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RESUMO

SOUZA, Mariele de Jesus. Efeito da urease de Helicobacter pylori em células endoteliais. 2015.
89 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A urease de Helicobacter pylori (HP) é um fator de viruléncia que permite a colonizagdo
e sobrevivéncia desta bactéria na mucosa gastrica do estomago, podendo levar ao
desenvolvimento da Ulcera géastrica e do adenocarcinoma. Recentemente, NnossoO grupo
demonstrou que a urease de HP (HPU) tem acdo pré-inflamatéria em neutrofilos humanos.
Entretanto o envolvimento direto da HPU sobre os efeitos vasculares ainda € pouco
compreendido. Nosso trabalho tem como objetivo investigar os efeitos da HPU sobre células
endoteliais e as possiveis vias de sinalizacdo envolvidas nestes processos. O tratamento com a
HPU (10 nM) durante 24hs ndo afetou a viabilidade das células endoteliais. Entretanto,
observamos que a HPU foi capaz de induzir o aumento da permeabilidade e reduziu a resisténcia
transendotelial. Corroborando estes dados, observamos que a HPU induziu a dispersdo e a
fosforilacdo de VE-caderina. Além disso, a HPU induziu o rearranjo do citoesqueleto de actina e
a fosforilacdo da FAK. Em nosso estudo observamos também que a HPU induziu o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO ), e estes efeitos foram
inibidos apos o pré-tratamento das células HMEC1 com LY?294002, inibidor da via PI3K-AKT.
A producgéo de ROS induzida pela HPU promoveu o aumento da atividade do fator nuclear kB
(NF-xB). Além disso, a HPU também foi capaz de induzir a adesdo de neutréfilos a células
endoteliais, assim como a tubulogénese. Os efeitos da HPU sobre as células endoteliais sdo
modulados por integrinas, ja que estes efeitos foram inibidos quando as células foram pré-
tratadas com o RGD, antagonista geral de integrinas. Nossos dados mostram que a HPU ativa
células endoteliais, possivelmente, via sinalizacdo regulada por integrinas, exercendo um efeito
pré-inflamatorio e pré-angiogénico,e tendo um papel fundamental na patogénese causada por
H.pylori.

Palavras —chave: Helicobacter pylori.. Urease. Células endoteliais. Integrinas.



ABSTRACT

SOUZA, Mariele de Jesus. Effect of helicobacter pylori urease in endothelial cells. 2014. 89 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The urease of Helicobacter pylori (HP) has been extensively reported as an important
bacterial product which enables HP to colonize and survive in the stomach, favoring the
occurrence of gastric ulcer and adenocarcinoma. Recently, we demonstrated that HP urease
(HPU) has a pro-inflammatory effect on human neutrophils. Although the effects of HP on
endothelial cells (EC) have been early described, the direct involvement of HPU in the vascular
effects is not completely understood. This study aims to investigate the effects of HPU on EC and
the signaling pathways involved in these processes. The treatment of EC with HPU (10nM) did
not affect cell viability. On the other hand, HPU enhanced EC permeability and reduced
transendothelial resistance. Corroborating these data, HPU caused dissociation of cell—cell
junctional cadherins, induced VE-cadherin phosphorylation, promoted alterations on the
dynamics of actin cytoskeleton, and increased FAK phosphorylation. Additionally, HPU induced
reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) production, that were impaired by
LY294002, a PI3BK-AKT pathway inhibitor. HPU-induced ROS production activated nuclear
factor kB (NF-kB). HPU also increased adhesion of neutrophils to EC and tubulogenesis,. The
effects of HPU on EC are modulated by integrins, as they were attenuated in the presence of
RGD peptides. Data presented here indicate that HPU activates EC, probably through an integrin-
associated signaling, supporting its role as a pro-inflammatory and also pro-angiogenic key
molecule in H pylori-related diseases.

Keywords: Helicobacter pylori. Urease. Endothelial cells. Integrin.
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INTRODUCAO

A Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria gram-negativa que coloniza a mucosa
do estbmago humano, podendo causar Ulceras gastricas e adenocarcinoma gastrico por
mecanismos ndo totalmente esclarecidos (Fischbac e col., 2005; Suzuki e col., 2007).
Diferentes trabalhos mostram que os fatores de viruléncia da H. pylori sdo capazes de
interagir com integrinas, que por sua vez podem ativar diferentes vias de sinalizagéo,
incluindo a FAK, Src, EGFR (Tegtmeyer e col., 2010; Kwok e col., 2007). Dentre os diversos
fatores de viruléncia existentes nessa bactéria, a urease contribui para 0 seu sucesso na
colonizacao do epitélio gastrico (Andrutis e col., 1995).

A urease ¢ uma enzima dependente de niquel que catalisa a hidrélise da uréia em
amonia e didxido de carbono. A urease da H. pylori (HPU) constitui cerca de 10% das
proteinas totais da célula (Suzuki col., 2007). Bactérias H. pylori sem atividade ureasica ndo
sdo capazes de colonizar o estbmago (Tsuda e col., 1994). Estudos mostram que a HPU induz
migracdo de neutrofilos in vivo e in vitro, induzindo quimiotaxia, ativando a producdo de
radicais livres de oxigénio e retardando a apoptose espontanea de neutréfilos (Uberti e col.,
2013). Além disso, a HPU ativa plaquetas através de uma via mediada por lipoxigenase,
desencadeando a agregacdo plaquetéaria dentro dos microvasos da mucosa gastrica que pode
contribuir para o desenvolvimento da inflamacdo e ulceracdo caracteristicos da infeccdo por
H. pylori (Wassermann e col., 2010).

A bactéria H. pylori estimula as células endoteliais regulando a expressdo da molécula
de adesdo, aumentando a producdo de quimiocinas e o recrutamento de neutréfilos (Innocenti
e col.,, 2002). A H. pylori atua tanto sobre mucosa gastrica epitelial, como sobre a
microvasculatura gastrica, induzindo genes pro-inflamatérios e expressdao de moléculas de
adesdo (Hatz e col., 1997). No entanto, a participacdo da HPU na ativacdo das células
endoteliais ainda ndo esta esclarecida. Assim a elucidagdo do mecanismo de acdo da HPU
sobre este processo é importante para o melhor entendimento dos mecanismos moleculares e
celulares que contribuem para o agravamento das Ulceras e o surgimento do adenocarcinoma

gastrico.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Helicobacter pylori

O epitélio gastrico € composto por uma Unica camada de células que invaginam para
formar glandulas gastricas altamente organizadas. O epitélio gastrico € primariamente
reconhecido por mediar processos digestivos, no entanto, uma fungéo essencial ocorre através
da mucosa gastrica que é coberta por uma camada de muco espesso que Serve para proteger o
epitélio tanto de enzimas proteoliticas quanto do &cido gastrico. A barreira de células
epiteliais gastricas apresenta uma organizacdo apical e basolateral, que € mantida
principalmente pelas junc¢des oclusivas, juncbes de adesdo e regulacdo do citoesqueleto de
actina. A principal funcdo desta barreira é impedir a passagem do conteddo luminal contendo
microrganismos patogénicos, tais como a Helicobacter pylori (H. pylori) (Wessler e Backert,
2008; Wroblewski e Peek, 2011).

A H. pylori é uma bactéria flagelada gram negativa pertencente a classe
epsilonproteobacteria. E microaerdfila, com 2,5 a 5,0 pm de comprimento e 0,5 a 1,0 um de
largura, possui de 4 a 6 flagelos com aproximadamente 30 um de comprimento (Goodwin e
col., 1990). A colonizagdo gastrica por H. pylori é geralmente acompanhada por intensa
infiltracdo de neutréfilos polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos. O grau de danos a
mucosa correlaciona-se com a intensidade de neutréfilos infiltrados (D'Elios e col., 2007).
Esta bactéria é reconhecida como o agente patoldgico da gastrite cronica e Ulceras pepticas,
estando sua presenca associada também ao cancer gastrico duodenal e linfomas (Hopkins e
col., 1996; Fischbach e col., 2005). A H. pylori foi identificada em cultura em 1984 por Robin
Warren e Barry Marshall (Marshall e Warren, 1984), porém somente 10 anos mais tarde esta
bactéria foi reconhecida pela Agéncia internacional para a Investigacdo do Cancer (IARC)
como um carcindgeno tipo 1 (Wroblewski e Peek, 2011) (Figura 1).

A infeccdo por H. pylori mais comum € a gastrite cronica assintomatica. Entre 0s
individuos infectados, 10% desenvolvem Ulceras duodenais, 1-3% desenvolvem o
adenocarcinoma gastrico e menos de 0,1% apresentam o linfoma de MALT (tecido linféide
associado a mucosa) (Peek e Crabtree, 2006). Sabendo que a infeccdo por H. pylori é um
importante fator de risco para o cancer gastrico estudos epidemioldgicos tém estimado que na

auséncia de infeccao por H. pylori 75% dos casos de cancer gastricos ndo existiriam (Herrera
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e Parsonnet, 2009). Além disso, estima-se que a bactéria seja responsavel por quase 5% de
todos os casos de cancer gastrico no mundo (Parkin e col., 2005). Entretanto 0s mecanismos
moleculares envolvidos no desenvolvimento desta doenca em resposta a infeccdo por H.

pylori ndo estdo bem definidos (Blaser e Berg, 2001).

Figura 1 - Envolvimento da infeccdo por H. pylori sobre a gastrite e ulcera gastrica
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Legenda: A bactéria H.pylori atinge, inicialmente, a porcdo inferior do estdmago. A colonizagdo géstrica por H.
pylori é geralmente acompanhada por intensa infiltracdo de neutrofilos polimorfonucleares e
macréfagos. A inflamacdo da mucosa géastrica pode levar a Ulcera gastrica ou duodenal, caracterizada
por hemorragias em sua forma mais grave.

Fonte: Adaptado de http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2005/press.html




17

Aproximadamente 50% da populacdo global mundial pode estar infectada pela H.
pylori, que é tipicamente adquirida nos primeiros cinco anos de vida (Suerbaum e Michetti,
2002). A prevaléncia da infeccdo varia de acordo com a idade, situacdo socioeconémica e
regides geograficas. Em paises em desenvolvimento a prevaléncia da infeccdo por H. pylori é
maior em criangas, provavelmente devido ao menor nivel socioecondmico, higiene,
superpopulagdo e falta de agua potavel (Nurgalieva e col., 2002), enquanto que nos paises
desenvolvidos a prevaléncia aumenta com a idade, provavelmente como um efeito de uma
geracdo anteriormente exposta a falta de saneamento. A prevaléncia da infec¢do varia entre
7% e 87%, e apresentou menor prevaléncia em paises europeus (Ford e Axon, 2010). Nos
ultimos anos a maioria dos estudos relataram o aumento da prevaléncia de infeccdo por H.
pylori com a idade, chegando a 40-60% em individuos idosos assintomaticos, e mais de 70%
em pacientes idosos com doencas gastroduodenais (Pilotto e Salles, 2002).

A evolucdo clinica da infecgdo pode envolver uma combinagdo de fatores bacterianos,
do hospedeiro e ambientais. No processo de desenvolvimento da gastrite-ulceragcdo-cancer
varias etapas celulares e moleculares estdo envolvidas. O processo de infec¢cdo, adesdo,
citotoxicidade epitelial, inflamacdo, regeneracdo, ulceracdo e tumorigénese podem ser
observados a nivel celular (Molnar e col., 2010). A infeccdo por H. pylori também pode
promover a metilacdo de genes importantes na iniciacdo do cancer gastrico (CDH1, p16,
APC, MLH1 e COX-2) (Perri e col.,, 2007). Corroborando esses dados, Sepulveda e
colaboradores (2010) mostraram que esta infecgdo contribui para metilacdo da enzima O°-
metilguanina-DNA-metiltransferase, o que resulta em uma hipo ou hipermetilacdo global das
celulas infectadas.

Um mecanismo adicional pelo qual H.pylori pode desencadear a Ulcera é através das
alteracdes nos fatores protetores da mucosa. A integridade da mucosa gastrica requer um
fluxo sanguineo adequado para manter a viabilidade do tecido e suportar alteracGes da
atividade fisiologica. O fluxo sanguineo nos vasos maiores do estdbmago € importante, mas é a
microcirculacdo que esta intimamente envolvida na protecdo da mucosa (Cheung e Ashley,
1987). Evidéncias mostram que a microcirculacdo gastrointestinal apresenta um papel
importante para a fisiopatologia de varias outras condi¢fes relacionadas a doencas
gastrointestinais, incluindo a gastrite induzida por agentes toxicos, lesdes induzidas por
estresse e lesdo de isquemia-reperfusdo (Kurtel e col., 1991; Tachi e col., 1996). A diminuicéo
do fluxo sanguineo na mucosa gastrica permite o acimulo de fons H™; deficiéncia na
capacidade de neutralizacdo de HCO3™ e reducdo da remocgdo H* e geragdo de residuos de

produtos toxicos e metabolitos de oxigénio. A resposta da exposic¢do prolongada da mucosa a
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fons H* diminui o pH causando danos celulares subsequentes (Kalia e Bardhan, 2003). Além
dos efeitos prejudiciais induzidos pela diminuicdo do fluxo sanguineo, elementos celulares da
microcirculacdo, incluindo leucdcitos, plagquetas e células endoteliais (CEs), também podem
contribuir para o dano tecidual através da liberagcdo de substancias citotdxicas (Granger e col.,
1994; Mannaioni e col., 1997). Alguns estudos endoscopicos e histoldgicos relacionados com
a infecgdo por H. pylori incluem eritema, edema e vasodilatagdo, bem como infiltracdo de
células inflamatdrias (Wyatt, 1995). Estas informacdes sugerem que o dano vascular induzido
diretamente por produtos bacterianos ou como resultado da resposta inflamatoria pode ser um
importante mecanismo subjacente da lesdo e um alvo chave de fatores produzidos pela H.
pylori. Diversos processos da microcirculagdo podem ser alterados, incluindo o fluxo
sanguineo, diametro dos vasos, atividade dos leucdécitos e de plaquetas e também alteracdes
nas CEs (Kalia e Bardhan, 2003).

Innocenti e colaboradores (2002) mostraram que a H.pylori é capaz de ativar as CEs,
levando ao aumento da expressdo da molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1), da
molécula de adesdo intercelularl (ICAM-1), E-selectina As CEs vasculares, por sua vez, sao
importantes na resposta inflamatoria, ja que respondem rapidamente a diferentes estimulos,
promovendo o recrutamento de leucocitos.

A H. pylori produz fatores de viruléncia que sdo importantes na patogénese da
infeccdo por esta bactéria, incluindo a citotoxina A vacuolar (VacA), a proteina associada a
citotoxina A (CagA) e a urease que neutraliza 0 meio acido (através da conversao de uréia em

amonia) permitindo a sua sobrevivéncia no estdmago (Polsset e col., 2013).

1.2 Fatores de Viruléncia da H. Pylori

Para o estabelecimento da colonizagdo da H.pylori na mucosa epitelial € necessario
que ocorra a adesdo celular, levando ao desenvolvimento de alteragfes patologicas. Este
processo é caracterizado pelo movimento ativo de H. pylori através da superficie mucosa que
recobre o epitelio (Clyne e col., 2007).

A adesdo da H. pylori a mucosa gastrica representa o contato inicial entre a bactéria e
as células do seu hospedeiro, considerada o primeiro passo importante na patogénese no
estdmago. As adesinas sdo proteinas bacterianas, glicoconjugados ou lipideos envolvidos na

fase inicial da colonizacdo, medeiam a interacdo entre a bactéria e a superficie das células
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epiteliais (Dubreuil e col., 2002). A H.pylori apresenta um grupo de proteinas associadas a
membrana externa incluindo blood-group-antigen-binding adhesin (BabA), sialic acid
binding adhesin (SabA), adherence associated lipoprotein A e B (AlpA/B), e outer
inflammatory protein A (OipA) que medeiam a ligacdo de H. pylori a membrana das células
epiteliais (Polsset e col., 2013). Estudos mostram que essas adesinas da H. pylori se ligam aos
seus receptores contribuindo para ativacdo de diferentes vias de sinalizagéo, incluindo a via
das proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) e ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB),
estas adesinas também podem facilitar a interacdo de outros fatores bacterianos com seus
receptores (Polsset e col., 2013).

Outro fator de viruléncia envolvido com os mecanismos patoldgicos da infecgdo por
H.pylori é a citotoxina vacuolizante A (VacA), inicialmente identificada em experimentos
utilizando meio filtrado de cultura de H. pylori (Leunk e col.,1988). Esta toxina induz a
formacdo de vactolos e estudos mais recentes mostraram que também esta envolvida em
outras respostas celulares, como a apoptose. Devido a estas diferentes respostas celulares, a
VacA é considerada uma toxina multifuncional (Cover e Blanke, 2005; Rassow, 2011). O
mecanismo exato da entrada da VVacA em células alvo ndo esta muito claro, ja que esta toxina
pode se ligar a diferentes receptores. Em células epiteliais, a VacA pode se ligar ao receptor
do fator de crescimento epidermal (EGFR) antes da sua internalizagcdo. Estudos mostram que
esta toxina pode também se ligar a Proteina tirosina fosfatase tipo receptor a (RPTPa) e
(RPTPp) promovendo a vacualizagdo celular (Yahiro e col., 2003; Yahiro, 1999). Também
estd bem estabelecido que a VacA é internalizada através da formacdo de poros em
membranas plasmaticas (Rassow, 2011).

Outros fatores da H. pylori sdo translocados para o citoplasma da célula hospedeira
através de um sistema de secrecdo tipo quatro (T4SS). A citotoxina associada ao gene A
(CagA) e o peptidoglicano atuam como efetores e podem alterar ou ativar diferentes vias de
sinalizacdo (Polsset e col., 2013). Primariamente a CagA apresenta a funcdo de regular a
morfologia e a polaridade celular (Backert e col., 2011; Wessler e cl., 2011). O T4SS é
codificado pela ¢ a ilha de patogenicidade cag (PAI), que contém aproximadamente 30 genes
que codificam proteinas relacionadas a formacéao do pilus e funcdo do T4SS.

Trabalhos mostram que a interagdo com a integrina B1 ¢ essencial para a translocagao
da CagA (Jiménez-Soto e col., 2009; Kwok e col., 2007). Em células epiteliais gastricas, a
interacdo entre CagL e a integrina a5p1, dependente do T4SS, é a interagdo mais bem
caracterizada em células hospedeiras. A CagL esta localizada na superficie do T4SS, sendo

importante na translocacdo da CagA. O CagL apresenta a sequéncia Arg-Gly-Asp (RGD),
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bem caracterizada por se ligar a integrinas. Esta sequéncia é encontrada também em proteinas
da matriz extracelular como fibronectina e vitronectina (Jiménez-Soto e col., 2009; Kwok e
col., 2007; Ruoslahti, 1996).

Outro fator de viruléncia importante para colonizacdo da H.pylori é a urease, que
neutraliza 0 meio &cido permitindo a sua sobrevivéncia no estdbmago (Andrutis e col., 1995;
Posselt e col., 2013). Apds a autdlise da bactéria, a urease é liberada e adsorvida na superficie
extracelular das bactérias viaveis de onde representa cerca de 30% do teor total de urease

celular (Montecucco e col., 1999; Rieder e col., 2005).

1.3 Ureases

A urease é uma enzima dependente de niquel, que catalisa a hidrolise da uréia em
amonia e dioxido de carbono. Pode ser encontrada em plantas, fungos e bactérias (Dixon e
col., 1975; Mobley e col.,1995; Ha e col., 2001). As ureases de fungos e plantas possuem
unidades funcionais compostas por uma Unica cadeia polipeptidica com aproximadamente 90
kDa. Ja as ureases bacterianas possuem unidades funcionais compostas por duas ou trés
cadeias polipeptidicas diferentes, que sdo homologas as cadeias Unicas das proteinas vegetais
ou fangicas (Sirko e Brodzik, 2000). No entanto, a alta similaridade da sequéncia de todas as
ureases indica que elas sdo variantes da mesma proteina ancestral e sdo susceptiveis a
apresentar estruturas terciarias e mecanismos cataliticos semelhantes (Mobley e col., 1995,
Sirko e Brodzik, 2000).

A urease é amplamente distribuida em sementes de leguminosas, bem como o padrédo
de acumulacdo de proteina durante a maturacdo da semente sugerem um papel fisiologico
importante (Oliveira-Severo e col., 2006). Entretanto uma mutacdo que levou a perda da
isoforma ativa da urease no embrido ndo provocou nenhuma alteracdo no seu
desenvolvimento, sugerindo que a enzima ndo apresenta uma relacdo com papel fisioldgico
das plantas. Outro estudo realizado com culturas in vitro de desenvolvimento de cotilédones
de soja indicou que a urease ndo desempenha um papel importante na nutricdo do embrido.
Um estudo propds que as ureases de planta podem apresentar um papel na defesa das plantas
contra predadores devido a alta toxicidade da amdnia liberada (Polacco e Holland 1993).
Posteriormente estudos mostraram que a canatoxina, isoforma da urease extraida da semente

Canavalia ensiformis, apresentam propriedade inseticidas e fungicidas. Entretanto outra
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urease extraida da bactéria do solo Bacillus pasteurii ndo apresenta propriedade inseticida
(Follmer e col., 2004).

A canatoxina além de apresentar atividade inseticida, apresenta uma série de outros
efeitos biologicos. A canatoxina quando administrada intraperitonealmente em ratos ou
camundongos induz alteragGes respiratorias, convulsdes e morte (Carlini e Guimaraes, 1981;
Carlini e col., 1984). Em doses subconvulsivantes, a canatoxina promove o aumento dos
niveis plasmaticos de gonadotropina (Ribeiro-DaSilva e col., 1989), insulina no plasma
(Ribeiro-DaSilva e Prado, 1993) e também apresenta efeitos pré-inflamatorios em ratos
(Benjamin e col., 1992). Um estudo in vitro mostrou que a canatoxina exibe uma potente
atividade secretagoga em doses nanomolar em varios sistemas celulares isolados, induzindo a
agregacdo plaquetaria (Carlini e col., 1985; Barja-Fidalgo e col., 1991a), secrecdo de
dopamina e serotonina em sinaptosomas de cérebro de rato (Barja-Fidalgo e col., 1991b), a
liberacdo de histamina em mastocito (Grassi-Kassisse e Ribeiro-DaSilva, 1994) e a secrecdo
de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas (Barja-Fidalgo e col., 1991).

A maioria destes efeitos descritos anteriormente induzidos pela canatoxina, tanto in
vivo ou in vitro, parecem envolver a ativacdo por metabolitos do &cido araquidénico,
principalmente através a via da lipoxigenase, uma vez que eles sdo bloqueados por inibidores
de lipoxigenase (Benjamin e col., 1992; Carlini e col., 1985; Barja-Fidalgo e col., 1991;
Barja-Fidalgo e col., 1991;Ribeiro-DaSilva e col., 1989).

A urease da C. ensiformis apresenta efeitos bioldgicos em comum com a canatoxina,
incluindo a ativacdo de plaquetas, interacdo com gliconjugados polisialilados e atividade
inseticida. Outros estudos mostraram que as varias atividades bioldgicas descritas para a
canatoxina ndo sdo dependentes da atividade ureolitica da molécula (Follmer e col., 2001,
Follmer e col., 2004).

Algumas ureases bacterianas desempenham um papel importante na patogénese de
doencgas humanas e de animais, incluindo as desencadeadas pela H. pylori e pela Proteus
mirabilis (Fischbach e col., 2005).

1.4 Urease de Helicobacter pylori

A urease da H. pylori (HPU) constitui cerca de 10% das proteinas totais da célula

(Suzuki col., 2007). Pelo menos sete genes estdo envolvidos na producdo da urease de H.
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pylori. Os genes UreA a e UreB codificam as subunidades estruturais do complexo
enziméatico hexamérica dependente de Ni2*. Os genes UreE, UreF, UreG e UreH codificam
proteinas acessérias envolvidas na incorporacdo de niquel e agrupamento da enzima. Junto
com a arginase, a Urel é responsavel por um fornecimento de uréia em condi¢fes ambientais
acidas (Zanotti e Cendron, 2010).

A urease pode interferir indiretamente em diferentes funcbes celulares. Lytton e
colaboradores (2005) mostraram que a urease de H.pylori (HPU) atraves da sua acdo ureasica
contribui para a perda da integridade das juncdes tight no epitélio gastrico, desencadeando a
diminuicdo da resisténcia elétrica transepitelial, aumento da permeabilidade e do processo de
internalizagdo de ocludinas in vitro. Corroborando este estudo, Wroblewski e colaboradores
(2009) mostraram que a supressdo da UreB anula o efeito da H. pylori sobre as juncdes
oclusivas. Embora 0os mecanismos envolvidos na ativacdo desta via de sinalizacdo induzida
pela HPU ndo estejam claros, estes dados podem explicar como a agdo da urease é importante
nas respostas inflamatorias acompanhadas pelo dano epitelial (Posselt e col., 2013).

Além de apresentar um papel fundamental na producdo de amdnia e diminuicdo do pH
da mucosa gastrica, a urease presente na lamina propria de individuos infectados pela H.pylori
apresenta atividade quimiotatica para monacitos e neutréfilos (Mai e col., 1992). Além disso,
a HPU e a urease recombinante enzimaticamente inativa estimulam a expressdo da Oxido
nitrico sintase (NOS) induzida em macréfagos (Gobert e col., 2002). Estes dados sugerem que
a urease pode exercer efeitos que ndo estdo relacionados com o metabolismo da uréia em
amonia.

Wassermann e colaboradores (2010) mostraram que a urease purificada de H. pylori
ativa plaquetas através de uma via mediada por lipoxigenase. Além disso, a urease de H.
pylori pode desencadear a agregacdo plaguetaria, que dentro dos microvasos da mucosa
gastrica pode contribuir para o desenvolvimento de inflamacdo e ulceragcdo, processos
caracteristicos da infeccao por H. Pylori (Gawaz, e col., 2005).

Mais recentemente, nosso grupo demonstrou que a urease purificada de H. pylori é
capaz de induzir edema de pata de camundongo in vivo, sugerindo envolvimento da
imunidade inata neste processo. Além disso, ja foi visto que a urease, independente de sua
atividade ureasica, foi capaz de ativar diretamente neutréfilos in vitro induzindo a
quimiotaxia, producdo e liberacdo de ROS e retardando sua apoptose espontanea, e estes
efeitos induzidos pela HPU sdo independentes da sua atividade ureasica (Uberti e col., 2013).

Tendo em foco que a H. pylori também afeta toda a microvasculatura adjacente ao

epitélio gastrointestinal, alguns trabalhos tem mostrado seu efeito sobre CEs (Hatz e col.,
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1997; Innocenti e col., 2002), entretanto o envolvimento direto da urease desta bactéria ainda
ndo foi investigado. Portanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para uma melhor

compreensdo do envolvimento da urease de H. pylori na ativacdo de CEs.

1.5 Endotélio

O endotélio recobre a superficie interna dos vasos sanguineos e linfaticos no
organismo adulto. Esses vasos formam uma complexa rede que supre as necessidades de
oxigénio e nutrientes dos tecidos (Franses e col., 2011). As CEs mantém contato entre si e
com células musculares lisas presentes na tunica intima. Estas células estdo associadas as
células perivasculares denominadas pericitos, que servem como suporte para 0S Vasos,
(Collett e Canfield, 2005).

O endotélio vascular possui uma variabilidade fenotipica consideravel, conforme a
regido anatbmica e as adaptacOes aos desafios ambientais. As CEs também séo heterogéneas
em relagdo a expressdo de proteinas. A heterogeneidade no desenvolvimento destas células
deve-se aos estimulos liberados durante o seu desenvolvimento. Diversos fatores exdgenos
afetam o fendtipo destas células, incluindo forca mecénica, promotores e inibidores de fatores
sollveis de crescimento, citocinas, lipideos plasmaticos e proteinas diversas (como trombina e
plasmina) (Cines e col., 1998; Sumpio e col.,, 2002). Em adultos saudaveis, as CEs
permanecem no estado quiescente por muitos anos. No entanto, estas células podem,
prontamente, comecar a migrar e proliferar para formar novos vasos em locais de leséo,
inflamacéo, cancer, ou outras patologias (Potente e col., 2011).

Fatores importantes para a homeostase do endotélio incluem e integridade da
membrana endotelial, e adeséo as proteinas da cascata de coagulacéo e plaquetas (Harrison e
col., 2009). Durante a inflamagdo, ocorre um rearranjo do citoesqueleto de actina com a
formacgéo de fibras de estresse que ocorrerem concomitantemente com a fosforilacdo da
cadeia leve de miosina (Yuan, 2000). A homeostase do endotélio apresenta respostas agudas
com a adaptacdo do fluxo para demanda dos tecidos e respostas a lesbes que incluem
brotamento de CEs e atracdo células angiogénicas circulantes, ambas as fun¢des que séo
importantes para o reparo do dano tecidual (Heiss e col., 2014).

Além do seu papel como uma barreira permeéavel seletiva, a célula endotelial reage aos

estimulos fisicos e quimicos no interior da circulacdo a regulacdo ténus vasomotor, e
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respostas inflamatorias. Além disso, a célula endotelial é importante na angiogénese (Fagiani
e Christofori, 2013). A leséo da célula endotelial, ativacdo ou disfuncdo é uma caracteristica
de muitos estados patoldgicos, incluindo a aterosclerose e trombose (Sumpio e col., 2002). O
endotélio também tem a capacidade de produzir citocinas e moléculas de ades@o que regulam
processos inflamatdrios e regenerativos, incluindo trafego de leucdécitos. (Heiss e col., 2014).

As CEs formam a principal barreira entre a circulagdo no sangue e tecido subjacente
que os leucdcitos enfrentam durante a sua transmigracdo (Butcher, 1991). O passo inicial
durante a transmigracdo de leucdcitos é o rolamento, que consiste de uma fraca adesdo com o
endotélio. Os leucdcitos se ligam frouxamente a parede do vaso sanguineo devido a interacGes
fracas transientes entre selectinas e outras moléculas expressas nas CEs ativadas (Ley e col.,
2007). A producdo local de citocinas pelos leucocitos, como TNF-o, aumentam a expressao
de moléculas de adesdo de leucdcitos e CEs, tais como ICAM e VCAM na superficie do
endotélio. O aumento da expressdo dessas moléculas de adesdo associado ao rolamento dos
leucdcitos permitem que os leucdcitos realizem a adesdo firme, podendo assim transmigrar
para o foco inflamatério (Cook-Mills e Deem, 2005; Wittchen e col., 2005).

As moléculas de adesdo também apresentam grande importancia na ativacdo de
cascatas de sinalizagdo intracelular. Dentre estas moléculas se destacam as integrinas que
medeiam importantes funcdes das CEs, incluindo permeabilidade e angiogénese. Além disso,
as integrinas proporcionam uma estrutura de ancoragem para a manutencdo da barreira
endotelial e coordenam as mudancas no citoesqueleto e nas juncbes (Calalb, e col., 1995;
Mitra, e col., 2005; Hynes, 2007). Assim, integrinas regulam diferentes funcbes celulares
responsaveis pela homeostase do endotélio assim como em respostas a condigdes

inflamatorias.

1.6 Sinalizagéo de integrinas

As integrinas sdo receptores heterodiméricos transmembranares que apresentam as
subunidades a e 3, um ectodominio, ¢ uma cauda citoplasmatica geralmente curta. Existem ao
menos 18 tipos de subunidades a e oito tipos de subunidade B, que podem se combinar e
formar 24 heterodimeros ja descritos (Baker e Hagg, 2007; Marelli e col., 2013). Estes
receptores estdo envolvidos com a interacdo célula-célula e célula matriz. As integrinas estéo

associadas ao citoesqueleto de actina e a diversas proteinas adaptadoras. Esses receptores
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apresentam afinidade para proteinas da matriz extracelular, tais como fibronectina,
fibrinogénio e coldgeno (Hynes, 2002). As proteinas da matriz extracelular, embora
estruturalmente diferentes, requerem sequéncias de reconhecimento semelhantes para se
ligarem as integrinas. Estas proteinas possuem em comum uma sequéncia RGD (arginina-
glicina-4cido aspartico), também conhecida como sitio universal de reconhecimento de
integrinas (Giancotti e Tarone, 2003; Marelli e col., 2013).

As integrinas podem desencadear vias de sinalizacdo intracelulares que promovem a
proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia celular tanto em células normais quanto tumorais
(Gabarra-Niecko e col., 2003). As integrinas ndo possuem atividade catalitica intrinseca, 0s
sinais emitidos pelas interacdes ligante-integrina sdo repassados para o interior das células
através da ativacdo de proteinas associadas a integrinas. Inicialmente, a quinase de adesdo
focal (FAK) é recrutada para locais de aglomeracdo (clustering) de integrinas através de
interacOes entre o seu dominio C-terminal e proteinas associadas a integrina, tais como a
talina e paxilina (Toutant e col., 2002, Shi e col., 2003). As integrinas, por sua vez,
desencadeiam a ativacdo da FAK, estimulando a sua auto-fosforilagdo no residuo Tyr 397,
criando sitios de alta afinidade para o recrutamento e ligacdo de outras proteinas, incluindo as
Rho GTPases, que levam a mudancas na organizacdo do citoesqueleto de actina, na PI3K, na
MAPK, na Src e em fosfatases e fatores de transcri¢do, podendo também afetar a transcrigcdo
génica (Giancotti e Ruoslatti,1999; Boléds e col., 2010). . Uma vez associada a FAK a SRC é
capaz de induzir sua fosforilacdo no residuo Tyr 577, promovendo sua atividade catalitica
méaxima (Calalb e col., 1995; Mitra e col., 2005). Quando ativada, a PI3K induz a liberacdo de
mediadores lipidicos, como o fosfotidilinositol trisfosfato (PIP3), que atuam como segundos
mensageiros, ativando a AKT. Esta proteina, por sua vez, esta envolvida tanto na
sobrevivéncia como na migracdo celular (Cantley, 2002; Liu e col., 2009). A via da PI3K
também pode ativar o fator nuclear kB (NF-kB) (Sudaram, 2006), que sera discutido
posteriormente (Figura 2).

Varios estudos também tém demonstrado um papel importante da FAK, ativada por
integrinas, na modulacdo da permeabilidade vascular (Calalb e col., 1995; Mitra e col., 2005).
Chen e colaboradores (2012) mostraram que a ativacdo da FAK esta relacionada ao aumento
de permeabilidade induzida por VEGF em CEs tanto in vitro como in vivo. Ainda, integrinas
também proporcionam uma estrutura de ancoragem para a manutencao da barreira endotelial
e coordenam as mudangas no citoesqueleto e nas jungdes (Guo e col., 2009). Corroborando
esta informac&o, alguns membros da familia de integrinas tém sido localizados nas interacoes

célula-célula lateralmente (Manninen, 2015). Yuan e colaboradores (2012) também
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mostraram que estas integrinas colaboram com outras moléculas para formar juncgdes
intercelulares laterais.

A fosforilacdo da FAK pode ser modulada por ROS, uma vez que estas regulam
negativamente proteinas tirosinas fosfatases (Chiarugi, 2005). Natarajan e colaboradores
(1998) mostraram que o tratamento com perédxido de hidrogénio (H20>) foi capaz de aumentar
de maneira concentracdo-dependente a fosforilacdo da FAK, evidenciando assim uma ligagéo
entre ROS e FAK.

Figura 2 - Via de sinalizacdo regulada por integrina
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Legenda: A ativacdo de integrinas é mediada por proteinas de matriz, que por sua vez desencadeiam a ativacdo
da FAK, estimulando a sua auto-fosforilagcdo no residuo Tyr 397. Quando auto-fosforilada a FAK cria
sitios de alta afinidade para o recrutamento e ligagdo de outras proteinas, incluindo a proteina SRC. A
ativacdo desta proteina ativa diferentes vias de sinalizacdo, incluindo a via PI3K/AKT, que por sua
vez pode ativar fatores de transcricdo, como o NF-xB, que estd envolvida com o processo de
sobrevivéncia celular.

Fonte: Adaptado de Chhabra e col., 2009.
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1.7 Espécies reativas de Oxigénio (ROS)

ROS podem ser geradas tanto a partir de fontes externas, como fumo, pesticidas,
solventes organicos, poluicdo do ar e radiagdes, ou atraves do préprio metabolismo celular, no
citoplasma, nas mitocéndrias e nas membranas. Seus alvos celulares podem ser proteinas,
lipideos, carboidratos e até 0 DNA (Cadenas, 1989; Anderson, 1996; Yu e Andreson, 1997).
Classicamente, ROS séo radicais livres, formados por moléculas que contém um ou mais
elétrons desemparelhados, ocupando um orbital externo sozinho (Halliwell e Gutteridge,
1989). Este elétron livre favorece a recepcao de outras moléculas, o que torna os radicais
livres extremamente reativos. Estes tém meia-vida muito curta, mas eventualmente podem
tornar-se mais estaveis (Halliwell, 1994). Dentre os exemplos de radicais livres, temos: o
anion superoxido (O2), radical hidroxil (OH), 6xido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOO"),
dioxido de nitrogénio (NO2) e o proprio atomo de hidrogénio, sendo este o radical livre mais
simples, com um préton e um Unico elétron. No entanto, existem ROS que ndo possuem
elétrons desemparelhados na ultima camada, se destacando o peroxido de hidrogénio (H202)
(Halliwell e Cross, 1994).

As ROS sao geradas a partir de diferentes vias metabdlicas, incluindo o transporte de
elétrons na cadeia respiratoria, sistema xantina oxidase, citocromo p450, via da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, desacoplamento da NOS, e a
mieloperoxidase (em fagdcitos) (Frey e col., 2009). Quando o nivel de producdo de ROS
excede a capacidade antioxidante celular, ocorre o estresse oxidativo (Massaad, 2011). A
presenca deste estresse a longo prazo esta associado a varias doencas inflamatérias humanas,
incluindo a hepatite, asma, cancer, acidente vascular cerebral e aterosclerose (Lee e col.,
2004).

As ROS desempenham um papel crucial nos processos patogénicos em muitas
doencas, variando de respostas de estimulacdo de fatores de crescimento para a geracao das
respostas inflamatorias. Nas ultimas décadas estudos tém levado a uma mudanca na
compreensdo do papel das ROS em diferentes organismos e tecidos, ja que nao € mais visto
apenas como moléculas envolvidas com o dano, ou seja, estresse oxidativo. Essas moléculas
podem atuar na regulacdo de vias de sinalizacdo que estdo envolvidas com respostas
fisioldgicas e bioldgicas normais, mas também podem atuar como segundo mensageiros em
vias de sinalizagdo que regulam o estado de algumas doencas, incluindo a tumorigénese
(Schieber e Chandel, 2014).
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As CEs produzem ROS, tais como O2" e H202 semelhante a outros tipos celulares ndo
fagociticos. Nas CEs se destaca o complexo NADPH oxidase como uma importante fonte de
producdo de ROS (Fridovich, 1978; Frei e col., 2009). As ROS produzidas pela NADPH
oxidase estdo envolvidas na disfuncdo endotelial, permeabilidade, inflamacéo, remodelacao
vascular, crescimento celular e migracdo, apoptose e senescéncia. Quando alterados estes
processos contribuem para o desenvolvimento da hipertensdo, diabetes, e lesdo pulmonar
aguda / sepse (Frey e col., 2009).

As ROS podem atuar como moléculas de sinalizacao para a ativacdo de diferentes vias
de sinalizagéo, tais como Akt, Src, e MAPKS, bem como fatores de transcri¢do, incluindo o
NF-kB, p53, e fator induzido por hipéxia 1 (HIF-1), aumentando a expressdo de genes redox-
sensiveis (Schreck e col., 1991; Frei e col., 2009). Em relacdo ao fator de transcricdo NF-xB,
existem cinco membros de sua familia: p65 (rel-A), rel-B, citoplasmatica rel (c-rel), p50 e
p52. A fosforilagdo da IkB pelo complexo IKK e o processo de degradacdo de IkB libera o
NF-kB, que posteriormente é translocado para o ndcleo e inicia a regulacdo da transcri¢do
génica. O NF-xB é um regulador central da resposta imune e induz a expressao de genes de
citocinas, como IL-2, IL-6, MCP-1 e CD40L. O NF-kB também apresenta como alvo 0s
genes envolvidos na proliferagio ou sobrevivéncia celular (Clement, e col., 2008;
Vallabhapurapu e Karin, 2009) (Figura 3). E 0 H2O> induz a ativagdo do NF-kB em CEs, ¢ a
superexpressdo da catalase inibe a ativacdo deste fator de transcri¢do, induzido pelo TNF-a
(True, e col., 2000). Além disso, a produgdo de H>O, pela NADPH oxidase aumenta a
atividade do NF-xB, aumentando a expressdo de ICAM-1 na superficie das CEs, permitindo a
adesdo firme de neutrofilos via integrinas B2 (Fan e col., 2003). No entanto 0 mecanismo pelo
qual H2O> ativa NF-kB ndo esta totalmente esclarecido (Roebuck e col., 1995, True e col.,
2000). Outro trabalho mostrou que H>O> pode também aumentar a expressdo de canais de
calcio TRPM2 na superficie das CEs, permitindo o aumento de célcio nestas células e,
consequentemente, aumentando a fosforilagho da VE-caderina e - catenina, proteinas
importante na adesao celula-célula (Hecquet e col., 2008; Stevens e col., 2000).

Estudos mostram que as ROS também desempenham um papel crucial na angiogénese
vascular, A angiogénese envolve uma combinacdo da migracdo das ECs e pericitos,
proliferacdo e a orientacdo espacial apropriada para formar novos vasos sanguineos para a
passagem do sangue, importante em situacdes de isquemia crénica (Shweiki e col., 1992).
Confirmando o papel de ROS na modulacdo da angiogénese Yasuda e colaboradores (1998)

mostraram que o tratamento das CEs com o H202 em baixa concentragdo, estimulou a
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morfogénese tubular. ROS geradas a partir da NADPH oxidase também podem modular
seletivamente alguns efeitos do VEGF sobre fendtipos de CEs (Abid e col., 2007).

O VEGF é um potente fator angiogénico envolvido no crescimento tumoral. A ligacéo
do VEGF ao seu receptor na superficie da célula endotelial dispara varias vias de sinalizacao
que conduzirdo a proliferacdo, migracdo e reorganizacao do citoesqueleto de actina. As ROS
produzidas pela NADPH oxidase tem um importante papel na resposta do VEGF em varios
niveis. Similar a outros receptores tirosina quinases, a producdo de ROS pela NADPH
oxidase promove uma hiperfosforilacdo e ativacdo do receptor de VEGF (Colavitti e col.,
2002; lkeda e col., 2005; Blanchetot e Boonstra, 2008).

Figura 3 - Ativagdo do NF-«B induzido por estimulo oxidativo
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Legenda: O estimulo oxidativo aumenta a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando na
fosforilagdo do IKB e posteriormente a sua protedlise, liberando o NF-xB, que seréa translocado para o
ndcleo e inicia e regula a transcrigdo génica. O NF-xB é um regulador central da resposta imune e
induz a expressao de genes que codificam citocinas e também apresenta como alvo genes envolvidos
na proliferacéo e moléculas de ades&o.

Fonte: Adaptado de http://journals.cambridge.org/fulltext content/ERM/ERM5_24/51462399403006732sup004.htm

As ROS também estdo envolvidas na integridade das juncgdes endoteliais, ja que
estudos mostram que ROS é capaz de causar a desorganizacdo de juncBes endoteliais,
promovendo a fosforilagdo da VE-caderina e cateninas ou inibindo a atividades das fosfatases

(Alexander e col., 2001; Sallee e col., 2006). Ainda, ROS sdo capazes de ndo apenas diminuir
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a expressao de proteinas envolvidas na juncdo, mas também desencadear a formacao de fibras
de stress, que sdo denominados filamentos de actina que estendem por toda extensdo da
célula, e a contratilidade da actina-miosina (Boueiz e Hassoun, 2009; Burridge e Wittchen,
2013).

1.8 Permeabilidade Endotelial

O complexo juncional apical que desempenha um papel crucial na adesdo célula-
célula e regulacao da funcéo de barreira é composta por juncdes oclusivas e juncdes aderentes
(McCole, 2013). Estas juncdes estdo localizadas em posicdes seletivas na fenda juncional.
Essa organizacdo é descrita nas juncdes epiteliais, e geralmente mantida no endotélio. As
juncgdes oclusivas ocupam a posi¢do mais apical, selando as bordas da fenda em direcdo a
superficie luminal, e a sua principal funcdo no endotélio é restringir a permeabilidade
paracelular. As juncbes aderentes sdo localizadas em regides mais basais, além de limitar a
permeabilidade paracelular estas controlam a morfogénese e estabilidade do vaso (Dejana e
col., 2009). Alteracbes na permeabilidade decorrentes de mudangas no dominio juncionais
estdo associados a estados patoldgicos, incluindo infeccdo, doencas inflamatorias cronicas,
edema, epilepsia (Arrieta e col., 2006; Abbott e Friedman, 2012). As juncdes aderentes sdo
necessarias para a montagem das juncdes oclusivas, selando o espaco paracelular (Gumbiner,
1996).

Essas juncOes aderentes regulam a ades@o entre as CEs tém um papel crucial em
diversos processos, além de manter a adesdo entre as células também transferem sinais
intracelulares que modulam contatos envolvidos com crescimento e polaridade celular;
formacéo de Iumen; e interagdes com pericitos e celulas do musculo liso (Bazzoni e Dejana,
2004; Dejana e col., 2009). Portanto, as condi¢bes que levam ao rompimento das juncoes
aderentes endoteliais ndo s6 aumentam a permeabilidade vascular através da abertura de
espacos vazios intercelulares, mas também alteram as respostas dessas células (Giannotta e
col., 2013). Nas juncGes aderentes a adesdo é mediada pelas caderinas, que sdo moléculas de
adesdo dependentes de calcio. As principais caderinas presentes em CEs séo representadas
pela caderina vascular endotelial (VE-caderina) (Navarro e col.,1998), que é um dos primeiros
marcadores especificos a ser expresso por CEs durante o desenvolvimento da vascularizacéo

do embrido e diferenciacdo de células-tronco embrionarias para CEs in vitro (Breier e col.,
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1996; Vittet col., 1996,1997). A organizacdo de jun¢des aderentes € constituida basicamente
pela VE-caderina (Dejana e Vestweber, 2013). Intracelularmente a VE-caderina esta ligada ao
citoesqueleto de actina através de uma familia de cateninas (a-, -, y-cateninas) (Burridge e
col., 2006). A conexd@o com o citoesqueleto de actina € estabilizada pela catenina p120 que se
liga a proteinas quinases, incluindo as quinases da familia Src e fosfatases, e que serve como
um suporte para trazer essas moléculas sinalizadoras em para novas interac6es (Piedra e col.,
2003; Reynolds e Roczniak-Ferguson, 2004) (Figura 4). Assim, as cateninas ndo apenas
servem como uma ligacdo estrutural entre VE-caderina e o citoesqueleto, elas também podem

regular a transducéo de sinais bioquimicos para a comunicagdo célula-célula.

Figura 4 - Complexo Ve-caderina-cateninas
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Legenda: Intracelularmente a VE-caderina esta ligada ao citoesqueleto de actina através de uma familia de
cateninas (a-, -, y-cateninas). A conexao com o citoesqueleto de actina é estabilizada pela catenina
p120 que se liga a proteinas quinases, servindo como um suporte para trazer essas moléculas
sinalizadoras em proximidade com proteinas de juncdo aderentes para novas interagdes. A
fosforilagdo da VE-caderiana desencadeia alteracGes neste complexo, que por sua vez leva a
desestabilizacdo do contato célula-célula e aumento da permeabilidade.

Fonte: Adaptado de Azzi e col., 2013.

A fosforilacdo da VE-caderina e das cateninas é considerada um mecanismo que

desencadeia alteragdes conformacionais ou rompimento das jungOes intercelulares (Esser e
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col., 1998; Lampugnani e col.,1997; Young e col.,2003). A VE-caderina regula diferentes vias
de sinalizacdo, entretanto essa regulacdo pode variar de acordo com alteragdes nas condic¢oes
funcionais da vasculatura (Dejana e Vestweber, 2013; Harris e Nelson, 2010). Esta proteina
estabiliza a vasculatura, atraves da inibicdo do crescimento por contato, protecdo da apoptose
e controle da permeabilidade endotelial. Além disso, contribui para propriedades funcionais
bésicas e especificas, como o estabelecimento da polaridade celular, formagdo correta do
limen, tubulogénese vascular, rearranjo do citoesqueleto de actina, remodelamento das

juncdes oclusivas e transcricdo génica, levando a angiogénese (Taddei e col., 2008).

1.9 Angiogénese

A interacdo entre as CEs e outros tipos celulares durante o brotamento dos vasos,
migracdo, proliferacdo, maturacdo e a ligacdo dos novos vasos recem formados geram uma
rede de ramificacfes que permite o transporte de fluidos, nutriente, gases, hormonios e células
circulantes em todo o organismo (Fagiani e Christofori, 2013).

O processo da angiogénese € definido como a formacdo de novos vasos a partir de
outros vasos pré-existentes (Djonov e col., 2000; Folkman, 2004; Emmett e col., 2011). Em
guadros onde existe uma deficiéncia na formacdo de novos vasos, o crescimento inadequado
de capilares impede a circulacdo sanguinea apropriada, levando a morte tecidual (Powell,
1999).

O processo de angiogénese é iniciado pelas CEs quiescentes, que sdo ativadas por
estimulos angiogénicos. Quando ativadas, estas células podem alterar o equilibrio proteolitico
de degradacdo da membrana basal e promover a dissociacdo de pericitos do capilar. As CEs
entdo proliferam, projetam filopodios para ganhar motilidade e invadem em direcdo ao
estimulo angiogénico. Os brotamentos comegam a formar menos filopodios, mas estabelecem
um limen e proliferam para seu alongamento. Posteriormente as células se ligam para
formagéo dos vasos (Gerhardt, e col., 2003) (Figura 5).

Em adultos, a rede vascular normalmente ndo forma novos vasos, contudo as CEs dos
vasos sanguineos quiescentes mantém uma elevada plasticidade para responder aos sinais
angiogénicos. Os poucos tecidos adultos que realizam a angiogénese incluem o 6rgao

reprodutor feminino e érgdos que sdo submetidos a crescimento fisioldégico ou precisam
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responder a lesGes. Entdo, em adultos a angiogénese € estreitamente regulada através de um
equilibrio entre ativacdo e inibicdo de sinais (Asahara e col., 1997).

A perda do estado quiescente das células do endotélio é uma caracteristica comum de
varias condicOes patologicas, incluindo a inflamacéo, aterosclerose, restenose, varios tipos de
patologias vasculares e cancer. A angiogénese patologica apresenta processos celulares e
moleculares semelhante a angiogénese fisioldgica, mas é caracterizada por uma falha na fase
de resolucédo e pela geracdo de uma rede vascular altamente desorganizada. Além disso, o
brotamento de novos vasos sanguineos e recrutamento de células inflamatorias para locais de
inflamacg&o e angiogénese sdo caracteristicas da inflamac&o aguda e crénica, sugerindo uma
relacdo entre a inflamagdo e angiogénese (Grunewald e col., 2006; Fiedler e col., 2006;
Fiedler e Augustin, 2006; Imhof e Aurrand-Lions, 2006).

Figura 5 - O processo angiogénico
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Legenda: As CEs quiescentes sdo ativadas por estimulos angiogénicos. Este estimulo induz a produgdo de
enzimas proteoliticas, que degradam a membrana basal e a matriz extracelular perivascular. As CEs
proliferam e migram para dentro da area perivascular, formando brotamentos primarios.
Posteriormente ha a formagdo do limem desses brotamentos primarios, que é seguido da formacao de
uma nova membrana basal e maturagdo do vaso sanguineo para completar a origem de estruturas
tubulares, através do qual o sangue pode fluir.

Fonte: Adaptado de Koch e Distler, 2007
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O aumento da permeabilidade endotelial é evento inicial e necessario para
angiogénese mediada pelo VEGF. A ruptura entre as junc@es intracelulares entre as células
endoteliais permite 0 aumento da passagem de macromoléculas através do endotélio, que
contribui para 0 microambiente pro-angiogénico (Wallez e col., 2006; Dvorak, 2002). O
VEGF, através da sua interacdo com o VEGFR-2, pode ativar a producdo de NO pela oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS). O NO derivado da eNOS ¢é essencial para atividade
bioldgicas induzidas pelo VEGF, ja que um estudo mostrou que aumento de permeabilidade e
angiogénese induzidas pelo VEGF foram reduzidos em camundongos knockout para eNOS
(Fukumura et al., 2001). Recentemente foi visto que o tratamento com a bradicinina estimulou
0 aumento da tubulogénese em células endoteliais no modelo in vitro e quando essas células
foram tratadas com o inibidor da eNOS foi observado o diminuicdo deste processo (Moraes e
col., 2014)

1.10 Oxido Nitrico

O endotélio mantém a homeostase vascular através de mdltiplas interagdes com as
células das paredes dos vasos e do limen. O endotélio regula o tbnus vascular, equilibrando a
producdo de vasodilatadores e como mencionado anteriormente, 0 NO se destaca nesse
processo. Porém, outras substdncias sdo importantes nestes processos como  as
prostaglandinas, fator hiperpolarizante derivado do endotélio e vasoconstritores, como
endotelina-1 (Heiss e col., 2014). O NO derivado do endotélio também participa nas funcGes
bioldgicas, incluindo a regulacdo da inflamacdo, angiogénese e progressao tumoral
(Fukumura e col., 2006; Heiss e col., 2014).

A sintese de NO é realizada pela enzima NOS (nitric oxide synthase), utilizando L-
arginase, oxigénio e a NADPH como um cofator. Existem trés diferentes isoformas da NOS: a
NOS neuronal (nNOS ou NOS 1), NOS induzida (iNOS ou NOS2) e NOS endotelial (eNOS
ou NOS3). A nNOS e a eNOS sdo expressas constitutivamente e ja foram descritas em
diferentes tipos celulares (Moncada e Higgs, 1993; Forstermann e Sessa, 2012). A eNOS foi
originalmente reconhecida como um importante regulador do tdnus vascular se destacando
como um regulador importante no aumento da permeabilidade microvascular (Furchgott e col.
1980, Palmer e col., 1987, Mayhan, 1994, Yuan e col., 1993). Sob condic¢des fisiologicas a
eNOS produz NO, que é considerado um fator importante na fungdo vasoprotetora do
endotélio. (Li e Forstermann, 2000; Forstermann e Sessa, 2012). A eNOS é constitutivamente

expressa no endotélio e é ativada por tensdo de corte do fluxo sanguineo ou por agonistas tais
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com a bradicinina e acetilcolina. O NO derivado da eNOS pode difundir-se a partir de CEs e
induzir vasodilatagdo, estimulando a guanilato ciclase sensivel a NO. O NO endotelial pode
também difundir-se no sangue e inibir a agregacéo e a adesdo plaquetaria (Li e col., 2014).
Entretanto sob condigdes patologicas associadas com o0 estresse oxidativo a eNOS pode
tornar-se disfuncional (Forstermann, 2008; Li e Forstermann, 2013; Lie col, 2004). O estresse
oxidativo contribui significativamente para disfunces endoteliais, principalmente devido a
rapida inativacdo oxidativa de NO pelo excesso de superdxido.

Sob condicdes fisiologicas a INOS esta ausente na vasculatura. No entanto sob
condicBes de inflamacdo, sepse ou estresse oxidativo a expressdo de iNOS é induzida em
vasos sanguineos (Pautz e col., 2010). A indugdo de iNOS na vasculatura também estd
associada com aumento da formacéo de peroxinitrito (Virdis e col., 2005; Xia e Zweier,1997)
um mecanismo patogénico chave em condi¢Bes tais como choque séptico, infarto do
miocardio, insuficiéncia cardiaca crbnica, diabetes e aterosclerose (Pacher, e col 2007;
Liaudet e col., 2013). Diferente da producdo regulada do NO pela eNOS, a iINOS pode
produzir grandes quantidades de NO rapidamente e de forma prolongada. A producdo em
excesso de NO pela iNOS pode levar a disfuncdo vascular, comprometendo tanto a

vasoconstricdo e o vasorelaxamento dependente do endotélio (Gunnett, e col., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sabemos que a HPU, importante fator de virulencia da H. Pylori, possuiu efeitos pro-
inflamatdrios (Ding e Zheng, 2012, Uberti e col., 2013) e por isso hipotetizamos que poderia
estar envolvida diretamente no desenvolvimento de doengas associadas a H. pylori, como
gastrite, Ulcera ou cancer. Por outro lado as células endoteliais tem um papel fundamental
tanto em processos envolvidos com a resposta inflamatéria como em diferentes processos
patoldgicos (Potente e col., 2011). Tendo em conjunto estas informacGes, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da HPU sobre as células endoteliais humanas investigando, os

mecanismos moleculares envolvidos nestes efeitos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar em células endoteliais os efeitos da HPU sobre:

a) A viabilidade celular;

b) O rearranjo do citoesqueleto de actina;

c) A ativacdo de FAK e AKT;

d) A permeabilidade paracelular;

e) A dispersdo e ativagdo de VE-cadering;

f) A producédo de ROS e NO;

g) A adesdo de neutréfilos as células endoteliais HMEC1,;

h) A capacidade tubulogénica;

Avaliar o envolvimento de integrinas e da modulagao redox nos efeitos da HPU sobre

as CEs.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

HEPES, acido etileno diamina tetra acético (EDTA), albumina de soro fetal bovino
(BSA), penicilina, cloreto de sddio (NaCl), Pirofosfato de Sodio (NasP20O7), DL-Ditiotreitol
(DTT) (CsH1002S2), MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina),
isopropanol P.A (CsHgO), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), leupeptina, ortovanadato de
sodio (NasVOa), azul de tripan (CszsH24NeO14SsNas), Trolox (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-
2,5,7,8-Tetrametilcromano), lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli,
O isotiocianato de fluoresceina (FITC) - dextrano, RGD (Arginina — glicina — Acido
Aspartico), Alexa fluor 555, Tween 20, faloidina conjugada a rodamina, EGF (Fator de
crescimento epidermal), hidrocortisona, L-glutamina, vermelho de fenol e tripsina foram
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O matrigel® foi comprado na empresa Becton
Dickinson Labware (Bedford, EUA). Triton X-100 e Azul de Bromofenol foram comprados
da Amersham Pharmacia Biotech (Sdo Francisco, EUA). Tris, dodecilssulfato de sddio
(SDS), glicerol, membranas PVDF, Rainbow™ | percoll foram adquiridos da GE Healthcare
Life Sciences (CHALFONT ST GILES, Inglaterra). Soro fetal bovino (FBS) foi proveniente da
Cultilab (Campinas, SP, Brasil). MCDB-131, M199 e Streptavidina conjugated HRP
(horseradish peroxidase - Estreptovidina conjugada a peroxidase), DAPI prolong, CM-
H>DCFDA  (5-(and-6)-clorometil-2',7'-diclorodihidroflouresceina  diacetato, acetil-ester),
DAF-FM DA (4-Amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina diacetato), CMFDA (5-
clorometilfluoresceina diacetato), anticorpos anti-VE-caderina fosforilada no residuo 658,
anti-FAK fosforilada no residuo Tyr 397 e 577 foram comprados da Invitrogen (Carlsbad,
EUA). Os anticorpos anti-AKT, anti-VE-caderina e anti-FAK foram obtidos na Santa Cruz
Biotechnology (Texas, EUA) e o anticorpo anti-AKT fosforilada no residuo Ser 473 foram
comprados na Cell Signaling Technology (Beverly, EUA). O kit de dosagem de proteina
BCA e o kit de quimioluminescéncia Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate
(ECL) foram provenientes da Thermo Scientific (Rockford, EUA). Fosfato de sodio
monobéasico (NAH2PO4), cloreto de potassio (KCL), B-mercaptoetanol, fosfato de sddio

dibasico (Na2HPO4 12H,0) foram comprados na Proquimios (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CDUQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.gelifesciences.com%2F&ei=nNeFVOWsHYimNtDgg5gD&usg=AFQjCNHoWFafgUhHCjxrq8blPaxUBzgHIg
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CDUQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.gelifesciences.com%2F&ei=nNeFVOWsHYimNtDgg5gD&usg=AFQjCNHoWFafgUhHCjxrq8blPaxUBzgHIg
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Bicarbonato de Sodio (NaHCOs), perdxido de hidrogénio (H202), fosfato de potassio
monobésico (KH2PO4) e D(+) glicose foram comprados da Merck (Darmstadt, Alemanha). O
kit para avaliar a ativacdo de NF-kB Ready-To-Glow Secreted Luciferase Reporter foi

comprado da empresa Clontech (California, EUA).

3.2 Linhagens celulares

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizada a linhagem celular de endotélio de
microvasculatura humano (HMEC1) (Ades e col., 1992), obtida pelo Dr. Francisco Candal da
Emory School of Medicine & CDC, Atlanta, GA e doada pela Dra Veronica Morandi (UERJ),
Rio de Janeiro, RJ, Brasil. A HMECL1 estd bem descrita como tendo a grande maioria das
caracteristicas de células endoteliais humanas, em alguns ensaios, foram utilizadas células
endoteliais obtidas da cultura priméaria de corddo umbilical humano (HUVEC) (Jeffe e col.,
1973), também doadas pela Profa. Dra. Verdnica Morandi da UERJ. O uso dessa cultura de
celulas primarias foi autorizado pelo comité de ética (CAAE: 0086.0.314.325-10)

3.3 Purificacéo da urease de Helicobacter Pylori

A HPU foi produzida no Laboratério de Proteinas Toxicas (UFRGS) e doada pela Dra
Célia Carlini. O plasmideo pHP8080 contendo o operon da urease de H. Pylori foi expresso
na linhagem Escherichia coli SE5000. Esta linhagem foi utilizada como vetor de expressao da

urease de H. Pylori, como descrito por Wassermann e col. (2010).

3.4 Cultura de células

As HMEC1 foram cultivadas sobre gelatina 1% em meio de cultura MCDB-131
suplementado com 14,04 mM de NaHCOs3, 15 mM de HEPES, 60mg/mL de penicilina, 100
mg/mL de streptomicina, 1ug/mL de hidrocortisona, 10 pg/mL de EGF, 2 mM de L-
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glutamina e com 10% de FBS em pH 7,2. As células HUVEC foram cultivadas sobre a
gelatina 2% em meio de cultura 199 suplementado com 26 mM de NaHCOs3 25,17 mM
HEPES, 29,94 mg/mL penicilina, 15mg/mL streptomicina, 8U/ml heparina e com 20% de
FBS em pH 7,2. As células foram mantidas em cultura a 5% de CO> e temperatura constante
de 37°C armazenadas em garrafas de cultura (Corning). O meio de cultura foi renovado ou as
celulas foram repicadas, quando confluentes, a cada 2-3 dias. Para repicarmos a linhagem de
HMECI, foi utilizado uma solu¢ao Hank’s EDTA (5 mM) para lavar as células, desfazendo
as ligacOes adesivas dependentes de cations (Ca?* e Mg?"), facilitando, assim, a atuacio da
tripsina para soltar esses tipos celulares do plastico. Para repicarmos a linhagem de HUVEC,
foi utilizado uma solugdo de PBS (tampdo fosfato de sddio, NaCl 3 M, NAH2PO4 0,2 M) para
lavar as células, e posteriormente adicionamos a tripsina para soltar esses tipos celulares do
plastico. Depois de serem descoladas do plastico da garrafa, as células foram centrifugadas a
1200 rpm durante 10 minutos. As células HMEC1 e HUVEC foram depois plaqueadas em
novas garrafas de cultura. Utilizamos no maximo até 10 passagens da célula HMEC1 e 3

passagens das células HUVEC.

3.5 Purificacdo de Neutrofilos

Os neutrofilos foram isolados de sangue periférico de doadores saudaveis, na presenca
de EDTA 5% em PBS, através de um gradiente descontinuo de Percoll, diluido em Hank’s
(KCI 5,4 mM; KH2PO4 0,44 mM; NaCl 13,7 mM; NaoHPO4.12H,0 0,33 mM; D(+) 5,5 mM
glicose; vermelho de fenol 0,031 M; NaHCO3 4 mM). As hemacias foram lisadas por solugédo
salina hipotdnica 0,2%. O procedimento para isolamento de neutréfilos esta em conformidade
com o0 comitt de ética do Hospital Universitirio  Pedro  Ernesto
(CAAE: 38257914.7.0000.5259).

3.6 Contagem de células

O numero de células presentes na suspensao celular foi determinado por contagem em

camara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusdo por Azul
de Tripan 0,2% em PBS.
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3.7 Ensaio de viabilidade MTT

As HMEC1 (1,5 x 10* células/poco) foram plaqueadas em placas de 96 e foram
mantidas a 37°C e 5% de CO., overnight para adesdo na presenca de meio MCDB-131
suplementado com 10% de FBS. No dia seguinte estas células foram mantidas no meio
MCDB-131 com auséncia de soro durante 1 hora. Posteriormente as células foram
estimuladas ou ndo com HPU (10nM) durante 24 horas. A viabilidade das células foi
determinada através do ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5dimetil-tiazol-zil)-2,5-
difeniltetrazdlio) a formazan. O MTT diluido em PBS foi adicionado as células em uma
concentracdo de 50 pg/ poco e as células foram incubadas no escuro, a 37° C por 4h.
Posteriormente, a solucdo de MTT foi descartada e foi adicionado isopropanol (100 pL) para
dissolver os cristais de formazan. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 30 minutos
e foi realizada a leitura a 570 nm em leitor de microplacas (En Vision® - Perkin Elmer,
Massachusetts, EUA).

3.8 Ensaio de Permeabilidade a macromoléculas

Os ensaios de permeabilidade foram realizados em camaras de transwell (Becton
Dickinson). Estas camaras sdo constituidas de membranas de policarbonato na forma de
insertos, que sdo colocadas no interior de pocos de placa de cultura de 24 pogos. As
membranas dos insertos apresentavam porosidade de 0,4 pum. Primeiramente, as HMECL1 (5 x
10* células/inserto) foram plaqueadas nos insertos, que foram inseridos em placas de 24
pocos. Estas células foram mantidas a 37°C e 5% de CO> durante 72 horas, até formar 100%
de confluéncia, em meio MCDB-131 suplementado com 10% de FBS. As células foram
privadas de soro por 1 hora, mantidas em meio HBSS (solugdo-tampdo salina de Hank’s)
(0,137 M NACL, 54 mM KCL, 0,25 m NaHPO4, 0,44 mM KH2PO4 1,3 CaClz, 1 mM
MgSOs, 4,2 mM NAHCO3) . Apds este periodo as células foram pre-tratadas com RGD
(Arginina — glicina — Acido Aspartico) (1uM) durante 15 min. Posteriormente as células
foram estimuladas ou ndo com a HPU (10nM) e TNF-alfa (25ng/mL).Apos, Dextran FITC
(Img/mL), diluido em meio HBSS, foi adicionado dentro dos insertos. Ap6s 30 e 60 minutos,

20pL foi retirado da solucdo do compartimento abaixo do inserto. A quantidade de
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fluorescéncia emitida pelo Dextran FITC foi monitorada pela excitacdo e emissdo de ondas
entre 485/530 nm em leitor de microplacas (En Vision® - Perkin Elmer).

3.9 Ensaio de Resisténcia elétrica transendotelial

Os ensaios de permeabilidade celular foram realizados em camaras de transwell
(Becton Dickinson). As HMEC1 (5 x 10* células/inserto) foram plaqueadas nos insertos, que
foram inseridos em placas de 24 pocos. Estas células foram mantidas a 37°C e 5% de CO:
durante 72 horas, até formar 100% de confluéncia, em meio MCDB-131 suplementado com
10% de FBS. As células foram mantidas no meio MCDB-131 com auséncia de soro durante 1
hora. ApOs este periodo as células foram estimuladas ou ndo com a HPU (10nM). A
resisténcia elétrica transendotelial foi medida imediatamente antes de colocar o tratamento, e
15, 30 e 45 min apos o tratamento com o auxilio do instrumento Millicell-ERS. Os valores

foram normalizados com base na area do filtro (0.6 cm2) e ap6s a subtracdo do branco.

3.10 Imunocitoquimica para VE-caderina

As HUVEC (5x10* células/pogo) foram plaqueadas em placas de 24 pocos sobre
laminulas de vidro mantidas a 37°C e 5% de CO, overnight em meio MCDB-131
suplementado com 10% de FBS. No dia seguinte estas células foram mantidas no meio
MCDB-131 com auséncia de soro durante 1 hora. Posteriormente as células foram
estimuladas ou ndo com HPU (10nM) durante 5 e 15 minutos. A seguir estas células foram
lavadas duas vezes com PBS e fixadas com paraformolaldeido 4% de sacarose.
Posteriormente, foram lavadas trés vezes com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 0,2%
em PBS por 5 minutos, e, novamente lavadas com PBS. A seguir as células foram bloqueadas
com PBS contendo 5% BSA durante 1 hora. Decorrido este periodo, as células foram
incubadas com anticorpo primario overnight com anticorpo primario policlonal anti-VE-
caderina (1:200). No dia seguinte, as laminulas foram lavadas com PBS e posteriormente
incubas com anticorpo anti-lgG conjugado a biotina (1:200) por 1 hora. Ap6s lavagem com

PBS as celulas foram incubadas por 1 hora com estreptavidina conjugada a FITC (Alexa fluor
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555) (1:200). Decorrido esse periodo, as laminulas foram lavadas com PBS, e montadas sobre
laminas utilizando DAPI prolong, para a marcacdo nuclear. A distribuicdo da VE-caderina foi
observada utilizando um microscopio de fluorescéncia invertido (Olympus 1X71,
Tokyo,Japao) em aumento de 600 vezes. As imagens foram entdo digitalizadas e processadas

utilizando o software adobe photoshop.

3.11 Citoquimica para F-actina

As HMEC1 (5x10* células/pogo) foram distribuidas em placas de 24 pogos sobre
laminulas de vidro e foram mantidas a 37°C e 5% de CO>, overnight para horas para adesao
em meio MCDB-131 suplementado com 10% de FBS. No dia seguinte estas células foram
mantidas no meio MCDB-131 com auséncia de soro durante 1 hora. Posteriormente as células
foram pré-tratadas ou ndo com RGD (1uM) durante 15 min e estimuladas ou ndo com HPU
(10nM) por durante diferentes tempos (5, 15 e 30 min). A seguir, estas células foram lavadas
duas vezes com PBS e fixadas com paraformolaldeido 4% de sacarose. Posteriormente, as
células foram lavadas trés vezes com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 0,2% em PBS
por 5 minutos, e, novamente lavadas com PBS. Para a marcacéo da F-actina, as células foram
incubadas, durante 2 horas, com faloidina conjugada a rodamina 1:500. Em seguida, as
laminulas foram lavadas com PBS, e, montadas sobre laminas utilizando 20uL de DAPI
prolong, para a marcacdo do nucleo celular. A distribuicdo de F-actina foi observada
utilizando um microscépio de fluorescéncia invertido (Olympus 1X71) em aumento de 600 e
1000 vezes. As imagens foram entdo digitalizadas e processadas utilizando o software adobe

photoshop.

3.12 Obtencéao de extratos celulares

As HMEC1 (5 x 10° células/pogo) foram plaqueadas em placas de 6 pogos e mantidas
a 37°C e 5% de COq, “overnight” em meio MCDB-131 suplementado com 10% de FBS.
Apbs. as células foram mantidas em meio MCDB-131 sem soro por 1 hora. Apds este

periodo, as células foram tratadas ou ndo com a HPU (10 nM) por diferentes tempos (1,3,5,15
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e 30 minutos), a 37°C e 5% de CO». Apoés as incubacdes, as células foram lisadas em tampéao
de lise RIPA (Tris 50 mM, pH 8; Triton X-100 1% (v/v); NaCl 150 mM; SDS 0,1%; EDTA
0,5 mM; NaF 50 mM; NA3VO4 1mM; Pirofosfato de sodio (NasP207) 3mM; iodocetamina 10
nM; DTT 2 mM e inibidores de proteases: fluoreto de fenilmetil sulfonil 2 mM (PMSF),
aprotinina 1 pM; leupeptina 1 pM e inibidor de tripsina (SBTI) 1 uM. O contetdo de
proteinas do extrato total foi determinado pelo método de BCA (Thermo Scientific).

3.13 Eletroforese e Western blotting

Aos extratos celulares foram adicionados 20% do seu volume de tampédo de amostra
5x concentrado (SDS 1%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,001%; B-mercaptoetanol 5%) e
as amostras foram fervidas em &gua por 5 minutos. O volume dos extratos celulares
correspondentes a 20 ug de proteina foram fracionados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) desnaturante a 8% para proteina de alto peso molecular (VE-
caderina e FAK) e a 10% para proteina de médio peso molecular (AKT). O padrdo de peso
molecular correu em paralelo para estimar o peso molecular das amostras. Apdés 1 hora de
eletroforese a 150 V e 25 mA, as proteinas no gel foram eletrotransferidas para membranas de
PVDF durante 1 hora (15 V, 328 mA) em cuba de eletrotransferéncia semi-seca (Bio-Rad).
Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com TBS (NaCl, 0,5 M; Tris, 20 mM)
contendo Tween 20 (0,1% v/v, T-TBS) contendo 5% BSA overnight, e em seguida, incubadas
4°C, overnight com anticorpo monoclonal anti-FAK, monoclonal anti-pFAK fosforilada no
residuo Tyr 397 e policlonal anti-pFAK fosforilada no residuo Tyr 577, policlonal anti-VE-
caderina, policlonal anti-pVVE-caderina fosforilada no residuo Tyr 658, policlonal anti-AKT e
monoclonal anti-pAKT fosforilada no residuo Ser 473 (1:1000). Apds trés lavagens com T-
TBS, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-IgG especificos conjugado a biotina
(1:10000), a temperatura ambiente e sob agitacdo por 1 hora; com subsequente, incubacdo
com estreptavidina conjugada a peroxidase (1:10000). Para revelacao, foi utilizado um kit de
revelacdo por quimioluminescéncia (ECL - Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate). As membranas foram fotografadas utilizando o ChemiDoc*MP (Bio RAD,

California, USA) e a densitometria analisada no programa Image Lab 4.0.
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3.14 Ensaio de tubulogénese das HMEC1 com Matrigel®

O Matrigel® (11.46 mg/mL) foi adicionado em placas de 96 pocos durante 30 minutos
a 37°C para sua polimerizacdo. Apds este periodo as HMEC1 foram tripsinizadas e
plaqueadas (3 x 10* células/poco) em duplicata diluidas em meio de cultura MCDB-131
suplementado com 1% de FBS sobre o Matrigel®. Apds 30 minutos, as células foram pré-
tratadas ou ndo com RGD (1uM) durante 15 min e posteriormente foram incubadas na
presenca ou auséncia da HPU (10 nM) durante 6 horas. Apds este periodo retiramos o
sobrenadante e fixamos as células sobre o Matrigel® com gluteraldeido 1,1% em PBS durante
20 minutos em temperatura ambiente. A retirada do fixador foi feitar por trés lavagens com
PBS. A andlise do numero total das ramificacdes (brotos ou prolongamentos celulares
endoteliais, que resulta no aspecto em “rede” da diferenciagdo angiogénica) foi feita em
campo claro, no microscépio invertido (Olympus 1X71) em um aumento de 100 vezes. Foram
capturadas imagens de pelo menos 4 campos aleatorios, que foram analisadas com o auxilio

do programa Adobe Photoshop 7.1.

3.15 Ensaio de producéo de ROS intracelular

A produgdo de ROS intracelular em HMEC1 foi verificada através da oxidacdo da
sonda CM-H2DCFDA (5-(and-6)-clorometil-2’,7'-diclorodihidroflouresceina diacetato, acetil-
ester). As HMEC1 (3 x 10* células/pogo) foram plaqueadas em placa de 96 pogos e mantidas
a 37°C e 5% de CO., overnight em meio MCDB-131 suplementado com 10% de FBS. As
células foram privadas de soro por 1 hora, mantidas em meio HBSS. Posteriormente as
células foram incubadas com sonda CM-H>DCFDA (5uM) por 1 hora. Apds este periodo as
células foram pré-tratadas com RGD (1uM) e LY294002 (3uM) durante 15 min e a seguir
foram estimuladas ou ndo com a HPU (10nM). A quantidade de fluorescéncia gerada pelo
DCF ¢ proporcional a taxa de oxidacdo da sonda CM-H>DCFDA. A fluorescéncia foi
monitorada em diferentes tempos pela excitagdo e emissdo de ondas entre 485/530 nm em

leitor de microplacas (En Vision®).
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3.16 Ensaio de producao de 6xido nitrico

A producdo de NO em HMECL1 foi verificada através da oxidacdo da sonda DAF-FM
DA (4-Amino-5-metilamino-2’,7'-difluorofluoresceina diacetato). As HMEC1 (3 x 10*
células/pogo) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e mantidas a 37°C e 5% de COs,
overnight em meio MCDB-131 suplementado com 10% de FBS. As células foram privadas de
soro por 1 hora, mantidas em meio HBSS. Posteriormente as células foram incubadas com
sonda DAF-FM DA (5uM) por 1 hora. A seguir as células foram pré-tratadas ou ndo com
RGD (1pM) e LY294002 (3uM) durante 15 minutos e estimuladas ou nd&o com a HPU
(10nM). A quantidade de fluorescéncia gerada foi monitorada em diferentes tempos pela

excitacdo e emissdo de ondas entre 495/530 nm em leitor de microplacas (En Vision®).

3.17 Ensaio de adesao de neutréfilos as HMEC1

As HMEC1 (5 x 10* células/pogo) foram colocadas em placas de 96 pogos e mantidas
a 37°C e 5% de COg, “overnight” em meio MCDB-131 suplementado com 10% de FBS. As
células foram privadas de soro por 1 hora, mantidas em meio HBSS. Posteriormente as
células foram pré-tratadas com RGD (1uM) e Trolox (100 uM) durante 15 min e a seguir
estimuladas ou ndo com a HPU (10nM) por diferentes tempos (15, 30, 45, 60, 180, 240
minutos). Os neutréfilos (1 x 10°) foram carregados com a sonda CMFDA (5-
clorometilfluoresceina diacetato) (5uM) por 1 hora. Apos este periodo estes neutrofilos foram
colocados para aderir sobre as HMECL1 tratadas ou ndo com a HPU durante 30 min. Foram
realizadas duas lavagens para remover os neutrofilos que ndo aderiram as HMECL1. A
quantidade de fluorescéncia gerada pelo CMFDA dos neutréfilos que permaneceram aderidos
as celulas foi monitorada atraves da excitacdo e emissdo de ondas entre 492/517 nm em leitor

de microplacas (En Vision®).
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3.18 Ensaio de atividade de NF-xB

As HMEC1 (2 x 10° células/pogo) foram colocadas em placas (preta) de 24 pocos e
mantidas a 37°C e 5% de CO2, “overnight” em meio MCDB-131 suplementado com 10% de
FBS. As células foram mantidas em meio MCDB-131 suplementado com 1% de FBS por 1
hora. Apos este periodo as HMECL1 foram transfectadas com o plasmideo que contem o gene
reporter da luciferase que responde a ativacdo do NF-kB (NF-kB pMetLuc 2) e plasmideo
controle (pMetLuc 2) em meio MCDB-131 suplementado com 1% FBS durante 24 horas. No
dia seguinte as células foram pré-tratadas ou ndo com Trolox (100 uM) durante 15 min e
estimuladas ou ndo com HPU (10nM) ou LPS (10upg/mL) durante 3 horas,. O meio foi
coletado de todos os grupos e incubado na presenca de luciferina pela luciferase. A
luminescéncia emitida pela quebra da luciferina foi monitorada em diferentes tempos pela

emisséo do comprimento de ondas de 530nm em leitor de microplacas (En Vision®).

3.19 Andlise estatistica

Os resultados obtidos sdo expressos como média e desvio padrdo da média. Os dados
foram analisados por teste t de Student ou teste one-way ANOVA, com auxilio do programa
GraphPad Prism 4 para Windows e do Microsoft Excel 2007, sendo p< 0.05 considerado

estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito da HPU sobre a viabilidade de HMEC1

Trabalhos anteriores mostraram que tanto a H. pylori (Cover e col., 2003) como a
HPU (Smoot e col.1990) podem alterar a viabilidade de células epiteliais gastricas . Por este
motivo, resolvemos avaliar o efeito da HPU sobre a viabilidade das HMECL1. Nas condic6es
utilizadas neste estudo a HPU (10 nM) néo foi capaz de alterar a viabilidade das HMEC1 no

tempo de 24 horas (figura 6).

Figura 6 - A HPU nao afeta a viabilidade das HMEC1
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Legenda: As HMEC1 (1,5 x 10°) foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) durante 24 horas.
Apobs este tempo, a viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT. Os resultados séo
referentes a média e desvio-padrdo de trés experimentos independentes.
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4.2 Efeito da HPU sobre a dinamica do citoesqueleto de actina de HMEC1

A reorganizacao do citoesqueleto de actina € um processo fundamental na regulacao
de importantes processos celulares, incluindo adesdo célula-célula e célula- matriz
extracelular e migragdo celular (Wessler e col., 2011). A colonizacdo da bactéria H. pylori na
mucosa géastrica induz alteracGes na barreira epitelial, incluindo o rearranjo do citoesqueleto
de actina destas células (Wessler e col., 2008). Schneider e colaboradores (2008) mostraram
que a H. pylori induz a formacdo de protusbes e fibras de estresse em células epiteliais
gastricas in vitro. Entretanto a participacdo dos fatores de viruléncia da H. pylori, como a
urease, sobre a reorganizacdo do citoesqueleto de actina ndo é totalmente compreendida.
Inicialmente, investigamos o efeito da HPU sobre o rearranjo do citoesqueleto de actina
através do ensaio de citoquimica para analisar a organizacdo de actina filamentosa (F-actina)
nas HMECL. Podemos observar que a incubacdo das HMEC1 com a HPU (10 nM) induziu o
aumento das fibras de stress e sua redistribuicdo no citoplasma, assim como diminuiu a
presenca actina cortical nos tempos de 5 e 15 minutos. Observamos também um fenotipo
transitério no tempo de 30 minutos, com células que apresentavam F-actina cortical e ainda

algumas células com fibras de estresse no citoplasma (figura 7).
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Figura 7 - A HPU induz alterac6es na dinamica do citoesqueleto de actina de HMEC1
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Legenda: As HMEC1 (5 x 10*) foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) por 5, 15 e 30
minutos. As células foram fixadas e marcadas com faloidina conjugada a rodamina. As imagens foram
capturadas em microscopio invertido em aumento de 600 vezes. As imagens sdo representativas de 3
experimentos independentes.
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4.3 Efeito da HPU sobre a fosforilagdo da FAK em HMEC1

Uma vez que a HPU foi capaz de modificar a dindmica do citoesqueleto de actina, a
FAK tornou-se uma interessante candidata a ser investigada uma vez que sua ativacao
depende de integrinas, podendo promover a reorganizacdo dos filamentos de actina,
reforcando a ligagdo com a MEC e formando os pontos de adesdes focais (Hynes, 2002;
Bolos e col., 2010). Assim, analisamos atraves de western blotting, a fosforilacdo da FAK nos
residuos Tyr397 e 577. Para tanto, as HMEC1 foram incubadas na presenca ou auséncia da
HPU (10nM) por diferentes intervalos de tempo (1, 3, 5 e 15 minutos). Observamos que a
HPU induziu uma tendéncia ao aumento da fosforilacdo da FAK (Tyr 397) nas CEs que
culmina 3 a 5 minutos apés a adicdo de HPU (figura 8, painel A). A auto-fosforilacdo no
residuo Tyr 397 da FAK cria sitios de alta afinidade para o recrutamento e ligagdo de outras
proteinas, incluindo a proteina Src. Uma vez associada a FAK a Src induz sua fosforilagdo no
residuo Tyr 577, aumentando sua atividade catalitica (Calalb, e col., 2005). Em nosso estudo
observamos que a HPU (10 nM) também foi capaz de induzir uma tendéncia ao aumento, nas
células endoteliais, da fosforilacdo da FAK em Tyr 577 no tempo de 3 minutos (figura 8,

painel B).
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Figura 8 - A HPU induz a ativacdo de FAK
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Legenda: As HMECL1 (5 x 10°) foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) por 1, 3,5 e 15
minutos minutos e a fosforilagdo da (A) FAK (Tyr 397) e (B) FAK (Tyr 577) foram avaliadas por
imunoblotting. As imagens foram analisadas pelo programa Image Lab 4.0. As imagens sdo
representativas e os graficos representam a média + D.P. de pelo menos 3 experimentos
independentes. P<0,05.
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4.4 Envolvimento de integrinas no rearranjo do citoesqueleto de actina induzido pela
HPU

A FAK tem um envolvimento chave na sinalizacdo mediada por integrinas e também
por receptores de fatores de crescimento (Guan, 2010). Para investigar a possivel participacdo
de integrinas sobre a organizacdo do citoesqueleto de actina, pré-tratamos as células
endoteliais HMEC1 com RGD (1 uM) , antagonista geral de integrinas. A Figura 9 mostra
que o RGD inibiu parcialmente a reorganizacéo do citoesqueleto de actina induzida pela HPU
(10 nM). Podemos observar que no tempo de 15 min, as células endotelias estimuladas com
HPU e pré-tratadas com RGD, apresentaram uma distribuicdo de actina mais cortical e, em

algumas células, as fibras de F- actina condensaram-se mais no citoplasma (figura 9).
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Figura 9 - Efeito do RGD sobre a alteracdo na dinamica do citoesqueleto de actina em
HMEC1 induzida por HPU
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Legenda: As HMEC1 (5 x 10%) foram pré-tratadas com o RGD (1 pM) durante 15 minutos e posteriormente
incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) por 15 minutos. As células foram fixadas e
marcadas com faloidina conjugada a rodamina. As imagens foram capturadas em microscépio
invertido em aumento de 60 vezes. As imagens sdo representativas de 3 experimentos independentes.
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4.5 Envolvimento de integrinas no aumento da permeabilidade paracelular endotelial
induzida pela HPU

A FAK medeia vias de sinalizacdo que estdo envolvidas com adesédo, crescimento,
proliferacdo, sobrevivéncia, e migracdo celular. Trabalhos anteriores mostraram que a FAK
também apresenta um papel importante na modulacdo da permeabilidade vascular (Lee e col.,
2010; Chen e col., 2012).

Avaliamos o efeito da HPU sobre a permeabilidade das HMEC1 através dos ensaios
de extravasamento de Dextran-FITC e também alteracGes na resisténcia elétrica
transendotelial. A figura 10 (painel A) mostra que a HPU (10 nM) induziu o aumento da
permeabilidade nos tempos de 30 e 60 minutos, tendo efeito similar ao controle positivo TNF-
a (25ng/mL) no tempo de 30 min, e efeito superior a0 do TNF-a no tempo de 60 min. O
tratamento com HPU induziu a tendéncia de reducdo na resisténcia elétrica transendotelial nas
HMECL1, levando a um aumento de passagem de corrente elétrica pela monocamada de
células, confirmando assim seu efeito em aumentar a permeabilidade endotelial (figura 11).

Para avaliar o envolvimento de integrinas no efeito da HPU sobre a permeabilidade
celular, as HMEC1 foram pré-tratadas com RGD. Houve uma tendéncia a diminuicdo da
permeabilidade (figura 10 painel B) e da resisténcia elétrica (figura 11) induzida pela HPU

apos 30 minutos.
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Figura 10 - A HPU induz aumento da permeabilidade ao Dextran em culturas de HMEC1
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Legenda: As HMEC1 (5 x 10% foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) ou TNF-alfa (
25ng/mL) na presenca de Dextran FITC (1mg/mL) (A) durante 30 e 60 minutos. (B) As células foram
pré-tratadas com 0 RGD (1 uM) durante 15 minutos e posteriormente foram incubadas na presenca ou
na auséncia da HPU (10 nM) ou TNF-alfa ( 25ng/mL) na presenta de Dextran FITC durante 30
minutos. Posteriormente foi retirada a solucdo de Dextran FITC que extravasou para o interior da
placa através na monocamada. A quantidade de fluorescéncia emitida pelo Dextran FITC foi
monitorada pela excitacdo e emisséo de ondas entre 485/530 nm em leitor de microplacas (En Vision -
Perkin Elmer). Os gréficos representam a média + D.P. de2 a3 experimentos independentes.

*P<0,05 vs HMEC1 ndo tratadas; # P<0,05 vs HMEC1 tratadas com a HPU.
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Figura 11 - A HPU diminui a resisténcia transendotelial em HMEC1
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Legenda: As HMECL1 (5 x 10%) foram pré-tratadas com o RGD (1 uM) durante 15 minutos e posteriormente
foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM). A resisténcia elétrica transendotelial foi
medida com o auxilio do instrumento Millicell-ERS. O grafico representa um experimento.
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4.6 Efeitos da HPU sobre a disperséo e fosforilacéo de VE-caderinaem HMEC1

A permeabilidade celular é regulada por alteracdes nas proteinas de adesdo que
mantém o contato célula-célula. No endotélio este contato intercélulas é mediado por um
membro especifico da familia das caderinas, a VE-caderina (Dejana e col., 2009; Oda e
Takeichi, 2011). O rompimento destas juncbes aderentes leva ao aumento da permeabilidade.
Tendo em vista que a HPU foi capaz de induzir o aumento da permeabilidade, resolvemos
avaliar a expressdo de VE-caderina em HUVEC por imunocitoquimica. Na Figura 12,
observa-se que o tratamento com HPU (10 nM) induziu uma maior dispersédo da VE-caderina
nas células HUVEC, levando a um aumento de perde de contato entre as células (Fig. 12:
setas amarelas), nos tempos de 5 e 15 minutos apds o tratamento.

A fosforilagdo da VE-caderina e das cateninas desencadeia o rompimento das juncdes
aderentes e diminuicdo do contato célula-célula (Dejana e col., 2009). Portanto, a seguir
avaliamos a fosforilacdo da VE-caderina no residuo Tyr 658, ja que durante o rompimento da
barreira endotelial pode ocorrer a fosforilacdo deste residuo. As células HMEC1 foram
incubadas na presenca ou auséncia da HPU (10 nM) por diferentes intervalos de tempo (1, 3,
5,15 e 30 minutos) e, através de analises por western Blotting, observamos que a HPU foi
capaz de induzir fortemente a fosforilacdo da VE-caderina nas células endoteliais, exercendo

0 maior efeito no tempo de 3 minutos (figura 13).
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Figura 12 - AlteragOes na expresséo da VE-caderina em HUVEC tratadas com HPU
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Legenda: As HUVEC ou HMEC1 (2 x 10°) foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) por 5
e 15 min. As células foram fixadas e marcadas com o anticorpo anti-VE-caderina. As imagens foram
capturadas em microscopio invertido em aumento de 600 vezes. As imagens s8o representativas de 2
experimentos independentes.

Figura 13 - Fosforilacdo da VE-caderina em HMEC1 tratadas com a HPU
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Legenda: A) As HMEC1 (5 x 10°) foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) por 1, 3,5, 15 e
30 minutos minutos e a fosforilacdo da VE-caderina (Tyr 658) foi avaliada por imunoblotting. As
imagens foram analisadas pelo programa Image Lab 4.0. As imagens s8o representativas e os gréaficos
representam a média + D.P. de pelo menos 3 experimentos independentes. P<0,05.
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4.7 Efeito da HPU sobre a fosforilagdo de AKT em HMEC1

A fosforilacdo de FAK leva a ativacdo de diversas vias de sinalizacao intracelulares,
como por exemplo, a via da PIBK/AKT, que estd relacionada tanto com a migracdo e
proliferagdo, como com a sobrevivéncia celular (Chhabra e col., 2009). Assim, avaliamos nas
HMECL, o efeito da HPU sobre a fosforilagdo de AKT no residuo Ser 473 que é um indicador
da ativacdo desta via de sinalizacdo. A figura 14 mostra que a HPU (10 nM) foi capaz de
induzir uma tendéncia ao aumento da fosforilacdo de AKT nas células endoteliais ja em 3
minutos, com o pico de fosforilacdo ocorrendo em 5 minutos apds o tratamento com HPU
(figura 14).

Figura 14: O Tratamento com HPU induz a Fosforilagcdo de AKT em HMECL.
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Legenda: As HMECL1 (5 x 10°) foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM) por 3, 5 e 15
minutos e a fosforilagdo de AKT foi avaliada por imunoblotting. As imagens foram analisadas pelo
programa Image Lab 4.0. A imagem e os graficos sao representativos de um experimento tipico.
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4.8 Envolvimento de integrinas e da via PISK/AKT sobre a producdo de espécies
reativas de oxigénio induzida pela HPU

As células endoteliais produzem uma concentragdo fisioldgica de ROS que, em geral,
atuam como moléculas sinalizadoras para mediar diversas respostas bioldgicas (Frei e col.,
2009). Nossos dados mostram de forma interessante que a HPU (10 nM) induziu um aumento
da producdo de ROS intracelular pelas HMEC1 (figura 15), detectado apds 10 min de
incubacéo.

Avaliamos se 0 aumento na producdo de ROS induzida pela HPU seria dependente de
integrinas e da via PI3K/AKT. Para tanto, pré-tratamos as HMEC1 com o LY294002 (3 uM),
um inibidor da via PI3K/AKT, e com RGD (1uM), o pan-inibidor de integrinas. O aumento
da producédo de ROS induzido pela HPU foi inibido quando as células foram pré-tratadas com
LY294002 ou com RGD (figura 15), indicando a dependéncia da ativacéo de integrinas e da
via PI3K/AKT para a producdo de ROS pelas HMEC1.

Figura 15 — Aumento na producéo de ROS Intracelular por HMEC1 tratadas com a HPU
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Legenda: As HMECL1 (5 x 10°) foram incubadas com a sonda CM-H;DCFDA (10 mM) por 1 hora. Em seguida,
as células foram pré-tratadas com 0 RGD (1 uM) ou com o Ly294002 (3 uM) durante 15 minutos e
posteriormente incubadas ou com HPU (10 nM). A fluorescéncia gerada pelo DCF foi monitorada
ap6s 10 minutos de incubagdo pela excitacdo e emissdo de ondas entre 485/530 nm. Os graficos
representam a média = D.P. de 3 experimentos independentes. P<0,05 vs HMEC1 ndo tratadas; #
P<0,05 vs HMEC1 tratadas com a HPU.
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4.9 Envolvimento de integrinas e da via PISK/AKT no aumento da producédo de oxido

nitrico induzida pela HPU

O NO atua como mensageiro em diferentes vias inflamatdrias e contribui nos
mecanismos de defesa contra microrganismos (Fu e col., 1999). Gobert e colaboradores
(2002) mostraram que urease de H. pylori induz em macrofagos a expressdo de iNOS e a
producdo de NO. Avaliamos o efeito da HPU (10 nM) sobre a producéo de NO pelas células
endoteliais através do ensaio de oxidacdo da sonda intracelular DCF-FMDA. Na figura 16,
painel A, observamos que a HPU induziu um aumento na producdo de NO pelas HMEC1,
sendo observados ao menos 3 pulsos na producdo de NO ao longo dos 120 min de analise.

Tem sido reportado que a sinalizacdo da via PI3BK/AKT € capaz de regular a producao
de NO, via ativagéo de eNOS (Dimmeler e col., 1999). A fim de confirmar o envolvimento da
via PIBK/AKT e de integrinas nesse efeito da HPU, pré-tratamos as HMEC1 com LY294002
(3 UM) ou com RGD (1 uM). O RGD inibiu a producdo de NO em todos os tempos
analisados. O LY294002, por outro lado inibiu apenas parcialmente a producdo de NO até 30
min (figura 16, painel B), bloqueando parcialmente os outros picos de producéo a partir deste
tempo figura 16, painel A.



Figura 16 — A producdo de NO por HMECL1 tratadas com HPU
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Legenda: As HMEC1 (5 x 10°) foram incubadas com a sonda DCF-FMDA (10 mM) por 1 hora. Em seguida as
células foram pré-tratadas com RGD (1uM) ou LY294002 (3 pM) durante 15 minutos e
posteriormente foram incubadas na presenca ou na auséncia da HPU (10 nM). A fluorescéncia gerada
foi monitorada (A) ao longo de 120 min (B) ou analisada no tempo 30 minutos de incubacéo. Os
graficos representam a média £+ D.P. de 3 experimentos independentes. P<0,05 vs HMEC1 nao
tratadas; # P<0,05 vs HMEC1 tratadas com a HPU.
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4.10 Envolvimento de integrinas e da modulacdo redox-sensivel na ativacdo de NF-kB
induzida pela HPU em HMEC1

Beswick e colaboradores (2006) mostraram que a Ure-B da H. pylori ativou o NF-xB
em células epiteliais gastricas. Em nosso trabalho, avaliamos o efeito da HPU sobre a ativacéo
dessa via em HMEC1, através do uso de um gene reporter para NF-kB, determinado através
da atividade da luciferase. A Figura 17 mostra que a HPU (10 nM) induziu a ativacdo do NF-
kB, ap6s 3 horas de tratamento.

Dentre as vias de sinalizacdo redox-sensiveis e envolvidas com a sobrevivéncia e
proliferacdo celular, destaca-se a do NF-xB (Poser e Bosserhoff, 2004, Nakano e col., 2004).
Uma vez que a HPU induziu aumento da producdo de ROS, avaliamos o envolvimento da
producdo de ROS na ativacdo de NF-xB. As HMEC1 foram pré-tratadas com o antioxidante
Trolox (100 uM) ou com RGD (1 uM) e posteriormente incubadas com a HPU. Observamos
que a atividade de NF-«xB induzida pela HPU foi inibida quando as células foram pré-tratadas
com o antioxidante Trolox e o efeito foi parcialmente inibido pelo pre-tratamento com 0 RGD
(figura 17).

Figura 17 - A ativagdo do NF-kB induzida pela HPU é redox-sensivel e dependente de

integrinas.
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Legenda: As HMECL1 (5 x 10°), foram transfectadas com gene reporter do NF-kB, responsivo a ativacdo do NF-
kB (NF-kB pMetLuc 2). Apds 24 horas as células foram pré-tratadas com RGD (1 uM) ou trolox
(100 uM) e posteriormente tratadas ou ndo com a HPU (10nM). A atividade de luciferase foi
mensurada através do sobrenadante das culturas ap6s 3h de tratamento. Os graficos representam a
média + D.P. de 3 experimentos independentes. *P<0,05 vs HMECL1 ndo tratadas; # P<0,05 vs
HMEC1 tratadas com a HPU



64

4.11 HPU induz tubulogénese em HMECL1: Envolvimento de integrinas

A ativacdo de FAK mediada por integrinas regula a migracdo de células endoteliais,
sugerindo uma participacdo importante dessa quinase na angiogénese.Ja tem varios trabalhos
gue mostram o papel de FAK direto na diferenciacéo e sobre o VEGF (Polte e col. 1995, Shi e
col., 2003). Estudos mostram que a HPU exerce um efeito pré-inflamatorio e este processo
estd fortemente associado ao desenvolvimento do cancer gastrico (Ding e Zheng, 2012, Uberti e
col., 2013). Com base nesses dados investigamos se a HPU, que mostrou ser uma potente
ativadora de células endoteliais, poderia contribuir como um fator angiogénico relacionado a
H. pylori. Para tanto, as HMEC1 foram incubadas com HPU (10 nM) para a realizacdo do
ensaio de tubulogénese em matrigel. Observamos que a HPU (10 nM) induziu uma tendéncia
ao aumento do numeros das estruturas tubulares feitas pelas HMEC1, quando comparadas
com o controle, onde as células tendem a se organizar, com maior frequéncia, em
monocamadas (figura 18).

A fim de confirmar o envolvimento de integrinas neste processo, as células foram pré-
tratadas com RGD (1 pM). Na figura 18 observamos uma tendéncia a diminuicdo da
formacao das estruturas tubulares induzidas pelo HPU quando estas células foram pré-tratadas
com o RGD, sugerindo o envolvimento de integrinas neste processo.
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Figura 18: A HPU induz tubulogénese em HMECL1: Envolvimento de integrinas.
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Legenda: As HMEC1 foram plaqueadas (3x10* células/pogo) sobre o Matrigel, pré-tratadas com RGD (1 uM)
durante 15 min e incubadas na presenca de HPU (10nM) por 6 horas. O nimero de estruturas
tubulares formadas pelas células endoteliais foi quantificado avaliando o pogo inteiro em um aumento
de 10x. A imagem é representativa e os graficos representam a média + D.P. de 2 experimentos
independentes.
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4.12 O Envolvimento de integrinas e da modulacéo redox sobre a adeséo de neutrdfilos a

monocamada endotelial

A H. pylori ativa as células endoteliais aumentando a expressdo de moléculas de
adesdo, como VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina, induzindo assim o aumento da adeséo de
neutrofilos as mesmas (Byrne e col., 2002; Innocenti e col., 2002). Ainda, a producdo de ROS
modula a expressao de moléculas de adesdo (refer). Por este motivo avaliamos uma possivel
inducdo da adeséo de neutrdfilos & monocamada endotelial tratada com HPU seria dependente
de mecanismos redox-sensiveis e também de integrinas, de acordo com o racional de nosso
trabalho. Em nosso estudo avaliamos o efeito da HPU sobre a adesdo de neutrofilos a
HMECL. A Figura 19A mostra um aumento da adesdao dos neutrofilos humanos as HMEC1
ativadas pela HPU (10 nM) em diferentes tempos, observando-se um maior efeito apds 15
min de tratamento.

A Figura 19B mostra que quando as HMEC1 foram pré-tratadas com RGD (1 uM) ou
com Trolox (100 uM) durante 15 min, ocorreu uma inibicdo da adesao de neutrofilos induzida
pela HPU.
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Figura 19 - A HPU aumenta ades&o de neutréfilos 8 HMEC1.: Inibicdo pelo RGD ou Trolox
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Legenda: As HMEC1 (3 x 10%) foram incubadas na presencga ou na auséncia da HPU (10 nM) (A) por 15-240
minutos. (B) as células foram pré-tratadas com RGD (1 uM) ou trolox (100 pM) durante 15 min
posteriormente tratadas ou ndo com a HPU (10nM) durante 30 min. Posteriormente os neutrofilos (1 x
10%) foram colocados para aderir sobre as células endoteliais durante 30 min. A quantidade de
fluorescéncia gerada pelo CMFDA dos neutrofilos que permaneceram aderidos as CEs foi monitorada
em diferentes tempos Os graficos representam a média = D.P. de 3 experimentos independentes.
P<0,05 vs HMEC1 ndo tratadas; # P<0,05 vs HMECI tratadas com a HPU.
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5 DISCUSSAO

A bactéria H. pylori é reconhecida como um agente patologico da gastrite cronica,
Ulceras pepticas, cancer gastrico duodenal e linfomas (Hopkins e col., 1996; Fischbach e col.,
2005). Esta bactéria apresenta diversos fatores de viruléncia, incluindo a urease, que contribui
na colonizacao do epitélio gastrico. Inicialmente os trabalhos da literatura mostraram que a
urease tinha o papel de neutralizar o meio acido, permitindo a sobrevivéncia desta bactéria no
estdbmago (Andrutis e col., 1995). Contudo, trabalhos recentes mostraram que esta enzima
pode interferir em diferentes funcdes de varios tipos celulares, incluindo células epiteliais
gastricas e células do sistema imune, como neutrofilos e macrofagos (Wroblewski e col.,
2009; Uberti e col., 2013; Gobert e col., 2002). Ja foi descrito que a H. pylori é capaz de
ativar células endoteliais (Inocentti e col., 2002), no entanto nenhum estudo mostrou como a
urease produzida pela bactéria poderia contribuir para a ativacdo do endotélio. Investigamos,
portanto o efeito da HPU sobre células endoteliais in vitro.

Os primeiros estudos que investigaram as alteracfes morfologicas e o rearranjo do
citoesqueleto de actina induzidas pela H. pylori em células epiteliais gastricas se mostraram
controversos (Dytoc e col., 1993; Ismaili e col., 1996). Posteriormente, Palovuori e
colaboradores (2000) mostraram que a H. pylori induziu alteragdes no citoesqueleto de actina
em células de adenocarcinoma gastrico. Além disso, a colonizacdo da bactéria H. pylori na
mucosa gastrica induziu alteragdes na barreira epitelial, incluindo o rearranjo do citoesqueleto
de actina destas células (Wessler e col., 2008). Neste trabalho mostramos que a HPU é capaz
de induzir alteracbes no citoesqueleto de actina de células endoteliais, reorganizando a
distribuicdo da F-actina, diminuindo sua localizacdo cortical e levando a um aumento na
formacédo de fibras de stress que se redistribuem ao longo da célula, formando, aparentemente,
mais pontos de ades&o focal.

Nas ultimas décadas houve um progresso notavel na compreensdo da patogenia
associada aos fatores de viruléncia da H. pylori, assim como na compreensdo da interacdo
desses fatores com células epiteliais gastricas. Estes fatores de viruléncia podem ser
secretados, associados a membrana ou translocados para o citosol de células hospedeiras,
onde podem interferir diretamente nas funcbes dessas células. A H. pylori € capaz de regular
diferentes cascatas de sinalizacdo, incluindo vias reguladas por integrinas (Posselt e col.,
2013). As integrinas desencadeiam a ativagdo da FAK estimulando a sua auto-fosforilagéo no

residuo TRY 397, criando sitios de alta afinidade para o recrutamento e ligacdo de outras
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proteinas sdo capazes de induzir sua fosforilagdo no residuo TYR 577, promovendo sua
atividade catalitica méxima (Calalb, e col., 1995; Mitra, e col.,2005). A ativacdo de
integrinas e a posterior ativacdo de FAK promovem a reorganizacdo dos filamentos de actina,
formam os pontos de adesdes focais e reforcam a ligacdo com a matriz extracelular (Hynes,
2002; Bolo6s e col., 2010).Corroborando esta premissa, observamos que a HPU induz
fosforilagdo da FAK em Tyr397 e Tyr577 nas HMEC1, sugerindo fortemente a ativagéo de
vias de sinalizacdo associadas a integrinas (Lim e col., 2008). O envolvimento da ativacao de
integrinas nos efeitos da HPU sobre o citoesqueleto de actina foi entdo confirmado ao
mostrarmos que o0 RGD, um antagonista de integrinas, diminui a formagéo de fibras de stress
em células endoteliais tratadas com HPU.

Tem sido mostrado que fatores de viruléncia da H. pylori sdo capazes de interagir com
a integrinas, o que pode levar a ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo. Em varios estudos
in vitro, a interagdo dos componentes estruturais do sistema de secrecéo tipo 1V (TSS4) com a
B1-integrina provou ser essencial para a translocacdo do CagA, um fator de viruléncia que
estd envolvido com diversas alteracdes celulares, incluindo a ruptura de juncGes celulares,
polarizacdo e proliferacdo celulares, e na inflamacdo (Jiménez-Soto e col., 2009;, 2007,
Backert e col., 2010). Trabalhos também mostram que ligacdo de CagL, componente do
TSS4, a integrina-B1 leva a ativacdo desta integrina e, subsequentemente, a ativagdo de varias
quinases, incluindo a FAK, Src, EGFR e HER3 (receptor de heregulina 3) / ErbB3
(Tegtmeyer, e col., 2010 Kwok e col., 2007). Além disso, a interacdo da H. pylori com as
integrinas pode desencadear alteracbes da morfologia e migracdo celular, o que pode
contribuir para a ruptura do epitélio gastrico in vivo (Schneider e col., 2008). A ruptura das
juncdes intercelulares é uma estratégia usada por diversos microrganismos como uma forma
de aderir, colonizar e alterar a sinalizacdo da célula do hospedeiro para sua sobrevivéncia. As
junc@es oclusivas da mucosa gastrica previnem a penetracdo de microrganismo nos tecidos
mais profundos, entretanto alguns microrganismos atravessam a barreira chegando as juncdes
aderentes. Quando presentes nas jungdes aderentes, a E-caderina € usada como um receptor de
adesdo por diferentes microrganismos, permitindo a persisténcia no hospedeiro e aumento da
patogénese (Costa e col., 2013). Demonstramos que a HPU é capaz de induzir o aumento da
permeabilidade endotelial e diminuir a resisténcia transendotelial nas células endoteliais.
Estes reultados estdo em conformidade com um estudo anterior que mostrou que a subunidade
UreB da H. pylori induziu a progressiva perda resisténcia transepitelial em células gastricas
(Wroblewski e col., 2009). Esses processos estdo estreitamente ligados tanto com alteragdes

nas juncdes intercelulares, como com processos de adeséo focal.
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Evidéncias mostram que FAK é essencial na manutencdo das propriedades da barreira
endotelial. Como vimos que a HPU foi capaz de induzir a ativacdo da FAK e que este efeito
pode estar relacionado a ativacdo de integrinas, avaliamos o envolvimento de integrinas sobre
a permeabilidade e a resisténcia transendotelial. Vimos que o tratamento com RGD foi capaz
de inibir parcialmente o aumento da permeabilidade celular induzida pela HPU. Corroborando
com este dado, observamos também que o RGD foi capaz de aumentar a resisténcia
transendotelial nas células endoteliais.

A permeabilidade vascular é regulada principalmente por alteracfes nas juncoes
aderentes. A organizagdo das juncBes aderentes é constituida basicamente pela VE-caderina
nas células endoteliais (Dejana e Vestweber, 2013). A VE-caderina promove a adesdo
endotelial homotipica célula-célula, contribuindo para a manutencdo da integridade vascular
(Dejana, en Vestweber, 2013). A fosforilacdo da VE-caderina e das cateninas leva a
alteracbes conformacionais ou até rompimento das junc¢des intercelulares (Esser e col., 1998;
Lampugnani e col.,1997; Young e col., 2003). . A HPU induziu nas células endoteliais a
fosforilacdo da VE-caderina, acompanhada de um aumento da perda de contato célula-célula.

A perda de contato célula-célula das células endoteliais e o aumento da
permeabilidade dos vasos séo alteragfes importantes que podem contribuir para o processo de
angiogénese (Jain, 2005; Casanovas e col., 2005; Dvorak e col., 2002). Mostramos aqui, pela
primeira vez na literatura, que a HPU induz a tubulogénese de células endoteliais in vitro,
sugerindo que a urease poderia ser um fator pré-angiogénico. A formagdo dos novos vasos
inclui adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, processos que podem ser
regulados pela ativacdo de FAK dependente de integrinas (Jain, 2003). O envolvimento de
integrinas na tubulogénese estimulada pela HPU se confirma ao mostrar que o RGD inibiu
esse processo.

Assim, nossos dados mostram que a HPU induz nas células endoteliais a fosforilacdo
da VE-caderina e o rompimento do contato célula-célula levando, consequentemente, ao
aumento da permeabilidade celular. Atraves de vias de sinalizacdo associadas a integrinas,
induz a fosforilagdo da FAK e o rearranjo do citoesqueleto de actina, 0 que permitiria a
diferenciacédo celular para iniciar o processo de formacgéo de novos vasos. I1sso poderia indicar
a HPU como mais um fator angiogenico da H. pylori.

A autofosforilagdo da FAK ativa diferentes vias de sinalizagdo, incluindo as Rho
GTPases, PI3K/AKT, MAPK, Src, fosfatases, e fatores de transcricdo (Giancotti e
Ruoslatti,1999; Bolds e col., 2010;). Nossos resultados mostram que a HPU € capaz de ativar

uma sinalizacdo downstream a FAK, levando ao aumento da fosforilacdo da AKT em células
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endoteliais. Além de seu conhecido papel na migracéo e sobrevivéncia celular (Cantley, 2002;
Liu e col.,, 2009), a via PISBK/AKT pode modular a ativacdo da NADPH oxidase, um
complexo fundamental na producéo de ROS (Frey e col., 2009). O tratamento com o inibidor
desta via de PI3K pode inibir a translocagfo da subunidade p47°"* da NOX2, reduzindo a
producdo de ROS em mondcitos presentes no ventriculo de camundongos (Ren e col., 2008).
Portanto, neste trabalho, avaliamos o efeito da HPU sobre a producdo de ROS, que em baixas
concentracdes essas espécies atuam como moléculas sinalizadoras (Frei e col., 2009).
Observamos que a HPU induziu a producdo de ROS em células endoteliais.
Interessantemente, demonstramos que a producdo de ROS induzida pela HPU nas células
endoteliais € dependente da ativacdo de integrinas e da via da PI3K/AKT, elucidando melhor
0s mecanimos moleculares por tras do efeito da HPU em células endoteliais.

Estudos mostram que a producdo de ROS, incluindo a producao de H20, enddgeno é
importante na sinalizagdo da eNOS (Drummond e col., 2000). Além disso, as alteracGes na
atividade da eNOS podem ser reguladas pela ativacdo e fosforilacdo da proteina quinase
ativada por AMP e a AKT (Maron e Michel, 2012). Como em nosso trabalho observamos o
aumento da producédo de ROS e a fosforilacdo de AKT induzida pela HPU, avaliamos também
o efeito da HPU sobre a producdo de NO pelas células endoteliais. Nossos dados mostraram
que a HPU induziu o aumento da produgdo de NO de maneira dependente da ativacdo de
integrinas e da via PI3K/AKT. Corroborando estes resultados, Gorbert e colaboradores (2002)
mostraram que urease de H. pylori foi capaz de induzir a expressao de iINOS e aumento da
producdo de NO em macrofagos.

As ROS produzidas em excesso contribuem para o dano tecidual e para a instalagéo,
manutencdo e amplificacdo do processo inflamatorio (Frei e col., 2009). A producédo
exacerbada de ROS ndo apenas pode levar a disfuncdo endotelial, mas pode também ativar
vias de sinalizacdo envolvidas com o aumento de expressdo de genes pré-inflamatorios,
atraveés da ativacdo do NF-kB (Schreck e col, 1991). Mostramos que a HPU ativou a via do
NF-kB, sendo este efeito dependente da producédo de ROS,. Estes dados corroboram estudos
prévios de Beswick e colaboradores (2006) em células epiteliais gastricas, mostrando que a
UreB induziu a translocagdo do NF-kB para o nucleo.

A producdo de ROS dependente da atividade da NADPH oxidase pode estimular a
vias de sinalizacGes envolvidas na ativacdo de NF-kB, que por sua vez leva a expressdo de
moléculas de adesdo (como a ICAM-1), amplificando a resposta inflamatdria (Al-Mehdi e
col., 1998; Frey e col., 2002). Estudos anteriores mostraram que a bactéria H. pylori ativa

células endoteliais aumentando a expressao de moléculas de adesdo, promovendo a adesao de
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neutrdfilos (Byrne e col., 2002; Innocenti e col., 2002). Mostramos neste trabalho que a HPU
pode ser um importante fator de viruléncia envolvido na patogénese causada pela H. pylori,
uma vez que vimos que a HPU foi capaz de induzir o aumento da adeséo de neutrofilos as
ceélulas endoteliais. Interessantemente, o tratamento com RGD ou com Trolox inibiu
totalmente a adesdo dos neutrdfilos as células endoteliais tratadas com HPU, evidenciando

assim que este efeito € modulado por integrinas e por ROS.
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CONCLUSAO

Em conjunto nossos dados mostram que a HPU é um fator bacteriano capaz de ativar
células endoteliais, levando-as para um perfil pro-inflamatério e pré-angiogénico e que esses
efeitos sdo modulados pela ativacdo de vias de sinalizacdo associadas a integrinas e pela
modulacdo redox.Como conclusdo, sugerimos que a HPU seria um importante fator

patogénico, que vai além de sua atividade ureasica, em doencas relacionadas a H pylori.
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