UNIVERSIDADE FEDEREAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOFISICAE
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

Urease de Helicobacter pylori: interacdo com membranas
de plaquetas

Adriele Scopel Guerra

Trabalho apresentado como um
dos requisitos para a obtencéo
do grau de Bacharel em
Ciéncias Biol6gicas — Enfase
Molecular, Celular e Funcional.

Orientadora: Dra. Célia Regina Ribeiro da Silva Carlini

Co-orientador: Dr. Deiber Olivera Severo

Porto Alegre, Junho de 2011



Este  trabalho foi realizado no
Departamento de Biofisica, Instituto de
Biociéncias, e com apoio da Fundagéo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (FAPERGS), do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico (CNPq), da Coordenacdo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e da Financiadora de
Estudos e Projetos (FINEP).



Membros da Banca Examinadora

Prof. Dr. Guido Lenz

Departamento de Biofisica, Instituto de Biociéncias — UFRGS

Dr. Antbnio Frederico Michel Pinto

Centro de Biotecnologia, Instituto de Biociéncias — UFRGS

Prof®. Dra. Célia Regina Ribeiro da Silva Carlini

Centro de Biotecnologia, Instituto de Biociéncias - UFRGS



AGRADECIMENTOS

Agradeco minha orientadora Célia Carlini pela oportunidade de estagiar no Laprotox e

por todo o trabalho de orientacéo.

Agradeco meu co-orientador Deiber por me acompanhar em todo esse trabalho desde a
elaboracdo do projeto até aos trabalhos de bancada, e também por aguentar minhas teimosias

que acompanharam os experimentos e a elaboracdo desse manuscrito.

Agradeco também aos meus colegas de Laprotox: Augusto, Anne, Angela Piovesan,
Angela Menegassi, Arlete, Diogo, Fernanda, Fernanda Lopes, Helena, Juliana, Karine,
Marina, Monica, Mayara, Melissa, Rafael, Rodrigo, Valquiria, Tinoko, Vanessa por tornarem

o dia a dia no laboratorio mais divertido mesmo nos dias de stress.

Agradeco minha familia pele apoio, carinho e amor em todos 0s momentos.
Principalmente meus pais Sergio e Carmen e meu irmdo Gregori que mesmo estando longe

estavam sempre dispostos a me ouvir.

Agradeco também meu namorado Jodo por estar ao meu lado o tempo todo, pelo
carinho e compreensdo, por me buscar e me levar para o campus do vale sempre que preciso...

Te amol!



INDICE

RESUMO ...ttt b e s st et e e s b e e be e ar b e e beeanbeesbeeanbeenreeantaeas 6
1 INTRODUGAO ...ttt 7
1.1  ESTRUTURA E FUNGAO DE UREASES .....cccuttiiiiieitiieeitieesiteeessine e stee e staeesieessnneessnsaesnnneas 7
1.2 HELICOBACTER PYLORI ..utviiieiiitieeeeitteeeeesitteeeesatteeeesssbeeeessaseeeesansaeeessanbesaessssseeesasnnnens 9
1.3 A UREASE DE H. PYLORI cuuttiiciiitiiie ettt ettt ettt ettee e e et e e e natr e e e e staae e e s ennaeeeeeenres 11
1.4  PLAQUETAS E AGREGAGAO PLAQUETARIA .....ooitiiiiieitieiteesieestaessessaeesteesseesnessnaeensees 14
T O =5 1 LV 1 SRR 17

2 MATERIAIS E METODOS.......cooi ittt enes sttt en s 18
2.1 UREASE DE H. PYLORI teitiiiiiiciiieiie sttt sttt e et e e et annaenneeanes 18
2.1.1 Manipulag@o DACIEITANG .......ccveveieiiiiire e 18
2.1.2 EXPressdo da HPU ... 19
2.1.3 PUFTICAGAD ..ottt bbbt bbb 20

2.2 SUBUNIDADES DA UREASE DE H. PYLORI .uvveiiiieiiiresieeesteeesieeesteeesive e snvee s e e snnneeans 21
2.2.1 Manipulagao BaCLeriana............cccveiueiieiieie e 21
2.2.2 Confirmacao da transformacao ...........cccccveiieiiiiice e 22
2.2.3 Inducdo das células para expressao das proteinas..........cccceveeveereeresiieseeseenenns 22
2.2.4 Purificacdo das subunidades recombinantes da HPU................ccccceviiiivicciecne, 22

2.3  MEDIDA DE CONTEUDO PROTEICO E ATIVIDADE ENZIMATICA ...coooiiiiieeiiiiiee e ciieee e 24
2.3.1 CoNtEUO ProtEICO. ... .ccuiiuieiiieie ettt ettt st 24
2.3.2 Detecgd0 de atividade UrEASICA ..........coveuerueieiirierieeeie e 24

2.4 ENSAIO DE AGREGAGCAO PLAQUETARIA.......ociiiteiititeiiteeesteeesieeesieeesnaeeesneeessnaeeanneeeans 24
2.5 WESTERN BLOT oottt e e e et e e e e eabae e e e e abae e e s enbreeeeanns 25
2.6 ALINHAMENTOS E ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA ......ccuviiieiiiiieeecirieeeeeiiree e e e sineee e 25
2.7  ANALISE ESTATISTICA .o iiittite e i ittt e e ettt e e et e e e e ettt e e e s s bt e e e e e st e e e e s snbseeeesanbaeeeesnreneeeanns 26

3 RESULTADOS . ...ttt ettt et e et e e te e saee e be e s raeateeas 27
3.1 TRANSFORMACAO, EXPRESSAO E PURIFICACAO DA UREAEUREB...........ooecvvvvienn, 27
3.2  INTERAGAO PLAQUETAS UREAEUREB.........coiiiiie e 29
3.3 ALINHAMENTOS ..etietitteeeeeiitteeeesetreeeeeetbeeeessibbaeeesasaresessaabaseessbbeeeesasseseessasbaeeesasreeeenns 32
3.4 INTERAGAO DA HPU COM PLAQUETAS ....ccctiieitieeiieeesteeesreeesnteeesnneeesnneessnaeessnneeesnneas 35

A DISCUSSAOQ .....ooieeeeeeeeeeteeee ettt n s 36
5 CONCLUSOES ..ottt 38
6 PERSPECTIVAS PARA A SEQUENCIA DESSE TRABALHO.......cccooocvveieen 39
7 REFERENCIAS ...ttt ettt een s 40



RESUMO

Ureases sdo enzimas niquel-dependentes que catalisam a hidrdlise da uréia em amonia e
dioxido de carbono. Helicobater pylori € uma bactéria Gram negativa que parasita o epitélio
gastrico humano, e é considerada um fator de risco associado a Ulceras géstricas e duodenais
por mecanismos que ainda ndo sdo bem compreendidos. Estudos mostram, ainda, uma
correlacdo entre a infec¢cdo com H. pylori e doencas cardiovasculares. A urease produzida por
H. pylori (HPU) é considerada um fator de viruléncia, pois sua atividade ureolitica aumenta o
pH do meio possibilitando a colonizagdo do epitélio gastrico. Nosso grupo mostrou que HPU
induz agregagdo plaquetaria de maneira independente da atividade ureolitica, induzindo a
secrecdo de ADP plaquetéria pela via de lipoxigenase. Outros resultados sugerem que a HPU
recruta a mesma cascata de sinalizacdo utilizada pelo coldgeno na agregacdo plaquetaria.
Mostramos aqui que as subunidades de HPU, UreA e UreB ndo sdo capazes de induzir
agregacdo em plaquetas de coelho, porém agem como inibidores da agregacdo plaquetaria
induzida por indutores cléssicos como ADP e colageno. Além disso nossos resultados
indicam que a HPU interage com a glicoproteina VI de membrana (GPVI), que é um
conhecido receptor de colageno. Essa nova capacidade farmacoldgica de HPU reforca a
hipdtese de que essa proteina pode desempenhar um importante papel na patogenicidade de
doengas cardiovasculares indiretamente causados por H. pylori. Outros receptores de

membrana, envolvidos na agregacdo plaquetaria, também serdo investigados.



1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura e Funcéo de Ureases

Ureases (ureia amidohidrolases, EC 3.5.1.5) sdo enzimas niquel-dependentes que
catalisam a hidrélise da uréia em aménia e didxido de carbono (Zerner, 1991), a uma taxa
10™ vezes mais réapida que a reacdo ndo catalisada (Andrews et al., 1984; Mobley et al.,
1995). As ureases de vegetais e fungos possuem unidades funcionais compostas por uma
Unica cadeia polipeptidica com aproximadamente 90kDa. Ureases bacterianas, ao contrario
das ureases vegetais e flngicas, sdo compostas por multimeros de 2 ou 3 complexos de
subunidades (Mobley et al.,1995; Sirko & Brodzik, 2000). As ureases bacterianas, vegetais e
fangicas possuem estrutura terciaria e mecanismo catalitico semelhantes, mostrando que elas
descendem de uma mesma proteina ancestral comum (Mobley et al., 1995; Sirko & Brodzik,
2000). A figura 1 ilustra as diferencas entre ureases vegetais e bacterianas, quanto as suas

subunidades.

Canavalia ensiformis 840

i i —
Helicobacter pylori e 238/569

47% 52%

Bacillus pasteurii ] e T 100/1.26/569
52%  41% 59%

Klebsiella aerogenes [] Il T 100/101/567
60% 53% 54%

Proteus mirabilis [ 100/109/567
58% 51% 53%

Figura 1. 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 trés (K. aerogenes; P. mirabilis; B.
pasteurii). O nimero de aminoacidos de cada subunidade est4 indicado ao lado direito. A percentagem de

identidade em relagdo a regido correspondente da urease de C. ensiformis esta indicada abaixo das barras.



Em bacteérias, estas enzimas estdo envolvidas em varios processos patogénicos, como,
por exemplo, em casos de infec¢do por Proteus mirabilis, na formacéo de célculos urinérios,
incrustacdo de catéter, pielonefrites, e até coma hepético. Na bactéria Helicobacter pylori, a
urease esta relacionada a sobrevivéncia dela em ambientes de pH desfavoravel. Em plantas,
essas enzimas estdo amplamente distribuidas, no entanto pouco se conhece sobre sua funcéo
fisioldgica. Uma possivel funcéo para urease em plantas superiores seria a biodisponibilizagédo
de nitrogénio (Polacco & Holland, 1993). Constatou-se que em plantas e culturas de tecidos
vegetais desprovidos de urease, quer induzidos geneticamente, ou com o uso de inibidores de
urease ou por remog¢do do niquel, observa-se um acimulo de uréia ou um comprometimento

do emprego de uréia como fonte de nitrogénio (Polacco & Holland, 1993).

Nosso grupo, desde 2001, demonstra as propriedades da urease independentes da
atividade ureolitica (Follmer et al., 2001). Primeiramente descrito para a canatoxina, uma
isoforma de ureases de Canavalia ensiformis (Carlini et al., 1985), e depois para a urease
embrido-especifica de soja (Glycine max) (Follmer et al., 2004), a urease da bactéria de solo
Bacillus pasteurii (Olivera-Severo et al., 2006), e finalmente para a urease de Helicobacter
pylori (Wassermann et al.,2010), demonstramos que mesmo diferindo em suas estruturas
quaternérias, todas essas ureases induzem ativacdo plaquetaria. Confirmando dados prévios
obtidos para a canatoxina (Ghazaleh et al., 1997), Olivera-Severo et al. 2006 caracterizaram a
rota de ativacdo de resposta das plaquetas a urease de B. pasteurii, demonstrando o
envolvimento da 12-lipoxigenase plaquetaria e de canais de célcio sensiveis a D-metoxi-

verapamil.

Recentemente, Wassermann et al. (2010) demostram que a urease da bactéria
Helicobacter pylori também ativa plaquetas e induz agregacdo pela rota dos eicosandides
através da via da lipoxigenase. Esta ativacdo € inibida por dexametasona (inibidor de
fosfolipase A2) e esculetina (inibidor de lipoxigenase), e na presenca de indometacina

(inibidor de ciclooxigenases) foi potencializada.



Tabela 1. Envolvimento de fosfolipase A2 e eicosandides na agregacao plaquetaria induzida

por HPU.
Tratamento Agregacao Plaquetéria
% Média = DP
Nenhum 100,00 =+ 10.24
Dexametasona (50uM) 62,64 =+ 6.06
Esculetina (500uM) 55,00 * 6.06
Indometacina (150uM) 160,74 + 12.74
(300uM) 313,26 + 3,78

(Adaptado de Wassermann et al., 2010)

1.2 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma espiroqueta, gram negativa, microaeréfila, com 2,5 a 5,0
pum de comprimento e 0,5 a 1,0 um de largura, que possui de 4 a 6 flagelos com
aproximadamente 30 um de comprimento (Goodwin et al, 1990). Essa bactéria infecta a
mucosa estomacal de humanos (Yoshiyama & Nakazawa 2000), tendo sido isolada pela

primeira vez em 1982 por Marshall e Warren (Marshall & Warren, 1984).

Atualmente, H. pylori é reconhecido como um agente etioldgico de gastrite cronica,
Ulcera péptica e cancer gastrico e duodenal (NIH Consensus Conference, 1994). Estima-se
que metade da populacdo mundial esteja infectada por essa bactéria, sendo maior, em torno de
90%, em paises com baixas condi¢des sanitarias e baixas condi¢cbes econdmicas (Hopkins

1996; Fischbach 2005).



A infecgdo por H. pylori caracteriza-se pela associagdo exclusiva dessa bactéria as
celulas da mucosa géastrica, mas ndo ao epitélio do intestino delgado ou em metaplasia
intestinal. A infeccdo € acompanhada por infiltragdo de células inflamatorias
polimorfonucleares no epitélio, 0 que ndo € associado especificamente com modificacdes
metaplasicas e formacdo de granuloma (Dixon, 1995). A intensidade da inflamacdo pode ser
altamente variavel, desde uma infiltracdo minima da lamina propria, com arquitetura
glandular intacta, até uma inflamacdo severa, com formacdo de micro abscessos (Genta &
Graham, 1994). Em geral h& degeneracdo das células epiteliais, com deplecdo de mucina,

vacuolizacdo citoplasmaética e desorganizacao de glandulas da mucosa.

Sugere-se que a transmissdo desse microrganismo possa ocorrer a partir de trés rotas.
A primeira, e menos comum, estd relacionada ao contato de pacientes com instrumentos
endoscopicos contaminados (Akamatsu et al., 1996). A transmissdo fecal-oral € talvez a mais
importante. Apesar de H. pylori ter sido isolado das fezes de criancas infectadas (Thomas et
al., 1992), o isolamento desse microrganismo das fezes ndo é comum, o que sugere que deva
ocorrer descamacdo gastrica intermitente. Por ultimo, a via de transmissdo oral-oral foi
identificada em alguns casos na Africa, onde em certas tribos, as mées pré-mastigam o

alimento dos filhos (Megraud, 1995).

Muitos fatores de viruléncia estdo envolvidos no mecanismo patoldgico da infeccao
por H. pylori, incluindo véarias enzimas (urease, catalase, lipase e algumas proteases) e
toxinas, como a citotoxina vacuolizante, codificada pelo gene vacA, e a proteina imunogénica
CagA, codificada pelo gene cagA, que estdo localizadas na ilha de patogenicidade que
expressa 0 gene PAIL. A PAI contém também diversos outros genes responsaveis pela
viruléncia, expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-8) em células epiteliais, e expresséo
de um conjunto de proteinas formadoras de um sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS) que
transporta a proteina CagA para o interior de células eucaridticas (Censini et al., 1996;

Figueiredo et al., 2005).
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Estudos epidemiol6gicos mostram que a infeccdo por H. pylori parece também estar
associada a patologias ndo relacionadas ao trato gastrointestinal, como a pdrpura
trombocitopénica idiopatica, doencas cardiovasculares e cerebrovasculares (Mendall et al.,
1994; Pellicano et al., 1999; Atherton, 2005; Jin et al., 2007). Os dados disponiveis
atualmente ligando H. pylori com doencgas cardiovasculares sdo muito conflitantes

(Christodoulou et al., 2011) e merecem maior atencao.

1.3 A urease de H. pylori

A urease € uma enzima bastante abundante em H. pylori, podendo compor de 10% a
15% das proteinas totais dessa bactéria. A urease nativa de H. pylori possui massa molecular
de aproximadamente 1080 kDa, ¢ uma metaloenzima niquel dependente, de organizagédo

quaternaria dodecamérica (Ha et al., 2001).

A figura 2 ilustra a estrutura cristalografica do mondémero funcional da urease de H.
pylori, composto de uma subunidade (UreA [27kDa] e uma subunidade UreB [61kDa]) (Ha
et al.,2001) em proporcdo 1:1 (Dunn et al., 1990; Hu & Mobley, 1990).

Figura 2. Estrutura cristalografica do monémero funcional da urease de H. pylori (PDB: 1E9Y). A subunidade
A aparece em laranja e a subunidade B em verde. Os dois atomos de niquel do sitio ativo da urease, localizado

na subunidade B, estdo representados como esferas vermelhas.
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A afinidade dessa enzima pelo substrato uréia, com um Km ~ 0.3 uM, a torna
cataliticamente eficiente nas concentraces submilimolares de uréia presentes nos fluidos

humanos (Dunn et al., 1990; Hu & Mobley, 1990).

Foram descritos pelo menos sete genes envolvidos na producéo da urease de H. pylori.
Os genes ureA e ureB codificam as duas subunidades que compdem a enzima, enquanto que
0s genes urek, ureF, ureG e ureH codificam proteinas acessoOrias responsaveis pela
incorporacdo do niquel no centro ativo da urease. O gene urel codifica uma proteina que
funciona como um canal na membrana externa da espiroqueta, atuando na internalizacdo da
uréia. Além desses genes, uma proteina transportadora de niquel é expressa a partir do gene

nixA (McGee et al., 1999; Mobley et al., 1995).

O operon da urease de H. pylori, contendo 0s genes estruturais da proteina e genes de
proteinas acessdrias responsaveis pela montagem do seu metalocentro, foi clonado e expresso
em E. coli, sendo que a enzima recombinante obtida apresentou atividade ureolitica

semelhante ao tipo selvagem (Hu & Mobley, 1993).

A urease de H. pylori é considerada um fator de viruléncia, sendo a sua atividade um
marcador utilizado amplamente para fins diagndsticos (Krogfelt et al., 2005). Mutantes de H.
pylori urease negativos sdo incapazes de colonizar o estdmago de leites gnotobidticos e
tampouco camundongos nude (Eaton et al., 1991; Tsuda et al., 1994). Supbe-se que a
principal fungdo dessa enzima esté relacionada com a formagéo de um microclima neutro no
Iimen gastrico, possibilitando sobrevivéncia das bactérias em ambientes de pH desfavoravel.
Inibidores de urease foram utilizados no tratamento de algumas destas patologias, contudo,
seu uso foi descontinuado pelo fato de muitos pacientes apresentarem reacGes colaterais
adversas. O uso clinico de acido acetohidroxamico, um inibidor de urease, causa depressao na
sintese de DNA, afetando a medula 0ssea, além de ser teratogénico em doses elevadas (Bailie

etal., 1986)

12



Aggregation %

A urease de H. pylori, assim como a urease de Canavalia ensiformis e a urease de
Bacillus pasteurii, possui a capacidade de induzir agregagéo em plaquetas de coelho (Olivera-
Severo et al., 2006; Wassermann et al., 2010). A agregacédo induzida por essas proteinas foi
testada e se mostra bastante semelhante a induzida por colageno, e como esse indutor
fisioldgico, a agregacdo € dependente da via da 12-lipoxigenase plaquetaria (Coffey et al.,
2004; Wassermann et al., 2010). A agregacao plaquetaria induzida pela HPU é independente
da atividade ureolitica da proteina, visto que quando exposta a p-hidroxi-mercuro-benzoato,

um inibidor irreversivel da atividade enzimaética, a proteina ainda induz agregacao plaquetaria.

Na presenca da urease, as plaquetas se aderem umas as outras (agregacdo), sem
evidéncia de lise celular, sendo que a HPU parece se ligar apenas nas plaquetas, e ndo aos
eritrécitos. As plaquetas estimuladas por HPU secretam ATP dos granulos densos,
acompanhado do influxo de célcio na célula, sendo a cinética da secrecdo mais lenta e de

inicio posterior ao influxo de calcio.

1004 A { 30{ B —— col
HPU 300nM
| o — 2 4
5 0
L E 5 o
50+ D
n
10 A
6] T T T T T (6] - T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 o 2 4 6
},Ll\/l Time (min)

Figura 3. Ativacdo de plaguetas de coelho induzida pela urease de H.pylori. A) Curva dose-efeito da agregacdo
plaquetéria induzida por HPU. B) Medida da secrecdo de ATP (por luminescéncia) de plaquetas estimuladas por
300 nM HPU e por colageno. (Adaptada de Wassermann et al., 2010.)

A resposta das plaquetas a ureases, inclusive a HPU, néo envolve o fator de agregacao

plaquetaria (PAF,1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina), porém requer abertura de
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canais de célcio voltagem-dependente (Wassermann et al., 2010), e ocorre sem a ativacéo de
fosfolipase C ou producéo de inositol trifosfato (IP3) (Ghazaleh et al., 1997). A agregagéo
plaquetaria induzida por HPU é dependente da secregdo de ADP (Wassermann et al., 2010),
que € armazenado junto com serotonina e ATP nos granulos densos, e essa secrecdo requer
sinalizacdo através da 12-lipoxigenase plaquetaria (Carlini et al., 1985, Barja-Fidalgo et al.,
1991). Em 2004, Coffey et al. demonstraram que o0 colageno e seus peptideos derivados sdo
capazes de acionar a rota da 12-lipoxigenase em plaquetas. Esses resultados sugerem que a

urease e o coldgeno podem utilizar a mesma cascata de sinalizagdo para induzir a agregacao.

Além de estar envolvida na elevacdo do pH e formacdo de micro-clima adequado para
a colonizacdo pelo micro-organismo, a HPU, independentemente da atividade ureolitica,
apresenta atividade pro-inflamatéria, como evidenciada em modelo de edema de pata em
camundongos, quimiotaxia de neutréfilos humanos, e protecdo contra apoptose de neutrdfilos,
além de também envolver a inducdo de 5-lipoxigenase em neutrofilos humanos (Uberti,
2010). Os efeitos bioldgicos da HPU que se mostram independentes de sua atividade
ureolitica sdo relevantes para a patogénese do H. pylori, além de sua contribuicdo na

colonizagdo da mucosa gastrica pela bactéria.

1.4 Plaquetas e agregacao plaquetaria

Plaquetas sdo microcélulas anucleadas originadas de megacariocitos. Possuem dois
tipos de granulos: os granulos densos, que contém ADP, ATP, serotonina, aminas vasoativas
e célcio; e os granulos-alfa, de contetdo protéico, com destaque para o fator V, fibrinogénio,
vitronectina, trombospondina e o fator de Von Willebrand. Em resposta a agonistas
fisioldgicos tais como colageno, trombina, ADP ou PAF, as plaquetas secretam seus granulos
densos, e/ou seus granulos alfa. Além de respostas do leito vascular aos compostos secretados
pelas plaquetas, hd mudanca de forma (shape-change) das plaquetas, que se aderem umas as

outras (agregacao) e formam um tampdo plaquetario, e também adesdo das plaquetas a

14



superficie endotelial e matriz extracelular, fendbmenos que compreendem a etapa priméria da

hemostase.

Plaquetas sanguineas se revelaram um excelente modelo para se estudar a agéo
secretagoga da canatoxina e de outras ureases (Carlini et al., 1985; Ghazaleh et al., 1997;
Follmer et al., 2004; Olivera-Severo et al., 2006). Estudos prévios do grupo, inicialmente com
a canatoxina, e depois estendidos para a urease embrido-especifica da soja e a urease de B.
pasteurii, mostraram que independente da origem, ureases sao capazes de ativar plaquetas em
concentracdes de 10° a 10® M. Ureases induzem a exocitose dos granulos densos, sendo que
0 ADP liberado causa subsequentemente a agregacdo plaquetaria. A participacdo de
metabolitos do &acido araquidonico da rota da 12-lipoxigenase, na ativacdo plaquetaria
induzida por ureases, foi inferida a partir do efeito de diferentes compostos que sao inibidores
de enzimas dessa rota (Carlini et al., 1985; Barja-Fidalgo et al., 1991; Olivera-Severo et al.,
2006), e deteccdo do metabolito 12-HETE formado pelas plaquetas ativadas (Wassermann et

al., 2010).

O colageno é o principal componente da matriz subendotelial e é responsavel pela
adesdo e ativacdo das plaquetas; para ocorréncia desse evento muitos receptores de colageno
estdo envolvidos (Clemetson & Clemetson, 2001). Entre todos, a Glicoproteina VI (GPVI),
pertencente a superfamilia de receptores das imunoglobulinas (Clemetson et al., 1999 e
Jandrot-Perrus et al., 2000), desempenha um papel crucial nas respostas das plaquetas ao

coléageno.

A GPVI ¢ expressa na superficie das plaguetas como um complexo ndo-covalente,
com uma subunidade sinalizadora, a cadeia y comum dos imunoreceptores (Jandrot-Perrus et
al., 2000; Gibbins et al., 1997). A GPVI participa na adesdo das plaquetas ao subendotélio e é
responsdvel pela ativacdo plaquetaria induzida por coldgeno, resultando em agregacdo

mediada por difosfato de adenosina (ADP) e por tromboxana A2, e oferecendo uma superficie
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procoagulante para a formagdo de trombina (Moroi et al.,1989; Nieswandt et al., 2001,

Nieswandt & Watson, 2003).

A GPVI
g . )~

domains
. N-glycosylation

. . e Sor213Pro
mugcin-like region

- Lys237Glu
ti
©-glycosylation) N, Thr249Ala
0000 0000
LITIR P11
0000 0000
Gin2193Ley —| FcR y-chain
His322Asn —
4 Y
ITAM
4 Y

B calmodulin binding
= R == EDWHSRRKRLHRGRAVQRPLPPLPPLPQTRKSHGGQDGGRQDVHSRGLCS

FcR y-chain proline-rich region

Figura 4. Estrutura do complexo cadeia y do receptor GPVI/Fc. A GPVI consiste em dois dominios Ig
ligados a uma regido rica em mucina, que possui numerosos sitios de glicosilagdo. O dominio
transmembrana possui um grupo arginina necessario para associacdo da cadeia y através de uma ponte
salina. A cauda citostlica consiste de varios dominios, mostrados em B. A cadeia y doFcR é formada por
um homodimero dissulfeto-ligado e possui duas tirosinas em uma seqiiéncia conservada, conhecida como
ITAM. A GPVI é altamente polimorfica e os locais que apresentam variagdes sdo mostrados. Na cauda
citostlica da GPVI estdo os locais de interacdo com a cadeia FcR, calmodulina, e o dominio SH3 de

quinases Src. (Adaptada de Nieswandt & Watson, 2003).
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1.5 Objetivos

Nosso grupo busca estabelecer as relacdes estrutura versus funcdo de ureases como
proteinas multifuncionais. Nesse trabalho em particular, procuramos estabelecer como a

urease de Helicobacter pylori interage e ativa plaquetas.

Assim, esse trabalho teve como objetivos:

1. Caracterizar a interacdo das subunidade UreA e UreB de HPU em plaquetas de coelho,

e efeitos dessas na agregacao plaquetaria induzida por ADP e colageno;
2. Verificar se a HPU interage com a glicoproteina VI plaquetéaria, identificando uma

etapa comum na sinalizacéo do colageno e da HPU, resultando na utiliza¢éo da rota da

12-lipoxigenase.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Urease de H. pylori
2.1.1 Manipulacéo bacteriana
2.1.1.1 Linhagem bacteriana

A linhagem E. coli SE5000 [F araD193 A(argFlac)U169 rpsL150 relAl ftbB5301
deoC1 ptsF25 rbsR recA56] foi utilizada como vetor de expressao da urease recombinante de
H. pylori (gentilmente cedida pelo Profe.Dr. Harry L.T. Mobley — University of Michigan
Medical School).

2.1.1.1.1 Cultivo bacteriano

O meio de cultura utilizado para o cultivo de E. coli foi o Luria-Bertani (LB) (triptona
10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L, pH 7,0). Para meio sélido, foi adicionado 159

de agar por litro de meio.

2.1.1.1.2 Vetor plasmidial

O plasmideo pHP8080 (McGee et al., 1999), contendo o operon da urease de H.
pylori, foi cedido gentilmente pelo Dr. Harry L.T. Mobley — University of Michigan Medical

School, USA. A figura 3 mostra a estrutura do plasmideo pHP8080.
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pHP8080
~15.3 kb ureH

ureG

IspA ureFi
ureE
ureA uref&ﬁ
Q D ureB

Figura 5. Estrutura do plasmideo pHP8080, contendo o operon da urease de H. pylori linhagem 26695

(ureABIEFGH), o gene codificante para proteina transportadora de niquel (nixA) e marca de resisténcia para

cloranfenicol (cat). Adaptado de McGee et al, 1999.

2.1.2 Expressao da HPU
2.1.2.1 Pré-in6culo

Usando a técnica desenvolvida por et al., 2010, cultivamos as células, preparamos 0s
extratos para a purificacdo e purificamos a HPU. Em resumo, bactérias congeladas em
nitrogénio liquido foram inoculadas em meio de cultura LB com cloranfenicol (20ug/ml).
Este pré-indculo foi cultivado overnight (~16 horas) a 37°C, e adicionados 5 ml, na propor¢do
1:100 v/v, em LB contendo cloranfenicol e Ni,Cl (1uM). O cultivo foi incubado a 37°C por

cerca de 16 horas sob agitacao.

2.1.2.2 Preparacdo de extratos brutos a partir dos cultivos

O cultivo foi centrifugado em Sorvall-Plus RC5b, a 23000 xg , a 4 °C, durante 10
minutos. O material sobrenadante foi desprezado e o precipitado suspenso em tampédo 20 mM
NaPB, 5 mM B-mercaptoetanol, 1 mM EDTA, pH 7,0 (PEB). As células suspensas em PEB
foram lisadas por ultra-som (Ultrasonic Homogenizer 4710), com 10 pulsos de 30 segundos,
em banho de gelo. Esse homogeneizado foi centrifugado a 27000 xg, durante 20 minutos, o

precipitado foi descartado. O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi submetido a dialise
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para retirada do material com baixa massa molecular, usando fita de dialise com corte de 12-
14 kDa (Spectra/por Molecular Porus Membrane Tubing, Spectrum Labs.com US) e depois

filtrado com filtro para seringa 0,22 um (TPP).

2.1.3 Purificacéo

O método de purificacdo da HPU recombinante foi desenvolvido por Wassermann et

al., 2010.

2.1.3.1 Cromatografia de troca idnica Q-Sepharose

O Extrato bruto foi submetido a cromatografia de troca idnica Q-Sepharose
(Amersham Biosciences), na propor¢do de 1 mL de resina para cada 10 mg de proteina; a
resina foi equilibrada em PEB pH 7,0. Ap0s a adsorcdo da amostra a resina, esta foi lavada
com PEB para retirada do material ndo retido, e entdo eluida com gradiente descontinuo: 12
eluicdo — PEB contendo 100 mM NaCl, pH 7,0; 22 eluicdo - PEB com 200 mM NaCl, pH

7,0; 32 eluicdo — PEB com 300 mM NacCl, pH 7,0.

2.1.3.2 Cromatografia de troca i6nica Source 15-Q

A fracdo rica em atividade ureolitica oriunda da 22 elui¢do da cromatografia em Q-
Sepharose foi dialisada, para a retirada do NaCl, e submetida a uma nova cromatografia de
troca idnica em coluna Source 15-Q (Amersham Biosciences), esta adaptada em sistema de
FPLC (Pharmacia). A coluna foi equilibrada com tampédo A (PEB pH 7,5) e o sistema foi
programado para gerar um gradiente continuo de 0% a 25% de tampédo B (PEB, 350 mM
NaCl, pH 7,5) em 5 mL e um segundo gradiente continuo de 25% a 75% de tampdo B em 20
mL, para eluicdo da amostra. Apds a coleta dos picos cromatograficos, foram realizados

ensaios de determinacédo de atividade ureolitica.
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2.1.3.3 Cromatografia de exclusdo molecular

A fracdo rica em urease, obtida na cromatografia de troca idnica Source 15-Q, foi
concentrada em membrana com corte de 30 kDa (Amicon, Millipore) e entdo submetida a
cromatografia de gel filtracdo em coluna Superose 6 (GE Healthcare) equilibrada com PEB,

em sistema de FPLC (Pharmacia), obtendo-se assim a urease recombinante purificada.

2.2 Subunidades da Urease de H. pylori
2.2.1 Manipulagdo Bacteriana

2.2.1.1 Linhagem Bacteriana

A linhagem E. coli BL21 DE3 RIL [argU (AGA, AGG), ileY (AUA), leuw (CUA)] foi
utilizada para a inser¢do dos vetores pET101, contendo o cDNA da UreA ou o cDNA da
UreB (gentilmente cedidos pelo Dr. Cesare Montecucco, da Universita di Padova, Italia), com
marca de resisténcia a ampicilina e cloranfenicol, para expressdo das subunidades

recombinantes da urease de H. pylori.

2.2.1.2 Transformacao

A preparacgdo de células competentes para transformagdo seguiu o protocolo adaptado
de Sambrook & Russel (2001). As transformagdes foram feitas por choque térmico e as
células transformadas foram plaqueadas em meio de cultura LB ap0s uma hora de
recuperacdo em meio SOC (0,5% extrato de levedura, 2% triptona, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQy,, 20 mM glicose) a 37 °C.
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2.2.2 Confirmagéo da transformacao

Para a confirmacdo, foram escolhidas 5 colénias de cada placa. As colonias foram
incubadas em meio de cultura LB com 100ug/ml de cloranfenicol e ampicilina overnight
(aproximadamente 16h) a 37 °C. Dessa cultura, 10 ul foram adicionados a &gua destilada,
fervidos por 5 min e centrifugados por 1 min a 1200 xg. O sobrenadante foi utilizado para a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com 35 ciclos sendo: 3 min a 94 °C de desnaturacédo
inicial, 30 s a 94 °C de desnaturacédo, 30 s a 57 °C de anelamento, 60 s a 72 °C de extencéo e
10 min a 72 °C de extencdo final. Foram utilizados os primers comerciais T7 e T7 Term
(Promega). O produto da PCR foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1,2 % para
confirmacéo da clonagem. O gel foi analisado no fotodocumentador Discover (Bio-Rad) com

o0 software Quantity-One.

2.2.3 Inducdo das células para expressao das proteinas

Células congeladas em nitrogénio liquido foram inoculadas a 37 °C em 2 mL meio de
cultura LB com 100 ug/ml de cloranfenicol e 100 ug/ml ampicilina até atingirem a OD de
0,6, quando foram induzidas com 0,5 uM IPTG overnight a 37 °C. As células foram entdo
centrifugadas a 2000 xg por 1 min, ao pellet foi adicionado 200 uL de tampdo de amostra (50
mM Tris-HCI, pH 6,8, 1 % SDS, 5 % 2-mercaptoetanol, 10 % glicerol, 0,001 % azul de
bromofenol). Apos fervura por 10 min, a amostra foi aplicada em um gel 12 % de acrilamida

para a confirmacéo da expressao.

2.2.4 Purificagdo das subunidades recombinantes da HPU

O procedimento de purificacdo foi 0 mesmo para as duas subunidades. As células
induzidas foram centrifugados em Sorvall-Plus RC5b, a 12000 g, a 4°C, durante 20 min. O

material sobrenadante foi desprezado, as células no precipitado ressuspensas em tampéo de
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lise (NaPB 20mM, NaCl 500mM, imidazol 5mM, PMSF 1mM e benzamidina 1 mM em pH
7,5) e entdo submetidas a lise em ultra-som (Ultrasonic Homogenizer 4710), com 20 ciclos de
10 seg. Em seguida, o lisado foi centrifugado a 17000 g por 20 min, e o sobrenadante foi
filtrado em filtros para seringa 0,22um (TPP). Esses sobrenadantes foram denominados
EBureA e EBureB, conforme a célula de origem, e entdo submetidos ao(s) préximo(s) passos

de purificacao.

2.2.4.1 Cromatografia de afinidade em metal imobilizado

O EBureA ou EBureB foram submetidos a cromatografia em resina de afinidade em
coluna de niquel imobilizado. Isso foi possivel por que o vetor pET101 introduz uma cauda de
6 histidinas na proteina recombinante, e as histidinas tem afinidade por Ni e ficam retidas na
resina. Em seguida, a proteina recombinante é eluida da coluna de afinidade utilizando-se um
tampdo contendo imidazol, que compete com as histidinas da proteina ao se ligar no metal

imobilizado na resina.

Os extratos brutos foram submetidos a cromatografia de afinidade em resina Chelating
Sepharose Fast Flow (GE) com 100 mM de NiCl, imobilizado, e equilibrada em tampao de
equilibrio (NaPB 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM em pH 7,5). Apds a etapa de
adsorcdo dos extratos na coluna, a resina foi lavada com tampdo de equilibrio para retirar o
material ndo retido, e em seguida eluida com gradiente descontinuo de Imidazol: 12 Eluigdo —
Tampéo de equilibrio com 50 mM de imidazol e 22 Elui¢cdo — Tampé&o de equilibrio com 300
mM de imidazol. Apés a eluicdo as fragBes ricas em UreA e UreB foram submetidas a

filtracdo em membrana de 10 kDa (Amicon, Milipore).
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2.3 Medida de conteudo protéico e atividade enzimatica

2.3.1 Conteudo Protéico

A determinagdo do conteudo protéico das amostras foi realizada a partir da absor¢do
no ultravioleta em comprimento de onda de 280 nm, utilizando cubetas de quartzo com passo
Optico de 1 cm, ou através do método colorimétrico do Coomassie Blue, conforme Bradford,
1976. O coeficiente de extingdo molar das subunidades UreA e UreB foi calculado com

ProtParam Tool (Expasy http://expasy.org/).

2.3.2 Deteccdo de atividade ureésica

Aliguotas de amostras de todas as etapas de purificacdo, tanto da HPU como da UreA
e UreB, foram incubadas com 10mM de uréia, a 37°C, em tampédo PBS 1X pH 7,5 (tampéo
fosfato 20 mM, 150 mM NaCl pH 7,5). A amonia liberada pela urease foi quantificada
colorimetricamente pelo método de fenol-hipoclorito (Weatherburn M.W., 1967), utilizando-
se uma curva padrdo de sulfato de amoénio. Uma unidade enzimatica de urease foi definida
como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de amonia por minuto, em pH 7,5 a 37

°C.

2.4 Ensaio de agregacéao plaquetaria

Seguiu-se a metodologia descrita em Olivera-Severo et al., 2006. O plasma rico em
plaquetas (PRP) foi preparado a partir de sangue de coelho coletado da artéria central
auricular, na presenga de citrato de sodio na concentragdo final de 0,313%(p/v). As amostras
de sangue foram centrifugadas a 200 xg, por 20 min a 18 °C. A agregacdo plaquetaria e o
“shape-change” foram monitorados por turbidimetria, usando Lummi-agregdmetro (Chrono-

Log Co. Havertown, Pa.), com registro por 10 min.
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2.5 Western Blot

Lisados celulares foram desnaturados em tampdo de amostra (50 mM Tris-HCI, pH
6,8, 1 % SDS, 5 % 2-mercaptoetanol, 10 % glicerol, 0,001 % azul de bromofenol) e aquecidos
em banho-maria fervente por 1 min. As amostras foram resolvidas em 12 % SDS-PAGE e as
proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF (Hybond-P, Amersham
Pharmacia Biotech) a 300mA por 60min. Marcadores de massa molecular “Rainbow” (GE
Healthcare Amersham) foram utilizados para estimar as massas moleculares. As membranas
foram blogueadas com TTBS (20 mM Tris HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Tween-20, 2,5%
caseina) contendo 1% BSA, e como sondas foram usados os seguintes anticorpos policlonais
desenvolvidos em coelho, na diluicdo de 1:10.000: anti-ureasep (sc-22742, Santa Cruz
Bitechnology) e anti-ureasea (sc-21016, Santa Cruz Bitechnology). Apds 3 lavagens de 5 min
com TTBS, as membranas de PVDF foram incubadas com o anticorpo secundario anti-IgG de
coelho conjugado com fosfatase alcalina (ZyMed, 1:10000) e reveladas pela adicdo de 0,02
% NBT, 0,03 % BCIP 100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,0 5% Tween 20,
pH 8,9 .

2.6 Alinhamentos e estrutura cristalografica

Os alinhamentos foram feitos em parceria com o MSc. Rodrigo Ligabue Braun, do
Grupo de Bioinformatica Estrutural, CBiot, UFRGS. As sequencias foram obtidas na base de
dados de proteinas do National Center for Biotechnology Information - NCBI (Wheeler et al.,

2008) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias da UreA e UreB da urease de H. pylori

foram agrupadas, comparadas com as sequéncias de 3 peptideos de colageno e do colageno
inteiro por alinhamentos multiplos via ClustalW (Larkin et al., 2007) disponivel em:

(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa clustalw.html).

A representacdo estrutural do dodecamero da HPU foi realizada por meio do visualizador

molecular PyMol 1.3 (Schrodinger, LLC). A estrutura tridimensional da enzima foi obtida do
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RSCB Protein Data Bank (Berman et al., 2002), onde encontra-se depositada sob o cddigo

1E9Z (Haet al., 2001).

2.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA com pds-teste Turkey-Kramer utilizando o
programa Instat GraphPad e os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Transformacao, expressao e purificacdo da UreA e UreB

Os vetores pET101 contendo UreA e UreB foram inseridos em células de E. coli BL21
DE3 e em seguida feito a confirmacgdo da clonagem através de uma PCR de coldnia em gel de

agarose 1,2%, como mostra a figura 6.

2036pb

1018pb
—

Figura 6. Confirmacdo da transformacdo bacteriana em Gel de agarose 1,2 %. No poc¢o 1 no pogo 20
padrfes de tamanho molecular. Nos pogos 2 a 6, produto de PCR das células clonadas com o vetor contendo o
gene da UreA. Nos pocos 7 a 11, produto de PCR das células clonadas com o vetor contendo o gene da UreB.

Revelado com brometo de etideo.

O proximo passo foi a verificagdo da expressdo dessas proteinas recombinantes atraves
de SDS-PAGE e Western blot, como mostram as figuras 7 e 8. Apds as confirmacdes,
passamos para a purificacdo. Enquanto a purificacdo da UreB na cromatografia de afinidade
foi eficiente, observamos ainda a presenca de contaminantes no caso da UreA, como mostra a

figura 9.
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Figura 7. SDS-PAGE mostrando colbnias de E. coli transformada para UreA, induzidas e nao
induzidas. Gel de poliacrilamida 12 % mostrando a indugdo das células com 5 uM de IPTG. As setas
pretas indicam a expressdo da UreA, com 27 kDa. Canaletas 1 e 12, padrfes de massa molecular

Rainbow (GE Healthcare Amersham).

Figura 8. Gel de purificacdo de UreA e UreB. Em 1 e 6, marcadores de peso molecular. As
canaletas 2 e 7 correspondem aos extratos brutos. As canaletas de 2 a 5 mostram diferentes etapas da
purificacdo da UreA, e as canaletas de 7 a 10 representam as diferentes etapas da purificacdo de UreB.

As setas pretas indicam as bandas correspondentes a UreA (27kDa) e UreB (61kDa).
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Figura 9. Western Blot de UreA e UreB. Em A, bandas da UreA (27KDa), sendo cada canaleta
correspondente a um col6nia de bactérias diferente. Em B, bandas da UreB (61kDa), sendo cada canaleta

correspondente a uma coldnia de bactérias diferente.

3.2 Interacdo plaquetas UreA e UreB

Afim de verificar qual regido da HPU interage com plaquetas, testamos o efeito de
cada subunidade em separado para 0s ensaios de agregacdo de plaquetas. Testadas em
concentragfes variando de 30 nM a 3 uM, a interacdo das subunidades UreA e UreB
recombinantes com plagquetas ndo resulta em agregacdo plaquetaria, contrastando com 0s
controles positivos, colageno e ADP (figura 10 e 11). Por outro lado, quando plagquetas foram
pré-incubadas por 5 min com a UreA ou a UreB, observamos uma inibigdo parcial dose-
dependente da agregacdo plaquetaria induzida por coldgeno e ADP (figuras 10 e 11),
confirmando que essas interagem com a plaqueta, provavelmente interagindo com algum

componente da superficie celular.

29



Col Col A
UreA l l
o
J
C
g
&
=
© &0
o o
o £
C ES
Qv
S Col 003 03 3
<T | \Jvs HPU (M)
1 minuto
UreA ADP ADP B
.9 i l
|
[
(0
7]
[ =
<N E:
= &
© Ty
© E,-"“
S x
[ e
Q
E o “app 203 03 3
=2 HPU (M)
<C
Y 1 minuto

Tempo (min)

Figura 10. UreA inibe parcialmente a agregacao induzida por coladgeno (painel A) e ADP (painel B). As
plaquetas foram incubadas por 5 min a 37 °C na presenca de UreA em concentracdes crescentes, conforme
indicado. Em seguida, a agregacdo foi induzida com 5 pg colageno ou 10 uM de ADP. A agregacdo foi
acompanhada no Lummi-agregometro (na ilustragdo, doses de 1,5 uM UreA) e em leitor de placas SpectraMax
M3 (insets), com leituras a cada 11 s durante 20 min a 650 nm. Os resultados no inset sdo expressos como a
porcentagem de agregacdo méxima produzida por colageno ou ADP, para triplicatas. Os dados foram analisados
por ANOVA com pésteste Turkey-Kramer os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos. Valores de p <0,001***,
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Figura 11. UreB inibe parcialmente a agrega¢do induzida por colageno (painel A) e ADP (painel B). As
plaquetas foram incubadas por 5min a 37°C na presenca de UreB em concentragdes crescentes, conforme
indicado. Em seguida, a agregacdo foi induzida com 5 ug coladgeno ou 10 uM de ADP. A agregacdo foi
acompanhada no Lummi-agregometro (na ilustracdo, doses de 1,5 uM UreB) e em leitor de placas SpectraMax
M3 (insets), com leituras a cada 11 segundos durante 20 min a 650 nm. Os resultados no inset sdo expressos
como a porcentagem de agregacdo maxima produzida por coldgeno ou ADP, para triplicatas. Os dados foram
analisados por ANOVA com pdsteste Turkey-Kramer os valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos. Valores de p <0,001***,
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3.3 Alinhamentos

Com base nos resultados descritos anteriormente, buscamos, através de alinhamentos,
possiveis pontos de similaridade das partes expostas da HPU com o coléageno. As sequéncias

das proteinas foram retiradas do NCBI (Wheeler et al., 2008) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e

alinnhadas com  Clustalwv  (Larkin et al., 2007) (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cqi-

bin/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa clustalw.html). Foram feitos alinhamentos das

subunidades A e B da HPU contra a sequéncia de colageno.

10 20 30 40 50 60
I I I I I I
COLxxx0 —-====———— -
HPU beta MKLTPKELDKLMLHYAGELAKKRKEKGIKLNYVEAVALISAHIMEEARAGKKTAAELMQE
Prim.cons. MKLTPKELDKLMLHYAGELAKKRKEKGIKLNYVEAVALISAHIMEEARAGKKTAAELMQE
70 80 90 100 110 120
I I I I I I
COLxxx0 ————GKPG-—————————————————— PPG-—-—-—- PPGPPGPPGPPGP-———-—————
HPU beta GRTLLKPDDVMDGVASMIHEVGIEAMFPDGTKLVTVHTPIEANGKLVPGELFLKNEDITI
**. * .* . * %
Prim.cons. GRTL2KP2DVMDGVASMIHEVGIEAMFP2GTKLVTIVH2P22222222PG2LFLKNEDITI
130 140 150 160 170 180
I I I I I I
COLxxx0 -PGP-————-—-————- PGPPG————=——————————mmmmm oo PPGP
HPU_beta NEGKKAVSVKVKNVGDRPVQIGSHFHFFEVNRCLDFDREKTFGKRLDIAAGTAVRFEPGE
* * * * K
Prim.cons. N2G2KAVSVKVKNVGDRP222GSHFHFFEVNRCLDFDREKTFGKRLDIAAGTAVRE2PG2
190 200 210 220 230
I I I I
COLxxx0 P GKPG-—-———————————
HPU beta EKSVELIDIGGNRRIFGEFNALVDRQADNESKKIALHRAKERGFHGAKSDDNYVKTIKE
* *
Prim.cons. 2KSVELIDIGGNRRIFGFNALVDRQADNESKKIALHRAKERG22GAKSDDNYVKTIKE

Alignment data :
Alignment length : 238

Identity (*) : 14 is 5.88 %
Strongly similar (:) : 0 is 0.00 %
Weakly similar (.) : 4 is 1.68 %

Different : 220 is 92.44 %
Sequence 0001 : COLxxx0 ( 37 residues).
Sequence 0002 : HPU beta ( 238 residues).

Figura 12. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da UreA com colageno. As sequéncias de
aminodcidos foram retiradas do banco de dados do NCBI e o alinhamento foi feito utilizando o software

ClustalW.
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COL_Ax0
HPU_alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU_alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU_alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU_alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU_alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU_alpha

Prim.cons.

COL_Ax0
HPU_alpha

Prim.cons.

MKKISRKEYVSMYGPTTGDKVRLGDTDLIAEVEHDYTIYGEELKFGGGKTLREGMSQSNN

MKKISRKEYVSMYGPTTGDKVRLGDTDLIAEVEHDYTIYGEELKFGGGKTLREGMSQSNN

70 80 90 100 110 120

I I I I I I

———————————————————————————————————— GKPG--------------PPGPPG

PSKEELDLIITNALIVDYTGIYKADIGIKDGKIAGIGKGGNKDMODGVKNNLSVGPATER
** % *

PSKEELDLIITNALIVDYTGIYKADIGIKDGKIAGIGK2GNKDMQODGVKNNLSV2P2222

130 140 150 160 170 180

I I I I I I
PPGP----- PG-——=—————= PPGPP--———-————-— GPPGPP-GPPGPPGKPG--——~
LAGEGLIVTAGGIDTHIHFISPQQIPTAFASGVTTMIGGGTGPADGTNATTITPGRRNLK

* * * * * * % * * %

22G2GLIVT2GGIDTHIHFISP222PTAFASGVTTMIGG22GP2DG2222222PGRRNLK

WMLRAAEEYSMNLGFLAKGNASNDASLADQIEAGAIGFKIHEDWGTTPSAINHALDVADK

WMLRAAEEYSMNLGFLAKGNASNDASLADQIEAGAIGFKIHEDWGTTPSAINHALDVADK

YDVQVAIHTDTLNEAGCVEDTMAAIAGRTMHTFHTEGAGGGHAPDI IKVAGEHNILPAST

YDVQVAIHTDTLNEAGCVEDTMAATAGRTMHTFHTEGAGGGHAPDIIKVAGEHNILPAST

NPTIPFTVNTEAEHMDMLMVCHHLDKSIKEDVQFADSRIRPQTIAAEDTLHDMGAFSITS

NPTIPFTVNTEAEHMDMLMVCHHLDKSIKEDVQFADSRIRPQTIAAEDTLHDMGAFSITS

SDSQAMGRVGEVITRTWQTADKNKKEFGRLKEEKGDNDNFRIKRYLSKYTINPATAHGIS

SDSQAMGRVGEVITRTWQTADKNKKEFGRLKEEKGDNDNFRIKRYLSKYTINPATIAHGIS

EYVGSVEVGKVADLVLWSPAFFGVKPNMIIKGGFIALSQMGDANASIPTPQPVYYREMEFA

EYVGSVEVGKVADLVLWSPAFFGVKPNMIIKGGFIALSQMGDANASIPTPQPVYYREMEFA

HHGKAKYDANITFVSQAAYDKGIKEELGLERQVLPVKNCRNVTKKDMQFNNTTAHIEVNP

HHGKAKYDANITFVSQAAYDKGIKEELGLERQVLPVKNCRNVTKKDMQFNNTTAHIEVNP

ETYHVFVDGKEVTSKPANKVSLAQLEFSIF

ETYHVFVDGKEVTSKPANKVSLAQLEFSIF

Alignment data
Alignment length : 569

Identity (*)

14 is 2.46 %

Strongly similar (:) : 0 is 0.00 %
Weakly similar (.) : 12 is 2.11 %
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Different : 543 is 95.43 %
Sequence 0001 : COL AxO ( 37 residues).
Sequence 0002 : HPU alpha ( 569 residues).

Figura 13. Alinhamento da sequencia de aminoacidos da UreB com coladgeno. As sequéncias de
aminoéacidos foram retiradas do banco de dados do NCBI e o alinhamento foi feito utilizando o software

ClustalW.

A partir dos resultados obtidos no alinhamento, construimos uma representacao
tridimensional da estrutura do dodecamero de HPU (Figura 14) para localizacdo das regides
de UreA e UreB que apresentam homologia com colageno, e verificar se estdo expostas na

superficie da molécula.

Figura 14. Representacdo estrutural da HPU. Em preto sdo mostradas regides do alinhamento da
UreA com o colageno, e em branco regides de alinhamento da UreB com o coladgeno. As demais cores,

cada uma, representa uma unidade funcional (UreA+UreB).
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3.4 Interacdo da HPU com plaquetas

Com base nos resultados de inibicdo parcial da agregacdo induzida pelo colageno
pelas subunidades da HPU, as regides de homologia detectada da HPU com o col&geno, e
dados anteriores do grupo mostrando que HPU e colageno recrutam a 12-lipoxigenase
plaquetaria, testamos o papel da glicoproteina VI (GPVI), um conhecido receptor plaquetario
ao colageno, na resposta das plaquetas a HPU. Na figura 15 mostramos que, quando as
plaquetas sdo incubadas por 10 min a 37°C na presenca do anticorpo anti GPVI, ndo ocorre

agregacdo induzida por HPU, assim como nédo ha agregacdo induzida por colageno.

oy
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Figura 15. Envolvimento do GPVI na agregacdo plaquetaria induzida por HPU. Agregacdo plaquetéria
induzida por HPU (300 nM) ou 20 ug/mL coldgeno é completamente abolida na presenga do anticorpo anti-
GPVI. As plaquetas foram pré-incubadas com anti-GPVI (1 ug/mL) por 10 min a temperatura ambiente sem
agitacdo; depois a agregacdo foi induzida pela adicdo de HPU ou coladgeno (tempo zero) e foi monitorada

turbidimetricamente por 8 min com Lummi-agregémetro (Chrono-Log).
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4 DISCUSSAO

As ureases, apesar de apresentarem organizacdo terciaria bastante diversa e serem
amplamente distribuidas entre plantas, bactérias e fungos, sdo altamente conservadas quanto
sua estrutura quaternaria e mecanismos cataliticos. Nosso grupo tem demonstrado que as
ureases vegetais e microbianas compartilham propriedades ndo enzimaticas, como a
capacidade de ativar exocitose, recrutar a rota dos eicosandides, e apresentar potencial pro-
inflamatdrio (Carlini et al., 1985; Barja-Fidalgo et al., 1991; Olivera-Severo et al., 2006;
Wassermann et al., 2010). Uberti, 2010 mostrou que a HPU tem grande potencial
quimiotético, ativa a producdo de ROS e retarda a apoptose em neutréfilos, dados sugestivos
de que a urease de H. pylori pode estar envolvida na patogenicidade dessa bactéria, e ndo
somente com a formacdo de um microclima que possibilita a sua sobrevivéncia no ambiente

gastrico.

Nesse trabalho produzimos em E. coli as subunidades UreA e UreB na forma solGvel e
demostramos que essas sdo capazes de interagir com as plaquetas, o que evidencia que as
proteinas recombinantes adquiriram pelo menos parte do seu enovelamento original. Apesar
de ndo agregarem as plaquetas se adicionadas separadamente, mesmo em concentracfes até
10 vezes maiores do que a de dose de HPU que induz agregacdo plaquetéaria, as figuras 10 e
11 mostram que UreA e UreB inibem parcialmente a resposta das plaquetas ao colageno de
uma forma dose dependente. Esses dados sugerem que UreA e UreB interagem direta ou
indiretamente com o principal receptor de colageno das plaquetas, a GPVI, bloqueando a

interacdo do agonista com seu receptor.

A resposta das plaquetas ao ADP também é parcialmente inibida na presenga de
quantidades crescentes das subunidades, e além disso a reacdo é revertida muito mais
rapidamente que quando em condi¢Oes normais. N0ssoO grupo demonstrou que a agregacao

por HPU ¢ dependente de ADP: quando plaquetas sdo incubadas com apirase, sequestrador de
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ADP, a agregacdo induzida por HPU é fortemente inibida (Wassermann et al., 2011). Pode-se
observar no tracado de agregacdo induzida por ADP na presenca das subunidades UreA ou
UreB (figuras 10 e 11), que a fase priméria da agregacdo (acdo direta do ADP) parece ndo
estar afetada (mesma cinética da reacdo ndo inibida). O inicio abrupto da inibicdo a meio
termo da agregacdo maxima sugere as subunidades interferem na segunda fase da agregacéo
induzida pelo ADP, caracterizada pelo processo secretagogo que libera os granulos densos,

reduzindo assim a amplitude da resposta das plaquetas ao ADP.

Para entender melhor a interacdo da urease de H. pylori com as plaquetas, partimos
para uma andlise in silico, onde observamos que existem regides similares entre a HPU e o
colageno. Essas analises foram realizadas primeiramente com as sequéncias de cada uma das
subunidades da urease, e depois reunidas para montar a representacdo estrutural do
dodecamero de HPU mostrado na figura 14. Para confirmacdo dessa andlise, partimos para
testes experimentais com a urease recombinante de H. pylori, bem como suas subunidades

separadamente.

Dados expostos na figura 15 apontam para a participacdo de receptores da membrana
de plaguetas na ativacdo e agregacdo plaquetaria induzida por HPU, em particular a
glicoproteina VI, uma vez que, quando um anticorpo € utilizado para bloquear este receptor,
ndo ha qualquer resposta de ativacdo das plaquetas em presenca da HPU. Nessa condicéo,
sequer a mudanca de forma (shape change) das plaquetas ativadas por HPU (Wassermann et

al., 2010) é observada.

O fato da HPU e do colageno, um dos principais agonistas fisioldgicos de plaquetas,
interagiram com a mesma glicoproteina VI na superficie plaquetaria e recrutarem a mesma
rota de transducéo de sinal, envolvendo a 12-lipoxigenase, pode ser altamente relevante, ainda
mais em se considerando o potencial pro-inflamatério da HPU. Essas propriedades néo

enziméticas da HPU podem estar na base da correlacdo positiva que estudos epidemioldgicos
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(Atherton, 2005; Jin et al., 2007) mostram existir entre portadores de H. pylori e doencas

cardiovasculares.

5 CONCLUSOES

H. pylori tem grande importancia nos estudos relativos a saude publica mundial por
ser um importante patégeno, de dispersdo global, associado a doencas do trato digestorio e
estar indiretamente associado a doencas cardiovasculares tromboembdlicas. Nosso grupo vem
demostrando outras fun¢des da HPU como potencial pré-inflamatorio, capacidade de ativar e
agregar plaquetas através da rota da 12-lipoxigenase, mecanismos que indicam a existéncia de
uma correlagdo positiva entre a bactéria e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares

tromboembdlicas como efeito indireto.

Nesse trabalho mostramos que a produgdo de subunidades recombinantes UreA e
UreB em E. coli gera cadeias polipeptidicas sollveis e capazes de interagir com plaquetas,
apesar de nao serem capazes de ativar/agregar plaquetas. Em contra partida, inibem
parcialmente a agregacdo plaquetaria induzida por dois importantes agonistas da agregacao,
coldgeno e ADP. Os alinhamentos das sequéncias dos peptideos UreA e UreB identificam
regides homdlogas ao colageno, presentes na superficie tridimensional da HPU, evidenciadas
na inibicdo da ativacdo por HPU quando na presenca do anticorpo anti-GPVI, principal
receptor de colageno em plaquetas. Esse fato indica que a HPU compartilha receptores de
membrana e provavelmente rotas de sinalizagdo com o colageno; o conjunto destes resultados
aponta para uma importante participacdo da urease de H. pylori em processos fisiopatoldgicos
por um mecanismo diferente da sua atividade enzimatica. Estas contribui¢Ges sdo relevantes
na elucidacdo dos mecanismos de viruléncia e no desenvolvimento de patologias causadas por

e/ou “atribuidas” ao H. pylori.
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6 PERSPECTIVAS PARA A SEQUENCIA DESSE TRABALHO

e Caracterizar a ligacdo das UreA e UreB recombinantes com o receptor GPVI:
estequiometria, afinidade, reversibilidade, competicdo com HPU e colageno,
ativacdo da 12-lipoxigenase e quinases, etc

e Verificar a participacdo de outros receptores de colageno na agregacgdo
plaquetaria induzida por urease de H. pylori.

e Verificar se UreA e UreB recombinantes possuem (ou interferem em) outras
propriedades bioldgicas da HPU, em particular seus efeitos pro-inflamatorios:
edema de pata em camundongos, quimiotaxia, inibi¢do de apoptose e produgao

de ROS de neutrdfilos, etc.
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