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RESUMO 

Ureases são enzimas níquel dependentes, que catalisam hidrólisc de uréia a amônia c 

dióxido de carbono, e são amplamente distribuídas em plantas, fungos c bactérias. A 

Canatoxina, uma isoforma de ureasc encontrada em sementes de Cwull'llf ill en.üjármi.1·, 

possui efeitos biológicos independentes da atividade ureolítica. Alguns desses efeitos 

também foram descritos para a urease de Bacillus pasteurii, como agregação plaquetária e 

interferência com o metabolismo de cicosanóides. Helicobacter pylori é uma bactéria 

produtora de urease e conhecido agente etiológico de patologias como: gastrite crônica, 

úlceras c câncer gástrico c duodenal. Considerando a importância dessa enzima para a 

bactéria H pylori e baseado em estudos prévios dos efeitos biológicos de ureascs bactcrianas 

e vegetais, este trabalho tem como objetivo a purificação da urease recombinante de H pylori 

e a caracterização de alguns de seus efeitos biológicos, com ênfase nos efeitos pró­

inilamatórios e de agregação plaquetária. A bactéria Escherichia coli SE5000 foi 

transformada com o plasmídeo pHP8080 contendo o opcron da ureasc de I f. pylori 26695. A 

expressão da urcase ocorreu por 18 horas, a 37°C e 180 rpm em meio de cultura LI3. A 

purificação foi realizada com quatro procedimentos: I) fracionamento com sulfato de 

amônio; 2) Cromatografia de troca iônica Q-sepharosc; 3) Cromatograf'ia de troca iônica 

Sourcc 15-Q, 4) Gel filtração em coluna Superose 6 f!R. A urease de ll. pylori induziu 

agregação plaquetária com EC50=200Jlg/ml. O efeito pró-inflamatório foi analisado em testes 

de edema de pata em camundongos e a urcasc induziu um efeito dosc-dependcnt.c, com um 

pico em 6 horas e aumento de até O, 4 mm na espessura da pata, sendo esse efeito 

parcialmente revertido por inibidores da síntese de leucotricnos (dexametasona e esculetina). 

Esses resultados estabelecem novos parâmetros para estudos de ureases já conhecidas e 

sugerem novas abordagens para o csclarcciménto do papel dessa enzima "as patologias 

geradas por H. pylori. 
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1. Introdução 

1.1 He/icobacter pylori 

!klicohacler pylori é uma cspiroqucta, gram negativa, microacrófila, com 2.5 a 5.0 

IJ.m de comprimento e 0.5 a 1.0 IJ.m de largura, que possui de 4 a 6 flagelos com 

aproximadamente 30 IJ.m de comprimento (Goodvvin el ai, 1990). Em 1982, Marshall e 

Warrcn isolaram pela primeira vez esse microrganismo, conduzindo a microbiologia gástrica 

à uma nova era (Marshall c Warren, 1984). A partir de 1984, tornou-se cada vez mais forte a 

associação de H pylori com patologias gástricas e duodenais. 

Atualmente, !!. pylori é reconhecida como o ugcnt<.: patológico de gastritc crônica, 

úlcera péptica e possivelmente no desenvolvimento de câncer gástrico c duodenal (Nil-I 

Consensus Conference, 1994). Estima-se que esse microrganismo pode ser encontrado em 

cerca de 50% da população mundial, c em pa~es subdesenvolvidos, pode chegar de 70% a 

90% de ocorrência. 

A histopatologia da infecção por H pylori caracteriza-se pela associação exclusiva 

dessa bactéria às células da mucosa gástrica, mas não ao epitélio do intestino delgado ou c·m 

metaplasia intestinal. A infecção é acompanhada por infiltração de células inflamatórias 

polimorfonucleares no epitélio, o que não é associado especificamente com modificações 

metaplásicas e formação de granuloma (Dixon, M. F; 1 995 ). A intensidade da inflamação 

pode ser altamente variável, desde uma infiltração mínima da lâmina própria com arquitetura 

glandular intacta até uma inflamação severa, com formação de micro abscessos (Genta & 

Graham, 1994). Em geral há degeneração das células epiteliais, com deplcção de mucina, 

vacuolização citoplasmática e desorganização de glândulas da mucosa. 

Sugere-se que a transmissão desse microrganismo possa ocorrer a partir de três rotas. 

A primeira c menos comum está relacionada ao contato de pacientes cc,m instrumentos 
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cndoscópicos contaminados (Akamatsu et a!., 1996), podendo ser evitada com a esterilização 

dos instrumentos (Katoh eJ a/., 1993; Tytgat, 1995). A transmissão !Ceai-oral Ç talvez a mais 

importante. Apesar de H pylori ter sido isolado das fezes de crianças infectadas (Thomas et 

al., 1992), o isolamento desse microrganismo das fezes não é comum, o que sugere que deva 

ocorrer dcscamação gástrica intermitente. Água contaminada por materia l !ceai pode ser 

também uma fonte importante de transmissão (Klein et ai., 1991 ). Por último, a via de 

transmissão oral-oral foi identificada em alguns casos na África, onde em algumas tribos, as 

mães pré-mastigam o alimento dos filhos (Megraud, 1 995). 

Muitos fatores de virulência estão envolvidos no mecanismo patológico da infecção 

por f!. pylori, incluindo várias enzimas (urcasc, catalase, lipase e algumas protcases) c 

toxinas, como a citotoxina vacuolizantc, codificada pelo gene vacA, c a proteína imunogênica 

CagA, coditieada pelo gene cagA, que estão localizados na ilha de patogcnicidadc (PA I). A 

PAI contém também diversos outros genes responsáveis pela virulência, expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-8) em células epiteliais, c expressão de um conjunto de 

proteínas formadoras de um sistema de secreção do tipo IV (T4SS) para o transporte da 

proteína CagA para células cucarióticas (Censini et a/. 1996; Pigueiredo et ai. 2005) 

1.2 A urease de Helicobacter pylori 

Un.:as~s (ur~u wnidullydrolasc; EC J.5.l. 5) stio enzimas níquel dq)clld~llll.:s (Dixon, 

N.C. et al, 1975) que catalisam a hidrólisc d uréia a amônia c ácido carbâmico. A urcasc é 

uma enzima altamente expressa por H pylori, podendo compor de 1 0% a 15% das proteínas 

totais dessa bactéria. A urease nativa de H. pylori possui massa molecular de 

aproximadamente 540 kDa, é uma metaloenzima níquel dependente c hexamérica. O 

monômcro é composto por duas cadeias polipcptídicas (UreA r30kDa] c Urci3 f62kDal) em 
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proporção I: I (Dunn e/ a/., I 990; Jlu & Moblcy, I 990). A afinidade d~ss 1 enzima pelo 

substrato uréia, com um Km - 0.3 mM, a torna cataliticamente eficiente até mesmo nas 

concentrações submillimolarcs de uréia presentes nos fluidos humanos (Dunn et a!., 1990; 

I lu & Moblcy, 1990). 

: roram descritos pelo menos sete genes envolvidos na produção da urcase. Os genes 

ureA c B codificam as duas subunidadcs que compõem a enzima, enquanto que os genes 

ureE. !·~ C, 11 codificam proteínas acessórias responsáveis pela incorporação do níquel no 

centro ativo da urcase. O gene urel codifica uma proteína que funciona como um canal na 

membrana externa . atu~m<.lo na inlt.:mali~:uc,:llo du uréia 1\léut desses genes. uma pmtdna 

transportadora de níquel é expressa a partir do gene nixA (Mobley et a!., 1995). 

A urease de H. py/ori é considerada um fator de virulência, sendo a sua atividade um 

marcador para diagnóstico uti lizado amplamente (Krogfelt et al., 2005). Mutantcs de H. 

pylori ureasc negativos são incapazes de colonizar leitões gnotobióticos c tampouco 

camundongos "nude". (Eaton et ai., 1991; Tsuda et ai., 1994). Supõe-se que a principal 

função dessa enzima está relacionada com a formação de um m icrocl i ma neutro para· o 

microrganismo no lúmen gástrico, possibilitando sobrevivência das bactérias em ambientes 

de pl I desfavorável. Apesar de inibidores de urcase terem sido uti lizados no tratamento de 

algumas destas patologias, seu uso foi cicscontinuado pelo fato de muitos pacientes 

apn.:sentarem reaÇões colaterais adversas. O uso clínico de ácido acctohidroxâmico, um 

inibidor de urease, causa depressão na síntese de DNA, afetando a medula óssea, além de ser 

tcratogênico em doses elevadas. 

Além desse efeito neutralizador da acidez gástrica, a urease de lJ. pylori está 

envolvida na ativação de fagócitos e na produção de citocinas inflamatórias (Harris et ai., 

1996). H. py/ori induz em macrófagos in vitro aumento da óxido nítrico sintasc induzívcl 
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(iNOS) (Wilson et ai., 1996), resultando em uma grande liberação de oxido nítrico, o qual 

está associado à ativação de células do sistema imune no tecido lesado. A degradação de 

uréia e, conseqüentemente, a liberação de amônia resulta em danos celulares (Barer et 

al.1988) e contribui na indução de vacuolização das células epiteliais gástricas, em conjunto 

CQm a toxina VacA. Esses dados sugerem que a urease seja importante também no 

desenvolvimento de lesões gástricas, e não só na manutenção da bactéria em pH 

desfavorável. 

1.3. Estrutura e função de Ureases 

As ureases de fungos e vegetais possuem unidades funcionais compostas por uma 

única cadeia polipeptídica com aproximadamente 90k.Da. Já as ureases bacterianas possuem 

unidades funcionais compostas por duas ou três cadeias polipeptídicas diferentes, que são 

homólogas às cadeias únicas das proteínas vegetais ou fúngicas (Mobley, H. L., 1995; Sirk.o 

A. & Brodzik R., 2000). A figura 1 ilustra as diferenças entre ureases vegetais e bacterianas, 

quanto às suas subunídades. 

Canavalia ensfformis 

Helicobacter pylori 

Bacillus pasteurii 

47% 

c:::::J -52% 41% 

Klebsiella aerogenes c:::J -
60% 53% 

52% 
- - - - --- ------- ---

59% 
--- - - - ----- - --------

54% 

Proteus mirabilis ~-------

840 

238/569 

1 00/126/569 

1 00/1 o 1/567 

100/109/567 

Figura J. Estrutura das ureases: Ureases vegetais, como a de Canavalia ensiformis, possuem apenas 

um tipo de subunidade, enquanto que as ureases bacterianas possuem dois (H pylori) ou três (K aerogenes; P_ 

mirabilis; 8. pasteurii). O número de aminoácidos de cada subunidade está indicado ao lado direito. A 

percentagem de identidade em relação à região correspondente da urease de C. ensiformis está indicada abaixo 

das barras. 
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Urcascs cst.-1o amplamente distribuídas entre fungos, bactérias c plantas. Em 

bactérias, estas enzimas estão envolvidas em vários processos patogênicos, como, por 

exemplo, em casos de infecção por Proteus mirabilis, na formação de cálculos urinários, 

incrustação de catétcr, pielonefrites, c até coma hepático. Em plantas, essas enzimas estão 

amplamente distribuídas, no entanto pouco se conhece sobre sua função fisiológica. Uma 

possível função para ureasc em plantas superiores seria a biodisponibilização de nitrogênio 

(Polacco & l Jolland, 1993). Constatou-se que, em plantas c culturas de tecidos vegetais 

desprovidos de urease, quer induzidos geneticamente, com o uso de inibidorc.-; de urease ou 

por remoção do n íqucl (Polacco & llolland, 1993 ), observa-se um acúmulo tk uréia ou um 

comprometimento do emprego de uréia como fonte de nitrogênio. 

O fato de a uréia ser uma forma de excreção de nitrogênio apenas em animais, ou 

seja, não é um metabólito majoritário nos vegetais onde esta enzima é abundante, constitui 

um entrave na argumentação de que a ureasc tenha como função a biodisponibilicladc de 

nitrogênio. 

Com a descoberta de duas isocnzimas de urease na soja (Polacco & l Iolland, 1984), 

surgiram algumas dúvidas a respeito da função dessas enzimas nas plantas. Na soja são 

encontradas urna urcasc ubíqua, presente em todos os tecidos da planta, c uma embrião­

específica, encontrada na semente madura, onde apresenta atividade ureol rtica I 000 vezes 

maior que a ubíqua (Polacco & llolland, 1984). Como a perda da urcasc embrião-espec ífica 

não acarreta danos visíveis na planta, acredita-se que esta enzima não desempenha função 

fisiológica ligada ao metabolismo de nitrogênio na planta. O fato do embrião em 

desenvolvimento produzir altas quantidades de uma enzima que praticamente não tem 

contato com o seu substrato, sugere que esta urease esteja envolvida em algum outro tipo de 

função, como por exemplo. a defesa da planta (Polacco & i Iolland, 1993). 
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1.4 Ureases como toxinas protéicas 

A canatoxina é uma proteína tóxica encontrada nas sementes de Canavalia 

ensif<mnis, letal para ratos c camundongos por via intrapcritoncal (Carlini & Guimarães, 

1981 ). Essa toxina possui também atividade inseticida (Carlini et a/., 1997; Ferreira-DaSilva 

et ai., 2000; Stanisçuaski et a!, 2005), o que reforça a hipótese de que as urcases estariam 

envolvidas nos mecanismos de defesa das plantas. 

Vários peptídeos internos da canatoxina já foram scqiienciados, obtidos por hidrólise 

trlptic:-~ ou por CJH.Joprotcinusc Lys-C, sendo que todos eles revdararu lllll alto grau de 

homologia com a seqüência primária de urease da C. ensijormis. A homologia da canatoxina 

com a urcase revelou-se maior na porção N-terminal desta, sendo que pcptídeos que se 

alinharam com a porção C-terminal da ureasc, mostrarem substituição de vários aminoácidos, 

algumas não conservativas. Também a composição percentual de aminoácidos é indicativa de 

uma grande semelhança das duas proteínas. 

t\ partir dessa evidência a canatoxina foi caractcri:T.<tda como uma v.:triantc da urcasc de 

C cnsiformis, sendo um dímcro ele cadeias de 95 kDa (rollmcr et ai 200 I). As duas 

isoformas de urease podem ser separadas a partir do extrato bruto de C. ensiformis, sendo 

CJUC a canatoxina apresenta mnior avidez por metais (ZnH c Co'') em cromatop,rafi~, de 

afinidade em metal imobilizado, o que permitiu o estabelec imento de protocolos de 

purificação para a obtenção das isoformas altamente purificadas (Follmer et a/2004). 

Apesar da alta homologia, a canatoxina purificada apresenta apenas 20-30% da 

atividade ureolítica da urcase de C. ens(forniis. Postula-se que as urcases dessa planta 

possuem domínios protéicos distintos, os quais são responsáveis por atividades biológicas 
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diferentes: um domínio com atividade hidrolítica sobre uréia, suscetível de inibição por 

agentes quclantcs c oxidantcs; c pelo menos mais um outro domínio, níquel c tio! 

independentes, que seria responsável pelo::, seus efeitos biológicos (Follmer et al, 2001; 

Follmcr et a/, 2004a) 

• 

1.5 Efeitos biológicos da canatoxina 

A canatoxina apresenta uma série de efeitos biológicos que parecem estar relacionados 

com a capacidade da proteína em ativ:~r os sistcmns sccrctórios ck rlivcrc;os tipos n~hd:m·s . 

Tal efeito sccretagogo da canatoxina envolve mediação por mctabólitos do ácido 

araquidônico via lipoxigenascs. A tabela 1 expõe alguns dos efeitos da canatoxina. 

A canatoxina, quando administrada intraperitonealmentc em ratos c camundongos 

(DL50 de 0.4-0.6 c 2-3 mg/kg respectivamente), induz alterações respiratórias. convulsões c 

morte (Carlini & Guimarães, 1981; Carlini et a!, 1984). Em doses subconvulsivantcs, a 

canatoxina promove um aumento dos níveis plasmáticos de gonadotrofinas (Ribciro-daSilva 

et ai., 1989), de insu lina, de modo dose c sexo dependente em ratos (R ibe iro-daSilva & 

Prado, 1993), c apresenta também efeitos pró-inflamatório (Benjamin ela/., 1992). 

Em ensaios in vitro, a canatoxina apresenta uma potente atividade secretagoga 

quando admini strada em doses nanomolares em diversos tipos de cé lulas, induzindo secreção 

de grânulos plaquetários e agregação plaquetária (Carlini e/ al, 1985), secreção de dopamina 

c serotonina em sinaptosomas de cérebro total de rato (Ba~ja-Fidalgo et a!., 1991b), liberação 

de histamina em mastócitos (Grassi-Kassisse & Ribeiro-DaSilva, 1992), secreção de insulina 

em ilhotas pancreáticas isoladas (l3arja-Fidalgo, 1991 ), c I ibcração de cnLimas li sossomais 

em macrófagos (Ghazalch, 1992). 
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TABELA !. Efeito secretagogo da canal o:-: · •a : modulação por inibidores de lipoxigenase . 

MODELO EFEITO DEso INIBI DOR DOSE INIBIÇÃO 

Plaquetas, coelho agregação 300 nM NDGA 520 flM 50 
ETYA 19 flM 50 

BW755C 50JtM 50 
secreção: serotonina 300 nM NDGA 500 ~~M 75 

Esculetina 100 flM 87 

Sinaptossomas, rato secreção: serotonina 500 nM NDGA 200 ~1M 90 
Esculetina 100 flM 90 

secreção: dopamina 2JtM NDGA 200 JIM 42 

lhotas pancreáticas, rato secreção de insulina 500 nM NDGA 200 pM 70 
Esculetina 100 11M 36 

Masfócitos: rato secreção de histamina 500 nM não testado 

macrófagos, camundongo secreção: enzimas 200 nM NDGA 150 11M não 111ibe 

Rato, in vivo hipoglicemia 0,4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 100 
Esculetina 125 mg/Kg 100 

Rato, in vivo hiperinsulinemia 0,4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 100 

Rato, in vivo hipoxia 0,4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 72 
Esculetina 125 mg/Kg 50 

Rato, in vivo Edema de pata 0,4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 66 
Esculetina 125 mg/Kg 50 

Rato, in vivo convulsões 0,4 mg/Kg NDGA 125 mg/Kg 75 

(aXCarlini etal., 1985); (b) (Batja-Fidalgo etal., 1991a); (c) (Barja-Fidalgo etal ., 1991b); (d) 

(Grassi -Kassisse & Ribcir(h]aSilva, 1992); (c) (Ghazaleh e/ ai., 1992); (0 (Ribciro-daSilva et ai., 

1986); (g) (Ribeiro-daSilva & Prado, 1993); (h) (Ribeir(h]aSilva et ai., 1992); (i) (Benjamin e/ 

ai., 1992; Ribeiro-daSilva et ai., 1992). 
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A maioria dos efeitos descritos para a canatoxina, tanto in v;vo quanto in vitro, 

envolve mediação por mctabólitos do ácido araquidônico via lipoxigcna~cs, já que esses 

efeitos são bloqueados por inibidores de lipoxigcnase (ácido nordihidroguaiaretico c 

csculetina), e não por inibidores de cicloxigenascs (Benjamim et al, 1992; Cnrlini et a/, 1 985; 

Ba~ja-Fida lgo et a/, 1991; Ribciro-Dasilva et a/, 1989). A canatoxina também apresenta um 

2+ 
efeito inibitório sobre a acumulo de Ca em vesículas do retículo sarcoplasmático, resultante 

21 21-
da atividade enzimática de uma Ca Mg -ATPase presente. A toxina parece dcsacoplar o 

transporte de cálcio, através da membrana, da atividade hidrolítica da enzima sobre o ATP, 

um dado relevante para o entendimento das propriedades sccretagogas desta proteína (1\lvc~ 

et ai., 1992). 

O efeito pró-inflamatório atribuído a essa toxina, foi caracterizado pela indução de 

migração de neutrótilos c monócitos nas cavidades pcritoneal e plcural, a lém de apresentar 

ação no modelo "air pouche ", mediada pela liberação de fatores quimiotáticos de 

macrófagos peritoneais (Barja-Fidalgo et ai., 1992). Em ensaio de edema de pata em ratos, a 

inflamação é dose dependente com pico máximo após 6 horas da injeção intraplantar c com 

redução tota l em 48 horas, em doses de 50 J..l.g c I 00 ).lg de canatoxina por pata. Este 

fenômeno parece ser mediado por metabólitos da lipoxigenase, provavelmente leucotrienos, 

atuando na in filtração celular intensa no local da inflamação ([Jcnjamin l'l oi .. I 1l92). 

A ureasc de C. ensiformis apresenta alguns efeitos biológicos em comum com a 

canatoxina, como a ativação de plaquetas, interação com glicoconjugados de membrana e 

atividade inseticida, porém não é tóxica quando administrada intrapcritoncalmcntc em ratos e 

camundongos (Follmcr et a/, 200 I; Follmcr et ai', 2004b). 
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Outros estudos mostraram que as várias atividades biológicas descritas para a 

canatoxina não são dependentes da atividade urcolítica da molécula. Assim, a canatoxina 

tratada com 200 j..lM de p-hidroximercuribenzoato perde totalmente a atividade ureolítica, 

mas mantém inalterada a sua atividade tóxica em camundongos, ainda induz agregação 

plaquctária, produz hcmaglutinação indireta c mantém sua atividade inseticida. As mesmas 

observações foram feitas para a urease trata<...t com p-hidroximercuribenzoato (roilmcr et ai., 

2001 ), A Tabela 2 resume os dados comparativos disponíveis para as urcascs de C 

ensi}ormis. 
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Tabcht 2: Propriedades tlsico-químicas e biológicas da canaloxina e a urease clássica de C. ensiformis. Dados adaptados de Follmer et ai (200 I). 
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1.6 Eicosanóidcs 

Os eicosanóidcs são autacóides derivados do ácido araquidônico por rotas 

metabólicas distintas, entre as quais a via das cicloxigenascs c a via das fipoxigenascs (figura 

2), hoje reconhecidos corno segundo mensageiros envolvidos na transdução de sina is numa 

vasta gama de fenômenos tisiológicos e patológicos. Ainda não está completamente 

elucidado o papel fisiológico dos metabólitos derivados da via de lipoxigenasc, como 

lcucotricnos, lipoxinas c ácidos graxos hidropcróxidos ((ioodman ela/, 200 I). 

O ácido araquidônico, atuando diretamente ou na forma de seus mctabólitos, 

á.:l>sanó iJ~s, n.:gula uma s~ri~ J~ li.tuçtks cdularcs (Sakata et ui., 19~ ·;; Sumida et ui., I YI)J ). 

Além disso, modificações no metabolismo do ácido araquidônico estão envo lvidas em muitas 

alterações patológicas (Goetzl et ai., 1995). 

Existem muito indíc ios de que os produtos de lipoxigenascs, como os leucotricnos, 

estariam envolvidos nos processos sccrctórios de diferentes tipos celulares (Snidcr et ai., 

1984; Mctz, 1985b; Metz et a/., 1983a; Mctz et ai., 1983b; Mctz et ai., 1983c); Sasakawa et 

ai., 1984; Piomellí et ai., 1987; Naor et ai., 1985). Os leucotrienos também são considerados 

mediadores de distúrbios anafiláticos c inflamatórios (Engels, r . and N ijkamp, r.P; 

Pharmacological inhibition of lcukotricnc actions. ( 1998) Pha rm. World Sei. 20, 60-65.). 

Os produtos de ciclooxigenascs estão cnvolvimos na patogêncsc de várias doenças 

intlamatórias, como atcrosclcrosc devido ao potencial inflamatório de PGE2 c tromboxana 

A2, (Linton et ai., 2004) bem como seu envolvimento na patogênesc da atcrosclcrose c no 

desenvolvimento de problemas vasculares dccurrentes da diabetes (Natarujan & Nadlc, 

2004). 
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1. 7 Objetivos 

Considerando estudos anteriores das propriedades biológicas da.... urcascs de C. 

ensiformis, principalmente o efeito seeretagogo, a ativação plaquetária e o efeito pró­

inflamatório descritos para a canatoxina, nossa hipótese de trabalho foi a de que a urcase de 

I I. pylori poderia apresentar também essas propriedades. 

Este trabalho teve como objetivo a purificação da urease de H. pylori e a investigação 

comparativa de possíveis efeitos biológicos dessa enzima in vivo c ex vivo, com ênfase no 

efeito pró-inflamatório e na agregação plaquetária. 

As etapas para a reali:rl!ção do proposto envolveram: 

• Desenvolver um protocolo para purificação da urcase de H. pylori recombinante; 

• Investigar a capacidade da urease de H pylori em induzir agregação plaquetária, 

comparando-a com a canatoxina; 

• Investigar se a urease de H pylori apresenta propriedades pró-inflamatórias utilizando 

o modelo in vivo de edema de pata em camundongo em comparação com a canatoxina; 

• Testar vias metabólicas envolvidas nos efeitos da urcase de H. pylori na indução de 

edema de pata em camundongo. 

20 



2. Materiais e Métodos 

2.1 Manipulação bacteriana 

2.1.1 Linhagem bacteriana 

A linhagem E. coli SESOOO [r- araD193 il(argr lac)U169 rpsL15 0 rclAl ftbl35301 

deoCl ptsr25 rbsR rccA56l foi utilizada como vetor de expressão da urcasc rccombinantc de 

H pylori (gentilmente cedida pelo Prof'.Dr. llarry L.T. Moblcy - Univcr·.;t)' of Michigan 

Medicai School) 

2.1.2 Cultivo bactcriano 

O meio de cultura utilizado para o cultivo de E. co/i foi o Ll3 (Luria-l3crtani) com pll 

7.0, sendo composto de triptona (I Og/L), extrato de levedura (Sg/L) e Na CI ( l Og/L). Para 

meio sólido, era adicionado 15g de ágar por litro de meio. 

2.1.3 Tranformação bacteriana 

A preparação de células competentes para transformação seguiu o protocolo adaptado 

de SAMI3ROOK & RUSSELL (2001). As transformações foram feitas por choque térmico e 

as célu las transformadas foram plaqucadas em urea seKre~ation agar (I lu et a/, 1992) após 

uma hora de recuperação em meio LB a 3 JOC. 

2.1.4 Vetor plasmidial 

roi utilizado o plasmídco pl IP8080 (cedido gentilmente pe lo Dr. I larry L.T. Moblcy ­

Univcrsity of Michigan Medicai School). A tigura 3 mostra a estrutura do plasmídeo 

pHP8080. 
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2.1.5 Seleção de recombinantes 

A seleção de recombinantcs se deu através do plaqueamento em urea seKreRafion 

a?,ar (!lu et ai. 1992), onde se pode identificar as colônias produtoras de urcasc pe lo aumento 

de pll o qual modifica a coloração do mcin para vermelha pela prc:-:cnça do marcador 

vcrm(;lho de cresol. 

2.2 Expressão e purificação da urease recombinante de H. pylori 

2.2.1 Pré-inúculo c indução 

Colônias isoladas do urea segregation agar foram inoculadas em meio de cultura LIJ 

com cloranfenicol (20J..1g/ml) . Este pré-inóculo foi crescido overnight (0/N, ~ 16 horas) a 

37°C, e adicionados em proporção 1:100 em LB contendo cloranfeníeol e NhCI (1J..1M) foram 

inoculados com 5 mL do pré-inóeulo. O cultivo·foi incubado a 37°C por cerca de 16 horas 

sob agitação. 
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2.2.2 Preparação de extratos brutos a partir dos cultivos 

Após o desenvolvimento das cepas o cultivo foi centrifugado em Sorvaii-Pius RC5b, 

a SOOOG, a 4°C, durante lO minutos. O material sobrenadante foi desprezado c o precipitado 

suspenso em tampão 20mM NaP3, SmM 13-mcrcaptoctanol, l mM EDTA pll 7.0 (tampão de 

extração). 

As células suspensas no tampão de extração foram lisadas, com a utilização de ultra­

som (Ultrasonic llomogenizer 4710), com lO pulsos de 5 minutos, sob banho de gelo. Em 

seguida esse material foi novamente centrifugado em Sorva) Plus RC 5b, a 25000G, durante 

20 minutos, o material insolúvel foi descartado e o sobrenadante denominado como Extrato 

Bruto. 

2.3 Purificação da urease recombinante de H~ pylori 

2.3.1 Fracionamento por precipitação com Sulfato de Amônio 

O extrato bruto obtido a partir do cultivo das células transformantcs de E. co/i 

SE5000 foi dialisado contra o tampão de extração. Após a mensuração do conteúdo protéico 

c da atividade urcolítica do extrato bruto, este foi submetido ao fracionamento por 

precipitação com sulfato de amônio, obtendo-se assim três frações: 1- Precipitado de 0-30%; 

I l - Precipitado de 30-60%; III- Sobrcnadante de 60% de saturação. 

As ti·ações f01 ... m dialisadas para a retirada do sulfato de amônio e quantificadas 

quanto ao conteúdo protéico c atividade urcolítica. 
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2.3.2 Cromatografia de troca iônica Q-sepharose 

A fração rica em atividade ureolítica foi submetida a cromatografia de troca iônica Q­

sepharose, na proporção de lmL de resina para cada lOmg de proteína; a resir. 1 foi 

equi librada em tampão de extração. Após a adsorção da amostra à resina, esta foi lavada com 

o tampão de equilíbrio e então eluída com gradiente descontínuo: Os tampões de cluição 

foram: 1 a eluição - Tampão de extração mais I 00 mM NaCI; T eluição - Tampão de 

extração mais 200mM NaCI; 3" eluição- Tampão de extração mais 300mM NaC I; 4" cluição 

- Tampão de extração mais IM NaC I. 

2.3.3 Cromatografia de troca iônica Source 15-Q 

A fração rica em atividade ureolítiea oriunda da cromatografia anterior foi dializada 

para a retirada do sal e submetida a uma nova cromatografia de troca iônica Source 15-Q, 

esta adaptada em um sistema de I'PLC. A coluna foi equilibrada com tampão de extração pH 

7.5, c o sistema foi programado para gerar um gradiente · contínuo de NaCI ao longo da 

c luição da amostra. Após a coleta dos picos cromatográficos, foram realizados ensaios de 

dc1crm inação de atividade urco lítica. 

2..3.4 Cromatografia de exclusão molecular 

A fração rica em urease na cromatografia de troca iôn ica Source 15-Q foi submetida à 

cromatografia de gel filtração em coluna Superose 6, equilibrada com tampão de extração, 

em FPLC-System, obtendo-se assim a urease recombinante purificada. 
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2.4 Medida de conteúdo protéico e atividade enzimática 

2.4.1 Conteúdo Protéico 

A determinação do conteúdo protéico das amostras foi realizada a partir dos métodos 

de absorção no ultravioleta em comprimento de onda de 280nm, utilizando cubctas de 

. quartzo com passo óptico de I em, c o método de l3radford (l3radford, 1976). 

2.4.2 Detecção de atividade ureásica 

AI íquotas de amostras de todas as etapas de pu ri fi cação foram incubadas com l OmM 

de uréia. a 37°C, em tampão Pl3S IX pll 7,0 (tampão fosfato 20mM, 150 mM NaCI pll 7,0). 

A amônia liberada pela urcasc foi quantificada colorimetricamcnte pelo método de fcnol­

hipoclorito (Wcathcrburn M W, 1967), utilizando-se uma curva padrão de sulfato de amônio 

na tàixa de 15 a 250 nM. Uma unidade enzimática de urcasc foi definida como a quantidade 

de enzima capaz de I iberar 1 f.Lmo1 de amônia por minuto, em pll 7,0 a 37°C. 

2.5 Ensaios em modelos in vivo c ex vivo 

2.5.1 Ensaio de agregação plaquetária 

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado a partir de sangue de coelho coletado 

da artéria central auricular, na presença de citrato de sódio na concentração tina! de 0,313% 

(p/v) as amostras de sangue foram centrifugadas a 200 X G, por 20 minutos a temperatura 

ambiente para a obtenção de plasma rico em plaquetas. A agregação plaquctária c o "shape 

change" foram monitorados por turbidimetria usando Lummi-agregômetro (Chrono-Lc~ Co. 

llavcrtown. Pa.) c registrada por 3 minutos. A agregação plaquctária também foi monitorada 

utilizando leitor de microplacas SpcctraMax (Molecular l)eviccs, USA). As amostras de 
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urcasc foram adicionadas em placas de 96 poços com fundo plano e completadas para o 

volume finas de 50J..LL com solução salina. A agregação foi ativada com a adição de 1 ÜÜJ.lL 

da suspensão de plaquetas. A placa foi incubada por 2 minutos a 37°C antes do início da 

agitação c leituras que foram acompanhadas a cada li segundos em comprimento de onda de 

650hm, durante 20 minutos. A mudança da turbidez foi medida por unidades de absorbância 

c os resultados expressos como a área sob a curva de agregação. 

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 traseira direita foram aplicados com injeção sub-plantar 30 J..LL de amostra em diferentes 

concentrações, diluídas em tampão c como controle negativo interno, no mesmo animal, pata 

esquerda traseira 30 J..LL de tampão. A evolução do edema foi acompanhada durante 48 horas 

através da medida da pata com uso de micrômetro (Mitutoyo O - 25 mm x 0,002). roram 

realizados ensaios com inibidores de tosfolipase A2 (dexamctasona) c lipoxigcnasc 

(csculctina). Em cada grupo toi administrados 0,5 mg/kg de cada inibidor 24 horas e uma 

hora. respectivamente, antes da injeção de 30J1g da urease de H. pylori. 

2.5.3 Análise estatística 

Os dados foram analisados por ANOV A seguido por Turkey-Kramcr utilizando o 

programa lnstat Graf Pad c o valor de p < 0.05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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3. Resultados 

3.1 Purificação da urease recombinante de H. pylori 

O método de purificação foi desenvolvido com o objetivo de aumentar o rendimento 

da metodologia descrita por (Hu et a/, 1992). A figura 4 representa o fluxograma de 

purificação da urease de H pylori. 

[ I trato Bru o) 

( Precipitação 1 
(NH4),S04 J 

I I I . Prec. 30 - 60% I 
( III: Sobr >70%] 

I: Prec. O - 30% J ( Q-SepharoseJ 

[ L: Não Retido J [ t• Eluição J 
~a\1100 m1vl 
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NaCI200mM NaCI300mM 

l I 
Som~P. 1 1-0 

Eluição NaCI cerca de 100mM J 

I Gel Filtração Superose 6 

1 UREASE de H. py~o1 il 

Figura 4: Fluxogrnma de purificação da urease de H. pylori. Em vermelho estão representadas as frações ricas 

em atividade ureolítica, em azul estão destacados os métodos utilizados. 
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Durante a purificação, a urease de H pylori manteve-se solúvel sem a necessidade de 

nenhum tratamento em especial, essa enzima se mantém estável por cerca de duas semanas 

no tampão de extração e sob refrigeração, perdendo gradualmente sua atividade ao longo 

desse período. 

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

troca iônica Source 15-Q, onde a fração rica em atividade ureolítica é eluída com cerca de 
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Figura 4: Perfil cromatográfico da urease de H.pylori em cromatografia de troca iônica em coluna Source l5Q. 

- Representa a fração com atividade ureolítica. 
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A figura 5 ilustra o perfil cromatográfico da urease de H pylori em cromatografia de 

exclusão molecular em coluna Superose 6. 
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Figura 5: Perfil cromatográftco da urease de H.pylori em cromatografta de exclusão molecular em coluna 

Superose-6. - Representa a fração com atividade ureolítica, o volume de eluição, conforme curva de 

calibração da coluna é de 540 kDa, equivalente ao hexâmero da urease de H.pylori. 
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3.2 Agregação plaquetária 

A figura 6 apresenta uma curva dose resposta para a agregação plaquetária induzida 

por I IPU em plasma rico em plaquetas de coelho com DE5o de aproximadamente 150 J.lg/mL, 

com "shape change" c agregação semelhante a agregação induzida por colágeno c 

canatoxina. 
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Figur:t 6: A) Curva dose re~posta de agn;gação plaquetária induLida por urease recombinante de 1!. pylori. 

l·:xpcrimcnlo rcprcscnlalivo da média de quadriplicatas. B) Indução de agregação plaquetária por canatoxina e 

urea:;c. 1\daplauo uc Follmcr et oi. 200 l. 
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3.3 Edema de pata em camundongos 

O potencial pró-inflamatório da urease de H pylori foi testado através do ensaio de 

edema de pata em camundongos, com a injeção sub-plantar da amostra (0,5; 5; 30 e 45 ~g). 

Como resultado obteve-se uma resposta com a formação de edema dependente da dose 

administrada, com pico entre 4 e 6 horas e redução completa em 24 horas (figura 7 A), o que 

sugere que esta molécula tem potencial pró-inflamatório Este resultado é semelhante ao 

edema induzido por canatoxina em ratos (figura 7 B). 
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Figura 7. A) Curva dose-resposta do edema de pata induzido por HPV em camundongo. Grupos de nove 

camundongos foi utilizado em cada Jose c a amostra foi injetada na pata direita num volume linal dt: 30 fll. 

Como controle, a pata esquerda loi injetada com soro fisiológico. B) Adaptado de Benjamin C.F; Toxicon, 

1992; Curva dose-resposla do edema de pata induzido por canatoxina em rato. As doses são 50 (0); 100 (u); 

20d ( •) and 300 (A) jlg/pala. 
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3.4 Efeito de inibidores da síntese de eicosanóides em edema de pata em camundongos 

induzido por HPU 

O efeito dos inibidorcs dcxamctasona c csculctina foram investigados no modelo de 

edema de pata. A figura 8 ilustra o resultado obtido. 
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F'igura 8: Efeito da dcxamctasona c csculctina no edema de pala em camundongos induzido por 30J.tg de ureasc 

Lk //. pylori. In sei, curva representativa do experimento. Foram administrados 0,5 mg/kg dos inibido, es em 

gruJXlS de sete a nove camundongos .. * P<0.05; ** p < 0,0 I. 

4. Discussão 

As urcascs apresentam estruturas e mecanismos de ação catalítica altamente 

conservados. Apesar disso, pouco se sabe sobre as funções fisiológicas das ureases na 

maioria dos organismos. A ampla distribuição das ureascs em sementes de leguminosas c o 
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padrão de acumulação dessa enzima durante a maturação da semente, sugere uma função 

importante nas plantas (Polacco & Holland, 1993). 

A canatoxina, uma das isoformas de urcase da C. ensifórmis, apresenta diversas 

atividades farmacológicas independentes da atividade enzimática. Como não há um consenso 

a respeito da função fisiológica das urcascs, uma abordagem não enfocada na atividade 

enzimática pode vir a esclarecer a presença c a função dessa enzima em organismos 

evolutivamente distantes. 

No caso de 1!. py/ori, não se sabe ainda ao certo de que modo a ureasc está envolvida 

na patogêncse. Uma análise que delimite o verdadeiro espectro de ação dessa enzima desde a 

colonização até o estabelecimento da doença é necessária para um entendimento aprofundado 

dessa patologia. 

Os dados aqui apresentados sugerem possíveis novas funções para a urease de H. 

py/ori, além da neutralização do pl-1 no sítio de colonização da bactéria. A capacidade que a 

urcasc de H. py/ori possui de ativar plaquetas (figura 6) é interessante ao demonstrar que essa 

enzima tem a capacidade de interagir isoladamente com outros sistemas celulares. Esse 

resultado pode indicar uma possível relação da enzima com a microcirculação gástrica e 

conscquentcmcnte com o desenvolvimento da infecção. A ativação plaquctária é um 

mdicativo que a urcasc de li py/ori pode interagir também direta, ou indiretamente com 

células de defesa, com implicações no desenvolvimento da inflamação gástrica local, que 

acomete os portadores da doença. 

Quanto ao efeito pró-inflamatório, o ensaio de edema de pata em camundongos 

apresentou resultado semelhante ao da canatoxina, com pico entre 4 e 6 horas após a 

administração. O resultado sugere que a urease de H. pylori possa atuar em conjunto com 
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outros fatores para indução de inflamação durante a infecção por H. pylori, que é 

caracterizada pela infiltração de células inflamatórias na lâmina própria gástrica. 

À semelhança da canatoxina, o efeito pró-inflamatório c de agregação plaquctária da 

urcasc de H. pylori é mediado por eicosanóides da via de lipoxigenases. Essas propriedades 

em comum reforçam a hipótese de que a urcasc é um fator muito mais importante c ativo na 

patogêncse da doença causada por H. pylori do que se supõe atualmente. Conhecendo melhor 

a<; funções fisiológicas das urcases, será possível a utilização de drogas com efeito 

antagonista à ureasc para o tratamento de doenças causadas por bactérias produtoras dessa 

enzima. 

5. Perspectivas 

É necessária uma investigação mais aprofundada das funções biológicas da urease de 

fi. pylori. Com esse objetivo em mente, o projeto tem como perspectivas o estudo do efeito 

da urcasc de !f. pylori em células do sistema imunológico, tais quais macrófagos, c 

ncutrófilos, através de experimentos que avaliem o potencial quimiotático dessa molécula 

nesses sistemas. 

A análise comparativa entre as ureases bacterianas têm muita importância para as 

conclusões finais do projeto, possibilitando a corroboração dos dados aqui obtidos. A 

possibílidade da existência de um padrão de atividades biológicas entre as urcases de 

diferentes fontes é. fundamental para as conclusões finais acerca do projeto. Tendo isso em 

mente, está em andamento a purificação da urease de P. mirahilis para a posterior utilização 

em novos ensaios biológicos. 

Como objetivos finais, a relação estrutura-atividade é muito importante para a 

identificação dos domínios envolvidos nas atividades biológicas, já que existem muitas 
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evidências que indicam que não há correlação da atividade enzimática com os efeitos 

biológicos associados a essas enzimas. 
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