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Serd que a senhora na verdade
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sabe de nada, tudo parece
possivel?
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RESUMO

COSTA HIGUCHI, Kiyo. Bacharela em Fisica. Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil. 2020. Dissertacao. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia
de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

A doenca de Alzheimer (DA) tem a presenca no cérebro de emaranhados
neurofibrilares — depésitos da proteina tau hiperfosforilada — dentre seus marcadores
histopatolégicos. Pacientes com DA apresentam maior incidéncia de infeccdo por
Helicobacter pylori (um patégeno gastrico) do que individuos saudaveis, e foi
reportado que um filtrado da cultura de H. pylori induziu a hiperfosforilagdo da
proteina tau in vitro e in vivo. O H. pylori infecta cerca de metade da populacéo
mundial, e sua sobrevivéncia no estbmago humano s6 € viavel gracas a enzima
urease (H. pylori urease, HPU), possivelmente envolvida na patogénese da DA,
apesar de haver pouco conhecimento da sua biodistribuicdo in vivo. O presente
trabalho teve como objetivo investigar a cinética de absor¢cdo e biodistribuicdo da
HPU no modelo camundongo “nude” (Mus musculus Foxnlnu), utilizando
imageamento Optico in vivo. Para isso, a HPU foi produzida, caracterizada, marcada
com fluoréforos e administrada por via intraperitoneal nos animais. Os estados de
oligomerizacdo da proteina foram monitorados durante semanas, e ela se mostrou
estavel na forma dodecamérica. Estudos in silico indicaram a presenca de residuos
de aminoacidos potencialmente livres na superficie da HPU para a marcacéo
fluorescente, e essa ndo afetou sua atividade enzimética. A metodologia
desenvolvida se mostrou eficiente na aquisicdo de imagens in vivo para monitorar a
biodistribuicdo e cinética de absorcdo e excrecdo da HPU marcada. Observou-se
sua rapida absor¢cdo pelo sistema circulatorio a partir da cavidade peritoneal e
excrecdo pelos rins, migrando para a bexiga — aproximadamente 40 min apos a
injecdo. Estudos adicionais envolvendo tratamentos cronicos com a HPU sao
necessarios a fim de buscar maior elucidacdo acerca dos mecanismos por meio dos
quais a enzima, proveniente de um patdgeno gastrico, pode estar envolvida em

processos neuropatogénicos.



Palavras-Chaves: urease de Helicobacter pylori, imageamento O6ptico in vivo,

biodistribuicao, fluoroforo.



ABSTRACT

COSTA HIGUCHI, Kiyo. BSc. in Physics. Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
2020. Master Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Alzheimer’s Disease (AD) has the presence of brain neurofibrillary tangles —
deposits of the hyperphosphorylated tau protein — among its histopathological
hallmarks. AD patients are more often infected with Helicobacter pylori (a gastric
pathogen) than healthy individuals, and it has been reported that an H. pylori culture
filtrate induced tau hyperphosphorylation in vitro and in vivo. H. pylori infects about
half of the world’s population, and its survival in the human stomach is only viable
due to the enzyme urease (H. pylori urease, HPU), possibly involved in AD
pathogenesis, although little is known about its in vivo biodistribution. The present
work aimed to investigate HPU’s absorption and biodistribution kinetics in the nude
mouse (Mus musculus Foxnlnu) model using in vivo optical imaging. For this
purpose, HPU was produced, characterized, labeled with fluorophores, and given
intraperitoneally to the animals. The protein’s oligomerization states were monitored
during weeks, and it displayed stability in the dodecameric form. In silico studies
indicated the presence of potentially free amino acid residues in HPU’s surface for
fluorescent labeling, and the latter did not affect HPU’s enzymatic activity. The
developed methodology was efficient in acquiring in vivo images to monitor the
biodistribution and absorption and excretion kinetics of the labeled HPU. Rapid
absorption of the protein by the circulatory system from the peritoneal cavity and later
excretion by the kidneys was observed, followed by the migration to the bladder —
approximately 40 min after the injection. Further investigations involving chronic
treatment with HPU are required to seek deeper clarification on the mechanisms
through which the enzyme, produced by a gastric pathogen, may be involved

in neuropathogenic processes.

Key-words: Helicobacter pylori urease, in vivo optical imaging, biodistribution,
fluoroprobe.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é a principal causa de deméncia em pacientes
da terceira idade, acometendo cerca de 30 milhdes de pessoas no mundo. Acredita-
se que esse numero se aproximara dos 100 milhdes até 2050. Descrita pela primeira
vez pelo médico alemao Alois Alzheimer em 1907, a DA é caracterizada por
processos neuroinflamatoérios que precedem déficits cognitivos e danos cerebrais, e
pela presenca no cérebro de placas senis e emaranhados neurofibrilares,
constituidos, respectivamente, pelo peptideo B amiloide e por agregados insoluveis
da proteina tau hiperfosforilada (FORMAN et al., 2004; PICANCO et al., 2018).

Por ser uma doenca de alta prevaléncia, além da relevancia cientifica em
elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos que a deflagram, h& grande interesse da
industria farmacéutica para o desenvolvimento de compostos para fins diagndsticos
elou terapéuticos, assim como de métodos de diagnostico antecipado, tanto da
propria enfermidade, quanto de seus fatores de risco.

Nas ultimas décadas, estudos epidemioldgicos relacionaram a DA a doencas
vasculares, e essas, a infeccdo por Helicobacter pylori, microrganismo classificado
como carcinogénico pela OMS (IARC, 1994) e que infecta mais da metade da
populacdo mundial, sobretudo em paises subdesenvolvidos, sendo uma das
principais causas de gastrite crénica, Ulceras pépticas, linfoma do tecido linfoide
associado a mucosa e cancer gastrico (BIE et al., 2019). A ocorréncia de infeccéo
por H. pylori é significativamente mais alta entre pacientes com DA do que na
populacdo em geral, e anticorpos anti-H. pylori foram detectados no liquido
cefalorraquidiano de portadores dessa deméncia. Esses achados levaram ao
questionamento acerca da possibilidade de haver uma conexao entre a infec¢cao por
H. pylori e a DA (MALAGUARNERA et al., 2004).

O H. pylori € uma bactéria microaerofilica Gram-negativa que coloniza a
mucosa gastrica humana, e sua sobrevivéncia no meio acido do estbmago depende

da enzima urease (EC 3.5.1.5), responsavel por catalisar a hidrdlise da ureia em
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amonia e dioxido de carbono. Essas enzimas sao produzidas por plantas, fungos e
bactérias, mas ndo por animais. Além do seu papel enzimatico, as ureases de
diferentes organismos apresentam diversas propriedades ndo cataliticas, dentre
elas, atividades neurotdxica e pro-inflamatoria, o que as tornam importantes fatores
de viruléncia em microrganismos (revisto em KAPPAUN et al., 2018).

Wang et al. (2015) reportaram que um filtrado da cultura de H. pylori induziu a
hiperfosforilagdo da proteina tau tanto in vitro (em células de neuroblastoma), como
in vivo (inje¢do intraperitoneal em ratos). Ademais, relataram a ativacdo da
glicogénio sintase-quinase 3B, uma das enzimas responsaveis pela fosforilacdo da
tau. No entanto, o tratamento com esse filtrado ndo induziu resposta inflamatdria nos
mesmos modelos, sugerindo que o aumento na fosforilagdo da tau néo seria
mediado por um processo inflamatorio, e sim, por uma exotoxina bacteriana.

Estudos realizados no Laboratorio de Neurotoxinas do Instituto do Cérebro do
Rio Grande do Sul (LaNeurotox) demonstraram que ratos Wistar tratados por via
intraperitoneal com a urease de H. pylori (H. pylori urease, HPU) tiveram aumento na
fosforilacdo da proteina tau no hipocampo, sugerindo que a urease possa ser uma
exotoxina envolvida nesse processo, ainda que a propria enzima ndo tenha sido
detectada nos tecidos cerebrais dos animais tratados (CALLAI-SILVA, 2020).

Desses resultados, emergiu a pergunta: de que maneira a HPU, produzida
por um patdgeno gastrico, poderia estar atuando em processos neuropatogénicos?
Estaria a enzima exercendo um efeito do tipo paracrino, modulando perifericamente
a fosforilacdo da proteina tau no hipocampo, ou seria a prépria proteina capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica, atuando diretamente sobre o tecido
cerebral? A literatura néo foi capaz de responder tais questdes.

Por conseguinte, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento
de uma metodologia visando a avaliagdo da biodistribuicdo e cinética de absorcéo e
excre¢cdo da HPU injetada intraperitonealmente no modelo camundongo “nude” (Mus
musculus Foxnlnu). Para isso, fez-se necessario produzir, purificar e caracterizar a
HPU, para entdo marca-la com fluoréforos e conduzir ensaios de imageamento

Optico in vivo.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a cinética de absorcdo e biodistribuicdo da urease de Helicobacter
pylori marcada com fluoréforos, no modelo Mus musculus Foxnlnu, utilizando

imageamento Optico in vivo e ex vivo.

2.1. Objetivos Especificos

- Produzir a urease de Helicobacter pylori (HPU) em sistema de expressao
Escherichia coli, purifica-la e caracterizar sua pureza e atividade enzimatica;

- Caracterizar os oligdbmeros de HPU em solucao por meio de espalhamento
dinamico de luz;

- Por meio de simulacbes computacionais, avaliar a distribuicdo espacial de
residuos de aminodacidos potencialmente livres para a ligacdo com fluoréforos;

- Marcar a HPU com diferentes fluor6foros e determinar suas caracteristicas
de excitacdo e emissao de luz, além da sua atividade enzimatica;

- Investigar a cinética de biodistribuicdo e eliminacdo da HPU marcada em
camundongos “nude”, utilizando imageamento éptico in vivo;

- Realizar caracterizacbes ex vivo complementares de 6rgdos e tecidos

extraidos dos camundongos tratados com HPU.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ureases

Ureases (urea amidohydrolases, EC 3.5.1.5) sdo metaloenzimas niquel-
dependentes que catalisam a hidrélise da ureia em amoénia e acido carbamico, que

subsequentemente se decompde em outra molécula de amobnia e acido carbdnico.

1 1 .
N
HoN NH, + HO urease H,N OH + Wt Ho)J\OH 2080
ureia acido carbamico acido carbonico

Figura 3.1. Reacéo da hidrélise da ureia catalisada pela urease. Fonte: adaptado de Svane et al.,
2020.

Sendo as enzimas mais competentes ja conhecidas, as ureases sao
sintetizadas por plantas, fungos e bactérias, mas ndo por animais, e mantém cerca
de 55% de identidade em suas sequéncias de aminoacidos nesses trés grupos,
sugerindo ancestralidade comum (LIGABUE-BRAUN et al., 2013).

As ureases contribuiram para dois marcos na historia da bioquimica. A
natureza proteica das enzimas foi elucidada gracas a cristalizacdo da urease da
planta Canavalia ensiformis (feijdo de porco), a Jack bean urease (JBU), realizada
pelo inglés James Batcheller Sumner, em 1926. Esse feito rendeu-lhe, vinte anos
mais tarde, o Prémio Nobel em Quimica, e levou a homologacdo das enzimas como
proteinas. Em 1975, estudos realizados pelo grupo de Zerner revelaram a
importancia bioldgica do niquel — indispensavel para a atividade catalitica da urease
— ao investigar ions presentes no sitio ativo da JBU (revisto em KAPPAUN et al.,
2018).
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Apesar de homoélogas, ureases de diferentes fontes apresentam diferencas
estruturais em suas unidades funcionais (figura 3.2). As ureases de plantas e
fungicas sdo constituidas por um tipo Unico de cadeia polipeptidica, denominada
cadeia a. As bactérias, em contrapartida, apresentam ureases formadas por trés
subunidades, a, B e y, com excecao do género Helicobacter, que produz uma urease
composta por cadeias a e B. Essas cadeias se organizam formando oligbmeros; em
plantas, geralmente, dimeros de trimeros (as)2, € em bactérias, trimeros de trimeros
(aBy)s, exceto em Helicobacter pylori, cuja urease foi cristalizada como tetrameros
de trimeros de dimeros ([aB]s)s. Foi proposto por Ha et al.,, 2001 que essa
organizacdo quaternaria diferenciada da urease de H. pylori (HPU) responda por sua

elevada resisténcia a pHs acidos (como o encontrado no estbmago humano).

C. ensiformis
(vegetal)

H. pylori

(bactéria)

S. pasteurii
(bactéria)

Unidades funcionais

aPy af o

Oligdbmeros funcionais

Figura 3.2. Conservacao estrutural das ureases. As unidades funcionais podem ser trimeros, como é
0 caso da urease de Sporosarcina pasteurii (superior a esquerda); dimeros, no género Helicobacter
(superior no centro); ou um tipo Unico de cadeia, como em C. ensiformis (superior a direita). Esses
monémeros funcionais (linha superior) formam oligbmeros maiores (linha inferior) na conformacéo

nativa da enzima. Fonte: adaptado de Kappaun et al., 2018, p. 4.
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Um importante papel fisiolégico das ureases esta associado a sua atividade
enzimatica: em plantas, uma das principais funcbes da urease € disponibilizar
nitrogénio para a planta, o que ocorre devido a hidrélise da ureia — gracas as
ureases, a ureia pode ser utilizada como fertilizante. Esse mecanismo € também
utilizado por bactérias, permitindo que a ureia seja a unica fonte de N necessaria
para a sobrevivéncia de microrganismos urease-positivos. Desse processo, por
exemplo, decorrem relagdes simbidticas entre ruminantes e microrganismos que
habitam seu sistema digestivo; a ureia clivada no trato digestivo por ureases
microbianas libera N para a microbiota, que, por sua vez, fornece uma biomassa
nutritiva para o animal.

Em humanos, a presenga de microrganismos produtores de urease na
cavidade oral auxilia na inibicdo de céaries dentérias e protege contra a formacédo de
placa bacteriana, devido a alcalinizacdo do meio consequente da clivagem da ureia
da saliva. Contudo, a ocorréncia de alcalinizacdo, que ndo acontece apenas nha
boca, € uma das razdes pelas quais ureases bacterianas sao importantes fatores de
viruléncia de microrganismos patogénicos (revisto em CARLINI e LIGABUE-BRAUN,
2016; KAPPAUN et al., 2018).

A producdo de urease por microrganismos patogénicos pode ser utilizada
para fins de diagndstico, como no caso patdgeno gastrico H. pylori. O urea breath
test (UBT), considerado padrdo ouro para o diagnéstico de pacientes assintomaticos
(ABADI, 2018), foi descrito pela primeira vez por Kornberg et al. (1954 a,b), em
estudos para investigar a suposta capacidade de gatos de hidrolisar a ureia em seu
trato digestivo, visto que a presenca de urease em suspensdes da mucosa gastrica
de cdaes, gatos, ovinos, bovinos, sapos, ratos e porcos ja havia sido relatada
(KORNBERG et al., 1954b).

O UBT consiste, basicamente, na ingestdo de ureia marcada com o isétopo
13 ou 14 do carbono. Essa ureia é exposta a urease do H. pylori, que a hidrolisa,
produzindo dioxido de carbono (com o respectivo isétopo), que, por sua vez, é
exalado pelos pulmdes e detectado no ar expirado. Por ser ndo-invasiva e ter um
grau de confiabilidade alto, essa técnica vem substituindo bidpsias tradicionalmente
utilizadas para o diagnostico da infec¢gdo com H. pylori (ABADI, 2018).

O papel desempenhado pelas ureases como enzimas € estudado ha quase
150 anos. No entanto, elas possuem, também, propriedades ndo relacionadas a
essa funcao (revisto em CARLINI e LIGABUE-BRAUN, 2016; KAPPAUN et al.,
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2018). Em 1981, foi isolada uma proteina convulsivante presente nas sementes de
C. ensiformis, que recebeu o nome de canatoxina (CNTX) (CARLINI e GUIMARAES,
1981). Vinte anos depois, demonstrou-se que a CNTX é, na verdade, uma isoforma
da JBU, de dimenséo e atividade ureolitica reduzidas, porém, de maior potencial
neurotoxico (FOLLMER et al., 2001). Diferentemente da JBU, a CNTX induz
convulsdes ténico-clbnicas letais em ratos e camundongos dentro de 0,5 a 6 horas
apos a administragdo por via intraperitoneal, ou de 10 a 20 minutos por via
intravenosa. Quando injetadas por via intravenosa, ambas as isoformas de urease
induzem convulsdes nos roedores.

A identificacdo da CNTX como uma urease revelou que a funcdo dessas
enzimas na natureza vai além de sua atividade catalitica, e ndo somente em plantas.
Como fatores de viruléncia, as ureases bacterianas promovem a sobrevivéncia dos
microrganismos por meio da atividade enzimatica, e contribuem para o
desencadeamento de diversos processos patogénicos, que independem da geracao
de amoénia (revisto em CARLINI e LIGABUE-BRAUN, 2016).

A maior parte dos casos de pielonefrite aguda em humanos é causada por
Escherichia coli, microrganismo majoritariamente desprovido de urease (MOBLEY e
HAUSINGER, 1989; KONIECZNA et al., 2012). Entretanto, nos casos de infeccao
causada por patdgenos produtores de urease — cepas de E. coli urease-positivas e
outros patdgenos, dentre eles, o Proteus mirabilis, observa-se maior dano tecidual
aos rins, invasao celular e inflamacdo. A infeccdo de cultura tecidual in vitro foi
agravada pelo aumento da concentracdo de ureia, e cepas mutantes urease-
deficientes do mesmo microrganismo produziram menos abscessos renais
(MOBLEY e HAUSINGER, 1989).

3.1.1. Urease de Helicobacter pylori e seu papel na viruléncia bacteriana

H. pylori € uma bactéria Gram-negativa que coloniza o epitélio da mucosa
gastrica humana, infectando mais da metade da populacdo mundial, sobretudo, em
paises subdesenvolvidos (PARKIN, 2004), e a maioria dos individuos é infectada
ainda durante a infancia. Todavia, a maneira como a infec¢cdo ocorre ainda carece
de explicacédo (DEN HOED e KUIPERS, 2019).

Tendo sido a primeira bactéria classificada como carcinogénica, ha mais de

vinte anos, pela Organizacdo Mundial de Saude (IARC, 1994), o H. pylori é o
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principal causador de doencas gastroduodenais, como gastrite, Ulceras pépticas e
cancer gastrico, e a colonizacdo pelo microrganismo persiste na auséncia de
tratamento com antibiéticos (DEN HOED e KUIPERS, 2019).

A sobrevivéncia do patdgeno em um meio 4cido como o estbmago humano sé
€ viavel gracas a sintese de altas quantidades de urease, cuja atividade enzimatica
acarreta a producdo de amonia, criando um microambiente neutro. Cepas de H.
pylori desprovidas de urease ndo sdo capazes de colonizar o epitélio gastrico
(MOBLEY et al., 1991; EATON et al., 1991; SCHOEP et al., 2010).

Por viabilizar a colonizacdo do estdbmago, a urease de H. pylori, caracterizada
pela primeira vez em 1988, é um importante fator de viruléncia desse microrganismo
(KAPPAUN et al., 2018; MOBLEY et al., 1988). Em sua forma nativa, a HPU € um
dodecamero de ~1,2 MDa (HA et al., 2001) e, poucos anos ap0s seu isolamento, ja
se sabia que era nociva aos pacientes infectados com H. pylori devido a sua
atividade enziméatica (SMOOT et al., 1990).

N&o obstante, descobertas subsequentes demonstraram que sua contribuicéo
a patogénese se devia, também, a outros mecanismos, independentes do seu papel
como enzima: a HPU purificada induziu a ativacdo de mondcitos e a producdo de
citocinas proé-inflamatérias, sugerindo contribuicdo da urease para a inflamacéao
decorrente da infec¢éo por H. pylori (HARRIS et al., 1996).

Atualmente, sabe-se que, independentemente de sua a¢ao enzimatica, a HPU
contribui para processos patogénicos por meio de diversos mecanismos, dentre eles;
ativacdo e agregacdo plaquetaria por intermédio de uma rota mediada pelas
lipoxigenases (WASSERMANN et al., 2010); ativacdo e transformacao de plaquetas
(SCOPEL-GUERRA et al., 2017) e de células endoteliais (DE SOUZA et al., 2019);
para um fenotipico pré-inflamatério, inducdo de edema e ativacdo de neutrofilos
(UBERTI et al., 2013); atividade angiogénica, que é essencial para o crescimento
tumoral (OLIVERA-SEVERO et al., 2017); aumento da permeabilidade paracelular e
afrouxamento das juncbes célula-célula (DE SOUZA et al.,, 2019); ativacdo de
células endoteliais com a inducdo da producdo do Hypoxia-Induced Factor-1a em
células gastricas (VALENZUELA-VALDERRAMA et al., 2019); dentre outros.

Apesar de o microrganismo ter sido descoberto por infectar o estbmago, a
elevada ocorréncia da infeccao por H. pylori na populacdo mundial tem dado origem
a conjeturas correlacionando o microrganismo a possivel patogénese de diversas

doencas extragastricas, como glaucoma (KONTOURAS et al., 2001); isquemia
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cerebral (GRAU et al., 2001); cardiopatia isquémica (SINGH et al., 2002); esclerose
multipla; doenca de Parkinson e sindrome das pernas inquietas (FRANCESCHI et
al., 2019).

Uma hipétese relativamente recente a qual tem-se dado particular atencéo é a
correlacdo entre a infeccdo por H. pylori e a doenca de Alzheimer (DA). Essa
especulacao surgiu devido a evidéncias epidemioldgicas relacionando a infec¢éo por
H. pylori a doencas vasculares, e essas, a DA. A essas evidéncias soma-se a
deteccdo de anticorpos anti-H. pylori, inclusive no liquido cefalorraquidiano, em
maior quantidade em pacientes acometidos com DA e deméncia vascular do que em
individuos mentalmente saudaveis. Além disso, a HPU induziu in vitro a producéo de
citocinas pro-inflamatorias, também detectadas em cérebros de pacientes de DA, e
ja foram reportados efeitos positivos da erradicacdo do patégeno em portadores da
deméncia (MALAGUARNERA et al., 2004; HARRIS et al., 1996; KONTOURAS et al.,
2009).

3.1.2. Helicobacter pylori e doenca de Alzheimer: uma possivel conexéo

Em um breve relato de 1907, o médico alemao Alois Alzheimer reportou a
presenca de placas senis e emaranhados neurofibrilares (ENFs) no neocértex e no
hipocampo de uma paciente com déficits cognitivos e perda de memoria. Essa foi a
primeira descricdo publicada da DA (FORMAN et al., 2004), a principal causa de
deméncia em pacientes com mais de 65 anos de idade. Dados epidemiologicos
indicam que a DA acometera, até 2050, um numero de pacientes estimado em mais
de 96 milhdes de pessoas no mundo (PICANCO et al., 2016).

O principal fator de risco para a ocorréncia da DA € a idade, portanto, 0
crescimento da populacdo idosa acarreta aumento na sua incidéncia (QUERFURTH
e LAFERLA, 2010). A despeito dos principais marcadores neuropatoldgicos da
doenca terem sido brevemente descritos pelo proprio Alzheimer ha mais de cem
anos, atualmente, ndo se tem total clareza acerca dos processos patogénicos
envolvidos. A nivel macroscoépico, observa-se atrofia hipocampal e cortical em
pacientes portadores de DA, e, a nivel microscopico, a formagcédo de placas senis,
que consistem em acumulos de peptideos B amiloides (amyloid-B, AB), e ENFs,
constituidos pela proteina tau hiperfosforilada e, portanto, insoluvel (PICANCO et al.,
2016; QUERFURTH e LAFERLA, 2010).
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Além das deposicbes que resultam na formacdo das placas senis e dos
ENFs, outro processo patogénico caracteristico da DA é a degeneracao
cerebrovascular, que ocasiona morte neuronal e declinio cognitivo. A presenca de
doencas cerebrovasculares estd associada ao surgimento de deméncia e €
considerada um dos principais fatores de risco para a DA (SWEENEY et al., 2018),
cujos pacientes apresentam maior prevaléncia dessas enfermidades do que
portadores de outras doencas neurodegenerativas (TOLEDO et al., 2013).

Malaguarnera et al. (2004), buscando conexdes entre a infeccdo géstrica e
deméncia vascular, que, por sua vez, contribui para a manifestacdo clinica e a
agravamento da DA, propuseram a teoria sobre uma possivel contribuicdo do
microrganismo a patogénese da DA.

A partir dai, novos estudos trouxeram dados corroborando essa hipotese.
Kontouras et al. (2006; 2009) demonstraram que, ndo somente a incidéncia de
infeccdo por H. pylori é mais frequente em pacientes portadores de DA do que em
pacientes mentalmente saudaveis, como a erradicacdo do microrganismo promoveu
melhoras nos pacientes de DA, especialmente no que diz respeito ao declinio
cognitivo. Outros marcadores inflamatoérios, como interleucinas, e indicios relativos
ao grau de deméncia de pacientes sugerem que a infec¢cdo por H. pylori pode
acentuar a neurodegeneracdo por meio de mecanismos envolvendo os ENFs e
lesGes isquémicas (ROUBAUD-BAUDRON et al., 2012).

Assim como outras taupatias (doencas que envolvem a agregacdo da
proteina tau em emaranhados insollaveis), a DA esta intimamente ligada a processos
inflamatorios que precedem a formacdo de ENFs (PICANCO et al., 2016). A HPU,
por sua vez, além de ter as propriedades pré-inflamatérias ja mencionadas, contribui
para o comprometimento das juncdes oclusivas do epitélio gastrico, o que se
observa em diversas doengas, inclusive canceres no trato gastrointestinal
(WROBLEWSKI et al., 2009). Similarmente, em pacientes de DA, observa-se
comprometimento da barreira hematoencefalica (BHE), cujos principais elementos
estruturais sdo juncdes entre as células endoteliais que constituem os capilares
cerebrais (KOOK et al., 2013). Estudo recente com participagdo do LaNeurotox
mostrou o efeito da HPU em culturas de células de microvasculatura humana,
observando-se aumento da fosforilagcdo de E-caderina, desligamento dessa das
juncdes célula-célula e consequente aumento da permeabilidade paracelular,

contribuindo para edema e inflamacéo (DE SOUZA et al., 2019).
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As diversas hipoteses correlacionando a infeccdo por H. pylori as taupatias,
principalmente a DA, levaram Wang et al. (2015) a conduzir um estudo que consistiu
no tratamento de ratos e de uma cultura de neuroblastoma de camundongos com
um “filtrado” da cultura de H. pylori, e na avaliacdo do efeito desse tratamento sobre
a fosforilacdo da tau. Esse estudo demonstrou que, em trés diferentes
concentracoes, o filtrado de H. pylori induziu hiperfosforilacdo tempo-dependente da
tau nos sitios Thr205, Thr231 e Ser404, que s&o sitios da tau tipicamente
encontrados fosforilados na DA.

Apesar do efeito persistente de hiperfosforilacdo da tau, o tratamento com o
filtrado de H. pylori ndo alterou os niveis das citocinas inflamatérias IL-8 e TNF-a, e
tampouco promoveu a ativacdo da micréglia, ou seja, ndo induziu resposta
inflamatdria significativa nos cérebros dos animais. Ademais, o mesmo filtrado nédo
mostrou efeito sobre a viabilidade celular.

Esse mesmo estudo mostrou que o tratamento com o filtrado de H. pylori
provocou a ativacao da glicogénio sintase quinase 3B (glycogen synthase kinase 3,
GSK-3B), uma das enzimas responsaveis pela fosforilagdo da tau, cuja inibicao foi
capaz de abolir a hiperfosforilagdo suscitada pelo filtrado da cultura do
microrganismo.

A auséncia de resposta inflamatéria sugeriu que o aumento na fosforilagdo da
tau ndo seja mediado por uma reacdo inflamatéria, e sim, induzido diretamente por
alguma fragéo soltvel do filtrado, como exotoxinas bacterianas, mas 0s autores ndo
fizeram identificacdo de qual/quais seria(m) este(s) fator(es) (WANG et al., 2015).
Considerando a abundéancia da HPU no H. pylori, que pode constituir de 10 a 15%
do conteudo proteico total da bactéria (HA et al., 2001), € altamente provavel que a
HPU esteja presente em altas concentracbes no filtrado da cultura da bactéria
utilizado no referido estudo.

Visando a investigar a possibilidade de que a HPU fosse uma das exotoxinas
propostas por Wang e colaboradores, foi realizado um estudo no LaNeurotox, que
consistiu em tratar ratos Wistar (Rattus norvegicus) por via intraperitoneal com HPU
durante 7 dias. Concluido o tratamento, homogenados dos cérebros dos animais
foram analisados, por meio da técnica Western blot, quanto ao grau de fosforilagéo
da tau. O estudo demonstrou um aumento no nivel de fosforilagdo da proteina tau no

hipocampo dos ratos tratados, sugerindo que a HPU possa estar envolvida no
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processo. A proteina, porém, ndo foi detectada nos tecidos coletados (CALLAI-
SILVA, 2020).

3.2. Imageamento Gptico in vivo de pequenos animais

O imageamento o6ptico €, indubitavelmente, a modalidade de visualizacao
mais versatil e vastamente utilizada na pratica clinica e na pesquisa. O microscopio
optico, que data de quase 400 anos atrds e segue em constante evolugdo e
aprimoramento, revolucionou as ciéncias da vida e da saude, sendo padrdo ouro
para diversos procedimentos diagndsticos até os dias atuais. A nivel macroscépico,
a aplicacdo do imageamento Optico in vivo € mais recente, mas tem se revelado uma
poderosa técnica analitica, principalmente em estudos pré-clinicos, que empregam
estratégias de imageamento molecular para a investigacao de processos biolégicos
e bioquimicos, no ambiente fisiologicamente auténtico de um organismo vivo intacto.
Aplicagbes vao desde analises quantitativas de compostos antimalaricos durante a
Segunda Guerra Mundial (FERONE, 1984) a estudos de expressdo génica
(LAKOWICZ, 2006), farmacocinética de compostos de interesse biomédico (DING e
WU, 2012) e imagens funcionais (ENGELBRECHT et al., 2008).

Uma das principais razfes pelas quais o imageamento Optico € tao
multifuncional é a gama de possibilidades investigativas e analiticas da luz na sua
interacdo com a matéria. Um dos fendmenos explorados experimentalmente é a
fluorescéncia (NTZIACHRISTOS, 2006). O fenébmeno da fluorescéncia ocorre
guando, apés a excitacdo de um atomo ou molécula pela absor¢cdo de um féton, o
sistema reemite um foton de energia menor — e, portanto, comprimento de onda
maior — do que o féton incidente, como ilustra a figura 3.3. Isso se deve ao fato de
que, ao retornar ao estado fundamental, o sistema excitado sofre uma transicdo néo
radiativa até um estado intermediario, a partir do qual decai até o estado
fundamental (LAVIS e RAINES, 2014).



37

ASa

Sz

WH

— e —

S

i AN, P
So Vo

Figura 3.3. Diagrama de Jablonski ilustrando o fenémeno da fluorescéncia e os niveis de energia

envolvidos no processo de absor¢édo de um féton e reemissao de um féton de menor energia — e

maior comprimento de onda. Da esquerda para a direita: um féton é absorvido pelo sistema (seta
roxa), levando-o do estado SO para S3. Parte da energia € dissipada de maneira ndo radiativa (seta
verde), e o sistema chega ao estado S1, do qual retorna ao estado fundamental SO por meio de uma

emissao fluorescente (seta vermelha). Fonte: McEwen, 2020.

Todos os sistemas de imageamento que empregam a fluorescéncia partem
do principio de que a luz emitida pelas moléculas apdés a excitacdo pode ser
separada espectralmente da luz de excitacdo e de outros sinais luminosos
(LEBLOND et al., 2010). A diferenca entre os comprimentos de onda nos quais
ocorrem 0s picos de excitacdo e de emissdo de uma molécula fluorescente, como
exemplificado na figura 3.4, d4-se o nome de deslocamento de Stokes (LAKOWICZ,
2006).
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Figura 3.4. Espectros de absor¢do (curvas em vermelho, indicadas por A) e emissao (curvas em roxo,
indicadas por E) dos amino&cidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano em soluc¢édo aquosa de
pH 7.0. O deslocamento de Stokes de um composto € igual a diferenca do comprimento de
onda/frequéncia entre seu pico de absorcdo e de emissdo. Fonte: adaptado de Lakowicz, 2006, p.
530.

Amplamente aplicada, a fluorescéncia € utilizada em todas as é&reas
experimentais das ciéncias bioldgicas, permitindo a visualizacdo de fendmenos
biolégicos em nivel celular e sub-celular, com resolucdo espacial da ordem de
nandmetros (LAVIS e RAINES, 2014; LEBLOND et al.,, 2010). A microscopia de
fluorescéncia é consolidada como um dos mais importantes métodos de
imageamento em tempo real de células vivas e de amostras de tecidos ex vivo. Nas
dltimas décadas, o imageamento macroscopico de pequenos animais utilizando
fluorescéncia vem sendo aperfeicoado e explorado também em conjunto com outras
técnicas (NTZIACHRISTOS, 2006; ZHAO et al., 2018). Essa metodologia é eficiente
em obter informacbes rapidas acerca da biodistribuicdo decorrente do
comportamento farmacocinético, do acumulo tecidual e da rota de excregdo de

diversos compostos (LIM et al., 2020).
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Um importante avanco do imageamento Optico in vivo em relacdo a outras
técnicas que fornecem informacdes a nivel molecular, como Western blot, RT-PCR e
imuno-histoquimica, é a possibilidade de analisar processos fisiologicos e
patolégicos no animal vivo e realizar diversas medidas com o mesmo individuo,
reduzindo o nimero de animais necessarios para estudos de pesquisa basica e no
desenvolvimento de drogas (PATTERSON et al., 2014).

Observa-se, na figura 3.5, uma ilustracdo do arranjo experimental de um

sistema de imageamento Optico in vivo utilizando um roedor como modelo.

Dispositivo
Filtro dacaga
780-900 nm scopiach

Fonte luminosa 740 nm

Figura 3.5. Esquema ilustrando um sistema de imageamento optico in vivo. A fonte luminosa é
escolhida em funcéo do espectro de absor¢éo (excitacdo) do fluoréforo utilizado, e o filtro, do espectro
de emisséo. O animal é irradiado com luz do comprimento de onda igual (ou 0 mais proximo possivel)
ao comprimento de onda de excitagdo maxima do fluor6foro em uso. A luz reemitida € entdo filtrada e
capturada por um detector do tipo dispositivo de carga acoplada. Fonte: Adaptado de Lakowicz, 2006,

p. 658.

O uso do espectro visivel para o imageamento tem uma importante vantagem
sobre metodologias que empregam raios-X e ressonancia magnética nuclear: a faixa
dindmica de contrastes é riquissima. Os proprios tecidos biolégicos ja sao providos
de contraste endégeno e muitos compostos neles presentes tém fluorescéncia
prépria, como a queratina, a elastina, os fosfolipidios, o triptofano e o retinol, dentre
outros.

Aléem do contraste proprio, € possivel utilizar moléculas exdgenas
desenvolvidas especificamente para essa finalidade, que sao ligadas aos
marcadores bioquimicos de interesse. Esses agentes de contraste podem ser

corantes inorganicos, nanoparticulas, quantum dots, proteinas fluorescentes e



40

estruturas complexas que exploram mecanismos de ressonancia a fim de fazé-las
ativaveis ou modulaveis (HILLMAN et al., 2011).

Entretanto, as emissées no espectro visivel (400 — 650 nm) tém utilidade
limitada para aplica¢des in vivo devido & atenuacgdo e ao espalhamento que ocorrem
nos tecidos bioldgicos, além da interferéncia causada pela fluorescéncia prépria de
estruturas e compostos presentes nos organismos, como citocromos e a
hemoglobina. Os mais diversos componentes dos tecidos — de pequenas e grandes
moléculas como aclcares, &cidos graxos, nucleotideos, aminoacidos, ions,
proteinas e acidos nucleicos, a estruturas complexas como organelas e membranas
celulares — absorvem a radiacdo eletromagnética da faixa compreendida entre o
ultravioleta (UV) e o limite entre o espectro visivel e o infravermelho (LEBLOND et
al., 2010). Em decorréncia disso, agentes de contraste que emitem na faixa do
infravermelho préximo (650 — 900 nm) se mostram vantajosos para o imageamento
optico in vivo (ZHAO et al., 2018).

Geralmente, o parametro medido no imageamento 6ptico é a intensidade da
fluorescéncia emitida, que, em concentracdes razoavelmente baixas de fluoréforo, é
monotonicamente relacionada ao produto das seguintes grandezas: concentracao
do fluoréforo; seu coeficiente de extincdo molar (absortividade da luz de determinado
comprimento de onda, caracteristica de cada espécie quimica) e seu rendimento
quantico (numero de fétons emitidos em relacdo ao niumero de fétons absorvidos).

Em casos de concentragcbes mais elevadas, deve-se levar em conta que a
reabsorcdo da luz emitida e o quenching podem afetar o sinal. Quenching é a
reducdo da intensidade da fluorescéncia e pode ocorrer por meio de diversos
processos. Moléculas fluorescentes podem deixar de emitir fluorescéncia ao entrar
em contato com outras moléculas, pela simples colisdo ou ligando-se a elas. Esse
fendbmeno, apesar de parecer um empecilho para o imageamento, pode ser utilizado
de maneira favoravel, fornecendo informacfes sobre o ambiente em que o fluor6foro
se encontra e as interacdes que realiza, além de detectar processos dinamicos tanto
em solu¢cBes quanto em sistemas vivos (LEBLOND, 2010; LAKOWICZ, 2006).

Sem embargo, o imageamento Optico in vivo apresenta limitagdes intrinsecas
no que diz respeito as informacdes que pode extrair, independentemente da
meticulosidade do desenho experimental e da construgcédo instrumental. Embora os
principios béasicos do imageamento Optico in vivo por fluorescéncia sejam o0s

mesmos por tras das técnicas de microscopia que empregam o fendbmeno, 0s
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processos bioquimicos que se deseja visualizar podem estar ocorrendo no interior
dos tecidos (LEBLOND et al., 2010).

O imageamento 6ptico in vivo ja é utilizado em estudos envolvendo doengas
neurodegenerativas, dentre elas, a DA. A técnica se mostrou eficiente em detectar a
deposicdo acelerada precoce de peptideos AB em modelos animais da doenca,
assim como a expressao génica de fatores determinantes para o desenvolvimento
da esclerose lateral amiotréfica (PATTERSON et al., 2014). Estudos relacionados a
DA mostraram resultados positivos no desenvolvimento de marcadores emissores
de luz da faixa do infravermelho préximo, eficientes para o monitoramento dos
peptideos A, tanto in vitro, quanto in vivo (ZHANG et al., 2015; FU et al., 2015).

3.3. Biodistribuicdo da HPU

Wang et al. (2015) observaram hiperfosforilacdo da proteina tau em ratos
tratados com um filtrado de H. pylori, que seriam decorrentes de processos nao-
inflamatoérios. Os autores apontaram para o provavel envolvimento de exotoxinas
bacterianas. Foi demonstrado no LaNeurotox que o tratamento de ratos com HPU
por via intraperitoneal durante 7 dias induziu hiperfosforilacdo da tau no hipocampo
dos animais, sugerindo que a urease pode ser uma dessas toxinas (CALLAI-SILVA,
2020).

A fim de investigar a maneira como a HPU, enzima proveniente de um
microrganismo que coloniza a mucosa gastrica, poderia atuar em um processo
neuropatogénico, faz-se necessario estudar sua biodistribuicdo e cinética de
absorcdo e excrecdo. Ensaios de Western blot conduzidos com a finalidade de
detectar a presenca da HPU no cérebro dos animais tratados com a proteina durante
7 dias ndo foram capazes de detecta-la (CALLAI-SILVA, 2020), quica em fungéo de
a concentracdo de proteina ser inferior ao limite de detec¢éo da técnica — ou porque
a proteina, um dodecamero de mais de 1 MDa (HA et al., 2001), ndo consegue
atravessar a BHE. Tampouco a literatura trouxe informac¢des que pudessem elucidar
essa questao.

Ainda que o efeito da HPU possa ser do tipo paracrino, modulando
perifericamente os niveis de fosforilagdo de tau no hipocampo, também a hipotese
de que a proteina possa atravessar a barreira hematoencefélica e, de fato, alcancar

o tecido cerebral, merece ser explorada. De maneira urease-dependente, o H. pylori
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ocasiona a desregulacdo das juncdes oclusivas do epitélio gastrico, condi¢cao
associada a diversas doencas, incluindo canceres do trato gastrointestinal
(WROBLEWSKI et al., 2009). Ademais, sdo conhecidas correlacdes entre a infeccao
por H. pylori e doencgas vasculares, e entre essas e a DA (MALAGUARNERA et al.,
2004). O efeito da HPU observado em culturas de células de microvasculatura
humana, desestabilizando juncdes célula-célula e causando aumento da
permeabilidade paracelular, sugere que, em uma situacdo de infeccdo com o H.
pylori e entrada da HPU na circulagdo sanguinea, a urease poderia provocar danos
a BHE, (DE SOUZA et al., 2019).

Assim sendo, o presente trabalho propde um estudo longitudinal que visa a
avaliar a biodistribuicdo e cinética de absorcdo e excrecdo da HPU em

camundongos “nude”, utilizando imageamento éptico in vivo.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Quadro 4.1. Reagentes e materiais utilizados.
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Nome (no idioma Nome (em . .
g A Fabricante Origem
original) portugués)
. Albumina do Missouri, EUA
AL UL soro de Sigma-Aldrich
serum
camundongo
Alexa Fluor 680 NHS Alexa Fluor 680 Thermo Fisher Scientific Massachusetts,
Ester NHS Ester EUA
Amicon® Ultra Ultra Filtro de GE Healthcare Illinois, EUA
Centrifugal Filter Centrifuga
Amicon®
Bovine serum albumin Albumina do Merck Millipore Massachusetts,
soro bovino EUA
Coomassie Blue G Azul de Sigma-Aldrich Missouri, EUA
Coomassie G
DyLight 800 NHS Ester DyLight 800 Thermo Fisher Scientific Massachusetts,
NHS Ester EUA
Goat Anti-Rabbit IgG Anti-lgG de ZyMax Califérnia, EUA
Alkaline Phosphatase Coelho
Conjugate produzido em
Cabra
conjugado com
fosfatase
alcalina
Nitrocellulose Membrana de Bio-Rad Califérnia, EUA
Membrane, 0,2 pm nitrocelulose de
poro 0,2 um
Pur-A-Lyzer™ Dialysis Tubos de Sigma-Aldrich Missouri, EUA
Tubes MWCO 6-8 kDa Dialise Pur-A-
Lyzer™ MWCO
6-8 kDa
Rabbit anti-HpUrep 1gG polyclonal Santa Cruz Biotechnology Texas, EUA
polyclonal IgG anti-HpUre
produzido em
Coelho
Spectra™ Multicolor Marcador Thermo Fisher Scientific Massachusetts,
Broad Range Protein molecular EUA
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Ladder

Spectra™
Multicolor
Broad Range

Spectra/Por MWCO 12-
14000 Da

Membrana de
dialise
Spectra/Por
MWCO 12-
14000 Da

Spectrum Manufacturing

Ontario, Canada

Texas Red
(Sulforhodamine Acid
Chloride 101)

Vermelho
Texas (cloreto
de acila
sulforodoamina
101)

Thermo Fisher Scientific

Massachusetts,
EUA

Todos os demais reagentes utilizados foram do maior grau de pureza

possivel.

Quadro 4.2. Equipamentos utilizados.

Descricdo do Modelo Fabricante Origem
equipamento/uso
Centrifuga Sorvall ST 16R Thermo Fisher Scientific Massachusetts,
EUA
Coluna de excluséao Superdex 200 GE Healthcare lllinois, EUA
molecular pg
Coluna de troca HiLoad 26/10 GE Healthcare lllinois, EUA
anibnica Q-Sepharose
High
Performance
Coluna de troca SOURCE 15Q GE Healthcare lllinois, EUA
anibnica 4.6/100 PE
Condutivimetro Oakton COM Oakton lllinois, EUA
500 Series
Cromatdgrafo liquido Akta™ Purifier GE Healthcare lllinois, EUA
Cromatdgrafo liquido Akta™ Start GE Healthcare lllinois, EUA

Disruptor de células UltraSonic Unique Sao Paulo, Brasil
ultrassénico Mixing
Espectrofluorimetro SpectraMAX Molecular Devices Califérnia, EUA
M2
pHmetro DM-22 Digimed S&o Paulo, Brasil
Scanner multiespectral Bruker In-Vivo Bruker Massachusetts,
in vivo MS FX Pro EUA
Sistema de cubas e Mini-PROTEAN Bio-Rad California, EUA
cassetes para Tetra Vertical
eletroforese Electrophoresis
Cell
Sistema de Mini Trans- Bio-Rad California, EUA
eletrotransferéncia para Blot® Cell
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Western blot

Sistema para medicao | Zetasizer Nano Malvern Pananalytical Malvern, Reino
de tamanho de ZS Unido
particulas por
espalhamento dinamico
de luz

Quadro 4.3. Ferramentas digitais utilizadas.

Nome Descricao/uso Desenvolvedor/proprietario/referéncia
BioRender App Elaboracgéo de figuras BioRender
Bruker MI Processamento e analise das Bruker (Massachusetts, EUA)
imagens in vivo
EMBOSS Needle Alinhamento de sequéncias European Molecular Biology Laboratory
de aminoacidos (EMBL-EBI)
Origin Analise de dados e OriginLab
elaboracao de graficos
Research Banco de dados de estruturas BERMAN et al., 2000
Collaboratory for de macromoléculas biolégicas
Structural

Bioinformatics Protein
Data Bank (RCSB

PDB)
SoftMax® Pro Software do SpectraMAX M2 Molecular Devices (California, EUA)
SWISS-MODEL Mode_lagem de estrutura GUEX and PEITSCH, 1997
proteica por comparagéao
Swiss PDB Viewer Simulacéo d(_a moléculas GUEX and PEITSCH, 1997
proteicas

UNICORN Software do Akta Purifier GE Healthcare (lllinois, EUA)

UNICORN Start Software do Akta Start GE Healthcare (lllinois, EUA)
Zetasizer Software Software do Zetasizer Nano Malvern Pananalytical (Malvern, Reino

ZS Unido)
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4.2. Producdao e caracterizacdo da urease recombinante de Helicobacter pylori

4.2.1. Expressao heteréloga da HPU em Escherichia coli e purificacao

A producao e purificacdo da HPU foi inteiramente conduzida no LaNeurotox.
A HPU foi produzida por meio de expressao heterdloga em células de Escherichia
coli BL21 (DE3)-RIL, transformadas com o plasmideo PGEM-T-easy contendo o
operon da urease de H. pylori, gentilmente cedido pela Dra. Barbara Zambelli, da
Universita di Bologna, Italia. A expressdao da urease € induzida pela presenca de
isopropil tiogalactosideo (IPTG). A purificacdo a partir dos extratos bacterianos foi
realizada por uma sequéncia de cromatografias, baseada em Olivera-Severo et al.
(2017).

Uma aliquota foi coletada no fim de cada etapa do processo de expresséo e
purificacdo, e foram conduzidos ensaios de eletroforese e Western blot a fim de
confirmar a presenca e avaliar a eficiéncia da purificacdo da proteina de interesse
(tens 4.2.3.1 € 4.2.3.2).

A HPU purificada foi armazenada a 4°C no tampéao utilizado na ultima etapa
de purificacdo, uma cromatografia de exclusdo molecular (size exclusion
chromatography, SEC). Para os ensaios in vivo, foi ressuspendida em salina
tamponada com fosfato (phosphate buffered saline, PBS) pH 7.4 na concentragcao
final de 0,3 mg/ml.

As figuras 4.1 e 4.2 (ver adiante) representam de maneira resumida e
esquematica as etapas de producdo e purificacdo da HPU recombinante. A figura
4.3 (ver adiante) ilustra alguns dos ensaios de caracterizagéo realizados com as
amostras ao longo da purificacéo e ap0s a conclusao dela, descritos nos itens 4.2.2
e 4.2.3.

4.2.1.1. Crescimento de cultivos bacterianos e inducao da producéo da
HPU

Todos os procedimentos aqui descritos foram realizados em capela de fluxo
laminar, com materiais devidamente esterilizados. Tubos Falcon de 15 ml receberam
5 ml de meio Luria Broth (LB) estéril, aos quais foram adicionados os antibiéticos

cloranfenicol (para selecdo da cepa bacteriana) e ampicilina (para selecdo das
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células contendo o plasmideo de interesse), nas concentracdes de 40 e 100 pg/ml,
respectivamente, além de 200 pl de solucdes estoque de células de E. coli
BL21(DE3)-RIL transformadas com o plasmideo com o operon da HPU. Um tubo
adicional contendo apenas LB e os antibiéticos e submetido as mesmas condi¢des
de crescimento foi utilizado como controle.

Apoés 15h horas de crescimento em agitacdo de 180 rpm e temperatura de
37°C, o conteudo dos frascos foi transferido para Erlenmeyers contendo 500 ml de
LB, com os mesmos antibidéticos nas mesmas concentra¢cdes. Novamente, 0s
frascos foram postos em agitacdo de 180 rpm e temperatura de 37°C, até que a
densidade oOptica a 600 nm (ODsoonm, medida por espectrofotometria) dos cultivos
atingisse o valor de 0,7.

Atingida a densidade 6ptica desejada, foi induzida a producédo de HPU por
meio da adicdo 500 uM de IPTG e 500 uM de cloreto de niquel aos cultivos, que

foram postos em agitacédo (180 rpm) outra vez, mas a 25°C.

E. colitransformadas com o . . .
plasmideo contendo a sequéncia Crescimento do cultivo bacteriano N ; 4
da HPU r

Indug&o da produgao de HPU com IPTG + NiCl,

Figura 4.1. llustracdo da producéo da HPU em sistema de expresséo heterdloga Escherichia coli. 1)
Células de E. coli BL21(DE3)-RIL foram transformadas com o plasmideo PGEM-T-easy contendo o
operon da HPU. 2) O cultivo bacteriano foi feito em meio Luria Broth (LB). Foram utilizados os
antibioticos cloranfenicol e ampicilina para controle do crescimento de outros microrganismos e para
selecdo das células contendo o plasmideo de interesse. 3) Concluido o crescimento do cultivo, foi
feita a indugéo da producdo de HPU com IPTG e NiClz. Fonte: a autora, figura criada com a

ferramenta BioRender.

A partir dessa etapa, os procedimentos ndo foram realizados em capela de
fluxo laminar, mas, sempre que possivel, sob refrigeracao (a 4°C). Os cultivos foram

centrifugados a 8000 rpm em um rotor de angulo basculante. Os sobrenadantes
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foram descartados, e os pellets, ressuspendidos em tampédo fosfato de sodio
(sodium phosphate buffer, NaPB) 20 mM, pH 7.0.

Uma vez ressuspendidas, as amostras procederam para lise celular utilizando
disruptor ultrassonico, que consistiu em 20 ciclos de 1 min, frequéncia de 20 kHz e
intervalo de 4 min entre ciclos. Concluida a lise, as amostras foram centrifugadas a
10000 rpm em um rotor de angulo fixo. Os pellets foram descartados, e os
sobrenadantes, postos em dialise em membranas Spectra/Por de cutoff 12-14000
(Spectrum Manufacturing Inc., Ontério, Canada), contra NaPB 20 mM, pH 7.0.

Apos didlise overnight, o material foi filtrado em filtros de seringa de poros de
0,22 um (Merck Millipore, Massachusetts, EUA) e submetido a cromatografia de
troca ibnica (anionica, nesse caso) (ion exchange chromatography, IEC) em uma
coluna HiLoad 26/10 Q-Sepharose High Performance acoplada a um cromatégrafo
liquido Akta Start (ambos GE Healthcare, lllinois, EUA). Para essa cromatografia,
foram utilizados os tampdes NaPB 20 mM, pH 7.0, para lavagem da amostra nao
retida, e a eluicdo das proteinas retidas foi feita com um gradiente de 0 — 500 mM de
NaCl no tampéao NaPB 20 mM, pH 7.0, com um fluxo de 3 ml/min. Foram testados
gradientes lineares e em degraus (descontinuos) para eluicdo. Foram coletadas
fracGes de 10 ml durante a elui¢do das proteinas retidas.

Foi realizado um ensaio colorimétrico para avaliar a atividade ureolitica (item
4.2.2) das fracdes do material eluido, o que definiu quais delas foram encaminhadas
para a etapa seguinte da purificagcdo. Essas amostras foram reunidas em um pool
(pool Q-Sepharose) e dialisadas contra NaPB 20 mM, pH 7.5, até atingir a mesma
condutividade do tampéo de didlise.

Com o pool Q-Sepharose, realizou-se nova cromatografia de troca anibnica,
em uma coluna SOURCE 15Q 4.6/100 PE, ligada a um cromatégrafo liquido Akta
Purifier (ambos GE Healthcare). Foram utilizados, como tampéo de lavagem e
eluicdo, respectivamente, NaPB 20 mM, pH 7.5, e NaPB 20 mM, NaCl 500 mM, pH
7.5, e um fluxo de 1 mi/min. Novamente, protocolos de eluicdo com gradiente
continuo e com gradiente em degraus foram testados. Foram coletadas fracdes de 2
ml, que tiveram sua atividade enzimatica avaliada novamente. As fragbes
enzimaticamente ativas foram reunidas no pool SOURCE 15Q, que foi concentrado
em concentradores Amicon® (GE Healthcare, lllinois, EUA).

A ultima etapa da purificacdo da HPU recombinante foi uma cromatografia de

exclusdo molecular do pool SOURCE 15Q conduzida em uma coluna HiLoad
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Superdex 200 pg conectada ao Akta Start (ambos GE Healthcare). A eluicdo
isocratica (mesma concentracdo de tampao de eluicdo ao longo de toda a corrida)
com NaPB 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.0, foi realizada com o fluxo foi de 2 ml/min.
As fracdes eluidas tiveram sua atividade ureolitica testada e sua pureza avaliada por
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida em condicbes desnaturantes (item
4.2.3). Para os ensaios posteriores, foi utilizado o pool Superdex 200, constituido
das fracdes providas de atividade ureolitica que demonstraram maior pureza nos

ensaios de eletroforese.

4. S. 6. A. Troca anidnica - Q-Sepharose
\m k= - B. Troca anidnica - Source 15Q
L t
' / @‘ A C. Exclusao molecular - Superdex 200
' = () l':'—
\/\ > — O@‘

Centrifugacao e
Lise celular com disruptor coleta do SN
ultrassonico

[}
RW
e
BNNSNNNNE |
-
0 ®

Cromatografias

Figura 4.2. llustracao das etapas de purificagdo da HPU recombinante produzida. 4) Ap6s a indugao,
as células passaram por disrupgdo por meio de sonicagao. 5) Visto que a HPU é expressa na forma
soluvel, o produto da lise celular foi centrifugado e foi coletado o sobrenadante, que procedeu para as
cromatografias. 6) Foram realizadas trés cromatografias: duas de troca anidnica e uma de excluséo

molecular. Fonte: a autora, figura criada com ferramenta BioRender.
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4.2.2. Ensaios de atividade enzimatica

A atividade enzimtica das amostras coletadas ap0s cada etapa da
purificacdo foi medida utilizando um ensaio colorimétrico com reagente de fenol
nitroprussiato, conforme Weatherburn (1967), para determinacdo de amoénia gerada.
Uma curva padréo foi construida com sulfato de amoénio na faixa de 0,06 a 1,00
mg/ml. Aliquotas de 10 pl dos produtos das purificagdes foram incubadas com 100
mM de ureia em PBS em um volume final de 103 ul, em placas de 96 pocos, por 15
min, a 37°C. ApOs a parada da reacdo e desenvolvimento de cor, a absorbancia foi
medida no espectrofluorimetro SpectraMAX M2 (Molecular Devices, California,
EUA).

Apenas as fragcbes com atividade ureolitica foram encaminhadas para as
etapas seguintes de purificacdo. A amostra final, destinada ao uso nos ensaios in

vivo, também teve sua atividade ureolitica medida.

4.2.3. Perfil eletroforético e Western blot para confirmacéo da expressao

e purificacéo

4.2.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicbes
desnaturantes  (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE)

As aliquotas de cada etapa do processo de expressao e purificacdo foram
ressuspendidas em tampédo de amostra Laemmli 5x (Tris-HCI 200 mM, SDS 10%
(m/v), B-mercaptoetanol 10 mM, azul de bromofenol 0,05% (m/v), glicerol 40% (v/v),
pH 6.8) (LAEMMLI, 1970). As amostras foram aquecidas a 99°C durante 5 min antes
da aplicacdo nos géis de eletroforese.

Foram utilizados géis de 10% de poliacrilamida para todas as corridas,
realizadas em sistema de cuba e cassetes Bio-Rad (California, EUA). Para estimar a
massas molecular das proteinas, utilizou-se o marcador molecular Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).
Concluidas as corridas, os géis foram corados com solucdo Coomassie Blue G

(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e descorados com solu¢éo acido acético 20%.
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4.2.3.2. Western blot

Concluida a obtencéo do perfil eletroforético da HPU purificada, realizou-se
ensaios de Western blot (TOWBIN et al., 1979) para confirmacdo da identidade da
proteina. As corridas de SDS-PAGE e a eletrotransferéncia foram feitas em sistema
de cuba e cassetes Bio-Rad, utilizando-se membrana de nitrocelulose da mesma
marca com poros de 0,2 pm.

Os anticorpos primario e secundario utilizados foram, respectivamente: Rabbit
anti-HpUrep, polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA) e Goat anti-
rabbit IgG, conjugado com fosfatase alcalina (ZyMax, Califérnia, EUA). As bandas
proteicas imunorreativas foram coradas com solugcdo 5-bromo-4-cloro-3-indol
fosfato/azul de nitrotetrazolio (BCIP/NBT). A figura 4.4 mostra um esquema dos

principios de detecc¢éo da técnica.

E
|
[
[
E
|||||||“rﬂ
I
1

SDS-PAGE + Coomassie Blue

SDS-PAGE

‘
----- * Western blot

Avaliacdo da atividade ureolitica

Figura 4.3. llustracdo dos ensaios de atividade ureolitica, SDS-PAGE e Western blot. 7) O ensaio de
atividade ureolitica foi realizado apds cada uma das cromatografias, para definir quais fracfes eluidas
seriam encaminhadas para as etapas seguintes da purificagcdo. 8.1) O peffil eletroforético das fracdes

da SEC foi avaliado para selecionar as amostras utilizadas nos ensaios in vivo. 8.2) O ensaio de

Western blot confirmou a presenca da proteina de interesse (figura 5.7). Fonte: a autora, figura criada

com a ferramenta BioRender.
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Deteccao em Western blot

Sinal detectado
(colorimétrico ou quimioluminescente)

= Substrato da enzima

Anticorpo secundario conjugado com enzima

Anticorpo primario

e
-

\— Membrana contendo a proteina transferida g

Figura 4.4. Principios de deteccdo da técnica Western blot. Fonte: adaptado de

https://www.elabscience.com/List-detail-306.html.

4.2.4. Determinacdo da concentracdo de proteina pelo método de
Bradford

A concentracd@o de proteina em solugéo foi medida pelo método de Bradford
(1976). Antes de determinar a concentragdo de HPU em solugéo, estabeleceu-se
uma curva padrdo de absorbancia a 595 nm (Asgs) com soro albumina bovina em
concentracfes conhecidas, de 0,062 a 2,000 mg/ml. Essa curva conteve seis pontos,

distribuidos segundo diluicdo seriada.
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4.2.5. Espectros de absorcao e emissao da HPU

A partir da concentracdo proteica estimada na etapa 4.2.4, preparou-se uma
solucéo de 0,1 mg/ml de HPU purificada para a medicao do espectro de absorcao e
emissdo. Esse ensaio foi conduzido em um espectrofluorimetro SpectraMAX M2,

com o objetivo de analisar a fluorescéncia intrinseca da proteina.

4.2.6. Medicdo do diametro hidrodinamico da HPU por meio de

espalhamento dinamico de luz (dynamic light scattering, DLS)

Os ensaios de DLS foram conduzidos no Centro de Nanociéncia e Micro-
nanotecnologia da PUCRS (NanoPUCRS), em um aparelho Zetasizer Nano ZS
(Malvern Pananalytical, Malvern, Reino Unido). Os dados obtidos nesses ensaios
foram analisados no Zetasizer Software, também da Malvern Pananalytical. Trés
diferentes partidas (provindas de cultivos bacterianos diferentes) de HPU purificada
tiveram seu diametro hidrodindmico medido por meio de DLS, apds diferentes
intervalos de tempo a partir da Ultima etapa de purificacdo (cromatografia de
exclusdo molecular), com o objetivo de monitorar o estado de oligomerizagdo da
proteina em funcédo do tempo e condicdes de armazenamento (FOLLMER et al.,
2004).

As amostras foram depositadas em cubetas de quartzo e utilizou-se laser He-
Ne de 633 nm e angulo de 175° com deteccdo de retrodispersdo para avaliar as
populacées da molécula em solucdo na temperatura ambiente (20°C), verificando-se
a polidispersividade e o diametro hidrodinamico e estimando-se a massa molecular.

Cada amostra foi medida trés vezes.

4.3. Marcagao com fluoréforos

4.3.1. Estudos in silico

Os ensaios de DLS indicaram qual o oligbmero de HPU predominante em
solugéo. Utilizando dados do banco Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000)
e o software Swiss PDB Viewer (SPDBV) (GUEX e PEITSCH, 1997), foram feitas

simulacbes da molécula de HPU (PDB 1E9Z) nas condicbes experimentais



54

planejadas, a fim de determinar o nimero de residuos de lisina disponiveis para
ligacdes, pois os fluoréforos utilizados se ligam a eles.

Para os experimentos de imageamento Optico in vivo (descritos em detalhe no
item 4.4), estabeleceu-se um segundo grupo experimental, que recebeu, na mesma
concentracdo (em mg/ml) e pela mesma via que os animais injetados com HPU,
albumina sérica de camundongo (mouse serum albumin, MSA; GenBank ID: 11657)
marcada com o mesmo fluoréforo. A finalidade desse grupo foi atuar como uma
espécie de controle para o grupo HPU, no sentido de comparar a cinética de
absorcdo e excrecdo de uma proteina exogena (HPU) com uma proteina
naturalmente presente e abundante no organismo do animal, a qual ndo se espera
resposta imunoldgica. Ademais, as albuminas séricas ndo apresentam funcéo
enzimatica conhecida (revisto em FASANO et al., 2005; ANAND e MUKHERJEE,
2013).

Na auséncia de informacfes a respeito da estrutura cristalografica dessa
proteina, realizou-se alinhamento pairwise no software online EMBOSS Needle com
a albumina sérica bovina (bovine serum albumin, BSA; PDB 4F5S). Considerando-se
a homologia entre as albuminas séricas das duas espécies, a MSA foi modelada por
comparacao utilizando a BSA como template no software SWISS-MODEL (GUEX e
PEITSCH, 1997), e a estrutura resultante foi processada no SPDBV para detecc¢éo

de residuos de lisina potencialmente livres para ligacao.
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4.3.2. Ensaios preliminares com albumina do soro bovino

Devido a limitagdes na disponibilidade de HPU e MSA, realizou-se alguns
ensaios preliminares com os fluoréforos marcando BSA (Merck Millipore,
Massachusetts, EUA). Esses ensaios visaram a testar a sensibilidade do
equipamento de imageamento éptico in vivo para escolher qual dos fluoréforos seria
priorizado nos experimentos subsequentes.

Verificou-se, também por simulagbes computacionais, a disponibilidade de
residuos de lisina na superficie da BSA. A proteina foi dissolvida em PBS na
concentracédo de 0,3 mg/ml. O protocolo de marcacdo da BSA foi baseado em
Olivera-Severo et al., 2017. Todos os procedimentos envolvendo fluoréforos foram
realizados em abrigo da luz, sempre que possivel.

Foi destinado 1 ml da solucédo de BSA para cada fluoréforo. Cada amostra foi
incubada com um dos seguintes fluor6foros (um fluoréforo por amostra): Texas Red
(Sulforhodamine 101 acid chloride) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA); Alexa Fluor 680
NHS Ester (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) ou DyLight 800 NHS
Ester (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), durante 1h, em temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram dialisadas em dialisadores Pur-A-Lyzer
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) contra tampéo fosfato de sédio 20 mM, pH 7.4, até
nao ser possivel detectar fluorescéncia no tampao de dialise.

4.3.2.1. Espectros de absorcéo e emissao da BSA

Em um SpectraMAX M2, foram medidos os espectros de absorcédo e emissao
da BSA, antes e depois da marca¢do com cada um dos fluoréforos. Determinou-se,
assim, os filtros de excitacdo e emissdo a ser utilizados no imageamento 6ptico in

Vivo.

4.3.2.2. Testes de sensibilidade no equipamento de imageamento

optico in vivo

Conhecendo os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo da BSA
marcada, foi feito um teste preliminar no equipamento In-Vivo MS FX Pro (Bruker,

Massachusetts, EUA) do Laboratério de Bioimagem do Centro de Pesquisa Pré-
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Clinica do InsCer (CPPC), que consistiu na aquisicdo de imagens de amostras de
BSA marcada em diferentes concentracdes, a fim de verificar a detec¢ao do sinal de
fluorescéncia proveniente das amostras marcadas.

As amostras de BSA marcada foram depositadas em uma placa de acrilico de
96 pocos e distribuidas em cinco pontos seguindo diluicdo seriada 1:2, partindo da
concentracdo da solucdo mée (0,3 mg/ml), que foi reduzida a metade em cada
ponto, sucessivamente. As imagens foram adquiridas utilizando os filtros de
excitacdo e emissdo disponiveis com valores mais proximos dos medidos no item
4.3.2.1. A intensidade do sinal de fluorescéncia foi quantificada utilizando o software
Bruker MI SE (Bruker, Massachusetts, EUA).

4.3.3. Marcacédo da HPU com os fluoréforos Texas Red e Alexa Fluor 680
NHS Ester

Inicialmente, foi feita uma tentativa de adquirir imagens de fluorescéncia
utilizando o fluoréforo Texas Red para marcar a HPU. A HPU marcada com o Texas
Red, referir-se-4 como HPU-TR. O protocolo de marcacéo foi baseado em Olivera-
Severo et al., 2017 (item 4.2.2), e os procedimentos envolvendo fluor6foros foram
realizados, sempre que possivel, em abrigo da luz.

Porém, a partir dos resultados obtidos, optou-se por utilizar o fluor6foro Alexa
Fluor 680 NHS Ester (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) no lugar do
Texas Red. O protocolo de marcacg&o foi idéntico ao descrito anteriormente. A HPU
marcada com o Alexa Fluor 680, referir-se-a a partir daqui como HPU-AF680.

A MSA foi marcada com o Alexa Fluor 680 NHS Ester seguindo o mesmo

protocolo, e, a partir daqui, referir-se-a a proteina conjugada como MSA-AF680.

4.3.4. Ensaios de atividade enzimatica da HPU marcada

O efeito da marcacdo da HPU com fluoréforos na atividade enzimatica foi
analisado seguindo o mesmo protocolo descrito no item 4.2.2, utlizando-se as
proteinas marcadas, a HPU-TR e HPU-AF680.
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4.3.5. Espectros de absorcao e emissao da HPU marcada

O efeito da marcacdo da HPU com fluor6foros nos espectros de
excitacdo/emisséao foi analisado seguindo o mesmo protocolo descrito no item 4.2.5,

utilizando-se as proteinas marcadas, HPU-TR e HPU-AF680.

4.4. Ensaios in vivo e ex vivo

4.4.1. Procedimentos com animais

O presente trabalho consiste em um estudo longitudinal da biodistribuicdo da
urease de Helicobacter pylori marcada com fluoréforos no modelo Mus musculus
Foxnlnu, utilizando imageamento Optico in vivo. Essa atividade se enquadra no
subprojeto de pesquisa “Urease de Helicobacter pylori e hiperfosforilacdo da
proteina tau: implicagcdes para taupatias”, cadastrado no Sistema de Pesquisas
(SIPESQ) da PUCRS sob o numero 8807 e vinculado ao projeto guarda-chuva
“Multifuncionalidade de Ureases: fator de viruléncia de microrganismos e papel na
defesa de plantas”, cadastrado no SIPESQ sob o numero 5789. Ambos os projetos
foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da PUCRS (CEUA).

Camundongos “nude” (Mus musculus Foxnlnu), fornecidos pelo Centro de
Modelos Biolégicos Experimentais (CeMBE) da PUCRS, receberam, por via
intraperitoneal ou endovenosa, injecdes de 200 ul contendo proteinas marcadas com
fluoréforos ressuspendidas em PBS pH 7.4.

Todos os procedimentos de imageamento foram realizados no Laboratério de
Bioimagem do CPPC. Para a injecdo e aquisicdo das imagens, os animais foram
anestesiados com mistura gasosa de oxigénio e isoflurano (5% para inducéo, 2,5%
para manutencgao).

As eutanasias foram realizadas por meio de overdose de isoflurano. Foram
coletados os seguintes Orgaos para analises posteriores: encéfalo, figado, rins,
pulmdes, coracdo, intestino, bago, estbmago e bexiga, além de amostras de sangue
e urina. A urina foi recolhida no meio externo com uma seringa, ap0s a excrecdo que

ocorreu no momento da eutanasia.
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4.4.2. Testes de injecao e sensibilidade

Além do ensaio preliminar em placa realizado conforme item 4.3.2.2, realizou-
se, também, testes in vivo com BSA marcada, para determinar qual seria a via de
administracéo e o fluoréforo utilizado para marcar a HPU.

Os testes consistiram na injecdo de 10 ug de BSA marcada, diluidos em 200
pl de PBS, pelas vias intraperitoneal (como ilustrado na figura 4.5) e endovenosa.
Foram adquiridas imagens dos animais antes da injecao, imediatamente apés e 5
minutos apds. Nessa etapa, foram determinados o0s seguintes parametros de
aquisicao das imagens: filtros de excitacdo e emissao, tempo de exposi¢do, tamanho
do campo de visao (field of view, FOV), posi¢cdo do animal, parametros de binning e
tensdo maxima (KVP) para as imagens de raios-X.

Figura 4.5. llustracdo de camundongo “nude” recebendo injecéo intraperitoneal. Todas as injeces
por essa via foram administradas no quadrante inferior direito do ventre do animal, como indicado na

figura. Fonte: a autora, figura criada com a ferramenta BioRender.

4.4.3. Grupos experimentais para o imageamento com a HPU-AF680

Definidos o fluoroforo e a via de administracdo a serem utilizados, os animais
foram divididos em dois novos grupos experimentais: HPU e MSA, que receberam,
respectivamente, por via intraperitoneal, 10 pg de HPU-AF680 e albumina do soro

de camundongo (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) marcada com o fluoréforo Alexa
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Fluor 680 (MSA-AF680). Adicionalmente, foi feito um teste que consistiu na injecéo
em um animal de 200 ul do ultimo tampao de dialise das amostras, a fim de
descartar a possibilidade de que o sinal de fluorescéncia analisado fosse provindo
de moléculas do fluoréforo ndo ligadas a proteina de interesse na ocasido da
injecao.

Ao todo, foram adquiridas imagens de treze animais. Na tabela 4.1, consta a

relacdo dos grupos experimentais de acordo com a injecéo recebida.
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Tabela 4.1. Grupos experimentais dos ensaios de imageamento éptico in vivo, divididos de acordo

com a injecao recebida.

Grupo Massa de | Concentracdo | Numero de | Intervalo Massa Numero de
proteina de proteina | injecbes entre total de | animais
por injecdo | por injecdo injecdes proteina
(H9) (Hg/pl) (Mg)

BSA-TRi.p. | 10 0,05 1 -- 10 1

BSA-TRi.v. | 10 0,05 1 - 10 1

BSA-AF680 | 10 0,05 1 - 10 2

i.p.

BSA-AF680 | 10 0,05 1 -- 10 1

V.

MSA- 10 0,05 1 -- 10 2

AF680 i.p.

MSA- 10 0,05 2 48 h 20 1

AF680 i.p.

MSA- 10 0,05 3 1 semana; | 30 1

AF680 i.p. 48 h

HPU-TR 10 0,05 1 -- 10 1

i.p.

HPU-TR i.v. | 10 0,05 1 -- 10 1

HPU- 10 0,05 1 -- 10 1

AF680 i.p.

HPU- 10 0,05 2 48 h 20 1

AF680 i.p.

HPU- 10 0,05 3 1 semana; | 30 1

AF680 i.p. 48 h

Tampédo de | -- -- 1 -- -- 1

dialise i.p.

4.4.4. Imageamento optico in vivo

Foram adquiridas imagens de fluorescéncia dos animais nos seguintes

tempos em relacdo a injecdo: antes, imediatamente apos, 5 min, 15 min, 30 min, 60

min e 120 min apods (LIM et al., 2020). Excepcionalmente, em alguns ensaios, foram

também adquiridas imagens 300 min ap0s a inje¢cdo, mas estabeleceu-se como

padrao encerrar as aquisi¢oes transcorridos 120 min desde a inje¢cdo do composto.

O tempo durante o qual o animal fica dentro do aparelho para a aquisicdo das
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imagens é de cerca de 60 s. Apés cada imagem de fluorescéncia, foi adquirida uma
imagem de raios-X (com os parametros estabelecidos no item 4.4.2), para fins de
localizagao dos sinais de fluorescéncia medidos.

ApGs as eutanasias, os tecidos e materiais coletados foram depositados em
placas de acrilico de 12 pocos para a aquisicdo de novas imagens. Os parametros

de aquisicao foram os mesmos utilizados para as imagens in vivo.

4.4.4.1. Processamento das imagens

Todas as analises das imagens foram realizadas no software Bruker MIl. A
metodologia empregada permite uma andlise semiquantitativa cujo parametro
medido é a intensidade do sinal de fluorescéncia detectado pelo aparelho.

Cada imagem de fluorescéncia foi sobreposta com sua respectiva imagem de
raios-X (adquirida como descrito no item 4.4.4), com a finalidade de localizar a
origem do sinal medido em cada aquisi¢ao.

A intensidade do sinal de fluorescéncia medido foi ajustada na mesma escala
(de minimo e maximo) em todas as imagens, e expressa em intensidade relativa de
fluorescéncia (IRF).

Para a analise semiquantitativa de cada imagem, foram desenhadas regides
de interesse (region of interest, ROI; regions of interest, ROIS) elipticas, que foram
posicionadas sobre areas que apresentaram, nas sequéncias temporais de imagens
de cada animal, sinal de fluorescéncia (descrito e exemplificado no item 5.3.1), e
puderam ser associadas (pelas imagens de raios-X) a 6rgdos ou outras regifes a ser
analisadas.

A area de cada uma das ROlIs foi mantida a mesma ao longo das sequéncias
temporais de imagens de cada animal, e a intensidade do sinal de fluorescéncia
dentro de cada ROI foi quantificada em cada imagem adquirida nos devidos
intervalos de tempo em relacdo a injecdo. O conjunto de valores adquiridos para
cada ROI (ao longo do tempo) foi normalizado em uma escala de 0 a 100 para
modelagem matematica do comportamento do sinal medido em relacdo ao tempo
decorrido desde a injecdo. Os valores foram expressos como intensidade
normalizada (grandeza adimensional).

Os critérios para a definicdo das ROIs em cada imagem estdo descritos em

suas respectivas legendas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Producao e caracterizagdo da urease recombinante de Helicobacter pylori

5.1.1. Producao da HPU

A HPU foi produzida conforme descrito na secao 4.2. A expressao da proteina
de interesse foi confirmada pela atividade enzimatica medida nos ensaios (item
4.2.2.), e pela presenca de bandas nas alturas esperadas para as duas subunidades
da HPU em SDS-PAGE e Western blot (item 5.1.3).

5.1.2. Purificacéo e caracteriza¢cédo da HPU

A HPU produzida foi purificada por meio de trés cromatografias, como
descrito na sec¢do 4.2. Visando a otimizar a purificacdo, foram testados diferentes
protocolos de eluicdo nas cromatografias. Ingle e Lali (2018) reportaram maior
eficiéncia de um gradiente descontinuo (em degraus) de eluente em cromatografia
de troca iGnica no lugar do gradiente linear.

Ambos os protocolos foram aplicados sobre fracbes da mesma amostra nas
cromatografias de troca anidbnica em Q-Sepharose (figuras 5.1 e 5.2) e SOURCE
15Q (figuras 5.3 e 5.4). A comparacéao dos resultados foi feita por meio da avaliacao
da atividade enzimatica e por SDS-PAGE.
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Figura 5.1. Cromatograma de troca anidnica em Q-Sepharose realizada com eluigdo em gradiente
continuo de NaCl de 0 a 500 mM, em tampé&o fosfato de sédio 20 mM, pH 7.0 (indicado pela curva
rosa). O tracado em azul indica conteddo proteico das fracées medido por absorbancia a 280 nm
(A2s0). Ensaios de atividade ureolitica indicaram a presenc¢a de urease nas fragdes 19-26 em maior
guantidade (assinaladas com dois asteriscos azuis) e nas fra¢des 37-45, indicadas por um Unico

asterisco. Resultados tipicos.
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Figura 5.2. Cromatograma de troca anidnica em Q-Sepharose realizada com eluicdo em gradiente
descontinuo de NaCl (0, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM e 500 mM, indicados pela linha rosa),
em tampéao 20 mM, pH 7.0. O tragado em azul indica contetdo proteico das fragdes medido por
absorbancia a 280 nm (Azs0). Fracdes com atividade ureolitica estéo indicadas com asteriscos azuis.

Resultados tipicos.
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Foram encaminhadas para as etapas seguintes de purificacdo as fracoes com
maior “atividade especifica” (com maior atividade enzimatica e menores leituras de
A2s0), pois essa combinac¢ao indica maior quantidade de urease em relacdo a outras
proteinas.

O protocolo de eluicdo descontinua (em degraus) na cromatografia realizada
na coluna Q-Sepharose resultou em uma corrida de duragdo muito mais longa (cerca
de 750 ml no lugar de cerca de 320 ml da corrida com gradiente continuo, como
pode ser verificado nas figuras acima). A presenca de atividade ureolitica nos picos
eluidos em 200, 300 e 400 mM de NaCl resultou em um volume muito maior de
amostra para ser encaminhado a etapa seguinte. Demonstrou-se, por SDS-PAGE,
gue a mudanca no protocolo, que trouxe diversos empecilhos — cromatografia mais
demorada, maior gasto de solucbes e maior volume para ser aplicado na
cromatografia seguinte — ndo foi benéfica para o processo, e optou-se por continuar

utilizando a eluigdo com gradiente continuo de NaCl nessa etapa da purificacao.

—— Source 150 20mI001:10 UV1 280nm —— Source 15Q 20ml001:10 Cond — - Source 15Q 30mI001:10 Fractions — - Source 15Q 20mi001:10 Logbook

EE|O¢|»Kif\;\;\’\Swljg;i|:1\ﬁ\*\;\jlfrs\rﬂg;\;i\HPP1-;\;5\2'\13\*\;\; _
Figura 5.3. Cromatograma de troca anidnica em SOURCE 15Q realizada com gradiente continuo de
NaCl de 0 a 500 mM, em tampé&o fosfato de sddio 20 mM, pH 7.5 (indicado pela curva verde). O
tracado em azul indica contetdo proteico das frag6es medido por absorbancia a 280 nm (A2so).
Fracdes indicadas com asteriscos azuis (no eixo das abscissas) apresentaram atividade ureolitica,
gue foi avaliada qualitativamente. As fracdes com dois asteriscos apresentaram mais atividade

ureolitica e foram encaminhadas para a SEC. Resultados tipicos.
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Figura 5.4. Cromatograma de troca anidnica em SOURCE 15Q realizada com eluigdo em gradiente
descontinuo de NaCl (0, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM e 500 mM, indicados pela linha verde),
em tampao fosfato de s6dio 20 mM, pH 7.5. Observou-se melhor separacdo da HPU em relagéo a
outras proteinas utilizando esse protocolo, estando a proteina majoritariamente presente no pico
proteico eluido com 200 mM NacCl, indicado com dois asteriscos no eixo das abscissas. O pool

dessas frag8es procedeu para a Ultima etapa da purificacdo. Resultados tipicos.

Seguindo o0 mesmo critério adotado anteriormente (mais atividade ureolitica e
menor quantidade total de proteina), foram escolhidas as fracbes que procederam
para a SEC. Diferentemente do observado na IEC em Q-Sepharose, a eluicdo
descontinua (degraus com concentracdes crescentes) de NaCl se mostrou vantajosa
na IEC em SOURCE 15Q, o que foi confirmado por meio de SDS-PAGE dos pools
de amostra resultantes de cada uma das cromatografias. Os géis revelaram a
presenca de menos bandas na fracdo do pool eluido com o gradiente descontinuo,
indicando maior pureza da amostra, portanto, optou-se por adaptar o protocolo
original de IEC realizada na coluna SOURCE 15Q para ter essa forma de eluig&o.

A Ultima etapa da purificagdo da HPU foi uma cromatografia de exclusédo
molecular em uma coluna Superdex 200. Foi relatado na literatura que, em SEC, a
HPU é eluida na forma de hexameros de ~540 kDa (HU e MOBLEY, 1990), sendo
possivel prever o volume aproximado de eluicdo da proteina, como foi confirmado e
mostrado na figura 5.5. A figura 5.6 mostra a curva de calibracdo da coluna
utilizando proteinas de massas moleculares conhecidas: tireoglobulina (669 kDa),

ferritina (440 kDa), aldolase (158 kDa), conalbumina (75 kDa) e ovalbumina (44

kDa). A partir dos volumes nos quais essas moléculas sé@o eluidas, estabeleceu-se
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uma curva que permite estimar a massa molecular de moléculas eluidas em ensaios

posteriores com base no volume de eluicao.

175
170
165
160
155
150
145
140
1385
130
126
120
115
110
105
100
95
90
85
80
7%
70
65

55
45

35
30
2
20 *%

15 e
10

| MEEEEEEEEET :

20 40 80 80 100 120 140 1 180 200 220 240 280

ml

Figura 5.5. Cromatograma de exclusdo molecular em Superdex 200. Ensaios de atividade ureolitica
indicaram que a urease foi eluida entre 120 e 140 ml (vide asteriscos azuis no eixo das abscissas),
volume que, segundo calibracéo da coluna, corresponde a massas condizentes com o esperado para
a forma hexamérica da HPU (~540 kDa). Resultados tipicos.
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Figura 5.6. Curva de calibragédo da coluna Superdex 200, utilizando proteinas de massas moleculares

conhecidas, que correspondem aos pontos no gréfico.



67

5.1.3. Perfil eletroforético e Western blot

Aliquotas de cada uma das etapas da purificacdo (de cada pool que procedeu
para a etapa subsequente) e todas as fracOes providas de atividade enzimatica
eluidas na SEC foram submetidas a ensaios de SDS-PAGE, para que sua pureza
fosse avaliada. Em condi¢cbes desnaturantes (presenca do detergente SDS), as duas
cadeias polipeptidicas da HPU sado separadas; subunidade a, de 62 kDa, e
subunidade B, de 30 kDa (KAPPAUN et al., 2018), como observado nas figuras 5.7 e
5.8.

MM %, 2 BB p6s-5200 MM P65-5200
Figura 5.7. SDS-PAGE de fracdes coletadas ao longo do processo de purificagdo da HPU. A) 1. Ap6s
a segunda IEC; 2. Apos a primeira IEC; 3. Extrato bruto (fracdo soltuvel) de Escherichia coli
transformada com o plasmideo contendo a sequéncia da HPU; 4-8. Fracdes coletadas na SEC
providas de atividade ureolitica. As Fracdes 4-7 apresentaram quantidade significativa de urease,
como fica evidente com a presenca das bandas préximas de ~70 kDa e abaixo de ~50 kDa (indicadas
com tracejado), que correspondem as duas subunidades da HPU. B) 1-7 fra¢des coletadas na SEC
providas de atividade ureolitica. Todas as fragfes apresentaram excesso de contaminantes e pouca

guantidade aparente de urease, portanto, foram descartadas. Resultados tipicos.

A identidade da HPU purificada foi corroborada por Western blot (figura 5.8).
A presenca de bandas na membrana indica o reconhecimento da proteina de

interesse pelo anticorpo primario (anti-subunidade a da HPU).
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Figura 5.8. Western blot de fra¢cdes da SEC providas de atividade ureolitica, dentre elas, as que foram
utilizadas em experimentos in vivo (4-8). As bandas préximas de ~70 kDa e abaixo de ~50 kDa nas
fracdes 4-8, correspondem as mesmas destacadas com tracejado nos géis de SDS-PAGE (figura

5.6). Resultados tipicos.

5.1.4. Medicdo do diametro hidrodinamico da HPU por meio de
espalhamento dinamico de luz

Embora o volume de eluicdo da HPU em SEC corresponda a uma massa de
cerca de 540 kDa, compativel com a forma hexamérica, foi reportado na literatura
(HA et al.,, 2001) que esse achado resultaria de um comportamento anémalo da
proteina nesse tipo de cromatografia, sendo a conformacao real predominante em
solucdo a forma dodecamérica, de 1,2 MDa e cerca de 13 nm de diametro.

Para estimar a quantidade de moléculas de fluor6foro que poderia se ligar a
uma molécula de HPU, foi necessario determinar quais, e quantos, residuos de
aminoacidos disponiveis para ligacdo existem em sua superficie, e, para isso, medir
as dimensdes (massa molecular e diametro) dos oligbmeros da proteina em solucéo,
por meio de outra técnica além da SEC. A fim de medir o didmetro hidrodindmico da
HPU em solucdo, foram feitas medidas de DLS de trés amostras, provindas de
partidas distintas, em diferentes intervalos de tempo apés a SEC, todas
armazenadas no mesmo tampao, de pH 7.4, e a 4°C. As medidas foram realizadas

trés vezes em casa ensaio.
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Na ocasido das medidas de DLS, as amostras mostraram-se
enzimaticamente ativas. Ainda que as medidas tenham apresentado
polidispersividade, indicando a presenca de mais de uma populacdo de moléculas
em solucdo, todos os dados apontaram para a predominancia de uma Unica
populacdo, cujo diametro hidrodindmico foi medido com sucesso pelo Zetasizer,

como mostram as figuras 5.9 e tabela 5.1.

w
o
J

N
(@)
1

10

o
1

eessssssasssans

% da populagédo de moléculas

1 10 100 1000 10000
Diametro hidrodinamico (nm)

Figura 5.9. Medidas de DLS de uma amostra de HPU purificada, obtidas 24 dias apés a SEC.

Resultados tipicos.
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Tabela 5.1. Relacéo do tempo apés a SEC e o didmetro hidrodindmico expresso em distribuicdo de

namero (convertido a partir da distribuicdo de intensidade medida) das amostras analisadas por DLS.

Amostra | Data do ensaio Dias ap6s SEC | Diametro hidrodindmico | Desvio padréo
medido (nm)
1 23/07/2020 6 13,60 +3,70
1 23/07/2020 6 12,84 + 3,68
1 23/07/2020 6 14,76 +3,74
2 28/07/2020 11 13,71 +3,72
2 28/07/2020 11 12,59 + 3,68
2 28/07/2020 11 12,57 +3,61
3 17/12/2020 24 13,98 + 3,88
3 17/12/2020 24 14,69 +3,93
3 17/12/2020 24 12,44 +3,78

Ha et al. (2001) reportaram que a HPU purificada havia sido tratada como um

hexamero com base no seu volume de eluicio em cromatografia de exclusdo

molecular, possivelmente devido a sua forma compacta e esférica, mas que a real

conformacao da proteina seria um dodecamero de cerca de 13 nm de diametro.

Todos os resultados obtidos nas medidas de DLS apontaram para a predominancia

de moléculas de cerca de 13 nm de diametro em solucao, portanto, considerou-se a

forma dodecameérica da HPU para as simulagbes computacionais realizadas. Os

dados sugeriram ainda que a HPU permanece no mesmo estado de oligomerizagao

durante 24 dias nas condi¢cbes de armazenamento utilizadas.

5.2. Estudos para marcacgao das proteinas com fluoroforos

5.2.1. Estudos in silico

O alinhamento pairwise das sequéncias das albuminas séricas murina e

bovina resultou em 84,1% de similaridade e 69,5% de identidade entre residuos de



71

aminoacidos. A identidade superior a 30% valida o0 uso da estrutura tridimensional
da BSA como template para a modelagem da MSA (FISER, 2010). A modelagem a
partir da BSA foi feita no software SWISS-MODEL.

Com base nas informagdes disponiveis na literatura e nos resultados obtidos
nos ensaios de DLS, a HPU foi simulada em sua forma dodecamérica. As
simulacdes computacionais das duas proteinas realizadas no SPBDV indicaram a
presenca de residuos de lisina potencialmente disponiveis para ligacdo com
fluoroéforos nas condigcbes experimentais planejadas (tampdo PBS pH 7.4,

temperatura ambiente), como mostram as figuras 5.10 a 5.12.

Figura 5.10. Representacdo em cartoon da estrutura terciaria de uma unidade funcional (dimero AB)
de HPU (cdAdigo Protein Data Bank 1E9Z). Os residuos de aminoacidos assinalados em rosa e azul

séo as lisinas potencialmente livres presentes nas cadeias A e B, respectivamente.
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Figura 5.11. Representagdo em cartoon da estrutura quaternaria de um dodecamero de HPU. Os
residuos de aminoécidos assinalados em diferentes cores correspondem as lisinas potencialmente

livres de cada uma das unidades funcionais do oligbmero (vide figura 5.10).
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Figura 5.12. Representacéo em cartoon da estrutura quaternaria do dimero da albumina sérica de
Mus musculus modelada. Os residuos de aminoacidos em azul correspondem as lisinas
potencialmente livres para ligagédo na superficie da proteina.

Devido a presenca de lisinas livres em ambas a HPU e a MSA, optou-se por

utilizar fluoréforos com afinidade por esses residuos.

5.2.2. Espectros de absorcdo e emissdo e testes de injecdo e

sensibilidade

Foram medidos os espectros de absorcdo e emissdo de cada uma das
proteinas antes e depois da marcacdo fluorescente. Verificou-se que o0s
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo medidos para as proteinas apos a
marcacdo foram quase idénticos (com diferenca de menos de 10 nm) aos dos
fluoréforos livres, conforme indicado pelos fabricantes.

Foram utilizados os filtros disponiveis no equipamento de imageamento in
vivo com os valores mais préoximos dos picos de excitacdo/emissdo medidos,
contanto que o uso de cada combinacédo de filtros de excitacdo e emissdo nao
inviabilizasse a aquisicdo de imagens de fluorescéncia (figuras 5.13 e 5.14). Nos

casos em que os picos de absorcdo e emissdo medidos eram proximos demais,
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inviabilizando a aquisicdo de imagens, utilizou-se o filtro de emissao seguinte (em
ordem crescente de comprimento de onda).

Todas as proteinas marcadas com fluoréforos produziram sinais detectaveis
pelo In-Vivo MS FX Pro, quando depositadas em placa de acrilico de 96 pocos, nas
concentracbes planejadas para os experimentos in vivo (0,05 mg/ml), e em
concentracdes de até cerca de 0,02 mg/ml (figura 5.14).

Apesar dos resultados promissores em placa, as proteinas marcadas com o
fluor6foro Texas Red ndo produziram sinal detectavel quando injetadas em
camundongos, muito possivelmente em virtude da atenuacédo do sinal sofrida nos
tecidos dos animais.

Para contornar esse obstaculo, buscou-se utilizar fluor6foros com pico de
emisséo na faixa do infravermelho proximo. Dentre os fluoréforos disponiveis (Alexa
Fluor 680 e DyLight 800), optou-se pelo Alexa Fluor 680 devido a maior intensidade
do sinal de fluorescéncia medido, utilizando a combinacdo de filtros de excitacdo e

emissdo mais proxima dos valores medidos experimentalmente.
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Figura 5.13. Espectros de absorcéo e emissdo da HPU-AF680. A) Espectro de absor¢cdo da HPU-
AF680. O filtro de excitagdo do equipamento de imageamento Optico in vivo com valor mais préximo
do pico de absor¢cao medido foi o de 690 nm, portanto, utilizou-se esse comprimento de onda para
medir 0 espectro de emisséo da proteina marcada com o fluor6foro. B) Espectro de emissao da HPU-

AF680 ap6és excitacdo a 690 nm, com pico em 710 nm. Resultados tipicos.

O filtro de emisséo disponivel de comprimento de onda mais proximo do
medido foi o de 700 nm, no entanto, devido a proximidade do comprimento de onda

de excitacdo (690 nm), essa combinagdo nao pode ser utilizada, pois inviabilizou a
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distincdo dos sinais produzidos pela prépria luz utilizada para excitar o fluoréforo
daqueles emitidos pelo fluoréforo apds a excitacdo. Utilizou-se, portanto, o filtro de
emissao seguinte, de comprimento de onda de 750 nm.

A figura 5.14 mostra os resultados do teste de sensibilidade realizado com a
BSA marcada com o fluoréforo Alexa Fluor 680 NHS Ester (BSA-AF680) e os filtros
de excitacdo e emissdo acima mencionados. A solucéo foi diluida nos pocos 1-5
identificados na figura, em concentracdo decrescente. Assim como nas imagens in
vivo apresentadas no item 5.3, o sinal de fluorescéncia medido foi ajustado por
valores de minimo e maximo em uma escala de intensidade relativa de fluorescéncia
(IRF), que consta a direita da imagem adquirida (figura 5.14A).

A figura 5.14B expbe o comportamento linear da relagdo entre concentracao
do composto e intensidade (normalizada) do sinal de fluorescéncia medido. Apesar
de diminuir linearmente com a diluicho do composto, o sinal de fluorescéncia foi

detectado em todas as concentragdes utilizadas.
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Figura 5.14. Teste de sensibilidade da BSA-AF680. A) Imagem adquirida no equipamento de
imageamento Gptico in vivo da placa contendo a solucdo BSA-AF680 distribuida seguindo diluicdo
seriada, consistindo nos seguintes valores aproximados: 1) 0,30 mg/ml; 2) 0,15 mg/ml; 3) 0,08 mg/ml;
4) 0,04 mg/ml; 5) 0,02 mg/ml. B) Intensidade normalizada de fluorescéncia em funcéo da

concentracdo do composto (em mg/ml). Resultados tipicos.
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Com ambos os fluoréforos Texas Red e Alexa Fluor 680, foram realizadas
injecbes teste com a BSA marcada pelas vias intraperitoneal e endovenosa. O
calibre da veia da cauda do modelo utilizado inviabilizou o emprego da rota
endovenosa de injecéo.

5.2.3. Ensaios de atividade enzimatica ap0s a marcacao

A HPU conjugada, tanto com o fluoroforo Texas Red, quanto com o Alexa
Fluor 680, apresentou atividade ureolitica, indicando que a ligacdo com esses

fluoréforos ndo afetou sua capacidade de catalisar a hidrélise da ureia.
5.3. Imageamento 6ptico in vivo e ex vivo
5.3.1. Animais injetados com HPU-AF680

Trés animais foram injetados com HPU conjugada com Alexa Fluor 680 (HPU-
AF680). Desses animais, um deles recebeu trés injecbes com intervalo de uma
semana entre a primeira e a segunda injecao e 48 h entre a segunda e a terceira);
um recebeu duas (com intervalo de 48 h entre inje¢cdes) e um, apenas uma dose da
HPU marcada.

Nas imagens a seguir, estao indicados os tempos de aquisicdo em relacao ao
tempo da injecdo. O sinal de fluorescéncia nas imagens foi ajustado por valores de
minimo e maximo, em uma escala de intensidade apresentada a direita de cada
imagem (idem figura 5.14A).

As imagens assinaladas com “Antes” sdo imagens de fluorescéncia
adquiridas anteriormente a injecdo, sobrepostas com imagens de raios-X adquiridas
posteriormente (a fim de minimizar a exposi¢cdo dos animais a radiacdo ionizante).
As imagens anteriores as inje¢cdes dos compostos conjugados ndo apresentaram
sinal de fluorescéncia. As imagens assinaladas com “Inje¢cdo” foram adquiridas
imediatamente apés a injecdo (menos de 1 min), e as seguintes estdo identificadas
de acordo com o tempo transcorrido apos a injecao.

As sequéncias temporais de imagens in vivo de fluorescéncia do primeiro
animal, que recebeu trés injecdes (ao qual referir-se-a como “HPU 17), séo
mostradas nas figuras 5.15 (HPU 1.1 — ap0s a 12 inje¢&o); 5.16 (HPU 1.2 — apoés a 22
injecdo) e 5.17 (HPU 1.3 — apds a 32 injecdo). O animal foi eutanasiado 2 h apés a
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terceira injecdo e dissecado para a aquisicdo de imagens ex vivo dos tecidos e
materiais coletados (figura 5.18).

Na figura 5.15, verifica-se sinal de fluorescéncia na pata do animal e na sua
cauda, o que foi possivelmente ocasionado por contaminacdo ao manused-lo para a

injecdo. Por esse motivo, estas imagens ndo foram analisadas quantitativamente.

Injecdo 15 min 30 min 60 min 120 min 300 min

Figura 5.15. Imagens do primeiro animal injetado com 10 pg de HPU-AF680 ressuspendidos em 200

pl de PBS pH 7.4, antes e ap@s a primeira injecdo (HPU 1.1).

Nas imagens da segunda (figura 5.16) e terceira (figura 5.17) injecao,
observa-se um padrao similar de evolucéo da biodistribuicdo da HPU-AF680. Até 15
min apos a injecdo, o sinal de fluorescéncia se distribui pelo corpo do animal, e, a
partir de 30 min transcorridos desde o momento da injecdo, o sinal passa a se
concentrar na regido pélvica. A fluorescéncia nesse local aumenta em tempos
subsequentes, sugerindo a migracdo do composto para a bexiga e, portanto, a

rapida excrecdo de ao menos parte do composto injetado.
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Injecao 60 min 120 min 300 min

Figura 5.16. Imagens do primeiro animal injetado com 10 pg de HPU-AF680 ressuspendidos em 200
pl de PBS pH 7.4, antes e apds a segunda inje¢do (HPU 1.2).

15 min 30 min 120 min

44l

Figura 5.17. Imagens do primeiro animal injetado com 10 pg de HPU-AF680 ressuspendidos em 200
ul de PBS pH 7.4, antes e ap0s a terceira injecdo, administrada 48 h apds a segunda (HPU 1.3).

Essa cinética (migracdo para a bexiga) € confirmada por imagens ex vivo dos

orgaos do animal 1.3 (figura 5.18), eutanasiado 2 h apdés a terceira injecao.
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Figura 5.18. Imagem de fluorescéncia sobreposta com imagem de raios-X dos 6rgéos e outros

materiais coletados do primeiro animal injetado com HPU-AF680, apds a eutanasia.

O sinal de fluorescéncia medido na figura 5.18 aparece apenas na urina,
corroborando a hipotese da migracdo do composto para a bexiga para a excrecéo. A
fim de demonstrar de maneira semiquantitativa a migracdo do composto de uma
regido situada na cavidade abdominal no animal — podendo corresponder ao rim —
rumo a bexiga, foram desenhadas regides de interesse (ROIs) sobre as areas
providas de sinal de fluorescéncia mais intenso, como mostrado na figura 5.19. O
sinal foi quantificado e analisado ao longo do tempo (figuras 5.20 e 5.21). A area de
cada ROI foi mantida para todos os tempos analisados. Os sinais medidos foram
normalizados em uma escala de 0 a 100 e expressos como intensidade normalizada.
Os mesmos procedimentos foram repetidos nas sequéncias de imagens de outros
animais.

Os graficos da figura 5.20 (que correspondem ao animal HPU 1.2) expdem,
de maneira semiquantitativa, o decaimento do sinal de fluorescéncia da regiéo inicial
de acumulo (ROIs 1 e 2 indicadas na figura 5.19). O decaimento do sinal nas regides
medidas é bem descrito por um comportamento exponencial, corroborado pelo
ajuste de curva (linha vermelha sdlida). Os tempos caracteristicos de washout (tout) €

uptake (tin) foram extraidos, respectivamente, das equacgodes de ajuste
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I(t) = Ise /Tout + BG

(5.1)

I1(t) = Iz (1 — e /mn) + BG

(5.2)

Sendo I(t) a intensidade do sinal de fluorescéncia em funcdo do tempo (medida);
Imax, @ intensidade méxima; t, o tempo, e BG, o sinal de background.

Observa-se, concomitantemente ao declinio do sinal nas ROIs 1 e 2, o seu
aumento nas ROIs 3 e 4. Isso ocorre de maneira particularmente acentuada 60 min
apos a injecdo, quando chega ao apice do seu acumulo na regido pélvica, sugerindo
a migracdo do composto dos rins para a bexiga. Apds esse processo, a intensidade
volta a decrescer, indicando a gradual eliminagédo do composto.
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Figura 5.19. Exemplo de ROIs tragadas para andlise quantitativa. Os circulos tracejados

correspondem as ROIs indicadas pelos nomes com as mesmas cores.
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Figura 5.20. Intensidade normalizada do sinal de fluorescéncia medida nas ROIs 1 e 2, tragadas

sobre a regido provida de sinal proxima do fémur (direito) do animal HPU 1.2 (vide Inje¢&@o na figura

5.16). O decaimento do sinal de fluorescéncia nas regifes medidas é bem descrito por um

comportamento exponencial, corroborado pelo ajuste de curva (linha sélida vermelha).
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Figura 5.21. Intensidade normalizada do sinal de fluorescéncia medida em ROIls 3 e 4, tracadas sobre

a regido pélvica do animal HPU 1.2, provida de sinal de fluorescéncia a partir de cerca de 30 min

apos a injecéao.

As ROls tracadas para andlise quantitativa das imagens do animal HPU 1.3

seguiram a mesma légica das do animal HPU 1.2. Nas figuras 5.22 e 5.23 sdo

apresentados os graficos da analise.
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Figura 5.22. Intensidade normalizada do sinal de fluorescéncia medida nas ROIs 1 e 2, tragcadas

sobre a regido provida de sinal na lateral direita do corpo do animal HPU 1.3. O decaimento do sinal

de fluorescéncia nas regides medidas é bem descrito por um comportamento exponencial,

corroborado pelo ajuste de curva (linha sélida vermelha).
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Figura 5.23. Intensidade normalizada do sinal de fluorescéncia medida em ROIs 3 e 4, tragadas sobre
a regido pélvica do animal HPU 1.3, provida de sinal de fluorescéncia a partir de cerca de 30 min

apos a injecéao.

O sinal medido apés a terceira injecdo comportou-se de maneira semelhante
a observada apds a segunda: decaimento exponencial na regido inicial de uptake,
associada ao rim direito, seguido de translocacdo para a regido correspondente a
bexiga e subsequente decaimento dessa ultima regiéo.

A constante tout extraida dos ajustes corresponde a uma aproximagédo do
tempo caracteristico de excre¢cdo do composto na regido analisada. Particularmente,
0 ajuste realizado com os dados da ROI 2 (em ambas as sequéncias de imagens),
que diz respeito a regido em torno dos pixels com maior intensidade do sinal de
fluorescéncia, produziu as constantes tout = 39 min e tout = 37 min, apontando para
um tempo caracteristico de washout do composto rumo a bexiga de valor préximo de
40 min.

Os gréficos das figuras 5.21 e 5.23 expressam o aumento do sinal na regiao
pélvica, supostamente correspondente a bexiga. Analisando-se simultaneamente as
figuras 5.20 e 5.21, assim como 5.22 e 5.23, infere-se a migracdo do composto dos
rins para a bexiga, sustentada pelo observado nas imagens ex vivo.

Diferentemente do observado no primeiro animal injetado, no segundo (figura
5.24), ndo é possivel discernir uma regido supostamente correspondente ao rim do
sitio de injecdo. Contudo, assim como no primeiro animal injetado, observa-se
migragcédo do composto da regido inicial de maior sinal rumo ao centro da pelve.

Novamente, foram tracadas ROIs sobre os locais providos de maior

intensidade do sinal de fluorescéncia. Mediu-se o0 sinal proveniente da regido
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circundante ao local de injecdo (ROIs 1 e 2, figura 5.25) e na area a qual, a partir
dos 30 min, mas mais nitidamente a partir dos 60 min, observou-se deslocamento do

sinal, insinuando, outra vez, acumulo na bexiga (ROIs 3 e 4, figura 5.26).

Injegdo 15 min 30 min 60 min

4yl

Figura 5.24. Imagens do segundo animal injetado com 10 pg de HPU-AF680 ressuspendidos em 200
pl de PBS pH 7.4, antes e apds a primeira injecdo (HPU 2.1).
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Figura 5.25. Intensidade normalizada do sinal de fluorescéncia medida nas ROIs 1 e 2, tracadas
sobre a regido provida de sinal na lateral direita do corpo do animal HPU 2.1, nos entornos do sitio de
injecdo. O decaimento do sinal de fluorescéncia nas regides medidas é bem descrito por um

comportamento exponencial, corroborado pelo ajuste de curva (linha sélida vermelha).
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Figura 5.26. Intensidade normalizada do sinal de fluorescéncia medida em ROIs 3 e 4, tragadas sobre
a regido pélvica do animal HPU 2.1, provida de sinal de fluorescéncia a partir de 30 min apos a
injecdo. O aumento do sinal de fluorescéncia nas regides medidas é bem descrito por um

comportamento exponencial, corroborado por ajuste de curva (linha sélida).

Da analise mostrada na figura 5.25, extraiu-se as constantes de washout tout
= 36 e tout = 42, valores novamente proximos de 40 min, sustentando o que foi
observado no animal HPU 1, nas andlises da segunda (HPU 1.2) e terceira (HPU
1.3) injecdo. Similarmente, os valores ajustados para tin da analise das ROIs 3 e 4,
(figura 5.26), que correspondem a constante de uptake na regido da bexiga, foram
Tin = 49 e tin = 62. Esses valores reforcam a hip6tese da migracdo do composto para
a bexiga ao longo do tempo.

O sinal de fluorescéncia medido nos mesmos intervalos de tempo no terceiro
animal injetado com HPU (HPU 3.1, figura 5.27) ndo demonstrou o0 mesmo padrao
de comportamento observado nos dois outros animais. Nessa sequéncia, observa-se
intenso sinal espalhado em torno do sitio de inje¢cdo. Em até 1 h ap0s a inje¢éo, o
composto aparenta deslocar-se dentro do corpo do animal sem acumular-se em
nenhuma regido definida. 2 h apds a injecao, observa-se decaimento da intensidade
do sinal medido e o que poderia ser a migragdo do composto para os rins do animal.
Especula-se que, transcorrido mais tempo apos a injecdo, em intervalos néo

acessados nesse experimento, poderia ocorrer a concentragdo do composto na
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bexiga, como observado nos outros animais injetados com HPU-AF680. Nesse

individuo, a cinética de translocacédo do composto aparenta ser mais lenta.

60 min

ER]|

Figura 5.27. Imagens do terceiro animal injetado com 10 pg de HPU-AF680 ressuspendidos em 200

pl de PBS pH 7.4, antes e ap6s a primeira injecdo (HPU 3.1).

Além de possiveis diferencas morfofisiolégicas entre animais, deve-se levar
em consideracdo que variacdes na proteina purificada em diferentes partidas e ao
longo do tempo podem ocorrer e impactar a variabilidade dos resultados. Apesar de
a urease ter mantido sua atividade enzimatica (verificada antes dos ensaios in vivo)
e 0s ensaios de DLS terem demonstrado estabilidade em seus estados de
oligomerizacdo apds semanas armazenada em geladeira, amostras provindas de
partidas diferentes tém variacdes intrinsecas que podem ter contribuido para as
mudanc¢as no comportamento do composto injetado.

Tentou-se comparar a primeira injecao de HPU no mesmo animal com uma
segunda. No entanto, as imagens adquiridas ap0s a administracdo da segunda
injecdo no terceiro animal (HPU 3.2, figura 5.28) apresentaram pouco sinal de
fluorescéncia, impossibilitando a identificacdo de um padréo de absorcéo e excrecéo
e, apos algumas aquisicdes, 0 equipamento acusou erro na calibragéo,
inviabilizando a conclusdo do experimento. Essas imagens, portanto, ndo foram

analisadas quantitativamente.
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Figura 5.28. Imagens do terceiro animal injetado com 10 pg de HPU-AF680 ressuspendidos em 200

pl de PBS pH 7.4, antes e ap06s a segunda injecdo, administrada 48 h apés a primeira (HPU 3.2).

5.3.2. Animais injetados com MSA-AF680

Buscou-se comparar a cinética de absorcdo e excrecdo observada para a
HPU com a da albumina sérica murina conjugada com o fluoréforo Alexa Fluor 680
(MSA-AF680). Os animais desse grupo “controle” receberam a mesma quantidade
(10 pg/200 pl) de proteina, e as imagens foram adquiridas seguindo o mesmo
protocolo utilizado para os animais injetados com HPU-AF680, com aquisi¢cdes nos
mesmos intervalos de tempo em relagéo as inje¢des. Quatro animais foram testados.

No primeiro animal (MSA 1), como é possivel observar nas figuras 5.29 a
5.31, apesar de haver sinal de fluorescéncia, o comportamento da MSA-AF680 n&o
seguiu um padrdo nitido que permitisse a identificacdo de regides de acumulo do
composto e sua associacdo a 6rgaos especificos. Em um dos animais (MSA 1.1,
figura 5.29), o acumulo de marcagdo no térax aos 60-120 min sugere localizagcéao
cardiaca da proteina marcada, e observa-se ainda a presenca na regido baixa da

pelve, onde estaria localizada a bexiga, bem como no saco escrotal.
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Figura 5.29. Imagens do primeiro animal injetado com 10 pg de MSA-AF680 ressuspendidos em 200
ul de PBS pH 7.4, antes e apds a primeira inje¢do (MSA 1.1). Observa-se, nessa sequéncia de
imagens, sinal muito difuso até os 60 min apds a injecéo, permanecendo visivel por cercade 2 h e

tornando-se quase indetectavel em seguida.
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Figura 5.30. Imagens do primeiro animal injetado com 10 pg de MSA-AF680 ressuspendidos em 200
pl de PBS pH 7.4, antes e ap0ds a segunda injecdo, administrada 1 semana ap0s a primeira (MSA
1.2). Novamente, o sinal de fluorescéncia teve intensidade muito baixa para uma andlise quantitativa

adequada.
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Figura 5.31. Imagens do primeiro animal injetado com 10 pg de MSA-AF680 ressuspendidos em 200
pl de PBS pH 7.4, antes e ap0s a terceira injecéo, administrada 48 h apds a segunda (MSA 1.3).

Devido & baixa intensidade do sinal de fluorescéncia medido, as imagens néo foram quantificadas.

Visando a comparar os resultados obtidos com o animal injetado com HPU
trés vezes (HPU 1.3), o animal MSA 1.3 foi eutanasiado 2 h apés a terceira injecao.
Porém, néo foi detectado sinal de fluorescéncia em nenhum dos 6rgdos ou materiais
coletados.

Imagens de fluorescéncia in vivo do segundo animal injetado com MSA-
AF680 sdo mostradas na figura 5.32. Observa-se sinal de fluorescéncia intenso, mas
com distribuicdo espacial pouco caracteristica, sugerindo acumulo inicial na posicao

dos rins e, posteriormente, na regido dos testiculos.
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Figura 5.32. Imagens do segundo animal injetado com 10 pg de MSA-AF680 ressuspendidos em 200
pl de PBS pH 7.4, antes e apds a primeira injecdo (MSA 2.1).

No caso do terceiro animal (figura 5.33) observa-se acumulo do sinal de
fluorescéncia em uma regido situada entre o sitio de injecdo e a pelve do animal e
com acumulo subsequente no que aparenta corresponder aos testiculos. Buscou-se
fazer uma analise quantitativa desses dados para avaliacdo da cinética desse
composto. Do ajuste da exponencial aos valores de intensidade média medidos nas
ROIs tragadas sobre a regido provida de sinal no abdomen do animal (figura 5.34),
extraiu-se as constantes de decaimento tout = 26 min (ROI 1) e tout = 32 min (ROI 2),
que estdo em ordens de grandeza semelhante as obtidas para o decaimento da
HPU. Sem embargo, o ajuste exponencial ndo foi tdo satisfatério quanto nos

experimentos com a urease.
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Figura 5.33. Imagens do terceiro animal injetado com 10 pg de MSA-AF680 ressuspendidos em 200
pl de PBS pH 7.4, antes e apds a primeira inje¢cdo (MSA 3.1).
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Figura 5.34. Intensidade normalizada do sinal de fluorescéncia medida em ROIs tracadas sobre a

regido provida de sinal situada entre o sitio de inje¢do e a pelve do animal MSA 3.1.

A figura 5.35 mostra a sequéncia de imagens adquiridas do dltimo animal
injetado com MSA-AF680 (MSA 4.1). Nesse individuo, ndo foi possivel detectar
migracao do sinal de fluorescéncia para fora dos entornos do sitio de injecdo. Além
disso, o decaimento do sinal ndo apresentou comportamento passivel de ser

satisfatoriamente modelado por uma curva exponencial.
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44l

Figura 5.35. Imagens do quarto animal injetado com 10 pug de MSA-AF680 ressuspendidos em 200 pl
de PBS pH 7.4, antes e ap0s a primeira injecdo (MSA 4.1). Observa-se o decaimento do sinal de

fluorescéncia sem a migracao para fora dos entornos do sitio de injecéo.

Os resultados aqui observados sugeriram diferenca no comportamento da
HPU e da MSA marcadas quando injetadas em camundongos. Evidentemente, essa
hipétese preliminar carece de verificagdo com a ampliacdo do experimento para um
namero maior de animais, além da extracdo de mais dados quantitativos e
padronizacao dos tempos de eutanasia para estudos ex vivo.

O presente estudo de imageamento éptico in vivo dos animais injetados com
HPU indicou que a urease foi rapidamente absorvida pelo sistema circulatério e
depois excretada pelos rins, sendo detectada na bexiga e na urina. Possivelmente, o
composto injetado na cavidade peritoneal € absorvido, entrando na circulagdo
sanguinea pelas veias mesentéricas, de onde é drenado para a veia porta-hepética
e, subsequentemente, vai diretamente ao coragdo por meio da veia cava inferior.
Apébs oxigenacdo nos pulmdes, 0 sangue irriga 0s rins — nesse momento, o sinal de
fluorescéncia da HPU-AF680, concentrada nos rins, é detectado nas imagens. Nos
rins, o sangue € filtrado pelos glomérulos e o composto segue para a bexiga
(DRAKE, VOGL e MITCHELL, 2015; FARQUHAR et al.,, 1961; VENTUROLI e
RIPPE, 2005).

No entanto, € provavel que parte da HPU-AF680 injetada — em concentracao
baixa demais para ter seu sinal de fluorescéncia detectado pelo equipamento
utiizado — siga outra rota de excrecdo, ligando-se a células como plaquetas
(WASSERMANN et al., 2010; SCOPEL-GUERRA et al., 2017), neutrdfilos (UBERTI



93

et al., 2013) e células endoteliais (DE SOUZA et al., 2019), como ja foi demonstrado
no LaNeurotox. Cabe salientar que, apesar de que, em placa de acrilico, 0 composto
foi detectado pelo equipamento em concentracdes inferiores as utilizadas nos
experimentos in vivo, a atenuacgéo do sinal de fluorescéncia pelos tecidos do animal
pode ter inviabilizado sua deteccdo em tecidos especificos.

Outra hipotese que foi aventada € a de que, dentro do corpo do animal, a
ligacdo entre o fluoréforo e a proteina possa ter sido desfeita em uma parte das
moléculas e o sinal medido provenha, em parte, do fluoréforo livre ou ligado a
alguma outra molécula. Segundo o fabricante, as ligacdes formadas entre o Alexa
Fluor 680 NHS Ester e as aminas primarias de peptideos e proteinas séo téao
estaveis quanto ligacdes peptidicas em pH inferior a 8.0 (BANKS e PAQUETTE,
1995). No entanto, se, acidentalmente, a injecdo da proteina marcada atingir uma
alca intestinal, cujo conteudo € bastante alcalino (pH 8.5-9.0), poderia ocorrer a
liberacdo do fluoréforo, bem como hidrélise da proteina marcada, afetando o padrao
do sinal medido no imageamento in vivo. Nessa situagdo, esperar-se-ia que as
injegbes com HPU e MSA produzissem sinais com padrdo similar de
comportamento, fazendo-se necessario investigar a cinética de biodistribuicdo do
préprio fluoréforo.

Para melhor compreender a biodistribuicdo e cinética de absor¢céo e excrecao
da HPU e seu envolvimento em processos neurodegenerativos, € necessario
expandir o presente estudo, utilizando um namero maior de animais, além de uma
investigacdo ao longo de periodos mais prolongados para simular uma infeccéo
cronica com H. pylori — animais injetados diversas vezes e analisados apds semanas

e meses de tratamento com HPU.
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6. CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida no presente trabalho foi eficiente em aprimorar a
producéo e purificacdo da HPU recombinante e enzimaticamente ativa. A proteina
obtida teve seus estados de oligomerizacdo monitorados semanas apos a concluséo
da purificacdo e se mostrou estavel na forma dodecamérica, de cerca de 13 nm de
didmetro, nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Por conseguinte, a hipotese
aventada na literatura de que a eluicdo em forma hexamérica é artefato da propria
cromatografia de exclusdo molecular foi corroborada pelos ensaios de espalhamento
dindmico de luz, validando o uso da forma dodecamérica para os estudos in silico.

As simulagfes computacionais realizadas, que apontaram para a presenca de
residuos de lisina livres para ligacdo na superficie tanto da HPU quanto da MSA, se
mostraram validas, visto que ambas as proteinas foram conjugadas com o fluoréforo
Alexa Fluor NHS Ester com sucesso, como mostraram as medidas dos espectros de
emisséo e absorcéo de luz.

A conjugacédo das proteinas com o fluoréforo acima mencionado se mostrou
eficiente em produzir agentes de contraste para o imageamento éptico in vivo nas
condicBes estabelecidas para o presente trabalho. A metodologia desenvolvida se
mostrou satisfatoria para a realizacdo de um estudo longitudinal da biodistribuicéo e
cinética de absorcao e excrecdo da HPU-AF680.

Foi feita a comparacdo do padrdo de biodistribuicdo e da cinética de
absorcdo/excrecdo da HPU-AF680 com os de uma proteina endégena do modelo
utilizado, marcada com o mesmo fluoroforo (MSA-AF680) e administrada nas
mesmas condicdes experimentais. Observou-se diferenca nos padroes de
biodistribuicdo e na cinética das proteinas utilizadas, sugerindo que, nas condi¢des
experimentais do presente trabalho, elas se comportam de maneira diferente quando
injetadas nos camundongos. Foi possivel, também, detectar sinal de fluorescéncia

provindo do fluoréforo em materiais coletados apds a eutanasia dos animais.
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Os resultados obtidos no presente trabalho sugeriram que a HPU foi
rapidamente absorvida pelo sistema circulatério dos animais injetados
intraperitonealmente, para depois ser excretada pelos rins. Ndo tendo sido possivel
detectar a HPU-AF680 nos cérebros dos animais, tantos nas imagens in vivo quanto
ex vivo, ndo se pode afirmar, com base nos presentes resultados, que seu
envolvimento com a hiperfosforilagdo da proteina tau se dé diretamente pelo contato
da urease com os tecidos cerebrais, fazendo-se necessarias investigacdes

posteriores.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos apontaram para a rapida excrecdo da HPU injetada
intraperitonealmente pelo sistema urinario. Apesar de ser provavel que parte da
amostra injetada seja excretada por outras vias, as quantidades possivelmente
envolvidas nesse processo sdo baixas demais para ser detectadas utilizando a
técnica empregada no presente trabalho, fazendo-se necessario o uso de outras
metodologias para tais investigacgoes.

Visando a esclarecer mais detalhes a respeito do possivel envolvimento do H.
pylori em doencas extragastricas, principalmente considerando-se o contexto de
pacientes cronicos, é essencial acompanhar a absor¢do e excrecao da HPU ao
longo de periodos mais prolongados.

Propde-se como continuacdo do presente trabalho uma investigacéo,
utilizando a mesma metodologia, de um nimero maior de animais, a fim de sustentar
(ou descartar) hipoteses aqui aventadas, além de um estudo com animais tratados
com a HPU durante 60-90 dias, com a finalidade de analisar possiveis mudancgas no
padrao de biodistribuicdo da proteina injetada pela via intraperitoneal.

A fim de minimizar possiveis efeitos decorrentes de interacbes com o
fluoréforo, pode-se realizar a maior parte tratamento com a proteina livre, utilizando
a HPU conjugada apenas para o imageamento. Cabe, também, desenvolver meios
de estudar a cinética de absorcdo e excrecdo do proprio Alexa Fluor 680, além de
utilizar outro(s) fluoroforo(s) para a marcacdo da HPU e comparar os padrées de
biodistribuicido com os obtidos para a HPU-AF680. E também valido estudar
possibilidades de administrar a proteina por outras vias.

Além disso, pretende-se realizar, com materiais coletados no presente estudo
e em estudos posteriores, ensaios de Western blot para avaliar o grau de
fosforilacdo da proteina tau e a presenca de HPU nos encéfalos dos animais

tratados.
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