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RESUMO

Ureases, enzimas niquel dependentes que catalisam a rea¢do de hidrolise da
uréia em amonia e didxido de carbono, apresentam ampla distribuicdo em plantas,
fungos e bactérias. Em plantas e fungos, as ureases sdo hexdmeros ou trimeros
compostos por subunidades monoméricas. Em bactérias, as subunidades sdo
heterodimeros ou heterotrimeros que se alinham na cadeia polipeptidica Unica das
ureases vegetais, com as quais tém 50-60% de identidade de seqiiéncia. A espiroqueta
Helicobacter pylori € o agente etiologico de ulceras gastricas e, possivelmente, esta
envolvida no desenvolvimento de canceres gastricos. O fato da urease de Helicobacter
pylori ativar, em plaquetas sangiiineas, a rota de sinalizagdo do acido araquiddnico,
produzindo 4cido 12-hidroxi(peroxi)-eicosatetraendico pela agdo da 12-lipoxigenase,
sugere que esses importantes mediadores lipidicos podem contribuir para o processo

inflamatorio decorrente da infecgdo pelo H.pylori .




1. Introducao

1.1. Estrutura e fungio de Ureases

Ureases (uréia amidohidrolase; EC 3.5.1.5) sdo enzimas niquel dependentes
(Dixon et al, 1975) que catalisam a hidrélise de uréia a amonia e acido carbamico. As
ureases de fungos e vegetais possuem unidades funcionais compostas por uma Unica
cadeia polipeptidica com aproximadamente 90kDa. J4 as ureases bacterianas possuem
unidades funcionais compostas por duas ou trés cadeias polipeptidicas diferentes, que
sdo homologas as cadeias unicas das proteinas vegetais ou fungicas (Mobley, 1995;
Sirko & Brodzik, 2000). A figura 1 ilustra as diferengas entre ureases vegetais e

bacterianas, quanto as suas subunidades.

Canavalia ensiformis 840
ico i 238/569
Helicobacter pylori = e
Bacillus pasteurii i 100/126/569
41% 59%
Klebsiella aerogenes [ | 100/101/567
60%  53% 54%
Proteus mirabilis . T 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 (#. pylori) ou trés (K. aerogenes;
P. mirabilis; B. pasteurii). O nimero de aminoacidos de cada subunidade estd indicado ao lado direito. A
percentagem de identidade em relagdo & regido correspondente da urease de C. ensiformis esta indicada

abaixo das barras.

Em bactérias, estas enzimas estdo envolvidas em varios processos patogénicos,
como, por exemplo, em casos de infecgdo por Proteus mirabilis, na formagdo de

calculos urinérios, incrustacio de catéter, piclonefrites, e até coma hepético. Em plantas,



essas enzimas estﬁ;)' amplamente distribuidas, no entanto pouco se conhece sqbre sua
funcdo fisiologica. Uma possivel fungdo para urease em plantas superiores seria a
biodisponibilizacdo 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 acumulo de uréia ou um comprometimento do emprego de uréia como

fonte de nitrogénio (Polacco & Holland, 1993).

O fato de a uréia ser uma forma de excrecdo de nitrogénio apenas em animais,
ou seja, ndo ¢ um metabdlito majoritario nos vegetais onde esta enzima € abundante,
constitui um entrave na argumentagio de que a urease tenha como fungdo a -

biodisponibilidade de nitrogénio.

Com a descoberta de duas isoenzimas de urease na soja (Polacco & Holland,
1984), surgiram algumas duvidas a respeito da fung¢@io dessas enzimas nas plantas. Na
soja sdio encontradas uma urease ubiqua, presente em todos os tecidos da planta, e uma
embrifo-especifica, encontrada na semente madura, onde apresenta atividade ureolitica
1000 vezes maior que a ubiqua (Polacco & Holland, 1984). Como a perda da urease
embrifio-especifica nfo acarreta danos visiveis na planta, acredita-se que esta enzima
ndo desempenha fungdo ligada ao metabolismo de nitrogénio na planta. O fato do
embrido em desenvolvimento produzir altas quantidades de uma enzima que
praticamente ndo tem contato com 0 seu substrato sugere que esta urease esteja
envolvida em algum outro tipo de fung¢do, como por exemplo, a defesa da planta

(Polacco & Holland, 1993).



1.2 Ureases como toxinas protéicas

A canatoxina ¢ uma proteina toxica encontrada nas sementes de Canavalia
ensiformis, letal para ratos e camundongos por via intraperitoneal (Carlini & Guimarées,
1981). Essa toxina possui também atividade inseticida (Carlini et al., 1997; Ferreira-
DaSilva et al., 2000; Stanisguaski et al, 2005), e fungicida (Becker-Ritt er al., 2007), o
que reforga a hipdtese de que as ureases estariam envolvidas nos mecanismos de defesa

das plantas (Carlini & Polacco, 2008).

Vérios peptideos internos da canatoxina ja foram seqiienciados, obtidos por
hidrélise triptica ou por endoproteinase Lys-C, revelando um alto grau de homologia
com a seqiiéncia primaria da urease de C. emsiformis. A composi¢do percentual de

aminoécidos também € indicativa de uma grande semelhanga entre as duas proteinas.

A partir dessa evidéncia a canatoxina foi caracterizada como uma variante da
urease de C. enmsiformis, apresentando-se em sua forma nativa como um dimero ndo
covalente de cadeias de 95 kDa (Follmer ef al 2001). As duas isoformas de urease de C.
ensiformis podem ser separadas por cromatografia de afinidade em metal imobilizado,
sendo que a canatoxina apresenta maior avidez por metais (Zn"" e Co"") do que a
urease, permitindo o estabelecimento de protocolos de purificagdo para a obtengdo das

isoformas altamente purificadas (Follmer ef al 2004).

Apesar da alta homologia, a canatoxina purificada apresenta apenas 30-40% da
atividade ureolitica da urease de C. ensiformis. Postula-se que as ureases dessa planta
possuem dominios protéicos distintos, os quais sdo responsdveis por atividades
biolégicas diferentes: um dominio com atividacie hidrolitica sobre uréia, suscetivel de
inibigdo por agentes quelantes e oxidantes; e pelo menos mais outro dominio, niquel e
tiol independentes, que seria responsavel pelos seus outros efeitos biologicos (Follmer

et al, 2001; Follmer et al, 2004a)
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1.3 Efeitos biolégicos da canatoxina

Estudos anteriores do grupo mostraram que a canatoxina apresenta uma série de
efeitos bioldgicos que parecem estar relacionados com a capacidade da proteina em
ativar os sistemas secretorios de diversos tipos celulares. Tal efeito secretagogo da
canatoxina envolve mediagfo por metabolitos do acido araquiddnico via lipoxigenases.

A tabela 1 expde alguns dos efeitos da canatoxina.

A canatoxina, quando administrada intraperitonealmente em ratos ¢
camundongos (DLso de 0.4-0.6 e 2-3 mg/kg respectivamente), induz alteragdes
respiratorias, convulsdes e morte (Carlini & Guimarées, 1981; Carlini et al, 1984). Em
doses subconvulsivantes, a canatoxina promove um aumento dos niveis plasmaticos de
gonadotrofinas (Ribeiro-daSilva et al., 1989), de insulina, de modo dose e sexo
dependente em ratos (Ribeiro-daSilva & Prado, 1993), e apresenta também efeito pro-

inflamatério (Benjamin ef al., 1992).

Em ensaios in vitro, a canatoxina apresenta uma potente atividade secretagoga
quando administrada em doses nanomolares em diversos tipos de células, induzindo,
por exemplo, secre¢do de granulos plaquetarios e agregacdo plaquetaria (Carlini ef al,
1985), secreciio de dopamina e serotonina em sinaptossomas de cérebro total de rato
(Barja-Fidalgo et al., 1991b), liberagdo de histamina em mastécitos (Grassi-Kassisse &
Ribeiro-DaSilva, 1992), secregdo de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas (Barja-
Fidalgo, 1991), e liberagfio de enzimas lisossomais em macréfagos (Ghazaleh ef al.,

1992).
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TABELA 1. Efeito secretagogo da canat oxina: modulagdo por inibidores de lipoxigenase .

MODELO EFEITO DEs INIBIDOR DOSE  INIBICAQ Ref

Plaquetas, coelho agregacao 300 nM NDGA 520 uM 50 (a)
ETYA 19uM 50
BW755C 50 uM 50

secre¢do: serotonina 300 nM NDGA 500 pM 75 (b)
Esculeina 100 uM 87

Sinaptossomas, rato secregdo: serotonina 500 nM NDGA 200 pM 90 (b)
Esculetina 100 UM 90
secre¢do: dopamina 2uM NDGA 200 uM 42

Ihotas pancreaticas, rato secregdo de insulina 500 nM NDGA 200 pM 76 (b,c)
Esculetina 100 uM 36

Mastécitos: rato secrecao de histamina 500nM  ndo testado (d)

macréfagos, camundongo secrecdo: enzimas 200 nM NDGA 150 uM  ndoinibe  (e)

Rato, in vivo hipoglicemia 04mg/Kg  NDGA 125 mg/Kg 100 (f)
Esculetina 125 mg/Kg 100

Rato, in vivo hiperinsulinemia 04mg/Kg  NDGA  125mg/Kg 100 (9)

Rato, in vivo hipoxia 04mgKg NDGA  125mg/Kg 72 (h)
Esculetina 125 mg/Kg 50

Rato, in vivo Edema de pata 04mgKg NDGA  125mg/Kg 66 (i)
Esculetina 125 mg/Kg 50

Rato, in vivo convulsbes 04mg/Kg NDGA  125mgKg 75 (h)

(a)Carlini et al ., 1985); (b) (Barja-Fidalgo et al ., 1991a); (c) (Barja-Fidalgo efal ., 1991b); (d)
(Grassi-Kassisse & Ribeiro-daSilva, 1992); (e) (Ghazaleh er al., 1992); (f) (Ribeiro-daSilva et al .,
1986); (¢) (Ribeiro-daSilva & Prado, 1993); (h) (Ribeiro-daSilva et al ., 1992); (i) (Benjamin ef
al., 1992; Ribeiro-daSilva et al., 1992).
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A maioria dos efeitos descritos para a canatoxina, tanto in vivo quanto in vifro,
envolve mediagdo por metabolitos do acido araquidénico via lipoxigenases, ja que esses
efeitos sdo bloqueados por inibidores de lipoxigenase, por exemplo, &cido
nordihidroguaiarético e esculetina, e ndo por inibidores de cicloxigenases, como
aspirina e indometacina (Benjamim ef al., 1992; Carlini ef al., 1985; Barja-Fidalgo et
al., 1991a,b; Ribeiro-Dasilva et al., 1989b). A canatoxina também ¢é capaz de afetar
fluxos de Ca®" através de membranas. Em vesiculas do reticulo sarcoplasmatico, a
canatoxina produz um efeito inibitério sobre o acimulo de Ca2+, que ¢ resultante da
atividade enzimatica da Ca>" Mg**-ATPase. A toxina parece desacoplar o transporte de
célcio, através da membrana, da atividade hidrolitica da enzima sobre o ATP, um dado
relevante para o entendimento das propriedades secretagogas desta proteina (Alves er
al., 1992). Ghazaleh et al., 1997, demonstraram ainda que, em plaquetas ativadas por
canatoxina, ocorre um influxo de célcio do meio externo através de canais de Ca’"
voltagem-dependentes, bloqueados por verapamil, e que ndo h& geragdo de

fosfatidilinositol-trifosfato (IP3) ou liberagdo dos pools citoplasmaticos de Ca*".

O efeito pré-inflamatdrio atribuido a essa toxina foi caracterizado pela indugédo
de migracdo de neutrofilos e mondcitos nas cavidades peritoneal e pleural, além de
apresentar agdo no modelo “air pouch”, mediada pela liberagdo de fatores quimiotaticos
de macrofagos (Barja-Fidalgo ef al., 1992). Em ensaio de edema de pata em ratos, a
inflamacdo é dose dependente com pico méaximo apods 6 horas da injecdo intraplantar,
em doses de 50 pg e 100 pg de canatoxina por pata. Este fendmeno parece ser mediado
por metabolitos da lipoxigenase, provavelmente leucotrienos, que causam infiltragdo

celular intensa no local da inflamagéo (Benjamin et al., 1992).

A urease de C. emsiformis apresenta efeitos biologicos em comum com a

canatoxina, como a ativagiio de plaquetas, interagdo com glicoconjugados polisialilados
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e atividade inseticida, porém ndo ¢ toxica quando administrada intraperitonealmente em

ratos e camundongos (Follmer ef a/, 2001; Follmer et al, 2004b).

Outros estudos mostraram que as varias atividades biologicas descritas para a
canatoxina ndo sdo dependentes da atividade ureolitica da molécula. Assim, a
canatoxina tratada com 200 pM de p-hidroximercuribenzoato perde totalmente a
atividade ureolitica, mas mantém inalterada a sua atividade toxica em camundongos,
ainda induz agregacdo plaquetdria, interage com glicolipideos da membrana de
hemacias e mantém sua atividade inseticida. As mesmas observagdes foram feitas para a
urease tratada com p-hidroximercuribenzoato (Follmer et al., 2001). A Tabela 2 resume

os dados comparativos disponiveis para as ureases de C. ensiformis (Carlini & Grossi-

de-Sa, 2002).

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

Canatoxin Urease

Physicochemical properties
Molecular mass

SDS-PAGE 95-100 kDa 90-97kDa

Native form Dimer Hexamer
Urease activity
K. (pH 6.5-83) 2-5mM 3-8 mM
Vinax (pH 6.5-8.5) 4-10 Ulmg 15-45 Utmg
Inhibitors, [C50

p-Hydroxi-mercuribenzoate 5 uM 0.5 pM

Acetohydroxamic acid IpM 3uM
Metal content (per 95kDa)  Nickel-T mol/mol Nickel-2 mol/mol

Zine-1 mol/mol Zine-not detected

Biological properties
Toxicity

Mouse, i.p. LDsy—2 mg/kg (p-OHMB ireated, 100% active) Not toxic with 10 LD30
C. maculatus, ingested 100% death—0.25% (w/w) Not determined

R. prolixus, ingested LDs—0.4-0.8 mg/kg LDsg04~0.8 mg/kg
Indireet hemagglutination

End-point (10° rabbit cells)  1-2 pg 1-2 pg

Inhibitors Gangliosides-fetuin ( p-OHMB treated-100% active) Gangliosides-fetwin (p-OHMB ireated-100% active)

Platelet aggregation (rabbit)  ECg—2-3 pg (p-OHMB treated- 100% active) ECsq—2-3 pg (p-OHMB treated-100% active)

13
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1.4 Eicosanoides

Os eicosandides sdo autacoides derivados do 4cido araquidénico por rotas
metabolicas distintas, entre as quais a via das ciclooxigenases e a via das lipoxigenases
(figura 2), hoje reconhecidos como segundo mensageiros envolvidos na transdugio de
sinais numa vasta gama de fendmenos fisiologicos e patologicos. Ainda ndo esta
completamente elucidado o papel fisiologico dos metabolitos derivados da via de
lipoxigenase, como leucotrienos, lipoxinas e hidroperoxidos de d4cidos graxos

(Goodman et al, 2001).

O 4cido araquidonico, atuando diretamente ou na forma de seus metabolitos,
eicosanoides, regula uma série de fungdes celulares (Sakata et al., 1987; Sumida et al.,
1993). Além disso, modificagdes no metabolismo do acido araquidénico estdo

envolvidas em varios estados patologicos (Goetzl er al., 1995).

Os produtos de ciclooxigenases estdo envolvidos na patogénese de varias
doengas inflamatérias, como aterosclerose devido ao potencial inflamatoério de PGE; e
tromboxana A,, (Linton et al., 2004) bem como seu envolvimento na patogénese da
aterosclerose e no desenvolvimento de problemas vasculares decorrentes da diabetes

(Natarajan & Nadle, 2004).

Os leucotrienos sdo considerados mediadores de distarbios anafilaticos e
inflamatorios (Engels & Nijkamp, 1998). Existem muitos indicios de que produtos da
agdo de lipoxigenases, como os leucotrienos, estariam envolvidos nos processos
secretorios de diferentes tipos celulares (Snider ef al., 1984; Metz, 1985b; Metz ef al.,
1983a; Metz et al., 1983b; Metz et al., 1983c); ‘Sasakawa et al., 1984; Piomelli et al.,
1987; Naor et al., 1985).
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Figura 2: Principais vias do metabolismo dos eicosandides. A liberagdo de A4cido araquidénico,
constituinte minoritario dos fosfolipidios de membranas, ocorre por hidrolise catalisada por fosfolipases
tipo A2. Uma vez liberado, o 4cido araquiddnico serd substrato para diferentes rotas metabolicas,
particulares para cada tipo celular. Através da via da cicloxigenase formam-se prostaglandinas e
tromboxanas, enquanto que a agfo das diferentes lipoxigenases levara a formagio dos hidroperdxidos

correspondentes. Adaptado de Stanley-Samuelson & Ogg, 1994.

1.5. Plaquetas e agregacao plaquetaria

Plaquetas sdo microcélulas anucleadas com didmetro aproximado de 2 — 3 pm
que circulam em torno de 10 dias no sangue. No homem, a concentragdo plasmatica
normal de plaquetas é de 150 — 400 X 10°/L. Em resposta a agonistas fisiologicos tais

como coldgeno, trombina, ADP ou PAF (platelet activating factor), as plaquetas
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secretam seus granulos densos, que contém aminas vasoativas, bem como Ca’’ e ATP,
e/ou granulos alfa, contendo enzimas e fatores de coagulagdo. Além de respostas do
leito vascular aos compostos secretados pelas plaquetas, a ativagdo das plaquetas resulta
numa mudanga de forma (shape change) da plaqueta, que leva a agregacgdo plaquetaria,
em que as plaquetas aderem umas as outras e formando um tamp#o plaquetario, e
também na ades#io das plaquetas a superficie endotelial e matriz extracelular, fendmenos

que compreendem a etapa primaria da hemostase.

Plaquetas sanguineas se revelaram um excelente modelo para se estudar a acfo
secretagoga da canatoxina e de outras ureases (Carlini ef al., 1995; Ghazaleh et al.,
1997, Follmer et al, 2004a; Olivera-Severo et al., 2006). Estudos prévios do grupo,
inicialmente com a canatoxina, e depois estendidos para a urease embrifo-especifica da
soja e a urease de Bacillus pasteurii, mostraram que independente da origem, ureases
sfo capazes de ativar plaquetas em concentragdes de 10® 2 10® M. Ureases induzem a
exocitose dos granulos densos, sendo que o ADP liberado causa subseqilentemente a
agregacdo plaquetaria, facilmente medida por variagio da transmitincia de luz em
suspensdes das plaquetas. A participagdo de metabodlitos do 4acido araquidénico da rota
da 12-lipoxigenase, na ativagdo plaquetéria induzida por ureases, foi inferida a partir do
efeito de diferentes compostos quer sdo inibidores de enzimas dessa rota (Carlini ef al.,

1985; Barja-Fidalgo et al., 1991b; Olivera-Severo ef al., 2006).

A urease da bactéria Helicobacter pylori também ativa plaquetas sanguineas,
induzindo agregacdo plaquetéria, recrutando a rota dos eicosandides através da via da

lipoxigenase (Wassermann, 2007).
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1.6 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori é uma espiroqueta, gram negativa, microaerdfila, com 2,5 a
5,0 um de comprimento e 0,5 a 1,0 pm de largura, que possui de 4 a 6 flagelos com
aproximadamente 30 um de comprimento (Goodwin et al, 1990). Em 1982, Marshall e
Warren isolaram pela primeira vez esse microrganismo (Marshall e Warren, 1984). A
partir de 1984, tornou-se cada vez mais evidente a associacdo de H. pylori com

patologias gastricas e duodenais.

Atualmente, H. pylori é reconhecido como o agente patologico de gastrite
cronica, ulcera péptica e clncer gastrico e duodenal (NIH Consensus Conference, 1994).
Estima-se que esse microrganismo possa ser encontrado em cerca de 50% da populagéo

mundial, e em paises subdesenvolvidos, ocorréncias de 70% a 90% sdo relatadas.

A histopatologia da infeccdo por H. pylori caracteriza-se pela associacdo
exclusiva dessa bactéria as células da mucosa gastrica, mas ndo ao epitélio do intestino
delgado ou em metaplasia intestinal. A infecgfo é acompanhada por infiltragdo de
células inflamatérias polimorfonucleares no epitélio, o que ndo € associado
especificamente com modificagGes metaplasicas e formagdo de granuloma (Dixon, M.
F; 1995). A intensidade da inflamagfio pode ser altamente varidvel, desde uma
infiltragdo minima da ldmina propria, com arquitetura glandular intacta, até uma
inflamagdo severa, com formagfio de micro abscessos (Genta & Graham, 1994). Em
geral ha degeneragdo das células epiteliais, com deplegdo de mucina, vacuolizagdo

citoplasmatica e desorganizagéo de glandulas da mucosa.

Sugere-se que a transmissfo desse microrganismo possa ocorrer a partir de trés
rotas. A primeira, ¢ menos comum, estd relacionada ao contato de pacientes com
instrumentos endoscopicos contaminados (Akamatsu ef al., 1996), podendo ser evitada

com a esterilizagdo dos instrumentos (Katoh er al., 1993; Tytgat, 1995). A transmisséo
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fecal-oral ¢ talvez a mais importante. Apesar de H. pylori ter sido isolado das fezes de
criangas infectadas (Thomas ef al., 1992), o isolamento desse microrganismo das fezes
néo é comum, o que sugere que deva ocorrer descamagiio géstrica intermitente. Agua
contaminada por material fecal pode ser também uma fonte importante de transmissdo
(Klein et al., 1991). Por tltimo, a via de transmissdo oral-oral foi identificada em alguns
casos na Africa, onde em certas tribos, as mies pré-mastigam o alimento dos filhos

(Megraud, 1995).

Muitos fatores de viruléncia estdo envolvidos no mecanismo patologico da
infecgdo por H. pylori, incluindo vérias enzimas (urease, catalase, lipase e algumas
proteases) e toxinas, como a citotoxina vacuolizante, codificada pelo gene vac4, e a
proteina imunogénica Cag A, codificada pelo gene cagd, que estdo localizadas na ilha |
de patogenicidade (PAI). A PAI contém também diversos outros genes responsaveis
pela viruléncia, expressdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-8) em células epiteliais, e
expressdo de um conjunto de proteinas formadoras de um sistema de secregdo do tipo
IV (T4SS) que transporta a proteina CagA para o interior de células eucaridticas

(Censini et al. 1996; Figueiredo ef al. 2005).

Estudos epidemiol6gicos mostram que a infecgdo por H. pylori parece também
estar associada a patologias ndo relacionadas ao trato gastrointestinal, como a purpura
trombocitopénica idiopética, doengas cardiovasculares e cerebrovasculares (Mendall er

al., 1994; Pellicano et al., 1999; Atherton, 2005; Jin et al., 2007).
1.7 A urease de Helicobacter 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 540 kDa, ¢ uma metaloenzima niquel dependente

e hexamérica. O mondmero é composto por duas cadeias polipeptidicas (UreA [30kDa]
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e UreB [62kDa]), em propor¢do 1:1 (Dunn et al., 1990; Hu & Mobley, 1990). A
afinidade dessa enzima pelo substrato uréia, com um Km ~ 0.3 mM, a torna
cataliticamente eficiente nas concentragdes submilimolares de uréia presentes nos

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

A figura 3 ilustra a estrutura cristalografica do monémero funcional da urease de

H. pylori, composto de uma subunidade A e uma subunidade B (Ha ef a/.,2001)

Figura 3: 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 4tomos de niquel do sitio ativo

da urease, localizado na subunidade B, estdo representados como esferas vermelhas.

Foram descritos pelo menos sete genes envolvidos na produgéo da urease de H.
pylori. Os genes uredA e B codificam as duas subunidades que compdem a enzima,
enquanto que os genes ureE, F, G, H codificam proteinas acessdrias responsaveis pela
incorporag¢do 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
internalizagdo da uréia. Além desses genes, uma proteina transportadora de niquel €
expressa a partir do gene nix4 (McGee ef al., 1999; Mobley et al., 1995).
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O operon da urease de H. pylori, contendo os genes estruturais da proteina e
genes de proteinas acessorias 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 diagnodsticos (Krogfelt er al., 2005).
Mutantes de H. pylori urease negativos sdo incapazes de colonizar o estdbmago de leitdes
gnotobidticos e tampouco camundongos “nude” (Eaton ef al., 1991; Tsuda ef al., 1994).
Supde-se que a principal fungfo dessa enzima esta relacionada com a formagio de um
microclima neutro no limen 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 reagdes colaterais adversas. O wuso clinico de é&cido
acetohidroxamico, um inibidor de urease, causa depressdo na sintese de DNA, afetando

a medula ossea, além de ser teratogénico em doses elevadas (Bailie ef al., 1986)

Além desse efeito neutralizador da acidez géstrica, a urease de H. pylori esta
envolvida na ativagdo de fagocitos e na produgdo de citocinas inflamatorias (Harris ef
al., 1996). Extratos aquosos de H. pylori induzem em macréfagos in vitfro um aumento
da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Wilson ef al., 1996), resultando em grande
liberagdo de dxido nitrico, o qual estd associado a ativagdo de células do sistema imune
no tecido lesado. A hidrolise de uréia, que difunde do leito capilar, pela urease e a
conseqiiente liberagdo de amoénia resulta em Qanos celulares (Barer et al.1988) e
contribui para a inducfio de vacuolizagdo das células epiteliais géstricas, em conjunto
com a toxina VacA. Esses dados sugerem que a urease seja importante também no
desenvolvimento de lesdes gastricas, e ndo s6 na manutengdo da bactéria em pH

desfavoravel.

20




As ureases de B. pasteurii (Olivera-Severo et al. 2006) bem como a urease de
H.pylori (HPU) (Wassermann, 2007), induzem agregag¢éo plaquetaria em concentra¢des
submicromolares. Plaquetas participam da resposta inflamatéria como um local de
armazenamento de substdncias vasoativas e mediadores inflamatérios, bem como a
geragdo de peroxidos e radicais hidroxil, que podem induzir perturbagdes
microcirculatdrias (Elizalde et al. 1977; Kalia ef al. 2003). A figura 4 mostra dados da
agregacao plaquetaria induzida por HPU, e que a ativagio de plaquetas é acompanhada

pela secrecéio de ATP a partir dos granulos densos das plaquetas.
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Figura 4: Ativagdo plaquetdria induzida pela urease de H.pylori A) Curva dose-efeito da
agregacdo de plaquetas de coelho induzida por HPU. B) Medida da secregdo de ATP (por
luminescéncia) de plaquetas de coelho estimuladas por 300 nM HPU e por coldgeno. Retirada de

Wassermann, 2007.

Com o uso de inibidores especificos, Wassermann (2007) demonstrou ainda que

a agregacio de plaquetas induzida por HPU provavelmente envolve metabolitos do
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acido araquidonico através da via da 12-lipoxigenase, que é a isoforma da enzima

presente em plaquetas (Nugteren, 1982). A figura 5 ilustra esses resultados.
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Figura 5. Envolvimento da fosfolipase A2 (inibida por dexametasona — dexa), da 12-
lipoxigenase (inibida por esculetina — esc) e da ciclooxigenase (inibida por indometacina — indo) na

agregacdo plaquetaria induzida por HPU (retirada de Wassermann, 2007).
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1.8 Objetivos

Baseados em dados prévios do nosso grupo, considerando o efeito secretagogo, a
ativagdo plaquetaria e o efeito pro-inflamatorio descritos para a canatoxina, propomos

que a urease de H. pylori compartilha propriedades com essa proteina.
Este trabalho teve como objetivos:
1. Caracterizar as rotas de ativacgéo de plaquetas por HPU;

a. Investigar o envolvimento de PAF e dependéncia de influxo de calcio na

agregacdo plaquetaria;

b. Investigar a ativagdo do metabolismo de eicosandides, identificando

metabdlitos de 12-lipoxigenase plaquetaria;

2. Verificar a capacidade de adesdio da urease de /. pylori a membranas de

plaquetas;

3. Investigar a urease de H. pylori como possivel proteina formadora de poros em

linhagens de gliomas.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Manipulacéo bacteriana
2.1.1 Linhagem bacteriana

A linhagem E. coli SE5000 [F" araD193 A(argF lac)U169 rpsL150 relAl
ftbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR recA56] foi utilizada como vetor de expressdo da urease
recombinante de H. pylori (gentilmente cedida pelo Prof°.Dr. Harry L.T. Mobley -

University of Michigan Medical School)
2.1.2 Cultivo bacteriano

O meio de cultura utilizado para o cultivo de E. coli foi o LB (Luria-Bertani) em
pH 7.0, sendo composto de triptona (10g/L), extrato de levedura (5g/L) e NaCl (10g/L).

Para meio solido, era adicionado 15g de agar por litro de meio.
2.1.3 Transformacéo bacteriana

A preparagdo 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 “urea segregation agar” (Hu et

al, 1992) apés uma hora de recuperagdo em meio LB a 37°C.
2.1.4 Vetor plasmidial

Foi utilizado o plasmideo pHP8080 (cedido gentilmente pelo Dr. Harry L.T.
Mobley - University of Michigan Medical School). A figura 3 mostra a estrutura do

plasmideo pHP8080.
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Figura 6: Estrutura do plasmideo pHP8080, contendo o operon da urease de H. pylori linhagem 26695
(ureABIEFGH), o gene codificante para proteina transportadora de niquel (nix4) e marca de resisténcia

para cloranfenicol (cat). Adaptado de McGee ef al, 1999,

2.2 Expressdo e purificacio da urease recombinante de H. pylori

2.2.1 Pré-in6culo

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 agitago.
2.2.2 Preparacio de extratos brutos a partir dos cultivos

O cultivo foi centrifugado em Sorvall-Plgs RC5b, a 15000rpm , a 4°C, durante
10 minutos. O material sobrenadante foi desprezado e o precipitado suspenso em
tampdo 20mM NaPB, 5mM [-mercaptoetanol, ImM EDTA, pH 7.0 (tampdo de
extragdo). As células suspensas no tampédo de extracéo foram lisadas com a utilizagdo de

ultra-som (Ultrasonic Homogenizer 4710), com 10 pulsos de 2 minutos, em banho de
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gelo. Esse homogeneizado foi centrifugado a 15000 rpm, durante 20 minutos, o material

insoluvel foi descartado e o sobrenadante denominado como Extrato bruto.

2.3 Purificac¢io da urease recombinante de H. pylori

O método de purificagdo da HPU recombinante foi desenvolvido por

Wassermann, 2007.
2.3.1 Cromatografia de troca iénica Q-Sepharose

O Extrato bruto foi submetido a cromatografia de troca idnica Q-Sepharose
(Amersham Biosciences), na propor¢do de ImL de resina para cada 10mg de proteina; a
resina foi equilibrada em tampéo de extragdo. Apos a adsor¢do da amostra a resina, esta
foi lavada com o tampdo de equilibrio e entdo eluida com gradiente descontinuo: 1*
elui¢do — Tampdo de extragdo contendo 100 mM NaCl; 2° eluicdo - Tampdo de
extragdo com 200mM NaCl; 3* eluigdo - Tampdo de extragdo com 300mM NaCl; 4*

eluigdo - Tampéo de extragdo com IM NaCl.
2.3.2 Cromatografia de troca ionica Source 15-Q

A fragdo rica em atividade ureolitica oriunda da 2* eluigdo da cromatografia em
Q-Sepharose foi dialisada, para a eliminagdo 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 tampéo de
extragdo pH 7.5, e o sistema foi programado para gerar um gradiente continuo de 25% a
75% de 250 mM NaCl em 20mL de tampdo de extragdo, para eluigdo da amostra. Apos
a coleta dos picos cromatograficos, foram realizados ensaios de determinagdo de

atividade ureolitica.
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2.3.3 Cromatografia de exclusio molecular

A fragfo rica em urease, obtida na cromatografia de troca idnica Source 15-Q,
foi concentrada em cartucho Centricon/Centriprep e entdo submetida a cromatografia de
gel filtracdo em coluna Superose 6 (GE Healthcare) equilibrada com tampdo de
extragdo, em sistema de FPLC (Pharmacia), obtendo-se assim a urease recombinante

purificada.

2.4 Deteccéiio de 12-HETE

Uma suspensdo de PRP de coelho, num volume de 2mL (ver item 2.6) pré-
incubada por 2 min. com 300nM de HPU foi submetida a agitagdo em vortex de
bancada, conforme descrito anteriormente. Plaquetas na auséncia de HPU foram
submetidas a agitagdo em vortex, como controle negativo. As suspensdes de plaquetas
foram lisadas por centrifugacdo a 10000 g em metanol a frio. O sobrenadante
recuperado foi submetido a cromatografia de fase reversa em coluna C-18 (CLC-
ODS(M), Shimadzu) em sistema HPLC (Shimadzu). O material adsorvido a coluna foi
eluido utilizando os tampdes A (dgua:acetonitrila:dcido acético, 75:25:0,1) e B
(metanol:acetonitrila:acido acético, 60:40:0,1), em um gradiente de 50% a 90% de
tampdo B, com um fluxo de Iml/min, monitorando-se a elui¢do por absorbincia a
235nm. Como padrio foi utilizado 4cido 12-hidroxi(peroxi)eicosatetracindico auténtico
(Cayman Biochemicals), cromatografado nas mesmas condi¢des. Adaptado de Coftey et

al., 2004.
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2.5 Medida de contetido protéico e atividade enzimditica
2.5.1 Conteudo Protéico

A determinagdo do contetido protéico das amostras foi realizada a partir da
absor¢do no ultravioleta em comprimento de onda de 280nm, utilizando cubetas de
quartzo com passo optico de 1 cm, ou através do método colorimétrico do Coomassie

Blue, conforme Bradford, 1976.
2.5.2 Detecgdo de atividade ureasica

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

em pH 7,0 a 37°C.

2.6. Ensaio de agregacdo plaquetaria

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado a partir de sangue de coelho
coletado da artéria central auricular, na presenga de citrato de sédio na concentragdo
final de 0,313% (p/v). As amostras de sangue foram centrifugadas a 200 g, por 20
minutos a temperatura ambiente, para a obten¢do de plasma rico em plaquetas. A
agregacio plaquetaria € o “shape change” foram monitorados por turbidimetria (Born
& Cross, 1963) usando um lumi-agregdmetro (Chrono-Log Co. Havertown, Pa.) e

registrados por 3 minutos. A agregagdo plaquetdria também foi avaliada utilizando-se
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leitor de microplacas SpectraMax (Molecular Devices, USA) como descrito em Olivera-
Severo ef al., 2006a. Foram adicionados 100uL da suspensdo de plaquetas em placa de
96 pogos de fundo plano. HPU, inibidores e solugéio tampdo (tampéo de extragfo) foram
adicionados para o volume final de 150pL. Apés a adigdo de HPU, a placa foi incubada
por 2 minutos a 37°C antes do inicio da agitagfio e leituras foram acompanhadas a cada
11 segundos em comprimento de onda de 650nm, durante 20 minutos. A mudanga da
turbidez foi medida em unidades de absorbancia e os resultados expressos como a area
sob a curva de agregagdo. Para os testes com inibidores, estes foram pré-incubados por
15 min. a 37°C com as plaquetas, antes da adi¢do de HPU nas placas. O agonista
fisiologico PAF  (“platelet-aggregating factor™:  1-QOalkyl-2-acetyl-sn-glycero-
phosphocholine) e seu antagonista Web 2170 (Bepafant; 5-(2-chloro-phenyl)-3.4-
dihydro-10-methyl-3-[(4-morphol-inyl) carbonyl]-2H, 7H-cyclopenta (4,5) thieno [3,2-
A1 [1,2.4 triazolo-[4,3-a] [1,4] diazepine]) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Jodo
Baptista Calixto, Depto. Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis, SC, Brasil. Verapamil (cloridrato de verapamil) foi adquirido do

Laboratério Sandoz.

2.7 Ensaio de adesio de HPU a membranas de plaquetas

Nos ensaios de adesdo a membranas de plaquetas, 1ml de HPU na concentragio
de 4uM em tampio de extragdo foi marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
com a adi¢do de 1mg do marcador diretamente na amostra e permaneceu em contato por
16 horas a 4°C. Em seguida, esta solu¢do foi submetida a didlise contra tampéo de
amostra 20mM NaPB, 5mM B-mercaptoetanol, ImM EDTA pH 7.5, € posteriormente

submetida a uma cromatografia em coluna Fast-Desalting (Amersham Biosciences) para
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retirada de todo o FITC que ndo interagiu com HPU. Em seguida, 4mL uma suspenso
de plaquetas de coelhos (PRP, em presenga de plasma) foi posta em contato com 300nM
de HPU-FITC, e agitada gentilmente utilizando vortex de bancada por 5 min. PRP sem
HPU foi submetido as mesmas condi¢Ges de ensaio, como controle negativo. Em
seguida, a suspensdo de plaquetas foi centrifugada e o precipitado lavado duas vezes
com tampdo de extracdo e finalmente suspensas em volume final de 200uL. foram e
colocadas em laminas de vidro para observacdo direta ao microscépio de fluorescéncia

(Zeiss — Axiovert-200).

2.8 Tratamento de células de glioma humano

Células de glioma humano da linhagem A172 (ATCC, Rockville, Marylan,
EUA; gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Guido Lenz, Depto. Biofisica-UFRGS) foram
cultivadas em frascos estéreis de 25cm” com meio de cultura DMEM, suplementado
com soro fetal bovino 10% e 4,5g/L. de glicose, contendo 2,5mg/ml de fungizone® ¢
100U/L de gentamicina. Para o ensaio, 10.000 células de glioma humano foram tratadas
com 1,41uM de HPU, adicionada diretamente ao meio de cultura, por 2 horas a 37°C,
em atmosfera imida e com 5% de CO,. Células incubadas com o tampéo de extragéo de

HPU foram utilizadas como controle negativo.

Utilizando um microscopio de fluorescéncia (Zeiss — Axiovert-200), a detecgio
de células lisadas ou com altera¢do na permeabilidade da membrana foi feita utilizando
iodeto de propideo (5uM)(Sigma), um fluoréforo que é excluido de células sadias, sendo
capaz de penetrar em membranas ndo integras e ‘ligar em acidos nucléicos, tornando-se
assim fluorescente ¢ podendo ser observado (Macklis & Madison, 1990). Como controle
positivo, as células foram tratadas com Triton X-100 0,001% por 2 horas e depois

expostas ao iodeto de propideo.
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2.9 Andlise estatistica

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

significativos.
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3. Resultados

3.1 Rota de ativacio de plaquetas por HPU

Buscando investigar envolvimento do influxo de calcio na agregacio plaquetéria

induzida por HPU, utilizou-se diferentes concentracdes de verapamil, um bloqueador de

canais de célcio voltagem-dependente.
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Figura 7. Efeito de verapamil na agrega¢fo induzida por HPU. PRP foi incubado por 15 min. na presenga
ou auséncia de verapamil, nas concentragdes indicadas, e a agregacéo foi iniciada com a adigdio de 300

nM HPU. A agregacio foi monitorada em SpectraMax. Valores de p<0,05* ou p <0,001*** foram

considerados estatisticamente significativos.
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A figura 8 apresenta a independéncia de PAF, conhecido ativador de plaquetas,

na agregacdo plaquetéria induzida por HPU.

% Agregacao

100 A I
T
50 -
O - T T
PAF 50nM PAF+2uM HPU 300nM HPU+2uM Web
Web2170

Figura 8. Efeito de Web2170, antagonista de PAF, na agregagdo induzida por HPU. Plaquetas foram
incubadas por 15 min. a 37°C na presenga ou auséncia de Web2170 e a agregagdo foi iniciada com a
adigio de PAF ou HPU. A agregagfio foi monitorada a cada 11 segundos durante 20 min. em leitor de
placas SpectraMax. Os resultados s3o expressos como a porcentagem de agregacdo maxima produzida
pelo indutor, HPU ou PAF, para quatro replicatas. Valores de p<0,05%, p<0,01** ou p <0,001*** foram

considerados estatisticamente significativos.

UFREGS - B AOTECA
e E3id r ol A
NS, 2i0CIENGIAB 33




3.2 Detecgdo de 12-HETE em plaquetas agregadas por HPU

O cromatograma mostra que plaquetas agregadas por HPU produzem um

metabolito que co-elui com 12-HETE, um derivado de 4cido araquidénico na rota da

12-lipoxigenase.

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report

170000
12-HETE (Padréo)

180000 g//.‘l}HETE(HPU)

150000

140000-

130000; - Qfﬂ\l

120000

13 w8 w. v 18

Figura 9. Perfil cromatogréfico de 12-HETE auténtico e de um metabdlito extraido de plaquetas ativadas
por HPU em cromatografia de fase reversa em coluna C-18 (CLC-ODS (M)), em sistema HPLC

(Shimadzu). O pico de 12-HETE (Cayman Biochemicals) ¢ eluido em aproximadamente 16 minutos nas

condigdes descritas por Coffey et al., 2004.
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3.3 Adesao da urease de H. pylori a membranas de plaquetas

A figura 10 mostra resultados com HPU marcada com FITC que sugerem uma

interagéo especifica de HPU com “receptores” de membranas em plaquetas.

Figura 10. Fotomicrografia de plaquetas agregadas por HPU a 300nM. A HPU marcada com

isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi usada para induzir agregagdo das plaquetas e em seguida os
agregados foram visualisados em um microscopio (Zeiss — Axiovert-200). No painel 4 esquerda,
microscopia Optica. No painel & direita, microscopia de fluorescéncia, utilizando um filtro para

fluoresceina. Aumento 400 x.

Observar na figura que as hemadcias residuais visiveis no campo a
esquerda, ndo fluorescem (comparar a direita), evidenciando que a HPU-FITC ligou-se

apenas aos agregados de plaquetas.
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3.4 Investigacdo de HPU como proteina formadora de poros em células de

glioma humano

A figura 11 mostra micrografias de células de glioma humano incubadas com

HPU ou Triton X-100 por 2 horas.

Figura 11. Células de glioma humano A172 apds 2 horas de exposi¢do a 1,41uM HPU ou Triton X-100
0,001%. Em A) Células tratadas com 1,41uM de HPU por 2 horas. Em B) Controle positivo, células
tratadas com Triton X-100 por 2 horas. Painéis superiores: microscopia optica. Painéis inferiores: os
mesmos campos observados com microscopia de fluorescéncia, ap6s tratamento com iodeto de propideo,

excitagdo em 515-560 nm usando filtro rodamina. Aumento 400 x.

Observar que em A, as células estdo integras enquanto que em B, as células

foram lisadas pelo detergente.
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4. Discussao

As ureases sdo proteinas muito conservadas em relagdo a estrutura e atividade
catalitica. A canatoxina, uma das isoformas de urease da C. emsiformis, apresenta
diversas atividades farmacoldgicas independentes da atividade enzimética. Nossa
hipétese de trabalho € que para o H. pylori, esta enzima possivelmente esta envolvida
em outros processos da patogénese além da alcalinizagio do ambiente géstrico,

necessario para colonizag¢do da mucosa gastrica pela bactéria.

Os dados aqui apresentados mostram que a urease de H. pylori, em modelos in
vitro, possui propriedades semelhantes as ja descritas para outras ureases, como a
canatoxina, a urease de Canavalia ensiformis, e a urease de Bacillus pasteurii.
Verapamil, um bloqueador de canais de célcio voltagem-dependentes, diminuiu
consideravelmente a agregagdo induzida por HPU (Figura 7). A inibi¢do da agregacio
de plaquetas tratadas com verapamil indica que esta resposta ¢ dependente de influxo de
calcio do meio externo para o citoplasma das plaquetas. Essa observagio coincide com
resultados obtidos para a canatoxina em plaquetas, como descrito por Ghazaleh et al.,

1997.

" Para complementar os estudos sobre as rotas de sinalizagdo recrutadas por HPU
para induzir agregacdo plaquetdria, pré-tratamentos com Web2170 (antagonista de PAF)
foram realizados. O resultado da figura 8 indica que a agregagdo plaquetaria induzida
por HPU ¢ independente da sintese de PAF, um fosfolipidio conhecido por seu potente
efeito indutor de agregaciio e secre¢do em plaquetas. A resposta de plaquetas a

canatoxina também foi descrita como sendo independente de PAF (Carlini e al., 1985).

Estudos prévios do grupo (Wassermann, 2007) sugeriram que o efeito indutor de
agregacio plaquetaria da urease de H. pylori seria mediado por eicosanodides da via de

lipoxigenases. Tal inferéncia resultou do fato que inibidores especificos da 12-
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lipoxigenase pla@uetfu’ia, como acido nordihidroguaiarético e esculetina, reduzem
significativamente a resposta das plaquetas a HPU. Nesse trabalho, comprovamos que,
de fato, o 12-HETE ¢ produzido por plaquetas agregadas ativadas por HPU (Figura 9).
O 12-HETE € um conhecido sinalizador de respostas inflamatorias celulares, como
ativagdo de citocinas pré-inflamatérias e indugdo de apoptose em células do epitélio
gastrico. Foi observada a mesma indu¢do de metabdlitos de lipoxigenases com
plaquetas induzidas por colageno, um ativador plaquetario fisiologico (Chen et al.

2008).

A urease de H. pylori parece interagir e ligar-se com membranas de plaquetas
agregadas (Figura 10), indicando uma “especificidade” de ligagéio desta enzima com

“receptores” presentes em plaquetas e ausentes em hemaécias.

Os resultados apresentados na figura 11 corroboram dados prévios do nosso
grupo, de que a urease de H. pylori realmente induz agregacdo de plaquetas, e ndo um
efeito litico que poderia também resultar na diminui¢do de turbidez da suspensdo de
plaquetas, como registrado no agregémetro. A concentragdo de HPU utilizada no ensaio
com gliomas foi aproximadamente cinco vezes maior que a utilizada para agregar
plaquetas. HPU n#o interfere na permeabilidade de membranas de células de gliomé,
comprovando a proposta de indugio de secregdo, e ndo de formagdo de poros. Estudos
anteriores com canatoxina ativando plaquetas, sinaptossomas e células beta pancreaticas
haviam demonstrado nfio haver extravasamento da lactato desidrogenase citoplasmatica,

indicando ndo ter havido lise celular.

Estudos epidemiologicos recentes mostram uma correlagdo positiva entre
portadores de infecgdio com H. pylori e doengas cardiovasculares tromboembolicas
(Atherton, 2005; Jin et al., 2007). A propriedade da urease de H. pylori de agregar
plaquetas pode ter um papel relevante no desenvolvimento dessas patologias (Pellicano

et al., 1999; Olivera-Severo et al., 2006b).
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A demonstragdo, nesse trabalho, da ativagio da rota da lipoxigenase em
plaquetas agregadas por HPU representa um passo importante na elucidagdo do papel

desta enzima na viruléncia e patogenicidade de H. pylori.

5. Perspectivas

Ainda ha muito a ser estudado a respeito das propriedades biologicas da urease
de H. pylori. Os proéximos experimentos a serem realizados visam: investigar a
interagdo de HPU com receptores especificos em plaquetas; estudar a ativacio celular e
cascatas de transdugdo de sinal em neutrdfilos, macréfagos e plaquetas ativadas por -

HPU; estudar o efeito de HPU na linhagem AGS de células de epitélio gastrico.
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