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Resumo

Neisseria meningitdis, ou meningococo, € uma bactéria comensal da nasofaringe
humana. Contudo, algumas linhagens meningocdcicas ocasionalmente ultrapassam a
mucosa respiratéria e a barreira hematoencefdlica e causam enfermidades como
meningite e septicemia. Como a espécie humana € o tnico hospedeiro natural para esse
patogeno, estudos in vitro com modelos celulares sdo uma ferramenta importante para a
andlise da interacdo entre o meningococo e seu hospedeiro. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a influéncia de diferentes linhagens de N. meningitidis na adesdo
celular, morfologia e expressdo de quimiocinas inflamatdrias em culturas in vitro de
células humanas. Tais parametros também foram avaliados em um sistema in vitro de
co-cultura celular entre células de origem nervosa e endotelial a fim de mimetizar a
barrreira hematoencefdlica humana. Os resultados obtidos indicam que a adesdo de
diferentes linhagens bacterianas em células humanas de sitios especificos do processo
infeccioso do meningococo, como Hep-2 (laringe), NCIH460 (pulmao), Heclb
(endotelial) e NG97 (neuroglia) foi capaz de mimetizar o processo fisiopatolégico deste
microrganismo. Em condig¢des in vitro, células de origem nervosa mostraram-se mais
suscetiveis a infec¢do nos parametros avaliados como uma elevada expressdo de TNF-o,
quimiocina caracteristica em infec¢des meningocdcicas. A linhagem B4 destacou-se
entre as linhagens meningocdcicas estudadas, apresentando elevados percentuais de
adesdo em células humanas com valor maximo de adesdo em NG97. Células HEp-2
apresentaram poucas alteracdes morfoldgicas significativas frente a infeccdo por N.
meningitidis. Tais resultados podem estar associados ao fato do trato respiratorio
superior ser o habitat natural do meningococo, no qual a interacdo entre este patogeno e
as células hospedeiras seja comensal e ndo-invasiva. O modelo mimético de barreira

hematoencefilica, realizado em transwell, indicou comunicag@o entre as células que o
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compdem e uma maior expressdo dos niveis de quimiocinas inflamatérias quando
comparada a infeccdo desta bactéria por cada uma das células estudadas isoladamente.
Tal modelo foi capaz de mimetizar a barreira hematoencefalica, fato o que torna
possivel sua aplicacdo em estudos da passagem de farmacos e outros patdgenos por essa

barreira.



Abstract

Neisseria meningitidis,or meningococci, is a commensal bacterium of the human
nasopharynx. However, occasionally some meningococcal strains can cross the
respiratory mucosa and the blood-brain barrier and cause life-threatening diseases such
as meningitis and septicaemia. Since the human species is the only natural host for this
pathogen, in vitro studies with cellular models are an important tool for the analysis of
the meningococci and its host. The aim of this present work was to value the influence
of several strains of N. meningitidis in cellular adhesion, morphology and inflammatory
chemokines expression in human cells cultivated in vitro. These parameters were also
evaluated in a co-cultivated cellular system with glial and endothelial cells aiming
mimicking the human blood brain barrier. The results indicate that the adhesion of
different bacterial strains from specific sites of infectious process of meningococci as
Hep-2 (larynges), NCIH460 (lung), Heclb (endothelial) and NG97 (glial cells) was
capable of mimicking, partially, the pathophysiology of this microorganism. In in vitro
conditions, cells from nervous origin showed more susceptibility to infection then
others in this evaluated parameters such as a high TNF-a expression, a common
chemokine in meningococcals diseases. The B4 strain distinguished from the others by
presenting high rates of adhesion in human cells with maximum value on NG97. HEp-2
cells showed few expressives morphologic alterations after meningococcal infection.
These results may be associated with the fact that the upper human respiratory tract is
the meningoccci natural habitat, in which the interaction between this pathogen and host
cells are commensal and not-invasive.The mimicking blood-brain barrier model,
performed in transweel, has demonstrated some communication between the cells and
greater expression of inflammatory chemokines when compared to the infection in

isolated cells. This model was capable of mimicing the blood-brain barrier, which



makes its application possible in studies of drugs and others pathogens who might

crossover though this barrier.
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1 Introducio

1.1 Caracterizaciao Bioquimica e Classificacao de Neisseria meningitidis

As bactérias do género Neisseria, pertencentes a familia Neisseriaceae, sdo
diplococos gram-negativos, ndo flagelados e ndo esporulados. Tais bactérias medem
entre 0,6 e 1,5 um e algumas apresentam estrutura capsular. Tratam-se de bactérias
catalase e citocromo oxidase positivas, quimiorganotréficas, aerdbias e, geralmente
isoladas de mucosas humanas (Knapp and Clark, 1984; Antignac, 2003). O género
apresenta 14 espécies, sendo importantes causadores de meningite e gonorréia,
respectivamente: Neisseria meningitidis (meningococo) e N. gonorrhoeae (gonococo).
Apesar de apresentarem diversas caracteristicas em comum, tais organismos se
diferenciam principalmente na expressdo de polissacarideo capsular. Enquanto o
gonococo ndo apresenta estrutura capsular, linhagens de meningococo geralmente
apresentam diversos tipos capsulares, os quais servem como base para classificacdo

(Hitchcock, 1989; Antignac, 2003; Aspholm et al., 2010; Hill et al., 2010).

Os diferentes tipos de cdpsula de N. meningitidis, determinam a subdivisdo da
espécie em sorogrupos. Taxonomicamente, as linhagens de N. meningitidis sdo
classificadas em treze sorogrupos de acordo com especificidade imunoldgica e a
estrutura do polissacarideo capsular: A, B, C, D, 29E, H, K, [, L, X, Y, W135 e Z
Destes, cinco sorogrupos, A, B, C, Y e W135, sdo os mais frequentemente associados
aos casos invasivos de meningite (Taha et al., 2002; Stephens et al., 2007; Hill et al.,

2010).

A tipagem soroldgica de N. meningitidis é utilizada para determinar a “férmula
antigénica” de isolados desta espécie, a qual consiste no Sorogrupo: Sorotipo: Subtipo.

Estes dois tltimos sdao determinados pelo tipo de porinas, respectivamente, PorB e PorA



(Taha et al., 2002; Hill et al., 2010), as quais sdo as proteinas mais abundantes na

superficie dos meningococos (van der Ley et al., 1991; Massari et al., 2000).

Existem outros tipos de classificacdo da espécie em questdo, como é o caso da
baseada no tipo de Lipooligossacarideo (LOS) presente na superficie bacteriana. Os
LOS sd3o codificados por uma familia de genes IgtA-E e IgtG, cuja variacdo e
combinagdo dividem a espécie em treze Imunotipos (Schneider et al., 1984; Jennings et

al., 1999).

Ainda, a classificacdo através de métodos de tipagem molecular pode ser utilizada
para dividir linhagens em grupos conhecidos como complexos clonais. Estes sdo muito
utilizados para classificar linhagens de casos invasivos da doenga meningocdcica e sdo
definidos como grupos geneticamente similares independentes do tipo capsular
apresentado. O padrdo genético de tais grupos clonais é determinado através da andlise
de polimorfismos por técnicas de eletroforese de multilocos enziméticos (multilocus
enzyme electrophoresis - MLEE) (Caugant et al., 1987) e sequenciamento de multilocus
(multilocus sequence typing - MLST) de genes de interesse. O MLEE e MLST
determinam respectivamente o electroforetic type (ET) e o sequence type (ST) (Maiden
et al., 1998), que, por sua vez definem um complexo clonal. Por exemplo, um grande
complexo clonal comumente associado a epidemias pelo mundo é o complexo clonal
ET-37/ST-11, o qual inclui linhagens do sorogrupo B, C e W135 (Caugant et al., 1987).
No presente estudo serdo utilizadas linhagens de diferentes complexos clonais

associados a casos invasivos, principalmente no Brasil, como ST8 e ST153.



1.2 Epidemiologia e patogenicidade de Neisseria meningitidis

O meningococo é um microorganismo fragil que nido sobrevive a grandes
mudangas ambientais, como varia¢des de pH, temperatura e umidade. Desse modo, sua
transmissdo ocorre por contato direto, através de secregdes respiratdrias ou saliva. A
espécie humana € o Ttnico hospedeiro natural desse patdgeno-ocasional, cujo
reservatorio localiza-se na nasofaringe. A intera¢do entre N. meningitidis e seu
hospedeiro varia de assintomética a infec¢@o invasiva (de Vries ef al., 1996; Taha et al.,

2002).

Globalmente, a taxa de coloniza¢do meningocdcica em adultos sadios varia entre
cerca de 10 a 35 % (Cartwright et al., 1987; Brehony et al., 2007). Entretanto, em
populacdes cujos individuos permanecem em contato préximo, como ambientes

universitarios, a taxa de colonizag¢@o pode se aproximar a 100 % (Cartwright, 1995).

Apesar da colonizacdo de células da nasofaringe ser um passo crucial para o
processo infeccioso de N. meningitidis, ndo foi ainda determinado o que desencadeia a
passagem dessa bactéria pela barreira epitelial respiratéria e, consequentemente, a
infecgdo meningocdcica. Esta pode ser apresentada na forma de meningite, quando ha
invas@o bacteriana nas meninges, e/ou meningococemia com sintomas como febre,

vOmitos, rigidez na nuca e manchas vermelhas na pele (petéquias) (DeVoe, 1982).

2

E interessante ressaltar que N. meningitidis é o principal agente etioldgico de
meningite piogénica no mundo. Entretanto, para ganhar acesso as meninges, &
necessario que o meningococo ultrapasse pela barreira epitelial do sistema respiratério,
corrente sanguinea e, finalmente, a barreira hematoencefdlica (BHE). Pouco se conhece
sobre como essa bactéria consegue cruzar essas duas importantes barreiras fisicas do

sistema imunolégico humano. Contudo, sabe-se que certas estruturas presentes na



superficie de N. meningitidis estdo intimamente envolvidas ndo apenas na adesdo as

barreiras celulares, mas, também no escape do sistema imune.

Uma dessas estruturas € a capsula, considerada como o maior fator de viruléncia
do meningococo (Lancellotti et al., 2006). Tal estrutura tem como funcao a inibi¢ao da
atividade bactericida do complemento humano, retardando a opsonizagdo e fagocitose
por células especificas, além de aumentar a sobrevivéncia de tais bactérias no ambiente.
Entretanto, de acordo com Dolan-Livengood et al. (2003), a auséncia do polissacarideo
capsular pode facilitar a adesdo de N. meningitidis em células do epitélio respiratdrio,
sendo muito comum a presenga de linhagens ndo-capsuladas em seu reservatorio

natural, a nasofaringe humana.

7z

A céapsula é composta por derivados do 4cido sidlico ou 4cido N-acetil-
neuraminico e estd relacionada ao swifch capsular, um mecanismo pelo qual o

meningococo € capaz de escapar da resposta imune a um determinado sorogrupo

(Lancellotti et al., 2006).

O processo de switch capsular, ou comutacdo capsular, ¢ um fendmeno no qual
uma linhagem adquire a capacidade de expressar outro tipo capsular (Swartley et al.,
1997). Isso ocorre devido a transmissao horizontal de material genético entre diferentes
sorogrupos, resultando em substituicio homoéloga do gene synD através dos processos
de transformacg@o e recombinagdo. Linhagens do tipo C, por exemplo, através deste
processo, podem ser transformadas em linhagens do sorogrupo B. Devido ao fato de N.
meningitidis ser naturalmente competente ao processo de transformacio bacteriana, é
frequente a ocorréncia de trocas horizontais de DNA entre linhagens (Lancellotti ef al.,

2006).



Assim, as vacinas baseadas na estrutura capsular foram desenvolvidas contra os
sorogrupos A, C, Y e W135. No entanto, ndo ha disponivel uma vacina contra o
sorogrupo B, responsavel por grande parte dos casos de meningite em diversos paises
(van der Ley et al., 1995). Acredita-se que o polissacarideo capsular do sorogrupo B seja
ndo-imunogénico devido a presenga, na capsula, da molécula de acido o-2,8-N-acetil
neuraminico, a qual € imunologicamente muito similar ao 4cido sidlico humano. Além
disso, Read e colaboradores (1996) mostraram que o dcido a-2,8-N-acetil neuraminico,
constituinte da cédpsula do sorogrupo B, é capaz de modificar a interacdo do
meningococo com macréfagos humanos. A presenca dessa estrutura resulta em uma
menor aderéncia da bactéria em tais células fagocitarias e no retardamento da fusdo do

lisossomo com o patégeno fagocitado (Read et al., 1996).

Desse modo, outros componentes da superficie bacteriana que também atuam
como fatores de viruléncia tém sido alvos para o desenvolvimento de vacinas (Urwin et
al., 2004). Entre tais componentes, encontram-se as porinas (van der Ley et al.,, 1991;
Massari et al., 2000). Tais proteinas atuam como poros na membrana bacteriana e sdo
importantes adjuvantes e estimulantes do sistema imune humano. Acredita-se que as
proteinas atuem como adjuvantes por estimularem a expressdo de moléculas co-
estimulatérias, B7-2, na superficie de linfécitos B. Além disso, as porinas atuam como
mitégenos destes linfécitos e interagem sinergicamente com CD40 de modo a induzir a

proliferacdo de células B e secrecdo de imunoglobulinas (Massari et al., 2000).

Assim como as porinas, a fimbria, ou pili, também € um constituinte da membrana
externa do meningococo. Trata-se de uma estrutura protéica que se exterioriza da
superficie da célula bacteriana e é formada por subunidades chamadas pilinas (van der
Woude et al., 2004). Em Neisseria spp, as pilinas sdo sintetizadas pelo gene pilE e sua

expressdo também estd submetida também & variacdo de fase (Tonjum et al, 1997).



Além de estar envolvido no processo de adesdo, o pili pode apresentar significativa
importincia em fendmenos de transformacdo (Dubnau, 1999), jia que linhagens
desprovidas dessa estrutura perdem a competéncia natural ao processo em questdo (Pron

et al. 1997).

Sabe-se também, que o pili do tipo IV (a pilina do meningococo) é o principal
responsdvel pelo fendmeno de adesio de meningococos encapsulados em células
epiteliais e endoteliais (Scheuerpflug et al., 1999; Mairey et al.,2006) , como € o caso
das células endoteliais dos capilares das meninges e do plexo cordide (Pron et al.,
1997). Esse tipo de pili, presente em N. meningitidis e N. gonorrhoeae, estd também
envolvido no processo de aglutinagio de eritrécitos. E interessante ressaltar que a
variagdo antigénica do pili modula a adesdo as células humanas e, consequentemente, a
patogenicidade do meningococo, pois a adesdo a determinadas células € um passo
crucial para o inicio da infec¢@o (Pron et al., 1997; Deghmane et al.,2002). Isso pode ser

elucidado pelo fato de que culturas priméarias de isolados clinicos de N. meningitidis

apresentam, invariavelmente tais estruturas (Mairey et al.,2006).

Acredita-se que a interacdo do meningococo, através do pili, com o receptor
celular humano CD46 promove o acesso desta bactéria as meninges. CD46 ¢ um
regulador do complemento que interage com diversos micro-organismos, como os do
género Neisseria, e € encontrado em grandes quantidades nas células de origem nervosa

que compdem a BHE (Johansson et al., 2003).

Outro componente antigénico do meningococo é o LOS. Estudos sugerem que a
ligacdo e interagdo do LOS do meningococo com receptores Toll-like (TLR) em
macréfagos humanos e em outras células do hospedeiro seja responsdvel pela a

producdo de citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas através da ativagdo do fator de



transcricdo NFkB (nuclear factor kB) (Ingalls et al., 2001; Zughaier et al., 2004).
Assim, acredita-se que tal molécula seja o principal responsdvel pela resposta
inflamatoria do hospedeiro durante a sindrome séptica (Schneider ef al., 1984; Jennings

et al., 1999; Zughaier et al., 2004).

As proteinas de opacidade, Opa, sdo também fatores de viruléncia do
meningococo. Estas sdo protefnas integrais de membrana com fun¢do de adesina,
envolvidas na adesdo e na subsequente invasdo a células endoteliais e epiteliais
humanas. Tais moléculas reconhecem um ndmero limitado de receptores humanos,
dentre estes, destacam-se os receptores CEACAM (Carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule) (de Jonge et al.., 2003; Callaghan et al., 2006). Ainda, proteinas
Opa podem atuar como imunomoduladores, de modo a possibilitar interacdes com

células T CD4, neutréfilos e macréfagos (Callaghan et al., 2006).

Além dos elementos antigénicos bacterianos e da capacidade de modular a
expressdo dos mesmos através do fendmeno de variacdo de fase, N. meningitidis
apresenta outros mecanismos que permitem sua sobrevivéncia no ambiente hostil do
hospedeiro. A resisténcia a antibidticos como cloranfenicol e espectinomicina tem sido
observada (Galimand et al, 2000). Antignac e colocaboradores (2000),
correlacionaram o aumento da resisténcia menigocécica a penicilna G a alteragdes no
gene penA que codifica a proteina PBP2, proteina envolvida na sintese da parede celular
bacteriana e na qual a penicilina é capaz de se ligar. Ainda, essa diminuicdo da
sensibilidade a penicilina G € transferivel pelo processo transformacio de uma cepa
resistente para outra sensivel (Antignac et al., 2000). Mecanismos de escape do sistema
imunolégico humano também foram relatados. A enzima superdxido-dismutase, por
exemplo, protege o meningococo da acdo fagocitiria de mondcitos e macréfagos (Dunn

et al., 2003).



A imunidade a infec¢do meningocdcica é dependente da imunoglobulina G (IgG)
que, juntamente com o sistema do complemento, atua com func¢do bactericida. No inicio
da infeccdo meningocécica, o complemento é ativado principalmente através da via
alternativa e sua inativagdo é correlacionada a severidade do choque séptico causado
(van Deuren et al., 2000; Robinson et al., 2002). Também esta relacionada a gravidade

da septicemia e da infec¢do meningocdcica a alta contragdo sérica de citocinas.

Além de TNF-a, durante a infeccio meningocdcica hd uma significativa expressao
de interferon gamma (INF-y) (Kornelisse et al., 1997), das interleucinas IL-1f, IL-6 e
IL-8 e de quimiocinas anti-inflamatdrias, tais como IL-10 e IL-12 (van Deuren et al.,
2000; Robinson et al., 2002). A liberacao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a I1-
6 e IL-8 promove o relaxamento das juncdes oclusivas que constituem a BHE, levando

a uma maior permeabilidade dessa barreira (Schubert-Unkmeir et al., 2010).
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1.3 Modelos de estudo

Culturas celulares também t€m se revelado um modelo vidvel e comum para o
estudo e acompanhamento in vitro da interacdo entre N. meningitidis e células humanas,
incluindo adesdo, invasdo, morte celular e resposta imunoldgica, como liberacdo de
citocinas (Read et al., 1996; Ahmer et al., 1999; Taha et al., 2002; Dietrich et al., 2003).
No presente trabalho foram utilizadas cinco tipos celulares humanos, HEp-2, NCI

H460, Hec-1b, NG97 e HL60, os quais serdo brevemente descritos a seguir.

Diversos tipos celulares sdo utilizados em estudos com N. meningitidis A
linhagem HEp-2, por exemplo, é constituida por células derivadas de um carcinoma de
laringe humano (Moore et al., 1955). Tais células apresentam crescimento aderente e
sdo amplamente utilizadas em estudos com patdgenos respiratério como virus influenza

e N. meningitidis (Ahmer et al.,1999).

Outro tipo celular comumente utilizado em estudos com N. meningitidis é¢ Hec-1B.
Trata-se também de células de origem humana com crescimento aderente, derivadas de
adenocarcinoma de endométrio uterino. Estudos com esse tipo celular e bactérias do
género Neisseria mostraram a importancia do pili na interacdo bacteriana com células
hospedeiras (Marceau et al., 1999, Scheuerpflug et al., 1999; Spence et al.,2000,

Tobiason et al., 2001).

Células HL60, por sua vez, fazem parte de uma linhagem promielocitica derivada
de um paciente com leucemia promielocitica aguda. Sdo células que apresentam
receptores para proteinas do complemento e atividade fagocitaria e, ainda, sdo capazes
de responder a estimulos quimiotéticos. Sabe-se que células HL60 sdo capazes de
fagocitar de maneira eficaz diferentes linhagens de N. meningitidis (Findlow et al.,

2006).
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Além desses trés tipos celulares, o presente estudo também envolve as linhagens
NCI H460 e NG97. E importante ressaltar que ambas as linhagens sio de células de
crescimento aderente e de origem humana e sio inéditas como modelo para o estudo de
N. meningitidis. A linhagem NCI H460 trata-se de um carcinoma de origem epitelial

pulmonar classificado como non-small cell lung cancer (NSCLC) (Ferreira et al. 2000).

NG97, por sua vez, é uma linhagem constituida por uma populagdo de células
heterogéneas, com células pequenas arredondadas, células de formato fusiforme e
células morfologicamente semelhantes a células dendriticas (Machado et al., 2005).
Entretanto, como se trata de células que apresentam, em sua maioria, marcadores GFAP
e S100, um marcador de astrdcitos e uma proteina marcadora de células originarias da
crista neural (Machado et al, 2005), é provavel que células NG97 apresentem

caracteristicas comuns as demais células de origem nervosa.

Devido ao fato do meningococo infectar exclusivamente a espécie humana,
estudos in vivo acerca de sua patogenicidade e desenvolvimento de vacinas tornam-se
restritos. Murinos previamente infectados com virus da gripe e transgénicos
humanizados sdo uma opg¢éao para o estudo com N. meningitidis em animais (Kyungcheo
et al., 2003; Alonso et al., 2003; Johansson et al., 2003; Zarantonelli et al., 2007).
Murinos, geneticamente modificados, capazes de expressar o receptor humano CD46
(Johansson et al., 2003) mostraram-se como ferramentas uteis para o estudo dos
mecanismos de viruléncia dessa bactéria. Porém, tais modelos apresentam falhas, o
modelo transgénico de CD46 ndo é capaz de reproduzir completamente a doenca, ja que

a bactéria ndo adere as células do animal (Mairey et al., 2006).

Pouco se conhece sobre como o meningococo interage com e invade a BHE

(Mairey et al., 2006). Logo, sistemas capazes de mimetizar a infec¢io meningocdcica
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nessa estrutura sdo inestimaveis para o entendimento do tropismo caracteristico dessa

bactéria pelo cérebro.

A BHE € uma barreira celular entre a circulagio sist€mica e o sistema nervoso
central, responsdvel pela homeostase i6nica do microambiente do sistema nervoso
central (SNC). E uma estrutura complexa constituida por células endoteliais
intimamentre interconectadas entre si, envoltas por pericitos e prolongamentos de um

tipo de célula da glia, os atrdcitos (figura 1) (Petty et al, 2002; Haseloff et al, 2005).

|Astrocyte Tight junction

lendfoot

Pericyte Tightjunction

Basal lamina

Microglia Astrocyte

Figura 1. Associacées celulares que compoem a Barreira Hematoencefalica. As
células endoteliais adjacentes apresentam jungdes oclusivas que bloqueiam o transporte
paracelular de solutos entre as células. Pericitos relacionam-se com o endotélio de
forma descontinua, cercando-o. Estes dois tipos celulares sdo separados dos demais
integrantes da BHE por uma membrana basal (BL1), a qual estabelece uma matriz
extracelular que difere em sua composicdo da matriz dos prolongamentos (endfeets) dos
astrocitos (BL2). Tais prolongamentos formam uma rede complexa que envolve o
endotélio que é importante para a formacdo e manutencio das propriedades da BHE.
Projecdes de axdnios de neurdnios comunicam-se com células associadas ao endotélio,
mediando a permeabilidade da barreira. Células da micrdglia, outro tipo de célula da

glia além dos astrécitos, sdo células imunocompetentes do cérebro. Fonte: Abbott et al,
2010.

As células endoteliais que compdem a BHE sdo caracterizadas por ndo serem

fenestradas e apresentar raras vesiculas de pinocitose (Haseloff et al, 2005). A passagem
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de moléculas por tais células pode ocorrer de duas maneiras: através das células por
transporte transcelular ou entre as células adjacentes por transporte paracelular (Petty et
al, 2002; Haseloff et al, 2005). A via transcelular envolve uma grande variedade de
sistemas de transporte de moléculas tanto em sua superficie laminal quanto basal

presente nestas células (Haseloff et al, 2005).

A via paracelular, por sua vez, ndo estd associada a tais mecanismos, os solutos
sao difundidos no espaco entre as células. Contudo, o espago paracelular entre as células
endoteliais da BHE € praticamente obstruido por juncdes celulares as quais formam uma

barreira estrutural que limita a difusdo de solutos para o SNC (Petty et al, 2002).

As jungdes celulares entre células endoteliais adjacentes podem ser de dois tipos:
juncgdes aderentes e oclusivas (Ballabh et al., 2004). Nas juncdes aderentes, proteinas
caderinas se ligam ao esqueleto de actina das células endoteliais por meio de proteinas
intermedidrias, as cateninas (Petty et al, 2002; Ballabh et al., 2004) Essa interacao
mantém as células adjacentes interligadas e € essencial para a formagdo das juncdes

oclusivas (Abbott et al, 2010).

As jungdes oclusivas da BHE consistem num sistema mais complexo de proteinas
transmembranas, as claudinas e as proteinas JAM (Junctional adhesion molecule), e
citoplasmaticas, dentre as quais se destacam a ocludina. Tais proteinas formam um
sistema interligado que interage com o esqueleto de actina da célula (Ballabh et al,
2004; Abbott et al, 2010). Por ser a principal causa da obstrug¢do da via paracelular de
transporte de solutos, esse tipo de juncao € responsavel pela principal fun¢do da BHE: o

controle da permeabilidade do SNC (Engelhardt et al. 2009; Abbott et al, 2010).

Ainda, € interessante ressaltar que tanto o transporte de moléculas para o SNC

quanto do SNC para a circulagdo sist€émica é controlada por propriedades das células
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endoteliais. Na BHE, o principal sistema de efluxo é a glicoproteina-P, uma proteina
expressa em células endoteliais microvasculares do cérebro, a qual atua como uma

bomba de efluxo dependente de ATP (Scherrmann, 2002, Engelhardt et al. 2009).

Enquanto as células endoteliais constituem a barreira fisica de fato, interacdes que
envolvem outros tipos celulares sdo importantes para uma BHE funcional. Acredita-se
que os astrdcitos, ou astroglia, sdo responsdveis pela indu¢do e manutencido das
propriedades dessa estrutura. O fato de o meio condicionado por este tipo celular induz
a formacdo de jungdes entre células endoteliais in vitro sugere a participacdo de um ou
mais fatores soliveis derivados da glia no desenvolvimento da BHE (Ballabh et al,
2004; Haseloff et al, 2005). Ainda, de acordo com o estudo publicado por Janzer e Raff
(1987), astrocitos, células da neurdglia, sdo capazes de induzir propriedades de BHE em

células endotelial ndo-cerebrais.

O primeiro modelo in vitro da BHE foi desenvolvido em 1973 por Jod6 e
Karnushina através do isolamento de microvasos cerebrais e, desde entdo, diferentes
sistemas tém sido desenvolvidos e estudados a fim possibilitar a compreensdo de sua
fisiologia, farmacologia e patologia (Duport et al., 1998; Weksler et al., 2005;

Nakagawa et al., 2007 e 2009; Malina et al., 2009; Sano et al., 2010).

Como células endoteliais e da astroglia sdo cruciais para o desenvolvimento e
manutengdo das propriedades caracteristicas da BHE, modelos in vitro com células
endoteliais crescidas em meio condicionado por astrdcitos ou co-cultura de células
endoteliais e astrocitos (Rubin et al., 1991; Terasaki et al., 2003) bem como outras
células da glia foram estudados. No entanto, na maioria desses sistemas, as células da
neuroglia eram de origem ndo-humana, geralmente murina (Terasaki et al., 2003;

Nakagawa et al., 2007), e, como N. meningitidis é um patégeno exclusivo do homem,
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para se estudar mecanismos de patogenicidade dessa bactéria seriam mais adequados e

interessantes sistemas com células humanas.

Além disso, a maioria dos modelos in vitro de BHE estabelecidos até entdo
apresentam células, derivadas de culturas primdrias, imortalizadas utilizando-se genes
tumorais, origindrios, por exemplo, de simian virus (Muruganandam et al., 1997),
papiloma virus (Kusch-Poddar et al., 2005), lentivirus (Weksler et al., 2005) e retrovirus

(Sano et al., 2010).
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2. Objetivos

Considerando-se a limitagdo em relacdo a modelos disponiveis para o estudo de
caracteristicas da intera¢do de N. meningitidis com a BHE, este trabalho teve como uma
de suas propostas principais o desenvolvimento de um modelo in vitro de BHE com
células com caracteristicas de astrocitos, NG97, e endoteliais, Hec-1b. Como células
fagdcitarias atuam de maneira crucial no processo de infeccdo meningocdcica, no
presente estudo foram utilizados sistemas de BHE in vitro com e sem células HL60, a
fim de tentar estabelecer condicdes que permitam a simulagdo do processo infeccioso

por tal patégeno. Assim, foram propostos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a ades@io/invasdo por parte de linhagens de N. meningitidis em
diferentes linhagens de células humanas cultivadas individualmente in

vitro.

e Desenvolver e estabelecer um sistema in vitro com células humanas de
origem nervosa e células com caracteristicas endoteliais, a fim de se criar
um modelo celular inédito com condi¢cdes mimetizando a organizagdo
morfofuncional da BHE para o estudo in vitro das condigdes

fisiopatoldgicas da infecgc@o por N. meningitidis.

e Analisar a resposta imunoldgica e alteracdo celular apds a infeccdo por N.
meningitidis em cada célula cultivada isoladamente e no modelo de BHE

desenvolvido in vitro.

e Analisar se a presenga de células com capacidade fagocitéria influenciam
nos parametros avaliados no modelo de BHE, como resposta imunoldgica,

alteracdo celular e passagem de patdgenos pela barreira celular.
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MATERIAL E METODOS



3. Material e Métodos

3.1 Meios de Cultura

3.1.1 Infusio de cérebro-coracao (BHI) e BHI Agar

19

Foi utilizada a forma comercializada na concentragio de 37 g/L pela Acumedia

(Lansing, Mchigan, USA).O material foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20

minutos. Para o preparo do BHI Agar, adicionou-se 1,5 % de dgar ao meio de cultura

liquido antes da esterilizacdo pelo calor imido (autoclave).

3.1.2 Agar Chocolate

ApGs a esterilizagdo de BHI Agar, a uma temperatura de 80 °C, foi adicionado 5 % de

Sangue Desfibrilado de Cavalo.

3.1.3 Meio GC

Cloreto de SOdI0........eeeueeeeerieiieeieeeeeee e 5¢g
Extrato de Levedura.........ccccoocevveiieniieeeiee e, 6g
Proteose Peptona...........ccoeveeiiiiiiiiiiiiinniiieiec 15¢g
Amido de Batata.......coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn 15¢g
KzHPO4 ................................................................. 4 g
KH2P04 ................................................................. 1 g

Agua destilada q.8.pe..veeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL
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O material foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 minutos. Apds isso, a uma

temperatura de 56 °C, foi adicionado o seguinte suplemento, o qual foi esterilizado por

filtracdo:

GLICOSE. ..ttt lg
Bicarbonato de SOdI0........cevvevvveveeiveeiiieieeeeeeeeeeeeaee 0,15¢
ACIAO GIUTAMICO. cv.eeeveveeeeeeeeeeeeeeeereeere e 0,1g
Agua destilada q.S.p......oveveeereeeeeeeeeeeeeee s 1000 mL
3.2 Métodos

3.2.1 Linhagens Bacterianas e Condicoes de Crescimento

Todas as linhagens de Neisseria meningitidis utilizadas no presente trabalho e
suas origens estdo descritas na tabela 1. As linhagens foram cultivadas utilizando-se a
técnica de esgotamento em 4gar chocolate a 37 °C por um periodo de 18-24 horas. Para
o cultivo dos meningococos, utilizou-se também, sob as mesmas condi¢des, o meio GC.
Para sua manutencdo, as amostras foram suspendidas em meio infusdo de cérebro-

coragdo (BHI) ao qual foi adicionado glicerol a 30 % e mantidas a -80 °C.



Tabela 1. Linhagens de Neisseria meningtidis utilizadas neste trabalho
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Linhagem Caracteristicas Origem
N. meningitidis C2135 Sorogrupo C, BIOMERIEUX C2135 INCQS
N. meningitidis B Sorogrupo B, ATCC 23247 INCQS
N. meningitidis W135atcc Sorogrupo W135, ATCC 35559 INCQS
N. meningitidis P374 Sorogrupo Y, liquor, Campo Grande - RJ, Brasil INCQS
N. meningitidis B4 Sorogrupo B4:P1-7,16 IAL
N. meningitidis B-epidémica N. meningitidis epidémica IAL
N. meningitidis P2181 Sorogrupo C:NT: P1.5-1,10Cluster A4, STS, liquor INCQS
N. meningitidis P2143 Sorogrupo C:NT: P1.18-1,3 Cluster A4, ST8, liquor INCQS
N. meningitidis P2354 Sorogrupo B: NT:P1.7-2,3 Cluster A4, liquor, SC, Brasil INCQS
N. meningitidis P2498 Sorogrupo C:NT:P1.5-2,10 Cluster A4, ST153, liquor, RJ, Brasil  INCQS
N. meningitidis P2200 Sorogrupo C:NT: P1.5-2,10 Cluster A4, ST153, liquor INCQS
N. meningitidis W135 Marseille Sorogrupo W135 da oleg@o do Instituto Adolfo Lutz TIAL
N. meningitidis W135 referéncia Sorogrupo W135 da ole¢@o do Instituto Adolfo Lutz TIAL
N. meningitidis Y USA N. meningitidis isolada em surtos epidémicos nos Estados Unidos IAL
N. meningitidis 1AL 2443 Sorogrupo B:4,7:P1-15,19, N. meningitidis endémica do Brasil IAL
N. lactamica TIAL

TIAL - Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP

INCQS - FIOCRUZ - Instituto Nacional de Controle de Qualidade - Fundac¢do Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ
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3.2.2 Cultivo Celular

Células HEp-2 (carcinoma epitelial de laringe, obtido do Banco de Células do
Rio de Janeiro - BCRIJ), células NCI H460 (carcinoma epitelial pulmonar, obtido da
colecdo de linhagens do Instituto Adolfo Lutz), células Hec-1b (carcinoma endotelial de
uma endometriose humana, obtido da colecdo de linhagens celulares do Instituto Adolfo
Lutz) e células NG97 (neuroglioblastoma humano, obtido do laboratério da Profa. Dra.
Liana Verinaud — Depto de Imunologia — IB - UNICAMP) (representadas na figura 2)
foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Cultilab Ltda., Campinas, Sdo Paulo, Brasil)
suplementado com 10-20 % de Soro Fetal Bovino (SFB), dependendo da linhagem
celular, e mantidas a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO,. Apé6s a confluéncia da
monocamada celular, as células foram tripsinizadas e distribuidas em placas de 24
orificios. A concentracio celular obtida apds a tripsinizagdo era de 1.10° células/mL.
Cada well recebeu uma aliquota de 1 mL da suspensdo celular. As placas em questdo
foram incubadas sob as mesmas condicdes supracitadas até a confluéncia da

monocamada celular.
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Figura 2. Micrografias das linhagens utilizadas no trabalho. Células HEp-2 (A), NCI
H460 (B), Hec-1B (C) e NG97 (D). Aumento de 1000 X.

3.2.3 Ensaio de Adesao

O teste de adesdo em células foi baseado na metodologia descrita por Scalestky
et al. (1984). Para a realizacdo do mesmo, 50 uLL de uma suspensdo bacteriana contendo
1.10° unidades formadoras de coldnia (UFC) foi adicionada a cada poco contendo 1 mL
de meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de SFB. Para determinar a quantidade de
UFC de N. meningitidis utilizadas em cada teste de adesdo, um volume também de 50

uL foi plaqueado em placas de dgar chocolate e incubadas a 37 °C por 16-18 horas.

A placa teste de células e bactérias foi incubada a 37 °C por 3 horas e esta foi

encaminhada a trés analises diferentes: percentual de adesdo, andlise morfoldgica e
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perfil de expressdo de quimiocinas inflamatérias. A metodologia utilizada para tais

andlises estdo descritas nos topicos seguintes.

Placa com monocamada celular confluente

Q00000
0]0/0/0/00,
0]0/0/0/0[0)
000000

Infeccdo da monocamada celular por N. meningitidis por
3 horas a 37 "C a 5 % de CO,

Determinac@o do percentual

de adesio de N. meningitidh Analise morfologica  Determinacdo do perfil

de quimiocinas por gRT-
PCR

Figura 3. Esquema representativo da metodologia em comum para a obtencdo do
percentual de adesdo de N. meningitidis, andlise de alteracio morfoldgica e
determinagdo do perfil de expressio de quimicionas inflamatérias em células
submetidas & infec¢@o por esse patégeno.

3.2.4 Caracterizacdo do percentual de adesdo de Neisseria meningitidis em

monoculturas celulares

O percentual de adesdo de diferentes linhagens de meningococo na linhagens
celulares HEp-2, NCI H460, Hec-1B e NG97 foi obtido através da metodologia

ilustrada na figura 3.
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1. Infeccdo dz monccamada celular por N. meningitidis
por 3 horasa 37 °C a 5% ce CO;

1

2. Descarte do meio de cultura celular

!

3. Levagem da placa com células 5 vezes com RPVI 1640
seguida do descarte doc meio de cultura novamente

1

4. Adicaoce 1mL de RPMI 1640 a cada pcco da placa

!

5. Raspagem do fundce de cada well com uma ponteirade
microipetz esteril

1

6. Plagueamento de 50l de cadz well em placasde agar
chocolateestéreisem triplicata

!

7. Incubacao das placas de Zgar chocolate por 16-18 horas
a37°C a5%deCO,

8. Contagem de UFC das placas de ggar chocolate

Figura 4. Metodologia utilizada para obtencdo do percentual de adesdo de N.
meningitidis em culturas celulares.

E interessante ressaltar que a lavagem da placa contendo a cultura celular apds o
periodo de infeccdo (etapa 3 — figura 4) foi realizada a fim de eliminar as bactérias que

ndo aderiram nas células.

Ap6s a obtencdo do nimero de UFC de cada placa de dgar chocolate, calculou-

se o percentual de adesdo de cada linhagem meningocécica para cada tipo de célula
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estudada. Os dados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico no software

Prisma através do teste de Tukey.

3.2.5 Analise morfologica de culturas celulares apés infeccio com N. meningitidis

A andlise morfologica de células HEp-2, NCI H460, Hec-1B e NG97 foi
realizada através de laminas de microscopia Optica. Para isso, laminulas estéreis foram
colocadas no fundo de wells de placas de 24 pogos, nas quais as células cultivadas

nessas placas formaram camadas confluentes nas laminulas.

Ap6s o processo de infeccdo por N. meningitidis, descrito no topico Ensaio de
Adesdo (topico 3.2.3), o meio de cultura celular foi descartado e as placas foram lavadas
5 vezes com RPMI 160 estéril. A seguir, as laminulas foram submetidas a coloragio de
eosina-azul de metileno segundo Wright (Solucdo de Corante de Wright — Nalgon,
Itupeva, Sdo Paulo, Brasil) e montadas sobre lamina Optica com Entellan®/ MERCK.
Tal procedimento permitiu a visualizacdo em microscopia Optica das alteracdes e da

adesdo do meningococo nas células in vitro.

A partir das laminas obtidas através do ensaio de adesdo, foi possivel a
visualizacdo das alteragdes e da adesdio do meningococo as células in vitro em
microscopia Optica. Para determinar se houve alteracdo morfoldgica significativa nas
células submetidas a infec¢do, observou-se as laminas em microscopia de luz com
objetiva de 100 X e foi realizado o seguinte procedimento: a cada 100 células, contou-se
aquelas que apresentaram alteragdo morfoldgica em relag@o aos controles negativos. Os
campos de visualizacdo para contagem de células foram escolhidos de maneira

aleatoria.
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Considerou-se como alteragdo morfolégica aspectos como citoplasma mais
denso, formagdo de expansdes citoplasmaticas como vesiculas (“blebs”) e modificacdes

quanto ao formato da prépria célula

3.2.6 Analise da expressao de quimiocinas inflamatdérias

3.2.6.1 Extracao de RNA

Células cultivadas em placas de 24 wells foram submetidas ao processo de
infecgc@o por N. meningitidis descrito no tépico de Ensaio de adesdo. Apds um periodo
de 3 horas, o meio de cada well foi retirado. A cada orificio, foi adicionada a aliquota
de 300 pL de Trizol Reagent® (Invitrogen Inc.Carlsbad, CA, USA) e com o auxilio de
uma ponteira de micropipeta estéril, o contetido total de extracdo de cada well foi

retirado e transferido para um eppendorf de 1,5 mL RNase free.

Cada amostra recebeu um volume de 200 uL de cloroférmio, agitada e incubada
3 minutos a temperatura ambiente. As amostras, entdo, foram centrifugadas a 10000
rpm a 4 °C por 15 minutos. Apds a centrifugacio, houve a formacgao de 3 fases em cada
eppendorf: uma fase superior aquosa com RNA, uma interface e outra organica, ambas
com DNA e proteinas. A fase que continha RNA foi transferida para um novo
eppendorf RNase free. Adicionou-se uma aliquota de 500 uL de isopropanol a cada
tubo e estes foram incubados a -20 °C por 30 minutos. Apés esse periodo, os tubos
foram centrifugados a 14000 rpm a 4 °C por 10 minutos e, posteriormente, 0S
sedimentos foram lavados com 500 pL de etanol 70 %. As amostras foram novamente
centrifugadas a 14000 rpm em um periodo de 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e, apds a evaporacdo do dlcool, os pellets foram ressuspendidos em dgua tratada com

DEPC (dietilpirocarbonato 0,01 % v/v) e conservado a -80 °C.
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3.2.6.2 Dosagem de Quimiocinas inflamatoérias por PCR em tempo real

quantitativo (qQRT - PCR).

Uma quantidade de 0,3 pg de RNA extraido foi submetido a reagdo de PCR em

tempo real quantitativo, utilizando oligonucleotideos para genes enddgenos para

GAPDH e como genes alvo TNFa, IL-6, IL-8 e IL-10 (oligonucleotideos descritos na

tabela 2). Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit qRT — ONE STEP- SuperScript 111

(Invitrogen Inc.Carlsbad, CA, USA) e para a reagdo de quantificacdo relativa o 2X

SYBR Green (Applied Biosytems, Warrington, WA, UK).

Tabela 2. Lista de Oligonuclotideos utilizados para qRT-PCR

Tamanho
Quimiocina Oligonucleotideo do produto
(pb)
L6 FW GAGGATACCACTCCCAACAGACC 141
RV AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
L8 FW ATGACTTCCAAGCTGGCC GTGGCT 204
RV TTATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAA
IL10 FW GTGATGCCCCAAGCTGAGA 138
RV CACGGCCTTGCTCTTGTTT
TNF-a FW TCTTCTCGAACCCCGAGTGA 151
RV CCTCTGATGGCACCACCAG
GAPDH FW TGCACCACCAACTGCTTAGC 148

RV GGCATGGACTGTGGTCATGAG

FW - Oligonucloitdeo forward, RV- Oligonucleotideo Reverse

As reacdes foram efetuadas em placas de 96 pocos no ONE STEP PLUS

(Applied Biosystems), nas condi¢des de 50 °C/15 min (para a acdo da transcriptase

reversa), seguindo de 45 ciclos de 95 °C/15 seg, 60 °C/1 min., de acordo o meio de

reacdo abaixo descrito:
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Master Mix SYBR Green 2X Sul
gRT — ONE STEP- SuperScript 111 0,25 ul
Primer Forward (concentragdo final 400puM) 0,08 wl
Primer Reverse (concentragdo final 400puM) 0,08 wl
RNA extraido (concentragao final de 30 ng) 1w
H20 DEPC q.s.p. 10 pl

A andlise dos resultados foi realizada pelo método de comparacdo de expressao
do gene end6geno GAPDH, de tal modo que o Ct (threshould cycle — ciclo no qual a
fluorescéncia emitida pelos produtos da reacdo de amplificagdo passa a ser
estastitiscamente significante) do gene alvo de cada quimiocina (inicio do ciclo de
amplificacdo de cada gene) foi comparado ao Ct obtido do controle negativo celular do
gene enddgeno ndo infectado, gerando o ACt o qual foi subtraido do Ct obtido de cada
gene de quimiocina de células infectadas por diferentes linhagens bacterianas, gerando
assim o valor de AACt A razdo da expressdo desses valores é expressa nos valores de
2-AACT

, que fornece a expressdo de cada quimiocina expressa em cada tipo celular frente

a infec¢do bacteriana.

3.2.7 Diferenciacao de células HL60

Células HL60 (linhagem pré-mielocitica), obtidas da Colecdo de Culturas de
Células do Banco de Células do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 20 % de SFB a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO, durante o

periodo de 96 horas. A quantidade de células foi monitorada em cimaras de Neubauer.
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Quando esta chegou a 1.10* células/mL, aliquotas maiores de meio de cultura foram
adicionadas até que a obten¢do de uma suspensdo celular com concentracdo de 1.10°

células/mL.

Uma vez obtida a concentracdo celular necessaria, as células HL60 foram
distribuidas em aliquotas de 1 mL em cada um dos 24 orificio de uma placa. Estas
células foram submetidas ao processo de diferenciacio em linhagem granulocitdria
através da adicdo de 1,5 % de dimetil sulféxido (DMSO) em condi¢des assépticas e da
incubacdo por, no minimo 5 dias, em condi¢cdes supra-citadas. As células HL60

diferenciadas foram entio destinadas ao ensaio de Transwell, descrito a seguir.
3.2.8 Ensaio de culturas celulares combinadas em Transwell

Culturas de células NG97 e Hec-1B foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10 % de SFB. Apés a confluéncia das monocamadas celulares,
ambas as células foram tripisinizadas. As células NG-97 foram transferidas para uma
placa de 24 wells, alguns destes com laminulas estéreis no fundo. Células Hec-1B, por
sua vez, foram transferidas para insertos (thin certs — Greiner Bio One) com poros de
1,0um. Tais insertos ficaram suspensos na placa que continha a cultura de NG-97,

conforme estd ilustrado na figura 5.
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Inserto com
porosde
1,0um
olo[o[o]o[o ] ——— HeclB
= = = = o > NG-97
(A)
HL60
Inserto com
porosde
1,0um
olo|o|o]o|]o]|——— Hecls

o P P o o 4—> NG-97

(B)

Figura 5. Demonstragio esquemdtica de pocos de co-culutura de células Hec-1B
(origem endotelial) e NG97 (origem nervosa) sem (A) e com (B) células HL60 (origem
granulocitdira).

Ap6s a confluéncia de ambos os tapetes celulares, metade da placa de co-cultura
recebeu um volume de 50 uL de uma suspensio de células HL60 diferenciadas (5x103
células). Antes de serem adicionadas, as células HL60 foram centrifugadas a 1500 rpm

por 10 minutos para se retirar o DMSO do meio.
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A placa foi incubada a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO, por 4 horas e, apds
esse periodo, realizou-se a infec¢do da mesma. Para tal, adicionou-se uma aliquota de
50 uL de suspensdes contendo 1.10° unidades formadoras de colonia (UFC) de N.
meningitidis C2135, B4 e W135 ATCC em cada inserto de células Hec-1B.Entretanto,
para realizar a infeccdo, cada inserto contendo células Hec-1B foi transferido para uma
placa vazia e estéril de 24 wells. Tal procedimento foi adotado para evitar uma possivel
contaminagdo acidental na parte inferior da placa, a qual continha células NG-97, no
momento de infec¢do dos insertos. Assim, eliminou-se a possibilidade de um resultado

falso positivo em relacdo a passagem de N. meningitdis no modelo de BHE testado.

Ap6s a infecgdo, os insertos com Hec-1B foram reposicionados a placa com
NG-97. A placa, entdo, foi incubada por 18 horas nas mesmas condi¢des descritas

acima.

Os pogos que ndo apresentavam laminulas foram destinados a extragdo de RNA
e quantificacdo de citocinas inflamatérias (metodologia descrita no item 2.6). As
laminulas foram lavadas 5 vezes com RPMI 1640, submetidas a coloracdo de eosina-

azul de metileno segundo Wright e montadas com Entellan®/ MERCK.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Resultados e Discussio

4.1 Percentual de adesao de Neisseria meningitidis em monoculturas celulares

Os dados obtidos nos ensaios para a determinacio do percentual de adesdo de N.
meningitidis em células HEp-2, NCI H460, Hec-1B e NG97 foram realizados segundo a
metodologia descrita no tépico 3.2.4 (Material e métodos) e estdo apresentados no

gréfico abaixo.

tipos celulares (%)

Percentual de adesao de N. meningitidis a diferentes

B HEp-2 mNCIH460 Hec-1B mNG97

Figura 6. Percentual de adesdo de diferentes linhagens de N. meningitidis em células HEp-
2, NCI H460, Hec-1B e NG97. Os experimentos foram realizados em placas de 24 wells
em triplicatas e os resultados representam médias e desvio padrao dos dados obtidos.

*Nao foi possivel estabelecer valores de adesdo das linhagens P2181 e W135 referéncia
em células NCI H460.
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4.2 Anadlise de alteracdo morfologica em monoculturas celulares apés infeccao com

Neisseria meningitidis

A andlise de alteracdo morfolégica em células HEp-2, NCI H460, Hec-1B e
NG97 apés a infeccdo com diferentes linhagens meningocdcicas seguiu a metodologia
descrita no topico 3.2.5. Os dados obtidos para as células NCI H460, HEc-1B e NG97

estdo representados no grafico abaixo.

infecgdo (%)

Percentual de células com alteragdao morfolégica apds

m NCI H460 Hec-1b mNG97

Figura 7. Percentual de alteracdo da morfologia de células NCI H460, Hec-1B e NG97
ap6s infeccdo com diferentes linhagens de N. meningitidis. Os experimentos foram
realizados em placas de 24 wells em triplicatas e os resultados representam médias e
desvio padrdo dos dados obtidos.

*A contagem de alteracdo morfolégica em células HEp-2 ndo estd representada no grafico
pois tal linhagem celular apresentou valores muito baixos (préximos a zero) para a maioria
das linhagens bacterianas utilizadas nesse estudo.
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4.3 Morfologia de culturas celulares apés infeccdo com linhagens de Neisseria

meningitidis

As laminas de microscopia Optica das células HEp-2, NCI H460, Hec-1B e
NG97 cultivadas isoladamente e células NG97 em co-cultura nos ensaios em transwell
obtidas segundo a metodologia descrita nos tdpicos 3.2.5 e 3.2.6, respectivamente,
foram analisadas ao microscopio de luz e estdo representadas pelas micrografias a
seguir.

As setas indicam meningococos aderidos as células. As pontas de setas

evidenciam a ocorréncia de alteracdes na morfologia das células analisadas.
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4.3.1 Morfologia de células HEp-2 ap6s ensaio com N. meningitidis

Figura 8. Células HEp-2 (A), células HEp-2 apds ensaio de adesdo com N. meningitidis C2135
(B), B4 (C), P2181 (D), P2143 (E) e P2498 (F). Aumento de 400 X.
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As linhagens de N. meningitdis utilizadas neste estudo apresentaram baixo
percentual de adesdo em células HEp-2, quando comparadas as demais linhagens
celulares. O maior percentual aderente neste tipo celular foi da linhagem B4 (13,4 %)
seguida das linhagens W135 Marseille (7,41 %) e P2498 (5,84 %). Tais valores
apresentaram-se estatisticamente maiores que os demais (Figura 6; P < 0,001). Os

valores de adesdo das outras linhagens foram préximos a zero (Figura 6).

Um ndmero pouco representativo de células apresentou alteragdo morfoldgica
apds o desafio com diferentes linhagens de meningococo. A linhagem B4 foi a tnica
que se destacou pelo fato de ser responsavel por mudangas morfoldgicas detectaveis a
microscopio optico em HEp-2. Apesar de células infectadas com linhagens como C2135
(Figura 8.B) e P2143 (Figura 8.E) apresentarem alteragdes morfoldgicas, estas foram
pontos de alteracdo isolados, sendo que a maioria destas ndo apresentaram diferencas

em relacdo ao controle negativo (Figura 8.A) ao microscépio de luz.

E interessante ressaltar, entretanto, que as linhagens de N. meningitidis B4, W135
Marseille e P2498 obtiveram alto valor de adesdo em comparacdo a N. lactamica (P <
0.001), outra Neisseriaceae que comumente habita o trato respiratério humano. Esta
bactéria apresentou em HEp-2 0,05 % de adesio (dados ndo apresentados neste

trabalho).

Diversos fatores podem estar associados a colonizacdo e interacdo entre N.
meningitidis e células do trato respiratério superior (representada nesse trabalho por
células HEp-2) e inferior (representado por células NCI H460). A colonizacido por N.
meningitidis € afetada também por fatores do préprio hospedeiro como idade e
tabagismo. Segundo o estudo feito por Cartwright (1987), criancas, com faixa etdria

abaixo de cinco anos, apresentam uma taxa de coloniza¢do de Neisseria lactamica cinco
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vezes maior do que de N. meningitidis. Acredita-se que a colonizagdo por N. lactamica
seja importante no desenvolvimento inicial da imunidade contra o meningococo

(Cartwright et al., 1987).

Raza e colaboradores (1993), por exemplo, demonstraram que células HEp-2
infectadas com virus respiratorio sincicial (RSV) sdo mais susceptiveis a adesdo por
diversas espécies de bactéria, como Haemophilus influenzae tipo b, Streptococcus

pneumoniae e N. meningitidis.

Ainda, sabe-se que existe uma relacio entre tabagismo ativo e a colonizagdo do
trato respiratorio superior por meningococos. Um estudo realizado por Blackwell e
colaboradores (1990) com estudantes ingleses demonstrou que hid um aumento
significativo na proporcdo de individuos colonizados por meningococos entre
estudantes fumantes e estudantes ndo fumantes e/ou fumantes passivos. Sabe-se também
que, apesar de ndo estar relacionado a um aumento na expressiao de antigenos celulares
que podem atuar como receptores as bactérias patogé€nicas, o aumento da colonizacio
bacteriana em células epiteliais de individuos fumantes pode estar relacionado a
alteracdes em tais células devido a componentes do fumo (Ahmer et al., 1999). Ainda, o
fumo passivo apesar de ndo estar associado a um aumento na taxa de colonizacdo estd

associado ao desenvolvimento de infec¢des meningocdcicas (Blackwell et al., 1990).

Pouco se conhece acerca de como o meningococo ultrapassa a mucosa epitelial
respiratéria. Contudo, acredita-se que tal evento esteja relacionado a variag@o de fase de
antigenos meningocdcios. Em um primeiro momento, presume-se que a colonizacio da
nasofaringe ocorra através da elevada expressdo de tipos especificos de pili e de
proteinas de opacidade. Apds essa adesdo inicial, fatores desconhecidos levariam a

perda da expressdo da cipsula e talvez até do pili e a expressdo de outro tipo de proteina
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de opacidade, dando ao meningococo a habilidade de invadir e matar as células da

mucosa nasofaringea (de Vries et al., 1996).

Os dados apresentados no presente estudo com células HEp-2 possivelmente
exemplificam a etapa inicial de contato entre N. meningitidis e seu hospedeiro. O fato de
células HEp-2 ndo apresentarem alteracio morfoldgica visivel ao microscépio éptico
pode estar relacionado ao fato de a nasofaringe ser geralmente considerada como um
habitat natural e reservatério de N. meningitidis, no qual a interacdo entre bactéria e
células hospedeira pode ocorrer de forma comensal e ndo-invasiva (de Vries et

al.,1996).
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4.3.2 Morfologia de células NCI H460 apds ensaio com N. meningitidis

Figura 9. Células NCI H460 (A), células NCI H460ap6s ensaio de adesdo com N. meningitidis
B ATCC (B), B4 (C), P2354 (D), P2143 (E) e Y USA (F). Aumento de 1000 X.
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Células NCI H460 mostraram-se mais permissivas a infeccdo por N. meningitidis
que apresentou valores de adesdo maiores se comparados aos obtidos em HEp-2 (figura
6). Neste tipo celular, quatro linhagens destacaram-se como mais aderentes: P2354
(22,18 %), P2498 (36,48 %), Y USA (33,53 %), IAL 2443 (33,52 %) e B4 (27,5 %).
(Figura 6; P < 0,05). As demais linhagens de meningococo apresentaram valores
percentuais entre 9,77 (C2135) e 2 (P2143) e foram consideradas estatisticamente
semelhantes (Figura 6). Entretanto, a linhagem C2135 foi uma das maiores causadoras
de alteracdes na morfologia de NCI H460, cerca de 23 % das células infectadas com
essa bactéria apresentaram diferengas, quando comparadas ao controle negativo (Figura
9.A), como citoplasma mais denso e projecdes citoplasmadticas. Células NCI H460
infectadas pela linhagem B epidémica também apresentaram alteracdes significativas
em sua morfologia com 24 % de células com aspecto morfoldgico diferente em relagio

ao controle negativo.

Sabe-se que, apés a colonizagdo da mucosa da nasofaringe, pode ocorrer a
microaspiragdo do trato respiratério inferior, com o consequente desenvolvimento de
um quadro raro de infec¢do meningocdcica pulmonar, como pneumonia (Winstead et
al., 2000; Alonso, 2008). Estudos indicam que a infec¢do pulmonar por N. meningitidis
¢é caracteristica de linhagens pertencentes ao sorogrupo Y (Winstead et al., 2000).
Dentre as 15 linhagens de bactéria utilizadas no presente estudo, duas sdo do sorogrupo
Y, as linhagens P374 e YUSA. Tais linhagens apresentaram comportamentos diferentes.
N. meningitidis P374 apresentou 8,43 % de adesdo (Figura 6) e 1 % de células NCI
H460 (Figura 7) com morfologia alterada. A linhagem Y USA apresentou um e um
valor de 9,67 % (Figura 7) de células com alteracdes morfoldgicas (Figura 9.F), e um

dos maiores valores de adesao ao tipo celular em questao, 33,53 % (Figura 6) (P< 0,05).
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A literatura atual ndo apresenta estudos anteriores sobre a interagdo entre o
meningococo e células NCI H460, um carcinoma epitelial pulmonar NSCLC (Ferreira
et al. 2000). Porém, outra célula classificada como NSCLC e, por consequéncia de
origem comum, € A549 (Koll er al. 2008). Tal tipo celular expressa altos niveis de
CEACAM (Horton et al. 2009), os quais como foi discutido anteriormente, atuam como
mediadores diretos da relacdo entre proteinas de opacidade (Opa) do meningococo e
células hospedeiras (de Jonge et al., 2003; Callaghan et al., 2006; Horton et al. 2009).
Estudos de adesdo do grupo entre A459 e N. meningitidis apresentaram valores muitos
proximos entre os realizados em células NCI H460 para as mesmas linhagens de

meningococo (dados ndo apresentados).

Dada a semelhanca entre células NCI H460 e A459 e o fato de que a expresséo de
proteinas de opacidade é um passo crucial para a adesdo em células epiteliais (Ahmer et
al., 1999), € possivel que a adesdo preferencial em células NCI H60 em relacdo a HEp-2
esteja relacionada ao provavel fato dessa primeira apresentar elevados niveis de

CEACAM.

A interagdo e invasdo de células pulmonares por N. meningitidis também ¢é
mediada por outras estruturas presentes na superficie bacteriana, tais como o LOS. Em
estudos in vivo, meningococos mutantes desprovidos de LOS, quando comparados a
linhagens selvagens, apresentam menor interacdo com o pulmao de camundongos e sdo
incapazes de atingir a corrente sanguinea e causar meningococemia (Zarantonelli et al.,

2006).
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4.3.3 Morfologia de células Hec-1B ap6s ensaio com N. meningitidis

i o

Figura 10. Células Hec-1B (A), células Hec-1B apos ensaio de adesdo com N. meningitidis
B ATCC (B), W135 ATCC (C), B4 (D), B epidémica (E) e P2181 (F). Aumento de 1000 X.
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De modo geral, a linhagem celular Hec-1B apresentou mais alteragdes
morfolégicas; além das linhagens de bactérias testadas apresentarem valores mais
elevados de adesdo a esse tipo celular em comparacio a células HEp-2 e NCI H460. A
linhagem B4 apresentou 57,14 % de adesdo (Figura 6) nesse tipo celular,
correspondendo a mais alta adesdo (P < 0,05). Tal linhagem meningocdcica apresentou
28 % das células infectadas por essa bactéria apresentaram morfologia alterada (Figura
7), como citoplasma mais denso e formagdo de “blebs”, expansdes citoplasmadticas

(Figura 10.D).

As linhagens P2498, P2200, Y USA e IAl 2443 também apresentaram valores
altos de adesdo em relagdo as demais linhagens (P < 0,05) com valores de 39,52 a 29,11
% (IAL 2443 e Y USA, Figura 6). Tais linhagens também obtiveram valores de
alteracdo morfoldgica estatisticamente semelhantes a B4 (P < 0,05), variando de 16,33 a

30 % (P2498 e 1AL 2443, respectivamente, Figura 7).

Assim, € possivel inferir que um nimero alto de adesdo nio estd diretamente

relacionado a uma alta taxa de alteracdes morfoldgicas em células Hec-1b.

Na literatura, a linhagem celular Hec-1b é amplamente utilizada como modelo de
adesdo de bactérias do gé€nero Neisseria (Marceau et al., 1999, Spence et al.,2000,
Scheuerpflug et al., 1999, Tobiason et al., 2001 e Kirchner et al.,2005). Marceau et al.
(1999) demonstrou que pilinas S do tipo SB isoladas de uma linhagem encapsulada de
N. meningitidis sorogrupo C (8013) eram responsaveis por alta adesdo em células Hec-
1b. Pilinas S do tipo AS e SC, provenientes da mesma linhagem bacteriana, estavam
associadas a baixa adesdo no mesmo tipo celular. Sabe-se ainda que a pilina é uma
estrutura sujeita a variacdo antigénica, sendo esse fendmeno responsdvel pela

variabilidade de adesdo de bactérias de uma mesma linhagem (Marceau et al., 1999).
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De acordo com diversos autores, incluindo Nassif (1999), Stimson et al. (1996)
e Scheuerpflug er al. (1999), a pilina € uma estrutura indispensdvel ao processo de
adesdo inicial de N. meningitidis em células endoteliais e epiteliais humanas. A fimbria
do tipo IV € o principal responsavel pela adesdo nesses tipos celulares (Nassif et al.,
1999; Scheuerpflug et al., 1999; Kirchner et al., 2005), tais como HUVEC e Hec-1b.
Uma das subunidades da pilina, a proteina PilC também possui importante papel na
interac@o entre a célula bacteriana e as do hospedeiro, ja que proteinas PilC purificadas
inibem competivamente a adesdo de N. meningitidis em células endoteliais e epiteliais .
E interessante ressaltar que a adesdo de Neisseria mediada por pilus envolve respostas
complexas do hospedeiro, como fluxo citosdlico de Ca®™, exocitose e “plaque

formation” (Kirchner et al., 2005).

Ademais, um estudo do transcriptoma da linhagem MC58 (sorogrupo B) durante a
infeccdo em células epiteliais (HEp-2) e endoteliais (HBMEC) mostrou que hd uma
diferenca quanto a regulacdo da expressdo de uma série de genes bacterianos em contato
com células de origem epitelial e endotelial. (Dietrich et al., 2003). E provivel que essa
regulacdo génica diferencial em uma mesma linhagem bacteriana esteja relacionada a
presencga de diferentes receptores em células hospedeiras de diferentes origens. Tal fato
justificaria, em parte, o comportamento diferencial de uma mesma linhagem

meningocdcica nas linhagens de células HEp-2, NCI H460 e Hec-1b.
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4.3.4 Morfologia de células NG97 ap6s ensaio com N. meningitidis

Figura 11. Células NG97 (A), células NG97 apéds ensaio de adesdo com N. meningitidis C2135
(B), W135 ATCC (C), P2143 (D), IAL 2443 (E) e Y USA (F). Aumento de 1000 X.
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As células NG97 mostraram-se mais permissivas a alteracdes apds a infec¢io por
diferentes linhagens de meningococos. Mesmo sendo uma populacdo de células
heterogéneas, (Machado et al., 2005), células NG97 submetidas ao teste de adesdo por
N meningitidis sofreram em sua morfologia alteracdes perceptiveis a microscopia
Optica, tais como formagfo e vesiculas de maior densidade citoplasmatica (Figura 11 A-

F).

Da mesma maneira que nos outros tipos celulares estudados, a linhagem B4
destacou-se dentre as demais em NG97. Tal linhagem bacteriana apresentou o maior
valor percentual de adesdo em NG97: 58,7 % (P < 0,001; Figura 6). Ainda, células
NG97 infectadas com B4 apresentaram também o maior percentual de alteracdes

morfolégicas, 67 % (P < 0,001; Figura 7).

N

Células NG97 submetidas a infec¢do por N. meningitidis do sorogrupo W135
apresentaram um ndmero relativamente pequeno de células com modificacdes em sua
morfologia ao microscépio de luz, com 3,33; 10,33 e 8,67 % (P < 0,05; Figura 7) para
as linhagens W135 ATCC (Figura 10.C), W135 Marseille e W135 referéncia,

respectivamente.

As linhagens B ATCC, P374, B epidémica, P2181 e Y USA apresentaram valores
de alteracdo de morfologia em NG97 semelhantes (Figura 7). Nas figuras 11.B, 11.D e
11.F € possivel observar células NG97 com citoplasma mais denso e prolongamentos

citoplasmaéticos apds a infec¢do por, respectivamente, C2135, P2143 e Y USA.

Quanto ao percentual de adesdo a NG97, as linhagens meningocdcicas, exceto B4,
P2181 e Y USA, apresentaram valores estatisticamente préximos. As linhagens P2181 e
Y USA obtiveram valores semelhantes nas taxas de adesdo (P < 0,05; Figura 6) além da

taxa de alteracdo morfoldgica em NG97.
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Com base nos dados obtidos, pode-se inferir que a linhagem B4 e as linhagens
pertencentes ao sorogrupo W135 apresentaram comportamentos inversos em relagdo a
aderéncia e capacidade de causar alteracdo em células NG97. Enquanto B4 apresentou
valores altos para esses dois parAmetros, o sorogrupo W135 valores baixos. Entretanto,
a taxa de adesdo ndo estd diretamente relacionada a taxa de alteracio morfoldgica
causada por uma linhagem bacteriana. Isso foi observado em HEp-2, NCI H460, Hec-1b

e também em NG97.

Niao foi possivel encontrar na bibliografia estudos anteriores realizados sobre a

interagdo entre N. meningitidis e células NG97.

Fowler e colaboradores (2006) compararam a interacdo entre linhagens de N.
meningitidis e N. lactamica em contato com células de meningioma. N. lactamica,
apesar de ser uma espécie que habita de forma comensal a nasofaringe humana, pode
causar infeccdes como septicemia e meningite (Everts et al., 2010). Observou-se que
tanto N. meningitidis quanto N. lactamica apresentam uma maior adesdo a células de
meninge em relagdo a células da mucosa epitelial respiratdria (Fowler et al., 2006). Essa
observacdo corrobora com os dados obtidos no presente trabalho com células HEp-2 e
NG97. A adesio meningocdcica em células NG97 foi significantemente maior em

relacdo a adesdo em células HEp-2 (Figura 6).

Sabe-se também que a pilina, presente em diversas espécies de Neisseria, € a
principal estrutura responsavel pela interagdo entre N. meningitdis a células da meninge.
Acredita-se que a diferenga entre o comportamento de adesdo em meningiomas entre N.
meningitidis e N. lactamica € justificada devido ao fato de apenas os meningococos

apresentarem uma proteina associada a pilina, PilC (Fowler et al., 2006).



50

Com base nos resultados obtidos em células HEp-2, NCI H460, Hec-1B e NG97,
pode-se inferir que as caracteristicas de adesdo de N. meningitidis ndo estdo diretamente
relacionadas as alteracdes provocadas nas células e que estas s@o tanto dependentes da
linhagem meningocdcica quanto do tipo celular. Tal argumento corrobora com os dados
apresentados por Linhartova et al. (2006), entretanto, tais dados se referem a
modificacdes na expressdo génica, e ndo diretamente a alteracdes morfoldgicas, de
células HUVEC (células endoteliais de veia umbilical). Células HUVEC apresentaram
expressao génica diferencial apds a infec¢do com linhagens de meningococo (MC58 —
sorogrupo B) capazes de produzir pilina e aderir as células e com linhagens deficientes
em fimbria e, assim, incapazes de aderir as células. Diversos genes antiapoptoticos,
genes relacionados a proliferacdo celular e a respostas inflamatérias sdo ativados pela
adesdo meningocdcica a esse tipo celular, demonstrando que a adesdo desta bactéria é

capaz de manipular vias de sinalizacdo da célula hospedeira (Linhartova et al., 2006).

Ainda, a adesdo e a interacdo diferenciais entre diversas linhagens
meningocécicas do mesmo sorogrupo e diferentes tipos celulares, causando ou ndo
alteracdo na morfologia destas células, podem ser explicados também pelo fato de que
os processos de adesdo e interagdo bactéria-célula hospedeira ndo sdo apenas
dependentes da estrutura capsular bacteriana, sendo consequéncia do tipo de estruturas
presentes na superficie das células hospedeiras, como receptores, e do tipo de estruturas
presentes na superficie bacteriana, como pili, LOS e proteinas de opacidade (DeVoe,
1982; de Jonge et al.., 2003; Zughaier et al., 2004; Callaghan et al., 2006). Como a
expressdo destas estruturas bacterianas € diferencial para cada tipo de linhagem
independente do sorogrupo, a interagdo entre diferentes linhagens meningocdcicas e o
mesmo tipo celular se dard de maneira diferente, o que corrobora com os resultados

obtidos.
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No presente trabalho, foram utilizados quatro tipos celulares humanos derivados
de diferentes sitios relacionados ao processo da doenca meningocdcica (trato
respiratério superior e inferior, endotélio e sistema nervoso). A andlise comparativa do
transcriptoma de linhagens de meningococo frente a diferentes tipos de células
hospedeiras mostrou que a mesma linhagem bacteriana apresenta padrdes diferentes de
regulacdo génica dependendo do tipo celular a qual adere (Dietrich et al., 2003). Logo, a
observacdo obtida pelo grupo de Dietrich também pode ser utilizada para justificar o
comportamento diferencial de uma mesma linhagem de N. meningitidis em diferentes

tipos celulares humanos.

Acredita-se que o comportamento diferencial de N. meningitidis, em diferentes
tipos celulares, seja uma caracteristica importante durante os diferentes estigios da

infec¢do meningocdcica.

Todavia, a linhagem B4, quando comparada de maneira geral as demais linhagens
de N. meningitidis, destacou-se perante as demais devido ao fato de apresentar valores
altos de adesdo para as quatro células estudadas (Figura 6). Seriam interessantes estudos

futuros sobre a viruléncia dessa linhagem bacteriana.
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4.3.5 Morfologia de co-cultura de células Hec-1B e NG97 em transwell apds ensaio com

N. meningitidis

Figura 12. Células NG97 em transwell (A), células NG97 em transwell apds infeccdo do
inserto superior de Hec-1b com N. meningitidis C2135 (B), W135 ATCC (C), B4(D).
Aumento de 1000 X.
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4.3.6 Morfologia de co-cultura de células Hec-1B, NG97 e HL60 em transwell apds ensaio com

N. meningitidis

Figura 13. Células NG97 em transwell (A), células NG97 em transwell apds infeccdo do
inserto superior de Hec-1b e HL60 com N. meningitidis C2135 (B), W135 ATCC (C), B4(D).
Aumento de 1000 X.

Analisando o mimetismo celular da barreira hematoencefalica, os ensaios de
transwell de co-culturas de NG97 com Hec-1b com e sem células HL60 diferenciadas,
observou-se que ocorreram alteragdes morfoldgicas significativas em células NG97
quando infectadas com C2135 e B4, com e sem a presenca de HL60. Foi possivel ainda
observar, ao microscépio de luz, a presenca de diplococos na parte inferior da transwell

com e sem HL60 infectados com estas duas linhagens de N. meningitidis.
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E interessante ressaltar que, aparentemente, a quantidade de meningococo na parte
inferior de transwell infectadas com C2135 parece menor em amostras com HL60. Isso
pode ser explicado pelo fato da capacidade de HL60 fagocitar de maneira eficaz
diferentes linhagens de N. meningitidis pertencentes ao sorogrupo C (Findlow et al.,

2006).

Linhagens invasivas do sorogrupo B sdo geralmente resistentes as atividades
bactericidas do soro humano, como a fagocitose por células do sistema imune (Kahler et
al., 1998). Além da cdpsula ndo-imunogénica (Read et al., 1996), estas linhagens
invasivas expressam de LOS com residuos terminais de acido sidlico (Kahler et al.,
1998). Ainda, WI135ATCC apresentou o maior valor percentual de resisténcia ao
processo fagocitario mediado por HL60 (dados ndo demonstrados). Tal fato corrobora
com os dados obtidos, pois apesar de ndo haver alteracdo celular significativa em NG97
em franswell com ou sem HL60, visualmente hd um maior nimero de meningococos

que passaram pelo inserto com Hec-1b em amostras com HL60.



55

4.4 Avaliacao do perfil de expressdo de quimiocinas por qRT-PCR em monoculturas

celulares

A expressdo de quimiocinas inflamatdrias nas células cultivadas isoladamente
foi analisada através da metodologia relatada no tépico 3.2.8. Os perfis de expressdo de

tais moléculas para cada tipo celular estdo representados nas figuras 14 a 17.
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Figura 14. Avaliacio da expressdo de quimiocinas em células HEp-2: Valores de 2 ™'

da quantificacdo da expressdo das quimiocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a nesta linhagem
celular submetida a infeccdo por N. meningitidis B epidémica, C2135, P374 e W135
ATCC. As reacdes de PCR foram realizadas em placas de 98 wells em triplicata.
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Figura 15. Avaliacdo da expressdo de quimiocinas em células NCI H460: Valores de 2 ~
AL ga quantificacdo da expressdo das quimiocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a nesta
linhagem celular submetida a infeccao por N. meningitidis B epidémica, C2135, P374 e
W135 ATCC. As reacdes de PCR foram realizadas em placas de 98 wells em triplicata.
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Figura 16. Avaliacdo da expressdo de quimiocinas em células Hec-1B: Valores de 2 aact
da quantificacdo da expressdo das quimiocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a nesta linhagem
celular submetida a infeccdo por N. meningitidis B epidémica, C2135, P374 e W135
ATCC. As reacdes de PCR foram realizadas em placas de 98 wells em triplicata.
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Figura 17. Avaliacdo da expressdo de quimiocinas em células NG97: Valores de 2 ' da
quantificagdo da expressdao das quimiocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a nesta linhagem
celular submetida a infeccdo por N. meningitidis B epidémica, C2135, P374 e W135
ATCC. As reacdes de PCR foram realizadas em placas de 98 wells em triplicata.

Sabe-se que o processo de infec¢do por N. meningitidis é associado a expressdo de

determinadas quimiocinas inflamatdrias.

Células HEp-2, comparadas aos demais tipo celulares utilizados, apresentaram
uma baixa expressdo das quimiocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a (Figura 14). Contudo,
a expressio de IL-6 em células HEp-2 e NCI H460 foi semelhante para ambas as células
infectadas com B epidémica, P374 e W135,1cc (Figuras 14 e 15). A expressdo de IL10
em ambos os tipos celulares foi praticamente nula, exceto em células NCI H460
infectadas com a bactéria C2135 (Figura 15). HEp-2 apresentou maior expressdo de
TNFa com a infec¢do por WI135ATCC (Figura 14); enquanto que NCI H460

apresentou expressao significativa dessa molécula com C2135 (Figura 15).

N

Pouco se sabe a respeito da resposta imune relacionada a colonizacdo

meningocécica. Diversos membros do género Neisseria compartilham diversos
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antigenos, assim, acredita-se que seja possivel adquirir imunidade natural contra N.
meningitidis através da colonizacdo de espécies comensais, como N. lactamica
(Robinson et al., 2002). Tal fato corrobora com o perfil de expressdo de quimiocinas
inflamatoérias obtido em células HEp-2, o qual mostrou-se relativamente menor em

comparagdo aos perfis de expressdao em Hec-1B e NG97.

Em células Hec-1b, por sua vez, a expressdo de citocinas foi mais elevada em
comparagdo a células HEp-2 e NCI H460. A expressdo de IL-8 e TNF-a foi maior

quando estas foram infectadas com C2135 e P374 (Figura 16).

Células NG97 obtiveram apresentaram expressdo elevada de TNF-a quando
desafiadas com B epidémica, P374 e WI135ATCC (Figura 17). Ainda, tais células

infectadas com W135 ATCC apresentaram alta expressao de IL-6.

A baixa expressdo de quimiocinas inflamatdrias em células HEp-2 (Figura 14)
corrobora com os infimos valores de alteracdo morfoldgica por N. meningitidis neste

tipo celular (Figuras 7 e 8.A-F).

A indugdo da expressio de TNF-a por infecgdes meningocdcicas é bem
fundamentada na literatura. Trata-se de uma molécula pré-inflamatdria, envolvida na
regulacdo da resposta imune e na indugdo de morte celular via apoptose e inflamagao.
Logo, os valores de expressdao de TNFa em NCI H460 infectadas com C2135 e P374
(Figura 15) corroboram com os dados obtidos através da contagem de células com
alteracdo morfolégica, apresentando respectivamente o maior e menor valor de ambos

os testes (Figura 7).

Sabe-se que o TNF-a é uma das mais importantes quimicionas relacionadas ao
choque séptico e sua liberagdo ocorre logo no comeco deste processo fisiopatoldgico. A

quimiocina IL-8 também é uma molécula pro-inflamatéria envolvida na inflamacdo
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tecidual e sépsis. Trata-se de uma citocina que induz a quimiotaxia de células
especificas, tais como neutrdfilos (Tsiotou et al., 2005). Tendo como base estas
informagdes, pode-se inferir que células Hec-1b, quando infectadas por C2135 e P374,
foram capazes de simular o inicio de meningococemia por apresentaram uma alta

liberagdo de TNF-a acompanhada pela liberacdo de IL-8.

Durante a meningite, a resposta inflamatéria do hospedeiro, como a liberag¢do de
TNF-a, pode aumentar a permeabilidade da BHE. Tal mudanga de permeabilidade estd
envolvida diretamente em déficits neuronais e sequelas que ocorrem em
aproximadamente 1/3 dos pacientes (Schubert-Unkmeir et al., 2010). Assim, também ¢é
possivel relacionar a expressdo de TNF-o em NGY7 a alteracdes neste tipo celular.
Células NG97 infectadas com B epidémica e P374 apresentaram altos valores dessa

quimiocina (Figura 17) e alteracdes morfoldgicas (Figura 7).

Entretanto, células NG97 infectadas com a linhagem W135ATCC, apesar da
elevada expressio de TNF-a (Figura 17) ndo apresentaram alteracdo morfoldgica
significativa (Figuras 7 e 11.C). Isso pode ser justificado pelo fato de que tais células,
infectadas com W135 ATCC, apresentaram também IL-6 em niveis elevados. Sabe-se
que IL-6 € uma molécula que pode atuar como pré-inflamatéria. Na presenca de TNF-a
esta molécula atua como anti-inflamatdria, inibindo os efeitos causados por essa outra

quimiocina.
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4.6 Avaliacao do perfil de expressao de quimiocinas por qRT-PCR em co-culturas

celulares em transwell

A expressdo de quimiocinas inflamatdrias células cultivadas em conjunto em
transwell foi avaliada segundo a metodologia relatada no tépico 3.2.8. Os perfis de
expressdo de tais moléculas para células NG97 do modelo mimético in vitro com e sem

HL60 estdo representados nas figuras 18 e 19, respectivamente.
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Figura 18. Avaliagdo da expressdo de quimiocinas em células NG97 no ensaio de
transwell com e sem HL60: Valores de 2 ' da quantificacdo da expressdo das
quimiocinas IL-8, IL-10 e TNF-a nesta linhagem celular submetida a infeccdo por N.
meningitidis B4, C2135 e W135 ATCC. As reacdes de PCR foram realizadas em placas de

98 wells em triplicata.
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Figura 19. Avaliacdo da expressdo de quimiocinas em células Hec-1B no ensaio de
transwell com e sem HL60: Valores de 2 ' da quantificacdo da expressdo das
quimiocinas IL-8, IL-10 e TNF-a nesta linhagem celular submetida a infec¢do por N.
meningitidis B4, C2135 e W135 ATCC. As reacdes de PCR foram realizadas em placas de
98 wells em triplicata.

Nos ensaios de transwell sem HL60 com a bactéria C2135, foi possivel a
verificagdo do aumento da expressdo de IL-8, IL-10 e TNF-a por células NG97 (Figura
18) em comparacdo a células NG97 cultivadas isoladamente in vitro (Figura 17). A
expressdo de IL-8 e TNF-a pelo sistema mimético de BHE com HL60 infectado com
C2135 (Figura 18) também apresentou valores maiores em relacdo a células NG97

isoladas (Figura 17).

Comparada as células infectadas com B4 e C2135, a expressdo de quimiocinas
inflamatérias em células desafiadas NG97 e Hec-1b do sistema mimético de BHE ap6s
a infeccdo com W135 ATCC foi menor, independente da presenca ou nao de células

HL60 (Figuras 18 e 19).

Células NG97 infectadas com B4, a liberacdo de citocinas, exceto IL-10 foi mais

elevada com a presenca de HL60 (Figura 18). Contudo, as amostras de células Hec-1b
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do sistema mimético de BHE sem HI160 apresentaram uma maior expressdo de 1L-10 e

IL-8 quando comparadas a células NG97 do mesmo sistema de BHE.

Ainda, € interessante ressaltar que apenas nos modelos miméticos de BHE sem

HL60 foi possivel detectar uma expressdo significativa de IL-10 (Figuras 18 e 19).

Sabe-se que IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, sendo capaz de inibir
moléculas como TNF-a e II-8 (Tsiotou et al., 2005).Como sua producdo e liberacdo
ocorre em resposta a quimiocinas pré-inflamatérias, o fato de IL-10 ser apenas
detectada no modelo mimético in vitro de BHE sugere a ocorréncia de interacdes ndo
somente entre as quimiocinas liberadas no meio como entre as células que fazem parte

do sistema.

De modo geral, verificou-se que a expressdo de quimiocinas em células NG97 dos
modelos de simulacdo in vitro da BHE (Figura 18) foi aumentada em comparagdo a

células NG97 cultivadas isoladamente (Figura 17).

Tais fatos podem ser explicados, dentre outros fatores, pelas interacdes entre as
células que compdem o sistema de BHE e pelo tempo de infec¢do. Enquanto as
monoculturas foram desafiadas por 3 horas, o processo de infeccio da transwell durou
18 horas, possibilitando o estabelecimento de um processo de infec¢do mais avangado e,

portanto, uma resposta inflamatdria mais exacerbada.

E possivel inferir que componentes do processo inflamatério causado pela
infec¢do na linhagem endotelial Hec-1b do sistema in vitro de BHE libera fatores que
aumentam cerca de 10 vezes a resposta inflamatéria de células NG97 do modelo
mimético, quando se analisa os valores de expressdo de TNF-a e IL-8, por exemplo

(Figura 17 e 18).
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Tais dados sugerem a ocorréncia de uma interacdo entre células endoteliais e da
glia que compdem o modelo de BHE e também a possivel passagem de bactérias através
dessa barreira celular arquitetada. Estudos futuros mais aprofundados acerca dos
mecanismos de patogenicidade de N. meningitidis neste sistema serdo realizados para os
efeitos da infeccdo de mutantes em estruturas antigé€nicas dessa bactéria, como capsula
e LOS, nesse sistema de células in vitro, sendo interessantes para um maior

entendimento de como ocorre a interacao entre este patégeno e a BHE.

Ademais, a importancia do estabelecimento de tal sistema se encontra no fato de
ser constituidas por células de origem humana e imortalizadas, o que permite a
reprodutibilidade de tal sistema de BHE a estudos para outros patégenos, além de N.

meningitidis, e a passagem de farmacos e outras moléculas por tal barreira.
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5.Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo levam a concluir:

¢ Células NG97 mostraram-se mais susceptiveis a infeccdo meningocdcica.

e Cé¢lulas Hep-2 apresentaram poucas alteracdes morfoldgicas e uma baixa

resposta imune frente a infeccdo por N. meningitidis.

¢ A linhagem meningocécia B4 destacou-se entre as demais por apresentar valores
significantemente mais altos de adesdo e alteracdo morfologica em NCI H460, HEc-1b

e NG97.

e A adesdio de diferentes linhagens meningocdcicas em células Hep-2 (laringe),
NCIH460 (pulmio), Heclb (endotélio) e NG97 (glia), foi capaz de mimetizar o
processo fisiopatoldgico de diferentes sitios do hospedeiro, nos quais ocorre o processo

infeccioso do meningococo.

¢ A interagdo meningococica com células humanas € regida por diversos fatores,
dentre estes o tipo de célula hospedeira e o de antigenos presentes na superficie de N.

meningitidis, independentes do sorogrupo.

¢ O modelo mimético de BHE demonstrou comunicag@o entre as células que o
compdem e uma maior expressdo dos niveis de quimiocinas inflamatérias, quando

comparadas a infec¢do desta bactéria em células NG97 estudadas isoladamente.

®Nao houve diferencas quanto a alteracdes morfologicas em NG97 dos modelos
miméticos de BHE com e sem HL60, apesar de células HL60 serem capazes de

fagocitar N. meningitidis
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(O sistema de BHE foi capaz de mimetizar a infeccio e a passagem do
meningococo e mostra ser um modelo promissor de estudo da passagem de moléculas e

patogenos através desta barreira corpdrea.
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