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RESUMO

Embora comensal da nasofaringe humana, algumas linhagens de Neisseria meningitidis
ocasionalmente ultrapassam a mucosa respiratéria e a barreira hematoencefélica
causando doengas como meningite e septicemia. Sabe-se também que bactérias em
geral possuem taxia por células cancerigenas, isto é, possuem uma predilecdo por
infectar células tumorais. Desta forma, neste trabalho produzimos OMV de diversas
linhagens de Neisseria meningitidis e analisamos as principais caracteristicas fisico-
quimicas destas vesiculas e ,além disso, também verificamos as principais interacoes
desta microparticula com a linhagem celular NG97, uma linhagem de glioblastoma, tecido
pelo qual tal bactéria é conhecida por infectar em casos patologicos, por testes
morfolégicos in vitro e também analisamos as citocinas inflamatérias através de
quantificacao relativa por Real time PCR. O grande achado deste trabalho € que a
utilizacdo de ultrafiltracdo substituindo a ultracentrifugacdo na producdo de OMVs é
vidvel, menos trabalhosa e mais rapida que os métodos descritos na literatura. Além
disso, as vesiculas extraidas por tal processo apresentam tamanhos e cargas superficiais
como o0s encontrados na literatura sendo que cada cepa produz diferentes quantidades de
OMVs para um mesmo tempo. Ainda, observou-se que as OMVs obtidas de linhagens
atenuadas para os fatores de viruléncia causaram menores alteragdes morfoldégicas na
linhagem NG97 do que as OMVs obtidas a partir de linhagens selvagens. A influéncia de
tais fatores de viruléncia, que auxiliam na interacao das células do parasita com as células
do hospedeiro, também foram observadas na andlise das citocinas inflamatérias
produzidas, onde foram constatados que na auséncia da pilina (proteina responsavel pela
aderéncia da bactéria com células epiteliais e endoteliais) a produgéo de citocinas foi
praticamente nula quando comparada com suas diferentes linhagens onde este fator de

viruléncia é presente. Para um possivel uso destas vesiculas como sistemas lipossomais



de entrega de drogas, acredita-se que quanto mais in6cua a vesicula for maior seria a
biodisponibilidade da molécula antitumoral a ser entregue, como € o caso da OMV
produzida pela cepa C2135 ApilE que além disso, possui um tamanho menor de 200nm

sendo capaz de penetrar nas jungdes celulares da massa tumoral.



ABSTRACT

Neisseria meningitidis is a human nasopharyngeal commensal, however, some strains
occasionally exceed the respiratory mucosa and the blood brain barrier causing diseases
such as meningitis and septicemia. It is well established that bacteria has a natural
predilection to infect cancer cells. Thus, this study produced OMVs from different strains of
Neisseria meningitidis and analyzed physicochemical characteristics of these vesicles
such as size and surface charge, and also, the main interactions between this nanoparticle
and NG97 cell line by in vitro morphological tests and the analyze of the production of
inflammatory cytokines by relative quantification Real time PCR. The major finding of this
study is that the use of ultrafiltration substituting ultracentrifugation on OMVs production
makes the extraction viable, less laborous and faster than previous methods. Furthermore,
the vesicles extracted by this process exhibited similar sizes and surface charges when
compared to the literature and each strain produces different amounts of OMVs when
comparing the same production time. In this work, we also observed that the OMVs
generated by attenuated strains for virulence factors induced less morphological changes
in the NG97 cells than OMVs generated from wild type strains. This trend where virulence
factors which assist the parasite-host cells interaction was also observed in the analysis of
cytokines produced. It was observed in the absence of pilin (protein responsible for
adherence of the bacteria to epithelial and endothelial cells) the production of cytokines
was much lower when compared with the different strains where this virulence factor is
present. For a possible use of these lipossomal vesicles as delivery systems for drugs, it is
believed that the more innocuous the greater the bioavailability of the antitumor molecule
to be delivered, as in the case of OMV produced by the strain C2135 ApilE, moreover,
having a size around 200 nm fits perfectly between the cell junctions allowing the
nanoparticle to reach the tumor mass, but further studies are required to confirm this

hypothesis.
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INTRODUGAO

Neisseria meningitidis

N. meningitidis ou meningococo € um diplococo gram-negativo encapsulado, nao
esporulado e nao flagelado pertencente a classe das [B-proteobactérias e membro da
familia Neisseriaceae. A quantidade de bactérias que compreendem o género Neisseria é
bastante elevada e os principais componentes patogénicos desse grupo sao 0s
microrganismos das espécies meningitidis e gonorrhoeae. Grande parte da populagao
mundial possui a espécie Neisseria meningitidis colonizando de maneira comensal a
mucosa do trato respiratério superior (Caugant et al, 1994) sendo assim, esta pode
colonizar o hospedeiro sem, no entanto, causar algum tipo de patologia. Este fendmeno é
conhecido, do ponto de vista do hospedeiro, como estado de portador (Caugant et al.,
1994) além disso, por ser um patégeno-ocasional, em individuos receptivos, a
colonizacao assintomatica pode dar lugar a uma infecgao invasiva (de Vries et al., 1996,
Taha et al., 2002), que ocorre apés um periodo de proliferagéo, culminando na entrada do
microrganismo na circulagéo sistémica através da prépria mucosa (Brandtzaeg, 1995).
Essa invasdo gera a meningococcemia e/ou meningite, causada pela entrada das
bactérias nas meninges e que clinicamente desencadeia febre, vémitos, rigidez na nuca,
dentre outros sintomas (DeVoe, 1982).

A classificacdo dos meningococos é determinada pelos seus diferentes tipos de
capsula. A capsula é um polissacarideo que envolve a bactéria e que determina a
subdivisdo da espécie em sorogrupos (Baehr et al., 1989, Hitchcock et al., 1986, Hussey
et al., 1997, Wong et al., 1989). Existem no total 13 sorogrupos, dentre estes, cinco
sorogrupos (A, B, C, Y e W135) séo frequentemente associados com casos de invasao do
organismo ao hospedeiro (Harrison et al., 2006, Bart et al., 2001, Chanteau et al., 2007,
Bakir et al., 2001). Abaixo segue uma figura com a composi¢ao polissacaridica dos cinco

sorogrupos encontrados mais frequentemente nas infeccées meningocaocicas.



CAPSULA

SOROGRUPO POLISSACARIDICA
a-N-acetil D-manosamina -
A
1-fosfato
a-2,8, acido N-
B acetilneuraminico
a-2,9, acido N-
C acetilneuraminico
D-galactose e &cido N-
W135 acetilneuraminico 1:1
v D-glicose e acido N-

acetilneuraminico 1:1

Figura 1: Representacdo do sorogrupo e da sua respectiva cépsula

polissacaridica, adaptado de (Tzeng & Stephens, 2000).

Dados epidemiolédgicos e experimentais sugerem que o polissacarideo capsular, o
qual constitui o principal fator de viruléncia desta bactéria, e também um dos fatores de
viruléncia mais bem definidos até 0 momento, sdo necessarios, mas nao sao suficiente
para conferir toda a viruléncia deste microrganismo (Nassif, 2000, Tzeng & Stephens,
2000, Schoen et al.). Mais recentemente outros sorogrupos surgiram com caracteristicas
epidemiolégicas semelhantes aos grupos acima citados, como os sorogrupos 29E, X e Z
(Bennett et al., 2004, Etienne et al., 1990, Safadi & Barros, 2006).

No Brasil, a meningite meningocécica foi observada pela primeira vez em Séao
Paulo no ano de 1906. Em 1945 houve uma epidemia de N. meningitidis sorogrupo A que
se estendeu até 1951 (lversson, 1976). Em 1971 ocorreram duas novas epidemias na
grande Sao Paulo, uma causada por N. meningitidis C e outra pela N. meningitidis A
(Ilversson, 1976). Apesar da importancia desta bactéria do ponto de vista epidemiol6gico
no Brasil, esta também apresentou diversos casos de epidemias espalhadas pelo globo,
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sendo alvo de estudos para ajudar a conter possiveis novas disseminacdes no globo. Um
bom exemplo de epidemias no globo esta presente no cinturdo africano da meningite
(Figura 2), onde ocorrem epidemias no periodo de seca (de novembro a junho) quase

todo ano como.

Atlantic NG v
Ocean A orundi— Indian

Meningitis Belt

Figura 2: Localizacdo do cinturdo africano da meningite retirado do site da organizacao
mundial de salide, em cinza aparecem os paises que compreendem a Africa e em laranja

a regido afetada pela epidemia.

Um dos fatores que tornam esta bactéria intrigante e perigosa é o seu peculiar
mecanismo de escape do sistema imune do hospedeiro conhecido por switch capsular
onde a bactéria pode produzir um novo tipo de capsula diferente do que produz
normalmente de acordo com a hostilidade do ambiente onde esta inserida (Swartley et al.,
1997, Lancellotti et al., 2006). O que torna tal processo possivel é a facilidade com que
ocorre a transferéncia de material genético entre as linhagens de N. meningitidis e a

9



capacidade de incorporar naturalmente um DNA exdgeno (Lancellotti et al., 2006). Essa
transferéncia, chamada de transmissao génica horizontal, concede a bactéria receptora a
capacidade de expressar, por exemplo, um novo tipo de capsula (Mattos et al., Swartley
et al., 1997, Zarantonelli et al., 2006, Hollanda et al.).

A N. meningitidis ndo apresenta apenas a capacidade de expressar genes obtidos
de bactérias da sua mesma espécie, mas também apresentar caracteristicas inerentes a
outras espécies, como por exemplo, alguns polissacarideos encontrados nesta espécie
sdo semelhantes aos encontradas em Haemophilus influenzae, o que indica uma possivel
troca de material genético entre elas no curso da evolugcao (Achtman, 2004, Frosch et al.,
1991, Maiden et al., 1998).

A doenca meningocécica constitui um sério problema de saude publica mundial
(Caugant et al., 1986), sendo responsavel por grandes problemas epidemiol6gicos
durante a primeira e segunda guerra mundial, na Europa e nos Estados Unidos (Bash et

al., 1995).

Bactérias no tratamento tumoral

As primeiras observagbes de que bactérias serviriam como provaveis agentes
antitumorais foram realizadas ha cerca de 300 anos. Entretanto, os trabalhos mais
significativos datam de 1868 e 1882, quando os doutores W. Busch e F. Fehleisen
observaram que certos tipos de cancer inoperaveis regrediram quando os pacientes eram
infectados por Streptococcus pyogenes e desenvolviam erisipela (doenca cutanea
resultado da infecg@o bacteriana por Streptococcus do tipo A). Além disso, outro trabalho
em 1890, realizado por William Coley demonstrou que uma mistura de linhagens mortas
pelo aquecimento de Streptococcus pyogenes com Serratia marcescens foram eficazes
no tratamento de pacientes com cancer. Esta combinagdo de bactérias ficou conhecida
como toxina de Coley e foi utilizada no tratamento de sarcomas até o ano de 1963 (Wei et

al., 2009).
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Em 1935, Connell utilizando filtrados esterilizados de Clostridium histolyticum
observou que os tumores regrediam devido a enzimas proteoliticas produzidas por esta
bactéria (Connell, 1935). Linhagens de Clostridia sp foram testadas em modelos animais
e humanos, mas, sem o efeito terapéutico esperado. Desta maneira, a linha de pesquisa
que utilizava bactérias no tratamento de tumores ficou estagnada o comego do século
XXI, quando Morales, Eidinger e Bruce demonstraram que o bacilo de Calmette-Guerin
(BCG) fora empregado com sucesso no tratamento de cancer superficial de bexiga
(Morales et al., 2002) e atualmente, esta terapéutica é amplamente utilizada para o
tratamento de pacientes com este tipo de tumor (Shintani et al.,, 2007). Além destas
bactérias anteriormente descritas, outras linhagens bacterianas como, por exemplo,
Bifidobacterium (longum, adolescentis e infantis), Listeria monocytogenes e outras
atenuadas de Clostridium (sporogenes, novyi, butyricum, acetobutylicum, oncolyticum,
beijerinckii) foram utilizadas com sucesso no tratamento de tumores sélidos (Wei et al.,

2008).

Em 2009, foi descoberto como induzir células bacterianas a se dividirem a partir de
suas extremidades, ao invés de a partir do seu centro, produzindo o que eles chamaram
de mini células ou EDVs (EnGenelC Delivery Vehicles). Estas minicélulas bacterianas séo
baratas, faceis de produzir e podem ser utilizadas como sistema de entrega de
medicamento mais especifico para células tumorais do que as drogas atualmente
empregadas. Estas minicélulas sdo como bactérias mas ndo possuem cromossomos e
nao possuem capacidade de divisdo, diz MacDiarmid. Por possuirem uma membrana
rigida, elas ndo se rompem ao serem injetadas e carregam seu volume para os sitios
alvo. Estas minicélulas também sdo capazes de atingirem seletivamente diferentes
tecidos gracas a anticorpos incorporados em sua superficie. Para isso um braco do
anticorpo especifico para a EDV é conectado via uma molécula ligante a um segundo

anticorpo, que é especifico para uma proteina do tecido alvo. Por exemplo, anticorpos anti
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Her2 (receptores em células de cancer de mama que respondem a Herceptina)

(Macdiarmid et al., 2009).

Vesiculas de membrana externa (OMVs)

Bactérias gram-negativas, assim como todas as outras células, interagem com o
meio ambiente e estas interagdes sao frequentemente realizadas por moléculas
secretadas pela célula bacteriana. A secrecdo € um aspecto importante das bactérias
gram-negativas, que oferece vantagens distintas sobre materiais diretamente associados
a bactéria. Através da secrecao a bactéria consegue interagir com o ambiente sem gastar
energia para se mover. O material secretado além de n&o viavel é de uma dimensao
menor, portanto pode influenciar um ambiente inacessivel para a bactéria inteira seja pelo
seu tamanho ou restricbes ao crescimento bacteriano presente naquele local. Os
materiais secretados sao tipicamente soluveis, no entanto, células pertencentes a todos
os dominios da vida possuem mecanismos especificos para secretar material insoluvel
(Kulp & Kuehn, 2008).

Para melhor entender as OMVs (outer membrane vesicles ou vesiculas de
membrana externa) primeiro é necessario estar familiarizado com a arquitetura padrao do
envelope que bactérias gram-negativas produzem. Este envelope é formado por duas
membranas uma interna e outra externa, uma camada de peptidioglicano, e o periplasma
(Bos et al., 2007), sendo que as membranas diferem na composicao de lipidios e de
proteinas. Na maioria das bactérias Gram-negativas, a monocamada externa da
membrana externa (OM) é composta principalmente de lipopolissacarideo (LOS), ao
passo que o folheto interno e ambos os folhetos da membrana interna é composta por
fosfolipidios. O espago periplasmatico, entre as duas membranas é responsavel de 7 a
40% do volume total das células (Stock et al., 1977, Koch, 1998, Collins et al., 2007).

Periplasma é um ambiente oxidante desprovido de qualquer fonte de energia conhecida
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como ATP ou NADPH. Dentro do periplasma ha uma fina camada de peptidioglicano
rigida ligada a ambas as membranas por proteinas ancoradas a membrana (Kulp &
Kuehn, 2008). Segue um esquema da membrana externa de bactérias gram-negativas

(Figura 3).

Capsule

Figura 3: esquema da membrana externa de uma bactéria gram negativa que sao
apresentadas de fora pra dentro a membrana externa (OM), o espaco periplasmatico
(PS) e a membrana interna (IM). Em destaque estdo algumas proteinas importantes para
o uso vacinal em Neisseria meningitidis e o LOS (lipoligosacarideo) molécula altamente
imunogénica. (Varela et al., 2012)

A superficie das bactérias gram-negativas € responsavel por diversas fungoes

importantes, tais como a aquisicao de nutrientes, a adesao, secrecao de sinalizacao, e de
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protecdo do meio ambiente (Thompson et al., 1985, Ciofu et al., 2000). A importancia do
envelope é sublinhada pelo fato de que as rupturas em qualquer das suas camadas pode
ser letal para a célula bacteriana (Kulp & Kuehn, 2008).

Bactérias gram-negativas liberam membrana externa e periplasma através da
producdo de OMVs (pequenas estruturas esféricas entre 20-250 nm de diametro). OMVs
sao produzidas quando pequenas por¢oes de OM projetam-se para o exterior e se soltam
da célula bacteriana. As proteinas sollveis sdo associadas as OMVs no periplasma e
externamente como material aderente. Tais nanoparticulas podem se disseminar longe da
célula e transmitir funcdes biolégicas no meio ambiente e em outras células, inclusive
desempenhando um papel na patogénese, no Quorum sensing, aquisicao de nutrientes e
até transferéncia horizontal de genes (Grenier & Mayrand, 1987, Kolling & Matthews,
1999, Mashburn & Whiteley, 2005, Mayrand & Grenier, 1989, Renelli et al., 2004, Yaron et
al., 2000). A produgéo de OMV é uma caracteristica comum de todas as bactérias gram-
negativas e, por causa do custo da energia implicito na substituicdo dos lipidios e
proteinas perdidas acredita-se que a evolugao por tras deste processo tenha acontecido

por algum motivo ainda nédo elucidado (Kulp & Kuehn, 2008).

Como complexos secretados, de componentes da superficie bacteriana, insolluveis
e, soluveis, as OMVs estdo prontas para desempenhar sua funcao biolégica de interacédo
com o ambiente onde a bactéria esta imersa. Uma caracteristica importante das OMVs é
que as proteinas associadas a elas exibem atividades biolégicas (Grenier & Mayrand,
1987, Kadurugamuwa & Beveridge, 1996, Mayrand & Grenier, 1989, Thompson et al.,
1985). OMVs atuam como veiculos de entrega de substdncias mais concentradas e
protegidas, como agregadores na formacado de biofiimes e como contribuintes para a
sobrevivéncia das bactérias e viruléncia das mesmas (Furuta et al., 2009, Schooling &

Beveridge, 2006, McBroom & Kuehn, 2007).
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Ainda, as OMVs sao um sistema de entrega e de secrecao de uma maneira que
possibilitam a difusdo de produtos bacterianos e a interagdo com o meio ambiente (Kulp &
Kuehn, 2008). Assim como outros sistemas de secreg¢do, as mediada por OMVs séao
reguladas temporalmente e espacialmente. Diferindo-se no entanto, dos mais bem
estudados sistemas de secrecdo de proteinas sollveis em bactérias. Na secrecéao
mediada por OMVs, material soluvel é liberado num complexo com e/ou rodeado por
material insolUvel, ja que este pode estar preso no core lipidico da membrana, ou no
interior hidrofilico da nanoparticula. Por outro lado, as vias secretoras de materiais
soluveis exportam mondémeros especificos ou pequenos complexos proteicos, e a
secregao nao é acompanhada pela liberagcao de outros materiais celulares como acontece
na secrecao mediada por OMV, que se disprende com por¢des inclusive do periplasma
bacteriano (Kulp & Kuehn, 2008).

Em bactérias patogénicas, proteinas integrais da membrana externa chamadas de
adesinas sdo particularmente importantes na colonizacéo dos tecidos do hospedeiro por
elas mediarem coagregacao (agregacao de microrganismos da mesma espécie). Devido
ao fato de as OMVs apresentarem complexos multivalentes de adesinas de membrana
elas podem satisfazer este papel celular e auxiliar no desenvolvimento, por exemplo, de
biofilme da placa dental (Grenier & Mayrand, 1987, Inagaki et al., 2006).

O primeiro passo para a obtencdo de uma OMV é a projecdo da membrana
externa da bactéria em direcdo ao meio extracelular. Isto implica que tais projegdes sejam
formadas em areas onde as proteinas as quais fazem a ligacdo da OM com a camada de
peptidioglicanos estejam ausentes. Isto pode ocorrer quando o peptidioglicano sofre agao
de antibiéticos ou auto lisinas (que sao glicosidades, amilases, peptidases produzidas
pelas bactérias e que participam da divisao celular) (Kadurugamuwa & Beveridge, 1996),
resultando na liberacdo de OMVs contendo tanto fragmentos de peptidioglicanos quanto

porcdes de proteinas de ligacao entre estes e a OM (Figura 4).
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Embora o modelo anteriormente citado represente um aumento da vesiculagéao
que ocorre durante a ruptura do envelope, este ndo € o principal modelo. A vesiculagéo
pode ser aumentada mais de 100 vezes sem afetar a integridade da membrana
(McBroom & Kuehn, 2007), um feito dificil de se imaginar caso a camada de
peptidioglicano esteja fortemente degradada. Outros eventos no envelope bacteriano
podem desencadear o brotamento de OMVs, como por exemplo, ligagbes entre
membrana externa e peptidioglicanos sdao movidas ou marcadas para destruicao
culminando em maior vesiculagédo e produgao de vesiculas (Kulp & Kuehn, 2008).

A simples relocacao dos links entre OM e a camada de peptidioglicanos daria a
vantagem de manter a integridade da membrana em geral, j& que sempre havera um
certo nivel destes links presentes mesmo que a vesiculacao esteja sendo extremamente
favorecida. No entanto, a simples remogao destas ligagbes nédo € suficiente para o
mecanismo de formacdo da OMV, ja que este ndo leva em consideracdo que a
hiperexpressado e o desdobramento errdbneo de proteinas periplasmaticas podem causar
borbulhas na membrana e que algumas proteinas especificas estdo em maior quantidade
enquanto outras estdo completamente excluidas em OMVs. Para a formacao das OMVs,
proteinas agregam-se na superficie interna da membrana externa, criando pressao nesta
mas nao resultando em brotamento até que as ligacbes entre a OM e a camada de
peptidioglicanos sejam ou relocadas ou removidas da area como representado no

esquema da Figura 4 (Kulp & Kuehn, 2008).
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Figura 4: Esquema da biogénese de OMVs. (a) Produgédo de OMVs por vesiculagdo da
OM pela auséncia de proteinas que ligam a OM com a camada de peptidioglicanos. (b)
Acumulo de proteinas periplasmaticas na parte interna da OM e deslocamento das
proteinas de ligagdo entre OM e PS. (c) Vesiculagao por acumulo de moléculas
associadas a inducao de curvatura da membrana externa e a remocao das ligagcdes OM e

PS. (Kulp & Kuehn, 2008).
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Modelo Experimental Neuronal - Células NG97

As neoplasias primarias do sistema nervoso central representam 2% de todas as
neoplasias malignas diagnosticadas e 20% dos canceres em crianga com idade inferior a
15 anos (Ellison, 1998). Dentre estes, a grande maioria € originada a partir de células da
glia, sendo entdo chamados de gliomas (Kleihues & Cavenee, 1999). Os gliomas fazem
parte de um grupo heterogéneo de neoplasias que podem ser dividido de acordo com a
célula da glia que a deu origem, por exemplo, as neoplasias de origem astrocitarias sao
denominadas astrocitomas, podendo ainda haver neoplasias mistas (Ellison, 1998).

A linhagem celular NG97 foi estabelecida a partir de uma amostra de tumor cedida
pelo departamento de Neurocirurgia da UNICAMP, pouco apds uma cirurgia de uma
homem de 66 anos de idade diagnosticado com glioblastoma multiforme do lobo temporal
direito. Exames histologicos revelaram ser um astrocitoma grau |ll de acordo com a
classificacéo da organizagdo mundial da saude.

Dentre as neoplasias astrociticas, os glioblastomas dividem com o astrocitoma e o
astrocitoma anaplasico, um conjunto de células que abrangem um espectro de lesbes de
malignidade progressiva, que compartilham alteracées genéticas e a propensao de invadir
tecido nervoso adjacentes de forma difusa (Ellison, 1998).

Existem varias vantagens de se obter uma cultura de célula imortalizada para
estudos de neoplasias, como por exemplo, um estoque inesgotavel de células para
estudo quando utilizados adequadamente. Ha também, em alguns casos, a possibilidade
de transplantes de células permanentes para modelos animais, facilitando o estudo da
interacdo hospedeiro-tumor em relagdo a mecanismos fisiopatoldgicos béasicos, tais como

progressao, invasao e analise de possiveis moléculas terapéuticas (Grippo et al., 2001)
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OBJETIVOS

Verificar a viabilidade da técnica de ultrafiltragio em membranas de nitrocelulose
para a producao de vesiculas de membrana externa através da analise do tamanho e
carga superficial das particulas.

Analisar da interagdo da linhagem celular NG97 (derivada de um astrocitoma grau Ill)
com OMV extraidas de diferentes linhagens da bactéria Neisseria meningitidis, tendo
em vista que tal bactéria causa patologias principalmente no tecido neural.

Averiguar as mudangas morfolégicas nas células NG97 pés contato com vesiculas de
membrana externa extraidas de diferentes linhagens de N. meningitidis.

Analisar a produgado de citocinas inflamatérias em resposta a infeccdo de células

NG97 por OMV provenientes de Neisseria meningitidis.
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METODOLOGIA

Meios de Cultivo Bacteriano

Infusédo de cérebro-coracao (BHI) e BHI Agar

O p6 foi reconstituido na proporgdo de 37¢g por litro de agua seguindo as
especificagcdes do frabicante (Acumedia Lansing, Michigan, USA). Para o preparo
do BHI Agar, adicionou-se 1,5 % de agar ao meio de cultura liquido antes da
esterilizacdo pelo calor umido (autoclave). Esterilizou-se o meio de cultivo em

autoclave a 120°C por 15 minutos.

Agar Chocolate
Apés a esterilizacdo de BHI Agar, a uma temperatura de 80 °C foi

adicionado 5% de Sangue Desfibrilado de Cavalo.

Meio GC

(07 10] =] (o 1o [T~ To | o TR 59
EXtrato de Levedura ... 6¢
Proteose Peptona ........ooooiiieeee e 15¢
Amido de Batata .......coovvviiiiiiiii 1,59
KoHP O 4 et e e e neee s 49
S P SRR 19

Agua destilada G.S.P. «.c.cveveveeeeeeeeeeeee e er e 1000 mL
AAGAT e, 15¢
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O meio foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 minutos. Apds isso, a
uma temperatura de 56 °C adicionou-se o suplemento abaixo descrito, sendo este

esterilizado por filtragao.

Suplemento

€] [Tt o L= PP 19
Bicarbonato de SO0 ......cooevniiieeeeeee e 0,15¢
ACIHO GIUTAMICO ..., 0,19
Agua destilada 0.5.p «..ovoveveeveeeeeeceee e 1000 mL

Meio Luria Bertani (LA e LB)
O meio de cultura LA e LB contém a mesma composicao, eles se diferem

pela presenca de agar (15 g/L) no meio LA.

THPIONA <. 10 ¢
Extrato de 1evedura ... 59
N = PP PTPPR P 10 g
Agua desSioNIiZada 0.S.P. «eeeeeeeiririeieee e 1000 mL

O material foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 minutos.

Meios de Cultivo Celular para a linhagem celular NG97
Meio RPMI 1640 (Cultilab Ltda., Campinas, Sao Paulo, Brasil) suplementado com

10-20 % de Soro Fetal Bovino (SFB).
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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 de Neisseria meningitidis foram
cultivadas utilizando-se a técnica de esgotamento em agar chocolate a 37 °C com 5% de
CO, por um periodo de 18-24 horas. Para o cultivo dos meningococos, utilizou-se
também, sob as mesmas condi¢ées, o meio GC.

Para o crescimento da linhagem de E.coli DH5« foram utilizados os meios LA e
LB, dependendo da necessidade sem antibiotico e incubados a 37 °C por 18-24 horas.

Para sua manutencdo, as amostras foram suspendidas em BHI com 30 % de

glicerol e mantidas a -80 °C.

Tabela 1. Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho.

Linhagem Caracteristicas Origem
N. meningitidis Sorogrupo C, BIOMERIEUX C2135 INCQS
C2135
N. meningitidis B4 Sorogrupo B4:P1-7,16 IAL

N. meningitidis g ogrupo C:NT: P1.18-1,3 Cluster A4, ST8, liquor  INCQS

P2143
N. meningitidis P374 Sorogrupo Y, liquor, Campo Grande - RJ, Brasil INCQS
Nal® utilizada como receptora de plasmideos.
. . . Hanahan et
E.coli DH5« F-, endA1, hsdR17 (rk-, mk-), supE44, thi-1, gir 2l 1983

A96, relA1

IAL — Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP
INCQS — FIOCRUZ - Instituto Nacional de Controle de Qualidade - Fundacao
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ
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Construcao dos mutantes Neisseria meningitidis

Solucoes para extracao de DNA Genémico

Solucao de CTAB/NaCl

Pesaram-se 8 g de brometo de cetraménio (CTAB) (Sigma Cat. No.H5882), 4,1 ¢
de NaCl e estes foram dissolvidos em 80 mL de agua deionizada aquecida a 65 °C, sendo

o volume completado para 100 mL.

Tampao Tris- EDTA pH 8,0 (TE pH 8,0), concentracao final.

TS HOC e et e e 10 mM

Extracao de DNA genémico

O DNA genbdmico bacteriano foi extraido de coloénias de N. meningitidis crescidas
em agar chocolate por 18 horas, incubadas a 37°C e atmosfera de 5% de CO, A
suspensao bacteriana foi feita em 400uL de tampao TE pH 8,0 para uma D.O. 600nm =
2,00 (Sambrook & Gething, 1989). Em seguida, adicionou-se uma mistura de 70uL de
10% SDS e 5ulL de Proteinase K a 10mg/ml. A suspenséo foi homogeneizada e incubada
a 65 °C por 10 minutos. Transcorrido o tempo colocou-se 100uL de NaCl 5M e, a mesma
quantidade de uma solugéo pré-aquecida a 65 °C de CTAB/NaCl (0,8g/L de brometo de
cetramida e 0,4g/L de NaCl). Agitou-se o microtubo até a formacao de um liquido de
aspecto leitoso. Formada essa mistura, a mesma foi incubada a 65 °C por mais 10
minutos. Adicionaram-se 750uL de uma solucdo de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)
(v/v) e o microtubo novamente foi agitado vigorosamente por cerca de 10 segundos em
vortex. Centrifugou-se o material a 12000 RPM ou 10,625 xg, sendo o sobrenadante
aquoso (600 pL) cuidadosamente transferido para outro microtubo e, o DNA precipitado

com 0,6 volumes de isopropanol -20°C. A solucao foi mantida a temperatura de -20°C por
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30 minutos, em seguida foi centrifugada a 12000 RPM ou 10,625 xg por 5 minutos € o
sobrenadante descartado. O sedimento foi, por centrifugacdo, lavado duas vezes com
solugéo de etanol 70% a -20°C. O DNA foi seco a temperatura ambiente e diluido com
movimentos cuidadosos e circulares em 100 puL de é&gua MiliQ esterilizada. A
quantificacdo do DNA realizou-se como descrito por Sambrook et al. (1989), onde a
concentracao e pureza foram determinadas a partir de leitura em espectrofotébmetro em
comprimentos de onda de 260 e 280nm. O acido nucléico extraido foi conservado a

temperatura de -20°C.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
As sequencias dos genes estudados pilE e synA foram obtidas através do

GenBank GI:861062 contida no site http:/www.ncbi.nlm.nih.gov. Para amplificacdo dos

genes foi utilizado como precursor o DNA gendmico da linhagem N. meningitidis C2135

como DNA template, utilizando os inicializadores presentes na tabela 2.
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Tabela 2 - Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados no trabalho, em negrito
segue o sitio de restricdo da enzima BamHlI

Nome do Primer Sequéncia do Inicializador (5° — 3")
synA forward CGACTTCGGCAAGCTAAAACCT
synA reverse TTCTAAACGGTCGCCGTGAATC
ermAM forward GCAAACTTAAGAGTGTGTTGATAG
ermAM reverse AAGCTTGCCGTCTGAATGGGACCTCTTTAGCTTCTTGG
pilEi forward CGAGCTGATGATTGTGATTGCC
pilEi reverse GACGCTTGGCCCACAGGGAGAG
pilEf forward GGATCCCTCTCCCTGTGGGCCAAG
pilEf reverse GCTGGCATCACTTGCGTCGCGG

Para cada reacao foi utilizado um volume final de 50 uL. Contendo 2 uL do DNA
template (DNA total extraido da cepa C2135), 50 moles de cada inicializador, 1x da
Solugédo Tampao 10x (Invitrogen, USA), 2mM de MgCl, (Invitrogen, USA) e, 2,5U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen, USA). Posteriormente o microtubo foi submetido a

amplificacao em termociclador (Gene Amp PCR System 9700), utilizando o seguinte ciclo:
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pilEf
94°C -5’

55°C- 1’

68 °C- 40"

92 °C - 30”

55°C -1’ 35 ciclos

68 °C — 40"
72°C - 10’
4°C -
pilEi
94°C -5’
47°C- 2
68 °C- 1'40”

92 °C - 30”

47°C — 2’ 35 ciclos

68 °C — 1°40”
72°C-10

4°C - o

SynA
94°C-%

92 °C -1’

52 °C -1 35 ciclos

72°C -1
72°C-T7

4°C - o



A visualizagao dos fragmentos amplificados realizou-se em gel de agarose (1,5%)
contendo brometo de etideo (0,05%). Como pré-corrida, aplicou-se, inicialmente, uma
voltagem de 20V, até que todo o Azul de Bromofenol penetrasse no gel. Apds este
procedimento, a voltagem foi aumentada para 100V até que o marcador alcancasse a
extremidade oposta do gel. Ap6s o término da corrida, a visualizagdo das bandas foi
realizada em transluminador de luz ultravioleta e o tamanho dos fragmentos foi
determinado com o uso do Software Kodak 1D, tendo-se como padrao de peso molecular
o 1kb DNA-ladder. Apés este procedimento, o gel foi fotografado pelo sistema GelDoc /f —

Imaging System, com filtro vermelho utilizando-se o software VisionWorks GLS.

Clonagem em pGem®-T Easy (Promega) do fragmentos amplificado por PCR
para inativacao génica

Para inser¢cdo dos genes amplificados no plasmideo foi realizado a seguinte

reacao:
PGEM®B-T EASY ... .ottt e Tul
T4 DNA Ligase (TU/HL). . 1uL
Fragmento ......ooceeeiiniii e e SHL
Tamp&o da lIgagao 2X.........ouiiiiiiieieeee it e O UL

A mistura foi incubada a 16°C, por um periodo de 16-18 horas. Para confirmacao

da ligagao foi realizada uma eletroforese em gel de agarose como ja descrito acima

Transformacao em Células Competentes de Escherichia coli
Preparo de Células competentes de DH5-c
A linhagem de E. coli DH5a foi inoculada em 100mL meio LB e incubadas a 37°C

a 150 RPM até DO - 600nm = 1,00. Este crescimento bacteriano foi transferido para um
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tubo de centrifuga previamente conservado a 4°C e, o volume total de crescimento
bacteriano centrifugado a 4000 RPM ou 1.180 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspendido em 10 mL de uma solugéo esterilizada de
CaCl,, 100mM a 4°C. Esta suspensao foi, novamente, centrifugada a mesma velocidade
acima e o sedimento recuperado assepticamente em 8 mL de uma solugéo de CaCl, 100
mM adicionada de 30% de glicerol esterilizado. A suspensao foi aliquotada em tubos
eppendorf (aliquotas de 500 plL) e congelada em nitrogénio liquido e, posteriormente,

conservada a -80°C (Sambrook & Gething, 1989).

Processo de Transformacao em Escherichia coli linhagem DH5-«

Uma aliquota de 200 uL de células competentes foi descongelada rapidamente e
adicionadas o 10 uL da ligagdo. A mistura foi mantida em banho de gelo por 30 minutos.
Transcorrido esse periodo a mistura foi submetida a temperatura de 42°C durante o
tempo limite de 90 segundos. Transcorrido tal tempo, o tubo de reacao foi imediatamente
transferido para um banho de gelo por 3 minutos. Foram adicionados a mistura 800 ulL de
meio LB pré-aquecido a 37°C e a mesma incubada a mesma temperatura por no minimo
1 hora. A seguir, o volume total de transformagéo foi selecionado em meio LA adicionado
de ampicilina a 100 mg/L, que é o antibidtico de resisténcia do plasmideo e IPTG
(isopropil-tio-B-D-galactopiranosideo) e X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
Bgalactopiranosideo), nas concentracées de 0,1 mM e 30 ug/mL, respectivamente, para
selecdo dos clones com inserto desejado. As placas foram incubadas por 16-24 horas a
37 °C, e isoladas algumas col6nias de cor branca, que contém o plasmideo desejado,
logo apds foi submetida a extracdo de DNA plasmidial em média escala (Sambrook &

Gething, 1989).
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Extracao de DNA Plasmidial em Média Escala

Solucoées

Solucgao de Tris-HCI (pH 8,0) 1M.

A 121,1 g de Tris-base, adicionaram-se 800 mL de agua deionizada e 42 mL de

HCI concentrado. Completou-se para 1000 mL com agua deionizada.

Solugéo de EDTA (pH 8,0) 0,5 M.
Adicionaram-se 186,1 g de EDTA dihidratado em 800 mL de agua destilada.
Agitou-se vigorosamente e ajustou-se o pH com solucao a 10 N de NaOH. A solucéo foi

distribuida em pequenas aliquotas e autoclavadas a 127 °C por 15 minutos.

Solucao |

GlICOSE. 1ttt 50 mM
LI [ R TR 25 mM (pH 8,0)
] 1 S 10 mM (pH 8,0)

Autoclavou-se a 127°C por 15 minutos e conservou-se em geladeira a 4 C.

Solugéo I

NN F= T L IO 2 N PR 2,0 mL
SIS bttt 10,0 mL
AQUA AESIONIZAAA OSP- e uururrrrrereeeeiaiiirie e ee e e s saserr e e e e e e s e s saneeeeeeeeeeaeaaas 100,0 mL

Solucéo I

Solugao de acetato de POtASSIO.......ccueviiiiiiiiie i 60,0 mL
Acido @CBtICO GIACIAL .......c.vvveeceeeeeeeeeeeeeeee e, 11,5 mL
AQUA dESIONIZATA. .........ovveeeeeeeeeeeeeee e, 28,5 mL

29



Tampao PBS

=T PRSP 8,00 ¢

SO TSRS 0,29
[N F 2 o | N 0,619
KH2P O 4 1ttt 0,29
AQUA AESIONIZATA G.S. - uvrreeeriirreeeieiiree et en e s e s eee e 1,0L

Esterilizou-se a 127 °C por 15 minutos.

Metodologia de extracao plasmidial em média escala

O método utilizado para extragdo de DNA plasmidial baseou-se na técnica de lise
alcalina de Birboin & Doli (1979). A linhagem bacteriana de interesse foi inoculada em 50
mL de meio LB, suplementado com antibiético cuja marca de resisténcia esta contida no
plasmidio, para nosso caso Ampicilina a 100 mg/L e incubadas sob agitagdo de 150 rpm a
37°C por 12-18 horas. A suspenséao bacteriana foi transferida para um tubo de centrifuga
e centrifugado a 5000 rpm ou 1,844 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
as bactérias ressuspendidas em 5 mL de solugéo | gelada e mantido em banho de gelo
por 30 minutos. A seguir, 10 mL de solugéo Il foram adicionados, e os conteudos do tubo
misturado por inversdo suave e vagarosa. Apds o tubo ter sido mantido em banho de gelo
por ndo mais que 5 minutos, 7,5 mL da solugédo Il foram acrescentados e entao,
novamente, invertidos suavemente e mantidos em banho de gelo por mais 15 minutos. A
suspensao foi centrifugada a 10000 RPM ou 7,378 xg por 5 minutos e 20 mL do
sobrenadante transferidos para outro tubo de centrifuga com a adicdo de 13 mL
isopropanol 100% a -20°C. Apés este procedimento, o tubo foi mantido a -20°C por pelo
menos 1 hora. O DNA plasmidial foi precipitado por centrifugagdo a 12000 RPM ou

10,625 xg por 5 minutos, ressuspendido em 400 uL de agua desionizada esterilizada e
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reprecipitado, adicionando-se solugdo de NaCl 5M a concentracao final de 100 mM, e 1
mL de etanol 100% a -20°C.

O precipitado contendo DNA plasmidial foi lavado por centrifugagdo com etanol
70%, seco a temperatura ambiente e ressuspendido com 400 uL agua MiliQ esterilizada.
Para confirmacao da eficiéncia da extracdo o DNA plasmidial obtido foi analisado através

de uma eletroforese em gel de agarose 2%.

Insercao do gene de resisténcia a Eritromicina

Depois de realizada a extracdo do plasmideo de interesse em média escala, o
plasmideo foi digerido com enzima de restricdo (Bam HI no gene da pilina e Xho / no gene
da capsula), sendo necessario a presenca de um unico sitio de restricdo na por¢ao central

do gene a ser nocauteado seguindo a reagao:

Plasmideo de interesse. ..o 5uL
ENnzima de restriGa0. ......ovouii e 2L
Tamp&o ENZiMa 10XCONC. ... ..uiiiii e 1 uL
AQUA AEIONIZAAA Q.8 Pt ettt 10 pL

O tubo com a digestéao foi incubada por 3h a 37°C. Para confirmagéo da eficiéncia
da digestao enzimatica foi realizada uma eletroforese em gel agarose, como descrito na
secado reacao em cadeia da polimerase.

Uma PCR, utilizando os primers ermAM forward e ermAM reverse, com suas
respectivas sequéncias nucleotidicas presentes na tabela 2, foi realizada para
amplificacdo do cassete de resisténcia de Eritromicina, ermAM, seguindo a metodologia
descrita na secdo reagdo em cadeia da polimerase. As temperaturas utilizadas no

termociclador foram:
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94°C-5%
50°C- 1’
72°C- 1

92°C-71

50°C - 1 45

rirlne

72°C -1
72°C-10

4°C -

Para confirmacao da amplificacao foi realizada uma eletroforese em gel agarose
como descrito na secao reacao em cadeia da polimerase. Apoés linearizacao do plasmideo
pela digestdo com enzima de restricao, foi inserido o cassete de resisténcia a eritromicina

(ermAM) através de uma ligagdo com enzima T4 ligase, seguindo a seguinte reacao:

Plasmideo digerido com enzima de restricao0...........ccccvveeiiiiiiiiii i nenn, 2 uL
AmPIificado €rMAM...... ... 10 uL
T4 DNA Ligase (TU/HL)...ueniiie et e 2 uL

TAMPEO DX .o e 4 uL
AQua DeSIiONIiZada .S.P. . ceeieieieeeiiiie et 20 pL

Para confirmacdo da ligacao foi realizada uma eletroforese em gel agarose como

descrito na se¢ao reagdo em cadeia da polimerase.

Processo de Transformacao do plasmideo contendo dois genes de
resisténcia em Escherichia coli linhagem DH5-a
O processo de transformagéo na Escherichia coli linhagem DH5-a foi 0 mesmo ja

descrito anteriormente, diferindo apenas pela presenca de 2 antibidticos de selecao do
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plasmideo presente no meio L.A., sendo eles Ampicilina (100 mg/L) e Eritromicina (300
mg/L).

Em seguida foram isoladas colénias contendo o plasmideo inserido e realizado
uma extracao plasmidial em média escala como descrito na se¢ao reacdo em cadeia da

polimerase.

Processo de "knock-out" utilizando pGem®-T Easy (Promega) em Neisseria
meningitidis linhagem C2135

A construcao em pGem®-T Easy (Promega) contendo o gene a ser inativado pilE
ou synA foi utilizado para realizar a recombinagdo homéloga. A linhagem de Neisseria
meningitidis C2135, a ser transformada, foi inoculada por esgotamento em agar chocolate
e incubada como descrito anteriormente. Uma suspensdo a DO600nm = 2,00 (~1.10° -
UFC/mL), em meio BHI suplementado com 5mM de cloreto de magnésio, foi aliquotada
em volumes de 100 pyL em uma placa de cultivo celular de 24 pocos. Aliquotas de 5 uL
contendo 5 pg do plasmideo a ser transformado foram adicionados a suspenséo
bacteriana, tomando-se o cuidado de se reservar uma aliquota a ser utilizada como
controle negativo da transformacao e que, também, foi utilizada para a determinacao da
frequéncia de transformagé&o. O material foi incubado a 37°C durante 30 minutos e, em
seguida, adicionados, em cada aliquota, 900 uL de meio BHI suplementado com cloreto
de magnésio. O processo de transformagado ocorreu por mais 3 a 4 horas a 37°C. O
volume total da transformacgao foi semeado em placa de agar chocolate adicionada dos
antibiéticos de selecdo do plasmideo eritromicina (2 mg/L). O material foi incubado a
37°C, em baixa tensdo de O, durante 24-48 horas até o aparecimento das col6nias

visiveis (Taha et al., 1998).
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Método de extracao da vesicula de membrana externa (OMV)

A extracdo da OMV foi realizada utilizando a metodologia de extracdo por
ultrafiltragéo. As linhagens de interesse foram crescidas previamente e transferidas para
garrafas de Roux contendo meio de cultura GC (meio de cultura especifico para Neisseria
meningitidis) em seu interior. As bactérias crescidas nas garrafas foram suspensas em
PBS e posteriormente centrifugadas a 4000 rpm ou 1,180 xg/10 minutos.

O sobrenadante que resultou da centrifugacao foi transferido e filtrado a vacuo
através de uma membrana de celulose MILIPORE® com porosidade de 0,022 pym. O
filtrado foi descartado e a membrana foi lavada com PBS. A membrana foi descartada e o
PBS contendo OMVs foi armazenado a -80°C.

Segue um esquema de como foi feita a extracdo das vesiculas de membrana

externa.
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Crescimento
Bacteriano

Agitacao com

choques
mecanicos

I
'

Cenfrifugacao
4.000rpm
10 minutos

Ultrafiltracao
Poro0,022pm

L 4

[- Lavagempara

retirada de
impurezas

Armazenamento

Figura 5: esquema da producao e extracao de vesiculas de membrana externa de

bactérias gram-negativas.

Caracterizacao das OMVs

Para caracterizar as nanoparticulas obtidas dos meningococos foram utilizadas
quatro metodologias: microscopia eletrbnica de transmissdo, espalhamento de luz
dindmico (zetasizer nano), mobilidade eletroforética (zetasizer nano) e dosagem do
conteudo proteico pelo teste de Bradford.

Para a microscopia eletronica foi utilizado o Microscopio Eletronico de
Transmissdo LEO 906E a uma voltagem de 60 kV. Como suporte para amostras foram
utilizados grids com filme suporte formar 2,5% diluido em dicloroetano e recoberto com
filme de carbono. Como contrastante foi utilizado acetato de uranila.
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O espalhamento de luz dindmico (que permitiu determinar o tamanho de
nanoparticulas) e a mobilidade eletroforética das mesmas (com a finalidade de obtengéo
da carga superficial das vesiculas de membrana externa) foi feito em um equipamento
Zetasizer nano disponibilizado gentilmente pela professora Dr. Daniele Ribeiro de Araujo
— UFABC. Cada gréfico da distribuicao dos tamanhos de cada linhagem analisada foi
oriundo de uma triplicata, e quando se observar trés graficos foi referente a diluicdes
seguidas de filtracbes das mesmas para eliminacao de impurezas e particulas muito
maiores que pudessem dificultar a analise.

Para o teste de Bradford (Bradford, 1976), utilizou-se a soro albumina bovina
(BSA) para fazer a curva padréo. Para tal foi utilizado o Reagente Corante Concentrado
BioAgency® (cod. 500-0006N) e a leitura foi realizada a 595 nm. Os resultados foram
expressos como mg de proteina por mL (mg/mL) ou mg totais (mg/mL x volume da
amostra). Todos os resultados sdo a média das dosagens realizadas em triplicata. A
concentracao das OMVs obtidas por esse processo se baseia pela sua concentracao

proteica.

Cultivo Celular da linhagem NG97

A linhagem celular NG97 (neuroglioblastoma humano, cedida pelo do laboratério
da Profa. Dra. Liana Verinaud — Depto de Imunologia — IB - UNICAMP) foi cultivada em
meio RPMI 1640 (Cultilab Ltda., Campinas, S&o Paulo, Brasil) suplementado com 10-20%
de Soro Fetal Bovino (SFB), dependendo do crescimento celular até o momento (menor
porcentagem era adotada para um maior numero de células ja que neste ha fatores que
induzem a proliferacao celular), e mantidas a 37°C em atmosfera de 5 % de CO,. Apéds a
confluéncia da monocamada celular, as células foram tripsinizadas e distribuidas em
placas de 24 pogos. A concentracdo celular obtida apés a tripsinizacdo era de 1.10°

células/mL. Cada poco recebeu uma aliquota de 1 mL da suspensao celular. As placas
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em questdo foram incubadas sob as mesmas condigbes supracitadas até atingirem

confluéncia da monocamada celular.

Teste de viabilidade celular por coloracao com Vermelho- Neutro

O teste foi previamente descrito por Borenfreund em 1985 (Borenfreund &
Shopsis, 1985). Apo6s incubacdo das células NG97 com as OMVs (concentragao final
proteica de 1,21 pg/ml) por 3 horas o meio foi removido e a cultura lavada com salina
tamponada fosfatada (PBS) pH 7,4. Para cada pogo, foram adicionados 0,2 mL de meio
EAGLE contendo 50 ug/mL do corante Vermelho Neutro e a placa incubada por 3 h a 37°,
para captagado do corante pelos lisossomos das células viaveis. Apos a incubagao, o meio
contendo o corante foi removido e os pocos foram lavados rapidamente com solugao de
formol-célcio para fixagdo. Logo apés, 0,2 mL de solugdo de etanol-acido acético foram
adicionados a cada pog¢o e a placa foi mantida por 15 minutos para lise. O corante

solubilizado foi quantificado em espectrofotébmetro a 540 nm.

Anadlise morfolégica de culturas celulares apos infeccao com OMVs de N.
meningitides

A andlise morfoldégica de células NG97 foi realizada através de laminas de
microscopia éptica. Para isso, laminulas estéreis foram colocadas no fundo dos pocos de
placas de 24 pocos, nas quais as células foram semeadas e cultivadas até a confluéncia
da camada celular.

Ap6s o processo de infeccdo por OMVs de N. meningitidis, descrito no tdpico
Teste de viabilidade celular por coloragdo com vermelho-neutro, 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 coloracdo de eosina-azul de metileno segundo Wright

(Solugao de Corante de Wright — Nalgon, ltupeva, Sao Paulo, Brasil) e montadas sobre
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lamina optica seca com Entellan®MERCK. Tal procedimento permitiu a visualizagdo em
microscopia Optica das alteracdes e morfolégicas que as OMVs causaram nas células.

A partir das laminas obtidas através do ensaio de analise morfolégica, foi possivel
a visualizacao das alteragcdes morfolégicas causadas as células in vitro em microscopia
optica. Para determinar se houve alteracdo morfologica significativa nas células
submetidas a infecgdo, 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 alteragcdo morfolégica. Os campos, trés no total, de visualizagdo para
contagem de células foram escolhidos de maneira aleatoéria.

Considerou-se como alteragdo morfologica aspectos como citoplasma mais denso,
formacao de expansoes citoplasmaticas como vesiculas (“blebs”), modificacées quanto ao

formato da propria célula e presenga excessiva de vacuolos.

Analise da expressao de quimiocinas inflamatérias por PCR em Tempo Real

Extracao de RNA

Células NG97 foram cultivadas em placas de 24 pocos e foram submetidas ao
processo de infeccdo por OMVs de N. meningitidis descrito no tépico teste de viabilidade
celular por coloragdo com Vermelho-Neutro. Apés um periodo de 3 horas, o meio de cada
poco foi retirado e foram adicionados 300 uL de Trizol Reagent® (Invitrogen Inc.Carlsbad,
CA, USA) por pogo. Com o auxilio de uma ponteira de micropipeta estéril, o conteudo total
de extracdo de cada poco foi retirado e transferido para um eppendorf de 1,5 mL livre de
RNase. A cada amostra foi adicionado um volume de 200 pL de cloroférmio, agitada e
incubada 3 minutos a temperatura ambiente. As amostras, entao, foram centrifugadas a
10000 rpm ou 7,378 xg a 4 °C por 15 minutos. Apos a centrifugacédo, sao formadas 3
fases: uma fase superior aguosa com RNA, uma interface e outra orgénica, ambas com
DNA e proteinas. A fase que continha RNA foi transferida para um novo eppendorf livre

de RNase. Adicionou-se uma aliquota de 500 uL de isopropanol a cada tubo e estes
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foram incubados a -20 °C por 30 minutos. Apds esse periodo, os tubos foram
centrifugados a 12000 rpm ou 10,625 xg a 4 °C por 10 minutos e, posteriormente, os
sedimentos foram lavados com 500 uL de etanol 70 %. As amostras foram novamente
centrifugadas a 12000 rpm ou 10,625 xg em um periodo de 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e, apds a evaporagao do alcool, os pellets foram ressuspendidos em agua

tratada com DEPC (dietilpirocarbonato 0,01 % v/v) e conservado a -80 °C.

PCR em tempo real quantitativo (qQRT — PCR)

Uma quantidade de 0,3 ug de RNA extraido foi submetido a reacdo de PCR em
tempo real quantitativo, utilizando oligonucleotideos para genes endégenos para GAPDH
e como genes alvo TNFa, TGFB, IFNy, IL-6, IL-8 e IL-10 (oligonucleotideos descritos na
tabela 3). Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit gRT — ONE STEP- SuperScript Il
(Invitrogen Inc.Carlsbad, CA, USA) e para a reagao de quantificacao relativa o 2X SYBR

Green (Applied Biosytems, Warrington, WA, UK).
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Tabela 3: oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Citocinas Oligonucleotideos (5 — 37)

TNFa FW: TCTTCTCGAACCCCGAGTGA
RV: CCTCTGATGGCACCACCAG
TGFB FW: CAGCAACAATTCCTGGCGATA
RV:AAGGCGAAAGCCCTCAATTT
INFy FW: GGCTGTTACTGCCAGGACCCATATGT
RV: GATGCTCTTGCACCTCGAACAGCAT
IL-06 FW: GAGGATACCACTCCCAACAGACC
RV: AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
IL-08 FW: ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT
RV: TTATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAA
IL-10 FW: GTGA TGCCCCAAGCTGAGA

RV: CACGGCCTTGCTCTTGTTT

GAPDH FW: TGCACCACCAACTGCTTAGC

RV: GGCATGGACTGTGGTCATGAG

As reagdes foram efetuadas em placas de 96 pogcos no ONE STEP PLUS (Applied
Biosystems), nas condi¢cdes de 50 °C/15 min (para a agdo da transcriptase reversa),
seguindo de 45 ciclos de 95 °C/15 s, 60 °C/1 min, de acordo o meio de reagdo abaixo

descrito:
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Master Mix SYBR GIre€n 2X......ccoiiuiieeiiiieieeeieee et siiee e eee e e ennaea e e 5l

gRT — ONE STEP- SuperScript H........cooueeiiiieee e, 0,25 pl
Primer Forward (concentragao final 400uM).......ccooeriiiiiiiiieene e, 0,08 ul
Primer Reverse (concentragao final 400uM).........covviiiiieiiiiiie e 0,08 pl
RNA extraido (concentracao final de 30 NQ)......cevevvviireeeiiiieeereee e 1l
H20 DEPC (.. -t teeuteerueeerteeeuteesieesieeesieeseeesseeseeessessneeenseesnseennessneeesseesnseeenns 10 pl

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

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

infecgéo bacteriana.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Construcao das cepas "knock-outs"
C2135 AsynA
Segue o esquema de como foi realizado o knock-out da linhagem C2135 de

Neisseria meningitidis para o gene synA.

i N
1

XhoI

=0

C2135 .

Figura 6: (1) Amplificacdo do gene synA que possui um sitio de restricdo para a enzima
de Xho I; (2) Insercdo do gene amplificado no vetor de clonagem pGem®-T Easy
(Promega) e a consequente quebra da sequéncia do gene synA no sitio de restricdo Xho
I; (3) adicao do cassete de resisténcia a eritromicina ermAM no plasmidio pela atuagéo da

T4 DNA ligase; (4) insercao do plasmidio na linhagem C2135.
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A confirmagéao do “knock-out” foi feito por amplificagcédo do cassete de resisténcia a

eritromicina nas linhagens mutadas, presente na figura 7.

1
N B o 00
A X ~ A

-1k

- 0,25k

Figura 7: (D) Ladder de 1kb; (C) amplificacdo do cassete de resisténcia da cepa C2135;
(B) controle positivo ermAM; (A) amplificacdo do cassete de resisténcia da cepa C2135

ASynA.
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C2135 ApilE
Segue o0 esquema de como foi realizado o knock-out da linhagem C2135 de

Neisseria meningitidis para o gene pilE.

VN |

1 —> > <

2 [ + [ ] — 3 )
s -
BamHT site
ermAM

4 N v

C2135 .

Figura 8: (1) amplificagdo em duas partes do gene com a inser¢ao do sitio da enzima de
restricdo BamHl, (2) linearizagdo dos dois fragmentos por reacdo de PCR utilizando o
oligonucleotideo do primeiro fragmento e o oligonucleotideo do segundo fragmento; (3)
fragmentos linearizados com o sitio de restricado para BamHI; (4) insercao do fragmento
no vetor de clonagem pGem®-T Easy (Promega) e sequente abertura com a enzima de
restricdo previamente mencionada; (5) inser¢ao do cassete de resisténcia a eritromicina

ermAM; (6) insercao do plasmidio na linhagem C2135.

A confirmagao do knock-out foi feito pela perda da capacidade da cepa mutada de

sofrer mutagdo, j4 que a pilina, proteina codificada pelo gene pilE, é responsavel pela
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caracteristica da bactéria de internalizar DNA exdgeno, ou seja, € responsavel por esta

ser naturalmente transformavel.

Caracterizacao das OMVs

Microscopia eletrénica de transmissao

As microscopias eletrénicas foram usadas para averiguar o tamanho das OMVs,
para posteriormente serem confirmados por zetasizer nano (Berlanda Scorza et al., 2008),
nesta foram verificadas vesiculas de no maximo 200nm, que foram posteriormente

confirmados pelos resultados que serdao mostrados na secao espalhamento de luz

dindmico e mobilidade eletrosférica.

B Accelerating Voltage Magnification Operator -
60 kV | 77500x  MARIO —200 nm—

Figura 9: Microscopia eletrénica de transmissdo das vesiculas de membrana externa
analisadas neste trabalho provenientes de 6 diferentes linhagens de N. meningitidis. (A)
OMV extraida da cepa B4;(B) OMV extraida da cepa C2135;(C) OMV extraida da cepa
C2135 ApilE;(D) OMV extraida da cepa P2143;(E) OMV extraida da cepa P374;(F) OMV

extraida da cepa C2135 AsynA.
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Espalhamento de luz dinamico e mobilidade eletroforética.

C2135
Size (rnmy}: % Intensity Width (r.nmy):
Z-Average (rnm): 1146 Peak 1: 1724 a7 1 1038
Pdl; 0,389 Peak 2. 7,788 1,9 2 840
Intercept: 0748 Peak 3: 2387 1,0 3679

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000

Size (r.nm)

Record 3: C2135 - fitrada 1 Record 4: C2135 - fitrada 2

Record 5: C2135 - fitrada 3

Figura 10: Distribuicdo das OMVs extraidas da cepa C2135 em tamanho.

Mean (mv) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -15.0 Peak 1: -30,2 524 6,49

Zeta Deviation (mV): 27,6 Peak 2: -0,863 221 582
Conductivity (mSicm): 1,87 Peak 3. -144 3 2,95

Result quality : See result quality report

Zeta Potential Distribution
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Record 73: C2135 1|

Figura 11: Distribuicdo do potencial zeta em (mV) da OMV da cepa C2135.
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C2135ApilE

Size (r.nm}: % Intensity Width {r.am):
Z-Average (ram): 71,76 Peak 1: 96,55 100,0 49 61
Pdl: 0,243 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,880 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
QBT s R T R :
g 1'] .....................................
=
§
e
0
0.1 1000 10000

Size (r.nm}

Record 12: C21DELTAPILE - fitrada 1
Record 14: C21DELTAPILE - fitrada 3

Record 13: C21DELTAPILE - fitrada 2

Figura 12: Distribuicado das OMVs extraidas da cepa C2135 ApilE por picos e tamanhos.

Zeta Potential (mV): -26.0
Zeta Deviation (mV): 13,0
Conductivity (mSicm): 178

Result quality :

Mean (m\/) Area (%) Width {m\)
Peak 1: -321 70,1 7,54
Peak 2: -447 17,3 470
Peak 3: -147 125 286
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80000
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Record 77: C2135 delta pilE 1|

200

Figura 13: Potencial zeta em (mV) da OMV da cepa C2135 ApilE.
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C2135AsynA

Z-Average (rnm): 55 40

Pdl: 0314

Intercept: 0842

Result quality : Good

Size (rnm):
Peak 1: 75,80
Peak 2: 2221
Peak 3: 0,000

% Intensity Width (r.nmj}:

83,0 46,08
2,0 4523
0,0 0,000

Size Distribution by Intensity

Size (r.nm}

B = T T I e I
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oy
[
C
% LR R T T T . I T T L T I
0 HEN- o ;
0.1 1000 10000

Record 8: CZ1DELTASYNA. - fittrada 1

Record 11: C21DELTASYNA - fitrada 3

Record 10: C21DELTASYNA - fitrada 2|

Figura 14: Distribuicao das OMVs extraidas da cepa C2135 AsynA por picos e tamanhos.

Zeta Potential (mV): -27.9
Zeta Deviation (mV): 9,27
Conductivity (mSicm): 0,223

Result quality :

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Peak 1: -252 838 6,71
Peak 2: -440 16,2 3,38
Peak 3: 0,00 0,0 0,00

200000

150000

100000

Total Counts

30000

Zeta Potential Distribution

-200

-100 0

Zeta Potential (mV}

100 200

Record 78 C2135 delta syna 1|

Figura 15: Potencial zeta em (mV) da OMV da cepa C2135 AsynA.
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B4

Size (r.nm}: % Intensity Width {r.nm):
Z-Average (nnm). 8822 Peak 1: 84 91 100,0 15,09
Pdl: 1,000 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,263 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
3|:| .................. .................. e e e e e e e . ................. .................
g B .................. ................. EERRRRRRRRERERER .................
ol : : i : :
g : : : : :
E 1“ .................. .................. .................. ................ .................
0
0.1 1 10 1000 10000

Size (r.nm}

Record 21: B4dil1-20- fitrada 1|

Figura 16: Distribuicao das OMVs extraidas da cepa B4 por picos e tamanhos.

Zeta Potential (mV): -155 Peak 1:
Zeta Deviation (mV): 6,60 Peak 2:
Conductivity (mS/icm): 0,143 Peak 3:

Result quality :

Mean (mV) Area (%)
-15,5 100,0
0,00 0,0

0,00 0,0

Width (mV)
8,60
0,00
0,00

400000

300000

200000

Total Counts

100000

0

Zeta Potential Distribution
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=200 =100
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Record 82: B4 1|

100 200

Figura 17: Distribuicao do potencial zeta em (mV) da OMV da cepa B4.
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P374

Size (r.nm}: % Intensity
Z-Average (rnm). G666 Peak 1: 78,46 932
Pdli: 0,288 Peak 2: 2610 18
Intercept: 0,727 Peak 3: 0,000 0,0

Result quality : Refer to quality report

Width {r.nm}:
38,91
2314
0,000

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (r.nm}

|[——— Record 26: P374dil-40- fitrada 3

Figura 18: Distribuicdo das OMVs extraidas da cepa P374 por picos e tamanhos.

Mean (mV) Area (%) WWidth (mV)
Zeta Potential (mV): -16,9 Peak 1: -164 a7 1 7,49
Zeta Deviation (mV): 814 Peak 2: -386 29 251
Conductivity (mS/cm): 0,143 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

300000

200000

Total Counts

100000

Zeta Potential (mv}

Record 83: P374 1|

-200 -100 0 100

200

Figura 19: Distribuicao do potencial zeta em (mV) da OMV da cepa P374.
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P2143

Size (r.nmy}: % Intensity Width {rnm):
Z-Average (ram): 8240 Peak 1: 5753 87,8 22,20
Pdli: 0,210 Peak 2: 2617 72 2268
Intercept: 0,279 Peak 3: 2,093 5.0 0,3361

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
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Figura 20: Distribuicao das OMVs extraidas da cepa P2143 por picos e tamanhos.

Mean (m\V) Area (%) Width {(mV)
Zeta Potential (mV): -21.6 Peak 1: -216 100,0 5,92
Zeta Deviation (mV): 5892 Peak 2. 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/fcm): 0,138 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Figura 21: Distribuicao do potencial zeta em (mV) da OMV da cepa P2143



Tabela 4: Linhagem de origem de cada OMV com seu respectivo tamanho médio

(nm) e potencial zeta (mV).

Linhagem de origem da
Tamanho médio (nm) Potencial zeta (mV)
omv

C2135 114,6 -19
P2143* 82,4 -21,6
P374* 78,46 -16,9
B4 84,9 -15,5

C2135 ApilE 71,76 -26
C2135 AsynA 55,40 -27.9

Como foi proposto por MacDiarmid e colaboradores (Macdiarmid et al., 2009)
todos tamanhos encontrados das nanoestruturas aqui estudadas sdo pequenas o
suficiente para penetrar nas juncdes entre as células dos vasos que alimentam os
tumores, que sdo de aproximadamente 400nm. Por sua vez Gorringe e colaboradores
constataram em seus estudos de andlise de tamanho das OMVs por zetasizer nano a
ocorréncia de picos maiores que 10um, por exemplo nos casos que aparecem com
asterisco na tabela 4, responsaveis pela agregacdo das nanoparticulas que
coincidentemente apresentam menor tamanho justamente quando sua carga superficial é
mais negativa, postulando-se que quanto maior a carga da vesicula de membrana externa
em modulo maior a repulsdo entre elas dificultando a formacdo de aglomerados,
possibilitando que o aparelho perceba o real tamanho das vesiculas ao invés de grumos

destas.

Tais dados corroboram com o0s encontrados para as linhagens C2135 e seus
mutantes, onde a particula com menor carga apresenta também o menor tamanho médio,

isso pode ser explicado pelo mesmo motivo anteriormente citado onde o aumento das
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forcas de repulsdo entre as mesmas impedindo a formagé&o de aglomerados permitindo
que estas sejam detectadas pelo aparelho com melhor acuracia.

A possivel utilizagdo das OMVs como carreadores de farmacos, RNAi ou até
mesmo plasmidios sé € possivel com nanoparticulas inécuas e que, por manter algumas
das caracteristicas da propria membrana celular bacteriana, apresentam, normalmente,
taxia por células tumorais, todavia, quando isto ndo acontece ainda ha a possibilidade de
se trabalhar com a nanoparticula de forma a deixa-la mais seletiva ao tumor, por exemplo,
utilizando anticorpos bidentados onde uma porcao dele se ligara a particula e outra a um

receptor bastante expresso pelo tumor (Macdiarmid et al., 2009).

Além disso, somado com o tamanho e as cargas superficiais, metodologias podem
ser desenvolvidas para a utilizacdo de todas essas caracteristicas de forma sinérgica

visando uma otimizacao do processo de delivery de moléculas com atividade anti-tumoral.

Teste de Bradford

Pelos dados de absorbancia da BSA (padréao) fez-se uma curva e desta tiramos
uma equacao relacionando absorbancia com concentragédo de proteinas.

Aplicando-se a Equacao 1, mostrada na legenda da Figura 22, onde C equivale a
concentracdo proteica e A a absorbancia, aos dados da Tabela 5, sdo obtidos os valores

de concentragéo de proteina em cada amostra.
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Curva de Absorbancia em func¢do da concentragao para
a solucao padrao
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Absorbanciaem 595 nm
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0,1800 0,1900

Csol (ng/mL)

Figura 22: Curva construida com as concentragoes e absorbancias obtidas a partir da

solucéo padrao. Aplicando-se o0 método dos minimos quadrados aos dados, obtém-se a

reta descrita pela Equacao 1. (¢=390,47xA-56,041).

Tabela 5: concentracao de proteina para OMVs originadas de diferentes linhagens

Identificagdo da OMV | M98 | pegyio Padrao Ceor (Hg/mL)
C2135 0,2074 0,0050 24,94
P374 0,3432 0,0469 77,97
B4 0,2116 0,0071 26,58
P2143 0,1621 0,0117 7,23
C2135AsynA 0,1478 0,0116 167
C2135ApilE 0,1466 0,0046 121

A diferenga na concentracao proteica de cada extracao mostra que neste processo

a producao de vesiculas de membrana externa é diferente pra cada cepa, além na

diferenca da producdo, bactérias com genes mutados para proteinas da membrana

externa tendem a produzir OMVs com diferentes razdes lipidio/proteina, inferindo que,
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neste caso, as produgbes destas nanoparticulas nao correspondem ao processo

biogénico em bactérias normais (Kulp & Kuehn, 2008).

Teste morfoldgico

Nota-se nos dados mostrados na figura 23, que dentre as linhagens C2135 e seus
mutantes a cepa C2135 ApilE apresentou menor porcentagem de células NG97 alteradas.
Vale ressaltar que a pilina (proteina ausente nesta cepa) € a principal responsavel pela
aderéncia desta bactéria com as células epiteliais e endoteliais do hospedeiro e na sua
auséncia, cepa C2135 ApilE, ha a diminuicao da capacidade da bactéria em causar danos
na célula hospedeira o que deve ser explicado pela impossibilidade desta primeira
interacdo descrita acima. (Virji et al,, 1993). Na figura 24 temos exemplos das alteragdes
encontradas no teste: Alteracdo do tamanho e forma da célula acompanhada de
condensagéo citoplasmatica, aumento da vacuolizagéao e presencga de blebs (projecdes da

membrana com resquicio de citoplasma).
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Teste morfologico
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de origem

Figura 23: Porcentagem de células com alteracdo morfolégica, sendo consideradas
alteragdes aspectos como citoplasma mais denso, formacao de expansdes
citoplasmaticas como vesiculas (“blebs”), modificacbes quanto ao formato da propria

célula e aumento da vacuolizagéao
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Figura 24: (A) células NG97 sem a presenca de OMVs (Controle); (B) células NG97 com
a presenca de OMVs oriundos da linhagem B4, em destaque (i) o aumento da
vacuolizagéo celular; (C) células NG97 com a presenga de OMVs oriundos da linhagem
C2135 ApilE, em destaque a alteragdo do formato celular e a presenca de blebs (ii); (D)
células NG97 com a presenca de OMVs oriundos da linhagem C2135 AsynA, em

destaque a condensacao citoplasmatica (iii).

Citotoxicidade em células NG97 pela incorporacao do vermelho neutro.

Sobre a inocuidade das OMV verificou-se a citotoxicidade destas frente a células
em cultivo celular. A figura 25 demonstra baixa ou nenhuma citotoxicidade das OMVs
sobre a célula NG97. Para uma formulacao ser considerada citotéxica faz necessario a
diminuicdo em 75% ou menos das células viaveis pos administracdo da mesma sobre a
cultura celular, neste caso, todas as OMVs apresentaram no maximo uma diminui¢cdo de
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10% de células viaveis sendo todas as formulagdes neste estudo entdo consideradas nao

toxicas.

Células NG97 viaveis

100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%

0,00%

Controle C2135 P374 P2143 C2135 Delta C2135 Delta
Negativo synA pilE

Figura 25: porcentagem de células vidveis pos aplicagéo das OMVs em células NG97.

A média das absorbéancias colhidas para controle negativo foram consideradas
como 100% das ceélulas viaveis, e para cada OMV diferente foi feita a relagao proporcional

de células viaveis pela média das absorbancias colhidas.

Andlise da expressao de quimiocinas inflamatérias por PCR em tempo real

A expressdo das quimiocinas inflamatérias nas células da linhagem NG97
expostas as diferentes tipos de OMVs apresentaram diferengas significativas (p<0,05 p/ o
teste Student-Newman-Keuls) e estao sendo representadas nas figuras 26 e 27 na forma

de média.
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Producdo de interleucinas em células
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Figura 26: Diferenga em expressao dos genes de citocinas inflamatérias quando
comparados ao controle endégeno GAPDH nas células NG97 pés-interagdo com OMVs

de diferentes linhagens de meningococo.

O processo de infeccdo por N. meningitidis é associado a expressao de
determinadas citocinas inflamatérias, por exemplo, a expressdo de TNF-a por infec¢oes
meningocécicas € bem fundamentada na literatura. Trata-se de uma molécula pro-
inflamatéria envolvida na regulagdo da resposta imune e na indugdo de morte celular via
apoptose e inflamacao. Sabe-se que o TNF-a é uma das mais importantes quimiocinas
relacionadas ao choque séptico e sua liberacao ocorre logo no comeco deste processo
fisiopatologico. A quimiocina IL-8 também é uma molécula pré-inflamatéria envolvida na
inflamagéo tecidual e sepsias. Trata-se de uma citocina que induz a quimiotaxia de
células especificas, tais como neutréfilos (Tsiotou et al., 2005).

A resposta inflamatéria durante a meningite assim como a liberacdo de TNF-q,
pode aumentar a permeabilidade da BHE (barreira hematoencefalica) (Schubert-Unkmeir

et al) causando danos a tipos celulares de origem neural, como a célula NG97 aqui
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estudada que se trata de um glioblastoma, um cancer de origem astrocitario. Assim,
também é possivel relacionar a alta expressdao de TNF-a em NG97 pés-infeccdo com
OMVs neste tipo celular, sendo que segundo a Figura 26, a maior expressdo desta
interleucina quando comparado a expressao de GAPDH foi da cepa P2143, com aumento
de 16 vezes, seguido pela cepa B4 que apresentou um aumento de 4x, depois P374 e
C2135. Tal padrao é observado em todas citocinas pro inflamatérias, que sdo TNFa, IFNy,
IL-06 e IL-08 e nao foi observado nas citocinas anti inflamatérias neurais, no caso a IL-10
e o TGFB. Conclui-se entdao que a indugao da inflamagéo, neste caso, € independente da
linhagem, ja que tanto a responsavel pela maior expressdao quanto a menor expressao
séo cepas do sorogrupo C, e entdo a ativagao da cascata inflamatéria esta relacionado a
epitopos que podem estar presentes em uma bactéria do sorogrupo C e ausentes em
outra que apresenta 0 mesmo polissacarideo capsular (no caso do sorogrupo C é 0 a-2,9,
acido N-acetilneuraminico 1:1).

Em andlise da figura 27, onde temos a comparacao das OMVs produzidas pelas
linhagens de Neisseria meningitidis C2135, e seus mutantes para pilina (ApilE) e para
capsula (AsynA) temos alguns resultados interessantes. A bactéria mutante para pilina,
proteina de membrana bacteriana, considerada um fator de viruléncia importante para o
processo de aderéncia as células epiteliais, apresentou expressdao menor que o controle
enddégeno (GAPDH) para todas as interleucinas, sendo excecao apenas o IFNy. Em
contrapartida, a cepa mutada para a capsula (synA) apresentou grande quantidade de
citocinas inflamatérias, quase tao pronunciada quanto sua cepa parental, a C2135.

A estrutura filamentosa proteica glicosilada da pilina, proteina sintetizada pelo
gene pilE, é responsavel pela adesdo das células bacterianas as células epiteliais e
endoteliais humanas. Estes apéndices atravessam a cépsula polissacaridica e se ligam a
receptores nas células da nasofaringe (Kallstrom et al., 1997, Pollard & Frasch, 2001). A
presenca desta proteina € necessaria para a colonizagdo e subsequente infeccao do

hospedeiro (Stephens et al., 1983, Stephens & McGee, 1981, Stephens & McGee, 1983).
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Somado com o fato de que no teste in vitro, ndo ha a presenga de células do sistema
imune, sendo assim a capsula, cuja sintetizacdo estd comprometida pelo nocaute do gene
synA, responsavel pelo escape da fagocitose in vivo, ndo é de muita valia para o processo
inflamatdrio ao contrario da cepa que possui a pilina, proteina de membrana responsavel
pela interagdo entre as células do parasita e do hospedeiro que pode ser inativada por
anticorpos, que neste caso, ndo estdo presente no ensaio. Tais fatos corroboram com os
dados encontrados onde a cepa mutada para cépsula apresenta pilina e, com esta, uma
maior reagao inflamatéria pois sua interacdo com as células em cultura ndo esta
comprometida, ao contrario da cepa mutada para pilina, que teria uma maior capacidade
de escape da fagocitose porém sua aderéncia as células epiteliais estaria comprometida.
Os resultados do teste de citotoxicidade e produgdo de citocinas inflamatérias
parecem antag6nicos onde o primeiro demonstra nenhuma citotoxicidade da
nanoparticula sobre a célula NG97 enquanto o segundo mostra que este causa ativagao
da inflamacdo demonstrando o stress celular causado pela particula, contudo eles
corroboram uma vez que a célula esta sinalizando seu stress devido a presenca das
OMVs porém é necessario o aparato do sistema imunoldgico para que essa sinalizacao

seja interpretada e culmine no ataque ao responsavel pelo distarbio celular.
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Figura 27: Diferenca em expressao dos genes de interleucinas quando comparados ao
controle endégeno GAPDH nas células NG97 pos interacao com OMVs linhagens

mutadas de meningococo.

A resposta imune celular in vivo em resposta a doenca meningocécica é bem
complexa e interessante, visto que pouco se sabe sobre a fungdo de mecanismos de
ativacao das células T CD4- e CD8-, mas sabe-se por exemplo que em estudos em
pacientes com meningite meningocécica relataram um percentual elevado de células CD4
com receptores do tipo y® (CD4yd), estas quando estimuladas com concanavalina A
produziram niveis elevados de citotoxinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6). Tal elevacao
foi também observada na presenca apenas das OMVs extraidas de N. meningitidis
(Raziuddin et al., 1994).

Tem-se neste estudo uma boa ideia na diferenca de producdo de interleucinas
inflamatérias pelas células da glia frente a estimulacdo meningocdcica, mas vale ressaltar
que diferentes tipos celulares respondem diferentemente a estimulos do mesmo patégeno
(Carneiro & Alves, 2011).
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Sabe-se também que as proteinas de membrana externa de N. meningitidis como
a pilina e sua capsula sao altamente mitogénicas para linfécitos B, em individuos normais
nao estimulam os linfocitos T. Estes estimulam linfocitos B que estdo envolvidos na co-
estimulacao de linfécitos T por meio dos ligantes CTLA-4 e CD28. Uma vez estimulados,
os linfécitos T produzem IL-2 e IL-4 que, por fim, irdo estimular os linfocitos B a produgéao
de anti corpos (Wetzler et al., 1996).

O reconhecimento das proteinas da membrana externa de N. meningitidis por
linfocitos T € restrito as moléculas de MHC do tipo Il, além disso, diversos autores
demonstraram que os epitopos mais imunogénicos estdo localizados principalmente na
regido transmembranica destas proteinas, sendo, portanto, altamente conservados no
género Neisseria (Wiertz et al., 1992, Wiertz et al., 1991). Tais fatos corroboram com o
encontrado neste trabalho, ja que as vesiculas de membrana externa mantém grande
parte da estrutura transmembrénica da bactéria, assim como seu conteudo proteico, e
como neste ha a presenca dos principais epitopos imunogénicos para esta bactéria, pode-
se observar uma quantidade consideravel de citocinas inflamatérias na presenga apenas
da OMV.

A interacao entre varias linhagens de bactérias induzindo o processo de apoptose
em alguns tipos de células tumorais em cultura demonstrou uma eficiéncia dos patégenos
em seu uso como terapia antitumoral (Carneiro & Alves, 2011). No entanto, apresenta-se
neste trabalho a hipdtese de que apenas as OMVs de algumas linhagens de N.
meningitidis sdo capazes de produzir grande quantidade de RNAm para o fator de
necrose tumoral (TNF-a) em células NG97, o papel deste ja é bem fundamentada na
literatura. Trata-se de uma molécula pré-inflamatéria, envolvida na regulacéo da resposta
imune e na indugcdo de morte celular via apoptose e inflamacao (Tsiotou & Sakorafas,
2004).

Sao necessarios mais estudos a fim de verificar se toda a cascata apoptotica esta

ativa no processo de infec¢ao deste tipo de célula por meningococos ja que o TNF-a néo
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esta envolvido s6 neste processo fisiologico. Porém, nao seria surpresa no caso das
OMVs serem consideradas endotoxinas que, além de servir como um meio de
comunicacgdo entre a célula bacteriana e o ambiente, sem que este gaste energia se
movimentando, é também um método apropriado para liberacdo de substancias
protegidas e concentradas pelo microrganismo. Existem evidéncias de que a sepsias
pode ser provocada pela grande concentracdo de LPS nas vesiculas de membrana
externa destas bactérias, que sao dispersas na corrente sanguinea do individuo doente,
responsavel pela ativacdo de toda a cascata de inflamagao de forma sistémica (Kulp &
Kuehn, 2008).

Para a utilizagdo de nanoparticulas como fim terapéutico deste tipo de cancer
suspeita-se que quanto mais in6cua a vesicula maior a possibilidade desta chegar ao seu
alvo, visto que, o sistema carreador ao atingir a corrente sanguinea poderia ativar os
mediadores da inflamagéo, atraindo células de combate imunoldgico para as redondezas
que, por fim, poderiam desestruturar tais carreadores que devem manter sua
conformagéo inicial até atingirem as células tumorais, caso contrario sua atuacao pode se
comprometer assim como a biodisponibilidade do medicamento nela presente. Mais
estudos sao necessarios para comprovar tal possibilidade, tendo em vista que ha uma
grande distancia entre a analise de uma substancia in vitro e sua interagdo num sistema

tdo complexo e bem estruturado como o caso do corpo humano.
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CONCLUSOES

Conforme tudo o que fora apresentado até o presente momento podemos concluir que:

e A produgéo de vesiculas de membrana externa em Neisseria meningitidis a partir de

ultrafiltragcdo produziu OMVs de tamanhos e cargas menores que 200nm, tornando

este um processo viavel, menos trabalhosa e mais rapida que os métodos descritos

na literatura;

e A concentragao proteica das OMVs do meningococo varia conforme a linhagem que

as originaram, além disso, o “Knock-out” génico para os genes synA e pilE,

responsaveis pela producao da cdpsula e da pilina, também alteram tais quantidades

proteicas;

e As alteragbes morfoldgicas causadas em células NG97 variam de acordo com a

linhagem de origem das OMVs, além disso, nas mesma linhagem onde a expressao

de alguns genes como synA e pilE é interrompida, tal tendéncia também é observada;

e A producdo de citocinas inflamatérias ocorre quando as células NG97 séo

submetidas ao contado das OMVs;

e O uso de OMVs para a redugao de astrocitomas demonstra-se ser promissora para o

uso no tratamento desse tipo de tumor sélido como possivel veiculo para moléculas

de combate deste tipo de cancer. Dentre todas as nanoparticulas analisadas, a mais

promissora para 0 uso como possivel carreador de moléculas mais especifico para

astrocitomas € a proveniente da cepa C2135 ApilE.
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