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Efeitos pré-inflamatorios de OMVs de H. pylori em culturas celulares
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O Helicobacter pylori infecta o epitélio gastrico de 50% da populacdo mundial,
utilizando diversas proteinas como fatores de viruléncia. Dentre elas esta a urease,
gue possibilita a colonizacéo através da alcalinizacdo do meio. InUmeras proteinas
desse tipo estdo presentes nas OMVs (Outer MembraneVesicles), vesiculas
secretadas por bactérias Gram-negativas. Estudos apontam que as OMVs entram na
corrente sanguinea, atravessam a barreira hematoencefalica e chegam ao cérebro,
podendo afetar células do SNC. Visamos aqui produzir OMVs e avaliar o possivel
efeito em culturas celulares. O cultivo de H. pylori foi feito em condicbes
microaerofilicas, por 72 h. Para a producao das OMVs, foram testados dois métodos:
1) ultracentrifugacéo do sobrenadante das culturas de H. pylori a 100.000 g durante 3
h; 2) purificagdo pelo Kit Exo Bac OMVs. As amostras de OMVs foram submetidas a
Microscopia de Transmissao Eletrdnica, para analise morfolégica, e rastreamento de
nanoparticulas em NanoSight, para quantificacdo e avaliacdo do tamanho das
particulas. Os bioensaios foram feitos em linhagens celulares de micréglia murina (BV-
2) e neuroblastoma humano (SH-SY5Y). As células foram tratadas com as OMVs (50,
100 e 200 pg/ml) e a producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) foi analisada
com a sonda fluorescente (CM-DFFDA). Observamos um aumento de ROS em 2h e
48h de tratamento, para as células SH-SY5Y e em 48h para BV-2. A inducdo de
interleucinas pro-inflamatorias foi dosada por ELISA. Em BV-2, a liberacao de 1L-1f
diminuiu no tratamento com 50 pg/mL OMVSs, e houve um aumento dose-dependente
de TNF-a. Em SH-SY5Y, observamos um aumento de 1L-1(3 nas células tratadas com
200 pug/mL OMVs. Os dados confirmam o efeito inflamatério das OMVs em células
derivadas do CNS.



