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1. Introducdo 3. Material e Métodos

Ureases (EC 3.5.1.5) sdo enzimas niquel-dependentes que catalisam a HPU recombinante produzida em £ col/i purificado através de duas
hidrélise da uréia em amonia e dioxido de farbono. Ureases bac‘.rerjlan.as sdo cromatografias de troca iénica e uma gel filtragéo;
CompOSTGS de mUITlmer'OS de duas ou tres subunidades. As Slmllarldades A agr\egagao plaque"’dr\ia fo| monifor\ada a cada 11 Seg durante 20
entre as ureases de bactérias e plantas sugere que elas descendem de um minutos em um leitor de placas SpectraMax e monitorada por 8 min
mesmo ancestral. Tém mesma estrutura tercidria e mecanismo catalitico em um agregdmetro;
seme.lhlaonfe., Hg//cobacfer P)’/Of” /€ uma bactéria Gram hegativa que parasita Para os experimentos usamos apirase de batata (seqiiestrador de
o epitélio gastrico humano, e é considerada um fator de risco associado a ADP), luciferina-luciferase (emite luz na presenca de ATP), ADP
Ulceras QG.STWCGS e duodenais por . mecanismos que Slnda nao S.C(O b€~m (indufor‘ de agr\egagao) e Coldgeno '|-|po ITT (indufor\ de agrtegagao) da
compreendidos. Estudos mostram, ainda, uma correlagdo entre a infecgdo Sigma Chem. Co.;
com A. PY/O/" /e doencas cardlovasculgref. A urease PrOdU?'dG por A. PX/.O/” / E anticorpos anti-GPVI (reconhece o receptor na membrana da
(HPU) é considerada um fator de viruléncia, pois sua atividade ureolitica plaqueta) da Santa Cruz.
aumenta o pH do meio possibilitando a colonizagdo do epitélio gdstrico.
Nosso grupo mostrou que HPU induz agregagdo plaquetdria de maneira
independente da atividade ureolitica, induzindo a secrecdo de ADP 4. Resultados
plaquetdria pela via de lipoxigenase. Essa urease ainda induz edema de pata
em camundongos envolvendo metabdlitos da via do dcido araquidonico. 30 L+ Col 30 g/ —
Outros resultados sugerem que a HPU recruta a mesma cascata de [ —HPUSonMI g m |~ B
sinalizagdo utilizada pelo coldgeno na agregagdo plaquetdria incluindo a = 1 7 S 2 s
ativagdo da 12-lipoxigenase ligando-se ao receptor de coldgeno. ¢ 207 " p
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secluspesteuii [ | 0w Figura 3. HPU induz secre¢do de ATP e agregagdo de plaquetas de coelho

induzida por ADP: (A) Tempo de reagdo com secregdo de plaquetas ativada por HPU
(300 nM) ou coldgeno (30 pg/mL) a secregdo de ATP foi detectada pela luz emitida
na presenga de uma mistura de luciferina-luciferase. .R.U. - unidades relativas de luz.
(B) Agregagdo plaquetdria induzida por HPU (300 nM) ou 5 uM ADP é completamente
Proteus mirabils D -0| 0 | 1001109567 20 abolida na presenca de 1 U/mL de apirase de batata. As plaquetas foram incubadas

o > com apirase por 10 min em temperatura ambiente sem agitagdo, e depois a agregagdo
foi induzida pela adigdo de HPU ou ADP (tempo zero) e a agregagdo foi monitorada
turbidimetricamente por 8 min.
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Figura 1. Estrutura da urease de Helicobacter pylori: Ureases vegetais como as de
Canavalia ensiformis tem uma Unica subunidade enquanto as bacterianas tém duas
(Helicobacter pylori) ou trés (Klebsiella aerogenes) subunidades. O nimero de residuos

de aminodcidos de cada subunidade estd indicado. O percentual de identidade do |
fragmento de C. ensiformis é mostrado sob proteinas bacterianas. ) :“'""""'
§ W\n |
100~ { I | Figura 2. Agregagdo de plaquetas de coelho 8 v-
induzidas por urease recombinante de 2
= Helicobacter pylori (HPU): Plasma de coelho =
2 rico em plaquetas em placas multiwell foi S
S 50- . { exposto a concentragoes crescentes de HPU ou -
2 5 uM ADP (100% agregagdo). Resultados .
< expressos como porcentagem de agregagdo
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0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 Figura 4. Envolvimento do GPVI na agregagdo plaquetdria induzida por HPU:
uM Agregagdo plaquetdria induzida por HPU (300 nM) ou 20 ug/mL coldgeno é
_ _ _ completamente abolida na presenga do anticorpo anti-GPVI. As plaquetas foram pré-
Tratamento Plaquetdrio % agregagdo plaquetaria incubadas com anti-GPVI (500 pg/mL) por 10 min em temperatura ambiente sem
mean+ sd agitagdo; depois a agregagdo foi induzida pela adigdo de HPU ou colageno (tempo
Nenhum 10000 <+ 1024 zero) e foi monitorada turbidimetricamente por 8 min.
*x a ~
Dexametasona (50 mM) 62.64 + 6.06 5 DlSCUSSGO
Esculetina (500 mM) 55.00**  + 6.06
Indometacina (150 mM) 160.74*** + 1274 Nossos resultados mostram que:
(300 mM) 313.26*** + 3.78 agregagdo plaquetdria induzida por HPU é dependente da secregdo

, , , .. . , . plaquetdria de ADP e ¢ inibida ha presenga de apirase;
Tabela 1. Envolvimento da fosfolipase A2 e eicosandides na agregagdo plaquetdria

o . HPU interage com a glicoproteina VI de membrana plaquetaria (GPVI);
induzida por HPU. Plasma de coelhos rico em plaquetas (PRP) suspenso em placas iedades f lai ind dentes da atividad Ii4]
multiwell incubadas por 2 min em temperatura ambiente na auséncia ou presenga das as propriedades tarmacologicas incependentes da atividade ureolifica

drogas nas concentragdes indicadas. A agregacdo foi induzida coma adi¢do de HPU Fja HPU reforgam a hipétese de. que essa proteina POd.e .dese.mpenhar um
(300nM). Resultados com desvio calculado de 4 replicatas em cada condigdo. Valores de  importante papel na patogenicidade do A Pylori incluindo a sua
p<0,05* , p<0,01** ou p<0,001*** foram consideradas estatisticamente significantes. contribuicdo em doencas cardiovasculares.

2. Objetivos 6. Perspectivas

Neste trabalho investigamos: Investigar outros receptores de membranas envolvidos na agregagdo
a relevancia do ADP na agregagdo induzida por HPU; induzida por HPU;

a redundancia das cascatas ativadas por HPU e coldgeno em plaquetas;
a participagdo do receptor plaquetdrio de coldgeno (GPVI) como
mediador das respostas induzidas por HPU nas plaquetas.

Usar microscopia confocal para estudar a ligagdo da HPU com
receptores de membrana com a adi¢gdo de sondas fluorescentes.
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