Helicobacter pylori: As defesas da bactéria
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A Helicobacter pylori € uma bactéria patogénica que afeta a mucosa gastrica de uma grande (
12 parte da populacao mundial, podendo causar uUlceras pépticas e, frequentemente, cancro do \
| estOmago.
g O sistema imunitario humano reage a esta infecao através de um mecanismo chamado stresse
2 nitrosativo. A bactéria, por sua vez, contraria este mecanismo com a ajuda do gene frxA. No |
= entanto, na presenca de um antibidtico, este mesmo gene provoca a ativacao do medicamento _ ;,_,/
< | causando a morte da bactéria. Deste modo verifica-se a funcao dupla e contrastante do frxA, .--—“-~:"
sendo a demostracao desta afirmacao o principal objetivo deste trabalho.
O objetivo da nossa atividade experimental consiste na
demonstracao da colonizacao da bactéria mediante o meio e a Na PLACA 1 apenas com /
presenca ou auséncia do gene frxA, para provar a dualidade o meio de cultura (agar nutritivo),
deste gene. observou-se o crescimento das bactérias nos
Primeira parte — Placas de Petri dois lados, tal como esperado (controlo).
- Preparar o meio de cultura (H,0+agar nutritivo);
- Criar o dador do stresse nitrosativo GSNO ) .
(H,0+GSH+HCI+NO,); , N
Lk sa . , Colonizou
- Antibiotico (Nitrofurantoina);
- Transformar as bactérias Escherichia coli, usando o Na PLACA 2 s as bacterias sem o
plasmideo pET 28: gene frxA cresceram, visto que este gene provocas
a ativacao do antibiotico devido a formacao de
pET )8 O O A nitroreductases no combate ao stress
transformadas nitrosativo. A auséncia do gene corresponde
Choque e A . .
pET 28+frxA O terrr?lco @ também a auséncia destas enzimas, e assim o
8 @ antibiotico nao é ativo, permitindo a colonizacao.
P O,btlglo através da 22 ) | Colonizou
@) técnica de DNA @\ vy | Nao colonizou
= . (Vg
recombinante , L , .
"-é-' gi‘;f”a 8 Na PLACA 3 s6 ocorre a colonizacdo das bactérias
" Plasmideo 2 com o gene frxA, pois este protege a bactéria do
& ~ stress nitrosativo, reduzindo o GSNO em GSH e
0 . .
<« Colocar os componentes preparados em trés placas de Petri: "':" | diminuindo os efeitos que esse mecanismo causa
E ) ' V4 [} ]
o PLACA 1 PLACA 2 PLACA 3 8 na bactéria, assegurando, 0 seu crescimento. O
|<_t > lado da placa com plasmideos sem o gene frxA
S | ' r nao é colonizado, pois as bactérias nao tém como
pET 28 pET 28 pET 28 35
pET28 | + | pET 28 Y PET 28|~ , ) 7 defender-se deste stresse e acabam por morrer.
frxA 3 frxA_/ frxA = Colonizou
bncio de culidin o i — 1. Insert clonado (gene
Nitrofurantoina (dador de stress nitrosativo) frxA)
(antibiodtico)
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 2. Reacao de PCR das
bactérias contendo o
Amplificar as varias
Segunda parte — PCR P PET28
. . amostras de DNA para
(Polymerase Chain Reaction) . A 3. Reacdo de PCR das
verificar a auséncia ou b. , g
actérias contendo o
: presenca de frxA nas
Terceira parte — Eletroforese , PET28+frxA
placas de Petri.
* O menor avanco da reacao do terceiro poco relativamente
ao segundo comprova o maior peso do fragmento
replicado, ou seja, o gene frxA esta presente na reacao.
* O maior numero de bases nucledtidas no terceiro
Este estudo permitiu verificar a dualidade do gene frxA, visto que poco confirma também a presencga do gene nas colonias.
permite o desenvolvimento da bactéria quando exposta ao GSNO,
O |atraves da sintetize de uma enzima que reduz o stress criado pelo
<L | sistema imunitario, mas por outro lado, sob o efeito de e~ N , . , . :
4, . . , . n A utilizacao de antibioticos contra a bactéria podera torna-la mais
- um antibidtico (nitrofurantoina) o gene ativa-o, provocando a < u» . . L a . ..
d orte da bactéria = ot resistente, por isso a criagao de um medicamento que iniba o gene
Z _ - , _ . = % frxA contribuira para o combate a Helicobacter pylori, apenas
8 Com a ajuda do P(;R foi pos.sl.vel confirmar os resultados Ol?t.IdOS 8 B através do sistema imunitario. Deste modo, sera possivel
nas placas de PetrlAao.ampllflcar as amostras,d? DNA e v,erlflcar d l&-l E enfraquecer a bactéria sem que esta se torne mais resistente ao
presenca ou a auséncia do gene frxA nas coldnias, através da = Ty .
eletroforese.
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