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Introducao Resultados e Discussao
Helicobacter pylori é atualmente reconhecido como agente patoldgico de gastrite cronica,  Adutos de Biginelli
Glcera péptica e cancer gastrico e duodenal. Algumas estimativas apontam que esse Nesse ensaio foi possivel determinar os possiveis inibidores a partir de uma medicao das

microrganismo pode ser encontrado em aproximadamente 60% da populacio mundial, e unidades enzimaticas/mg. Além disso foi possivel inferir que o etanol utilizado na

, : A . . solubilizacao nao interfere na relacao HPU x ureia. No grupo 2A tivemos trés adutos que
em paises subdesenvolvidos, ocorréncias de 80% sao relatadas. A urease de H. pylori ¢ ¢ grup G

) , S o demonstraram atividade inibitoria — 2A5, 2A6 e 2A7. Entretanto, tivemos alguns adutos que
(HPU) é considerada um fator de viruléncia, sendo sua atividade um marcador

N o . ) . amplificaram o sinal, como 2A4, 2A8 e 2A10, com agao contraria ao esperado. No grupo 2B
amplamente utilizado para diagndstico. Sabe-se que essa enzima esta relacionada com a

nao se observou nenhum composto com propriedade inibitoria da HPU, assim como no
formacao de um microclima neutro no [Umen gastrico, promovendo assim a sobrevivéncia o o

grupo 2C. Ja no grupo 2D o composto 2D4 apenas mostrou atividade inibitéria(Figura 4).
das bactérias em ambientes de pH desfavoravel. Previamente, nosso grupo demostrou a
capacidade da urease de induzir a ativacao plaquetdria induzida pela urease (Wassermann

et al.,2010). Além disso, a enzima também ativa neutrdfilos humanos, protegendo-os
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contra apoptose e induzindo a producao de espécies reativas de oxigénio, promovendo o ;
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dano tecidual. Também ja demonstramos que a HPU induz a inflamacao em ensaio in vivo "
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de edema de pata em camundongo, sendo a inflamacao caracterizada por uma grande
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infiltracdo de neutrodfilos (Uberti et al., 2013). Esta propriedade ativadora de plaquetas e -
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neutrofilos é independente da uredlise, ja que foram realizados experimentos na presenca - I - I - . =
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de inibidores irreversiveis da atividade ureolitica, como o p-hidroximercuriobenzoato. NP R S T - RPN R
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Assim, para esclarecer o modus operandi da urease na patofisiologia da doenca, mostrou-
se relevante o reconhecimento de regides especificas na holoenzima, bem como nas suas %3 %]
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subunidades, que sao responsaveis por tais atividades bioldgicas. 2
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Klebsiella aerogenes |:| - _ 100/101/567 aa ] o ]
o 53% 51% Figura 4. Adutos de Biginelli grupos 2A 2B, 2C e 2D x HPU. Apenas compostos dos grupos 2A e
2D demonstraram propriedade inibitdria de urease nas condigcOes testadas.
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Figura 1. Ureases vegetais como a de Canavalia ensiformis, possuem apenas uma subunidade enquanto . = ArFia i i
as ureases bacterianas possuem duas (Helicobacter pylori), ou trés (Klebsiella aerogenes) subunidades. Ag regacao plaqueta ria induzida por JBU
Estdo indicados o nimero de aminoacidos de cada subunidade e o percentual de identidade que cada . ~ , . . . .
uma delas tem com a urease de Canavalia ensiformis. O ensaio de agregacao plaquetaria foi realizado de acordo com Olivera-Severo et al., 2006 e
Ob i} t_ foram utilizadas duas concentracdes de JBU: 2,5 uM e 2 uM.
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O objetivo deste trabalho é testar os adutos de Biginelli, moléculas sintéticas analogas da
ureia, capazes de interagir com diferentes regides da urease, com o interesse de descobrir W
inibidores para as diferentes propriedades bioldgicas descritas para esta proteina. A NN
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Figura 2. Fluxograma de purificacdo da urease recombinante de H. pylori Figura 5. Agregagao plaquetaria induzida por JBU (2 uM e 2,5 uM).

« Adutos de Biginelli
Os adutos de Biginelli, gentilmente cedidos pela professora da Universidade Federal de Conclusﬁo

: . . . o
Minas Gerais, Dra. Luzia Modolo, foram preparados em solugdes contendo 50% etanol, Nas condicdes testadas, apenas quatro adutos se mostraram inibidores da atividade

com concentracdes entre 452uM e 884uM de acordo com o peso molecular de cada ureolitica da HPU, logo, é necessario testa-los sob diferentes condicdes e com modelos

moléecula e armazenados a 42C. bioldgicos para avaliar sua capacidade inibitéria. No entanto, a incapacidade de um
« Agregacao Plaquetaria composto em inibir a uredlise promovida pela urease nado invalida a possibilidade de
Feixe CDI BEigE inibicao em um ensaio bioldgico em que a atividade ureolitica nao é relevante. O modelo
de
de ) L. . : : .
luz | Uz = de agregacao plaquetaria com JBU foi escolhido por causa da maior facilidade em obtermos
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Agragapio o, esta proteina comercialmente, e das semelhancas estruturais e funcionais de JBU com HPU.
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Figura 3. Representacao esquematica do aumento de transmitancia proporcionado pela
adicdo de indutor de agregacao plaquetaria em plasma com citrato




