diferentes: 1) proteina recombinante, obtida a partir de uma linhagem de
Escherichia coli transformada com um vetor contendo o operon da urease, e 2)

proteina nativa, obtida a partir da prépria Helicobacter pylori, linhagem 26695.

3.1. Produgao da urease recombinante de H. pylori:

A linhagem E. coli SE5000 [F- araD193 A(argF lac)U169 rpsL150 relA1
ftbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR recA56] foi utilizada como vetor de expressao da
urease recombinante de H. pylori (gentiimente cedida pelo Dr. Harry L.T.
Mobley - University of Michigan Medical School). O meio de cultura utilizado
para o cultivo de E. coli foi o LB (Luria-Bertani) em pH 7.0, sendo composto de
triptona (10 g/L), extrato de levedura (5 g/L) e NaCl (10 g/L). Para meio sélido,
foi adicionado 1,5% m/v de agar.

Foi utilizado o plasmideo pHP8080 (cedido gentilmente pelo Dr. Harry
L.T. Mobley - University of Michigan Medical School). A figura 4 mostra a
estrutura do plasmideo.

pHP8080

~153kb ureH
glmM
ureG
IspA ureW
ureE

ureA urel&y
'Q Ko’ ureB

Figura 5: Estrutura do plasmideo pHP8080, contendo o operon da urease de H. pylori
linhagem 26695 (ureABIEFGH), o gene codificante para proteina transportadora de niquel

(nixA) e marca de resisténcia para cloranfenicol (cat) (McGee et al., 1999).
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Colbnias mantidas a -196°C em nitrogénio liquido foram inoculadas em
meio de cultura LB com cloranfenicol (20 ug/ml). Este pré-inéculo foi cultivado
overnight (O/N, ~16 horas) a 37°C, e adicionado, na proporgéo 1:50, em LB
contendo cloranfenicol (20 pg/ml) e NixCl (1 uM). Tipicamente, foram utilizados
5 mL do pré-inéculo. O cultivo foi incubado a 37°C por cerca de 16 horas sob
agitagao (180 RPM).

Apods o desenvolvimento das cepas, o cultivo foi centrifugado em Sorvall-
Plus RC5b, a 15000 g, a 4°C, durante 10 minutos. O material sobrenadante foi
desprezado e o precipitado suspenso em tampao 20 mM NaPB, pH 7.0
(tampao de extragao).

As células suspensas no tampao de extracdo foram lisadas por ultra-
som (Ultrasonic Homogenizer 4710), com 10 pulsos (40 kHz) de 1 minuto, com
intervalos de 2 minutos, em banho de gelo. Em seguida esse material foi
novamente centrifugado em Sorvall Plus RC 5b, a 15000 g, durante 20
minutos, o material insoluvel foi descartado e o sobrenadante, apds dialise
contra tampéao fosfato pH 7.0, foi denominado como Extrato Bruto.

A proxima etapa consistiu em uma cromatografia de troca ibnica Q-
Sepharose (Amersham Biosciences) do Extrato Bruto, na proporgado de 1 mL
de resina para cada 5 mg de proteina; a resina foi equilibrada em tampéao de
extracdo. Apds a adsorgao da amostra a resina, esta foi lavada com o tampao
de equilibrio e entao eluida com gradiente descontinuo: Os tampdes de eluicdo
foram: 12 eluicdo — Tampao de extracdo mais 100 mM NaCl; 22 eluicao -
Tampao de extragao mais 200 mM NaCl; 32 eluicao - Tampao de extragdo mais
300 mM NaCl; 42 eluigao - Tampao de extracdo mais 1 M NaCl.

A fragdo rica em atividade ureolitica oriunda da 22 eluicdo da Q-
Sepharose foi dialisada para a retirada do NaCl e submetida a uma nova
cromatografia de troca ibnica em coluna Source 15-Q (Amersham Biosciences),
esta adaptada em AKTA (Pharmacia). A coluna foi equilibrada com tampéo de
extracdo pH 7.5, e o sistema foi programado para gerar um gradiente continuo
de NaCl 25% a 75% em 20mL de tampdo de extragdo, para eluicdo da
amostra. Apos a coleta dos picos cromatograficos, foram realizados ensaios de
determinacao de atividade ureolitica.

A fragéo rica em urease proveniente da Source 15-Q foi submetida a

cromatografia de gel filtragdo em coluna Superose 6 (GE Healthcare),



19

equilibrada com tampéo de extragéo, em AKTA (Pharmacia), obtendo-se assim

a urease recombinante purificada.

3.2. Produgao da urease de H. pylori nativa:

A linhagem 26695 (ATCC 700392; cag PAI") de H. pylori foi utilizada
para a purificagdo da urease nativa. O H. pylori foi cultivado em meio triptona
de soja (TSA) solido suplementado com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado, a 37°C em um ambiente microaerofilico (10% CO,, 7,5% Og,
82,5% N3), em jarras de microaerofilia.

Apos 48 horas de incubacao, as colonias de H. pylori de 40 placas de
meio de cultura foram coletadas, suspensas em tampédo fosfato (20 mM
NaH,PO,4) e lisadas por ultra-som (Ultrasonic Homogenizer 4710), com 10
pulsos (40 kHz) de 1 minuto, com inertvalos de 30 segundos, em banho de
gelo. Em seguida esse material foi centrifugado em Sorvall Plus RC 5b, a
15000 g, durante 20 minutos, o material insoluvel foi descartado e o
sobrenadante dialisado contra tampdo fosfato pH7.0 e denominado como
Extrato Bruto.

A purificacdo da urease a partir de colbénias de H. pylori é igual a da
recombinante, exceto por um passo adicional no final do processo. Este passo
adicional € mais uma etapa de cromatografia de troca ibnica em coluna Source
15-Q (Amersham Biosciences), montada em um AKTA (Pharmacia), nas
mesmas condigdes da primeira corrida, a partir da fragdo obtida na eluicao com
200 mM NaCl. Apds a coleta dos picos cromatograficos, foram realizados
ensaios de determinacdo de atividade ureolitica, e SDS-PAGE para determinar

a pureza da amostra.

3.3. Medida de contetdo proteico

A determinagdo do conteudo proteico das amostras de urease foi
realizada a partir da absorgdo no ultravioleta em comprimento de onda de

280nm, utilizando cubetas de quartzo com passo 6éptico de um cm. No caso de
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lisados celulares, o conteudo protéico foi medido através do método de
Bradford, 1976 (Bradford, 1976).

3.4. Detecgao de atividade ureasica

Aliquotas de amostras de todas as etapas de purificacdo foram
incubadas com 10 mM de ureia, a 37°C, em tampao PBS 1X pH 7,0 (tampéao
fosfato 20 mM, 150 mM NaCl pH 7,0). A aménia liberada pela urease foi
quantificada colorimetricamente pelo método de fenol-hipoclorito (Weatherburn,
1967), utilizando-se uma curva padrao de sulfato de amdnio na faixa de 15 a
250 nM. Uma unidade enzimatica de urease foi definida como a quantidade de

enzima capaz de liberar um pmol de aménia por minuto, em pH 7,0 a 37°C.

3.5. Ensaio de edema de pata em camundongos

Grupos com nove camundongos foram submetidos ao ensaio de edema
de pata: na pata traseira direita foram aplicados, com injecao sub-plantar, 30 pL
de urease a 2,78 uM, diluida em soro fisiolégico e como controle negativo
interno, no mesmo animal, na pata esquerda traseira, 30 uL de soro fisioldgico.
Apods 4 horas, os camundongos foram sacrificados, as patas traseiras foram
removidas e fixadas em formalina 10% para preparo de blocos de parafina.
Cortes de 5 ym foram marcados com hematoxilina-eosina e analisados em um
microscépio de luz no Servigo de Patologia da Faculdade de Veterinaria da
UFRGS. Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFRGS, sob o n° 23078.00605212014-03.

3.6. Isolamento de neutrofilos humanos

Experimentos envolvendo neutréfilos humanos foram realizados no
Departamento de farmacologia da Universidade Estadual do Rio de Janeiro,

em colaboragdo com a Dra. Christina Barja-Fidalgo.
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Neutrdéfilos humanos foram isolados de voluntarios saudaveis, a partir de
sangue venoso periférico, tratado com 0,5% de EDTA, utilizando-se quatro
etapas de gradiente descontinuo de Percoll (Sigma) (Boyum, 1968). Apods
remogao das hemacias por lise hipotbnica, neutréfilos foram suspensos em
meio RPMI-1640 (Sigma) ou DMEM (Dulbecco modified Eagle medium). A
pureza e a viabilidade dos neutrdfilos foi analisada pelo ensaio de exclusdo do

corante vital trypan blue.

3.7. Ensaio de migragao de neutrofilos

A quimiotaxia foi medida em Camara de Boyden (NeuroProbe,
Gaithersburg, MD), com 48 pogos, utilizando-se filtros de policarbonato de 5 pm
para separar dois compartimentos. No compartimento superior foram colocados
os neutrdfilos (10° cells/mL em RPMI-0.01% albumina de soro bovino [BSA]),
enquanto que o compartimento inferior da camara continha N-Formil-Metionil-
Leucil-Fenilalanina (fMLP; 700 nM, Sigma), urease (10 nM, 30 nM, 100 nM) ou
0 meio (migracao aleatéria; 37°C, 5% CO,) (Arraes et al., 2006). Apos 1 hora,
os filtros foram removidos, fixados, e corados, e neutréfilos que migraram
através da membrana foram contados ao microscopio, em pelo menos 5
campos aleatoriamente selecionados. Para a inibicdo da urease, a proteina foi
incubada overnight a 4°C com 1 mM p-hidroxi-mercurio-benzoato (Sigma),
seguida por didlise para remocdo do excesso de inibidor. Para avaliar a
participacdo de produtos de 5-lipoxigenase (5-LO), as células foram tratadas
com o inibidor AA861 (10 uM; Sigma) por 15 minutos antes do estimulo com a
urease. Cada amostra foi medida em ftriplicata. Resultados foram expressos

como o numero médio + DP de neutréfilos por campo.

3.8. Medida da apoptose

Neutréfilos foram expostos a AA861 (10 uM), urease (100 nM), urease +
AA861, e IL-8 (100 nM, Sigma), ou somente ao meio de cultura, durante 24
horas. As células foram centrifugadas, coradas com Diff-Quik (Dade Behring —

Suiga), e contadas em um microscopio 6ptico (x 1000) para determinagao da
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proporgdo de células exibindo nucleo picnoético, resultado da condensacgéao
irreversivel da cromatina, uma morfologia caracteristica de células em
apoptose (Arruda et al., 2004). Pelo menos 400 células foram contadas por

amostra. Resultados foram expressos como média + DP.

3.9. Preparo de extratos celulares

Para obter lisados celulares, neutréfilos foram suspensos em tampéo de
lise (50 mM HEPES, pH 6,4, 1 mM MgCI2, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1
pg/mL DNAse, 0,5 ug/mL RNAse) contendo os seguintes inibidores de
proteases: 1 mM PMSF, 1 mM benzamidina, 1 uM leupeptina e 1 uM SBTI
(Sigma).

3.10. Western Blot

Lisados celulares foram desnaturados em tampao de amostra (50 mM
Tris—HCI, pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10% glicerol, 0.001% azul
de bromofenol) e aquecidos em “banho-maria” fervente por 3 minutos. As
amostras (30 ug proteina total) foram resolvidas em 12% SDS-PAGE e as
proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Hybond-P,
Amersham Pharmacia Biotech). Marcadores “Rainbow” (Invitrogen) correram
em paralelo para estimativa as massas moleculares. As membranas foram
bloqueadas com Tween-TBS (20 mM Tris—HCI, pH 7.5, 0,9% NaCl, 0.1%
Tween-20) contendo 1% BSA e como sondas foi usado o seguinte anticorpo
desenvolvido em coelho: policlonal anti-5-LO (Cayman Chemicals), na diluigao
1:5000. Apds extensiva lavagem com Tween-TBS, as membranas de PVDF
foram incubadas com o anticorpo secundario IgG anti-coelho conjugado a
biotina por uma hora, e entdo incubado com estreptavidina conjugada a
peroxidase na proporcdo 1:1000 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA).
Proteinas imunorreativas foram visualizadas apds coloragdo com 3,37 -
diaminobenzidina (Sigma). As bandas foram quantificadas por densitometria

usando Scion Image Software (Scion Co., MD, USA).



23

3.11. Células de epitélio gastrico em cultura

Experimentos com células humanas em cultura foram realizados no
Instituto de Patologia e Imunologia da Universidade do Porto, Portugal.

Células de epitélio gastrico humano AGS (ATCC) foram mantidas em
meio RPMI 1640 (Invitrogen) com 10% de soro fetal bovino, 200 pg/mL
estreptomicina e 200 IU/mL penicilina a 37°C, e 5% de CO..

3.12. Imunocitoquimica e microscopia confocal

Estudos envolvendo imunocitoquimica foram realizados utilizando um
microscopio confocal Leica SP5, com uma lente objetiva PL APO 63x 1,40
(TCS SP; Leica). As imagens foram analisadas utilizando os softwares LAS AF
Lite (Leica) e Imaged (Schneider et al., 2012, Linkert et al., 2010). Para a
imunocitoquimica, células AGS foram cultivadas em camaras LabTek (Ibidi),
fixadas com paraformaldeido 4%, e permeabilizadas com metanol 100%
gelado. As células foram incubadas com anticorpos primarios para as proteinas
EEA1, Lamp1, e UreB (Santa Cruz Biotechnology). A detecgdo de EEA1 e
Lamp1 foi monitorada com anticorpo secundario acoplado a Alexa-594
(vermelho), e a deteccdo de UreB foi monitorada com anticorpo secundario
acoplado a Alexa-488 (verde).

Em experimentos com células vivas, células AGS foram transfectadas
previamente com os plasmideos codificando a proteina Lamp1-GFP,
gentilmente cedido pelo Dr. Allan Levey, Escola de Medicina da Universidade
de Emory, EUA.

Células AGS foram cultivadas até uma confluéncia de 50%, e entéo foi
adicionado a cultura um mix, contendo o meio adequado para transfeccdes
Opti-MEM (Life Technologies), lipofectamina (Life Technologies) e o DNA
plasmidial. As células foram incubadas por 24 horas. Para estes experimentos,
a urease foi marcada covalentemente com TexasRed (Thermo Scientific). A
urease ficou em contato com o marcador durante uma hora, a 4°C, com
agitacao. Apds, a amostra foi dialisada exaustivamente contra o tampao fosfato

20 mM, pH 7,0, e gel-filtrada em uma coluna De-Salting (Sigma) para remover
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qualquer excesso de corante. O plasmideo utilizado foi gentilmente cedido pelo
Dr. Allan Levey, Escola de Medicina da Universidade de Emory, EUA.

Células AGS transfectadas com Lamp1-GFP foram previamente tratadas
com MBCD (5 mg/ml) por uma hora para ensaios envolvendo a participagao de

colesterol.

3.13. Ensaio de migragao celular

Células AGS foram cultivadas até a confluéncia de 100% em placas para
migragao celular, contendo um inserto removivel de silicone (Ibidi®, Alemanha
— figura 6). Apds atingir a confluéncia de 100%, o inserto de silicone foi
removido, e a migragéo celular na diregdo do espago anteriormente ocupado
pelo inserto (gap) foi monitorada em microscépio 6tico com 1, 3, 5, 7 e 24
horas. As areas residuais de gap foram calculadas utilizando o software ImageJ
(Schneider et al., 2012).

Figura 6: Sistema utilizado para medir migragao celular

3.14. Expressao de citocinas

O sobrenadante das culturas do ensaio de migragao foi coletado apds as
24 horas do tratamento com a urease. Doze citocinas (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, IFNy, TNFa, GM-CSF) foram medidas através
de um Multi-Analyte Human Inflammatory Cytokines ELISArray Kit (Qiagen
Biosciences), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Brevemente, 50 yL dos
sobrenadantes foram incubados em uma placa de 96 pogos por uma hora,

seguido por passos de lavagem, incubagdo com os anticorpos de detecc¢ao por
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uma hora, lavagem, incubacdo com avidina-peroxidase por 30 minutos,

lavagem, revelagao por 15 minutos e quantificagdo colorimétrica a 450 nm.

3.15. Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA seguido por Turkey-Kramer
utilizando o programa GraphPad Prism 6.0 e o valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4. Resultados

Os resultados desta tese estdo apresentados da seguinte forma:

Capitulo 1: dados relativos a estudos do potencial pro-inflamatério
da urease estdo apresentados no artigo cientifico “Pro-

inflammatory properties and neutrophil activation by Helicobacter

pylori urease”, Uberti, A.F., Olivera-Severo, D., Wassermann,
G.E., Scopel-Guerra, S., Moraes, J.A., Barcellos-de-Souza, P.,
Barja-Fidalgo, C., Carlini, C.R. Toxicon. 69:240-9 (2013).

Capitulo 2: manuscrito a ser submetido a uma revista
internacional, contendo dados com células epiteliais gastricas,
obtidos durante estadgio Doutorado-Sanduiche realizado no
Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do
Porto, Portugal, sob a supervisdo e orientagdo da Prof?. Dr?. Céu

Figueiredo.

» Anexo |: Dados referentes a purificacdo da urease nativa
de H. pylori.
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4.1. Capitulo 1

“Pro-inflammatory properties and neutrophil activation by Helicobacter
pylori urease”, Uberti, A.F., Olivera-Severo, D., Wassermann, G.E., Scopel-
Guerra, S., Moraes, J.A., Barcellos-de-Souza, P., Barja-Fidalgo, C., Carlini,
C.R. Toxicon. 69:240-9 (2013).

Os dados que originaram este artigo foram coletados parcialmente no

meu mestrado (Uberti, 2010) e complementados nesta tese.
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Resumo

O patdgeno gastrico Helicobacter pylori produz uma grande quantidade
de urease cuja atividade enzimatica permite a sobrevivéncia da bactéria no
estdbmago. Nosso grupo ja demonstrou que ureases possuem propriedades
independentes de sua atividade ureolitica em modelos mamiferos, através de
rotas mediadas por derivados de lipoxigenases. Neste trabalho, nés avaliamos
o potencial pré-inflamatério da urease de H. pylori. O ensaio de edema de pata
em camundongos e experimentos de ativagdo de neutrofilos humanos foram
realizados utilizando uma urease recombinante. A urease induz edema de pata
em camundongos com intensa infiltracdo de neutrdfilos. In vitro, a urease a 100
nM foi quimiotatica para neutréfilos humanos, induzindo a produgdo de
espécies reativas de oxigénio. Neutréfilos ativados por urease mostraram um
aumento de meia-vida, com a inibicdo de apoptose sendo acompanhada por
alteragdes nos conteudos das proteinas Bcl-X_ e Bad. Estes efeitos da urease
persistem na auséncia de atividade enzimatica. Os efeitos de edema de pata
em camundongos, quimiotaxia e protegdo contra a apoptose em neutrdfilos
humanos foram revertidos na presenga de inibidores de lipoxigenase, como
esculetina e AA861. Neutrofilos expostos a urease mostraram elevados niveis
de 5-lipoxigenase, e nenhuma alteragao nos niveis de ciclo-oxigenases. Juntos,
estes dados indicam que a urease, além do papel na sobrevivéncia no
ambiente acido do estdbmago, tem um papel importante nas doencas

inflamatorias estomacais causadas por H. pylori.
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Article history: The gastric pathogen Helicobacter pylori produces large amounts of urease, whose enzyme
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were tested using a purified, cell-free, recombinant HPU. rHPU induced paw edema with
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showed increased content of lipoxygenase(s) and no alteration of cyclooxygenase(s).
Altogether, our data indicate that HPU, besides allowing the bacterial survival in the
stomach, could play an important role in the pathogenesis of the gastrointestinal in-
flammatory disease caused by H. pylori.
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as the first line of defense against infectious agents, and the
infiltration of gastric tissue by neutrophils is the hallmark
of acute and chronic inflammatory disorders caused by the
persistence of H. pylori in the gastric lumen (Elliott and
Wallace, 1998). Prolonged inflammation can lead to
tumor formation (Mantovani et al., 2008), and the persis-
tence of ROS-producing neutrophils contributes to the
amplification of inflammation.

H. pylori produces factors that damage gastric epithelial
cells, among which are the vacuolating cytotoxin VacA, the
cytotoxin-associated protein CagA, a neutrophil activating
protein (HP-NAP) and a urease that neutralizes the acidic
medium allowing its survival in the stomach. The gastro-
duodenal illness induced by H. pylori depends on the host
inflammatory response elicited by the several virulence
factors produced by the microorganism. There are reports
showing that H. pylori whole cells or extracts of its water-
soluble proteins promote inflammation, activate neutro-
phils and induce release of cytokines (Andrutis et al., 1995;
Nielsen and Andersen, 1992). Infection by H. pylori may also
induce impairment of DNA repair mechanisms, inducing
gastric epithelial cells into a mutator phenotype (Machado
et al., 2009). The biology of H. pylori and its involvement in
stomach illness were reviewed recently (Herrera and
Parsonnet, 2009; Polk and Peek, 2010).

The urease of H. pylori accounts for about 10% of total cell
protein and is consistently present in all naturally occurring
strains (Suzuki et al., 2007). It has been previously shown that
genetically engineered urease-deficient H. pylori is unable to
colonize either germfree piglets, ferrets, or mice (Andrutis
et al, 1995; Eaton et al, 1991; Hu and Mobley, 1990).
In vitro, purified H. pylori urease stimulates macrophages,
eliciting the production of reactive species and cytokines, thus
contributing to tissue inflammation and injury (Shimoyama
et al,, 2003). We have previously reported that a purified H.
pylori urease activates platelets through a lipoxygenase-
mediated pathway, leading to ADP exocytosis and, there-
fore, platelet aggregation (Wassermann et al., 2010).

In this study we aimed to evaluate the participation of H.
pylori urease in the acute inflammatory process promoted
by this bacterium. For that purpose we worked with a pu-
rified recombinant HPU (rHPU) produced in Escherichia coli.
Our results showed that rHPU induces: (i) mouse paw
edema; (ii) human neutrophil migration; (iii) protection of
human neutrophils against apoptosis; (iv) production of
reactive oxygen species by neutrophils, and (v) induction of
expression of lipoxygenase(s) in human neutrophils.

2. Material and methods
2.1. Recombinant H. pylori urease (rHPU)

H. pylori recombinant urease (rHPU) was produced by
heterologous expression (McGee et al., 1999) in E. coli
SE5000 transformed with plasmid pHP8080, kindly pro-
vided by Dr. Harry T. Mobley, University of Michigan
Medical School. rHPU was purified from bacterial extracts
as previously described (Wassermann et al., 2010). For the
experiments, the purified protein was concentrated using
Centriprep cartridges (30 kDa cut-off) to give a 0.5 mg
protein/mL solution (Suppl. Fig. 1) and dialyzed against

20 mM sodium phosphate, pH 7.5, 1 mM EDTA, 5 mM 2-
mercaptoethanol. The buffer from the last dialysis change
was used as a negative control in all bioassays.

2.2. Protein determination

Protein content of samples was determined by their
absorbance at 280 nm, or by the Coomassie dye binding
method (Bradford, 1976).

2.3. Urease activity

Urease activity was measured colorimetrically by the
alkaline nitroprussiate method (Weatherburn, 1967). For
studies of urease inhibition, protein solutions were incu-
bated overnight at 4 °C with 1 mM p-hydroxy-mercu-
rybenzoate followed by extensive dialysis to remove excess
of inhibitor (Follmer et al., 2001).

2.4. Neutrophil isolation and culture

Neutrophils were isolated from EDTA (0.5%)-treated
peripheral venous blood of healthy human volunteers by
Percoll gradient (Coelho et al., 2004) and suspended in
RPMI medium (97% of viable cells, as assessed by trypan
blue exclusion). Residual erythrocytes were removed by
hypotonic lysis.

2.5. Neutrophil migration assay

Chemotaxis was assayed in 48-well microchemotaxis
chambers (NeuroProbe, Gaithersburg, MD) using 5-pm
polycarbonate filter (Coelho et al, 2004). Neutrophils
(10° cells/mL in RPMI, 0.01% bovine serum albumin, BSA)
were allowed to migrate toward formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP, 100 nM), rHPU (10 nM, 30 nM,
100 nM) or medium (random migration; 37 °C, 5% CO>).
After 1 h, filters were removed, fixed, stained, and neu-
trophils that migrated through the membrane were coun-
ted under a light microscope on at least 5 randomly
selected fields (Coelho et al, 2004). To evaluate the
participation of 5-lipoxygenase products, cells were treated
with AA861 (10 uM) for 15 min prior to stimulation with
rHPU. Each treatment was assayed in triplicate. Results are
expressed as mean + S.E.M.

2.6. Morphological assessment of neutrophil apoptosis

Cells were cytocentrifuged, stained with Diff-Quik
(Dade Behring, Switzerland), and counted under light mi-
croscopy (x1000) to determine the proportion of cells
showing characteristic apoptotic morphology (picnotic
nuclei). Cells were either untreated or treated with AA861
(10 uM) alone, HPU (100 nM) alone, HPU plus AA861, or IL-8
(100 nM). At least 400 cells were counted per slide. The
results were expressed as mean + S.E.M.

2.7. Preparation of cell extracts

To obtain whole cell lysates, neutrophils (5 x 10° cells/
mL) were resuspended in lysis buffer (50 mM HEPES, pH
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6.4, 1 mM MgCly, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 pg/mL
DNAse, 0.5 ug/mL RNAse) containing a cocktail of protease
inhibitors: 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
1 mM benzamidine, 1 pM leupeptin and 1 pM soybean
trypsin inhibitor (all reagents from Sigma Chem. Co., St.
Louis, MO, USA).

2.8. Western blot analysis

Cell lysates were denatured in sample buffer (50 mM
Tris-HCl, pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10% glyc-
erol, 0.001% bromophenol blue) and heated in a boiling
water bath for 3 min. Samples (30 pg total protein) were
resolved in 12% SDS-PAGE gels and proteins were trans-
ferred to PVDF membranes (Hybond-P, Amersham Phar-
macia Biotech). Rainbow markers (Amersham Pharmacia
Biotech) were run in parallel to estimate molecular masses.
Membranes were blocked with Tween-TBS (20 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 500 mM NacCl, 0.1% Tween-20) containing 1%
BSA and probed with polyclonal antibodies: anti-Bcl-XL
(Santa Cruz Biotechnology, 1:500), polyclonal anti-Bad
(Santa Cruz Biotechnology, 1:500), polyclonal anti-5-LO
(Cayman Chemicals, 1:500), or polyclonal anti-COX
(Cayman Chemicals, 1:500). After washing in Tween-TBS,
PVDF sheets were incubated with biotin-conjugated anti-
rabbit IgG (1:1000; Santa Cruz Biotechnology) antibody for
1 h and then incubated with horseradish peroxidase-
conjugated streptavidin (1:1000; Caltag Laboratories, Bur-
lingame, CA). Immunoreactive proteins were visualized by
3,3’-diaminobenzidine (Sigma) staining and bands were
quantified by densitometry using Scion Image Software
(Scion Co., MD, USA).

2.9. Reactive oxygen species (ROS) measurement

The luminol-enhanced chemiluminescence of human
neutrophils was measured using a microplate-reader Spec-
tramax (Molecular Devices, CA, USA), as described previ-
ously (Shimoyama et al., 2002). Briefly, cells were stimulated
with rHPU (10, 30 or 100 nM) or phorbol 12-miristate 13-
acetate (PMA; 30 nM) and ROS production was measured
for 60 min. Neutrophils were incubated for 30 min prior to
stimulation. In order to measure intra- and extracellular ROS
production, CM-H;DCFDA (chloromethyl-2’,7’-dichlor-
odihydrofluorescein diacetate; Aex470 nm, Ae;y529 nm) and
lucigenin (bis-N-methylacrydinium nitrate) were used,
respectively. The protocol described by (Kujbida et al., 2008)
was applied for luminol or lucigenin. For CM-HDCFDA,
neutrophils were incubated with the dye (5 uM) for 15 min at
37 °C prior to stimulation (Espinosa et al., 2009).

2.10. Paw edema

Male Swiss mice (20-22 g), housed at 22 + 3 °C with a
12/12 h light/dark cycle were used for the bioassays. On the
day of the experiments, the mice received, under light ether
anesthesia, a 30 pL intraplantar injection of different doses
of rHPU into the right hind paw. The left hind paw of the
same animal was used as control, receiving an injection of
30 pL of dialysis buffer. In some experiments the animals
were pre-treated with anti-inflammatory drugs given

subcutaneously 1 h (esculetin, 50 mg/kg, Sigma) or
4 h (dexamethasone, 0.5 mg/kg, Sigma) before rHPU
administration. Increased paw thickness due to edema was
measured with a micrometer (Mitutoyo, 0-25 mm, with
0.002 mm increments) at the indicated time intervals after
the injections. Paw edema was expressed as the difference
between the thickness of right and left paws of the same
animal. Thus the results represent the net edema (in mm)
induced by HPU.

2.11. Histological analyses

Mice paws injected with 45 pg HPU or 30 puL dialysis
buffer were fixed in 10% formalin for paraffin block prep-
aration. Sections of 5 um were stained with hematoxilin-
eosin, and studied under light microscopy at the Pathology
Service of the Faculty of Veterinary, Universidade Federal of
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

2.12. Animal experimentation

All procedures involving animals were conducted in
strict accordance to Brazilian legislation (Law no. 6.638/
1979) and in compliance with the Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines
(www.nc3rs.org.uk/ARRIVE), developed by the National
Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of
Animals in Research (NC3Rs).

2.13. Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA followed by the Tukey-
Kramer test using the Instat Graph Pad software and values
of p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Paw edema induced by rHPU

To investigate whether purified rHPU possesses pro-
inflammatory activity the model of mouse paw edema
was chosen. Fig. 1 shows the time course and dose-
dependency curves of paw edema induced by subplantar
injection of rHPU in mouse hind paws. As low as 0.5 pg
(0.4 pmol) of injected protein produced an intense paw
edema in some animals. At a dose of 45 ng, the rHPU-
induced edema peaked at 4-6 h and lasted more than
24 h. Histopathological analysis of the paw edema showed
an intense neutrophil infiltration (Fig. 2).

Pretreatment of mice with dexamethasone, or with the
lipoxygenase inhibitor esculetin, produced significant
reduction in the paw edema indicating that eicosanoids,
particularly lipoxygenase metabolites, mediate the pro-
inflammatory activity of rHPU (Table 1).

3.2. rHPU-induced human neutrophil chemotaxis

H. pylori infection induces an acute neutrophil-dominant
inflammation and neutrophil density correlates with tissue
damage (Nielsen and Andersen, 1992). H. pylori whole ex-
tracts were shown to stimulate chemokine production and
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Fig. 1. Time course (A) and dose-response curve (B) of rHPU-induced mice paw edema. rHPU was injected into the right paw of mice in a final volume of 30 pL
and the left paw of the same animal received vehicle (last change of buffer used in dialysis of rHPU). Results are expressed as net increase in thickness (mm) of the
right paw as compared to the left. Each point represents mean + SD from 9 animals. Values of p < 0.05% p < 0.01** or p < 0.001*** were considered statistically

significant.

activation of neutrophils in vitro (Shimoyama et al., 2003).
Fig. 3A shows that rHPU stimulated human neutrophil
migration in a dose-dependent manner. The chemotactic
effect of 100 nM rHPU (55.6 + 6.8 neutrophils/field) was
equivalent to that induced by 100 nM fMLP (63 + 7.2 neu-
trophils/field). This property of HPU is independent of its
ureolytic activity, as rHPU treated with active-site inhibitors
promoted the same migration profile (Fig. 3A). Treatment of
cells with AA861, a lipoxigenase inhibitor, reverted the
rHPU-induced chemotaxis, indicating the participation of
lipoxygenases-derived products in neutrophil migration
(Fig. 3B).

3.3. HPU induces production of reactive oxygen species by
human neutrophils

It has been reported that H. pylori whole cells stimulate
the generation of reactive oxygen species by neutrophils

Control

(Handa et al., 2010). Total ROS production comprises intra-
and extracellular release and increase of ROS production is
associated with an increased level of DNA damage/repair in
epithelial cells (Machado et al., 2010). Here we evaluated
the total, intra- and extracellular production of reactive
oxygen species in rHPU-activated neutrophils. Cells were
exposed to rHPU or PMA (positive control, not shown) and
total ROS production was measured using luminol-
amplified luminescence. Fig. 4, panels A-D, show that
neutrophil exposed to 100 nM rHPU had a 2.5 fold increase
in total ROS production as compared to controls. Extracel-
lular ROS release was measured using lucigenin, a chemi-
luminescent probe that is more specific for superoxide
anions released extracellularly, while CM-H,DCFDA was
used to measure intracellular ROS production (Abe et al.,
2000; Espinosa et al., 2009). Data shown in Fig. 4E indi-
cated that the increased ROS production induced by rHPU is
entirely directed toward the extracellular medium.

HPU

Fig. 2. rHPU induced neutrophil infiltration accompanying paw edema. Hematoxilin and eosin staining sections of mouse paw injected with rHPU (45 pg-
3.6 pmoles) or control paws. The area in the boxes is enlarged in the panels below. Data are representative of 3 mice for each group. Neutrophils are indicated by

arrowheads. Upper panels, magnification 100x; lower panels, 1000x.
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Table 1
Involvement of lipoxygenases(s) metabolites in HPU effects.

Biological effect  Evidence of involvement of lipoxygenase

metabolites

HPU-activated
platelet

Inhibition by dexamethasone and esculetin
treatment?®
Detection of 12-HETE production®

HPU-activated Inhibition of HPU-induced chemotaxis by AA861°

neutrophil Reversion of HPU anti-apoptotic effect by AA861°
Increase of 5-lipoxygenase levels (Western blot)”
Mouse Paw Dexamethasone and esculetin treatment”
Edema

4 (Wassermann et al., 2010).
b This paper.

3.4. HPU inhibits apoptosis of neutrophils by inducing Bad
degradation and Bcl-x; expression

The regulation of neutrophil apoptosis during an in-
flammatory response is a key point for its resolution
(Serhan and Savill, 2005). As the intensity of gastric tissue
damage in H. pylori infection correlates with the neutrophil
density (Allen, 2001), we investigated the neutrophil
viability after a 20 h culture in the presence of 100 nM rHPU
or 100 nM IL-8. Fig. 5A shows that neutrophil apoptosis is
significantly delayed when the cells are exposed to rHPU.
The anti-apoptotic effect of rHPU persisted for the enzyme-
inhibited protein after treatment with p-hydroxy-mercu-
rybenzoate (not shown). Human neutrophils have a very
short half-life, characterized by a constitutive expression of
proapoptotic proteins, and almost undetectable levels of
anti-apoptotic proteins (Akgul et al., 2001). Fig. 5C shows
that rHPU-activated neutrophils had lower levels of Bad, a
pro-apoptotic Bcl-2 member. On the other hand, rHPU
induced the expression of the anti-apoptotic protein Bcl-x;
(Fig. 5B), increasing the survival rate of neutrophils.

We then investigated the involvement of 5-lipoxygenase
products in the anti-apoptotic effect of rHPU. Data shown in
Fig. 5D indicated that the protective effect is at least partly

>
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Neutrophils / Field

due to production of leukotrienes, given that pre-treatment
of neutrophils with AA861 reverted this effect (Fig. 5D).

3.5. rHPU activates the arachidonic acid pathway in
neutrophils

Two metabolites of the 5-lipoxygenase (5-LO) pathway,
leukotriene B4 and 5-hydroxyeicosatetraenoic acid, have
been identified as important mediators of inflammatory
processes in the gastrointestinal tract (Wang and Dubois,
2010). Considering our previous data showing that platelet
activation by rHPU depends on eicosanoid(s) produced by a
12-lipoxygenase (Wassermann et al., 2010), here we studied
the participation of 5-lipoxygenase in rHPU-activated
neutrophil signaling. Western blot analyses of rHPU-
activated neutrophils showed significantly increased levels
of 5-LO (Fig. 6) while no alterations of cyclooxygenase-2
levels were observed (not shown), suggesting the possible
involvement of leukotrienes or 5-HETE in neutrophil’s
response to rHPU. Contrasting to these results, stimulation of
neutrophils by LPS (1 ug/mL) under the same experimental
conditions did not alter their 5-LO content (not shown).
Table 1 summarizes these data.

4. Discussion

Ureases (EC 3.5.1.5) are highly homologous nickel-
dependent enzymes that hydrolyze urea into ammonia
and carbon dioxide (Dixon et al., 1975; Mobley et al., 1995).
We have previously reported that canatoxin (Carlini and
Guimaraes, 1981), an isoform of jackbean (C. ensiformis)
urease (Follmer et al., 2001), presents biological properties
that are independent of its enzyme activity, including
activation of blood platelets (Barja-Fidalgo et al., 1991;
Carlini et al, 1985; Ghazaleh et al, 1997) and pro-
inflammatory effect (Barja-Fidalgo et al., 1992; Benjamin
et al., 1992). Submicromolar concentrations of canatoxin
induced exocytosis in a number of cell systems in vitro such
as platelets, synaptosomes, pancreatic islets, macrophages,
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Fig. 3. Effect of rHPU on human neutrophil chemotaxis. (A) Chemotaxis was assayed in 48-well microchemotaxis chambers using 5-um PVP-free polycarbonate
filter. Neutrophils (10° cells/mL in RPMI-0.01% bovine serum albumin at 37 °C, 5% CO,) were allowed to migrate toward rHPU (10 nM, 30 nM or 100 nM; untreated
(black bars) or treated (gray bars) with the inhibitor p-hydroxymercury-benzoate 50 pM) and fMLP (100 nM), or medium alone (control - random migration).
After 1 h, filters were removed, fixed, and stained, and neutrophils that migrated through the membrane were counted under a light microscope on at least 5
randomly selected fields. (B) Neutrophils were incubated with 10 uM AA861 prior to stimulation with 100 nM HPU. Each sample was assayed in triplicate. Results
are expressed as number of neutrophils per field. All data show mean + S.E.M. from at least three independent experiments done in triplicates. ***p < 0.001

compared to control.
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Fig. 4. rHPU induces neutrophil ROS production. (A) Time-course. Neutrophils (5 x 10° cells/well) were placed in a white flat-bottom 96-wells plate. Cells were
not stimulated (circles) or stimulated with 10 nM (squares), 30 nM (triangles) and 100 nM (diamonds) of rHPU in the presence of luminol (500 mM). (B) Same
experiment was performed using lucigenin as chemiluminescent probe (25 mM). Data are representative means of three independent experiments. ROS
accumulation was evaluated calculating the area under curve using luminol (C), or lucigenin (D) over 60 min treatment. Results are mean + S.E.M. of three
independent experiments. (E) rHPU promotes extracellular ROS production while maintaining the intracellular redox status. Neutrophils (6 x 10° cells/well) were
placed in a white flat-bottom 96-wells plate for lucigenin chemiluminescence assay or in a black flat-bottom 96-wells plate for CM-H,DCFDA fluorescence assay.
Cells were then not stimulated or stimulated with rHPU 100 nM or PMA 30 nM in the presence of lucigenin (25 mM; gray bar) or CM-H,DCFDA (5 mM; black bar).
Accumulated ROS generation was evaluated calculating the area under curve of lucigenin-dependent emitted chemiluminescence or CM-H,DCFDA fluorescence
accumulation over 120 min treatment. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control.

neutrophils and mast cells (reviewed in Olivera-Severo
et al, 2006b). Lipoxygenase metabolites were shown to
modulate most of canatoxin’s pharmacological effects,
either in vivo or in vitro (Barja-Fidalgo et al, 1991;
Benjamin et al., 1992; Carlini et al., 1985).

Jackbean, soybean and Bacillus pasteurii ureases induce
aggregation of platelets in nanomolar concentrations
independently of enzyme activity (Follmer et al., 2004;
Olivera-Severo et al., 2006a). More recently, we demon-
strated that purified recombinant H. pylori urease also
promotes activation of rabbit platelets recruiting the lip-
oxygenase pathway (Wassermann et al., 2010). The fact
that bacterial and plant ureases evolutionarily conserved
the property of activating some cell types may shed new
lights into the so far poorly understood biological functions
of these proteins, which clearly are not restricted only to
their ureolytic activities.

The data gathered here show that the cell-free, purified
rHPU displays potent pro-inflammatory properties. Fig. 7
summarizes these and other previous results pointing to
a relevant participation of HPU in the gastric inflammatory
disease caused by H. pylori.

The time-course of HPU-induced mouse paw edema is
very similar to that described for the rat paw edema induced
by canatoxin (Benjamin et al., 1992). rHPU is at least 100-
fold more potent than canatoxin in its ability to induce paw
edema, although differences in inflammatory reactions of
animal models have also to be considered. As described for
canatoxin, eicosanoids derived from lipoxygenases(s)
pathway(s) play an important role in the rHPU-induced
inflammation, as evidenced by the reduction in paw
edema in mice pre-treated with esculetin. More and more
evidences are pointing to an important role of the arach-
idonic acid pathway in the development of chronic
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Fig. 5. rHPU inhibits human neutrophil apoptosis. (A) Neutrophils (5 x 10%/ml) were incubated in the absence or in the presence of rHPU (100 nM) or IL-8
(100 nM). After 20 h, cells were centrifuged, and the number of apoptotic cells was determined in an optical microscope by counting the picnotic nuclei.
**p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control. (B) rHPU induces the expression of Bcl-X; in neutrophils. Human neutrophils (5 x 10° cells) were incubated with
rHPU (10 nM, 30 nM and 100 nM) and LPS (1 pg/mL). After 4 h, Bcl-X, protein expression was assessed by Western blot analysis. Results are mean + S.E.M. of
triplicates. Data shown in the inset are of a typical experiment. *p < 0.05 compared to control. (C) Decrease in Bad levels in rHPU-activated neutrophils. Human
neutrophils (5 x 10 cells) were incubated with rHPU (10 nM, 30 nM and 100 nM) and LPS (1 pg/mL). After 4 h, Bad protein expression was assessed by Western
blot analysis. Results are mean + S.E.M. of triplicates. Data shown in the inset are of a typical experiment. **p < 0.01 compared to control. (D) Neutrophils were
incubated with 10 M AA861 prior to rHPU (100 nM) stimulation. IL-8 (100 nM), positive control. **p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control.

inflammation and gastric carcinogenesis (Wang and Dubois,
2010; Wymann and Schneiter, 2008). Lipoxygenase me-
tabolites such as LTB4 enhance the proliferation of epithelial
cells and may induce oncogenes in these cells (Wang and
Dubois, 2010).

Our data show that nanomolar doses of HPU directly ac-
tivates human neutrophils. Chemotaxis induced by 100 nM
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Fig. 6. HPU increases the content of 5-lipoxygenase in human neutrophils.
Human neutrophils (5 x 10 cells) were incubated with HPU (10 nM, 30 nM
and 100 nM) or buffer alone (control). After 4 h, 5-LO protein expression was
assessed by Western blot analysis. Results are mean + S.E.M. of triplicates.
*p < 0.05 compared to control.

rHPU was similar to that produced by 100 nM fMLP, a syn-
thetic peptide that mimicks bacterial peptides (Niedel et al.,
1979). The chemotactic effect of rHPU did not require its
enzymatic activity. Additionally, histology sections of rHPU-
induced edema showed an increased neutrophil infiltration.
We have previously reported that the plant urease canatoxin
induced neutrophil migration into rat pleural cavity and “air-
pouches” and also that macrophages exposed to canatoxin
released a neutrophil-chemotactic factor (Barja-Fidalgo
etal, 1992).

Other studies have shown that purified H. pylori urease
directly activated primary human blood monocytes and
stimulated dose-dependent production of inflammatory
cytokines (Harris et al., 1996).

The neutrophil activating protein HP-NAP is a dodeca-
meric protein, structurally similar to bacterioferritines,
which activates neutrophils by stimulating the production
of reactive forms of oxygen (D’Elios et al., 2007; Evans et al.,
1995; Zanotti et al., 2002). In monocytes HP-NAP induces
activation and synthesis of cytokines, plasminogen acti-
vator inhibitor-2 and tissue factor (Montemurro et al.,
2001). HP-NAP was shown to increase the lifespan of
neutrophils and monocytes indirectly through the release
of endogenous pro-survival factors (Cappon et al., 2010).
Preliminary data suggest that rHPU is as powerful as HP-
NAP in promoting activation of monocytes with induction
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Fig. 7. Contributions of H. pylori urease to the gastric inflammation. The figure illustrates data from this work and from other groups on the cell-activating
properties of HPU that potentially contribute to gastric inflammation. 1. Infection by H. pylori starts when the bacterium enters the gastric mucus layer and
promotes alkalization of its surrounding by action of its cytoplasmic urease (HPU), allowing bacterial proliferation and colonization; 2. H. pylori adheres to the
apical surface of epithelial cells and subsequently injects the cagA protein into the epithelial cells and releases other virulent factors such as vacA. Bacterial lysis
releases HPU to the extracellular medium, part of which adsorbs onto the surface of viable H. pylori cells. HPU contributes to alterations of the gastric epithelial
tight junction barrier function, increasing the epithelial permeability. 3. HPU reaches the vascular lining and activates platelets and neutrophils through a
lipoxygenase(s)-modulated process. Neutrophils migrate toward HPU released at the site of infection. HPU inhibits apoptosis of neutrophils by interfering on the
levels of Bad and Bcl-xL; 4. HPU-activated-neutrophils cause tissue damage by releasing reactive oxygen species. HPU-induced increase of neutrophil survival

leads to a sustained focus of inflammation.

of mRNA synthesis for the cytokines IL1b, IL6, IL8, IL23 and
TNFa. (Olivera-Severo, D and De Bernard M, unpublished
data). As proposed for HP-NAP (De Bernard and D’Elios,
2010), HPU is released most likely after lysis of H. pylori
cells, reaching the underlying tissue and lamina propria
where it would exert its pro-inflammatory effects, syner-
gistically with other bacterial factors, recruiting neutro-
phils and monocytes, and activating platelets within
nearby injured microcapillaries.

Enarsson et al., 2005, reported that H. pylori promoted
significant T-cell activation and transendothelial migration
in a model of human umbilical vein endothelial cells and
that purified H. pylori urease induced a migratory effect
similar to that of whole bacteria. Mutant H. pylori negative
for the urease A subunit still promoted significant T-cell
migration, an effect that was imparted as a contribution of
the functional cag pathogenicity island (Enarsson et al.,
2005). In face of our results, another possibility to
consider is that this effect may rely on an ability of the
bacterial urease B chain to induce leukocyte transmigration.

Handa et al., 2010, reported that H. pylori infection
stimulates inflammatory cells within the gastric tissue to
release ROS (Handa et al.,, 2010) which correlates with
higher levels of DNA repair in gastric epithelial cells
(Machado et al., 2010). Studies by Allen et al. (2005),
showed that H. pylori infection interferes on the activity
of human neutrophil NADPH oxidase leading to extra-
cellular release of ROS (Allen, 2001). Here, we demon-
strated that rHPU-activated neutrophils release ROS

extracellularly potentially contributing to damage the
gastric tissue.

The half-life of human neutrophils is typically of 12 h,as a
result of the constitutive expression of pro-apoptosis pro-
teins and almost non-detectable levels of anti-apoptosis
proteins (Witko-Sarsat et al., 2011). Neutrophils release
proteolytic enzymes and ROS that inflict local tissue damage
and are removed from the inflammatory site by induction of
apoptosis. Thus fine regulation of pro- and anti-apoptosis
proteins that control neutrophil lifespan is a critical pro-
cess for the resolution of inflammation. Our data show that
rHPU delays neutrophils apoptosis, prolonging their survival
and contributing to the underlying local tissue inflamma-
tion, as seen in the mouse paw edema assay. Increased life-
span of rHPU-activated neutrophils was accompanied by
reduced levels of the pro-apoptotic protein Bad and induc-
tion of expression of the anti-apoptotic protein Bcl-X, a
situation that would ultimately lead to a persistent inflam-
matory status. In agreement with our data, other groups
have demonstrated that products of H. pylori exert an
important role in maintaining inflammation, by suppressing
human neutrophil apoptosis (Cappon et al., 2010; Kim et al.,
2001). Interestingly, other studies demonstrated that H. py-
lori can induce apoptosis in gastric epithelial cell lines
(Ashktorab et al., 2008), contributing to the worsening of the
gastroduodenal illness.

Lipoxygenase products contribute to the anti-apoptotic
property as well as to chemotaxis induced by HPU as indi-
cated by the AA861 pretreatment of neutrophils. HPU-
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treated neutrophils had increased levels of lipoxygenases(s)
but no alteration of cyclooxygenase(s) content. Our data
show that lipoxygenases play an important role in medi-
ating the cell-activating property of HPU (Table 1).

Altogether our data demonstrate that HPU, besides its
well known role in allowing bacterial gastric colonization,
also displays potent pro-inflammatory activity modulated
by lipoxygenase-derived eicosanoids. The increased life-
span of HPU-activated neutrophils and its ability to attract
more neutrophils toward the injured tissues, acting
together with other bacterial factors, potentially amplify
the gastric inflammatory process. These findings could be
particularly relevant to the mechanisms leading to gastro-
intestinal disease caused by H. pylori and should be taken
into consideration in the development of more efficient
therapeutic approaches.
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4.2. Capitulo 2

O capitulo 2 é composto por um manuscrito, contendo dados obtidos
estudando os efeitos da urease de H. pylori em células epiteliais gastricas,
realizados durante estagio Doutorado-Sanduiche no Instituto de Patologia e
Imunologia Molecular da Universidade do Porto, Portugal, sob a supervisao e
orientagdo da Prof®. Dr?. Céu Figueiredo. Este manuscrito esta formatado para
submissdo na revista Infection and Immunity, da American Society for

Microbiology.

» Anexo I: Contém o os dados da purificacdo da urease nativa de H.

pylori, utilizada nos experimentos do capitulo 2.
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Abstract

The gastric pathogen Helicobacter pylori produces a large amount of
urease, an enzyme with several different activities. Besides being responsible
for the alkalization of the acidic medium allowing the survival of the bacteria,
this protein also has enzyme-independent effects in mammalian cells, such as
platelets, neutrophils, macrophages and gastric epithelial cells. Here we
evaluated the process of urease internalization by gastric epithelial cells. We
observed that the endocytosis occur via EEA1 and Lamp1 endosomes, and is
dependent of lipid rafts. Additionally, the urease induces the migration of AGS
cells in an experiment that simulates the wound healing assay. Urease also
stimulates the over-expression of GM-CSF by AGS cells. These results
contribute to the understanding of the role of the urease in the gastric

pathologies caused by Helicobacter pylori.
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Introduction

Helicobacter pylori infects half of the world population and is a major
cause of gastroduodenal pathologies. In 1994, the International Agency for
Research on Cancer and the World Health Organization (WHO) classified H.
pylori as a definite (group 1) carcinogen (1). H. pylori promotes a chronic
inflammatory response in the gastric mucosa, a hallmark for gastric cancer
evolution. The bacteria induce an inflammatory response by epithelial cells and
circulatory immune cells, recruited to the site of infection. H. pylori infection
positively regulates the expression of cytokines IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, NF-kB,
important mediators in the development of gastric inflammation (2). It was also
reported the production of growth factors, such as GM-CSF, and inflammatory

modulators, such as COX-2 and reactive oxygen species (ROS) (3, 4).

It has been suggested that H. pylori virulence factors associate with
cholesterol-rich domains of the plasma membrane, termed lipid rafts (5). These
domains are enriched with cholesterol but also contain sphingolipids and
proteins (6) and have been shown to be sites utilized by bacteria to interact with
host cells (7) and as the ports of entry by which bacteria enter these cells (8).
Moreover, the perturbation of these cholesterol-rich microdomains using
cholesterol-depleting agents like methyl-B-cyclodextrin (MBCD) significantly
reduces the internalization of H. pylori virulence factors such as VacA and CagA

into target cells (5, 9).

H. pylori produces an astounding amount of the protein urease, most of it

being required for the degradation of urea into ammonia and carbon dioxide,
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allowing the survival of the bacteria in the extremely acidic environment of the
stomach (10). It has been reported that the urease induces nitric oxide
synthesis by macrophages, and cytokine expression by monocytes and gastric
epithelial cells (11-13). Our group has previously reported that the urease has
other properties that could contribute to the chronic inflammatory diseases
caused by H. pylori, such as the induction of mouse paw edema and the

activation of human neutrophils (14).

Here we seek to evaluate the endocytosis of purified H. pylori urease in

gastric epithelial cells, and its effect in cell migration and cytokine expression
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Materials and Methods

Cell culture, H. pylori strains, and growth condition

Human AGS gastric adenocarcinoma cells were maintained in RPMI 1640
(Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine serum, 200 pg/mL
streptomycin, and 200 IU/mL penicillin (Invitrogen) at 37°C under 5% CO,
humidified atmosphere. H. pylori strain 26695 was grown in trypticase soy agar
supplemented with 5% sheep blood (BioMérieux) and incubated for 48 h at

37°C under microaerophilic atmosphere.

Urease purification

H. pylori were cultivated for 48h (40 plates). Bacteria were collected,
ressuspended in phosphate buffer (20 mM NaH;PO,4) and lysed by ultrasound
(Ultrasonic Homogenizer 4710; 10 pulses of 30 sec. in ice bath). After
centrifugation (20 min., 20.000 g, 4°C) the supernatant was purified according
to the protocol in Wassermann et al.,, 2010, with a minor adjustment. An
additional last step of ionic exchange is necessary in order to separate the
urease and GroEL, a chaperonine described by Austin et al. in 1992 as a

protein that interacts and elutes with the urease (15).

Immunofluorescence and microscopy
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Immunofluorescence studies and analysis by confocal microscopy were
performed using a PL APO 63x NA 1.40 oil objective (TCS SP; Leica). The
images were combined and merged using Imaged (16) with the plugin Bio-
Formats (17). For immunocytochemistry, AGS cells were treated with the
urease during fixed periods of time, fixed with paraformaldehyde 4%, washed
with PBS, and permeabilized with ice-cold methanol 100%. Cells were

incubated with primary antibodies for Ureb-Alexa488 and EEA1-Alexa594.

For live cell experiments, AGS cells were previously transfected with Lamp1-
GFP (donated by Dr. Allan Levey, Emory University) using Lipofectamine 2000
transfection reagent (Invitrogen) according to manufacturer’s recommendations.

Urease was tagged with Texas Red.

Cholesterol depletion

AGS cells were depleted of cholesterol and subsequently replenished as
previously described (28). In brief, cells were incubated with 5 mg/ml methyl-f3-
cyclodextrin (MBCD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in serum-free medium at
37°C under 5% CO, for 60 min. and washed. This treatment did not affect cell

viability.

Cell migration assay

An Ibidi culture insert (Ibidi GmbH) consists of two compartments separated by
a 500 um thick wall. For the migration assay, an equal number of AGS cells (80

ul; 2 x 10* cells/compartment) were added into the two reservoirs of the same
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insert and incubated at 37°C under 5% CO.,. After confluence was reached, the
insert was gently removed creating a gap ~500 um. The well was washed and
filed with complete medium and the migration was observed by optical

microscopy. Cells were allowed to migrate for 24 hours.

Cytokine expression

Supernatants of the cell migration assay were collected after the 24 hour
treatment with or without urease. Twelve cytokines (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, IFNy, TNFa, GM-CSF) were measured by a Multi-

Analyte ELISArray Kit (Qiagen Biosciences).
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Results

The urease is internalized by AGS cells

We first examined the internalization of the urease added to AGS cells (Figure
1). In panel A, we see the urease in direct contact with plasma membrane,
despite some molecules already in the cytoplasm. In panel B, 45 minutes after
the stimulation, we still see some urease in a specific area of the plasma
membrane, indicating that this process may occur via specific receptors or

structures.

The internalization occurs through a classic endocytic pathway

As in the previous experiment we were unable to observe colocalization
between the urease and early endosomes (EEs), we reduced incubation period
to 5 minutes. Figure 2 shows that during the initial steps of internalization in
AGS cells, the urease is colocalized with EEA1-positive endosomes. Worthy of
notice is the fact that a great amount of urease is not localized in EEs, indicating

a possible transfer to late endosomes, or other cellular structures.

The urease is sorted to Lamp1-positive endosomes

In light of the previous result, we next investigated whether the urease could be

associated with Lamp1-positive endosomes. After 10 minutes, the colocalization
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of urease and Lamp1 could be observed, suggesting the progression of the

sorting of urease to late endosomes/lysosomes (figure 3).

The internalization is dependent of cholesterol

It has been showed that H. pylori associates with cholesterol-rich microdomains
in AGS cells, stimulating NF-kB-dependent inflammatory responses (18). We
treated AGS cells with methyl-B-cyclodextrin, a cholesterol scavenger, in order
to investigate the role of cholesterol in the endocytosis of the urease. Figure 4
shows that the internalization of the urease is dependent of cholesterol, or
cholesterol-rich plasma membrane structures, such as lipid rafts. This same
effect could be observed for the toxin VacA that also associates to lipid rafts

(19).

The urease promotes cell migration

H. pylori urease stimulates chemotaxis in human neutrophils (14). In order to
investigate the induction of cell migration of the urease in AGS cells, we used
the Ibidi Culture-Insert assay where no cell damage occurs. It was observed
that the urease significantly stimulated cell migration, three times faster than

control.

The urease stimulates the expression of GM-CSF
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Using the 24h supernatant of the cell migration assay, we performed an ELISA
to measure the expression of some proinflammatory cytokines in urease-

stimulated AGS cells. We found that only GM-CSF was significantly increased.
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Discussion

The infection by H. pylori generates gastric tissue damage, and the bacteria
induce apoptosis in gastric epithelial cells in vivo and in vitro (20). This infection
can also cause cytoplasmic vacuolation and disorganization of gastric glands of
the mucosa (21). Several of the damages induced by H. pylori are generated by
the toxin VacA, which inserts in the plasma membrane and is internalized by
gastric epithelial cells, where it induces vacuolation and affects mitochondrial
function (22). Searching a better understanding how the urease exerts its

effects, we monitored its internalization by AGS cells.

The urease is internalized after about 3 minutes following its addition to the
AGS culture medium. This internalization seems to be receptor- or structure-
specific since we could observe a preference for a particular region of the
plasma membrane after 45 minutes of incubation, when most of the protein was
already endocytosed. If the endocytosis is receptor-specific is unclear, but

plasma membrane, such as lipid rafts could be involved in this process.

In figure 2, an assay using fixed cells, we could observe the localization of the
urease in early endosomes, positives for the marker EEA1. Early endosomes
are the first endocytic compartment to accept incoming cargo internalized from
the plasma membrane and are responsible for the sorting of internalized cargo

to different intracellular destinations (23).

Lamp-1 is a marker that can be found in either late endosomes or lysosomes. It

is a glycoprotein which cycles between the cytoplasmic face of these organelles
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(24). Figure 3 shows that 10 minutes after the addition of urease to AGS cells,
the protein is localized in structures containing Lamp-1, indicating that the
urease may follow a degradation route. However, it has been shown that H.
pylori is an invasive bacterium. During cellular infection H. pylori induces
autophagy in gastric epithelial cells, a process that results in the sequestration
of cytosolic components within double-membrane compartments called
autophagosomes (25). These compartments fuse with lysosomes to become
autophagolysosomes, which degrade vesicle contents through the action of
lysosomal hydrolases. H. pylori is able to modulate and subvert this process,
preventing the formation of the autophagolysosome and allowing bacterial
proliferation (26). The urease may have a role in the regulation of the fusion of
lysosomes and autophagolysosome, as its localization in lamp1-positive

compartments did not affect its fluorescence.

H. pylori utilizes cholesterol-rich lipid rafts to induce responses in epithelial cells,
such as the activation of NF-kB, IL-8 and the delivery of peptidoglycans (18).
When treated with the cholesterol scavenger MBCD the internalization of the
urease was completely abolished (figure 4). Other H. pylori structures interact

with lipid rafts like the type IV secretion system apparatus and the toxin VacA.

The sonicate of H. pylori has chemotactic activity in neutrophils and monocytes
(27), and as our group showed, the urease also possess this effect in human
neutrophils (14). In figure 5 we show that the urease of H. pylori has a
chemotactic activity on gastric epithelial cells as well. A study from 1996
demonstrated that ammonia had no effect in the migration or proliferation of the
gastric cell line MKN28 (28), indicating that this property may be independent of

the ureolytic activity of the urease.
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H. pylori induces a strong inflammatory response, that is accompanied of high
cytokine levels (29). However, we observed that only GM-CSF was over-
expressed significantly. This may have occurred because the greatest effect
observed in cell migration took place after 7 hours, and the supernatant
collected was from 24 hours after stimulation. Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor is an important hematopoietic growth factor and immune
modulator, and can recruit circulating neutrophils, monocytes and lymphocytes

to enhance their functions in host defense.
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Figures

Figure 1

Legend to figure 1: Immunofluorescence of urease and EEA1. AGS cells were
treated with urease for 5 and 45 minutos at 37°C. Cells were fixed,
permeabilized and processed for the detection of urease (100 nM; green) and
EEA1 (red). Cells were analysed by confocal microscopy. Panel A: cells fixed
after 5 of urease addition; Panel B: cells fixed after 45 minutes of urease

addition. Bars, 10 pm.
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Figure 2

Legend to figure 2: Immunolocalization of urease and EEA1 endosomes. AGS

cells were treated with urease for 15 minutes at 37°C. Cells were fixed,
permeabilized and processed for the detection of urease (100 nM; green) and
EEA1 (red). Cells were analysed by confocal microscopy. Panel A and B show
different sections of the same cell agglomerate. Inserts are magnifications of
EEA1-positive endosomes containing urease in the plasma membrane. Bars,

10 pm.



55

Figure 3
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Legend to figure 3: The urease endocytosis has the participation of Lamp1-
positive endosomes. AGS cells were transfected with Lamp1-GFP, prior to the
addition of Texas-Red-tagged urease (100 nM). After ~1 minute, fluorescence

was detected in confocal microscope.
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Figure 4
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Legend to figure 4: AGS transfected with Lamp1-GFP were treated with MBCD
(5 mg/ml) for one hour, washed, and then Texas-Red-tagged urease was added

(100 nM).
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Figure 5
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Legend to figure 5: Cell migration assay. AGS cells were seeded into different
reservoirs of an Ibidi insert. After confluence was reached, the insert was gently
removed, cells were washed, and treated or not with urease (300 nM). The
closing of the gap was monitored for 1, 3, 5, 7 and 24 hours. Panel A shows
quantitative difference between urease treatment and control after 7 hours.
Panel B shows a representative assay. Values represent £ S.D. of three

independent experiments. * p<0.05.
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Figure 6
GM-CSF
p=0.0044
0.8
E 0.6
< "
o e
I L o
S 041 2 :
e S
= . .
Q 0.24 e
g 02 : s
0.0- o
No HPU HPU
IL1A IL-18 L8 IL-17A

0D (450570 nm)

No HPU

No HPU

L2 IL-10 112 TNF-A

03

o
0D (450570 nm)
e

£
£
s
G
8
=
a
8

0.

0D (450570 nm)

No HPU HPU NoHPU HPU

Legend to figure 6: Expression of cytokines by AGS cells activated by urease.
Supernatants of the migration assay were collected. The expression was

analysed using a Multi-Analyte ELISArray kit (Qiagen).
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5. Discussao

As ureases sao proteinas altamente conservadas, independente de sua
origem e de sua organizagao terciaria, apresentando estrutura quaternaria e
mecanismos cataliticos semelhantes. Este trabalho contribui para demonstrar
que ureases vegetais e bacterianas conservam propriedades ndo enzimaticas
em comum, como a capacidade de ativar exocitose, recrutar a rota dos
eicosandides, e estimular uma resposta proé-inflamatéria. Com base nos dados
apresentados no capitulo 1 é possivel postular que, de forma independente da
sua atividade ureolitica, esta proteina possivelmente esta envolvida em outros
processos da patogénese causada por H. pylori, além de promover a
alcalinizagao do ambiente gastrico, formando um microclima que possibilita a
colonizacdo da mucosa gastrica pela bactéria. O tratamento da urease com o
inibidor irreversivel p-hidroxi-mercurio-benzoato abole sua atividade ureolitica,
mas nao afeta algumas propriedades, como a agregacédo plaquetaria e a
ativacdo de neutrdfilos (Wassermann et al., 2010, Uberti, 2010). Estas
propriedades independentes da atividade enzimatica provavelmente s&o
consequéncia da interagdo de regides da urease, que nao o seu sitio ativo,
com os diferentes modelos celulares.

No capitulo 1, os dados apresentados mostram que a urease de H. pylori
induz edema de pata em camundongos de maneira semelhante a canatoxina
(isoforma da urease de Canavalia ensiformis) (Benjamin et al., 1992), sendo a
bacteriana 10 vezes mais potente, em bases molares, do que a vegetal em sua
capacidade de induzir edema. Como descrito para a canatoxina, eicosandides
derivados da rota das lipoxigenases desempenham um papel importante na
inflamacéo induzida pela urease de H. pylori, evidenciado pela reducdo do
edema de camundongos pré-tratados com esculetina, um inibidor de
lipoxigenases. Muitas evidéncias apontam para um importante papel da via do
acido araquidénico no desenvolvimento de inflamagéo cronica e carcinogénese
(Wang and Dubois, 2010, Wymann and Schneiter, 2008), e a nossos resultados
mostram que a urease de H. pylori ativa esta rota de sinalizagdo (Wassermann
et al., 2010, Uberti, 2010).
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Em 2010, mostramos que a urease induz quimiotaxia em neutrdfilos
humanos, e que esta atividade é independente da atividade enzimatica (Uberti,
2010). Aqui, demonstramos que esta quimiotaxia € dependente de produtos de
lipoxigenase, ja que esta propriedade foi completamente revertida quando os
neutrofilos foram incubados com o inibidor de lipoxigenase AA861.

A meia-vida de neutréfilos humanos € de aproximadamente 8 horas,
apos sua liberagdo da medula éssea. Tipicamente, neutrdfilos diferenciados
sofrem apoptose e/ou migram para sitios de inflamagéo. Na auséncia de um
desafio infeccioso, a remogédo de neutrofilos apoptéticos ocorre através do
figado, baco e medula 6ssea. Neutréfilos liberam enzimas proteoliticas e
espécies reativas de oxigénio que geram dano ao tecido. A fina regulagdo de
proteinas anti- e pro-apoptéticas que regulam a vida util dos neutréfilos € um
processo critico na resolugado da inflamacao (Witko-Sarsat et al., 2011). Ja
haviamos demonstrado que a urease ativa e mantém neutrofilos humanos
vivos durante um periodo maior do que o controle, num processo que envolve
um aumento da expressdo de proteinas anti-apoptéticas e reducdo da
expressdo de proteinas pré-apoptéticas (Uberti, 2010). Produtos de
lipoxigenase contribuem para a propriedade anti-apoptética da urease, como
indicado na figura 3B, em que neutréfilos incubados com o inibidor AA861
foram menos protegidos da apoptose. A lipoxigenase mostrou elevados niveis
de expressdo em neutrofilos ativados pela urease (figura 6), enquanto
nenhuma alteracdo nos niveis de ciclo-oxigenases foi observada. Um
metabdlito de lipoxigenases, o leucotrieno By, ja foi identificado como um
importante mediador de processos inflamatérios no trato gastrointestinal (Wang
and Dubois, 2010).

A infecgdo por H. pylori gera dano ao tecido epitelial gastrico, e a
bactéria € capaz de induzir apoptose em células de epitélio gastrico, tanto in
vivo como in vitro, mediada da citotoxina vacuolizante VacA (Cover et al.,
2003). O H. pylori é capaz de induzir respostas pro- e anti-apoptéticos em
células de epitélio gastrico, provavelmente por causa do efeito de seus
diferentes fatores de viruléncia e estado de infeccdo (Maeda et al., 2002). A
infecgdo ainda pode causar vacuolizagéo citoplasmatica e desorganizacao de
glandulas da mucosa gastrica (Kusters et al., 2006). Varios destes danos séo

gerados pela toxina vacuolizante, VacA, que insere-se na membrana e é
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internalizada em células de epitélio gastrico, onde pode induzir vacuolizagéo e
afetar a fungao mitocondrial (Palframan et al., 2012). Buscando entender como
a urease exerce suas fungdes em células humanas, investigamos a interagéao
desta proteina com células epiteliais gastricas e monitoramos sua
internalizagao nestas células por técnicas imunocitoquimicas.

A urease de H. pylori é internalizada em cerca de 3 minutos, apds sua
adicdo ao meio de cultura de células AGS. Esta internalizagao parece ser
receptor-especifica, ja que um ensaio com células fixadas mostrou uma
localizagdo da urease na membrana celular apés 10 minutos, e apos 45
minutos, quando a maior parte da urease ja havia sido endocitada, ainda havia
pequenos focos da proteina concentrados em um ponto especifico da
membrana celular (Fig. 9). Além de poder ser receptor-especifica, a endocitose
pode acontecer em regides especificas da membrana celular, como lipid rafts.

Na figura 10, em um ensaio com células fixadas, podemos observar a
co-localizagdo da urease com alguns endossomos precoces, positivos para o
marcador EEA-1, o que pode indicar a rota de endocitose seguida pela urease.
Os endossomos precoces sdo o primeiro compartimento endocitico a receber
moléculas internalizadas pela membrana plasmatica e sdo responsaveis pela
distribuicao destas diferentes moléculas para diferentes destinos intracelulares
(Marko et al., 2010).

Ja na figura 11, vemos que apés 10 minutos, a urease esta co-localizada
com estruturas contendo o marcador Lysosome-associated membrane protein-
1, um conhecido marcador de endossomos tardios e lisossomos (Lamp-1),
indicando que a urease segue uma rota de degradagdo. No entanto, é
importante ressaltar que H. pylori pode ser uma bactéria invasiva. Durante a
infeccdo celular, a bactéria pode induzir autofagia em células de epitélio
gastrico, um processo que resulta no sequestro de componentes citosélicos em
compartimentos de membrana dupla, chamados autofagossomos (Terebiznik et
al., 2009). Estes compartimentos fusionam-se com lisossomos e formam os
autofagolisossomos, que degradam os conteldos vesiculares através da agao
de hidrolases lisossomais. A bactéria H. pylori € capaz de modular e subverter
este processo, impedindo a formagcdo do autofagolisossomo, de modo a
permitir a proliferacdo bacteriana (Greenfield and Jones, 2013). A urease pode

ter um papel na regulagao da fusdo entre autofagossomos e lisossomos, visto
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que a suposta localizagdo em compartimentos lamp1-positivos nao diminuiu a
fluorescéncia emitida pela urease, sugerindo que nao foi significativamente
degradada.

A H. pylori explora balsas lipidicas (lipid rafts) ricas em colesterol para
induzir alguns efeitos em células de epitélio gastrico, como a indugdo de
respostas dependentes de NF-kB, a indugdo de IL-8, e a transferéncia de
peptidoglicanos (Hutton et al., 2010). Investigamos a participacao de colesterol
na endocitose da urease por células AGS. Quando as células foram tratadas
com MBCD, um scavenger de colesterol, houve a inibicao da internalizagéo da
urease (Fig. 12). Outros componentes de H. pylori também interagem com
estes microdominios de colesterol, como o aparato do sistema de secregao tipo
IV, e a toxina VacA (Hutton et al., 2010, Lai et al., 2008).

O sonicado de H. pylori possui atividade quimiotatica em neutrdfilos e
mondcitos humanos (Nielsen and Andersen, 1992), e como ja mostramos, a
urease também possui este efeito sobre neutréfilos humanos (Uberti et al.,
2013). Além disso, mostramos no Capitulo 2 que a urease de H. pylori também
possui efeito quimiotatico em células de epitélio gastrico, aumentando a taxa de
migracao celular em até trés vezes. Um trabalho de 1996 mostrou que a
amdnia nao teve nenhum efeito em migragéo ou proliferacao celular em células
MKN28 (Ricci et al., 1996), indicando que esta propriedade da urease de H.
pylori deve ser independente de sua atividade ureolitica. De fato, mostramos
que o efeito quimiotatico da urease de H. pylori sobre neutréfilos humanos nao
€ alterado quando a proteina teve seu sitio catalitico inativado (Uberti et al.,
2013).

Helicobacter pyloriinduz uma resposta inflamatéria que contém elevados
niveis de citocinas, como IL-8, IL-6, IL-10, IL-1B, TNF-a (Fiorentino et al., 2013).
No entanto, observamos que apenas a citocina Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) teve sua expressdo aumentada de
maneira significativa em células AGS tratadas com a urease de H. pylori. I1sso
pode ter ocorrido porque o maior efeito da urease nas células ocorreu 7 horas
apo6s o estimulo, sendo que o sobrenadante foi coletado 24 horas apds o
estimulo. E possivel que a urease seja degradada com o tempo e na
temperatura em que as células sdo mantidas, perdendo seu efeito sobre as

células. GM-CSF ¢é um importante fator de crescimento hematopoiético e
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modulador imunitario, podendo atuar recrutando e ativando neutrdfilos,
monacitos e linfocitos circulantes (Shi et al., 2006).

Este trabalho apresenta resultados que enfatizam a participacdo da
urease de H. pylori em efeitos que contribuem para o quadro inflamatdrio
desencadeado por esta bactéria no tecido gastrico. A indugcdo de edema de
pata em camundongos, a ativagdo de neutrdfilos, e a internalizagdo desta
toxina, sdo propriedades que podem contribuir de maneira significativa como

fatores de patogenicidade de H. pylori.
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6. Conclusoes

Estes dados nos permitem concluir que a urease esta envolvida nos

seguintes processos:

1. Em camundongos:
a. Induz edema de pata, associado a um grande infiltrado de

neutrofilos.

2. Em neutréfilos humanos:
a. Induz, de maneira dose-dependente, a quimiotaxia;
b. Neutrdfilos ativados pela urease produzem espécies reativas de
oxigénio exclusivamente para o meio extracelular;
c. A ativagdo pela urease protege neutréfilos humanos contra
apoptose, aumentando sua meia-vida;
d. Aumenta a expressao de 5-lipoxigenase, uma enzima envolvida

na quimiotaxia e prote¢cdo contra apoptose induzidos pela urease.

3. Em células epiteliais gastricas:
a. A urease é endocitada, e co-localiza com endossomos iniciais e
endossomos tardios/lisossomos.
b. Esta endocitose acontece via balsas lipidicas.
Induz migragéao celular.

Induz a expressao de GM-CSF.
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7. Perspectivas

Investigar o possivel envolvimento da urease no processo de autofagia
ativado por H. pylori;

Estabelecer a rota de internalizagdo da urease por células epiteliais
gastricas;

Avaliar o efeito da urease em células gastricas por tempos prolongados,

numa tentativa de simular a infecgao cronica por H. pylori.
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ANEXO |

e Purificagdo da urease a partir de H. pylori

Neste trabalho a urease foi purificada a partir da prépria bactéria H. pylori

como alternativa a producéo da proteina recombinante.

A purificagdo seguiu praticamente o mesmo protocolo utilizado para a
purificagdo da urease recombinante, como descrito em (Uberti et al., 2013), tendo
apenas o acréscimo de uma etapa adicional de cromatografia por troca ibnica em
coluna Source 15Q, montada em um AKTA. Esta Gltima etapa & necessaria para
a separacdo da urease e da chaperonina GroEL, descrita no inicio da década de
1990 como uma proteina que interage e elui conjuntamente com a urease (Austin
et al., 1992).
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Figura 1: Perfil cromatografico da separagédo da urease e da proteina GroEL em cromatografia

de troca ibnica Source 15Q. Fragdes eluidas entre 32 e 42 mL contém a urease purificada.

A fragdo com atividade ureolitica e o pico eluido em torno de 27 ml,
oriundos da cromatografia de troca ibnica, foram submetidos a eletroforese em

gel de poliacrilamida 10%. Uma amostra de cada uma das bandas do gel de
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poliacrilamida foi enviada para analise em espectrobmetro de massas, que

confirmou a pureza da purificagao (dados nao mostrados).
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Figura 2: SDS-PAGE dos dois maiores picos da cromatografia de troca ibnica em coluna
Source 15Q. A — Marcador de peso molecular; B — Pico eluido com 27 ml (GroEL); C — Pico

com atividade ureolitica.
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