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RESUMO

Ureases sdo enzimas niquel dependentes, que catalisam hidrélise de urdia a amonia ¢
dioxido de carbono, e s@o amplamente distribuidas em plantas, fungos ¢ bactérias. A
Canatoxina, uma isoforma de urease cncontrada em sementes de Canenvalia ensiformis,
possui cfeitos bioldgicos independentes da atividade ureolitica. Alguns desses efeitos
também foram descritos para a urease de Bacillus pasteurii, como agregagio plaquetaria e
interferéncia com o metabolismo de cicosandides. Helicobacter pylori ¢ uma bactéria
produtora de urease e conhecido agente etiologico de patologias como: gastrite cronica,
Gleceras ¢ cancer gastrico ¢ duodenal. Considerando a importdncia dessa cnzima para a
bactéria H. pylori e baseado em estudos prévios dos efeitos biologicos de ureases bacterianas
e vegetais, este trabalho tem como objetivo a purificagdo da urease recombinante de FL pylori
e a caracterizagio de alguns de scus efeitos biologicos, com énfase nos efeitos pro-
inflamatorios e de agregagfio plaquetaria. A bactéria Escherichia coli SE5000 foi
transformada com o plasmidec pHP8080 contendo o operon da urcase de /1 pylori 26695, A
expressdo da urease ocorreu por 18 horas, a 37°C e 180 rpm em meio de cultura LB. A
purificagdo foi realizada com quatro procedimentos: 1) Fracionamento com sulfato de
aménio; 2) Cromatografia de troca idnica Q-sepharose; 3) Cromatografia de troca idnica
Source 15-Q, 4) Gel filtragdo em coluna Superose 6 HR. A urease de /1 pylori induziu
agregacdo plaquetaria com ECso=200ug/ml. O efeito pro-inflamatério foi analisado em testes
de edema de pata ém camundongos ¢ a urease induziu um efeito dose-dependente, com um
pico em 6 horas ¢ aumento de at¢ 0, 4 mm na espessura da pata, sendo csse cfeito
parcialmente revertido por inibidores da sintese de leucotrienos (dexametasona e esculetina).
Esses resultados estabelecem novos pardmetros para estudos de ureases ja conhecidas e
sugerem novas abordagens para o esclarecimento do papel dessa enzima .as patologias

geradas por H. pylori.
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1. Introdu§ﬁ0
- 1.1 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori ¢ uma espiroqueta, gram negativa, microacréfila, com 2.5 a 5.0
pm de comprimento e 0.5 a 1.0 pm de largura, quc possui de 4 a 6 flagelos com
aproximadamente 30 pm de comprimento (Goodwin ef @/, 1990). Em 1982, Marshall e
Warren isolaram pela primeira vez esse microrganismo, conduzindo a microbiologia géstrica
a uma nova era (Marshall e Warren, 1984). A partir de 1984, tornou-se cada vez mais forte a
associagdo de H. pylori com patologias géstricas ¢ duodenais.

Atualmente, f{. pylori é reconhecida como o agente patologico de gastrite crbnica,
Glcera péptica e possivelmente no desenvolvimento de céncer gastrico ¢ duodenal (Nf}-l
Consensus Conference, 1994). Estima-se que esse microrganismo pode ser encontrado em
cerca de 50% da populagdo mundial, ¢ em paises subdesenvolvidos, pode chegar de 70% a
90% de ocorréncia.

A histopatologia da infec¢do por H. pylori caracteriza-se pela associago exclusiva
dessa bactéria as células da mucosa gastrica, mas nio ao cpitélio do intestino delgado ou em
metaplasia intestinal. A infecgdo é acompanhada por infiltragdo de células inflamatérias
polimorfonucleares no epitélio, o que ndo ¢é associado especificamente com modificagdes
metaplasicas ¢ formagdo de granuloma (Dixon, M. F; 1995). A intensidade da inflamagio
pode ser altamt::nic‘ varidvel, desde uma infiltragio minima da lémina préopria com arquitctura
glandular intacta até uma inflamagio severa, com formagdo de micro abscessos (Genta &
Graham, 1994). Em geral ha degeneragio das células epiteliais, com deplegido de mucina,
vacuolizagio citoplasmatica e desorganizagao de glandulas da mucosa.

Sugere-se que a transmissdo desse microrganismo possa ocorrer a partir de trés rotas.

A primeira ¢ menos comum estd rclacionada ao contato de pacientes com instrumentos



endoscopicos contaminados (Akamatsu ef al.. 1996), podendo scr evitada com a esterilizagio
dos instrumentos (Katoh ef al., 1993; Tytgat, 1995). A transmissio fecal-oral ¢ talvez a mais
importante. Apesar de H. pylori ter sido isolado das fezes de criangas infectadas (Thomas et
al., 1992), o isolamento desse microrganismo das fezes ndo é comum, o que sugere que deva
‘ocorrer descamagdo gastrica intermitente. Agua contaminada por material fecal pode ser
também uma fonte importante de transmissdo (Klein er al., 1991). Por altimo, a via de
transmissdo oral-oral foi identificada em alguns casos na Africa, onde cm algumas tribos, as
maes pré-mastigam o alimento dos filhos (Megraud, 1995).

Muitos fatores de viruléncia estdio envolvidos no mecanismo patoldgico da infecgdo
por H. pylori, incluindo vérias enzimas (urcase, catalase, lipase e algumas proteases) ¢
toxinas, como a citotoxina vacuolizante, codificada pelo gene vac4, e a protcina imunogénica
Cag A, codificada pelo gene cagd, que estio localizados na itha de patogenicidade (PAID). A
PAl contém também diversos outros genes responsaveis pela viruléncia, expressio de
citocinas pro-inflamatérias (IL-8) em células epiteliais, e expressio de um conjunto de
proteinas formadoras de um sistema de secre¢do do tipo IV (T4SS) para o transporte da

proteina CagA para células cucaridticas (Censini ez al. 1996; Figueiredo ef al. 2005)

1.2 A urease de Helicobacter pylori

Ureases (drea amidohydrolase; LC 3.5.1.5) sdo enzimas niquel dependentes (Dixon,
N.E. et al, 1975) que cétalisam a hidrolise d uréia a amdnia ¢ acido carbdmico. A urcase ¢
uma enzima altamente expressa por H. pylori, podendo compor de 10% a 15% das proteinas
totais dessa bactéria. A urease nativa de H. pylori possui massa molecular de
aproximadamente 540 kDa, ¢ uma mclalocﬁzima niquel dependente ¢ hexamérica. O

mondmero ¢ composto por duas cadeias polipeptidicas (UreA [30kDa] ¢ UreB [62kDa]) em
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propor¢do 1:1 (Dunn ef al., 1990; Hu & Mobley, 1990). A afinidade dessa enzima pelo
substrato uréia, com um Km ~ 0.3 mM, a torna cataliticamente eflicienle até mesmo nas
concentrages submillimolares de uréia presentes nos fluidos humanos (Dunn er al., 1990;
Hu & Mobley, 1990).

I'oram descritos pelo menos sete genes envolvidos na produgéo da urcase. Os gencs
ured e B codificam as duas subunidades que compdem a enzima, enguanto que 0s genes
ureli, I, G, H codificam proteinas acessorias responsaveis pela incorporagiio do niquel no
centro ativo da urcase. O gene wrel codifica uma proteina que funciona como um canal na
membrana externa, atuando na internalizagio da uréin. Além desses genes, uma proteing
transportadora de niquel ¢ expressa a partir do gene nix4 (Mobley et al., 1995).

A urease de H. pylori é considerada um fator de viruléncia. sendo a sua atividade um
marcador para diagnostico utilizado amplamente (Krogfelt et al., 2005). Mutantes de H.
pylori urease negativos sdo incapazes de colonizar leitdes gnotobidticos e tampouco
camundongos “nude”. (Eaton ef al., 1991; Tsuda et al., 1994). Supde-se que a principal
funcido dessa enzima estd relacionada com a formagio de um microclima neutro para-o
microrganismo no lamen gastrico, possibilitando sobrevivéncia das bactérias em ambientes
de pl desfavoravel. Apesar de inibidores de urease terem sido utilizados no tratamento de
algumas destas patologias, seu uso foi descontinuado pelo fato de muitos pacientes
apresentarem reagdes colaterais adversas. O uso clinico de dcido acetohidroxmico, um
inibidor de urease, causa depressdo na sintese de DNA, afetando a medula 6ssca, além de ser
teratogénico em doses elevadas.

Além desse cfeito neutralizador da acidez gastrica, a urease de 71. pylori esta
envolvida na ativagdo de fagocitos e na produql:éio de citocinas inflamatorias (Harris ez al.,

1996). H. pylori induz em macrofagos in vitro aumento da 6xido nitrico sintase induzivel
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(iNOS) (Wilson et al., 1996), resultando em uma grande liberagdo de oxido nitrico, o qual
esta associado a ativagdo .de células do sistema imune no tecido lesado. A degradagdo de
uréia e, consegiientemente, a liberagdo de amonia resulta em danos celulares (Barer er
al.1988) e contribui na indugdo de vacuolizagio das células epiteliais gastricas, em conjunto
com a toxina VacA. Esses dados sugerem que a urease seja importante também no
desenvolvimento de lesdes gastricas, ¢ ndo sO na manutengdo da bactéria em pH

desfavoravel.

1.3. Estrutura e fun¢io de Ureases

As ureases de fungos e vegetais possuem unidades funcionais compostas por uma
Gnica cadeia polipeptidica com aproximadamente 90kDa. J4 as ureases bacterianas possuem
unidades funcionais compostas por duas ou trés cadeias polipeptidicas diferentes, que sio
homélogas as cadeias dnicas das proteinas vegetais ou flingicas (Mobley, H. L., 1995; Sirko
A. & Brodzik R., 2000). A figura 1 ilustra as diferencas entre ureases vegetais ¢ bacterianas,

guanto as suas subunidades.

Canavalia ensiformis 840

Helicobacter pylori B2 238/569

Bacillus pasteurii C I S 100/126/569
52% 41% 59%

Klebsiella aerogenes [ HE S menm—— 100/101/567
60% 53% 54%

Proteus mirabilis L B E————————————3  100/109/567

Figura 1. Estrutura das ureases: Ureases vegetais, como a de Caravalia ensiformis, possuem apenas
um tipo de subunidade, enquanto que as ureases bacterianas possuem dois (H. pylori) ou trés (K. aerogenes; P.
mirabilis; B. pastewrii). O namero de aminoédcidos de cada subunidade esta indicado ac lado direito. A
percentagem de identidade em relagfio A regifio correspondente da urease de C. ensiformis estd indicada abaixo

das barras.
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Urcases cstdo amplamente distribuidas entre fungos, bactérias ¢ plantas. Em
bactérias, estas cnzimas estdo envolvidas em vdrios processos patogénicos, como, por
excmplo, em casos de infecgdo por Proteus mirabilis, na formagdo de calculos urinarios,
incrustagdo de catéter, pielonefrites, ¢ até coma hepatico. Em plantas, essas enzimas cstdo
amplamente distribuidas, no entanto pouco sc conhece sobre sua fungfio fisioldgica. Uma
possivel fungdo para urcasc em plantas superiores seria a biodisponibilizacio de nitrogénio
(Polacco & llolland, 1993). Constatou-sc que, em plantas ¢ culturas dc tecidos vegcetais
desprovidos de urease, quer induzidos gencticamente, com o uso de inibidores de urcase ou
por remogdo do niquel (Polacco & lHolland, 1993), obscrva-se um actmulo de uréia ou um
comprometimento do emprego de uréia como fonte de nitrogénio.

O fato de a uréia ser uma forma de excregdo de nitrogénio apenas cm animais, ou
scja, ndo ¢ um metabolito majoritario nos vegetais onde csta enzima ¢ abundante, constitui
um cntrave na argumentagdo de quc a urcase tenha como fungfio a biodisponibilidade de
nitrogénio.

Com a dcscoberta de duas isoenzimas de urease na soja (Polacco & Holland, 1984),
surgiram algumas duvidas a respeito da fungdo dessas enzimas nas plantas. Na soja sdo
cncontradas uma urcasc ubiqua, presente cm todos os tecidos da planta, ¢ uma embrido-
especifica, encontrada na semente madura, onde apresenta atividade urcolitica 1000 vezes
maior que a ubiqua (Polacco & llolland, 1984). Como a perda da urcase embrido-especifica
ndo acarreta danos visiveis na planta, acredita-se que esta enzima ndo desempenha fungdo
fisiologica ligada ao metabolismo de nitrogénio na planta. O fato do embrido em
desenvolvimento produzir altas quantidades de uma cenzima que praticamentc ndo tem
contato com o scu substrato, sugere que esta urea;;e esteja envolvida em algum outro tipo de

fungao, como por exemplo, a defesa da planta (Polacco & Holland, 1993).



1.4 Ureases como toxinas protéicas

A canatoxina ¢é uma protelna toéxica encontrada nas sementes de Canavalia
ensiformis, letal para ratos ¢ camundongos por via intraperitoncal (Carlini & Guimarics,
1981). Lissa toxina possui também atividade inseticida (Carlini ez al., 1997; I'erreira-DaSilva
et al., 2000; Stanisguaski er al, 2005), o que reforca a hipotese de que as urcases estariam

cnvolvidas nos mecanismos de defesa das plantas.

Varios peptideos internos da canatoxina ja foram seqiienciados, obtidos por hidrolise
triptica ou por endoproteinase Lys-C, sendo que todos cles revelaram um alto grau de
homologia com a seqiiéncia primdria de urcasc da C. ensiformis. A homologia da canatoxina
com a urcase revelou-se maior na porgdo N-terminal desta, sendo que peptideos que se
alinharam com a porgéo C-terminal da urcase, mostrarem substituigdo de varios aminoacidos,
algumas nfo conservativas. Também a composigdo percentual de aminodacidos ¢ indicativa de

uma grande semelhanga das duas proteinas.

A partir dessa cvidéncia a canatoxina foi caracterizada como uma variante da urcase ;Ic
C. ensiformis, sendo um dimero de cadeias de 95 kDa (Follmer ef «f 2001). As duas
isoformas de ureasc podem scr separadas a partir do extrato bruto de . ensiformis, sendo
que a canatoxina apresenta maior avidez por mctais Zn ¢ Co'") em cromatografia de
afinidade em metal imobilizado, o que permitiu o estabelecimento de protocolos de

purificagdo para a obtengdo das isoformas altamente purificadas (Follmer e7 af 2004).

Apesar da alta homologia, a canatoxina purificada apresenta apenas 20-30% da
atividade ureolitica da urcase de C. ensiforniis. Postula-se que as urcases dessa planta

possuem dominios protéicos distintos, 0s quais s80 responsaveis por atividades biologicas



diferentes: um dominio com atividade hidrolitica sobre uréia, suscetivel de inibigdo por
agentes quelantes ¢ oxidantes; ¢ pelo menos mais um outro dominio, niquel ¢ tiol
independentes, que scria responsavel pelos seus efeitos biologicos (Follmer et al, 2001;

Follmer et al, 2004a)

1.5 Efeitos biolégicos da canatoxina

A canatoxina apresenta uma séric de cfcitos bioldgicos que parecem estar relacionados
com a capacidade da proteina em ativar os sistcmas scerctdrios de diversos tipos celulares.
Tal efeito secretagogo da canatoxina cnvolve mediagdo por metabélitos do 4cido

araquidonico via lipoxigenases. A tabela 1 expde alguns dos efeitos da canatoxina.

A canatoxina, quando administrada intraperitoncalmente em ratos ¢ camundongos
(DLso de 0.4-0.6 ¢ 2-3 mg/kg respectivamente), induz alteragdes respiratorias, convulsdes e
morte {Carlini & Guimarfics, 1981; Carlini ¢z af, 1984). Em doses subcoinvulsivantes, a
canatoxina promove um aumento dos niveis plasmaticos de gonadotrofinas (Ribeiro-daSilva
et al., 1989), de insulina, dc modo dosc ¢ sexo dependente em ratos (R ibeiro-daSilva &

Prado, 1993), ¢ apresenta também efeitos pro-inflamatorio (Benjamin e af., 1992).

I!'m ensaios in vitro, a canatoxina apresenta uma potente atividade secretagoga
quando administrada em doses nanomolares em diversos tipos de células, induzindo sccre¢io
de granulos plaquetarios e agregagdo plaquetaria (Carlini ez al, 1985), secregio de dopamina
¢ serotonina em sinaptosomas de cérebro total de rato (Barja-Fidalgo et al., 1991b), liberagdo
de histamina em mastocitos (Grassi-Kassisse & Ribeiro-DaSilva, 1992), sceregio de insulina
cm ilhotas pancredticas isoladas (Barja—l"idalgo,- 1991}, ¢ liberagdo de enzimas lisossomais

em macréfagos (Ghazaleh, 1992).



TABELA 1. Efeito secretagogo da canat ox"1a: modulagdo por inibidores de lipoxigenase .

MODELO EFEITO DEgp INIBIDOR DOSE  INIBICAO Ref
Plaquetas, coelho agregacéo 300 nM NDGA 520 uM 50 (a)
ETYA 19 pM 80
BW755C 50 M 50
secre¢ao: serotonina 300 nM NDGA 500 uM 75 (b)
Esculetina 100 M 87
Sinaptossomas, rato secrecdo: serotonina 500 nM NDGA 200 UM 90 (b)
Esculetina 100 pv 90
secrecdo: dopamina 21 NDGA 200 pid 42
Ihotas pancreaticas, rato secrecdo de insulina 500 nM . NDGA 200 M 78 (h,c)
" Esculetina 100 uM 36
Mastocitos: rato secrecdo de histamina 500nM  ndo testado (d)
macréfagos, camundongo secrecdo: enzimas 200 nM NDGA 150 M ndoinibe  (e)
Rato, in vivo hipoglicemia 0,4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kyg 100 ()
Esculetina 125 mg/Kg 100
Rato, in vivo hiperinsulinemia 0.4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 100 (9)
Rato, in vivo hipoxia 0.4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 72 (h)
Esculetina 125 mg/Kg 50
Rato, in vivo Edema de pata 0,4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 86 {i)
Esculeina 125 mg/Kg 50
Rato, in vivo convulsdes 0.4 mg/Kg NDGA 125 ma/Kg 75 (h)

(a)XCarlini et ;z! ., 1985); (b) (Barja-Fidalgo etal ., 1991a); (¢) (Barja-Fidalgo et al ., 1991b); (d)
(Grassi-Kassisse & Ribeiro-daSilva, 1992); (¢) (Ghazaleh et al., 1992); () (Ribeiro-daSilva et o,
1986); (g) (Ribeire-daSilva & Prado, 1993); (h) (Ribeiro-daSilva et al ., 1992); (i) (Benjamin et
al., 1992; Ribeiro-daSilva ez al., 1992).
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A maioria dos cfeitos descritos para a canatoxina, tanto in vivo quanto in vitro,
cnvolve mediagdio por metabdlitos do acido araquiddnico via lipoxigenascs, ja quc esses
cfeitos sdo bloqueados por inibidores de lipoxigenase (acido nordihidroguaiaretico e
esculetina), e ndo por inibidores de cicloxigenases (Benjamim et al, 1992; Carlini ez a/, 1985;
Barja-Uidalgo e al, 1991; Ribeiro-Dasilva et al, 1989). A canatoxina também apresenta um
cfeito inibitdrio sobre a acumulo de Ca2+ em vesiculas do reticulo sarcoplasmaético, resultante
da atividade enzimatica de uma Ca Mgzrr-A'l‘Pase presente. A toxina parcce desacoplar o
transporte de calcio, através da membrana, da atividade hidrolitica da cnzima sobre o ATP,
um dado relevante para o entendimento das propricdades seerctagogas desta proteina (Alves

et al., 1992).

O efeito pré-inflamatorio atribuido a essa toxina, foi caracterizado pela indugdo de
migra¢do de neutr6filos ¢ mondcitos nas cavidades peritoncal ¢ pleural, além de apresentar
acdo no modelo "air pouche”, mediada pela liberagdo de fatores quimiotiticos de
macrofagos peritoneais (Barja-Fidalgo e al., 1992). Em ensaio dc edema de pata em ratos, a
inflamagdo ¢ dose dependente com pico maximo apos 6 horas da injecdo intraplantar ¢ co.m
redugdo total cm 48 horas, em doses dc 50 pg ¢ 100 ug de canatoxina por pata. Uste
fendbmeno parece ser mediado por metabolitos da lipoxigenase, provavelmente leucotrienos,

atuando na infiltragdo cclular intensa no local da inflamagdo (Benjamin ez /.. 1992).

A urease de C. ensiformis apresenta alguns efeitos bioldgicos em comum com a
canatoxina, como a ativagdo de plaquetas, interagdo com glicoconjugados de membrana ¢
atividade inseticida, porém néo ¢ toxica quando administrada intraperitonealmente em ratos ¢

camundongos (Follmer et al, 2001; Follmer ef al, 2004b).



Outros estudos mostraram que as varias atividades biologicas descritas para a
canatoxina ndo sdo dependentes da atividade urcolitica da molécula. Assim, a canatoxina
tratada com 200 pM de p-hidroximercuribenzoato perde totalmente a atividade ureolitica,
mas mantém inalterada a sua atividade toxica em camundongos, ainda induz agregagdo
plaquetéria, produz hemaglutinagdo indireta ¢ mantém sua atividade inscticida. As mesmas
obscrvagdes foram feitas para a urcase tratacda com p-hidroximercuribenzoato (Iollmer e al.,
2001), A Tabela 2 resume os dados comparativos disponiveis para as urcases de C

ensiformis.
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Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas e biologicas da canatoxina e a urease cldssica de C. ensiformis. Dados adaptados de Follmer et al (2001).

Canatoxin

Urease

Phvsicochemical properties
Moleculiar miass
SDS-PAGE
Native lorm

Urease activity
K, (pH 6.5-8.5)
Vi (PH 6.5-8.3)

[nhibitors, [C50
p-Hydroxi-mercuribenzoale
Acetohydroxamie acid

Metal content (per 95 KDu)

Biological properties
Toaicily
Mowuse, ..
C. maendoty, ingested
R. prolivus, ingested
Indireet hemagglutination
End-point (107 rabhit cells)
Inhibitors

Platelet aggregation (rabhit}

Y3100 KDa
Dimer

1-5mM
4= 10 Wng

SuM

JuM

Nickel-1 molfmol
Zine-1 wolfmol

LDs—2 mg/ka ( p-OHMB treated, 100% active)
1006 death—0.25% (whw)
LDg—04 0.8 my/kg

-2
Ganghiosides-fetuin (p-OHNMB treated- 1O active)
EC—2-3 g (p-OHMB treated- 1004 active)

90-97 kDa
Hexamer

3-8 mM
[5-+3 Ul

0.5 uM

T pM

Nickel-2 molAnal
Zing-not detected

Not toxic with 10 LD30O
Not determined
LDy 04-0.8 mg/hg

=2
Gangliosides-fetum (p-OHMB treated - 10047 actived
ECs—2-3 o (p-OHMB treated- 1004 active)
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1.6 Eicosandides

Os cicosandides sdo autacOides derivados do dcido araquidonico por rotas
metabolicas distintas, entre as quais a via das cicloxigenases e a via das lipoxigenases (figura
2), hoje reconhecidos como segundo mensageiros envolvidos na transdugiio de sinais numa
vasta gama de fcndmenos fisiologicos e patologicos. Ainda nio estda completamente
clucidado o papel fisiolégico dos metabolitos derivados da via de lipoxigenase, como
lcucotricnos, lipoxinas ¢ dcidos graxos hidroperdxidos (Goodman er «f, 2001).

O 4acido araquidénico, atuando diretamente ou na forma de scus metabolitos,
cicosanoides, regula uma série de fungdes celulares (Sakata ef al., 1987; Sumida e wl., 1993).
Além disso, modificagSes no metabolismo do acido araquiddnico cstio cnvolvidas em muitas
alteragOes patologicas (Goetzl ef al., 1995).

Existem muito indicios de que os produtos de lipoxigenases, como os leucotricnos,
cstariam envolvidos nos processos sccretérios de diferentes tipos celulares  (Snider et al.,
1984; Metz, 1985b; Metz et al., 1983a; Metz et al., 1983b; Metz et al., 1983c); Sasakawa et
al., 1984; Piomelli et al., 1987; Naor et al., 1985). Os leucotrienos também sdo considerados
mediadores de distirbios anafilaticos ¢ inflamatérios (Engels, I'. and Nijkamp, ©'.P;
Pharmacological inhibition of leukotricne actions. (1998) Pharm. World Sci. 20, 60-65.).

Os produtos de ciclooxigenases estdo envolvimos na patogénesc de vérias doengas
inflamatorias, comeo aterosclerose devido ao potencial inflamatorio de PGl ¢ tromboxana
As, (Linton et al., 2004) bem como scu cnvolvimento na patogénese da atcrosclerose ¢ no
desenvolvimento de problemas vasculares decurrentes da diabetes (Natarajan & Nadle,

2004).
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Figura 2: Principais vias do metabolismo dos cicosanoides, A liberagiio de deido araquiddnico,
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Samuelson & Ogg, 1994,
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1.7 Objetivos

Considerando estudos anteriores das propriedades biologicas das urcases de C.
ensiformis, principalmente o efeito secretagogo, a ativagdo plaquetaria ¢ o cfeito pro-
inflamatdrio descritos para a canatoxina, nossa hip6tese de trabalho foi a de que a urcase de
#. pylori podceria apresentar também cssas propricdades.

Este trabalho teve como objetivo a purificagdo da urcase de f. pylori ¢ a investigagdo
comparativa de possiveis cfeitos bioldgicos dessa enzima in vivo ¢ ex vive, com énfase no
efeito pro-inflamatorio e na agregagao plaquetaria.

As ctapas para a realizaglio do proposto cnvolveram:

® Desenvolver um protocolo para purificagdo da urease de H. pylori recombinante;

@ Investigar a capacidade da urease de H. pylori em induzir agregagdo plaquetaria,

comparando-a com a canatoxina;

® Investigar sc a urcase de M. pylori apresenta propriedades pré-inflamatorias utilizando

o modelo in vive de edema de pata em camundongo em comparagdo com a canatoxina,

® Testar vias metabolicas cnvolvidas nos cfeitos da urcase de F. pylori na indugio de

edema de pata em camundongo.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Manipulagdo bacteriana
2.1.1 Linhagem bacteriana
A linhagem E. coli SES000 [F araD193 Afargl’ lac)U169 rpsL150 relAl ftbB35301
(;eOCI ptsF235 rbsR recAS6] foi utilizada como vetor de expressdo da urcase recombinante de
H. pylori (gentilmente cedida pelo Prof®.Dr. Harry L.T. Mobley - University of Michigan
Medical School)
2.1.2 Cultivo bacteriano
O meio de cultura utilizado para o cultivo de E. coli foi o LB (Luria-Bertani) com pll
7.0, sendo composto de triptona (10g/L), extrato de levedura (5g/L) ¢ NaCl (10g/L). Pai-'a
meio solido, era adicionado 15g de 4gar por litro de meio.
2.1.3 Tranformacio bacteriana
A preparagdo de células competentes para transformagfo seguiu o protocolo adaptado
de SAMBROOK & RUSSELL (2601). As transformacdes foram feitas por choque térmico e
as células transformadas foram plaqueadas em wrea segregation agar (M et al, 1992) apos
uma hora de recuperagdo cm meio LB a 37°C.
2.1.4 Vetor plasmidial
I'oi utilizado o plasmidco plIP8080 (cedido gentilmente pelo Dr. Harry L.T. Mobley -
University of Micrhigan Medical School). A figura 3 mostra a estrutura do plasmideo

pHP80B0.
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Figura 3: Estrutura do plasmideo pHP8080, contendo o operon da urease de /1 pylori linhagem 26693
(ere ABIETCH), o pene codilicante para proteina transportadora de nigquel (rixA) ¢ marca de resisténcia para

cloranfenicol {(car). Adaptado de McGee et af, 1999,

2.1.5 Selegdo de recombinantes
A selecio de recombinantes sc deu através do plaqueamento em wrea segregation
agar (Hu et al, 1992), onde se pode identificar as coldnias produtoras de urcase pelo aumento
de pll o qual modifica a coloragio do meio para vermelha pela presenca do marcador

vermelho de cresol.

2.2 Expressio ¢ purificagio da urease recombinante de I, pyiori
2.2.1 Pré-inéeulo e indugiio
Colénias isoladas do urea segregation agar foram inoculadas em meio de cultura LB
com cloranfenicol (20pg/ml). Este pré-indculo foi crescido overnight (O/N, ~16 horas) a
37°C, e adicionados em proporgédo 1:100 eﬁx LB contendo cloranfenicol ¢ NizCl (1uM) foram
inoculados com 5 mL do pré-indeulo. O cultive foi incubado a 37°C por cerca de 16 horas

sob agitaco.
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2.2.2 Preparacio de extratos brutos a partir dos cultivos

Ap6s o desenvolvimento das cepas o cultivo foi centrifugado em Sorvall-Plus RC5b,
a 5000G. a 4°C, durante 10 minutos. O material sobrenadante foi desprezado e o precipitado
suspeftso em tampédo 20mM NaPB, 5SmM fB-mercaptoctanol, ImM EDTA pHi 7.0 (tampdo de
extragao).

As células suspensas no tampdo de extragiio foram lisadas, com a utilizaggo de ultra-
som (Ultrasonic Homogenizer 4710), com 10 pulsos de 5 minutos, sob banho de gelo. Em
seguida esse material foi novamente centrifugado em Sorval Plus RC 5b, a 25000G, durante
20 minutos, o material insolavel foi descartado e o sobrenadante denominado como Extrato

Bruto.

2.3 Purificaciio da urease recombinante de H. pylori
2.3.1 IFracionamento por precipita¢iio com Sulfato de Aménio

O cxtrato bruto obtido a partir do cultivo das células transformantes de L. coli
SES000 foi dialisado contra o tampdo de extragdo. Apos a mensuragdo do contetido protéico
¢ da atividade urcolitica do extrato bruto, este foi submetido ao fracionamento por
precipitagdo com sulfato de amonio, obtendo-se assim trés fragdes: 1 — Precipitado de 0-30%;
Il — Precipitado de 30-60%; 111 — Sobrenadante de 60% de saturagio.

As fragdes foi.m dialisadas para a retirada do sulfat‘to de aménio ¢ quantificadas

quanto ao contetido protéico ¢ atividade ureolitica.
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232 Cromatagraﬁa de troca idnica (J-sepharose
A frag8o rica em atividade ureolitica foi submetida a cromatogratia de trﬁca ionica Q-
sepharose, na propor¢do de 1mL de resina para cada 10mg de proteina; a resira foi
cquilibrada em tampdo de extragdo. Aﬁés a adsor¢do da amostra a resina, esta fol lavada com
o tampdo de cquilibrio e entdo eluida com gradiente descontinuo: Os tampes de eluigdo
foram: 17 eluicdo — Tampéfo de extragio mais 100 mM NaCl; 2° cluigio - Tampéo de
extracdo mais 200mM NaCl; 3* eluicdo - Tampio de extragdo mais 300mM NaCl; 4" cluigdo

- Tampao de extragdo mais 1M NaCl

2.3.3 Cromatografia de troca idnica Source 15-Q
A fragdo rica em atividade ureolitica oriunda da cromatografia anterior foi dializada
para a retirada do sal ¢ submetida a uma nova cromatografia de troca i6nica Source 15-Q,
csta adaptada em um sistema de FPLC. A coluna foi equilibrada com tampdo de extragio pH
7.5, e o sistema foi programado para gerar um gradiente continuo de NaCl ao longo da
cluigdo da amostra. Apo6s a coleta dos picos cromatograficos, foram realizados ensaios de

determinagdo de atividade ureolitica.

2.3.4 Cromatografia de exclusdo molecular
A fragdo rica cm urcase na cromatografia de troca ibnica Source 15-Q foi submetida a
cromatografia de gel filtragio em coluna Superose 6, cquilibrada com tampéo de extragio,

em I'PLC-System, obtendo-se assim a urease recombinante purificada.
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2.4 Medida de conteado protéico e atividade enzimatica
2.4.1 Conteido Protéico
A determinacéo do contetido protéico das amostras foi realizada a partir dos métodos
de absorciio no ultravioleta em comprimento de onda de 280nm, utilizando cubetas de

squartzo com passo optico de 1 cm, ¢ 0 método de Bradford (Bradford, 1976).

2.4.2 Deteccio de atividade ureasica

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

dc enzima capaz de liberar | umol de amonia por minuto, em pH 7,0 a 37°C.

2.5 Ensaios em modelos in vivo e ex vivo
2.5.1 Ensaio de agregacio plaguetiria

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado a partir de sangue de coclho coletado
da artéria central aﬁricular, na presenga de citrato de sodio na concentragdo final de 0,313%
(p/v) as amostras de sangue foram centrifugadas a 200 X G, por 20 minutos a temperatura
ambicnte para a obtengdo de plasma rico em plaquetas. A agregacdo plaquetaria ¢ 0 “shape
change " foram monitorados por turbidimetria usando Lummi-agregbmetro (Chrono-Lc 7 Co.
Iavertown, Pa.) ¢ registrada por 3 minutos. A agregagdo plaquetdria também foi monitorada

utilizando leitor de microplacas SpectraMax  (Molecular Devices, USA). As amostras de
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urcase foram adicionadas em placas de 96 pogos com fundo plano e completadas para o
volume finas de 50uL com solugdo salina. A agregacdo foi ativada com a adi¢do de 100pL
da suspensdo de plaquetas. A placa foi incubada por 2 minutos a 37°C antes do inicio da
agitagdo ¢ leituras que foram acompanhadas a cada 11 segundos em comprimento de onda de
650nm, durante 20 minutos. A mudanga da turbidez foi medida por unidades de absorbancia

¢ os resultados expressos como a arca sob a curva de agregagdo.

2.5.2 Ensaio de edema de pata em camundongos

Grupos de 7-9 camundongos foram submetidos ao ensaio de edema de pata; onde na
pata trascira dircita foram aplicados com inje¢do sub-plantar 30 pL. de amostra em diferentes
concentragdes, diluidas em tampdo ¢ como controle negativo interno, no mesmo animal, pata
esquerda traseira 30 pl. de tampdo. A evolugdo do edema foi acompanhada durante 48 horas
através da medida da pata com uso de micrémetro (Mitutoyo 0 — 25 mm x 0,002). Foram
rcalizados ensaios com inibidores de fosfolipase A, (dexametasona) ¢ lipoxigenase
(csculetina). Em cada grupo foi administrados 0,5 mg/kg de cada inibidor 24 horas ¢ uma

hora. respectivamente, antes da injegfo de 30pg da urease de . pylori.

2.5.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA seguido por Turkey-Kramer utilizando o
programa lInstat Graf Pad ¢ o valor de p < 0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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3. Resultados

3.1 Purificacdo da urease recombinante de H. pylori

O método de purificagfio foi desenvolvido com o objetivo de aumentar o rendimento
da metodologia descrita por (Hu er al, 1992). A figura 4 representa o fluxograma de

purificagfo da urease de H. pylori.

| Extrato Bruto I
Precipitagdo
(NH4),S0,

(L11: Prec. 30— 60% ) TR
: Sobr >
[ I: Prec. 0 —30% ] [Q-Sepharose]—— -

‘ L: Nao Retidol [ 1* Elui¢éo ] ‘ 2* Eluicéo ] LS' Elui¢do ]
NaCl 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300 mM

[ Source 15-0 }

—[ Eluicio NaCl cerca de IU()mM]

Gel Filtragdo — SuperoseT’;l—

H UREASE de H. pylori

Figura 4: Fluxograma de purificagio da urease de H. pylori. Em vermelho estdo representadas as fragdes ricas

em atividade ureolitica, em azul estdo destacados os métodos utilizados.
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Durante a purificagfio, a urease de /. pylori manteve-se soltivel sem a necessidade de
nenhum tratamento em especial, essa enzima se mantém estdvel por cerca de duas semanas
no tampdo de extragdo e sob refrigeragdio, perdendo gradualmente sua atividade ao longo
desse periodo.

A figura 4 ilustra o perfil cromatogréfico da urease de H. pylori em cromatografia de

troca ibnica Source 15-Q, onde a fragio rica em atividade ureolitica € eluida com cerca de

100m
5 .’, 250
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14 - E
1.2 150 g
g :
1
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3
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&)
0.4 5% —AU:Z
——NaC
02
L e S e o e - + 4 - + »lﬂ

56,434 58,818 61,203 63,588 65,973 68,358 70,743 73,128 75513 77,898
Volume de eluigdo (mL)

Figura 4: Perfil cromatografico da urease de H.pylori em cromatografia de troca i6nica em coluna Source 15Q.

=== Representa a fragfio com atividade ureolitica.
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A figura 5 ilustra o perfil cromatografico da urease de H. pylori em cromatografia de

exclusdo molecular em coluna Superose 6.

0,25
0,20 +
0,15

;% o.1o:|
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e e e LA e LR A R R e S S

Figura 5: Perfil cromatografico da urease de H.pylori em cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superose-6. ™= Representa a fragdo com atividade ureolitica, 0 volume de eluigéio, conforme curva de

calibragdo da coluna ¢ de 540 kDa, equivalente ao hexdmero da urease de H pylori.
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3.2 Agregagio plaquetaria

A figura 6 apresenta uma curva dose resposta para a agregacdo plaquetaria induzida
por HPU em plasma rico em plaquetas de coelho com DEsy de aproximadamente 150 pg/mL,
com “shape change” e agregacio semelhante a agregaclo induzida por colégeno ¢

canatoxina.
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Figura 6: A) Curva dose resposta de agregagdo plaquetdria induzida por urease recombinante de /. pylori.
Experimento representativo da media de quadriplicatas. B) Indugfio de agregagfio plaquetdria por canatoxina e

urcase. Adaptado de Follmer et al, 2001.
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3.3 Edema de pata em camundongos

O potencial pro-inflamatério da urease de H. pylori foi testado através do ensaio de
cdema de pata em camundongos, com a injegdo sub-plantar da amostra (0,5; 5; 30 e 45 pg).
Como resultado obteve-se uma resposta com a formagdo de edema dependente da dose
administrada, com pico entre 4 e 6 horas e redugdo completa em 24 horas (Figura 7 A), o que
sugere qgue esta molécula tem potencial pro-inflamatério Lste resultado ¢ semelhante ao

cdema induzido por canatoxina em ratos (figura 7 B).
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Figura 7. A) Curva dose-resposta do edema de pata induzido por HPU em camundongo. Grupos de nove
camundongos foi utilizado em cada dose ¢ a amostra foi injetada na pata direita num volume final de 30 pl.
Como controle, a pata esquerda foi injetada com soro fisiolégico. B) Adaptado de Benjamin C.F; Toxicon,
1992; Curva dose-resposta Jo edema de pata induzido por canatoxina em rato. As doses sio 50 (0); 100 (0);

200 (e) and 300 (A) pg/pata.
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3.4 Efeito de inibidores da sintese de eicosandides em edema de pata em camundongos
induzido por HPU
O efeito dos inibidores dexametasona e esculetina foram investigados no modelo de

cdema de pata. A figura 8 ilustra o resultado obtido.
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Figura 8: Efcito da dexametasona e esculelina no edema de pata em camundongos induzido por 30pg de urcase
de /. pylori. In sel, curva represenlativa do experimento. Foram administrados 0,5 mg/kg dos inibido.es em

grupos de sete a nove camundongos. . * P<0.05; ** p<0,01,

4. Discussio

As ureases apresentam estruturas ¢ mecanismos de agdo catalitica altamente
conservados. Apesar disso, pouco se sabe sobre as fungdes fisiologicas das ureases na

maioria dos organismos. A ampla distribuigdo das ureases em sementes de leguminosas ¢ o
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padrio de acumulagdo dessa enzima durante a maturagdo da semente, sugcfc uma fungio
importante nas plantas (Polacco & Holland, 1993).

A canatoxina, uma das isoformas de ureasc da C. ensiformis, aprcsenta diversas

atividades farmacolégicas independentes da atividade enzimatica. Como ndo hé um consenso
“a respeito da fungdo fisiolégica das urcases, uma abordagem ndo cnfocada na atividade
cnzimética pode vir a esclarecer a presenga ¢ a fungiio dessa enzima em organismos
evolutivamente distantes.

No caso de /. pylori, ndo se sabe ainda ao certo de que modo a ureasc esta envolvida
na patogénese. Uma analise que delimite o verdadeiro espectro de agéio dessa enzima desd§: a
colonizagéo até o estabelecimento da doenga € necessaria para um entendimento aprofundado
dessa patologia.

Os dados aqui apresentados sugerem possiveis novas fungdes para a urcase de f.
pylori, além da necutralizagdo do pH no sitio de colonizagdo da bactéria. A capacidade que a
urcase de H. pylori possui de ativar plaquetas (figura 6) ¢ interessante ao demonstrar que cssa
enzima tem a capacidade de interagir isoladamente com outros sistemas celulares. Lsse
resultado pode indicar uma possivel relagdo da enzima com a microcirculagio géstricé e
consequentemente com o desenvolvimento da infecgdo. A ativagdo plaguetiria ¢ um
indicativo que a urcase de /1. pylori pode interagir também direta, ou indirctamente com
células de defesa, .com implicagdes no desenvolvimento da inflamagdo géstrica local, que
acomete os portadores da doenga.

Quanto ao efeito proé-inflamatdrio, o ensaio de edema de pata em camundongos
apresentou resultado semelhante ao da canatoxina, com pico entre 4 ¢ 6 horas apds a

administragdo. O resultado sugere que a urease de H. pylori possa atuar em conjunto com
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outros fatores para indugdo de inflamagdo durantc a infecgdo por /. ‘py[ori, que ¢
caracterizada pela infiltragdio de células inflamatorias na ldmina propria gastrica.

A semelhanga da canatoxina, o efeito pré-inflamatério ¢ de agregacdo plaquetaria da
ureasc de H. pylori ¢ mediado por cicosandides da via de lipoxigenases. Essas propricdades
cm comum reforgam a hipétese de que a urease ¢ um fator muito mais importante ¢ ativo na

| patogénese da doenga causada por 1. pylori do que se supde atualmente. Conhecendo methor
as fungoes fisiologicas das ureases, sera possivel a utilizagdo de drogas com cfeito
antagonista & urcase para o tratamento de doengas causadas por bactérias produtoras dessa

enzima.
5. Perspectivas

I: necessaria uma investigagio mais aprofundada das fungdes bioldgicas da urease de
H. pylori. Com esse objetivo em mente, 0 projeto tem como perspectivas o estudo do efeito
da urcase de H. pylori em células do sistema imunoldgico, tais quais macrofagos, ¢
neutréfilos, através de experimentos que avaliem o potencial quimiotatico dessa molécula
nesses sistemas.

A analise comparativa entre as ureases bacterianas t8m muita importéncia para as
conclusées finais do projeto, possibilitando a corroboragdo dos dados aqui obtidos. A
possibilidade da existéncia de um padrio de atividades biologicas entre as ureases de
diferentes fontes ¢ fundamental para as conclusdes finais acerca do projeto. Tendo isso em
mente, estd em andamento a purificagdo da urease de P. mira;bilis para a posterior utilizagdo
cm Novos ensaios biolégicos.

Como objetivos finais, a relagio estrutura-atividade € muito importante para a

identificagdo dos dominios envolvidos nas atividades biologicas, ja que existem muitas
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evidéncias que indicam que ndo ha correlagdo da atividade enzimatica com 0s cfeitos

biol6gicos associados a essas cnzimas.
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