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RESUMO

Helicobacter pylori € o principal agente etiologico causador da gastrite
crdnica, Ulcera péptica, adenocarcinoma e linfoma gastrico. Concentracdes
subinibitérias de antimicrobianos podem modificar os fatores de viruléncia da
bactéria e, consequentemente, a relacdo micro-organismo/hospedeiro,
podendo alterar a progressédo da infecgdo. Este estudo avaliou fatores de
viruléncia de H. pylori cultivados em ¥z e ¥ da concentracdo inibitdria minima
de amoxicilina que poderiam alterar a liberagdo de citocinas, inducdo de 6xido
nitrico e apoptose em macréfagos RAW 264.7 infectados. A analise protedmica
foi realizada por eletroforese bidimensional e a identificacdo das proteinas
diferencialmente expressas através da digestao por tripsina e espectrometria
de massas A inducdo de oxido nitrico foi analisada através do reagente de
Griess, as citocinas (interleucina - 1 beta, interleucina - 6, interleucina - 10,
interleucina - 12, fator de necrose tumoral alfa e fator transformador de
crescimento - beta) por ensaio imunoenzimatico e apoptose por citometria,
apos 24 horas de infeccdo. Nossos resultados demonstraram que H. pylori
previamente mantidos em sub-CIMs de amoxicilina apresentaram maior
expressdo de proteinas de choque térmico, enolase, argininosuccinato sintase,
superéxido dismutase, ATP alfa sintase e proteina ativadora de neutréfilo,
proteinas capazes de aumentar a indugédo de NO, IL—-1 B e IL - 12 e apoptose
em relacdo a macrofagos infectados com H. pylori sem tratamento. Estes
resultados sugerem que a amoxicilina em concentragdes subinibitorias pode
estimular a resposta imune no hospedeiro através da inducdo de alguns fatores

de viruléncia e determinados mediadores inflamatérios por H. pylori.



Palavras — chave: Helicobacter pylori, concentracbes subinibitérias,

amoxicilina, oxido nitrico, citocinas, apoptose, macréfagos, proteémica.



ABSTRACT

The infection caused by Helicobacter pylori is considered a major
etiology agent in chronic gastritis, peptic ulcer, gastric carcinoma and gastric
lymphomas. Sub-inhibitory concentrations of antibiotics have been shown to
change virulent expression of microorganisms, which may change the
progression of infection. This study assessed virulence factors of H. pylori after
contact with ¥2 and % the minimal inhibitory concentration of amoxicillin sub-
inhibitory concentrations of amoxicillin that could modify the induction of
cytokines, nitric oxide and apoptosis by infect RAW 264.7 macrophage-like
cells. The proteomic analysis was realized by two dimensional electrophoresis
and proteins differential expressions were characterized by tryptic digestion and
mass spectroscopy. The induction of nitric oxide was assayed by Griess
reagent, cytokines (interleukin — 1 beta, interleukin - 6, interleukin - 10,
interleukin — 12, tumor necrosis factor alpha and transforming growth factor -
beta) by Enzyme-Liked Immunoabsorbent Assay and apoptosis by annexin V -
fluorescein isothiocyanate after 24 hours. Our results demonstrated that H.
pylori previously maintained in sub - MICs of amoxicillin showed higher
expression of virulence factors such as heat shock proteins, enolase,
argininosuccinate synthetase, superoxide dismutase, ATP synthase alpha and
neutrophil-activating protein inducing more oxide nitric, interleukin - 1B and
interleukin — 12 and increased apoptosis than macrophages infected with H.
pylori without treatment. These results suggest that amoxicillin, at sub-inhibitory

concentrations, could contribute to the stimulation of immune response in the



host by inducing over-expression of virulence factors of H. pylori and specific

inflammatory mediators.

Key Words: Helicobacter pylori; sub-inhibitory concentration, amoxicillin, nitric

oxide, cytokines, apoptosis, macrophages, proteomics.



LISTA DE ABREVIATURAS, UNIDADES E SIMBOLOS

% Porcentagem

T Grau Celsius

ACN Acetonitrila

AMX Amoxicilina

ATP Adenosina trifosfato

ANEX Anexina V

ATCC American Type Culture Collection

B Beta

BabA Antigeno de grupo sanguineo

BHI Infusdo-cérebro-coracao

CagA Citotoxina associada ao gene A
cag-PAl Marcador da ilha de patogenicidade Cag
Cclr Cloreto

COs,. Di6xido de carbono

DNA Acido desoxirribonucleico

DMEM Meio de Eagle modificado por Dulbecco
ELISA Ensaio imunoenzimatico

EROs Espécies reativas de oxigénio
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FITC Isotiocianato de fluoresceina

g Aceleracao da gravidade

h Hora

H> Hidrogénio molecular

H,O, Peréxido de hidrogénio

HOCI Acido hipocloroso

HP Helicobacter pylori



Hsp

INOS
INF-y
kDa
LPS

mg

ug

mL

mM
MPO
MTT

nm
NAP
NO
NADPH
NCCLS
NF-kB
02

Oy

OH

OMPs

Pg
PBS

PBS-T

Proteina de choque térmico

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel

Interferon - gama

Kilodalton

Lipopolissacarideo

Molaridade

Miligrama

Micrograma

Mililitro

Microlitro

Milimolar

Mieloperoxidase

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
Normal

Nanometro

Proteina ativadora de neutrofilos

Oxido nitrico

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
National Committee for Clinical Laboratory Standards
Fator kappa B nuclear

Oxigénio molecular

Anion superéxido

Radical hidroxil

Oxigénio singleto

Proteinas da membrana externa
Picograma

Tampao salina fosfato

Tampao salina fosfato com 0,1% de tween-20



Pl

pl
PMSF
Q
RNA
SBF
SOD
sub-CIMs
TGF-B
TMB
TNF-a
uboO
UFC
VacA

lodeto de propidio

Ponto isoelétrico
Fenilmetilsufonil fluoreto
Quadrante

Acido ribonucléico

Soro fetal bovino

Superoxido dismutase
Concentragdes subinibitorias
Fator transformador de crescimento beta
Tetrametilbenzidina

Fator de necrose tumoral alfa
Unidade de densidade oOptica
Unidade formadora de col6nia

Citotoxina vacuolizante



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Helicobacter pylori cepa ATCC 43504 (1000X) corada pelo

MELOAO B GrAM.. et e

Figura 2: Distribuicdo de fluorescéncia do tubo controle contendo
apenas macréfagos pela técnica de citometria de fluxo: Anexina
versus Pl. Q1: células mortas (A-Pl+); Q2: células em estagio de
apoptose tardia/necrose (A+Pl+); Q3: células viaveis (A-Pl-); Q4:

células em estagios iniciais de apoptose (A+PI-).....ccccccevviiiiiiiiiinnnnee.

Figura 3: Efeito dose-resposta de diferentes concentracdes de

amoxicilina no crescimento de H. pylori apds 72 horas de incubacéo..

Figura 4: Inducdo de Oxido nitrico em macrofagos apoés infecgéo

com H. pylori por 6, 24 € 48 NOras........cccceeeiieieeeeieiieeeeeese e

Figura 5: Concentragdes de IL — 1 B e IL - 12 liberadas nos
sobrenadantes de cultura de macrofagos apos 24 horas de infeccao

(oo .0 1N o TR 0V [ 1S

Figura 6: Concentragdo de IL - 6 liberada nos sobrenadantes de

cultura de macrofagos apos 24 horas de infeccdo com H. pylori..........

Figura 7: Concentragdo de TNF - a liberada nos sobrenadantes de

cultura de macrofagos apos 24 horas de infeccdo com H. pylori..........

37

45

52

53

55

57

59



Figura 8: Concentragéo de TGF - B liberada nos sobrenadantes de

cultura de macrofagos apos 24 horas de infeccdo com H. pylori..........

Figura 9: Viabilidade de macréfagos apdés 6, 24 e 48 horas de

) =TeTor=To JoTo] o T I o7/ (o] ¢ SRS

Figura 10: Apoptose de macréfagos apds 6, 24 e 48 horas de

infeccdo com H. pylori determinada por citometria de fluxo..................

Figura 11.: SDS-PAGE dos extratos de H. pylori mantidos em
diferentes concentragbes de AMX por 24, 48 e 72 horas, corado pelo

NITFALO 08 Prata......cceeviiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e eeeeeeees

Figura 1 2: Géis obtidos por eletroforese bidimensional dos extratos
proteicos de H. pylori mantido em 0,063 upg/mL (A), 0,125 pg/mL (B),
0,250 pg/mL de amoxicilina (C) e na auséncia (D) por 24 horas,

corados por Coomassie Blue R-250.............ooouuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiiiies

Figura 13: Géis obtidos por eletroforese bidimensional dos extratos
proteicos de H. pylori mantido em 0,063 upg/mL (A), 0,125 pg/mL (B),
0,250 pg/mL de amoxicilina (C) e na auséncia (D) por 48 horas,

corados por Coomassie Blue R-250.............ooouuiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeeeeeeiiiies

Figura 14 : Sele¢&o de proteinas/spots diferencialmente expressos

(% volume) identificados por Waters Synapt HDMS.............cccccceeieennn.

Figura 1 5: Selec&o de proteinas/spots diferencialmente expressos

(% volume) identificados por Waters Synapt HDMS.............cccccceeeiennnn.

61

64

67

69

71

73

75

76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Producédo de NO por macrofagos infectados com H. pylori
mantidos ou ndo em diferentes concentracdes de AMX apos 6, 24 e

48 Noras de INCUDBGAOD. .......uuviiiiiiiiiee e

Tabela 2: Inducédo de IL - 1 B e IL — 12 em macréfagos por H. pylori
mantidos ou ndo em diferentes concentracbes de AMX apds 24

horas de INCUDAGEO............coooiiiiiii e

Tabela 3: Inducéo de IL-6 em macrofagos por H. pylori mantidos ou
ndo em diferentes concentracbes de AMX apds 24 horas de

gTol¥] o= Tox- T FA PP P TP PP PPPPPP

Tabela 4: Inducédo de TNF-a em macréfagos por H. pylori mantidos
ou ndo em diferentes concentracbes de AMX apds 24 horas de

gTol¥] o= Tox- Lo HA TP PP TP PPPPRPI

Tabela 5: Inducdo de TGF - B em macréfagos por H. pylori mantidos
ou ndo em diferentes concentracbes de AMX apos 24 horas de

o0 o= Tox= To 1SS

Tabela 6: Viabilidade de macréfagos infectados com H. pylori

mantidos ou ndo em diferentes concentracbes de AMX apos 6, 24 e

Tabela 7. Apoptose precoce e apoptose tardia/necrose em

macrofagos infectados com H. pylori mantidos ou ndo em diferentes

54

56

58

60

62

65



concentragfes de AMX ap0s 6, 24 e 48 horas de incubagéo...............

Tabela 8: Proteinas/spots diferencialmente expressas de H. pylori
cultivado em concentragcfes subinibitérias de amoxicilina apés 24 e

48 horas de incubacéo identificadas por Synapt HDMS.......................



25

1. Introducéo

A infeccdo causada pelo Helicobacter pylori na mucosa gastrica é
considerada uma das infeccOes cronicas bacterianas mais comum em seres
humanos e esta intimamente associada a Ulcera péptica, adenocarcinoma e
linfoma gastrico (CORREA et al., 2006; KUSTERS et al., 2006).

H. pylori é uma bactéria Gram negativa, espiralada, microaerofila, com 4
a 6 flagelos unipolares envolvidos por bainha (O'TOOLE et al., 2000) de 2 a 4
Mm de comprimento e 0,5 a 1,0 um de largura, mas que também pode ser
encontrada na forma cocodide (KUSTERS et al., 1997). A morfologia espiralada
caracteriza a forma viavel ou ativa da bactéria e a reversdo para a forma
cocoide pode ser importante para a sua fisiopatologia e transmisséao,
entretanto, estes mecanismos ainda nao estao bem esclarecidos (CITTERIO et
al., 2004; AZEVEDO et al., 2007).

Embora a infec¢cdo por H. pylori ocorra mundialmente, em paises
desenvolvidos a porcentagem de individuos infectados oscila entre 25 % a
50 % e ha indicios de que esteja diminuindo, enquanto que em paises
emergentes essa taxa é maior, podendo chegar a 90 % (PEREZ-PEREZ et al.,
2004; MALATY, 2007). No entanto, somente 10 % a 20 % das pessoas
infectadas apresentam manifestacdes clinicas que, geralmente, aparecem apos
anos da infeccdo (HOFMAN et al., 2004). Diversos estudos demonstram que 0
periodo de maior aquisicdo da infeccao pelo H. pylori € na infancia, nos cinco
primeiros anos de vida (KODAIRA et al., 2002; BEDOYA et al., 2003).

O desenvolvimento de doencas decorrente da infeccao por H. pylori é

determinada pela interagdo complexa e dinamica entre fatores do hospedeiro e
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da bactéria e devem ser consideradas, além do fator etiologico (diversidade da
sequéncia do DNA, ou seja, polimorfismo bacteriano), as caracteristicas
genéticas e imunoldgicas do hospedeiro e sua inser¢cdo ambiental (LU et al.,
2005; CHIBA et al., 2006). Outros fatores que podem estar associados a alta
prevaléncia da infeccao incluem fumo, consumo de alcool, dieta, exposicdes
ocupacionais, praticas de higiene, densidade populacional, fatores sociais e
histérico familiar de doencgas gastricas (ARSLAN et al., 2009; CHEN et al.,
2009; GONZALEZ; LOPEZ-CARRILLO, 2010; ZHANG et al., 2010).

Os principais fatores de viruléncia envolvidos na patogénese do H. pylori
sdo importantes para o0 desenvolvimento e gravidade das doencas
gastroduodenais, resposta inflamatéria da mucosa e alteracdo da secrecéo
acida gastrica (FIGUEIREDO et al., 2005; ROMERO-ADRIAN et al., 2009).
Dentre os fatores de viruléncia temos a producdo de urease, da citotoxina
vacuolizante VacA e da proteina CagA (citotoxina associada ao gene A), entre
outros (KIST et al., 2005).

A urease é uma enzima expressa por H. pylori podendo compor entre
10 % a 15 % das proteinas totais dessa bactéria. A urease nativa de H. pylori
promove a hidrélise da ureia presente no suco gastrico, a amobnia, com
consequente aumento do pH, permitindo, assim, a sobrevivéncia do H. pylori
no ambiente hostil do estdbmago, o0 que, sem este atributo biolégico, ndo teria
condi¢des de colonizar a mucosa (SCOTT et al., 2002; KHAN et al., 2009).

Na fase inicial da colonizacéo, H. pylori produz a enzima mucinase, que
tem atividade endopeptidasica e capacidade de degradar a camada de muco
gue protege o epitélio gastrico, sendo este um dos mecanismos que favorece a

progressdo da infeccao (JENKS; KUSTERS, 2000; FERNANDEZ, 2004). A
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capacidade de mover-se facilmente, devido a morfologia em espiral e aos
flagelos, estabelece intimo contato com as células epiteliais (O'TOOLE et al.,
2000). Outras enzimas, tais como superoxido dismutase, catalase e arginase
conferem protecdo contra a atividade litica de macréfagos e neutrofilos,
impedindo uma resposta eficaz do hospedeiro (GOBERT et al., 2001;
CHATURVEDI et al, 2007; WILSON; CRABTREE, 2007) e,
consequentemente, a sua sobrevivéncia na mucosa gastrica.

A adesdo do H. pylori ao epitélio gastrico é realizada através de
adesinas, sendo de grande importancia para a colonizacdo e patogénese,
facilitando a liberacdo de produtos toxicos produzidos pela bactéria, aléem de
estimular a producdo de citocinas pelas células epiteliais (MAHDAVI et al.,
2002; ASPHOLM-HURTING et al.,, 2004). A adesina mais conhecida é a
proteina BabA (antigeno de grupo sanguineo), codificada pelo gene BabA, que
permiti a adesdo da bactéria ao antigeno do grupo sanguineo Lewis, presente
nas ceélulas gastricas, facilitando a liberacdo de fatores de viruléncia
(BACKSTROM et al., 2004; COLBECK et al., 2006). Outras adesinas foram
descritas, sendo a maioria delas membros da familia das proteinas de
membrana externa (OMPSs), tais como SabA e HopZ (MAHDAVI et al., 2002;
SOLNICK et al., 2004; ASPHOLM et al., 2006). Todas as adesinas parecem
utilizar lipidios, gangliosideos e carboidratos como receptores nas células
epiteliais (EVANS JR; EVANS, 2000).

Varias moléculas produzidas por H. pylori atuam nas células da mucosa
gastrica, levando ao desenvolvimento de inflamacdo e formacao de Ulceras.
Entre essas moléculas podemos destacar a VacA, uma toxina oligomérica,

multifuncional, que forma poros na membrana celular, permitindo a saida de
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anions e ureia, levando a perda da homeostase e tonicidade celular, com
consequente aumento da permeabilidade intercelular (COVER; BLANKE, 2005;
IVIE et al., 2008). O aumento de permeabilidade celular proporciona uma maior
guantidade de nutrientes para H. pylori, enquanto que ureia € importante na
protecdo da bactéria contra o pH acido. A ligacdo de formas monoméricas de
VacA a receptores na célula do hospedeiro pode desencadear alteracdes no
citoesqueleto e desprendimento celular (FUJIKAWA et al., 2003). VacA
também pode formar poros na membrana mitocondrial, permitindo a saida de
citocromo C para o citoplasma, induzindo apoptose celular (COVER et al.,
2003; MANENTE et al., 2008).

H. pylori também é capaz de produzir a proteina NAP (proteina ativadora
de neutroéfilos), fator quimiotatico para neutrofilos e macréfagos para o sitio da
infeccdo, que estimula a producao de espécies reativas de oxigénio e inducao
da resposta inflamatoéria, ocasionando danos ao DNA celular da mucosa
gastrica (POLENGHI et al., 2007; WANG et al., 2008).

Outra molécula importante para a patogenicidade de H. pylori é a
proteina CagA (ODENBREIT et al., 2000). Dentro da célula hospedeira, CagA &
fosforilada por Src quinases (KWOK et al., 2007), provocando varias alteracdes
na morfologia, crescimento e proliferacdo celular, podendo levar a apoptose
(ROBINSON et al., 2007). Essas alteragoes culminam na perda da integridade
do epitélio, danificando a mucosa do estbmago e levando ao desenvolvimento
de diversas patologias, dentre elas o carcinoma géastrico (HATAKEYAMA;
HIGASHI, 2005).

Cepas CagA positivas tendem a ser mais virulentas e induzirem altos

niveis de expressao de citocinas, tais como interleucina (IL) — 1 3 e quimiocina



29

CXCL - 8 com predominio de neutrofilos na mucosa gastrica (KIM et al., 2006;
ROBINSON et al., 2007). Entretanto, cepas CagA negativas também induzem
secrecdo de CXCL - 8 (QUEIROZ et al., 1998). O gene CagA é considerado
marcador da ilha de patogenicidade cag (cag-PAl), que possui de 35 a 40 Kb, e
comporta 31 genes, sendo encontrado em cerca de 60 % das cepas ocidentais
(KONTUREK et al., 2009).

A combinacdo destes fatores de viruléncia durante a infecgéo
desencadeia uma resposta imune no hospedeiro para eliminar o agente
agressor sem comprometer a funcdo do 6rgdo envolvido. Entretanto, neste
processo, ocorre predominio de células T helper 1 que induzem a producao de
altos niveis de citocinas e quimiocinas, tais como IL — 1B, IL - 6, CXCL - 8, IL -
10, IL — 12, fator de necrose tumoral alfa (TNF - a) e fator transformador de
crescimento beta (TGF - B), contribuindo para o aumento do processo
inflamatorio, com consequentes danos as células da mucosa (ERNST et al.,
1997; AMEDEI et al., 2006; ANDO et al., 2006a; OBONYO et al., 2006).

A IL — 1 B € um importante fator de iniciacdo e amplificacdo da resposta
inflamatoria que, juntamente com TNF - a, atua como poderoso estimulador de
CXCL - 8, além de inibir a secrecdo acida (ANDO et al., 2006b). Estudos
relatam que H. pylori também ativa o gene fator kappa B nuclear (NF - kB) de
células epiteliais da mucosa gastrica in vivo e in vitro, codificando um fator de
transcricdo que ativa a producédo de interleucinas, com consequente aumento
da expresséo de CXCL - 8, que estimula a quimiotaxia e ativacdo de neutrofilos
(NAITO; YOSHIKAWA, 2002).

Neutrofilos ativados, ap6s a formacdo do fagolisossomo, liberam

enzimas e proteinas bactericidas induzindo o burst oxidativo (LABRO, 2000). O
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burst oxidativo ou respiratorio envolve 0 aumento no consumo de oxigénio ndo
mitocondrial, acompanhado por ativagcdo do shunt da hexose monofosfato (via
do fosfogliconato), e geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (JANG
et al.,, 1999). Os neutréfilos estimulados ativam a proteina quinase C que
fosforila a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH
oxidase) de membrana (PARIJ et al., 1998). O complexo NADPH oxidase
catalisa a transferéncia de elétrons de NADPH (originado do shunt da hexose
monofosfato) para oxigénio molecular (O,), gerando anion superoxido (O2) no
ambiente extracelular e dentro das vesiculas fagociticas (BABIOR, 2000). O Oy
gerado serve como material inicial para a producdo de uma vasta colecdo de
oxidantes reativos, incluindo halogénios oxidados e radicais livres, como o
radical hidroxil (OH) e oxigénio singleto (*O2) (BABIOR, 1999), eficientes
moléculas bactericidas. A maior parte do O, € convertida em peroxido de
hidrogénio (H20) e O, por dismutacdo espontanea ou pela acédo da superoxido
dismutase (SOD) (JANG et al., 1999). A mieloperoxidase (MPO), localizada nos
granulos azurdfilos dos neutrdfilos, na presenca do H,O,, catalisa a oxidac&o
de cloreto (CI") para formar o acido hipocloroso (HOCI), também um potente
agente bactericida. O HOCI danifica proteinas, aminoacidos, lipideos e acidos
nucléicos contribuindo para a morte bacteriana (BERGT et al., 2001).

Os radicais livres de oxigénio gerado no processo inflamatério reagem
com o DNA e podem induzir alteragcdo da expressdo de proto-oncogenes,
promovendo a carcinogenese gastrica ou apoptose celular (KATSURAHARA et
al., 2009; SHIBATA et al., 2009). O mecanismo pelo qual H. pylori promove a
apoptose ainda nao esta completamente esclarecido. Além das EROs,

citocinas como TNF - a, interferon - gama (INF - y), IL - 2 e IL — 1 3, amdnia
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gerada durante a quebra da ureia pela urease bacteriana e a reducédo do
ascorbato, um antioxidante gastrico, podem ativar a apoptose (SUZUKI et al.,
2003; WU et al., 2004). Ainda deve ser considerada a formacao intracelular de
intermediarios reativos de nitrogénio, com nivel aumentado de Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS), responsavel pela formacdo enddégena de nitrito,
compostos nitrosos (CHANG et al., 2004; LI; XU et al., 2005) e desaminacédo do
DNA (PAKODI et al., 2000). Esses intermediarios sédo derivados da sintese de
oxido nitrico e induzidos por citocinas liberadas pelas células mononucleares
da inflamacéo, contribuindo para o aumento de danos no DNA, mutagénese e
desenvolvimento do carcinoma gastrico, além de apoptose (JAISWAL et al.,
2001, CORREA; HOUGHTON, 2007).

Diversos agentes agressores, incluindo antimicrobianos, podem
aumentar a producédo intracelular de EROs em bactérias como resposta ao
estresse a que estdo sendo submetidas, intensificando a acédo antibacteriana
(BARNES et al., 2005; BECERRA et al., 2003). Essas alteragcbes do
metabolismo oxidativo com aumento de EROs podem ter um importante efeito
no mecanismo de acdo de diferentes antimicrobianos (ALBESA et al., 2004).

A abordagem protedmica € entendida como a analise em larga escala da
expressao protéica, sendo atualmente considerada uma das &reas centrais da
gendmica funcional. Os avangos técnicos permitiram identificar centenas ou até
milhares de proteinas a partir de extratos protéicos complexos, por separacao
eletroforética ou cromatografia aliada a espectrometria de massas,
possibilitando assim a aquisicdo de um repertério de proteinas envolvidas
diretamente com diferentes situagcdes metabdlicas e fisiolégicas de um dado

microrganismo e detectar modificacbes pos-traducionais (ANDERSON;
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SEILHAMER, 1997). O grande numero de sequéncias, disponibilizadas pelos
projetos de sequenciamento de genomas, tem favorecido o interesse em
analises de proteomas definindo proteinas codificadas num genoma, que é de
fundamental importancia no processo de identificacdo e regulacdo da
expressao proteica (JUNGBLUT; WITTMANN-LIEBOLD, 1995).

Projetos de caracterizagdo protedmica estdo sendo desenvolvidos com
varios microrganismos procariéticos e eucarioticos, dentre eles Saccharomyces
cerevisiae (SZOPINSKA; MORSOMME, 2010), Paracoccidioides brasiliensis
(DONOFRIO et al., 2009), Escherichia coli (HAN et al., 2011), Haemophilus
influenzae (QU et al., 2010), Mycobacterium tuberculosis (ZHANG et al., 2012)
e Salmonella enterica (HANEDA et al., 2010). A analise por eletroforese
bidimensional vem sendo muito utilizada no estudo das bactérias para a
identificacdo de proteinas induzidas como respostas adaptativas devido a
variacbes ambientais, principalmente temperatura e estresse (ARAI et al.,
2003; EYMANN et al., 2004; LOPEZ et al., 2005).

O estudo de protedmica em H. pylori visa esclarecer a participacao de
diferentes proteinas na patogénese da bactéria. Em estudos realizados por
BUMANN et al. (2002) foram identificadas 18 das 26 proteinas secretadas por
H. pylori podem estar envolvidas na interacdo hospedeiro-patdogeno. A analise
protedmica de H. pylori ATCC 26695, apés tratamento com subcitrato de
bismuto coloidal, com eficacia comparavel a dos bloqueadores dos receptores
H, no tratamento da doenca péptica, demonstrou que a bactéria expressava
diferencialmente 8 proteinas da parede celular na presenca deste inibidor

guando comparada a cepa nao tratada (RUIGUANG et al., 2007).
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Os esquemas terapéuticos mais comumente empregados no tratamento
de erradicacdo de H. pylori consistem na combinacdo de dois antimicrobianos
(usualmente  metronidazol, claritromicina, amoxicilina, tetraciclina ou
furazolidona), juntamente com um inibidor de bomba de prétons (omeprazol,
lanzoprazol ou pantoprazol) (GERRITS et al., 2006; ABBLES et al., 2007).

A faléncia terapéutica dos esquemas propostos ocorre em
aproximadamente 10 — 20 % dos pacientes e 0 aparecimento de cepas
resistentes a terapia antimicrobiana é um dos fatores responsaveis pelas falhas
no tratamento (MENDONCA et al., 2000; ECCLISSATO et al., 2002). Outras
causas tais como concentracdo nao efetiva dos antibioticos na mucosa gastrica
e a inativacdo do farmaco no pH baixo do estdbmago também pode contribuir
com a falha na erradicacéo bacteriana (ALARCON et al., 1999; VAN DOORN et
al., 2000). Resisténcia ao metronidazol foi verificada em 42 % das cepas
isoladas no Brasil, em 29 % para amoxicilina, 7 % para claritromicina e
tetraciclina e 4 % para furazolidona (MENDONCA et al., 2000). Entretanto, a
eficacia clinica de um antimicrobiano é reconhecida ndo apenas pela atividade
bactericida/bacteriostatica e farmacocinética como também pela acédo que esse
farmaco exerce sobre fatores de viruléncia do microrganismo, especialmente
guando em concentracdes abaixo das consideradas terapéuticas (DAL SASSO
et al., 2003). Alguns antimicrobianos podem modular adesinas especificas ou
fatores de viruléncia secretados por Staphylococcus aureus (LI et al., 2005).

Varios estudos demonstram que as concentragfes inibitorias de
antimicrobianos (CIM) (HELD et al.,, 1995) ou concentragBes subinibitérias
(sub-CIMs) podem alterar os fatores de Vviruléncia da bactéria e,

consequentemente, a relagdo micro-organismo / hospedeiro (DI MARTINO et
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al.,, 2001; KADRY et al.,, 1999). Sub-CIMs de antimicrobianos acarretam
modificacbes nas células bacterianas, podendo intervir nos fatores de
viruléncia, potencializando ou n&do a acdo farmacologica do antimicrobiano,
guando em concentracao abaixo da considerada terapéutica (WORLITZSCH et
al., 2001). Portanto, sub-CIMs de antimicrobianos sdo capazes de alterar a
morfologia e taxa de crescimento do microrganismo, producédo e/ou liberacdo
de enzimas e toxinas, bem como outros fatores envolvidos na viruléncia
bacteriana (BRAGA et al.,, 2000; BERNARDO et al.,, 2004). Tais alteracdes
podem afetar diretamente as interacdes entre bactérias e hospedeiro, nos
fendbmenos de adesdo, fagocitose e resposta inflamatéria apds exposicao
bacteriana (GREENWOOD, 1979; ATKINSON; AMARAL, 1982; GEMMEL;
FORD, 2002; DAL SASSO et al., 2003).

A amoxicilina € um 3 - lactamico semi-sintético da classe das penicilinas,
apresentando um nucleo basico 6 — aminopenicilamico, que consiste em um
anel tiazolidinico vinculado a um anel beta lactamico que comporta um
grupamento amino secundario. As penicilinas, de modo geral, interferem na
sintese do peptideoglicano da parede celular, que € essencial para o
crescimento bacteriano (SWEETMAN, 2002). A resisténcia de H. pylori a
amoxicilina é considerada rara na maioria dos paises, no entanto trata-se do
antibiético mais prescrito para criancas no Brasil e h4 relatos de que até 38%
das cepas sejam resistentes a esse antibiotico, refletindo altos indices de
resisténcia pelo seu uso indiscriminado (GODOQY et al., 2003).

Em decorréncia das terapias para a erradicacdo do H. pylori nem
sempre eficazes e pela amoxicilina estar incluida como uma das opg¢des nos

esquemas de tratamento, esse estudo visou avaliar o efeito de concentracdes



35

subinhibitérias desse antimicrobiano na expressdo de alguns fatores

relacionados a viruléncia do microrganismo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Avaliar a influéncia de diferentes concentragcbes de amoxicilina na

expressédo de alguns fatores relacionados a viruléncia do Helicobacter pylori.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito e tempo de exposicdo de diferentes concentracfes de
amoxicilina na:
» Expressao diferencial de proteinas de Helicobacter pylori;
* Inducéo de citocinas (IL — 1 B3, IL -6, IL — 12, IL - 10, TGF - B e
TNF — a) e oxido nitrico apos infeccdo in vitro de macrofagos da
linhagem RAW 264.7,;
* Viabilidade e tipo de morte celular (apoptose precoce e

tardia/necrose).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Microrganismo

Helicobacter pylori cepa ATCC 43504 (amoxicilina sensivel e

metronidazol resistente) isolado do antro gastrico humano (Figura 1).
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Figura 1: Helicobacter pylori cepa ATCC 43504 (1000X) corada pelo método de Gram.

3.2. Antimicrobiano

Amoxicilina triidratada (AMX) (P. Nostra, Lote: 080616478, Validade:

02/2012), diluida em agua destilada, na concentracdo de 1 mg/mL.

3.3. Linhagem Celular

RAW 264.7, macréfago murino (ATCC TIB-71), foi gentiimente cedida

pela Profa. Dra. Alexandra Ivo de Medeiros, da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Araraquara, UNESP.
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3.4. Determinacao da atividade antibacteriana

A atividade da amoxicilina sobre o crescimento bacteriano foi
determinada através do método da microdiluicdo em placa (NCCLS, 2003). O
microrganismo foi, inicialmente, cultivado em placas contendo agar Columbia
adicionado de 10 % de soro fetal bovino (SBF) e incubado por 72 horas a
37 C, em atmosfera contendo 10 % de CO ,. Posteriormente, col6nias foram
repicadas para caldo infusdo-cérebro-coracado (BHI) suplementado com 10 %
de SBF até obtencdo de uma suspensdo correspondente a 10° UFC/mL
(UDOsg2 0,10). Orificios de microplacas (96 orificios com fundo chato) foram
preenchidos com 100 pyL de caldo BHI suplementado com 10 % de BSF
contendo concentracbes de amoxicilina variando de 0,0078 a 1,0 yg/mL e
mesmo volume da suspensao bacteriana. A inibicdo do crescimento, induzida
pelo antimicrobiano, foi determinada através da diferenca de absorvancia em
620 nm (espectrofotdmetro multicanal Spectra (Shell) & Rainbow (Shell)
Readers da Tecan Austria GesmbH) obtida antes e apds incubacédo por 72
horas a 37 €, em atmosfera contendo 10 % de CO,. Os testes foram
realizados em triplicata e repetidos por trés vezes. Para o controle do
crescimento, 100 pL da mesma suspensao bacteriana foram adicionados a 100
ML do caldo BHI suplementado com 10 % SBF. A curva dose-resposta foi
empregada para a determinagdo das concentragcdes de amoxicilina a serem

utilizadas nos ensaios.
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3.5. Preparo do indculo

Suspensédo de H. pylori cultivado em caldo BHI suplementado com 10 %
de SBF na concentracdo de 10° UFC/mL (equivalente ao padréo 4 da escala de
McFarland, UDOsg, 0,40) acrescido de diferentes concentracdes de amocixilina
(0,063 pg/mL, 0,125 ug/mL e 0,250 ug/mL e controles (sem antibiético) foi
incubada a 37 °C, em atmosfera contendo 10 % de CO,, por 24 e 48 horas. Em
seguida, as células bacterianas foram lavadas duas vezes com solucéo salina
tamponada de fosfatos (PBS) 0.05 M estéril, pH 7,2, a 4 °C na presenca de 1
mM de fenilmetilsufonil fluoreto (PMSF) para o item 3.7.1 e na sua auséncia
para os demais ensaios, centrifugadas a 6000 g por 10 minutos para remogao
do antimicrobiano. As células bacterianas foram ressuspendidas em agua ultra-
pura estéril gelada para o item 3.7.1 e em meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (DULBECCO; FREEMAN, 1959) para os ensaios do item 3.6 na
concentracéo final de 10° UFC/mL (UDOgy 0,40).

De acordo com as condicfes de crescimento, as seguintes terminologias
foram utilizadas: pré-AMX 24 h e pré-AMX 48 h para H. pylori incubados em
BHI contendo as diferentes concentracbes de AMX por 24 e 48 horas,
respectivamente; Hp 24 h e Hp 48 h para H. pylori crescidos em BHI na
auséncia de AMX por 24 e 48 horas (controle); AMX para H. pylori
ressuspendido no momento do ensaio em meio DMEM contendo as diferentes
concentragfes do antimicrobiano. Os in6culos pré-AMX foram submetidos a

lavagem para remocéo do antimicrobiano presente no meio de crescimento.
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3.6. Ensaios em macroéfagos

3.6.1. Manutencao

Linhagem RAW 264.7 foi mantida em garrafas de plastico estéreis
conforme descrito por WASLEY (1969), em meio DMEM suplementado com
10 % de SBF a 36,5 °C, em atmosfera contendo 5 % de CO,. Decorridos 3 - 4
dias, as células foram removidas com o auxilio de scrapers, homogeneizadas

em meio DMEM acrescido de 10 % de SBF e transferidas para outras garrafas.

3.6.2. Infeccgéo celular

Suspensao celular (500 pL) contendo 10° células/mL em meio DMEM foi
colocada em orificios de placas contendo ou néo laminulas no seu interior para
a realizacdo dos ensaios. Apds 24 horas de incubacdo, o meio foi desprezado
e as ceélulas lavadas por trés vezes com 1 mL de PBS, pH 7.2 estéril e
recobertas com 500 L das suspensdes de H. pylori previamente mantidos nas
diferentes concentracbes de amoxicilina (0,063 pg/mL, 0,125 pg/mL e 0,250
pug/mL) por 24 e 48 horas e 500 puL de meio DMEM. As placas foram incubadas
por 6, 24 e 48 horas a 36.5 °C em atmosfera contendo 5 % de CO,. Suspens&o
de H. pylori em meio DMEM acrescida das concentracées do antimicrobiano no
momento do ensaio também foi utilizada e incubada nas mesmas condic¢des.

Como controles foram empregados macrofagos infectados com H. pylori
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crescidos nas mesmas condicdes na auséncia do antimicrobiano e sem

infeccéo.

3.6.3. Determinacao dos niveis de 6xido nitrico (NO )

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acumulo de nitrito
no sobrenadante da cultura de células através da reacao de diazotacdo com o
reagente de Griess (1 g de sulfanilamida, 0,1 g de N-1-dihidrocloreto de
naftiletilenodiamina, 2,5 mL de acido ortofosforico e agua deionizada g.s.p. 100
mL), conforme descrito por Green et al. (1982). Aliquotas de 50 pL dos
sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados ou ndo com H. pylori,
conforme descrito no item 3.6.2, foram incubadas em placas de fundo chato (96
orificios) com 50 yL de reagente de Griess e incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. A absorbancia foi determinada em comprimento de
onda de 540 nm. As concentracbes de NO nos sobrenadantes das culturas
celulares foram calculadas a partir de uma curva padrdo, previamente
estabelecida, com concentracdes molares conhecidas de nitrito de sédio,
sendo os valores expressos em pMoles de nitrito/mL. Como estimulo de
inducdo de NO (controle da reacé&o), foi utilizado lipopolissacarideo (LPS) na

concentracéo de 10 pg/mL.
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3.6.4. Determinacao dos niveis de citocinas

Os sobrenadantes de culturas dos macréfagos infectados e controles
descritos nos itens 3.6.1 e 3.6.2 foram submetidos a técnica imunoenzimatica
de ELISA de captura e as citocinas IL—- 1 (3, IL-6,IL-10,IL-12, TGF-B e
TNF - a quantificadas, utilizando-se o Kit BD OptEIA (BD Pharmigen). Os
orificios de placas (96) foram sensibilizados com 100 upL de anticorpos
monoclonais de captura (anti-citocina) de camundongo em tampéao fosfato de
sédio 0,2 MpH 6,5 (IL-—1pB,IL-6,IL-10,IL - 12) ou carbonato de sédio pH
9,6 (TNF - a, TGF - B) na concentracdo adequada para cada citocina (de
acordo com as instrucbes do fabricante) e as placas incubadas overnight a
temperatura de 4 C. A seguir, foram lavadas quatro vezes com 300 pL de
PBS-Tween 20 0,05 % e a reacdo blogueada com 200 puL/orificio de PBS
contendo 10 % de SBF e novamente incubadas a temperatura ambiente por 1
hora. Apos lavagens, foram adicionados em cada orificio 100 puL do padrao da
citocina e o sobrenadante da cultura de macréfagos a ser testado. As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas e, apos lavagens, foram
adicionados 100 pL/orificio de anticorpo monoclonal anti-citocina de
camundongo marcado com biotina e estreptavidina-HRP, diluido em PBS
contendo 10 % BSF na concentracdo adequada para cada citocina. As placas
foram mantidas por 1 hora a temperatura ambiente, lavadas, adicionados 100
pL/orificio do substrato tetrametilbenzidina e peroxido de hidrogénio (BD
Pharmigend Substrato Reagente TMB) e mantidas a temperatura ambiente por
30 minutos, no escuro. A reagdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50

pL/orificio de &cido sulftrico 2 N. A densidade otica foi medida em leitor de
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ELISA a 450nm (Multiskan Ascent, Labsystems). A concentracdo de cada
citocina foi determinada através de uma curva padrdo, com quantidades
conhecidas das citocinas. Os resultados foram expressos em pg/mL. Como
controle positivo, as células foram tratadas com LPS na concentracdo de 10

pg/mL.

3.6.5. Avaliacéo da viabilidade

Suspensdo de macréfagos (200 pL) contendo 10° células/mL foi
colocada em orificios de placas de fundo chato (96) e, apds 24 horas de
incubacéo, o meio foi desprezado e as células lavadas por trés vezes com 1
mL de PBS 0.05 M, pH 7.2 estéril. A seguir, 200 pL da suspensédo de H. pylori
preparada conforme descrita no item 3.6.2 foram adicionados e as placas
incubadas por 6, 24 e 48 horas a 36.5 °C em atmosfera contendo 5 % de CO..
ApoOs incubacdo, os sobrenadantes das culturas foram desprezados e as
células aderentes foram tratadas com 100 pL de uma solucdo de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio), (Across Organics) a 0,5 mg/mL
em DMEM. As placas foram incubadas por 3 horas nas mesmas condi¢des, 0s
sobrenadantes descartados e as células tratadas com 100 pL de isopropanol
(Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais de formazana formados. A
densidade otica foi determinada em espectrofotometro (Spectra (Shell) &
Rainbow (Shell) Readers da Tecan Austria GesmbH) a 540 nm com filtro de
referéncia de 620 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de

viabilidade celular considerando o controle negativo como 100 % (células sem
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infeccdo e antibiotico) nos tempos de 6, 24 e 48 horas, obtidos a partir da
meédia e desvio padrdo de trés experimentos independentes, realizados em
triplicata. Como controles foram empregados macrofagos infectados com H.
pylori crescidos nas mesmas condigcdes na auséncia do antimicrobiano e sem

infeccéo.

3.6.6. Morte de macréfagos infectados com H.pylori avaliados por

citometria de fluxo

A citometria de fluxo (Fluorescence Activated Cell Sorting — FACS) é
uma técnica que realiza a contagem e separacao de subpopulacdes celulares,
permitindo uma analise multiparamétrica simultanea das caracteristicas fisicas
e quimicas de uma unica célula em suspensao, baseada no espalhamento de
luz e fluorescéncia. Assim morte por apoptose de macréfagos infectados por H.
pylori foi avaliada pela técnica da anexina V por citometria de fluxo, utilizando o
kit de Anexina V (BD Pharmigen, cat. n° 556454) e iodeto de propidio (PI) (BD
Pharmigen, cat. n° 556463). A membrana de células em apoptose se mantém
intacta, enquanto que quando em necrose ocorre perda da integridade,
tornando-se permeavel, permitindo a reacdo entre o Pl e o DNA nuclear.
Através do uso do citbmetro de fluxo foi possivel avaliar simultaneamente as
diferentes populagfes: a) fluorescéncia verde: células coradas com Anexina V
(ANEX) marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC), b) fluorescéncia
vermelha: células coradas com PIl. Através desta metodologia foram

identificadas quatro populagfes celulares distintas: células ndo viaveis (ANEX
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V -/ Pl + =Q1), células em estagio de apoptose tardia ou necréticas (ANEX V
+ / Pl + = Q2), células viaveis (ANEX V -/ Pl - = Q3) e células em estagios
iniciais de apoptose (ANEX V + / Pl - = Q4) como demonstrado na Figura 2

abaixo.
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Figura 2: Distribuicdo de fluorescéncia do tubo controle contendo apenas macrofagos pela
técnica de citometria de fluxo: Anexina versus PIl. Q1: células mortas (A — Pl +); Q2: células em
estagio de apoptose tardia/necrose (A + Pl +); Q3: células viaveis (A - PI -); Q4: células em

estagios iniciais de apoptose (A + Pl -).

Nesta técnica, macréfagos (1 x 10° células/orificio) foram cultivados em
placas de 6 orificios por 24 horas e, posteriormente, inoculados com H.pylori
conforme itens 3.5 e 3.6.2. Apds incubagéo por 6, 24 e 48 horas a 36.5 °C em
atmosfera contendo 5 % de CO,, as células foram lavadas duas vezes com
PBS estéril, raspadas com o auxilio de scrapers, transferidas para tubos e
centrifugadas a 800 g durante 5 minutos. A seguir, as células foram lavadas e

ressuspendidas em 500 pL de tampéo de ligacdo contendo 5 pL de anexina V

conjugada com FITC e 5 uL de PI e incubadas por 10 minutos, a temperatura
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ambiente no escuro. Como controle de morte celular foram utilizado LPS (10
Mg/mL) e como controle negativo células sem nenhum tratamento ou infeccao.
A intensidade de fluorescéncia (FITC e PI) foi avaliada utilizando o
equipamento FACSCanto (Bencton Dickinson, USA). O tipo de morte celular,
apoptose precoce ou apoptose tardia/necrose, foi expresso em porcentagem

em relacdo ao controle negativo.

3.7. Andlise protebmica

3.7.1. Extracéo proteica

O preparo dos extratos de H. pylori foi realizado como descrito no item
3.6 na presenca de inibidores de proteases (PMSF). Em seguida, as bactérias
foram submetidas a sonicacéo (6 pulsos / 1 minuto / 20 % de amplitude), com
intervalo de 30 segundos para lise celular, e o lisado centrifugado a 6000 g por
10 minutos. Os pellets e sobrenadantes foram separados, aliqguotados e
armazenados a -80 T. A concentracdo proteica dos e xtratos foi quantificada

pelo método de Bradford (1976).
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3.7.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com do  decil sulfato de sodio

(SDS-PAGE)

Os extratos protéicos foram avaliados por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio, SDS-PAGE, sob
condicbes redutoras, utilizando sistema tampao descontinuo de Laemmli
(1970) e Studier (1973). A separacdo dos componentes foi efetuada em gel de
corrida a 10 % e em gel de empilhamento a 5 % de poliacrilamida. O gel foi
preparado a partir de uma solugdo estoque contendo 30 % por peso de
acrilamida e 0,8 % por peso de bis-acrilamida. No gel de separacdo a
polimerizacao foi feita em solucdo contendo 1,5 M de Tris - acido cloridrico
(HCI), pH 8.8 e 0,4 % de SDS, em presenca de 0,1 % v/v de N,N,N’,N’-
tetrametil-etilenodiamina (TEMED) e 0,1 % de persulfato de aménio (APS). O
gel de empilhamento foi polimerizado na presenca de 0,5 M de Tris - HCI pH
6.8 e 0,4 % de SDS, 0,1 % de persulfato de aménio e 0,05 % v/v de TEMED.
Para o preparo da amostra foram utilizados 64 pL de antigeno diluido em
tampéo de amostra (1:5), que consistiu de 62,5 mM de Tris - HCI [tris (hidroxi-
metil) aminometano] pH 6.8, 2 % de SDS, 10 % de glicerol, 0,5 M de ditiotreitol
e 0,002 % de azul de bromofenol. As proteinas foram dissociadas pelo
aguecimento da amostra em agua fervente por 3 minutos. Paralelamente a
amostra, em cada corrida eletroforética, uma mistura de proteinas de peso
molecular conhecido foi utilizada, como fosforilase b (94 kDa), albumina bovina
(67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de
tripsina (20 kDa) e lacto-albumina (14 kDa). A partir da analise da migracao

destes padrbes, os pesos moleculares das proteinas antigénicas foram
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calculados. A corrida eletroforética foi realizada a 10 mA (80 V) até que o
corante penetrasse no gel de separacao e, a 20 mA (120 V) até que atingisse 0
fim do gel. O tampéao de corrida foi constituido de Tris 0,075 M, glicina 0,57 M e

SDS 0,1 %, pH 8.3.

3.7.2.1. Coloracao dos géis pelo nitrato de prata

Esta coloracéo foi realizada segundo o método descrito por Nielsen e
Brown (1984). ApoOs a corrida eletroforética uma solucdo de acido
tricloroacético a 10 % por 30 minutos a 4 °C foi utilizada para a fixacdo do gel.
A seguir, foram feitas trés lavagens de 10 minutos com solugéo de 10 % de
etanol mais 5 % de &cido acético. Solucdo oxidante de 0,0034 M de dicromato
de potassio e 0,0032 N de acido citrico foram adicionadas e mantidas por 5
minutos. A seguir esta solucéo foi retirada e o gel lavado duas vezes, por cinco
minutos, com agua ultra-pura. Em seguida, solucdo de nitrato de prata 0,012 M
foi adicionada sobre o gel e incubado por 20 minutos no escuro. Apés
incubacgdo, nova lavagem foi realizada com &gua ultra-pura, por 1 minuto, e
solucdo redutora consistindo de 0,28 M de carbonato de sodio e 0,0185 % de
formaldeido foi adicionada. Ap6s o desenvolvimento da cor, a reacdo foi
bloqueada com solucdo de acido acético a 5 % e o gel mantido nessa solucéo

até a documentacao.
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3.7.3. Analise proteica por eletroforese bidimensio  nal

Os extratos proteicos da cepa de H.pylori crescida na presenca e na
auséncia da Y2 e ¥ CIM de amoxicilina, foram submetidos a focalizac&o
isoelétrica para a separacao das proteinas de acordo com seu ponto isoelétrico
(pl), como descrito por O’Farrel (1975), utilizando o sistema Ettan IPGphor 3
(GE Healthcare) do Instituto de Quimica de S&o Carlos — SP, USP sob
supervisao do Prof. Dr. Emanuel Carrilho. A segunda dimenséao foi realizada
para a separacdo das proteinas de acordo com a massa molecular em gel de
poliacrilamida 12.5 % (LAEMMLI, 1970). Os géis foram corados utilizando-se
azul de Comassie brilhante G 250 (Bio-rad) (NEUHOFF et al.,1988).

As imagens dos géis foram digitalizadas por um scanner e analisadas
pelo software ImageMaster 2D V 3.01 (Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden). Triplicata dos géis foram feitas para todas as condi¢cdes
experimentais. Os valores dos pesos moleculares (PM) e pontos Isoelétricos
(pl) foram obtidos a partir de proteinas padrées migradas em conjunto no gel
bidimensional e foram plotados em coordenadas y (ordenada) e x (abscissa)
dos géis através do software ImageMaster 2D V 3.01 (Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden).

Os spots foram detectados e quantificados em unidades de volume (area
versus intensidade) representando uma porcentagem do volume total e os

diferencialmente expressos foram analisados no espectrometro de massas.
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3.7.4. Tripsinizacdo de proteinas de H. pylori e analise por espectrébmetro

de massas Synapt HDMS

Os spots das proteinas selecionadas foram excisados do gel
manualmente, descorados com uma solugdo contendo metanol 50 %, acido
acético 2,5 % em agua ultra-pura por 2 horas a temperatura ambiente. Apos
descoloracao, os spots foram desidratados com 200 pL de acetonitrila (ACN)
100 % por 5 minutos, removidos e os tubos centrifugados em Speed Vac
(Eppendorf) para evaporar toda a acetonitrila. Uma vez desidratados, os spots
foram reidratados com bicarbonato de aménio a 100 mM por 10 minutos, e
foram submetidos a nova desidratacdo com 200 yL de ACN 100 % por 5
minutos, removidos e os tubos centrifugados em Speed Vac (Eppendorf) para
evaporar toda a acetonitrila. Em seguida, os spots foram hidratados com 30 a
50 pL de solucdo de tripsina (20 ng/pL) (Sigma) contendo uma solucdo de
bicarbonato de aménio 50 mM e incubados por 16 - 24 horas a 37 °C. Apds,
aos spots foram acrescentados 10 pL da primeira solucdo de extracdo de
peptideos (acido férmico 5 % em agua ultra-pura), incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente, centrifugados a 6000 g por 1 minuto e 0os sobrenadantes
transferidos para outro tubo. Este procedimento foi repetido utilizando uma
segunda solucéo de extracdo de peptideos (acido férmico 5 %, acetonitrila 50
% em agua ultra-pura) e o0s sobrenadantes transferidos para o tubo
anteriormente utilizado. Este segundo procedimento foi repetido mais uma vez,
e as amostras foram concentradas em Speed Vac (Eppendorf) até a obtengéo

de um volume final de 10 pL.
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Os produtos obtidos apés tripsinizacdo foram enviados para analise em
espectrometro de massa do tipo Waters Synapt HDMS (Waters Corp.,
Manchester, UK), modulo que permite tanto a obtenc&o de espectros de massa
guanto o sequenciamento de peptideos, realizado com a colaboragcéo do Prof.
Dr. Fabio Cesar Gozzo do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas, UNICAMP.

O padrdo de massas obtido foi comparado com o padrédo de massas de
proteinas depositadas em bancos de dados e para isso foi utilizado o programa
Mascot (www.matrixscience.com) e o banco de dados Swiss Prot e do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) para identificacdo das

proteinas.

3.8. Andlise estatistica

A andlise estatistica intra - grupo das diferentes concentracoes de AMX
em relagdo ao controle foi realizada pelo teste t de student (paramétrico) e o
valor para p < 0,05 considerado significante. Os resultados obtidos para os
diferentes grupos testados em relacdo as diferentes concentracdes de AMX
(intergrupos) foram analisados por ANOVA seguido de mdultiplas comparacdes

de acordo com teste de TUKEY, através do programa Graph Pad Instat.
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4. RESULTADOS
4.1. Atividade anti- Helicobacter pylori

O efeito da amoxicilina sobre o crescimento de Helicobacter pylori é
apresentado na Figura 3. A manutencao da absorbancia, apds declinio brusco
da mesma, possibilitou a determinacdo da concentracdo inibitoria (0,250
Mg/mL). A partir desse resultado, as concentracbes de 0,063 pg/mL,

0,125 pg/mL e 0,250 pg/mL foram utilizadas nos ensaios.
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Figura 3: Efeito dose-resposta de diferentes concentracdes de amoxicilina no crescimento de

H. pylori apds 72 horas de incubacgao.
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4.2. Inducdo da producdo de oOxido nitrico (NO) em m  acrofagos por H.

pylori

H. pylori previamente mantido ou tratado com as diferentes
concentracfes de AMX induziram aumento significativo de NO em macréfagos
(p < 0,05) em relacéo a observada por os respectivos controles apdés 6, 24 e 48
horas de incubacédo. Maior inducdo desse reativo de nitrogénio foi observada
quando a cepa foi mantida na menor concentracdo de AMX (Figura 4 — Tabela
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Figura 4: Indugdo de oxido nitrico em macrofagos apds infeccao com H. pylori por 6, 24 e 48

horas. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo as diferentes concentracdes de AMX no
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momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas, respectivamente,
na presenca do antimicrobiano, apés lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori preparado
no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas. Controle negativo: Macréfagos
sem tratamento e infecgdo. Diferenca estatistica intra-grupo em relagéo ao controle # p< 0,05;
## p< 0,01; ### p< 0,001; diferenca estatistica intergrupos em relacdo as diferentes

concentracbes de AMX * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.

Tabela 1: Producdo de NO por macréfagos infectados com H. pylori mantidos

ou ndo em diferentes concentragcbes de AMX apds 6, 24 e 48 horas de

incubacao
TEMPO DE NO (umol/mL)*
~ Amoxicilina AMX Pre-AMX Prée-AMX
INFECCAO
) (ng/mL) 24h 48h
0,063 6.22+0.30 5.96+0.30 8.76+0.30
0,125 5.69+0.20 6.22+0.23 8.22+0.46
6h 0,250 6.62+0.23 6.62+0.30 6.76+0.23
Controle 4.99+0.66 2.04+0.10 4.54+0.10
LPS 2.29+1.47 2.29+1.47 4.29+0.72
Controle negativo 1.2940.28 1.2940.28 1.29+0.28
0,063 8.16+0.11 8.56+0.30 10.62+0.64
0,125 4.62+0.30 3.62+0.30 9.22+0.30
24h 0,250 9.69+0.34 3.02+0.23 8.22+0.11
Controle 5.02+0.41 3.29+0.40 5.02+0.41
LPS 4.1540.64 4.15+0.64 8.55+2.41
Controle negativo 2.29+0.20 2.29+0.20 2.29+0.20
0,063 16.56+2.75 | 21.41+3.32 | 28.56+1.17
0,125 16.76+0.23 | 20.89+1.21 | 22.82+1.70
48h 0,250 21.09+1.05 | 23.29+4.68 | 21.42+0.23
Controle 6.49+0.34 8.49+0.40 14.09+1.51
LPS 9.35+0.23 9.35+0.23 19.1941.37
Controle negativo 4.29+0.20 4.29+0.20 4.29+0.20

* umol de nitrito em relagdo a induzida por macréfagos sem infeccdo e tratamento,
apresentados como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo as diferentes concentracfes de AMX no
momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas, respectivamente,
na presenca do antimicrobiano, apés lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori preparado
no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas. Controle negativo: Macréfagos

sem tratamento e infeccao.



55

4.3. Inducéo das citocinas por macréfagos infectado s com H. pylori

4.3.1. Interleucina—1 B e interleucina - 12

O sobrenadante de cultura de macréfagos infectados com H. pylori
previamente mantido nas concentracbes de 0,063 e 0,125 pg/mL de
amoxicilina, por 24 e 48 horas, apresentou maior concentracdo de IL — 1 B e
IL - 12 (p < 0,05) quando comparada a infectada com H. pylori tratado nas
diferentes concentracdes do antimicrobiano no momento do ensaio e em
relacdo a induzida por bactérias ndo exposta ao antimicrobiano (controle)

(Figura 5 — Tabela 2).
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Figura 5: Concentracdes de IL — 1 $ e IL - 12 liberadas nos sobrenadantes de cultura de
macrofagos apos 24 horas de infecgdo com H. pylori. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo
AMX no momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas em
diferentes concentracdes de AMX, apds lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori
preparado no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas. Controle negativo:
Macrofagos sem tratamento e infecgdo. Diferenca estatistica intra-grupo em relagédo ao controle
# p< 0,05; ## p< 0,01; ### p< 0,001; diferenca estatistica intergrupos em relacao as diferentes
concentragfes de AMX * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
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Tabela 2: Inducdo de IL - 1 B e IL — 12 em macréfagos por H. pylori mantidos

ou ndo em diferentes concentracdes de AMX apods 24 horas de incubacao

3 _ IL- 1B (pg/mL)* | IL-12 (pg/mL)*
SUSPENSOES DE H. pylori i i

AMX 158.48+11.36 160.67+9.73

0,063 pg/mL. de Pré-AMX 24h 508.43+72.56 457.1645.10
AMX Pré-AMX 48h 444.35+33.43 572.28+16.27
AMX 150.95+8.16 187.70+46.66
0,125 pg/mL de Pré-AMX 24h 456.25+30.75 481.45+23.26
AMX Pré-AMX 48h 441.00+50.91 540.00+7.07
AMX 131.34+21.34 157.17+16.27
0,250 pg/mL de Pré-AMX 24h 330.13%37.20 320.61+11.86
AMX Pré-AMX 48h 229.35+23.14 370.00+25.45

Hp 107.52+21.94 157.00+8.48
Hp 24h 234.50+25.94 258.33+16.07
CONTROLES Hp 48h 211.93+0.75 425.12+22.48

LPS 68.29+7.83 68.29+7.83

Controle negativo 31.59+1.09 0

* pg/mL em relacdo a liberacdo de IL-1B e Il -12 por macrofagos sem infecgdo e tratamento,
apresentados como média + desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata. AMX: H.
pylori em meio DMEM contendo AMX no momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori
mantidos por 24 e 48 horas em diferentes concentracdes de AMX, apds lavagens com PBS
estéril. Controle: H. pylori preparado no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48

horas. Controle negativo: Macrofagos sem tratamento e infeccgéo.

4.3.2. Interleucina - 6

A inducéo de IL - 6 em macréfagos por H. pylori, mantidos ou tratados
com AMX ap6s 24 horas de incubacéo, é apresentada na Figura 6 e Tabela 3.
Independente da concentracdo do antimicrobiano na manutencdo da cepa, a
concentragéo de IL - 6 no sobrenadante das culturas de macrofagos infectados
com H. pylori ndo sofreu alteracdo. Observou-se analogia na resposta para

essa citocina intergrupos, independente do tempo de incubacéo.
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Figura 6: Concentracdo de IL - 6 liberada nos sobrenadantes de cultura de macréfagos apos
24 horas de infeccdo com H. pylori. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo AMX no
momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas em diferentes
concentragcdes de AMX, apos lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori preparado no
momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas. Controle negativo: Macréfagos
sem tratamento e infeccdo. Diferenca estatistica intra-grupo em relagdo ao controle # p< 0,05;
## p< 0,01; ### p< 0,001; diferengca estatistica intergrupos em relagcdo as diferentes

concentracbes de AMX * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
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Tabela 3: Indugdo de IL-6 em macrofagos por H. pylori mantidos ou ndo em

diferentes concentracdes de AMX apos 24 horas de incubacgéao

~ IL — 6 (pg/mL)*

SUSPENSOES DE H. pylori Vi

AMX 1099.6+22.55

0,063 pg/mL Pré-AMX 24h 1101.1+33.47

de AMX Pré-AMX 48h 1147.2+13.28

AMX 1134.4+40.29

0,125 ug/mL Pré-AMX 24h 1321.8+190.13

de AMX Pré-AMX 48h 1123.9+19.22

AMX 1031.8+15.15

0,250 pg/mL Pré-AMX 24h 1060.630.64

de AMX Pré-AMX 48h 1103.1+61.96

Hp 946.80+252.58

Hp 24h 1116.052.96

CONTROLES Hp 48h 1115.8+30.00

LPS 1184.5+69.71

Controle negativo 351.25+27.16

* pg/mL em relacdo a liberacdo de IL-6 por macrofagos sem infeccdo e tratamento,
apresentados como média + desvio padrao de experimentos realizados em triplicata. AMX: H.
pylori em meio DMEM contendo AMX no momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori
mantidos por 24 e 48 horas em diferentes concentracdes de AMX, apds lavagens com PBS
estéril. Controle: H. pylori preparado no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48

horas. Controle negativo: Macr6fagos sem tratamento e infeccgéo.

4.3.3. Fator de Necrose Tumoral - a

Em relacdo a inducédo de TNF - a em macrofagos por H. pylori, a Figura
7 e Tabela 4 apresentam 0s niveis dessa citocina no sobrenadante da cultura
apos 24 horas de incubacédo. H. pylori previamente mantido nas diferentes
concentracdes de AMX por 24 e 48 horas induziram maior producao de TNF - a

(p < 0,05) em relacéo a cepa tratada no momento do ensaio. Entretanto, ndo
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houve diferenca na concentracdo de TNF - a no sobrenadante das culturas de

macrofagos infectados com H. pylori quando comparado aos controles.
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Figura 7: Concentracdo de TNF - a liberada nos sobrenadantes de cultura de macréfagos apos
24 horas de infeccdo com H. pylori. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo AMX no
momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas em diferentes
concentracfes de AMX, apds lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori preparado no
momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas. Controle negativo: Macréfagos
sem tratamento e infecgdo. Diferenca estatistica intra-grupo em relagéo ao controle # p< 0,05;
## p< 0,01; ### p< 0,001; diferenca estatistica intergrupos em relacdo as diferentes

concentracfes de AMX * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.



60

Tabela 4: Inducédo de TNF-a em macréfagos por H. pylori mantidos ou ndo em

diferentes concentracdes de AMX apos 24 horas de incubacéao

. TNF - a (pg/mL)*
SUSPENSOES DE H. pylori ol

AMX 103.740.74
0,063 pg/mL Pré-AMX 24h 491.13+11.67
de AMX Pré-AMX 48h 660.20+7.94
AMX 44.450%26.02
0,125 pg/mL Pré-AMX 24h 455.61+39.75
de AMX Pré-AMX 48h 645.08+5.11
AMX 55.100+2.48
0,250 pg/mL Pré-AMX 24h 352.14+41.74
de AMX Pré-AMX 48h 627.59+10.82
Hp 79.100+26.87

Hp 24h 461.47+7.46
CONTROLES Hp 48h 660.05+15.77

LPS 68.29+7.83

Controle negativo 0

* pg/mL em relacdo a liberagdo de TNF-a por macréfagos sem infeccdo e tratamento,
apresentados como média + desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata. AMX: H.
pylori em meio DMEM contendo AMX no momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori
mantidos por 24 e 48 horas em diferentes concentragbes de AMX, apés lavagens com PBS
estéril. Controle: H. pylori preparado no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48

horas. Controle negativo: Macréfagos sem tratamento e infeccao.

4.3.4. Fator transformador de crescimento— 8

H. pylori previamente mantidos nas diferentes concentracbes de AMX
por 48 horas induziram maior producdo de TGF - 3 no sobrenadante das
culturas (p < 0,05) em relacdo a cepa tratada no momento do ensaio, ndo

havendo alteragdo na indugéo deste fator quando comparada a induzida por

bactérias ndo expostas ao antimicrobiano (controle) (Figure 8 e Tabela 5).
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Figura 8: Concentracdo de TGF-( liberada nos sobrenadantes de cultura de macréfagos apos
24 horas de infeccdo com H. pylori. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo AMX no
momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas em diferentes
concentracées de AMX, apos lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori preparado no
momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas. Controle negativo: Macréfagos
sem tratamento e infeccdo. Diferenca estatistica intra-grupo em relagdo ao controle # p< 0,05;
## p< 0,01; ### p< 0,001; diferenca estatistica intergrupos em relacdo as diferentes

concentracfes de AMX * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.



62

Tabela 5: Inducédo de TGF - B em macréfagos por H. pylori mantidos ou nédo

em diferentes concentrac6es de AMX apds 24 horas de incubacéo

o .| TGF - B (pg/mL)*
SUSPENSOES DE H. pylori i

AMX 455.00+36.38

0,063 pg/mL. Pré-AMX 24h 581.67+132.54

de AMX Pré-AMX 48h 869.33+25.38

AMX 384.33+24.82

0,125 pg/mL Pré-AMX 24h 472.67+174.28

de AMX Pré-AMX 48h 854.00+63.64

AMX 344.00+24.04

0,250 pg/mL Pré-AMX 24h 407.00%74.32

de AMX Pré-AMX 48h 652.00+63.69

Hp 351.00+14.14

Hp 24h 472.50+38.89

CONTROLES Hp 48h 876.50+24.74
LPS 68.29+7.83

Controle negativo 91.950+11.24

* pg/mL em relacdo a liberacdo de TGF-f por macrofagos sem infeccdo e tratamento,
apresentados como média + desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata. AMX: H.
pylori em meio DMEM contendo AMX no momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori
mantidos por 24 e 48 horas em diferentes concentragbes de AMX, apés lavagens com PBS
estéril. Controle: H. pylori preparado no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48

horas. Controle negativo: Macréfagos sem tratamento e infeccao.

4.3.5. Interleucina - 10

A manutencdo ou tratamento com AMX néo alterou a producdo dessa

interleucina por macréfagos (dados ndo apresentados).
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4.4. Viabilidade de macréfagos apos infeccdo com H.pylori através da

técnicade MTT

Macrofagos infectados com H. pylori tratados com as diferentes
concentracbes de AMX no momento do ensaio e incubados por 6, 24 e 48
horas (AMX) n&o apresentaram variacdo significativa na viabilidade
independente da concentracdo do antimicrobiano, sendo maior que a
observada para os grupos controles. Entretanto, macréfagos infectados com H.
pylori previamente mantidos em 0,063, 0,125 e 0,250 pug/mL de AMX por 24 e
48 horas apresentaram diminuigdo significativa de viabilidade (p < 0,05) em
relacdo aos respectivos controles apds 6, 24 e 48 horas de incubacéo.
Contudo, a andlise intergrupos demonstrou diminuicdo significativa na
viabilidade de macrofagos infectados com H. pylori previamente mantido por 24
e 48 horas nas diferentes concentracdes de AMX (p < 0,05) quando comparada

a do grupo tratado no momento do ensaio (Figura 9 e Tabela 6).
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Figura 9: Viabilidade de macrofagos apos 6, 24 e 48 horas de infecgdo com H. pylori. AMX: H.
pylori em meio DMEM contendo as diferentes concentragces de AMX no momento do ensaio.
Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas, respectivamente, na presenca do
antimicrobiano apos lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori preparado no momento do
ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas. Diferenca estatistica intra-grupo em relacdo ao
controle # p< 0,05; ## p< 0,01; ### p< 0,001; diferenca estatistica intergrupos em relacdo as
diferentes concentragdes de AMX * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
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Tabela 6: Viabilidade de macro6fagos infectados com H. pylori mantidos ou néao

em diferentes concentracfes de AMX apos 6, 24 e 48 horas

— AP
TEMPO DE . - Viabilidade Celular,(A)) ,

INFECQAO moxicilina AMX Prée-AMX Pre-AMX
) (ng/mL) 24h 48h

0,063 96.17+3.26 | 74.05+2.64 | 68.92+0.617

0,125 96.90+2.42 | 72.46+6.07 | 64.53+1.97

6h 0,250 97.44+2.73 | 77.66+2.80 | 62.44+0.675

Controle 75,55+2,21 | 85,47+0,62 78,03%4,37

0,063 66.33+5.69 | 35.42+3.50 | 63.06+0.94

0,125 88.38+3.58 | 39.54+2.96 | 63.13+2.41

24h 0,250 87.25+4.76 | 42.00+5.16 | 75.93+2.60

Controle 35,66+5,00 | 64,96+5,10 | 86,70+5,26

0,063 68.16+6.97 | 34.22+0.75 | 65.42+0.49

0,125 80.05+5.50 | 35.16+1.69 | 75.76+1.21

48h 0,250 80.88+2.74 | 41.81+5.07 | 78.90+9.21

Controle 35,66+5,00 | 64,96+5,10 | 86,70+5,26

* Porcentagem em relacdo a viabilidade de macréfagos sem infeccdo e tratamento,
apresentados como média + desvio padrédo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo as diferentes concentracfes de AMX no
momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantidos por 24 e 48 horas, respectivamente,
na presenca do antimicrobiano apés lavagens com PBS estéril. Controle: H. pylori preparado

no momento do ensaio e H. pylori cultivado por 24 e 48 horas.

4.5. Morte de macrofagos infectados com  H.pylori avaliados por citometria

de fluxo

A Figura 10 e Tabela 7 apresenta o tipo de morte induzida por H. pylori
em macrofagos apos 6, 24 e 48 horas de incubacdo, respectivamente. A
andlise intra - grupo apés 6 horas de incubacéo, demonstrou que macréfagos
infectados com H. pylori tratado no momento do ensaio e na auséncia de AMX
(controle) apresentaram maior indice de apoptose em relacdo a infeccdo com

H. pylori previamente mantidos por 24 e 48 horas nas diferentes concentracfes
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de AMX (p < 0,001). Macrofagos infectados com H. pylori previamente
mantidos por 24 e 48 horas apresentaram maior indice de apoptose em relacéo
aos respectivos controles (p < 0,001) quando incubados por 24 e 48 horas.

A analise intergrupos evidenciou maior indice de apoptose precoce e
tardia em macréfagos infectados com H. pylori previamente mantidos por 24 e
48 horas na concentracéao de 0,063 pg/mL de AMX (p < 0,001) em comparacao
ao induzido por H. pylori tratado no momento do ensaio nas mesmas

condigoes.
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Figura 10: Apoptose de macréfagos apos 6, 24 e 48 horas de infeccdo com H. pylori
determinada por citometria de fluxo. AMX: H. pylori em meio DMEM contendo diferentes
concentracées de AMX no momento do ensaio. Pré-AMX 24h/48h: H. pylori mantido por 24 e
48 horas em AMX, ap6s lavagens com PBS estéril. CN: Macrofagos sem tratamento e
infeccdo. Hp: H. pylori no momento do ensaio. Hp 24h/48h: H. pylori cultivados por 24 e 48
horas. Diferenca estatistica intra - grupo em relagdo ao controle # p< 0,05; ## p< 0,01; ### p<

0,001; diferenca estatistica intergrupos em relacéo as diferentes concentracdes de AMX * p<

0,05; ** p< 0,01, *** p< 0,001.
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Tabela 7: Apoptose precoce e apoptose tardia/necrose em macrofagos
infectados com H. pylori mantidos ou ndo em diferentes concentragbes de AMX

apos 6, 24 e 48 horas de incubacéo

MORTE CELULAR (%)*
TEMPo - AMX Pré-AMX 24h Pré-AMX 48h
A xictl Apoptose Apoptose Apoptose
Non | (Hgm) Apoptose || US| poptose | RIS | apoprose | PEEC
precoce necrose precoce necrose precoce necrose
0,063 2.0740.3 4.80+0.3 1.03+£0.5 9.90+0.4 4.80+0.5 12.43£0.6
0,125 1.77+0.3 6.50+0.5 0.90+0.5 5.46x0.5 1.76+0.3 6.60£0.5
6h 0,250 0.80+0.1 4.70+0.2 0.33+0.2 2.73+0.2 1.36+0.2 6.431£0.3
Controle 7.23+0.3 23.46+0.5 2.40+0.2 10.23+0.3 1.23+0.3 10.80+0.2
LPS 2.4010.4 12.504£0.5 2.4010.5 12.50+£0.5 4.46+0.4 16.20+0.3
Controle Negativo 0.03+0.1 0.36%0.2 0.031#0.1 0.3620.2 0.031£0.1 0.3610 .2
0,063 5.76x0.2 20.96+0.5 5.8040.1 23.53+0.5 11.30+£0.4 14.53+0.5
0,125 7.83x0.4 19.56+0.4 4.90+0.4 15.88+0.4 7.50+0.5 13.90+0.4
24h 0,250 4.80+0.3 15.530.5 3.83+0.2 16.4610.5 3.26x0.3 10.66+0.6
Controle 7.23+0.3 23.46+0.5 2.40+0.4 10.23+0.3 1.23+0.3 10.80+0.2
LPS 3.56+0.3 11.70+0.4 3.5610.3 11.70+£0.4 2.13+0.3 12.46+0.5
Controle Negativo 0.630.2 1.63+0.2 0.6310.2 1.63+0.2 0.63+0.2 1.63+0.2
0,063 2.66+0.2 3.60+0.4 3.5040.1 16.56+0.4 17.33£0.7 21.46+1.1
0,125 8.66+0.4 8.53+0.5 4.56+0.4 16.10+0.4 19.40+0.7 29.16+0.8
48h 0,250 1.73+0.2 3.33+0.2 1.5610.2 9.4040.2 13.10+0.4 21.10+0.3
Controle 8.46+0.3 7.6010.2 1.761£0.3 9.13+0.2 13.26+0.3 18.30+0.3
LPS 5.430.2 13.461£0.4 5.4340.2 13.46+0.4 11.50+£0.5 29.40+0.5
Controle Negativo 2.431£0.2 1.20+0.2 2.4310.2 1.20+0.2 2.431£0.2 1.20+0.2

* Porcentagem em relacdo ao tipo de morte celular de macréfagos sem infeccéo e tratamento,
apresentados como média + desvio padrao de experimentos realizados em triplicata. AMX: H.
pylori em meio DMEM contendo diferentes concentracdes de AMX no momento do ensaio. Pré-
AMX 24h/48h: H. pylori mantido por 24 e 48 horas em AMX, apés lavagens com PBS estéril.
CN: Macréfagos sem tratamento e infeccao. Hp: H. pylori no momento do ensaio. Hp 24h/48h:

H. pylori cultivados por 24 e 48 horas.

4.6. Perfil eletroforético dos extratos de  Helicobacter pylori

Os extratos proteicos foram obtidos da cepa ATCC 43504 de H. pylori
mantida em diferentes concentracdes de AMX e na auséncia (controle) por 24,

48 e 72 horas. Nos extratos de H. pylori mantidos nas diferentes concentragoes
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de AMX, as bandas mais evidentes foram de 84, 67, 62, 60, 58, 56,48, 45, 42,
38, 34, 32, 30, 29, 27, 24, 22, 20, 18 e 15 kDa (Figura 11) e na auséncia de
amoxicilina as bandas mais evidentes foram de 86, 78, 76, 67, 60, 58, 52, 38,

34, 30, 20, 18, 17, 16, 15, 14 e 11 kDa.

Figura 11: SDS-PAGE dos extratos de H. pylori mantidos em diferentes concentracdes de
AMX por 24, 48 e 72 horas, corado pelo nitrato de prata. Extrato de H. pylori na concentracéo
de 0,063ug/mL: (1) 24 horas; (2) 48 horas; (3) 72 horas. Extrato de H. pylori na concentragédo
de 0,125pg/mL: (4) 24 horas; (5) 48 horas; (6) 72 horas. Extrato de H. pylori na concentragéo
de 0,250ug/mL: (7) 24 horas; (8) 48 horas; (9) 72 horas. MM: massa molecular.

O perfil eletroforético desses extratos mostrou bandas que variaram de
100 a 11 kDa em geral e diferencas quanto a intensidade e nimero de bandas.
Essas observacfes ndo sao suficientes para a caracterizacdo das proteinas
diferencialmente expressas na presenca de AMX, sendo necessaria a

eletroforese bidimensional para atingir esse objetivo.
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4.7. Andlise protéica por eletroforese bidimensiona | de extratos de H.

pylori

A eletroforese bidimensiobnal do extrato protéico obtido de H. pylori
mantido em AMX na concentracao de 0,063, 0,125 e 0,250 ug/mL por 24 horas
apresentou: 312 spots com proteinas variando de 107,96 a 13 kDa e pls de
9,0777 a 4,1351 (Figura 12 - A), 340 spots que variaram de 107,27 a 13,6 kDa
e pls de 9,331a 3,7 (Figura 12 - B) e 244 spots que variaram de 107,17 kDa a
14,03 e pls de 8,226 a 4,428 (Figura 12 - C), respectivamente. O extrato
proteico do controle obtido apds 24 horas de incubacdo apresentou 138 spots
com proteinas variando de 86,47 a 14,52 kDa e pls de 7,166 a 3,951 (Figura

12 - D).
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Figura 12: Géis obtidos por eletroforese bidimensional dos extratos proteicos de H. pylori

mantido em 0,063 pg/mL (A), 0,125 pg/mL (B), 0,250 pyg/mL de amoxicilina (C) e na auséncia

(D) por 24 horas, corados por Coomassie Blue R-250.
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O extrato protéico obtido de H. pylori mantido por 48 horas nas mesmas
condi¢cbes apresentou: 308 spots com proteinas variando de 109 a 13, 5 kDa e
pls de 9,288 a 4,173 (Figura 13 - E), 275 spots que variaram de 92,02 a 13,81
kDa e pls de 7,215 a 3,711 (Figura 13 - F) e 119 spots que variaram de 88,19 a
13,92 kDa e pls de 8,324 a 4,149 (Figura 13 - G). O extrato proteico do controle
em 48 horas apresentou 130 spots com proteinas variando de 90,47 kDa a

13,95 e pls de 6,194 a 4,097 (Figura 13 - H).
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Figura 13: Géis obtidos por eletroforese bidimensional dos extratos proteicos de H. pylori
mantido em 0,063 pg/mL (A), 0,125 pg/mL (B), 0,250 pyg/mL de amoxicilina (C) e na auséncia

(D) por 48 horas, corados por Coomassie Blue R-250.



74

Apoés analise pelo software ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare),
31 proteinas diferencialmente expressas representadas pela média da
intensidade em volume percentual tiveram seus spots cortados e estes foram
identificados por Synapt HDMS. Deste total, 9 proteinas/spots apresentaram
identificacdo significativa (score maior que o limite de significancia) com H.
pylori e homologia com outras bactérias quando testados contra um banco de
proteinas de Eubactérias.

Dentre as proteinas diferencialmente expressas selecionadas, conforme
demonstradas nas Figuras 14 e 15 e Tabela 8, foi observado aumento
significativo na expressédo (p < 0,05) de chaperona dnaK (proteina de choque
térmico 70 kDa), ATP subunidade alfa sintase, chaperona de 60 kDa, enolase,
argininosuccinato sintase, RNA polimerase subunidade alfa, superéxido
dismutase, proteina ativadora de neutrofilos e proteina ribossomal 50S quando
a cepa foi tratada com as concentracdes subinibitérias de 0,063 e 0,125 pg/mL
de amoxicilina. Houve menor inducdo dessas proteinas quando a bactéria foi

mantida na concentracao inibitéria minima de amoxicilina e na sua auséncia.
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Figura 14: Selegdo de proteinas/spots diferencialmente expressos (% volume) identificados
por Synapt HDMS. Proteinas de H. pylori mantidos por 24 e 48 horas respectivamente em
0,063 pg/mL (A, E), 0,125 pg/mL (B, F), 0,250 ug/mL de amoxicilina (C, G) e na auséncia (D,

H), corados por Coomassie Blue R-250.
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Figura 15: Selegdo de proteinas/spots diferencialmente expressos (% volume) identificados
por Synapt HDMS. Proteinas de H. pylori mantidos por 24 e 48 horas respectivamente em
0,063 pg/mL (A, E), 0,125 pg/mL (B, F), 0,250 pg/mL de amoxicilina (C, G) e na auséncia (D,
H), corados por Coomassie Blue R-250.
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Tabela 8: Proteinas/spots diferencialmente expressas de H. pylori cultivado em concentragdes subinibitorias de amoxicilina apés 24 e 48

horas de incubacéao identificadas por Synapt HDMS

Expressao proteica diferencial
(% volume)

) MM/pl MM/pl Concentracéo de amoxicilina (ug/mL) FUNQAO
SPOT PROTEINAS Experimental Tedrico
24 h 48 h
0,063 | 0,125 | 0,250 | C+ | 0,063 | 0,125 | 0,250 | C+
Chaperona dnaK Enovelamento de protel'n_a,~ agrupamento,
(proteina de choque transporte, repgdro em condicGes g(e:HeS}\;IeASSE
1 | térmico 70kDa) 64,10/4,61 | 67,19/459 | 1,75 | 1,76 | 1,37 | 0,78 | 2,53 | 2,16 | 1,73 | 1,74 ‘e‘ifg;é‘f’zggg)%gsg; °§g“a‘;}t'g‘;ag micosa
gastrica e protecdo da bactéria contra EROs e
NO (BELLMANN et al., 1996).
ATP  subunidade | 54,13/4,92 | 58,78/4,84 | 1,63 | 1,58 | 0,98 | 1,21 | 1,74 | 1,77 | 1,55 | 1,11 | Homeostase do pH e p roducéo de ATP a partir
2 alfa sintase de ADP, subunidade reguladora (MARTIN-
GALIANO et al ., 2001).
Chaperona 60 kDa | 49,93/4,73 | 56,79/4.86 | 1,75 | 1,45 | 1,28 | 097 | 2,23 | 1,76 | 1,30 | 1,76 tEnovela?vsnto de tprctneina, agrg{pgmenéo,
¢ ransporte, reparo, tanto em condi¢des de
3 Egrrr?qti'(;‘)a de choque estresse (SCHUMANN et al. ,2007).
Catalisg a conversao ' reversivel d_e 2-
4 | Enolase 44,27/4,76 | 45,05/4.69 | 1,49 | 1,34 | 1.23 | 095 | 2,74 | 2,22 | 1,58 | 0,98 | fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato, essencial
para a degradacéo de hidratos de carbono via
glicélise (PANCHOLI, 2001).
Argininosuccinato 41,09/5,11 | 44,03/4,84 | 0,79 | 0,77 | 0,71 | 0,50 | 0,87 | 0,84 | 0,67 | 0,65 |Processo ~ de  biossintese de
5 sintase argininosuccinato. Ciclo da ureia (MENDZ et
al., 1996)
6 RNA polimerase 37,67/4,61 | 36,70/4.48 | 0,84 | 0,79 | 0,50 | 0,43 | 1,02 | 0,64 | 0,63 | 0,63 | Transcricdo do DNA em RNA (UniProt KB,
subunidade alfa 2012).
Superoxide 21,15/5,80 | 22,53/529 | 0,89 | 0,83 | 0,74 | 0,51 | 0,95 | 1,04 | 0,55 | 0,56 | Destruicdo dos radicais anion superéxido
7 dismutase produzidos no interior das células e que sédo
téxicos para os sistemas biolégicos
(SPIEGELHALDER et al., 1993).
Proteina ativadora In,dutor da quimiotaxia de ~neutréfilos as
8 | de neutrdfilos (NAP) | 17,24/4,69 | 16,83/4,64 | 1,10 | 0,82 | 071 | 0,62 | 1,34 | 1,20 | 0,47 | 0,67 |celuas endotelals lberagdo de EROs.
provocando danos ao epitélio e ao DNA das
células (PINHEIRO JR et al., 2007).
9 Proteina ribossomal | 13,88/4,59 | 13,42/4,49 | 1,61 | 1,70 | 1,40 | 0,95 | 1,97 | 1,80 | 1,65 | 1,42 | Ligacdo ao RNAr 23S e contato com o sitio Ae
50S P do RNAt (UniProt KB, 2012).
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5. Discussao

Concentragfes de antibidticos abaixo da concentracdo inibitoria minima
(MIC) sao conhecidas por promover variagdes nos fatores de viruléncia
bacterianos, afetando a reposta do hospedeiro (WORLITZSCH et al., 2001).
Sabe-se que durante o processo de colonizacdo e infeccdo, varios fatores de
viruléncia sédo induzidos para garantir a sobrevivéncia da bactéria, entre eles a
regulacdo do pH citoplasmatico, sintese de proteinas de reparo, proteinas de
choque térmico (com funcéo de chaperonas) e producédo de compostos basicos
(SATORHELYI, 2004).

As proteinas de choque térmico compreendem um subgrupo de
chaperonas constitutivas ou induzidas em resposta a condicdes ambientais
adversas (incluindo, mas nao so limitadas ao calor excessivo) (SCHUMANN et
al., 2007). H. pylori cultivados na presenca de concentracdes subinibitorias de
amoxicilina apresentaram maior expressao de proteinas de choque térmico de
70 kDa (hsp 70 kDa) e 60 kDa (hsp 60 kDa) (p < 0,001). Essas proteinas
apresentam expressdo aumentada em condi¢bes de estresse, promovendo o
enovelamento, reparo e, consequentemente, impedindo a desnaturacdo de
proteinas; atuam também na remocdo de proteinas desnaturadas (ITOH;
TASHIMA, 1991; SCHUMANN et al., 2007). Alguns estudos sugerem um papel
de adesinas para ambas as classes de chaperonas, colaborando na invasao da
célula hospedeira (HUESCA et al. 1996; YAMAGUCHI et al., 1997).

Um mecanismo de defesa do hospedeiro contra 0s micro-organismos é
a geracao de altos niveis de oxido nitrico. Neste estudo, demonstramos que H.

pylori mantidos em concentracdes subinibitorias de amoxicilina aumentaram a
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inducdo de NO pelos macrofagos quando comparados aos seus respectivos
controles sem tratamento. O aumento dessa espécie reativa poderia,
rapidamente, matar o H. pylori, entretanto esta bactéria apresenta um sistema
antioxidante (proteinas de choque térmico de 70 e 60 kDa e superoxido
dismutase) capaz de combater essas EROs e NO, permitindo sua
sobrevivéncia no sitio da infeccdo (ERNST et al., 2005; WANG et al., 2006).
Aumento na inducédo de NO pode ser associado a elevacdo dessas proteinas,
conforme demonstrado através da andlise protebmica. Apesar dessas
proteinas terem acdo antioxidante, o H. pylori durante a infeccdo induz
resposta inflamatdria, com aumento na produgéo da quimiocina CXCL - 8 pelos
fagocitos, aumentando a producdo de EROs e NO, induzindo producgdo de
citocinas pro-inflamatorias, contribuindo assim para o estresse oxidativo e
danos na mucosa gastrica (MEYER et al., 2000; AUGUSTO et al., 2007;
YAMAOKA et al., 2007).

Proteinas capazes de exibir mais de uma funcdo sdo denominadas de
proteinas moonlighting e muitas, envolvidas na regulacdo metabdlica em
resposta ao estresse, tem acdes adicionais na viruléncia bacteriana. Enolase é
uma enzima da via glicolitica que catalisa a conversdo reversivel de 2-
fosfoglicerato para fosfoenolpiruvato (PANCHOLI, 2001). Diversos trabalhos
demonstram que a enolase de bactérias patogénicas (estreptococos e
pneumococos) e da microbiota (lactobacilos e bifidobactérias), além de ser
essencial para a garantir a viabilidade bacteriana, promove a interagdo do
patbgeno com o hospedeiro, contribuindo para colonizacdo e patogénese
(LAHTEENMAKI et al., 1995; BERGMANN et al., 2001; CANDELA et al., 2007;

HURMALAINEN et al., 2007). Nossos resultados demonstraram que a



80

expressdo de enolase em H. pylori € aumentada na presenca de amoxilina.
Essa proteina quando exposta na superficie bacteriana serve de receptor para
varios ligantes, incluindo plasminogénio (SEWERYN et al., 2007).

Diversos trabalhos demonstram a interacdo de proteinas de superficie
bacteriana com o plasminogénio humano, sendo um mecanismo muito comum
usados pelas bactérias para facilitar a invasdo tecidual (VALLS SERON et al.,
2010; FLODEN et al., 2011). Varias espécies bacterianas sao capazes de gerar
seus préprios ativadores de plasminogénio, como por exemplo estreptococos
do grupo A e Staphylococcus aureus que secretam estreptoquinase e
estafiloquinase, respectivamente, ativadores de plasminogénio (BACHMANN,
1995). Assim como outros patdgenos bacterianos, H. pylori expressa proteinas
de superficie com afinidade para varias proteinas humanas, como o0s
componentes da matriz extracelular de mamiferos, tais como laminina,
vitronectina, colagénio tipos | e IV e plasminogénio (KHIN et al., 1996;
RINGNER et al., 1992; TRUST et al., 1991; VALKONEN et al., 1993) e duas
proteinas de 42 e 57 kDa relatadas ligantes como ligantes de plasminogénio
(PANTZAR et al., 1998). Proteinas recombinantes (55 e 65 kDa) obtidas a
partir de H. pylori cepa CCUG 17874 e 26695, descritas como ligantes de
plasminogénio que apresentam dominios expostos na superficie da bactéria,
permitem que o H. pylori seja revestido externamente com plasminogénio que &
convertido em plasmina, através de um ativador de plasminogénio (JONSSON
et al., 2003). Esse mecanismo poderia favorecer o desenvolvimento da Ulcera
impedindo o processo natural de cura (JONSSON et al., 2003).

Maior expressédo de proteina ativadora de neutréfilos (NAP) (p < 0,05) foi

observada em H. pylori cultivados nas concentracdes sub-CIMs de amoxicilina.
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Sabe-se que esta bactéria é capaz de produzir essa proteina cuja funcdo é
atrair neutréfilos e mondcitos para o sitio da infeccdo, durante a resposta
inflamatoria, induzindo a producdo de EROs e NO e contribuindo para a
degeneracdo da superficie do epitélio (EVANS et al., 1995; SATIN et al., 2000;
BRISSLERT et al., 2005; AMEDEI et al., 2006; PINHEIRO JR et al., 2007). A
NAP é capaz de estimular eficientemente a sintese de fator tecidual e inibidor
do ativador de plasminogénio em mondcitos humanos, provocando alteracéo
no equilibrio existente entre coagulacao e fibrindlise. Assim sendo, a NAP pode
favorecer o desenvolvimento da cronicidade da infeccdo e ruptura do tecido,
dificultando a cicatrizagdo e remocao da fibrina, bem como a movimentagé&o
dos fagocitos, protegendo H. pylori da fagocitose (MONTEMURRO et al.,
2001).

Oxido nitrico é uma molécula sinalizadora importante e componente da
resposta inflamatodria e seu aumento atua citotoxicamente, contribuindo para o
desenvolvimento da inflamacédo (CORREA, 1992). Nossos achados corroboram
com outros trabalhos que demonstram aumento de NO apds estresse
abidticos, tais como osmatico, acidez e térmico.

O aumento na expressdo de superoxido dismutase pelo H. pylori
cultivados nas sub-CIMs de amoxicilina confere a bactéria prote¢cdo contra a
fagocitose e destruicdo intracelular, por ser uma enzima extracelular
fundamental para sobrevivéncia da bactéria na mucosa inflamada (PINHEIRO
JR et al., 2007).

As citocinas pro-inflamatérias desempenham um importante papel na
patogénese da gastrite causada por H. pylori, cujo processo é desencadeado

pelo aumento da producdo de TNF-a, IL-6, IL-1[3, IL-8 e IL-12 na mucosa,
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podendo induzir apoptose celular (HARRIS et al., 1998; WANG et al., 2010; MA
et al., 2010; MANENTE et al., 2008; ANDRES et al., 2011). Neste estudo foi
observado que H. pylori mantido em amoxicilina em sub-CIMs estimula a
liberacdo de IL — 1 B por macréfagos. Conforme demonstrado por outros
autores, as proteinas de choque térmico poderiam estar auxiliando nesta
inducao (LIN et al., 2009; LIN et al., 2010).

Além do seu papel na inflamacéo, a IL — 1  também é um potente
inibidor da secrec¢éo de acido gastrico (EL-OMAR, 2001). Esta citocina ativa as
vias de sinalizacdo em células epiteliais gastricas diminuindo a transcricdo do
gene HKa, com consequente diminuicdo da expressao de bombas de prétons
funcionais, contribuindo para hipocloridria gastrica (SAHA et al., 2008).
Diversos estudos clinicos demonstram que a hipocloridria predispde a atrofia
gastrica (WAGHRAY et al., 2010) e que esta condicdo pode ser induzida pelo
aumento na expressao de proteina de choque térmico de 60 kDa (LERI et al.,
1996; KAMIYA et al., 1998).

Nosso estudo evidenciou aumento na expressdo de ATP sintase (p <
0,001) quando H. pylori foi cultivado previamente em sub-CIMs, e sua
producdo, juntamente com a IL - 1 B, tem um papel fundamental na
manutencdo da homeostase do pH (MARTIN-GALIANO et al., 2001). O
aumento na expressao da ATP sintase no H. pylori cultivado em sub-CIMs de
AMX pode ser decorrente do aumento na expressdo das proteinas de choque,
estimulando o processo inflamatério, producdo de NO e citocinas pro-
inflamatorias, provocando apoptose dos macréfagos infectados.

Apesar da inducdo de TNF - a, IL - 6 e TGF - 3 ocorrer em macréfagos

infectados por H. pylori, essas citocinas nao foram alteradas pela amoxicilina. A
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capacidade de H. pylori induzir a producdo de TGF - B € uma caracteristica
constitucional (WU et al., 2004).

Aumento dos niveis de secre¢do de IL - 12 em pacientes com gastrite
por H. pylori foi demonstrado Bauditz e colaboradores (1999), indicando um
papel chave desta citocina associada a doenca gastrica. Nossos resultados
demonstraram maior producéo de IL - 12 por macréfagos infectados com H.
pylori previamente mantidos em sub-CIMs de amoxicilina em relacdo ao H.
pylori sem tratamento e esse aumento pode ser justificado pela alta expressao
da NAP nestas condi¢cdes. Corroborando com os resultados, Amedei e
colaboradores (2006) demonstraram que mondcitos infectados com H. pylori
que ndo apresentavam a NAP estimularam pobremente a indugédo IL - 12
qgquando comparado a uma cepa produtora desta proteina. A IL - 12 esta
envolvida na inducdo ou amplificacdo da resposta T helper (Th) tipo 1. Nas
infecgdes, a produgao precoce da IL - 12 demonstra o elo desta citocina entre a
resposta inata e a capacidade desta em sustentar uma resposta adaptativa tipo
Th 1. Embora a IL - 12 tenha sido demonstrada ser essencial para a prote¢céo
da mucosa contra H. pylori, a sua producdo prolongada esta associada ao
desenvolvimento de Ulcera péptica (JONGE et al. 2004).

Entre as citocinas ensaiadas, a IL - 10 ndo foi induzida por macréfagos
infectados com H. pylori. Este dado sugere que ocorreu a polarizacdo da
reposta Th 1, contribuindo para lesdo dos macréfagos e inibicdo da resposta Th
2 e da producao de citocinas tais como IL - 5 e IL - 10, importantes para
contencdo da resposta inflamatéria (BAMFORD et al., 1998; MOHAMMADI et

al., 1997). Resultados semelhantes foram observados em células dendriticas



84

humanas infectadas com H. pylori por Obonyo et al. (2006) e Guiney et al.
(2003).

A analise protebmica demonstrou aumento na expressao de
argininosuccinato sintase quando H. pylori mantido em sub-CIMs de AMX.
Essa enzima tem um papel fundamental no ciclo da ureia do H. pylori,
participando na biossintese da arginina a partir da ornitina (MENDZ; HAZELL,
1995). Reynolds e Penn (1994) demonstraram que a arginina é essencial para
o crescimento de H. pylori. A alta expressdo da RNA polimerase subunidade
alfa e proteina ribossomal 50S demonstram participacdo no aumento da
expressao das proteinas quando H.pylori foi cultivado em sub-CIMs de AMX.

Estudos in vitro mostraram que sub-CIMs de antibioticos beta-lactamicos
e fluoroquinolonas aumentaram os niveis de expressdo de alfa-toxina de
Staphylococcus aureus agravando os sintomas da infeccdo (WORLITZSCH et
al., 2001; KERNODLE et al., 1995; OHLSEN et al., 1998). Nossos resultados
fornecem evidéncias de que a amoxicilina, nas concentragfes subinibitorias,
aumentam a expressao de proteinas de choque térmico, superdxido dismutase,
enolase, ATP sintase, argininosuccinato sintase e NAP que podem promover
uma forte resposta imunoldgica em hospedeiros colonizados com H. pylori
através da inducdo de mediadores inflamatorios especificos.

Vérios trabalhos demonstram que a apoptose em macréfagos pode ser
induzida por numerosas moléculas efetoras, incluindo NO (WILSON;
CRABTREE, 2007), e que a modulag&o da producao de NO durante a infecgéo
por H. pylori poderia regular os niveis de apoptose (LU et al., 2011). Nossos
resultados demonstraram uma diminuigdo da viabilidade celular e aumento da

apoptose em macréfagos (precoce e tardia/necrose) apos a infeccdo com H.
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pylori previamente mantidos em sub-CIMs de amoxicilina, estando associado
ao aumento na producédo de NO.

H. pylori induz apoptose em macréfagos para modular a resposta imune
do hospedeiro e estabelecer infeccdo cronica (MENAKER et al.,, 2004).
Macrofagos expostos ao H. pylori previamente mantidos em sub-CIMs de
amoxicilina apresentaram maior expressao de alguns fatores de viruléncia
capazes de induzir aumento de NO, IL - 1B e IL - 12 e, consequentemente,
apoptose.

Numerosos estudos demonstraram que sub-CIMs de antimicrobianos
podem alterar fatores de viruléncia da bactéria e a relagdo micro-organismo-
hospedeiro (DI MARTINO et al.,, 2001; KADRY et al.,, 1999). Nosso trabalho
mostra que a amoxicilina, em concentra¢des subinibitorias, tem um efeito sobre
alguns fatores de viruléncia de H. pylori aumentando a expressao de proteinas
de choque térmico, enolase, argininosuccinato sintase, superéxido dismutase,
ATP alfa sintase e proteina ativadora de neutréfilo, bem como estimulando a
resposta inata e o processo inflamatorio.

A demonstragdo que a amoxicilina pode atuar sobre os diferentes
aspectos do H. pylori e seus fatores de viruléncia, bem como na resposta do
hospedeiro, quando em concentragdes abaixo da concentracdo inibitéria pode
ser uma das justificativas da faléncia terapéutica dos esquemas propostos,

agravando o processo inflamatério e comprometendo a cura da doenca.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo demonstrar a influéncia da

amoxicilina na inducédo de alguns fatores relacionados a viruléncia do H. pylori

comparados a apresentada pela cepa na auséncia do antimicrobiano. Nossos

resultados demonstraram que:

H. pylori mantido em concentragfes subinibitérias de amoxicilina
aumentaram a expressdo de proteinas de choque térmico,
chaperonas, enolase, argininosuccinato sintase, superoxido
dismutase, ATP alfa sintase, RNA polimerase subunidade alfa,
proteina ribossomal 50S e proteina ativadora de neutrdfilo;

H. pylori mantido em concentracbes subinibitorias de amoxicilina
induziram aumento de NO, IL — 1 B e IL — 12 em macrofagos;

H. pylori mantido em concentragfes subinibitérias de amoxicilina
estimularam TNF - a, IL - 6 e TGF - B em macréfagos;

H. pylori mantido em concentracbes subinibitorias de amoxicilina

aumentaram a apoptose.

Os resultados demonstraram que amoxicilina influenciou na expresséo

de alguns fatores relacionados a viruléncia de H. pylori, aumentando a resposta

inflamatoria e seus mediadores em macrofagos infectados.
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Abstract

Sub-inhibitory concentrations of antibiotics have been shown to alter virulent
expression of microorganisms, which may alter the progression of infection.
This study assessed the induction of nitric oxide, cytokines and apoptosis on
macrophages infected by H. pylori exposed to sub-inhibitory concentrations of
amoxicillin. RAW 264.7 macrophage-like cells infected with H. pylori amoxicilin-
treated significantly increased the levels of NO, IL-1 beta, IL-12 and apoptosis
as compared to H. pylori without treatment infected macrophages. These
results suggest that amoxicillin, at sub-inhibitory concentrations, could
contribute to stimulate immune response in the host by inducing over-

expression of specific inflammatory mediators.

Key Words: Helicobacter pylori; sub-inhibitory concentration, amoxicillin, nitric

oxide, cytokines, apoptosis.

1. Introduction

Helicobacter pylori is a prevalent Gram-negative microaerophilic
bacterium that colonizes the mucus layer in the stomach and produces various
virulence-associated factors that have been extensively characterized [1]. The
presence of H. pylori and development of inflammatory response depends on
the host response and bacterial activity [2]. The infection caused by H. pylori

results in a large influx of immune cells including neutrophils, macrophages,
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dendritic cells, lymphocytes, and an associated innate and adaptive immune
response [3].

Virulence factors, such as urease, cytotoxin vacuolizing VacA and
cytotoxin-associated gene CagA protein, stimulate the immune response in the
host in order to eliminate the bacterium without compromising the function of
the involved organ. This process occurs predominantly on T helper type 1 cells
that induce the production higher levels of cytokines and chemokines, such as
interleukin (IL) — 1 B, IL - 6, IL - 8, IL - 10, IL — 12, tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) and transforming growth factor - beta (TGF- B), contributing to the
inflammatory process, with consequent damage to mucosal cells [4,5].

The mechanism by which H. pylori promotes apoptosis on human cells
has not been completely understood. Although excessive NO generation and a
massive rise in apoptosis are well recognized, cytokines (TNF-a, interferon-
gamma (IFN-y), IL-2 and IL-1), ascorbate, and ammonia also activate apoptosis
[6,7]. The formation of intracellular reactive nitrogen species (RNS), with
increased level of nitric oxide synthase (iINOS) [8] can cause cell DNA damage,
mutagenesis, apoptosis and development of gastric carcinoma [9].

The most commonly used regimens for the eradication therapy of H.
pylori consist of a combination of two antibiotics (usually metronidazole,
clarithromycin, amoxicillin, tetracycline or furazolidone) associated with a proton
pump inhibitor (omeprazole, lansoprazole or pantoprazole) [10]. The efficacy of
this therapy depends on antibiotic drug resistance, patient compliance and
drug-related side effects [11,12]. However, in recent times, eradication rates in

practice for many of the first-line treatment regimens has fallen well below these
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levels, generally due to the connected factors of poor compliance with
medication and antibiotic resistance [13].

Several studies have demonstrated that the antimicrobial inhibitory
concentrations (MIC) [14] or sub-inhibitory concentrations (sub-MICs) might
alter the bacterial virulence factors, and as a result the microorganism-host
relationship [15]. Furthermore, sub-MICs of antibiotics can alter the morphology
and growth of the microorganism, production and/or release of enzymes and
toxins, as well as other factors involved in bacterial virulence [16]. Such
changes may directly affect the interactions between bacteria and host, and
affect the inflammatory response after bacterial exposure [17,18].

Considering that the eradicating therapy of H. pylori is not always
effective and that amoxicillin is included in treatment regimens, the purpose of
the present study was to assess whether macrophages cytokine release might
be altered by H. pylori growing in contact with sub-inhibitory concentrations of

amoxicillin used as stimulus.

2. Materials and Methods

2.1. Helicobacter pylori strain, growth conditions and amoxicillin susceptibility

H. pylori ATCC 43504, metronidazole resistant and amoxicillin

susceptible, was obtained from the American Type Culture Collection

(Manassas, VA, USA). The bacterium was cultured in Columbia agar containing

10 % fetal bovine serum and incubated at 37<C for 7 2 hours, in 5% CO,. The
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broth microdilution method was used for determining the susceptibility of H.
pylori to amoxicillin. The wells of a 96-well microplate were filled with 100 pl of
various concentrations of amoxicillin (AMX) diluted in distilled water, at the initial
concentration of 1 mg/ml (Pharma Nostra, Rio de Janeiro, Brazil). The same
volume of H. pylori suspension in Brain Heart Infusion supplemented with 10%
fetal bovine serum (turbidity equivalent to a 2.0 McFarland opacity standard,
(UDOeg2 0.10) was added to each well. Absorbency was determined using an
automatic ELISA microplate reader (Spectra & Rainbow Readers, Tecan). The
microplate was incubated at 37T for 72 hours under microaerophilic
atmosphere, agitated and then absorbency was read again in the reader at the
same wavelength. The absorbencies were compared to the values obtained
before incubation to detect an increase in bacterial growth. The lowest
concentration of amoxicillin resulting in inhibition of bacterial growth was 0.250
pg/ml. From this result, the concentrations of 0.063 pg/ml (1/4 MIC) and 0.125

pg/ml (1/2 MIC) were used for the tests.

2.2. Treatment of bacteria with amoxicillin

H. pylori was cultured in Brain Heart Infusion supplemented with 10%
fetal bovine serum to achieve a turbidity of 4 McFarland opacity standard,
containing sub-inhibitory concentrations (sub-MICs) of amoxicillin, and an
untreated amount was kept apart as control. All the samples were incubated at
37°C, microaerophilic atmosphere for 24 and 48 hours. Then, bacterial cells

were washed twice with sterile phosphate buffered saline (0.05 M and pH 7.2)
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and centrifuged at 6000 g for 10 minutes to remove the antimicrobial. Bacterial
cells were resuspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium for
macrophages tests in the final concentration of 10° CFU/ml (UDOgy 0.40).
Macrophages infected with H. pylori growing without amoxicillin and uninfected
macrophages were used as controls. Under these growth conditions, the
following terminology was used: pre-AMX 24h and pre-AMX 48h for H. pylori
exposed to amoxicillin for 24 and 48 hours, respectively; Hp 24h and Hp 48h for
H. pylori growing in the absence of amoxicillin for 24 and 48 hours (controls).
Pre-AMX samples were washed to remove the antimicrobial before

macrophages infection.

2.3. Cell culture and maintenance

RAW 264.7 macrophage-like cells (American Type Culture Collection
ATCC, TIB 71, Rockville, MD) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium containing L - glutamine and glucose (Gibco BRL Life Technologies)
supplemented with 10% FBS and 10 mg/ml gentamicin (Gibco BRL Life
Technologies) at 37T in a humidified atmosphere co ntaining 5% CO,. The

cells were grown in 24 - well plates.
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2.4. Nitric oxide (NO) production and cytokines secretion by H. pylori-induced

RAW 264.7 cells

RAW 264.7 cells (1 x 10° cells/500 pl/well) were added into the wells of
microplates. After 24 hours, the cells were washed three times with phosphate
buffered saline (0.05 M and pH 7.2) and infections were done with H. pylori as
described. The plates were incubated for 24 hours. After incubation, the
supernatants were collected. The levels of nitric oxide were determined by
measuring the amount of nitrite, a stable metabolic product of nitric oxide, as
previously reported [19]. The assay mixture contained medium (50 pl) plus
Griess reagent (50 ul, Merck), and absorption was measured at 540 nm using a
microplate reader (Spectra & Rainbow Readers, Tecan). The results were
reported as the amount of nitrite (umol/ml). Each experiment was accompanied
by a positive control (10 pg/ml lipopolysaccharide, Sigma) and a negative
control (Dulbecco’s modified Eagle’s medium). The cytokine immunoassay (IL
1- B, IL-6, TNF-q, IL-10, IL-12 and TGF-B), macrophages (1 x 10° cells/500
pl/well) were infected with H. pylori as described above in complete Dulbecco’s
modified Eagle’s medium and incubated for 24 hours at 37C in a 5% CO,
atmosphere. Supernatants were collected and cytokines were quantified by a
sandwich immunoassay kit (BD Biosciences Pharmingen) following the

manufacturer’s instructions.
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2.5. Assessment of apoptosis

The binding of annexin V - fluorescein isothiocyanate was used as a
measurement of apoptotic RAW 264.7 cells with an annexin V - fluorescein
isothiocyanate — propidium iodide apoptosis detection kit (BD Biosciences
Pharmingen) according to the manufacturer’s instructions. Cells were pooled,
pelleted by centrifugation, washed once with ice-cold phosphate buffered saline,
and resuspended in binding buffer to a concentration of 108/ml. Next, 0.1 ml of
this cell suspension was transferred to a tube and incubated with 5 pl of annexin
V-fluorescein isothiocyanate and 5 pl of propidium iodide for 10 minutes at 25T
in dark. Finally, 0.4 ml of binding buffer was added, and samples were analyzed
by flow cytometry within 1 hour on a FACScan flow cytometer (Becton
Dickinson-Bioscience, FACS CaliburTM, San Jose, California, USA), and
processed with the integrated software. Lipopolysaccharide (10 upg/ml) was
used as control, and uninfected cells without treatment were used as viability
control. The apoptosis percentage was calculated as follows: apoptosis =

number of early and late apoptotic cells/total number of cells x 100%.

2.6. Statistical analysis

All experiments were repeated at least twice, using three wells for each

sample. The results were assessed and expressed through mean + sd.

Statistical comparisons were performed using Student’s t test data (p < 0.05).
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3. Results

3.1. Anti - H. pylori activity

The minimal antimicrobial concentration of amoxicillin for H. pylori was

0.250 pg/ml (MIC). Sub-inhibitory growth concentrations of 0.063 pug/ml (¥4 MIC)

and 0.125 pg/ml (Y2 MIC) were used in the tests.

3.2. Induction of nitric oxide (NO) in macrophages by H. pylori

H. pylori previously maintained at different sub-inhibitory concentrations

of amoxicillin induced a significant increase of NO in macrophages (p<0.05)

compared to the respective positive control after 24 hours of incubation (Fig. 1).

15.0-

12.54

10.01 I Negative control

NO production ( umol/ml)

0.0

Pre-AMX 24h Pre-AMX 48h
24 hours

Figure 1: Induction of nitric oxide in macrophages after infection with H. pylori for 24 hours. Pre-
AMX 24h/48h: H. pylori maintained for 24 and 48 hours respectively, in the presence of the
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antimicrobial agent, then washed with sterile phosphate buffered saline. Positive control:  H.
pylori without antimicrobial grown for 24 and 48 hours. Negative control: untreated
macrophages. Intra-group statistical difference compared to positive control: * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001.

3.3. Induction of cytokines by macrophages infected with H. pylori

The culture supernatant of macrophages infected with H. pylori
previously maintained at 0.063 and 0.125 pg/ml of amoxicillin for 24 and 48
hours had higher concentration of IL-18 and IL-12 (p<0.05) compared to that
induced by bacteria not exposed to antimicrobial. Although the induction of TNF
-a, IL - 6 and TGF - B occurred in infected macrophages with H. pylori, these
cytokines were not altered by amoxicillin (Fig. 2). Amoxicillin treated H. pylori
and untreated bacteria did not alter the production of IL-10 by macrophages

(data not shown).
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Figure 2: Concentrations of IL-183, IL-12, TNF-a, IL-6, TGF- and IL-10 released in the culture
supernatants of macrophages after infection with H. pylori. Pre-AMX 24h/48h: H. pylori

maintained for 24 and 48 hours respectively, in the presence of the antimicrobial agent, then
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washed with sterile phosphate buffered saline. Positive control: H. pylori without antimicrobial
grown for 24 and 48 hours. Negative control: untreated macrophages. Intra-group statistical

difference compared to positive control: * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001.

3.4. Detection of apoptosis with annexin V and propidium iodide

Macrophages infected with H. pylori previously maintained for 24 and 48
hours at 0.063 and 0.125 pg/ml of amoxicillin showed higher apoptosis (early

and late/necrosis) (p<0.05) compared with their controls (Fig. 3).
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Figure 3: Apoptosis of macrophages after infection with H. pylori for 24 hours determined by
flow cytometry. Pre-AMX 24h/48h: H. pylori maintained for 24 and 48 hours respectively, in the
presence of the antimicrobial agent, then washed with sterile phosphate buffered saline. NC:
Macrophages without infection and treatment. Hp 24/48h: H. pylori without antimicrobial grown

for 24 and 48 hours. Intra-group statistical difference compared to positive control: * p < 0.05,

**p <0.01, ** p < 0.001.
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4. Discussion

Prevalence of H. pylori antibiotic resistance is increasing worldwide, and
it is has been the main factor affecting efficacy of current therapeutic regimens
[12]. Concentrations of antibiotics below the minimum inhibitory are known to
induce bacterial virulence that can alter the host response [20].

Nitric oxide (NO) produced by inducible NO synthase (INOS) during
infection plays a crucial role in host defense mechanisms, via its antimicrobial
and cytoprotective activities [21,22]. In this study, we demonstrated that H.
pylori treated with sub-MICs of amoxicillin increased macrophages NO
production when compared to the controls. With appropriate defenses, this
oxidative stress would be able to rapidly kill nearby H. pylori, but it is known that
H. pylori combats oxidative stress via diverse activities, some of which are
unique [23]. Although NO is an important signaling molecule and a component
of inflammatory response, its overproduction leads to tissue damage and
contributes to inflammation [24].

Cytokines plays an important role in the pathogenesis of gastritis caused
by H. pylori infection, and their upregulated production, such as TNF-qa, IL-6, IL-
1B, IL-8 and IL-12, are associated with enhanced inflammatory responses [25-
29]. In the current study, H. pylori treated with amoxicillin at sub-inhibitory
concentration increases the release of IL-1(3 by infected macrophages. Apart
from its role in inflammation, IL-1(3 is also a potent inhibitor of gastric acid
secretion [30]. This cytokine activates signaling pathways in gastric epithelial
cells that ultimately downregulate HKa gene transcription. Such downregulation

would lower the expression of functional proton pumps and thereby contribute
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to gastric hypochlorhydria [31]. Clinically, it is known that hypochlorhydria
predisposes to gastric atrophy [32].

Increased levels of IL-12 in gastric mucosa play a key role in H. pylori-
associated gastric disease [33], and are also involved in the induction or
amplification of the T-helper (Th) type 1 response [34]. Our results
demonstrated higher production of IL-12 by macrophages infected with H. pylori
previously treated with sub-MICs of amoxicillin as compared to H. pylori without
treatment. Although IL-12 has been shown to be essential for protection against
H. pylori, prolonged production of IL-12 is associated with the development of
peptic ulcer disease [34].

In contrast, H. pylori stimulation of TNF-a, IL-6 and TGF-B in
macrophages were not altered by bacteria amoxicillin pre-treatment. The
expression of TNF-a and IL-6 has been demonstrated to be stimulated by H.
pylori purified urease in mononuclear cells [35]. These findings suggest that
urease, an important virulence factor, may not be up-regulated by amoxicillin.
However, this point needs further investigations. Although TGF- was produced
by macrophages after exposure to H. pylori, our results showed that H. pylori
pre-treated with amoxicillin did not alter this cytokine production by
macrophages. Among the cytokines evaluated, IL-10 was not induced by the
macrophages infected with H. pylori treated with sub-MICs of amoxicillin. All
these cytokines suggested that polarization of the Thl occurred, contributing to
macrophage injury and inhibition of a beneficial Th2 cytokine response.

Previous in vitro studies showed that sub-MICs of beta-lactam antibiotics
and fluoroquinolones increase the levels of alpha-toxin expression of

Staphylococcus aureus, suggesting that the symptoms of S. aureus infections
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may be aggravated by penicillin treatment [20,36,37]. Our results provide
evidence that amoxicillin, at sub-MICs, increases the immune response in H.
pylori infected macrophages by inducing inflammation through specific
inflammatory mediators.

Several reports demonstrated that apoptosis of macrophage can be
induced by numerous effectors molecules, including NO [38], and that
modulation of NO production in response to H. pylori would regulate levels of
macrophage apoptosis [39]. Our results demonstrated a decrease in cell
viability and increase macrophage apoptosis (early and late/necrosis) after
infection with H. pylori previously treated with sub-MICs of amoxicillin.

H. pylori induces macrophages apoptosis in order to modulate host
immune responses and establish chronic infection [40]. Corroborating the
results, macrophages exposed to H. pylori previously treated with sub-MICs of
amoxicillin produce more NO, IL-18 and IL-12 increase apoptosis than H. pylori-
infected macrophages without treatment.

Numerous studies demonstrated that antimicrobial at sub-MICs may alter
the bacterial virulence factors and the microorganism-host relationship [15].
This study suggests that amoxicillin at sub-inhibitory concentrations has an
effect on the virulence of H. pylori that enhances the innate response and the
inflammatory process. In clinical situations in which antibiotic treatment does not
lead to a rapid and total eradication of H. pylori, but takes a partial reduction of
bacterial numbers, the presence of amoxicillin can aggravate the inflammatory

process compromising the disease outcome.
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