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RESUMO

Ureases (EC 3.5.1.5) sdo metaloenzimas que hidrolisam uréia para produzir aménia e
diéxido de carbono. Estas enzimas, que sdo amplamente encontradas em fungos,
bactérias e plantas, compartilham de estruturas similares. A presenga de urease em
varias bactérias patogénicas (Helicobacter pylori e Proteus mirabilis, p.e) esta fortemente
correlacionada com a patogénese em doencas humanas. Muitos fungos de importancia
meédica possuem atividade ureasica, entre eles citamos Cryptococcus neoformans,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, e espécies de
Trichosporon e Aspergillus. C. neoformans é uma levedura que produz varios fatores de
viruléncia conhecidos, como presenca de capsula polisacaridica, producdo de melanina e
capacidade de desenvolvimento a 37°C. A maioria de isolados clinicos produz grandes
quantidades de urease e muitos autores sugerem que a urease de Cryptococcus exerca
uma fungao importante na patogénese, porém com mecanismos ainda nao esclarecidos.
Cryptococcus gattii — sorotipo B, tipo molecular VGII, linhagem R265, com capacidade de
infectar pacientes imunocompetentes, causou uma epidemia na Ilha de Vancouver
(Canada) entre 1999 e 2003. Neste trabalho desenvolvemos um procedimento de
purificacdo e apresentamos a caracterizagao fisico-quimica e cinética da urease de C.
gattii, cepa R265, apés ter sido purificada na razdo de 539 vezes. A massa molecular
estimada foi de 120 kDa, K, 2,0 mM para uréia, pH 6timo 8,0. O acido acetohidroxamico
demonstrou ser um bom inibidor em concentragbes micromolares, enquanto p-
hidroximercuriobenzoato causou inibicdo em concentragdes mais altas, comparado a
outras ureases. Espera-se que estudos adicionais com essa urease purificada permitam
investigar propriedades bioldgicas independentes da atividade ureolitica e estabelecer sua

contribuicdo para a patogénese da criptococose.
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ABSTRACT

Ureases (EC 3.5.1.5) are metalloenzymes that hydrolyze urea to produce ammonia and
carbon dioxide. These enzymes, which are found in fungi, bacteria, and plants show very
similar structures. The presence of urease in many pathogenic bacteria (Helicobacter
pylori and Proteus mirabilis) is strongly correlative with pathogenesis in human diseases.
Many medically important fungi have urease activity, among which are Cryptococcus
neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, and
species of Trichosporon and Aspergillus. C. neoformans is a heterothallic yeast with
several known virulence factors, including a polysaccharide capsule, melanin production,
and the ability to grow at 37°C.The majority of clinical isolates produce large amounts of
urease and several authors suggest that Cryptococcal urease play an important role in
pathogenesis but with unclear mechanisms but probably by different routes dependent and
independent of ureolytic activity, althought many questions are unclear. We wanted to
further investigate the role of urease in biological properties by using Cryptococcus gattii
as a pathogen model. C. gatti — serotype B, molecular type VGII, R265 strain, which has
capacity to infect immunocompetent individuals, caused an outbreak on Vancouver Island
in Canada from 1999 to 2003. This work presents the physicochemical characterization of
a urease from C. gatti strain R265 after a 539 fold purification. The estimated native
molecular mass was 120 kDa, K, 2.0 mM urea, pH optimum 8.0. Aceto hydroxamic acid
was a strong inhibitor at low concentration while p-hidroxy mercuribenzoate needed higher

concentrations for inhibition compared to other ureases.
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1. Urease

A urease (uréia amidohidrolases; EC 3.5.1.5) da semente de feijao-de-porco
Canavalia ensiformis foi a primeira enzima a ser cristalizada em 1926, comprovando a
natureza proteica das enzimas (Sumner, 1926). Também foi a primeira metalo-enzima
dependente de niquel a ser identificada. A urease catalisa a hidrdlise da uréia para formar

duas moléculas de aménia e uma de didxido de carbono (Dixon et al., 1975) (Figura 1).

Urease
A HNCONH, + HQ > NH,, + H, N-CO-OH
o .
B H,N-CO-OH + H O NH, + HCO,
> HCO =——= H* + HCO"

2NH,_ + 2I—|2Di.L“*'}ENH; + 20H

Figura 1. Reacdo da urease: Uréia é clivada pela urease, produzindo uma molécula de
amdnia e uma de Acido Carbamico (A). O Ac. Carbamico decompde-se espontaneamente
em amoénia e acido carbénico (B). O acido carbdnico equilibra-se em agua (na hidrdlise)
(C) produzindo duas moléculas de amdnia, que se tornam protonadas, gerando ions
amoénio e hidréxido (D). A reagao resulta em aumento do pH. Adaptado de (Burne & Chen

2000)

Porém, esta enzima também age sobre outros substratos, sendo que hidroxiuréia e
dihidroxiuréia sdo os substratos para urease (Fishbein, 1969). Catalisa também a hidrdlise

de algumas uréias substituidas e ésteres de acido carbamico, como a tiouréia e p-
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nitrofenilcarbamato. Diferentes compostos sao inibidores de ureases, como acido
acetohidroxamico (AAH) ou p-hidroximercuribenzoato (p-HMB) (Bennett & Wren, 1977).

As ureases sao encontradas em inumeros tecidos vegetais, sendo particularmente
abundantes em sementes de leguminosas e curcubitaceas (Polacco & Holland, 1993),
estando também amplamente distribuidas em bactérias, fungos e plantas. Apesar da
abundéncia de urease em alguns tecidos vegetais, pouco se sabe sobre sua fungdo no
vegetal. Postula-se que a principal fungdo das ureases de plantas esteja relacionada a
reciclagem de nitrogénio (Sirko & Brodzik , 2000) ainda que a uréia, que € seu principal
substrato, ndo seja um metabdlito importante em plantas (Polacco & Holland, 1993).
Postula-se ainda, que em combinagdo com arginase, a urease pode ter fungdo na
utilizacdo das reservas proteicas da semente durante a fase de germinagédo (Follmer,
2008).

Em relagdo aos microrganismos, a atividade ureasica foi detectada em mais de 200
especies de bactérias gram negativas e gram positivas. A urease sintetizada em
bactérias de solo e em bactérias anaerobicas, presentes na flora digestiva de ruminantes,
favorece a reciclagem de compostos nitrogenados (Mobley & Hausinger, 1989). As
ureases bacterianas estao envolvidas na patogénese de muitas condigdes clinicas, como
a ulceracao péptica e a formacado de urdlitos e biofiimes de incrustacdo em catéter
urinario, contribuindo para a patogénese de pielonefrites por infec¢gdes do trato urinario
por Proteus mirabilis, encefalopatia causada por aménia, coma hepatico, cancer gastrico
em processos infecciosos cronicos caracteristicos de H. pylori (Carlini & Polacco, 2008;
Island & Mobley, 1995). Salienta-se que devido a urease, a espiroqueta Helicobacter
pylori tem capacidade de adaptagdo em ambientes com pH variando entre 3,5 e 8,6
(Mobley et al., 1991). Em P. mirabilis, a condicdo basica para a formacao dos urdlitos é

ser proveniente de infecgdes de cepas urease positivas, resultando em um crescimento

14



excepcionalmente rapido destas pedras em 4-6 semanas (Bichler et al., 2002). Dois
operons de urease (ure1l e ure2) estdo descritos em Brucella suis. O operon ure1 é
caracterizado como importante para a atividade ureolitica e sobrevivéncia em ambiente de
pH baixo (Bandara et al., 2007).

A urease ¢ sintetizada por varios géneros de fungos de importancia médica, como
Coccidioides, Candida, Aspergillus, Rhodotorula, Trichosporon e Cryptococcus (Mirbod et
al., 2002) , além de Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenkii (Cox et al., 2000). Em
1997, o primeiro gene URE de fungo foi isolado codificando a urease em Coccidioides
immitis (Yu et al., 1997). Alguns anos mais tarde, a urease de C. immitis foi purificada e
caracterizada a sua forma nativa com massa molecular 450 kDa, tendo sido sugerido um
papel dessa urease na patogenicidade do fungo, atuando na colonizagdo no tecido
hospedeiro, resultando na formacdo de abcessos com um microambiente alcalino
diferenciado (Mirbod et al., 2002).

Ureases apresentam alta homologia e mecanismos cataliticos similares, apesar de
diferirem na estrutura quaternaria. Enquanto que ureases vegetais e fungicas comportam-
se como trimeros ou hexadmeros de uma subunidade de 90 kDa, as ureases bacterianas
sdo multimeros de complexos formados por duas ou trés subunidades (Mobley &

Hausinger, 1989) esquematicamente representado na Figura 2.
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Canavalia ensiformis

Helicobacter pylori

238
A 52%

Klebsiella aerogenes

100 106

A 60% B s51%

C

840

539
59%

567

61%

Figura 2: Comparacao esquematica das subunidades estruturais das ureases

de diferentes organismos. O numero de aminoacidos de cada unidade esta indicado

dentro das caixas. Os valores percentuais, abaixo de cada bloco, indicam o grau de

identidade com a urease de C. ensiformis. Retirado de (Olivera-Severo et al., 2006b)

As ureases vegetais e microbianas pertencem a um grupo de proteinas

multifuncionais, que apresentam atividade ureolitica e outras propriedades independentes

da agao enzimatica, como efeitos toxicos em insetos e a habilidade de ativar agregacao

plaquetaria, que sera descrito a seguir. As novas descobertas sobre as ureases vegetais

reforcam a hipotese de um papel protetor dessas proteinas em plantas, atuando em

predadores e fitopatdgenos por mecanismos diferentes ndo relacionados a geragao de

amonia (Follmer, 2004).
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1.1 Canavalia ensiformis ou feijdo-de-porco

As espécies do género Canavalia sdo nativas do Novo Mundo, com espécies de
distribuicdo em regides de clima tropical, mas sendo pouco utilizadas como alimento
humano ou de animais domésticos devido a sua toxicidade (Udedibie & Carlini, 1998). No
Extremo Oriente, as vagens novas sao ingeridas em saladas verdes. A C. ensiformis,
feijao-de-porco ou “jackbean” em inglés, possui cerca de 300 g de proteinas e 600 g de
carbohidratos por quilo de semente, e apresenta excelentes caracteristicas agronémicas,
produzindo de 2,5 a 5,4 t de sementes por ha (Udedibie & Carlini, 1998). A alta resisténcia
a ataque de insetos deve-se a presenca, entre outros fatores, de metabdlitos secundarios,
como a canavanina (Rosenthal & Dahlman, 1986). A semente de Canavalia ensiformis &
ainda fonte de varias proteinas de interesse bioquimico e biotecnologico, como a ja
descrita urease (Sumner, 1926), além da lectina concanavalina A (Sumner & Howell
1936), inibidores de tripsina e a canatoxina (Carlini & Guimaraes, 1981).

A urease de C. ensiformis ou Jackbean Urease (JBU) constitui-se de uma cadeia
polipeptidica com 840 aminoacidos e massa molecular de 90,77 kDa. A forma minima da
enzima ativa & trimérica, com 270 kDa, sendo encontrada em sua forma nativa como um
hexamero de 540 kDa (Zerner, 1991). Possui dois atomos de niquel no sitio ativo, cada

um coordenado por dois residuos de histidina (Follmer et al., 2001).
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1.2 Canatoxina

A canatoxina (CNTX) € uma proteina toxica isolada de sementes de C. ensiformis
(Carlini & Guimaraes, 1981), que posteriormente foi caracterizada como uma isoforma da
urease (Follmer et al., 2001). Produz convulsdo e morte de camundongos e ratos (DLsg =
0.5-2.0 mg/kg); e em doses sub-letais induz hipotermia, bradicardia (Carlini et al., 1984),
hipoxia, hipoglicemia e hiperinsulinemia (Ribeiro-da Silva et al., 1986, Ribeiro-da Silva et
al., 1989). A proteina é ativa por varias vias de administragcao (IP, IV, IM, SC), mas
mostra-se in6écua quando administrada por via oral a esses animais, provavelmente
devido a sua instabilidade em meio acido (Carlini et al., 1984; Carlini & Guimaraes, 1991).

Estruturalmente, em condi¢cdes redutoras em SDS-PAGE, a CNTX apresenta-se
como uma cadeia polipeptidica de 95 kDa. A analise em gel filtragdo em pH 7,5 mostra
uma proteina com massa molecular de 184 kDa, sugerindo que sua forma nativa seja um
dimero nao covalente. Anticorpos monoclonais anti-urease ou policlonais anti-CNTX nao
distinguem entre as proteinas, sugerindo elevado grau de homologia. Entretanto, a CNTX
apresenta apenas 30 — 40% da sua atividade enzimatica sobre uréia, comparada com a
urease da mesma semente (Follmer et al., 2001). A baixa atividade ureolitica da
canatoxina pode estar relacionada com sua forma dimérica, ou entdo com a presenca em
cada mondmero de um atomo de niquel e um de zinco (Follimer et al., 2001), ao invés dos

dois atomos de niquel presentes na urease (Zerner ,1991).
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1.3 Acdo Bioldgica da Urease / Canatoxina

A canatoxina e a JBU foram testadas oralmente em insetos pertencentes a
diferentes ordens, revelando uma potente atividade entomocida em diversos tipos de
insetos. O mecanismo de acao de toxicidade aponta uma relagdo de dependéncia com
enzimas digestivas acidicas nos insetos susceptiveis, como Callosobruchus maculatus
(caruncho do feijao-de-corda), Rhodnius prolixus (barbeiro), Nezara viridula (fede-fede) e
Dysdercus peruvianus (percevejo manchador do algodédo). Estudos do mecanismo da
acao entomocida da canatoxina mostraram que a proteina é "ativada" proteoliticamente
no trato digestivo dos insetos sensiveis, através de clivagem que gera um peptideo
entomotéxico de 10 kDa (Carlini et al., 1997; Ferreira-DaSilva et al., 2000). Um peptideo
recombinante, denominado jaburetox 2Ec, equivalente ao produzido por hidrélise
enzimatica da canatoxina por homogenados de C. maculatus, foi obtido por expressao
heterdloga em Escherichia coli (Becker-Ritt et al., 2004; Mulinari et al., 2004, Mulinari et
al., 2007). Este peptideo mostrou-se altamente toxico contra D. peruvianus (Staniscuaski
et al., 2005), bem como contra a lagarta do cartucho do milho Spodoptera frugiperda,
inseto insensivel a canatoxina/urease nativa, devido as caracteristicas de suas enzimas
digestivas (Mulinari et al., 2007). O peptideo recombinante jaburetox-2Ec ndo apresentou
toxicidade aguda, quando administrados por via oral ou intraperitoneal, em ratos neonatos
e camundongos adultos (Mulinari et al., 2007)

Oliveira e colaboradores (1999) descreveram preliminarmente a atividade fungicida
da canatoxina sobre alguns fungos filamentosos. Recentemente, foi demonstrada a agao
antifungica de ureases de diferentes fontes em concentragdes sub-micromolares. A
inibicdo do crescimento e germinagdo de fungos fitopatogénicos foi observada, mesmo

quando as ureases foram pré-tratadas com o inibidor irreversivel p-
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hidroximercuribenzoato, que resulta em perda total de atividade ureolitica. Estes dados
acrescentam a hipotese de um papel das ureases vegetais na protegdo da planta contra
fungos fitopatogénicos (Becker-Ritt et al., 2007; Oliveira et al., 1999).

Comparativamente, verificou-se que a urease classica (JBU) possui, além das
propriedades inseticidas e fungitoxicas, outras atividades biolégicas descritas para a
canatoxina, como inducdo de exocitose resultando em ativacdo plaquetaria e interagao
com gangliosideos. Entretanto, a JBU nao é letal por via intraperitoneal em camundongos.
As atividades citadas também sao independentes da atividade ureolitica, como verificado
através da persisténcia dessas ap0s inibicdo da atividade ureolitica com p-HMB (Follmer
et al., 2001). Esses dados indicam a existéncia, nestas proteinas, de pelo menos dois
dominios protéicos distintos, responsaveis por atividades biologicas diferentes: um
dominio com atividade hidrolitica sobre uréia, suscetivel de inibicdo por agentes
oxidantes; e pelo menos mais um segundo dominio, responsavel (eis) pela toxicidade
intraperitoneal da canatoxina e outras propriedades farmacoldgicas compartilhadas com a

urease.

2. Cryptococcus neoformans e criptococose

Em 1894, Cryptococcus neoformans foi reconhecido como patégeno de humanos e
animais, além de uma levedura normalmente encontrada no meio ambiente. Por muito
tempo, este fungo ndo foi de interesse de outras pesquisas pela baixa casuistica da
criptococose (ldnurm et al., 2005). Com o aumento dos tratamentos com altas doses de
corticosteroéides (pacientes transplantados ou com desordens linfoproliferativas), o numero

de pacientes imunossuprimidos aumentou consideravelmente, acrescentado ainda do
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numero de pacientes HIV-positivos. Desde entdo, a criptococose tem sido uma das trés
doengas oportunistas mais comuns em pacientes com AIDS. Nos demais grupos citados
acima, que sao terapeuticamente imunossuprimidos, estima-se 6% de risco de
desenvolverem criptococose clinica (Perfect, 2006). Lin & Heitman (2006) reportam
dados da OMS que mostram que aproximadamente 3 milhdes de pacientes infectados
pelo HIV morrem por ano no mundo com complicagdes associadas a criptococose. O
crescimento dos casos de criptococose diretamente proporcional ao aumento do numero
de pacientes com AIDS, fez ressurgir o interesse por estudos nessa area.

C. neoformans é uma levedura basidiomicética tradicionalmente dividida em 5
sorotipos (A, B, C, D e AD), como observado na Figura 3. C. neoformans var. grubii e
Cryptococcus gattii foram isolados de fezes de passaros de espécies e locais distintos
como em psitacideos de zooldgico no sul do Brasil (Abegg et al., 2006), pet shops e
domicilios (Raso et al., 2004). Apesar da identificagdo do fungo em diversos cortes
histolégicos de 6rgdos destes animais, estes se apresentavam assintomaticos. Foram
relatadas também evidéncias de isolados de aves e fezes de psitacideos de C.
neoformans var grubii na Colémbia (Caicedo et al., 1999) e no Brasil (Raso et al., 2004).
Este e outros achados sédo sugestivos de um padrédo de transmissdo zoondtica para
pacientes imunocompetentes, tendo estes animais como importantes reservatérios do
patdgeno (Lagrou et al., 2005).

Este fungo foi inicialmente identificado pela sua capacidade de produzir o pigmento
melanina e uma capsula de polissacarideos, e posteriormente foi classificado pelo teste
com antigenos capsulares e fingerprinting molecular (Figura 3). Os sorotipos A (C.
neoformans var grubii) e D (C. neoformans var neoformans) geralmente causam a

doenga em pacientes imunocomprometidos. Ja os sorotipos B e C (C. gattii descrito como
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uma espécie independente por (Kwon-Chung et al., 2002) causam a doenga em pacientes

imunocompetentes (Idnurm et al, 2005).

Serotypes Molecular types
VNI
Serotype A
var. grubii VNI
VNB
Cryptococcus neoformans ,
18.5 Mya AD hybrid =——— VNII|
Serotype D
Cryptococcus var. n}é%formans VNIV
neoformans

species complex
37 Mya

Serotype B - VG

> VGl
VGlII

o VGV

Cryptococcus gattii
9.5 Mya

Serotype C

Figura 3: Classificacdo taxonémica de C. neoformans e C. gattii — Adaptado de Lin &

Heitman (2006).

Recentemente realizou-se, no Rio Grande do Sul, uma analise epidemioldgica de
pacientes com meningite criptococdcica, revelando que a maioria dos pacientes sao
homens (77%), caucasianos (83%) e infectados pelo virus HIV (95%). A maioria dos
pacientes tem entre 30 e 39 anos (46%), sendo as amostras identificadas como C.
neoformans (95%) e C. gattii (4,5%) (Leal et al., 2008).

O quadro inicial da doenca apresenta variacdes de manifestagcao de acordo com o
status do sistema imune do hospedeiro, ou padréo virulento da linhagem. Compara-se a

fase latente da criptococose no complexo linfatico (onde pode permanecer por anos
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alojada no hilo do linfonodo) a fisiopatologia de tuberculose, que pode reativar e produzir
a doenca ap6s um periodo inicial de infeccdo dormente. Individuos assintomaticos
infectados com Cryptococcus sado imunoreativos em teste cutdneo e em exames
soroldgicos especificos para o fungo. Nesta etapa, a imunidade celular é crucial na
contencéao da infecgéo, produzindo inflamagao granulomatosa (Chayakulkeeree & Perfect,
2006).

Ao entrar nos alvéolos, o fungo é processado por macréfagos alveolares,
recrutando outras células inflamatérias através de citocinas e quimiocinas, como
interleucinas, proteinas para quimiotaxia de mondcitos, etc. A doenca manifesta-se como
doenga respiratéria grave com pneumonia, formando criptococomas, mas também pode
haver tropismo para o Sistema Nervoso Central, formando quadros de encefalite,
meningite e meningoencefalite (Olszewski et al., 2004). As terapias disponiveis para
criptococose nado séo eficientes e a meningite criptococécica, no estagio final da doencga,
pode ser fatal (Rodrigues et al., 1999).

No sistema respiratorio, a criptococose pode apresentar nddulos multiplos, efuséo
pleural, obstru¢cado brénquica, podendo chegar a colapso pulmonar, mimetizando quadros
de metastase pulmonar. Os quadros neuroldgicos incluem alteragdes de consciéncia,
neuropatia cranial, perda de memodria, letargia, dores de cabecga, irritagdo meningeana,
chegando ao coma. Existe também formas menos comuns de criptococose, como a
cutanea, a prostatica e a ocular (Chayakulkeeree & Perfect , 2006). A doenca no SNC
torna-se fatal sem tratamento e a terapia com anfotericina B tem limitagcdes devido ao
potencial toxico para o paciente, sendo que 10-25% dos pacientes ainda vém a o6bito por

falhas no tratamento nos primeiros 3 meses apds o diagnostico (Steen et al., 2003).
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2.1 Ciclo de Infeccao

Devido a presenca de isolados clinicos com mesmo padrdo molecular de isolados
ambientais, foi estabelecido que Cryptococcus neoformans infectam humanos através da
exposicao ambiental (Chayakulkeeree & Perfect, 2006). O fungo esta no ambiente, sendo
encontrado no solo, arvores e fezes de aves, sobrevivendo em animais silvestres. A porta
de entrada principal para o inicio da criptococose se da pela inalagdo do patégeno na
forma de levedura dessecada, ou como esporo. A partir dai a forma inalada se deposita
nos alvéolos, podendo atravessar o endotélio de microcapilares até ultrapassar a barreira
hemato-encefalica, e estabelecer infecgdo do SNC (Idnurm et al., 2005). Ocasionalmente
também pode ocorrer contaminagéo por via digestiva, inoculagdo direta por traumatismo
ou por implante de tecidos e 6rgaos contaminados (Delgado et al., 2005). Apds entrada
no hospedeiro suscetivel, o fungo pode produzir um quadro latente ou agudo

(Chayakulkeeree & Perfect , 2006)

2.2 Ciclo de Vida e Biologia do Basidiomiceto

O filo Basidiomycota compreende diversos organismos, desde o unicelular C.
neoformans até o maior organismo do mundo (Armillaria spp). Os basidiomicetos mais
conhecidos sdo os cogumelos; alguns produzem importantes metabdlitos como toxinas e
pigmentos. Os basidiomicetos contribuem para a reciclagem de nutrientes no ambiente
formando sistemas simbidticos com plantas e suas raizes. Outros organismos sé&o
considerados patogenos de plantas, assim como C. neoformans € classificado como

patdbgeno animal. Apesar de sua importancia no meio ambiente, a biologia dos
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basidiomicetos ainda é pouco conhecida (Idnurm et al., 2005). A diversidade de nichos
ecoldgicos de C. neoformans o torna uma boa ferramenta para compreensao de fungos
patogénicos. A disponibilidade da sequéncia completa do genoma de C. neoformans
sorotipo A, em conjunto com sequéncia parcial do C. gattii sorotipo B, torna este fungo
uma pega chave para a comparagdao gendmica dos filos do Reino Fungi (Heitman et al.,
1999, Loftus et al., 2005)

C. neoformans isolados de pacientes e do ambiente encontram-se na forma
leveduriforme. No entanto, pode haver uma transicao dimoérfica com formacao de hifas
(forma filamentosa) por duas rotas distintas: mating (ciclo sexuado) e frutificagao
monocariética (ciclo assexuado) (Fraser et al., 2005; Idnurm et al., 2005) (Figura 4). O
ciclo sexual de C. neoformans envolve a fusdo de células hapldides mating type a e a
para produzir filamentos dicariéticos. As variedades de Cryptococcus mostram diferencas
na combinagédo entre os tipos a e o . Cepas de C gattii de diferentes fontes sao
predominantemente estéreis, € mesmo quando sao encontrados os dois tipos no mesmo
nicho, ndo ha evidéncias de recombinagdo. A unica exceg¢do conhecida ocorreu na
epidemia de Vancouver, que sera descrita a seguir no item “C. gattii e a Epidemia de

Vancouver”.
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Figura 4. Modelo de Ciclo de vida de C. neoformans: Em resposta a limitacdo de
nutrientes, as células do tipo a e a (mating type) secretam horménios peptidicos que
promovem a fusao celular. A fusao dicaridtica desencadeia o crescimento filamentoso. Os
nucleos migram pelos filamentosos, gerando células dicaridticas. Durante a frutificagdo
monocaridtica, células de um mesmo mating type tornam-se diplédes (o/a p.e.). A hifa
diploide passa por etapa de meiose gerando basidiosporos hapldides. Adaptado de

(ldnurm et al., 2005)

O mating type é considerado um fator de viruléncia de C. neoformans. Estudos ja
determinam um perfil em que o tipo a tem mais prevaléncia no ambiente e € mais
virulento que o tipo a. A maioria dos isolados clinicos pertencem ao tipo a (Wickes, 2002)
e linhagens do sorotipo D tipo a mostraram maior viruléncia quando inoculadas em
cobaios (Heitmann, 1999). Linhagens tipo a foram encontradas em maior casuistica de

invasdo do SNC (Kwon-Chung et al., 2002).
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2.3 Fatores de Viruléncia de Cryptococcus neoformans

C. neoformans produz fatores de viruléncia que o distingue de Saccharomyces
cerevisiae e outros fungos: a capsula de polissacarideos, produgdo de melanina (Figura
5) e a habilidade de desenvolvimento a 37°C (Perfect 2006).

A melanina protege C. neoformans da radiagdo ultravioletra. Durante o
desenvolvimento da doenca, a melanina pode se formar pela oxidagao de catecolaminas
no cérebro do hospedeiro, protegendo o patégeno de radicais livres toxicos produzidos
pelo sistema imune do hospedeiro (Casadevall et al., 2000). Lacases sdo importantes
para a produgdo do pigmento melanina, que é um scavenger de radicais livres e tem
funcdo na protecdo ao estresse oxidativo. A lacase também faz o sequestro de ferro
durante a infecgdo, levando a um rompimento oxidativo de fagocitos (Brown et al., 2007).
Quando em acédo conjunta com fosfolipase B, a lacase promove a saida do patégeno do
pulmé&o facilitando a penetragdo no SNC (Idnurm et al, 2005). A prevaléncia de substratos
para lacase no SNC foi proposta como uma possivel justificativa para o neurotropismo do
fungo (Steen et al., 2003).

A capsula polissacaridica esta diretamente relacionada com a sobrevivéncia celular
em condi¢cdes de desidratagdo. Uma familia de genes controlam a biossintese de uma
capsula variavel e complexa, capaz de interferir no processo de fagocitose por
macréfagos (McFadden et al., 2006). A capsula bloqueia o recrutamento de células
inflamatdrias, além de agir na deplegdo do sistema complemento e supressdo de
sinalizacdo de hipersensibilidade que influenciaria diretamente a producédo de anticorpo

durante o processo infeccioso (Steen et al., 2003).
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Figura 5: Fatores de viruléncia de C. neoformans. A; presenga de capsula de
polissacarideos (CPS) produzida em presenga de agucares. B; Producdao de melanina
observada pela coloragdo marrom a negra em contraste com a levedura patogénica
Candida albicans, que forma colénias brancas em meio Agar niger. (Adaptado de ldnurm
et al, 2005) C; Imagem 3D em microscopia de varredura de capsula menor e D; formagao

aumentada da CPS (adaptado de Mc Fadden et al, 2006).

A capacidade do C. neoformans de crescimento na temperatura corporal de
mamiferos (termotoleréncia) € uma caracteristica fundamental para invasdao do
hospedeiro (Perfect , 2006). O desenvolvimento a 37°C esta associado a transi¢ao para
forma de levedura, sendo também importante na viruléncia de Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis e Blastomyces dermatidis (Kraus et al., 2004). No género

Cryptococcus, somente as espécies C. neoformans e C. gattii sdo capazes de crescer em
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temperatura superior a 30°C. Este comportamento esta relacionado a genes como RAS1
(codifica proteinas de ligacdo GTP) e ao gene CNALl (codifica a calcineurina), uma
proteina necessaria para resposta ao estresse e integridade celular em levedura. Visando
identificar importantes fatores que permitem a sobrevivéncia do fungo no SNC, coelhos
tém sido usados como modelos para investigacdo da meningite criptococdcica, por terem
uma temperatura corporal mais alta (39,5°C), que somado ao uso de corticosterdides,
mimetiza o ambiente do hospedeiro com quadro infeccioso: com febre e imunodeprimido
(Steen et al., 2003).

Como ja citado no item do ciclo de vida do basidiomiceto, o mating type
(particularmente MATa) € considerado fator de viruléncia, estando presente na grande
maioria de isolado clinicos (Wickes , 2002). O Mating no mundo microbiano justifica a
diversidade genética e produz linhagens que podem colonizar novos nichos ambientais.
No parasito Toxoplasma gondii, a meiose pode produzir isolados mais patogénicos
através da recombinagdao de duas cepas menos virulentas. No patégeno de plantas
Ustilago maydis, o mating € essencial para a infecgao (Fraser et al. 2005) . A producéao de
manitol pela levedura, verificada em cultivos e em coelhos infectados, sugere que seu
papel esteja relacionado a quadros de edema cerebral e protecdo ao ataque de
neutréfilos durante a infecgao, ja que mutantes com baixa producdo de manitol sdo mais
suscetiveis ao estresse térmico e osmoético, com menor patogenicidade (Rodrigues et al.,
1999; Steen et al., 2003). Além dos fatores ja mencionados, ainda ha enzimas associadas

a protecao contra danos oxidativos (peroxidases p.e) (McClelland et al., 2005).
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2.4 Urease e Criptococose

A importancia da atividade ureasica na patogenicidade do fungo ainda esta em
debate. Cox et al. (2000) demonstraram que camundongos infectados com mutantes
urease-negativos de C. neoformans apresentaram uma maior porcentagem de
sobrevivéncia do que os infectados com cepas controles urease positivas. Até o
momento, dos géneros de fungos com urease estudados, apenas a urease de
Coccidioides immitis e Cryptococcus neoformans tém sugestdo de importancia no papel
de patogenicidade (Mirbod et al., 2002).

Olszewski et al. (2004) realizaram estudos com linhagens urease
negativas/positivas, com inoculagédo por vias distintas em camundongos, especulando a
importancia desta proteina na disseminagao global da infeccdo em diversos 6rgaos, e
constataram o papel da urease como facilitadora de infestacdo no sistema nervoso
central, via sequestro nos microcapilares cerebrais. Recentemente, a identificagdo de um
gene URE 2, que possivelmente codifica uma proteina acessoéria envolvida na biossintese
no metalocentro da enzima, isolado de uma cepa urease negativa de um paciente com
meningite criptocdcica, levantou mais perguntas em relagdo a urease como fator de
viruléncia (Varma et al., 2006).

Ainda nao se conhece o mecanismo pelo qual a urease facilita o sequestro do C.
neoformans em microcapilares. Postula-se que a hidrélise da uréia préxima ao endotélio
poderia promover adesao do fungo ao endotélio, ou que a liberagdo de aménia resultaria
em toxicidade celular, afetando astrécitos e fragilizando as jungdes celulares da barreira
hemato-encefalica. Uma funcdo da urease como fator de viruléncia num mecanismo mais
complexo, ndo dependente da atividade ureolitica, € sugerido por Olszewski et al. (2004)

e Varma et al. (2006).
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Recentemente, foi realizado um estudo comparando linhagens de C. gattii e C.
neoformans quanto a atividade ureasica verificada em cultivo em meio Christensen. Os
resultados obtidos mostram que C. neoformans produz mais urease que C. gattii. Os
autores justificam que a ocorréncia das cepas altamente patogénicas de C. gattii
possuirem baixa atividade ureasica comparada com C. neoformans pode estar
relacionada com a atividade de outras enzimas (lacase, fosfolipase p.e) e que estas
formam um conjunto que colabora para a viruléncia destas linhagens (Torres-Rodrigues et
al., 2008).

Ainda em 2008, Rodrigues e colaboradores identificaram 76 proteinas em vesiculas
extracelulares secretadas por Cryptococcus neoformans. Andlises por proteGmica
permitiram verificar que muitas destas proteinas sao classificadas como fatores de
viruléncia e com fun¢ao de proteg¢ao contra stress oxidativo. Testes bioquimicos indicaram

ainda a presencga de atividade ureolitica e de lacase nestas vesiculas.

2.5 Cryptococcus gattii e a Epidemia de Vancouver

Antes de 1999 nao havia evidéncias de infecgdes por C. gattii na Ilha de Vancouver
— Canada. Este patéogeno era normalmente encontrado em nichos de arvores
(Chayakulkeeree & Perfect , 2006) e restringia-se a regides de clima tropical e subtropical
(Australia, Sudeste da Asia, Africa Central e regides tropicais e subtropicais das
Américas). Estudos revelaram que 44% dos pacientes com criptococose na Australia
causada por C. gattii eram aparentemente imunocompetentes (Chen et al.,, 2000). A
subita emergéncia de varios isolados em Vancouver mostrou que a ecologia e distribuicao

de C. gatti estava mudando. Estudos do ambiente da ilha apontaram uma surpreendente

31



alteracédo no nicho ambiental desta espécie, com habitat em uma variedade de arvores de
clima temperado (Kidd et al., 2004).

A epidemia de Vancouver de 1999 a 2003 foi documentada como a maior do
mundo, com casuistica 10 a 40 vezes mais alta do que a da Australia, onde C. gattii é
considerada endémica (Kidd et al., 2004). Como ja descrito, o mating type € um fator de
viruléncia reconhecido (Fraser et al., 2003).

Na epidemia de Vancouver verificou-se que todos os isolados foram classificados
como mating type a e, através de PCR fingerprinting e AFLP, foi constatada a presenca
de dois gendtipos. A grande maioria dos isolados clinicos e ambientais pertenciam ao
tipo hipervirulento VGII/AFLP6. Posteriormente, a analise genotipica mostrou que as
cepas da epidemia eram clones e descendiam de dois ancestrais do mesmo mating type
(o) — denominada same-sex mating. Estes isolados também foram muito mais virulentos
quando testadas em modelos animais. Uma minoria de isolados significativamente menos
virulentos compartilhavam um gendétipo idéntico de isolado férteis, de uma populagéo
recombinante da Australia. Este mesmo estudo também constatou a elevada viruléncia da
principal linhagem isolada de Vancouver (R265) em ensaios com infec¢do intranasal em
cobaios, produzindo maior mortalidade comparada a outras linhagens, principalmente em
relagéo ao isolado australiano avirulento (cepa R272) (Fraser et al., 2005).

Em relacdo ao quadro clinico, a localizagado preferencial de C. gatti é no
parénquima cerebral e ndo na meninge, resultando numa maior prevaléncia de
criptococomas cerebrais, ou hidrocefalia, apds instalacdo do quadro respiratorio inicial. Os
pacientes com envolvimento do parénquima cerebral acabam por desenvolver aumento
da pressao intracraniana, neuropatia craniana e baixa resposta a terapia antifungica

(Kozel 1995, Mitchell 2006).
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Este trabalho teve o objetivo de purificar e caracterizar a urease de Cryptococcus

gattii linhagem hipervirulenta R265.

Objetivos especificos

v' Avaliar condicbes diferentes de meio de cultura, temperatura e tempo de
crescimento para lise celular.

v' Desenvolver um protocolo de purificagdo para a Urease de Cryptococcus gattii, a
partir de agora denominada CGU,;

v Caracterizar a enzima purificada quanto a aspectos fisico-quimicos e cinéticos;

Justificativa

Tendo em vista dados da OMS e Programas de controle HIV/AIDS das Nagdes
Unidas que registram trés milhdes de oObitos por ano de pacientes infectados pelo HIV
com complicagdes associadas a criptococose, e hoje enquadra-se entre as trés doengas
oportunistas mais comuns em pacientes HIV positivos (Lin & Heitman, 2006). Somando-
se a estes dados, os perigos com a meningoencefalite criptocococica se agravam pela
caracteristica de C. gattii acometer pacientes imunocompetentes.

A presenca de urease em C. gattii levanta hipéteses sobre a sua importancia na
patogenia da criptococose, principalmente no estabelecimento do estagio neuroldgico da
doenca. No entanto, estes estudos ainda ndo sao conclusivos sobre a funcao e rota de
patogenicidade da urease de C. neoformans ou C. gattii. Até entdo ndo ha publicagdes a

respeito desta enzima purificada.



Pretende-se, a partir da purificacdo, identificar propriedades fisico-quimicas e
cinéticas da urease de uma linhagem altamente virulenta, responsavel por elevada
casuistica de criptococose em pacientes imunocompetentes. Futuramente, a CGU podera
ser uma valiosa ferramenta investigativa na viruléncia das diversas formas de

criptococose.
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1- Origem dos Isolados

As linhagens de C. neoformans e C. gattii utilizadas neste trabalho pertencem a
colecéo do laboratério de Biologia de Fungos de Importancia Médica e Biotecnolégica, do
Centro de Biotecnologia da UFRGS.

Inicialmente, no periodo de pré-ensaios, foram testadas linhagens de origens e
sorotipos distintos a fim de detectar a presenga da urease nestes isolados. Foram

testadas as seguintes linhagens:

e HCG6: C. neoformans var. grubii, sorotipo A, mating type a, tipo molecular
VNI, amostra clinica isolada de liquor de paciente HIV+ do Hospital de
Clinicas - Porto Alegre (RS)

e AL33: C. gattii; sorotipo B; mating type ao; tipo molecular VGIIl; amostra
clinica isolada de paciente HIV- no Hospital Santa Casa de Misericordia —
Porto Alegre (RS)

e R265 (cepa hipervirulenta) e R272: C. gattii; sorotipo B; mating type a; tipo
molecular VGII. Isolados clinicos da epidemia de Vancouver (Canada);
gentiimente cedida pelo Dr. Wieland Meyer (Universidade de Sidnei-

Australia).
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2- Condicbes de Cultura

Na etapa de padronizacdo de meio de cultivo ideal para posterior rompimento da
capsula celular foram testados:
e Meio Sabouraud: Glicose 2 g; Peptona 1 g; Extrato de levedura 0,3 g; agua
destilada qsp 100 mL.
Para rompimento celular de células sem capsula:
e Meio Minimo: 15 mM Glicose; 10 mM potassio fosfato dibasico; 10 mM fosfato de

magnésio; 13 mM Glicina; 3 mM Tiamina (Martinez & Casadevall , 2006).

2.1-CondicOes de Lise Celular para Obtencao do Extrato Bruto.

Com objetivo de otimizar condi¢gbes de lise celular e rompimento de capsula ou
simplesmente na lise celular, a linhagem selecionada foi submetida a diferentes meios de
cultivo e métodos de lise descritas na Tabela 1.

Tampéao para lavagem e lise celular:

e Tampao A: 20 mM fosfato de sédio, 1 mM EDTA, 5 mM 2-mercaptoetanol, pH 7.5
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Tabela 1: Diferentes condi¢fes testadas para otimizar rendimento enzimatico na

obtencdo do extrato bruto (EB).

Meio Tempo de Etapa Lise
cultivo* intermediaria**
Sabouraud 20h Liofilizacao macerago celular em
nitrogénio liquido
Sabouraud 48h Liofilizagao macerac&o celular em
nitrogénio liquido
Sabouraud 20h pérolas de vidro 450-600 um
Meio Minimo 20h pérolas de vidro 450-600 pm
Meio Minimo + | 24h pérolas de vidro 450-600 um
Uréia 100mM,
1uM Ni
Meio Minimo + | 48h pérolas de vidro 450-600 pum
Uréia 100mM,
1uM Ni
Meio 20h Novozym 234®" | pérolas de vidro 450-600 pm
Sabouraud e PMSF® a
37°C por 2h
Meio 20h Novozym 234® | pérolas de vidro 450-600 um
Sabouraud a 37°C por 2h
Meio 20h pérolas de vidro 450-600 um
Sabouraud +
2,9% NaCl
Meio Minimo + | 20h pérolas de vidro 450-600 pm
2,9% NaCl

* Condicdes de cultivo fixadas em 30°C e 150 RPM.

**Todas as condigdes passaram por centrifugagcédo, lavagem e ressuspensao das

células precipitadas no tampao A.

ANovozym 234 ® (Novo Biolabs - Dinamarca) concentragdo 1 mg/mL, descrito por
(Barreto et al., 1997)

BPMSF: concentracio final 1 mM

Foi adotada a condi¢ao de cultivo em meio minimo coma adigédo de 2,9% de NaCl

Apods o crescimento de 4 litros de cultura, as células foram lavadas e centrifugadas em 3

ciclos (23.000 x g, por 20 min a 4°C, rotor GSA, centrifiga Sorvall RC5B ) com tampao A,

pH 7.5.
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A lise celular foi realizada com ressuspensao das células no mesmo tampao em
proporcao 30% (w/v), e adicado de pérolas de vidro 450-600 um (Sigma-Aldrich), em razao
de 50% do volume. Foram realizados 20 ciclos em vortex por 1 minuto, alternados em
gelo. Apos centrifugagcdo 23.000 x g por 30 min. a 4°C, o sobrenadante foi recolhido,
filtrado em filtro ndo estéril 0,45um e dialisado contra o tampdo A em membrana com

14.000 Da de cutt-off. Esta fragdo passou a ser denominada Extrato Bruto (EB).

3- Determinacdo do Conteudo de Proteinas

A determinacdo do conteudo de proteinas das amostras e durante as etapas de
purificacao foi feita através da medida da absorbancia de luz ultravioleta em comprimento
de onda de 280nm (Azs), em cubetas de quartzo com 1 cm de passo O6ptico, em
espectrofotometro (UV/Vis Spectrophotometer Hitachi, California-Estados Unidos).

Alternativamente, foi utilizado o método de Bradford: em placa de 96 pocgos foi
incubado volume de 5 uL de amostra em 250 uL de Reagente de Bradford. Apds 1 hora
de reagdao em temperatura ambiente, foi feita a leitura de absorbancia a 595 nm. Uma
curva padrao com albumina sérica bovina (BSA) na faixa de 0,1 a 2 ug foi utilizada como
referéncia (Bradford, 1976). As placas foram analisadas em espectrofotdmetro Spectra

Max ® (Molecular Device).
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4- Determinacédo da Atividade Enzimatica

A atividade ureasica foi medida por método colorimétrico com reagente de
fenilnitroprussiato—hipoclorito (Weatherburn, 1967), que se baseia na quantificacdo de
amoénia liberada a partir da hidrolise da uréia. Uma unidade de atividade ureasica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol de amdnia por
minuto, em 20 mM NaPB pH 7,5 a 37°C.

O ensaio, realizado em placa de 96 pocos, analisou aliquotas de fragdes das
etapas de purificagdo tamponadas em 20mM NaPB pH 7,5 e incubadas com 10 mM de
uréia (concentragao final) em um volume reacional de 100 uL, a 37°C. Uma curva padrao
com sulfato de aménio na faixa de 1 a 3,5 ug foi realizada para quantificagdo enzimatica

das amostras. As placas foram analisadas em espectrofotdmetro SpectraMax®.

5- Urease da Canavalia ensiformis

A urease utilizada no trabalho para finalidade de comparagédo com CGU foi

preparada a partir de sementes maduras de Canavalia ensiformis, conforme descrito por

(Follmer et al., 2004b).

6- Cromatografias

Em todas as cromatografias, as amostras foram previamente dialisadas contra o

tampéao de equilibrio da resina, como descrito nas etapas a seguir. Os tampdes para as

cromatografias utilizando o sistema FPLC (Pharmacia LKB Biotechnology ®) foram

41



previamente filtrados com filtro 0,45 um PVDF (Millipore®) e deaerados. As

cromatografias foram sempre realizadas a 4° C.

6.1 Cromatografia Troca Anibnica em Q-Sepharose ®

Tampéao de Equilibrio: Tampao A -20 mM fosfato de sodio (NaPB), 1TmM EDTA, 5mM (-
mercaptoetanol; pH 7,5
Tampdes de Eluicdo: Tampao A com adigcao de 100, 200, 300, 400, 500, e 1000 mM
NaCl; pH 7,5

O EB dialisado foi colocado em contato com a resina Q-Sepharose (Amersham-
Biotech Pharmacia) numa proporcao de 5 Aggo de proteina por mL de resina por 2 horas.
Recolhida a fragao proteica nao retida, a resina foi lavada com o tampao A, e entdo foram
realizadas as eluigdes, com gradiente descontinuo de 100 mM a 1M de NaCl no tampao.
As fracbes com atividade de interesse foram reunidas e preparadas para a etapa

subsequente.

6.2 Cromatografia Troca Anidnica Source 15-Q ®

As fragdes do Pool de eluicao da etapa anterior foram dialisadas e concentradas
em cartucho Centriprep ® com cut-off de 30 kDa (Millipore) e filtradas em filtro 0,45 um,

Millipore.
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A coluna Source 15-Q (GE-Lifesciences), montada em sistema FPLC (Pharmacia)
e monitorada por Aggo foi equilibrada em tampao A, pH 8,0, e posteriormente eluida com
um gradiente continuo de NaCl no tampé&o A, realizado em duas etapas: 0-275 mM em 20
mL e 275 a 500mM de NaCl em 20mL. As fragdes com atividade de interesse foram

reunidas e preparadas para a etapa subsequente.

6.3- Cromatografia de Gel filtracdo em Superose 6

A coluna Superose-6 HR 10/30 (GE-Lifesciences), montada em sistema FPLC
(Pharmacia) e monitorada por Azgo, foi equilibrada em tampao A, pH 8,0 e calibrada com
padroes na faixa de 14 kDa a 669 kDa. O pool rico em atividade ureolifica da etapa
anterior foi concentrado em Cartucho Centricon ® (Millipore) com cut-off 10kDa, e
aplicado na coluna em aliquotas de 0,2 mL por corrida, com fluxo maximo de 0,2 mL/min,

com coleta de fragbes de 300 pL.

7- Caracterizagdo Enzimatica

7.1 pH Otimo

A determinacdo do pH 6timo para CGU foi realizada no intervalo 4 a 10. Para a
faixa de pH 4,0 — 5,5 foi utilizado tampao acetato de sédio 50 mM. A faixa de pH 6,0 a
10,0 foi tamponada com NaPB 50 mM. A capacidade de tamponamento da amostra de
proteina foi confirmada com medida em fita de pH com margem de pH 0-14 (Merck®). Os
ensaios foram conduzidos incubando-se 0,3 ug da proteina com o tampdo, em

temperatura ambiente por 10 minutos. Apos foi adicionado o substrato (10 mM Uréia),



incubando por 15 minutos a 37°C. O ensaio realizado, no minimo duas vezes e em

triplicata, gerou um grafico com desvio padrao a ser analisado em Resultados.

7.2 Estimativa de K, € Vmax

A determinagdo dos valores de K, e Vmax foi realizada com o substrato uréia
variando em concentragdes finais de 0,1 a 10 mM. A CGU (0,3 ng) foi incubada com o
substrato a 37°C por 20 minutos. Os resultados foram calculados através do software

GraphPad Prism Version 3.02.

7.3 Sensibilidade a Inibidores

A atividade ureolitica da fracdo purificada de CGU foi analisada na presenca do
inibidores AAH (acido acetohidroxamico) e pHMB (p-hidroxi-mercuriobenzoato).

Foram testadas concentragcées de AAH variando de 2,5 a 100 uM, incubadas com
75 ng de CGU diretamente nos pocos da placa por 18 a 24 h, a 4°C. A atividade ureolitica
residual foi medida na presenca do inibidor, com 10 mM de uréia a 37°C.

Para inibicado com pHMB foi necessario remover o B-mercaptoetanol do tampéao,
por dialise contra 20 mM NaPB, 1 mM EDTA, pH 8.0. Concentragdes de 2,5 a 200 uM de
pHMB foram incubadas com 38,5 ng de CGU por 18-24h a 4°C. A atividade ureolitica

residual foi medida na presencga do inibidor, com 10 mM de uréia a 37°C.



7.4 Estimativa de Massa Molecular

A massa molecular da proteina nativa foi determinada na gel filtragdo em Superose
6, em trés corridas distintas. O volume de eluicdo do pico de atividade ureolitica foi
interpolado em uma curva de calibracdo na faixa de 14 a 669 kDa, que gerou uma
equagdo com R? 0,9703.

Paralelamente, foi realizada analise da proteina desnaturada em condi¢des
redutoras em SDS-PAGE, utilizando-se com padrbes de massa molecular BenchMark®
Protein Ladder (Invitrogen). As bandas de proteina nos géis foram digitalizadas em
sistema de fotodocumentagéo (Biorad ®) e analisadas com software 1-D analysis Quantity

One 4.6.3 (Bio-Rad Lab Inc.).

8 Eletroforese

Analises por eletroforese em SDS-PAGE foram realizadas para avaliacdo das
etapas de purificacdo e analise de massa molecular de CGU.

As eletroforeses foram realizadas de acordo com Laemmli et al. (1970), utilizando-
se geis com 10% poliacrilamida (1,0 ou 1,5 mm de espessura) em condigdes
desnaturantes e redutoras. As quantidades de material aplicadas no gel, bem como os
padrbes de massa molecular utilizados, estdo descritos no respectivo experimento.

Eventualmente, as aliquotas a serem aplicadas no gel foram previamente
precipitadas com acido tricloroacético (TCA) a 20%, por 12h a 4°C, seguida de
centrifugacéo e lavagem com acetona 100%. A proteina precipitada foi solubilizada no
tampdo de amostra, no volume a ser aplicado no gel. Os géis foram corados com

Coomassie Blue coloidal ou revelados por nitrato de prata, conforme Wray et al. (1981).



9 Ensaios Imunolégicos

Com a finalidade de identificar a CGU nas diferentes etapas de purificacdo em
condicdes nativas ou desnaturadas, foram realizado imuno-ensaios tipo Dot Blot, Western
Blot e ELISA contra anticorpos policlonais anti-CNTX ou anti-jaburetox- 2Ec (peptideo

entomotéxico de JBU), conforme Towbin et al. (1979).

9.1 Western Blot

Apods separagao por SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas por gravidade
para uma membrana PVDF com poro de 0,45 um (Hybond-P Amersham Bioscience)
previamente ativada em metanol, imersa em tampao Tris-SDS-glicina pH 8,3 com 20%
metanol, por 16 a 18 horas para a transferéncia. Todas as etapas foram realizadas sob
leve agitagcdo e em temperatura ambiente, e precedidas de trés lavagens com TBS. A
membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em TTBS por 2 horas, e depois
incubada com anticorpo primario anti-CNTX (IgG de coelho, produzida conforme Follmer
et al. (2001), em solugao TTBS com 1,5% de leite desnatado, na diluicao v/v de 1:2.500,
por 2 horas (ou overnight a 4° C). Seguiu-se incubagcdo com anticorpo secundario anti-lgG
de coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma Chem. Co) por 2 horas, em diluicao
1:20.000.

A revelagédo da fosfatase alcalina fixada foi feita com uma solugédo de 0,03% de
nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,015% de 5-bromo-4-cloro-indoil-fosfato (BCIP), em
tampao 10 mM Tris-HCI pH 9,6, contendo 100 mM NaCl e 5 mM de MgCl,, a temperatura

ambiente, até o desenvolvimento da cor desejada.
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Como controle positivo dos imuno-ensaios, utilizou-se a JBU em concentracdes

equivalentes ou inferiores as amostras a serem testadas.

9.2 Dot Blot

Para os ensaios de Dot Blot, aliquotas de até 20 pL , pipetadas em séries de 2 uL
em cada ponto até atingir a concentragdo desejada da proteina na forma nativa, foram
aplicadas em membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (GE-Lifesciences).

Semelhante a técnica de Western-Blot , cada etapa foi precedida de lavagens com
TBS. Apos a secagem da membrana, esta foi bloqueada com 5% leite desnatado em
TTBS por 2 horas, seguindo-se a incubagao com anticorpo primario anti-CNTX (1:5000)
por 2 horas. A incubacdo com anticorpo secundario e revelagdo foram realizadas

conforme descrito no item 9.1.

9.3 ELISA

Placas para ensaio imuno-enzimatico (Maxisoro® Nunc, Rochester) foram
sensibilizadas com 50 uL de amostra das proteinas nativas por po¢o, diluidas em tampao
TBS, por 1 hora em temperatura ambiente seguido de 16 horas a 4°C. Entre as etapas
seguintes, foram feitas trés lavagens dos pogos com 100 uL de TBS.

Os pogos foram bloqueados com 5% de caseina em TBS por 1 hora, e a seguir

incubados com os anticorpos primario e secundario, nas mesmas condicbes descritas

para o Dot-Blot.
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A revelagdo foi feita com 50 plL/pogo de solugdo contendo 1mM de p-
nitrofenilfosfato em 10 mM Borato de sédio, 0,25 mM MgCl,, pH 9,0, por 30 minutos a
37°C, e a cor desenvolvida foi determinada a 405 nm em leitor de placas Spectarmax ®.

Para imunoreatividade com anticorpos anti-CNTX, foram testadas aliquotas de 7 ng
a 2,5 ug de CGU e JBU. Nos ensaios de imunoreatividade para IgG anti-Jaburetox 2EC,
foram testadas concentragdes de 30 ng a 2,5 ug de CGU, JBU e SBU (soybean urease

purificada conforme Follmer et al., 2004a).

10 Ensaio Bioldgico: Agregacdo plaquetaria

A medida de agregacgao plaquetaria foi feita por turbidimetria conforme Born &
Cross (1963). Plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado a partir de sangue de coelho
coletado da artéria auricular na presenca de citrato de sédio na concentragao de 0,31%
(v/v). As amostras foram centrifugadas a 200 x g por 15 minutos em temperatura
ambiente. A agregacao plaquetaria, precedida de shape change, foi analisada em um
Lummi-agregdbmetro (Chrono-log Co.) por um periodo minimo de 3 até 10 minutos, como
descrito por Olivera-Severo et al. (2006a).

Alternativamente, o ensaio de agregacao plaquetaria foi realizado em placa de 96
pocos, fundo plano, conforme Olivera-Severo et al., (2006a). Para tal, 50 ul da amostra
diluida em solugdo salina foram pipetadas nos pogos, e a reagdo de agregacao foi
iniciada com a adigdo de 100 ul da suspensao de plaquetas. A placa foi incubada por 2

minutos a 37°C sob agitagcao antes do inicio das leituras, e as leituras foram realizadas a



cada 10 segundos por 30 minutos, em comprimento de onda de 650 nm em
Spectramax®. Foi utilizado como controle positivo, 1ug de colageno de tenddo bovino

(Sigma-Aldrich®).

11 Anédlise das Sequéncias

As sequéncias de aminoacidos de JBU (M65260); a isoforma JBURE-II
(AANO08919); e o peptideo tdéxico recombinante de JBU — Jaburetox 2EC (Mulinari et al.,
2007) foram comparadas com a sequéncia parcial deduzida do cDNA de Cryptococcus
gattii (AAZ07872), a sequéncia de 833 aminoacidos a partir do cDNA de C. neoformans
(Q5KCQ6); a urease de Helicobacter pylori (subunidade A: CAA02043; Subunidade B:
AADO05651) e a urease de Schizosaccharomyces pombe (CAB52575). Foram utilizadas
ferramentas auxiliares para estudos comparativos com auxilio de alinhamentos realizados
no BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) and Clustal W (Larkin et al., 2007) em

www.ebi.ac.uk/clustalw.

Dados tedricos a respeito do perfil e caracteristicas fisico-quimicas foram
determinadas com simulacao utilizando a sequéncia de aminoacidos predita a partir do
cDNA de C. neoformans com auxilio do site ExPASy Prot Param Tool que esta no site

http://ca.expasy.org/cqgi-bin/protparam.
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1.Selecdo da Linhagem

Numa etapa de triagem e escolha da cepa deste estudo, foram feitas analises de
quantificacdo enzimatica dos isolados HC6, VG4, R265 e R272, cultivadas em 100mL
meio Sabouraud por 20h a 30°C, com lise celular por liofilizagdo, seguido de maceragao
em nitrogénio liquido. Todas apresentaram perfis semelhantes de rendimento enzimatico
e atividade especifica. Portanto, a cepa R265 foi selecionada devido ao seu elevado

potencial de viruléncia.

2. Crescimento e Lise Celular

Com a finalidade de obter um extrato bruto da cepa R265 com maior estabilidade e
rendimento de urease, foram testadas condi¢cdes diferentes de meio de cultivo e técnicas
de lise celular, considerando também a otimizagdo de tempo, e seguranga na
manipulagéo das células.

A condicdo que apresentou melhores resultados em relagdo a rendimento
enzimatico foi crescimento em meio minimo com adi¢cao de 2,9% NaCl (Cavalcante et al.,
2007). Sendo este protocolo fixado como padrdo para os critérios estabelecidos todas
purificacdes realizadas.

A cada 5 ciclos de vortex, uma aliquota do material era recolhida, corada com
nigrosina, e analisada em microscopia optica (1.000 vezes de aumento). Os 20 ciclos de
agitacdo com pérolas de vidro geraram o padrdo de ruptura celular demonstrado na

Figura 6.
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Figura 6: Imagem comparativa de células de C. gattii R265 antes e apo6s lise com
pérolas de vidro. A; células integras. B; células lisadas apods 20 ciclos em voértex com
pérolas de vidro. Imagem realizada em microscopia Optica (Zeiss) com 1.000 vezes de
aumento, laminas coradas com nigrosina. Imagem produzida por Claudia Egres do

Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica, Centro de Biotecnologia.

3. Purificacédo da CGU

A metodologia empregada para obtengdo da Urease de Cryptococcus gattii cepa
R265 compreendeu duas etapas de cromatografia de troca ibnica (Q-Sepharose e Source
15Q, respectivamente) e uma etapa de gel filtragdo em Superose 6.

O extrato bruto (EB) de aparéncia levemente leitosa, apos didlise e diluigao
adequada (20X), apresentou uma quantificagdo proteica semelhante em Ajgy, quando
comparada a medida feita pelo método de Bradford. O EB aplicado na resina Q-
Sepharose resultou em média em 48% de proteinas nao retidas. A Figura 7 demonstra o

perfil de eluicdo das proteinas retidas, obtido com o gradiente descontinuo de NaCl.
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Figura 7: Perfil de Eluicdo na troca idnica em Q-Sepharose da CGU presente no EB.
As barras mostram a quantificacdo de proteina total em Agp € a atividade ureolitica total
(mU) das fragdes obtidas na cromatografia. NR; Fragdo nao retida na resina. Médias e
desvio padrao de, no minimo, quatro purificagoes.

As fracoes eluidas com 300 e 400 mM NaCl, ricas em urease, foram reunidas em
um pool denominado Q, concentrado trés vezes em cartucho Centriprep (YM 30 kDa) e
dialisado contra o tampao A, pH 8,0. Antes de aplicar o Pool-Q na préxima etapa de
cromatografia, a amostra foi filtrada em filtro ndo estéril 0,45 um.

A segunda etapa compreendeu uma cromatografia de troca ibnica em coluna
Source 15Q. A eluicdo foi realizada duas fases de gradiente continuo, de 0 a 500mM de
NaCl no tampéao de equilibrio (Tamp&o A).

e 0-55% tampao A em 20 mL

e 55-100% tampao A em 20 mL
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A eluicao de CGU ocorreu entre 65 e 75% do gradiente de eluicédo, correspondendo
a 325 a 375 mM de NaCl. A Figura 8 ilustra o perfil obtido para pico de atividade

ureolitica nessa etapa.
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Figura 8: Perfil de eluicdo da cromatografia de troca ibnica Source 15 Q.
Troca ibnica realizada em sistema FPLC, pH 8.0, com gradiente de eluicdo com 0-275
mM NaCl em 20mL, 275-500 mM de NaCl em 20mL. Fluxo 0,5 mL/min., coleta das
fracdes por picos em Azgp. O pico de atividade eluido entre 325 e 375 mM NaCl foram
reunidos no Pool denominado SQ.

O Pool SQ foi concentrado em Centricon (YM 10) até obtencao de leituras 0,5 a 0,8
Azgo/mL, e aplicado na coluna Superose 6, com um maximo de 200 uL de amostra por

corrida. A CGU foi eluida entre 15,2 e 15,4mL, conforme ilustra a Figura 9.
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de eluicédo correspondente ao pico de atividade . Fragdes de 300 uL foram analisadas
em SDS-PAGE 10% poliacrilamida (Figura interna) com 1 ug de proteina em todas as
canaletas, corado com nitrato de prata. As fragdes 36 e 37 nao apresentaram
contaminantes visiveis, formaram o Pool 1 (S6'); ja as fracdes 35 e 38, com uma
banda acima de 90 kDa e atividade ureolitica elevada, apresentaram alguns
contaminantes, e foram reunidas no Pool 2 (S62); a JBU foi utilizada como padrdo de

massa molecular.

O protocolo de purificagdo desenvolvido permitiu obter a CGU em bom grau de

pureza em trés etapas, com um rendimento de 20%. A tabela 2 apresenta dados

resumidos de todas as etapas efetuadas.
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Tabela 2:

Purificacdo da urease de Cryptococcus gattii

Etapa Vol Proteina Enzima Atividade Rendimento indice de
(mL) Total Total Especifica Enzimatico Purificacao

(mg/mL) (mU) (mU/mg) % (x)

EB 100 2,100 6930 33 100 1

Q 50 0,150 5105 667 73 20

SQ 0,6 0,500 1752 5482 23 117

S6' 1,2 0,065 1157 17807 20 539

S6? 0,8 0,081 707 10424 10 315

EB: extrato bruto; Q: Pool de atividade em 300 e 400 mM NaCl troca i6nica pH 7,5 Q-
Sepharose; SQ: Pool de atividade em 325-375mM NaCl troca i6nica pH 8,0
Source15Q; S6%: Pool 1 de atividade em gel filtragdo Superose 6 correspondente a
fragao 36 e 37; S6% Pool 2 de atividade em gel filtragdo Superose 6 correspondente a

fracao 35 e 38.

4. Caracterizacao

4.1 Estimativa de Massa molecular

A determinacdo da massa molecular na forma nativa da CGU foi realizada através
de seu comportamento na coluna Superose 6 equilibrada em pH 8,0. O volume médio de
eluicdo da CGU (Figura 9) em todas as corridas ndo apresentou variagbes superiores a
200 uL (15,2 e 15,4 mL), correspondendo a uma massa molecular aparente de 120 kDa.

Na determinacdo da CGU em condi¢des desnaturantes e redutoras, as analises em

SDS-PAGE 10% poliacrilamida mostraram uma unica banda presente nas fragdes do pico
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de atividade ureolitica, provenientes de gel filtracdo. A analise feita pelo software Quantity

One ® estimou em 103 kDa a massa banda correspondente a CGU nos géis (Figura 10).

10-A M 6! 10-B

— 100 kDa
100kDa el P # b |-
50kDa 50 kDa

— S ——

R

e

Figura 10: Analise das fragdes por eletroforese. SDS-PAGE 10%. 10-A gel corado
com nitrato de prata; M: Marcadores de massa molecular; S6': Pool 1 da Superose 6,
1ug. 10-B gel corado com Coomassie Blue; EB: extrato bruto, 80ug ; Q Pool da Q-
Sepharose, 60ug; SQ: Pool da Source 15Q, 30ug S6%: Pool 1 Superose 6, 15ug ; S62%
Pool 2 da Superose 6, 20 pug. Setas indicam a banda correspondente a CGU, com 103

kDa.

4.2 pH 6timo

O pH ¢6timo para a atividade ureolitica da CGU foi avaliado no intervalo de pH 4 a
10, como mostrado na Figura 11. O maximo de atividade ocorreu em pH 8,0, sendo que

75 e 85% da atividade maxima se mantém entre os pH 7,5 e 8,5. O ensaio foi realizado
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comparativamente com JBU, que como a maioria das ureases ja descritas, tem o pH

6timo em 7,5.

T CcGU
——JBU
75+
50+

atividade ureolitica (%)
o

Figura 11: pH o6timo para CGU comparativamente a JBU. Valores tipicos em dois
experimentos, média de triplicatas e atividade CGU/JBU realizados simultdneamente nas

mesmas condi¢gdes (10mM Uréia, 37°C, 10 minutos).

4.3 Determinacao de Ky € Vmax

Parametros cinéticos de Km e Vmax para a CGU purificada foram determinados

em ensaios em ftriplicata, com variagdo na concentragdo de uréia de 0,1 a 10 mM. Os

valores obtidos foram avaliados no software Graphpad Prism ®, que gerou uma curva de

58



Michaelis-Menten, com um R? de 0,9952. Os valores estimados foram K., de 2,009 mM

uréia € Vimax de 10,46 mU (34,86 mU/mg), como ilustra a Figura 12.

10.0+

7.5
=) &
€
= 5.0 VMAX  10.46
> / KM 2.009

25

0‘0 | ; . . .

0.0 2.5 50 75 10.0

[urea] (mmol/L)

Figura 12: Determinagdo da constante de Michaelis-Menten (K,) e Velocidade
maxima (Vmax). Enzima purificada (Pool S6, 0,3 ug) incubada com substrato uréia em
concentracédo de 0,1 mM a 10 mM por 20 minutos a 37°C, pH 8,0. Valores tipicos em trés

experimentos em triplicata.

4.4 Sensibilidade a Inibidores

A atividade enzimatica foi avaliada na presenca de inibidores acido
acetohidroxdmico (AAH) e p-hidroximercuriobenzoato (p-HMB). A Figura 13 ilustra que o
AAH, um agente quelante dos ions niquel, foi mais eficiente na redugcdo da atividade

ureolitica do que o p-HMB. A tabela 3 apresenta os dados de cinética da CGU, incluindo
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ICs50 para os inibidores, comparativamente a outras ureases vegetais estudadas pelo

NOSSO grupo.

100

75

50+

254

Atividade Ureolitica %

0 S——

I I I [

I
0 25 50 75 100 125 150 175 20

inibidor [uM]

Figura 13: Perfil de Inibicio de CGU na presenca do inibidor acido
acetohidroxamico e p-hidroximercuriobenzoato. Considera-se 100% da atividade, o
controle da mesma quantidade de CGU sem a presenga de inibidor. Média e desvio

padrao de trés repeticdes em triplicatas.
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Tabela 3: Comparacdo de parametros cinéticos da urease purificada de Canavalia

ensiformis (JBU), Glycine max (SBU, embrido especifica), Gossypium hirsutum

(GHU) e Cryptococcus gattii (CGU).

GHU? SBUP JBU® CGU®
Propriedades Fisico-Quimicas
Massa Molecular (kDa),
98,3 93,6 90,7 ~120
SDS-PAGE
Hexamero | Hexamero | Hexadmero Mondmero
Forma Nativa
Atividade Ureasica
Kmn (uréia, mM) 0,12-0,15 0,2-0,6 2-3,6 1,67-2,32
Vmax (U/mQ) 29 1.600 13.700 17,8
pH Otimo 7.5 7.5 7.5 8,0
ICs0°
p-hidroxi-mercuribenzoato 59 38 70 131
acido acetohidroxamico 152 216 42 36

3 (Menegassi et al., 2008). ° (Follmer et al., 2004a). ¢ (Follmer et al., 2001). ¢ Este

trabalho. © 50% da concentragdo inibitoria expressa em moles de inibidor por mole de

urease.

5. Ensaios Imunoldgicos

Estes ensaios foram realizados para comparar a imunoreatividade da urease

purificada de Cryptococcus gattii com ureases de outras fontes. O anticorpo utilizado foi

uma preparagdao de IgG policlonal anti-CNTX de Canavalia ensiformis, desenvolvido

contra a proteina nativa, sendo o sinal obtido no ensaio para JBU considerado como
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100% (controle positivo). Foram realizados experimentos com a enzima na forma nativa e

desnaturada, testada contra diferentes concentragdes com anticorpo policlonal anti-CNTX.

5.1 Western Blot

Aliquotas de CGU purificada e semi-purificada de até 80 ug foram transferidas para
membrana PVDF e testadas com baixas diluigbes de anticorpo primario anti-CNTX
(1:2.500), em contato com a membrana por até 16 horas. O controle positivo JBU
apresentou elevada imunoreatividade nas mesmas condi¢cdes, enquanto as amostras de
CGU nao apresentaram qualquer reacéo, nas condi¢cbes desnaturantes realizadas neste

ensaio (dados n&o demonstrados).

5.2 Dot Blot

Amostras provenientes de etapas distintas de purificagdo indicaram uma baixa
imunorreatividade da CGU purificada, em comparagao com JBU (Figura 14). Fracodes
com menor grau de pureza por vezes apresentaram imunorreatividade maior do que a
enzima purificada, sugerindo um processo de desnaturacédo parcial da CGU durante o

processo de purificagao.
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Amostra 1
JBU CGU -EB CGU-Q CGU-S6

Proteina

0,25ug L nt - nt

0,5ug nt - nt

0,75ug nt - nt

1ug nt -

2,5ug nt -

3ug nt - nt

sSug nt - nt

10ug nt nt nt

15ug9 nt nt nt

30ug nt nt nt

Figura 14: Dot-Blot contra anticorpos anti-CNTX de fracdes da purificacado da urease

de C. gattii . JBU: Urease de Canavalia ensiformis; CGU-EB: Extrato bruto de

Cryptococcus gatti; CGU-Q: Pool da Q-Sepharose; CGU-S6': Pool 1 da Superose 6. nt :

nao testado; - : auséncia de reacao

63



5.3 ELISA

Comprovando os dados de Dot-blot, a Figura 15 ilustra a baixa imunorreatividade
(aproximadamente 10%) obtida para 2 ng de CGU purificada, na forma nativa, frente a
anticorpos anti-CNTX, comparada a resposta da mesma massa de JBU ensaiada nas

mesmas condigdes.

140
120+ e

100
80
60
40+

% Imunoreatividade

20+

JBU CGU

Figura 15. Ensaio de Elisa para comparar a imunoreatividade cruzada da urease de
C. gattii. Para o ensaio foi utilizado 2 ung de cada uma das amostras. JBU: urease de
Canavalia ensiformis, CGU: urease de C. gatti. Meédia e desvio padréao de

quadruplicatas.

Nas analises por ELISA com o anticorpo contra peptideo entomotdxico Jaburetox
2EC, nao foi detectada imunorreatividade para CGU até 2,5 ug. No entanto, o0 mesmo

anticorpo detecta amostras de JBU e SBU a partir de 30 ng (dados ndo demonstrados).



6. Agregacdao plaquetaria

Foram realizados ensaios de agregagdo com plaquetas de coelho em agregbmetro
e em placa em Spectramax, com concentragdes finais de CGU de 433 nM e 833 nM,
considerando a forma nativa monomeérica da enzima. No entanto, mesmo monitorado por
até 10 min, ndo houve qualquer evidéncia de resposta das plaquetas (dados nao
mostrados). Em comparagdo, nas mesmas condigdes, a CNTX induz agregagao
plaquetaria a partir de concentragoes de 20 nM, considerando a forma nativa dimérica da

proteina (Carlini et al., 1985).

7. Andlise das Seqiencias preditas depositadas.

A partir da sequéncia predita do cDNA de urease C. neoformans e com a
ferramenta de simulagdo online do Expasy, estimou-se a massa molecular desta proteina
em 90,45 kDa e seu ponto isoelétrico tedrico em 5,51.

A sequéncia predita da urease de C. neoformans, com 833 aminoacidos, apresenta
identidade de 93% em comparacdo com a sequéncia parcial de C. gattii, com 146
aminoacidos, alinhando-se no primeiro tergo da extremidade N-terminal. Tendo em vista
a elevada identidade, a sequéncia da urease de C. neoformans (denominada CNU) foi
alinhada com as demais ureases. As Figuras 16 e 17 ilustram alguns alinhamentos
realizados no Clustal W. A Figura 16 alinha sequéncia de urease classica JBU; a isoforma

JBURE II; Urease de C. neoformans — CNU e, Urease de C. gatti — CGU, com
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identificacdo das histidinas responsaveis pela coordenacdo dos dois ions niquel, e a
identificagao de cinco cisteinais adicionais.

Com a ferramenta de alinhamento BLASTp, verificou-se que CGU e JBU possuem
51% de identidade. A sequéncia completa de CNU comparada com JBU, apresenta 54%
de identidade. As sequéncias de CNU e HPU tém 51% de identidade, semelhante ao
resultado comparando-se HPU e JBU (54%). Comparando a sequéncia CNU com a
sequencia de 91 aminoacidos do peptideo Jaburetox 2EC resultou em 49% de identidade.
O alinhamento de sequéncias de duas ureases fungicas: C. neoformans e

Schizosaccharomyces pombe (834 aminodacidos), resultou em 56% de identidade.
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Figura 16: Comparacao das sequéncias. Urease de C. ensiformis (JBU); sequéncia

predita da Urease de C. neoformans (CNU); e a sequéncia parcial da urease de C. gattii

(CGU). Os 6 residuos de cisteinas adicionais que ndo se encontram em JBU ou JBUREII

estdo grifados na sequéncia de CNU em amarelo. As histidinas, acido aspartico e lisina

carbamilada responsaveis pela coodenacdo dos atomos de niquel no sitio ativo estao

grifadas em cinza, e encontram-se conservadas em CNU/JBU.

compartilham identidade (*), similaridade na cadeia lateral (:), menos conservados(.)

Aminoacidos que
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A Figura 17, painel A, ilustra o alinhamento das sequéncias de CNU e CGU com o
peptideo entomotédxico Jaburetox 2Ec, derivado da isoforma JBURE-IIb da C. ensiformis
(Mulinari et al., 2007). Constata-se a presenca de 5 aminoacidos nao conservados nas
ureases fungicas, em relagcdo aos 14 que compdem a alga tipo grampo beta (painel B),

que se acredita estar envolvidos na atividade inseticida do peptideo jaburetox-2Ec .

A

CGU = e e e ENLRET 6
CNU LIFDRLLSYGYHLDIPAGTAVRFEPGEKKTVTMVEFGGKKIFHGGSGLASGSFDENLRET 240
JBTX = e e e e GPVNEA 6

v

CGU TIKAMVE---KGGFSHKEQEKVEEGPVT ——==————- EMNREVYASMFGPTTGDKIKLAD 54
CNU KVKEMVE---KGGFGHKDQEKVEEGPTT————————- EMNREVYASMFGPTTGDKIKLAD 288
JBTX NCKAAME I VCRREFGHKEEEDASEGVTTGDPDCPFTKAIPREEYANKYGPT IGDKIRLGD 66
CGU MDLWIEI*EKDYTVYGEECKFGGGKVLRDGGGQASGRYDHEVLDLVITNALIVDWNGIYKA 114
CNU MDLWIEVEKDYTVYGEECKFGGGKVLRDGGGQASGRHEHEVLDLVITNALIVDWNGIYKA 348
JBTX TDLIAEIEKDFALYGDESVFGGGKV-——————— == 91

*x I R E ok

Figura 17 (painel A): comparagéo de sequéncias de Urease de C. neoformans e C.
gattii (CNU e CGU, respectivamente) alinhadas com o peptideo Jaburetox 2EC
(JBTX). Setas indicam o inicio e final da regido da alga (painel B) no peptideo (JBTX).
Trocas n&o conservativas de aminoacidos estdo grifados em cinza. Aminoacidos que

compartilham identidade (*), similaridade na cadeia lateral (:), menos conservados(.)
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Painel B: Representacédo da alca em forma de grampo beta prevista para o peptideo
jaburetox-2Ec, presente em outras ureases e proteinas inseticidas. a) Urease de H.
pylori; b) Jaburetox- 2Ec, c) protegrin4d3 (PDB code 1pg1) e d) charybdotoxin44 (PDB

code 2crd). (Mulinari et al., 2007)
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Discussao
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O crescimento in vitro de C. gattii, linhagem R 265, resultou em um extrato bruto
com atividade ureolitica. As diferentes técnicas aplicadas para rompimento da capsula
foram propostas por Rezwan et al., (2007), que comparou métodos de lise celular para
obtencao de extratos protéicos de Mycobacterium smegmatis, observando rendimentos
mais elevados em extratos obtidos com lisozima em associacdo com pérolas de vidro. No
entanto, a metodologia adaptada com uso de Novozyme® e pérolas de vidro, aplicada em
células de C. gattii resultou em perdas significativas da atividade enzimatica de urease.

A adicdo de NaCl na concentracédo de 2,9% é citada por (Cavalcante et al., 2007)
como uma técnica que inibe a produgcao da capsula polissacaridica em C. neoformans.
Este método, associado ao cultivo em meio minimo utilizado por Martinez & Casadevall
(2006), levou a uma lise celular mais eficiente ao final de 20 ciclos de lise com pérolas de
vidro, elevando o rendimento enzimatico do extrato bruto em até 70%, e permitindo uma
manipulagcédo segura e obtengdo mais rapida do extrato bruto.

A partir do extrato bruto, foi possivel a obtencéo de fragcdes purificadas de CGU em
trés etapas, sendo duas de trocas ibnicas e uma de gel filtracdo. Esta sequéncia de
cromatografias permitiu separacao da atividade ureolitica ja na 22 etapa, contribuindo para
a boa resolucéo verificada na fase de gel filtragao.

A enzima purificada mostrou atividade especifica (17400 mU mg™") mais alta entre
as ureases flingicas ja purificadas, como a urease de Aspergillus nidulans (6700 mU mg™)
(Creaser & Porter, 1985) e Schizosaccharomyces pombe (7000-8000 mU mg™') (Lubbers
et al., 1996), ou um pouco mais préximo, a urease de Aspergillus niger (13410 mU mg™)
(Smith et al.,, 1993). Os valores encontrados para as ureases fungicas sdo bastante
inferiores aos reportados para ureases bacterianas, que variam entre 1000 e 5500 U mg'1
(Mobley et al., 1995), ou para a JBU (13700 U mg™) (Follmer et al., 2001), como

observado na tabela 3.
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A massa molecular da urease nativa é tipicamente verificada em cromatografia de
exclusao molecular, ou gel filtragdo. Em geral, as ureases microbianas apresentam massa
nativa entre 200 e 250 kDa, correspondendo a trimeros da unidade funcional, compostas
de 3 cadeias polipeptidicas (ver figura 1). Valores anormalmente baixos (125 kDa) foram
descritos para ureases de bactérias da flora ruminal, enquanto que ureases com elevada
massa molecular (800 kDa ou maiores) foram constatadas em linhagens de Morganella
morgani, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, p.e (Mobley & Hausinger 1989). A massa
molecular da urease de C. gattii estimada em gel filtragao foi de 120 kDa, e a anélise em
SDS-PAGE identificou uma unica subunidade de aproximadamente 103 kDa. Até o
momento ndo existe relato de uma urease ativa em forma monomeérica, o que torna muito
interessante o estudo da enzima de C. gattii.

Ureases de eucariotos tém sido relatadas como estruturas multiméricas compostas
por subunidades idénticas (Island & Mobley,1995), inclusive as ureases fungicas, como a
de Aspergillus nidulans (40 kDa) (Creaser & Porter, 1985), A. niger (83 kDa) (Smith et al.,
1993); e a de Ustilago violacea (80 kDa) (Baird & Garber, 1981). A urease de S. pombe
apresenta uma forma nativa de 212 kDa, sendo um dimero de uma unica subunidade de
102 kDa (Lubbers et al., 1996). Apesar de A. nidulans apresentar forma hexamérica
semelhante a JBU, as subunidades da urease deste fungo tem menos da metade do
tamanho das ureases vegetais.

A analise do ponto isoelétrico “hipotético” da urease de C. gattii em pH 5,5 esta de
acordo com outras ureases microbianas, e também vegetais, que apresentam variagdes
de pl entre 4,1 e 5,9 (Mobley & Hausinger, 1989).

O Kn obtido para CGU inclui-se na faixa (1,0 - 4,1 mM) verificada para outras
ureases fungicas como Aspergillus niger (Smith et al., 1993), C. immitis (Mirbod et al.,

2002), A. nidulans (Creaser & Porter, 1985), e S. pombe (Lubbers et al., 1996). Mobley et
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al. (1995) relatam que o K, de ureases bacterianas apresenta maior variagao, na faixa de
0,1 — 100 mM. A urease de C. gattii compartilha com outras ureases de fungos o pH étimo
em 8,0. Ureases bacterianas possuem variagao de pH 6timo entre 7,0 e 7,8 (Jones &
Mobley, 1989) e JBU tem pH étimo em 7,5. De acordo com (Mirbod et al., 2002), um pH
o6timo da enzima entre 7,5 e 8,5 pode sugerir uma acado de alcalinizagdo de
microambiente, importante para sobrevivéncia do fungo durante a etapa de colonizagao
tecidual, pds-infeccdo do hospedeiro. Este processo de alcalinizacdo pode comprometer
também mecanismos de defesa do hospedeiro, ou pode contribuir na travessia da barreira
hemato-encefalica para colonizagdo do SNC (Chayakulkeeree & Perfect, 2006)

O efeito de inibidores na atividade ureolitica de CGU descrita neste trabalho é
similar ao relatado para outras ureases. No entanto, a concentragdo de pHMB necessaria
para inibir CGU foi significativamente mais alta do que para outras ureases. A presenga
de 11 residuos de cisteina na CGU, quando comparada as 6 cisteinas encontradas em
JBU e JBURE I, pode explicar o aumento da concentragao inibitoria de pHMB. A tabela 3
mostra que o ICsp da CGU para o agente oxidante p-HMB é 1,8 vezes maior do que a
ICs0 encontrada para a JBU.

Normalmente, o niquel ndo é considerado um metal importante na atividade
biolégica. No entanto, em 1975, o grupo de Dixon e colaboradores mostrou que este ion é
um componente essencial para JBU (Zerner, 1984). (Blakeley et al., 1969) mostraram que
o acido acetohidroxamico, um quelante de metais, € um potente inibidor de ureases e seu
mecanismo de acdo envolve a ligagdo ao sitio de niquel da enzima. Estudos com
espectroscopia em JBU evidenciaram este mecanismo (Andrews et al., 1984). O perfil
inibitério do AAH sobre a CGU confirma a dependéncia de ligagdo de niquel para sua

atividade enzimatica. A tabela 3 mostra ICs similares para AAH inibindo a CGU ou a JBU,
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sugerindo que as histidinas e a lisina carbamilada responsaveis pela incorporagéo do Ni
na JBU (Figura 16) e conservadas na CNU, e também estariam preservadas na CGU.

A auséncia de imunoreatividade de CGU contra anticorpo policlonal anti-CNTX
(produzido contra a proteina nativa), no ensaio Western Blot, sugere auséncia na CGU de
epitopos estruturais tipicos da JBU e canatoxina. Estes anticorpos nao distinguem JBU e
canatoxina e possuem alta imunorreatividade contra ureases de soja. No entanto, o
reconhecimento da urease de algodao por estes anticorpos é bem mais fraco (Menegassi
et al., 2008). Esses anticorpos reconhecem também, ainda que fracamente, as cadeias
maiores das ureases de H. pylori e de B. pausterii (dados ndo mostrados). No entanto,
este € o primeiro relato de auséncia de imunorreatividade desses anticorpos em Western
blot, contra uma urease de outra espécie.

O fato de ndo termos observado agregagcao plaquetaria induzida por CGU na
concentragdo maxima de 433 nM (50ug/uL), ainda ndo descarta uma eventual atividade
dessa proteina sobre plaquetas. Ainda que a canatoxina apresente este efeito a partir da
concentracdo de 20 nM, atingindo atividade maxima com 400 nM em plasma rico em
plaquetas de coelhos (Carlini et al., 1985), para a urease de H. pylori esse efeito comeca
partir de 300 nM e para a urease de B. pausterii, a concentragdo minima para essa
atividade foi de 1,48 uM (Follmer et al., 2004a; Olivera-Severo et al., 2006a). Assim,
novos testes com doses a partir de 400 nM de CGU deverao ser realizados para
confirmar, ou ndo, seu eventual efeito na agregacéao plaquetaria.

A comparagao das sequéncias de aminoacidos do peptideo entomotéxico de JBU
(Jaburetox 2EC); CGU e CNU revelaram modificagbes n&o conservadas em 5 dos 14
aminoacidos que formam a al¢a do peptideo. Estes dados sugerem alteragdes estruturais
e/ou de atividade biolégica para a sequéncia equivalente derivada das ureases de

Cryptococcus, quando comparado com o jaburetox-2Ec (Mulinari et al., 2007). Estes
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dados podem ser relevantes para os estudos estruturais das ureases, particularmente
para as ureases fungicas. A baixa imunorreatividade e a forma monomérica nativa
sugerem uma organizagao estrutural diferenciada das proteinas fungicas, nunca relatada
antes para ureases.

Conclusbes a respeito de uma maior producdo de urease em linhagens de C.
neoformans em relagdo a C. gattii por Torres-Rodriguez em 2008, ainda nao sao
totalmente conclusivas, pois requerem ensaios de maior especificidade correlacionando a
quantificacdo enzimatica proporcional a alcalinizacdo do meio Christensen provocada pela
levedura.

Ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo sobre purificacdo da urease de
Cryptococcus, considerada por varios autores como um importante fator de viruléncia
(Chayakulkeeree & Perfect 2006), mas por mecanismos ainda n&o totalmente
esclarecidos (Varma et al.,, 2006). Os resultados apresentados neste trabalho e seus
desdobramentos no futuro, como o estudo das atividades bioldgicas in vitro e in vivo da
CGU, podem vir a auxiliar na compreensdo dos mecanismos na patogenia do fungo C.

gattii e o papel da urease como fator de viruléncia na criptococose.
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Conclusoes
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A inibigdo da produgéo da capsula, com o cultivo da levedura em meio minimo com
adicao de 2,9% da NaCl, facilitou a lise das células de C. gattii através de ciclos
com agitagao com pérolas de vidro.

A urease de C. gattii (CGU) foi purificada em trés etapas de cromatografia: duas
etapas de troca ibnica (Q-Sepharose e Source-15Q) e uma etapa de gel filtragédo
(Superose 6).

A purificagao resultou na enzima purificada 539 vezes, com atividade especifica de
17.807 mU.mg™.

A CGU possui pH 6timo em 8,0, semelhante a outras ureases fungicas, porém
mais alcalino que ureases vegetais.

O K, estimado foi 2,0 mM de uréia € Vimax 34,86 mU/mg.

A inibicao por AAH foi verificada em concentragcbes micromolares. A inibicdo com
p-HMB necessitou de concentragbes quase 2 vezes maiores em relagdo as
ureases vegetais, em especial a JBU.

As concentragbes maiores de p-HMB necessarias para inibir a CGU séao
justificadas pela presencga de 6 residuos de cisteina adicionais, em comparagao
com as sequéncias de JBU e JBUREII.

A sequéncia parcial predita da urease de C. gattii (CGU) e sequéncia total da
urease de C. neoformans (CNU) apresentaram 93% de identidade, permitindo a
utilizacdo da sequéncia de CNU para estudos de alinhamentos em regides
importantes na atividade enzimatica.

Sugere-se que CGU pode apresentar alteragdes nos epitopos estruturais comuns
as ureases vegetais, visto que a proteina desnaturada n&o apresentou
imunoreatividade com anticorpo policlonal anti-CNTX, e teve baixa

imunoreatividade com a proteina na forma nativa.
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Também ndo existe imunoreatividade com o anticorpo anti-Jaburetox 2EC. A
analise de sequéncias mostra 6 aminoacidos nao conservados na regiao da CNU
equivalente ao peptideo entomotdxico, sugerindo alteragdes estruturais e/ou do
efeito inseticida.

A massa molecular da CGU nativa e desnaturada foi estimada em ~100-120 kDa,
sugerindo sua apresentagcdo monomeérica. Este € o primeiro relato de uma urease

fungica com esta forma nativa.
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Abstract

Ureases (EC 3.5.1.5) are nickel-dependent metalloenzymes that catalyze the hydrolysis of urea 1o ammonia and carbon
dioxide. Produced by plants, fungi and bacteria, but not by animals, ureases share significant homology and similar
mechanisms of catalysis, although differing in quaternary structures. While fungal and plant ureases are homo-oligomeric
proteins of 90 kDa subunits, bacterial ureases are multimers of two (e.g. Helicobacter pylori) or three subunit complexes. It
has been proposed that in plants these enzymes are involved in nitrogen biocavailability and in protection against
pathogens. Previous studies by our group have shown that plant ureases, bul not a bacterial (Bacillus pasrewrii) urease,
display insecticidal activity, Herein we demonstrate that (Glyeine max) embryo-specific sovbean urease, jackbean
{ Canavalia ensiformis) major urease and a recombinant H. pylori urease impair growth of selected phytopathogenic fungi
at sub-micromolar concentrations. This antifungal property of ureases is not affected by treatment of the proteins with an
irreversible inhibitor of the ureolytic activity. Scanning electron microscopy of urease-treated fungi suggests plasmolysis
and cell wall injuries. Altogether, our data indicate that ureases probably contribute to the plant arsenal of defense
compounds against predators and phytopathogens and that the urease defense mechanism is independent of ammonia
release from urea.

L 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Urease from Cotton (Gossypium hirsutum) Seeds:
Isolation, Physicochemical Characterization, and
Antifungal Properties of the Protein
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Ureases (EC 3.5.1.5) are metafloanzymes that hydrolyze urea to produce ammonia and carbon dioxide
These enzymes, which are found in fungi, bacteria, and plants, show very similar structures. Despite
an abundance of urease in vegetal lissues, the physiological role of this enzyme in plants is still
poorly understood. It has been previously described that ureases from the legumes jackbean
(Canavalia ensiformis) and soybean (Glycine max) have insecticidal activity and antifungal properties.
This work presents the physicochemical purification and characterization of a urease from colton
(Gossypium hirsutum) seeds, the firsl description of this enzyme in Malvaceae. The urease content
varied among different cotton cultivars, Collon seed urease (98.3 kDa) displayed low urealylic activity
but exhibited potent antifungal properties at sub-micromolar concentrations against different phyto-
pathogenic fungl. As described for other ureases, the antifungal effect of colton urease persisted
after treatment with an irreversible inhibitor of its enzyme activity. The data suggest an important

role of these proteins in plant defense,

KEYWORDS: Cofton seed; Gossyplum hirsutum; purification; urease; antifungal protein

INTRODUCTION

Ureases (EC 3.5, 1.5, urea amidohydrolase) are nickel-dependent
metalloenzymes that catalyze the hyvdrolysis of wrea 1o ammonia
and carbon dioxide (/) enhancing the mte of the uncmalyzed
reaction by a factor of 8 x 10'7 (2), Ureases are widespread in
plants, fungt, and bacteria (3-5), Whereas fungal and plant (e.g
fckbean and sovbean) ureases are homo-hexamenc proteins of
90 kDa subunits, bacterial ureases are multimers of two or thres
subunil complexes. The high sequence similarity of all ureases
indicates that they are vanants of the same ancestral protein and
are likely 1o possess highly conserved tertiary structures and similar
catalytic mechanisms (3-3). Some bacterial ureases such as those
from Protens mirabilis and Melicobacter pyvlon (6, 7) play an
important rale in the pathogenesis of human and animal diseases,
Urease production is also probably related in humans o the
pathogenesis of diseases caused by fungal infection with Ceccid-
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Gongalves, 9500 Prédio 43,422, 91501-970 Porto Alegre, RS, Brazil
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10.1021/f07 35275 CCC: 840.75

Tofefes posecdardi (81, Cocotdiotdes immitis (9), Paracoccidiogdes
breiffensis (), and Crypracoccus neaformans (11, 12),

Despite the abundance in some plant tissues, mainly in seeds
of some members of the families Fabaceae, Leguminosae, and
Curcubitacesae, little has been revealed about their biological
roles (5, £3), Urease has been proposed to function coordinately
with arginase in the utilization of seed protein reserves during
germination (/4). A second role is the assimilation of urea
derived from ureide metabolism (/5) or imparted from the
environment because urea is an effective foliar fertilizer (f6),

Our group has shown that plant and microbial ureases display
several biological properties that are independent of their ureolytic
activity, such as the activation of blood platelets, interaction with
glycoconjugates, insecticidal (6, 17, and antifungal properties (15),
Besides these activities, jackbean canatoxin, an isoform of urease,
15 also lethal 1o rats and mice by an intraperitoneal moute (/7 19).
The entomotoxic effect and the antifungal property of jackbean
and sovhean ureases persisted after treatment of the enezymes with
an imeversible inhibitor of wreolytic activity, demonstrating that
prodein domainis) other than the active te rmight be involved (6, /8 200,
Acteally an internal entomotoxic peptide released upon
digestion by insect cathepsing accounts for the insecticidal
activity of jackbean ureases (2/-23). These findings reinforce
the hypothesis that ureases might be involved in plant defense
mechanisms (24).
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