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RESUMO

“ESTUDO IN VITRO DE INTERAGOES DAS CELULAS EPITELIAIS E
ESTROMAIS EM MUCOSA GASTRICA HUMANA: INFLUENCIA DO Helicobacter

pylori”
Carlos Antonio do Nascimento Santos

Orientadores: Prof. Dr. Luiz Eurico Nasciutti
Prof. Dr. Radovan Borojevic

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds Graduagdo em
Ciéncias Morfologicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como
parte dos requisitos necessérios a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias
Morfoldgicas.

Helicobacter pylori (H. pylori) € um microrganismo capaz de sobreviver e colonizar a
mucosa gastrica humana, desencadeando um grande numero de lesdes do trato
gastrointestinal. Embora vérios estudos in vitro tenham contribuido para a
compreensao do processo de agressao, essas abordagens tém sido limitadas pelas
dificuldades em se obter populagbes homogéneas de células epiteliais e estromais
vidveis desta mucosa. Assim, o objetivo principal deste estudo foi estabelecer e
caracterizar essas populagbes celulares, a partir de cultura priméaria de tecido
proveniente de bidpsia antral gastrica humana, e desenvolver sistemas de co-
cultivos em 2 e 3 dimensfes (D) destas populagdes celulares. Em seguida, foram
avaliadas nestes sistemas, as interagfes das células epiteliais e estromais com o H.
pylori, utilizando imunocitoquimica e microscopia eletrénica de transmissdo e de
varredura. Os resultados obtidos mostraram populacées homogéneas de células
epiteliais e estromais com caracteristicas bastante semelhantes a mucosa in vivo,
capazes de secretar diferentes componentes de matriz extracelular (colageno tipo
IV, fibronectina, laminina e condroitim sulfato), podendo ser mantidas em cultivo por
longos periodos. Nas co-culturas, em especial nas em 3D (nos esferdides), essas
células se mostraram muito adequadas aos estudos das interagfes celulares
existentes na mucosa gastrica infectada pelo H. pylori, As analises ultraestruturais
revelaram células epiteliais apresentando uma certa polarizacdo, com a presenca do
bacilo na regido das microvilosidades da superficie apical e no interior das células,
dentro de estruturas semelhantes a fagosomas. De forma relevante, essas
caracteristicas morfologicas foram observadas com apenas 3 horas de incubagéo
dos esferdides com o H. pylori. Em conclusdo, essas culturas estabelecidas
representam modelos de estudos originais que podem ser utilizados como
importantes ferramentas na andlise do papel das toxinas liberadas pelo H. pylori, e
na compreensdo dos mecanismos de interagdo, colonizagdo e invasao desta
bactéria na mucosa géstrica humana.



SUMMARY

AN IN VITRO STUDY OF THE EPITHELIAL AND STOMAL CELLS INTERACTIONS
IN HUMAN GASTRIC MUCOSA: INFLUENCE OF THE Helicobater pylori.

Carlos Antonio do Nascimento Santos

Supervisors: Prof. Dr. Luiz Eurico Nasciultti
Prof. Dr. Radovan Borojevic

Summary of the doctoral thesis submitted to the Pos-graduation program in
morphological Sciences of the Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, as
part of the requirements to obtain the Doctor degree in Morphological Sciences.

Helicobater pylori is a microorganism capable of surviving and colonizing the human
gastric mucosa, causing a great number of injuries in the gastro intestinal tract.
Although many studies in vitro have contributed with a better understanding of
virulent process, these approaches are limited by the difficulties of obtaining a
homogeneous population of epithelial and stromal cells of that mucosa. For this
reason, the main goal of this study was to establish and characterize these cells
populations obtained from primary cultures of human gastric tissue biopsies and to
develop co-culture systems of 2 and 3 dimensions (D) of the cell populations. After
obtaining the cells, the interactions of the epithelial and stromal cell with H. pylori
were verified using immunocitochemistry and transmission and scanning electron
microscopy. The results demonstrate homogeneous populations of epithelial and
stromal cells with characteristics very similar to the mucosa in vivo and capable of
secreting different components of the extracellular matrix (collagen type IV,
fibronectin, laminin and condroitin sulfate) and to be cultured for long periods. In the
co-cultures, especially the 3D (spheroids), those cells have demonstrated to be
useful first studies of cell interactions of the gastric mucosa infected by H. pylori. The
ultrastructure analyses revealed polarized epithelial cells, with bacillus on the apical
surface of the microvilli inside the cells, in structures resembling phagosomes. The
morphological characteristics were observed only within 3 hours of incubation of the
spheroid with H. pylori. In conclusion, the cell cultures obtained in our study represent
useful and original models that can be used as important tools to understand the role
of the toxins delivered by H. pylori, and the interaction, colonization and invasion
mechanisms of these bacteria in the human gastric mucosa.
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INTRODUCAO

Mucosa Gastrica

O estdmago, encontrado na maioria dos vertebrados, € uma expansao
muscular do tubo digestivo em forma de bolsa, situado na porgdo anterior da
cavidade peritoneal ou abdominal (ROMER E PARSONS, 1985), onde os alimentos
sdo mantidos o tempo necessério para se realizar a digestdo 4cida (ZAVALA-
CAMIN, 1996). O estdbmago é um oOrgdo dividido em quatro grandes regides
anatbmicas: regido céardica, regides do corpo e do fundo e regido pilérica (antro
pilérico) (Robbins, 2000). O piloro termina em um forte esfincter muscular que
circunda a juncao gastroduodenal. Histologicamente, o estbmago, assim como todo
o tubo digestivo, é formado por quatro camadas principais: mucosa, constituida por
epitélio, lamina propria e muscular da mucosa; submucosa, formada por tecido
conjuntivo denso; muscular, apresenta-se constituida por feixes musculares
orientados de forma circular, obliquo e longitudinal; e serosa, uma delgada camada
formada de tecido conjuntivo frouxo revestido por epitélio pavimentoso simples
(WHEATER, 1994) (Figura 1).

De maneira geral, a mucosa do estbmago é formada por um epitélio, que pode
ser dividido em superficial, foveolar e mais profundamente, glandular; e uma lamina
propria conjuntiva limitada por uma faixa de musculo liso, denominada muscular da
mucosa. Em todo o estdmago, o revestimento epitelial superficial € composto por
uma camada de células prisméticas secretoras de muco (PAS-positivas), com nucleo
esférico e basal, normalmente sem apresentar nucléolo. Na por¢éo apical dessas
células existem granulos de muco que convertem o epitélio em uma lamina de
células granulares, cuja funcéo é proteger o limen estomacal da autodigestdo. Este

epitélio superficial, quando se invagina para a lamina propria, forma as criptas ou
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Figura 1- Imagens ilustrativas mostrando as regides do estdmago (A), um
aspecto anatbmico da mucosa que reveste a regido do antro gastrico
humano, visto por endoscopia (B) e um esquema tridimensional mostrando a
parede deste 6rgdo com suas respectivas camadas histolégicas (C): mucosa,
muscular da mucosa, submucosa, musculares e serosa.



fovéolas gastricas, continuas com as glandulas géastricas, que desembocam nestas
fovéolas. Estas glandulas apresentam trés regides caracteristicas, conhecidas como
istmo, colo e base. Ao longo dessas regides sdo observados basicamente cinco
tipos celulares: células-fonte, parietais, mucosas do colo, zimogénicas e
enteroenddcrinas. As células-fonte localizam-se em pequeno ndmero na jungao
entre as fovéolas e as glandulas, porcdo chamada de colo. Estas células se dividem
constantemente e aproximadamente metade das células filhas permanece como
célula fonte; a outra metade garante a manutencdo das células da superficie do
estbmago ou da parte profunda da glandula (Figura 2) (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004, KIERSZENBAUM, 2004). Tem sido relatado que a maioria, se ndo todos, 0s
tecidos epiteliais contém células-tronco e a elas sdo atribuidas as funcdes de
manutencdo do tecido normal e/ou a regeneragdo do tecido apds uma lesdo
(SLACK, 2000). Também na regido do colo, as células parietais sdo arredondadas
ou piramidais, com nulcleo esférico e citoplasma intensamente eosinéfilo. Estas
células tém como fungdo a producdo de &cido cloridrico e do fator antianémico
intrinseco (glicoproteina essencial para que a vitamina B;, seja absorvida pelo
intestino), presentes no suco gastrico (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). As células
mucosas do colo, também em pequena quantidade e localizadas na regido do colo,
secretam muco que histoquimicamente é diferente daquele produzido pelas células
mucosas que revestem as fossetas e a superficie do estdbmago. As células
zimogénicas estdo localizadas no terco inferior das glandulas fandicas e do corpo.
Elas produzem granulos de zimogénio, onde permanece estocado a proenzima
chamada pepsinogénio, que é convertida a pepsina quando liberada no lumen
gastrico. A pepsina é uma enzima proteolitica capaz de digerir a maior parte das

proteinas. A lipase que tem funcdo de digerir gordura no homem, também &
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Figura 2 — Imagens ilustrativas do estdmago, detalhes histol6 gicos das
criptas e glandulas gastricas e uma amplificagdo da s regides istmo, colo

e base da glandula, destacando principalmente, as r  egides da glandula
gastrica e a localizacdo de seus principais tipos ¢ elulares constituintes.

Copiado do livro color textbook of histology. Gartner and James, 1997.



produzida pelas células parietais. As células enteroendocrinas estao disseminadas
por todo o tubo digestivo, porém as encontradas na regido pilérica do estbmago
estdo envolvidas principalmente com a producdo de um polipeptidio chamado
gastrina, que estimula a secrecdo das células parietais (WHEATER, 1994;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004, KIERSZENBAUM, 2004). As glandulas fandicas,
do tipo tubulares retas, sao formadas por células mucosas do colo, células parietais
e ceélulas zimogénicas, além de células-fonte e enteroenddcrinas. As glandulas
cardicas, tubulares simples, sdo constituidas principalmente por células secretoras
de muco, apresentando algumas células indiferenciadas no colo e regido superior da
glandula; células enteroenddcrinas espalhadas pela glandula e, por vezes, células
parietais. Ja as glandulas piléricas, ao contrario das glandulas tubulares simples do
fundo e do corpo, sdo ramificadas e compostas quase exclusivamente de células
secretoras de muco e em menor quantidade, pelas células parietais,
enteroenddcrinas e células-fonte (ROSS e ROWRELL, 1993; YOUNG e HEATH,
2001). Os diferentes tipos de mucosa gastrica variam de acordo com o0s tipos
celulares e a arquitetura das glandulas. Entre os tipos de mucosa ndo ha uma
transicdo abrupta, mas observa-se uma zona mucosa de transicdo, onde podemos
encontrar mistura de tipos glandulares. Esta observagdo € comum nas regides
cardica e antral, onde células parietais esparsas sdo encontradas (WHITEHEAD,
1997).

A grande maioria das células epiteliais da mucosa gastrica é constituida por
células mucosas que tém como principal caracteristica a producdo de muco, cujo
principal componente é a glicoproteina mucina. A mucina tem na sua composicao
somente cinco distintos monossacarideos (galactose, N-acetilglicosamina, N-

acetilgalactosamina, fucose e acido sialico), mas a proporcdo relativa destes



acucares é variavel entre as mucinas, tornando muito dificil a tentativa de se estimar
0 seu conteudo total (LAMONT e cols., 1983). Por outro lado, as lectinas facilmente
distinguem acucares muito semelhantes, através de um numero de pontes de
hidrogénio situadas no dominio de reconhecimento para carboidrato em cada tipo de
proteina. Constituem um grupo de proteinas homodlogas que se ligam com alta
afinidade e seletividade a residuos de carboidratos, em solucdo ou na superficie de
células. As lectinas tém sido muito utilizadas na caracterizacdo de células epiteliais,
assim como, na localizacdo de moléculas que atuam como receptores de alta
especificidade, localizados na superficie de todas as células animais. Elas
reconhecem epitopos na sequéncia de carboidratos e alguns exemplos de lectinas
sdo: succynalated wheat germ agglutinin (SWGA), Dolichos biflorus agglutinin (DBA),
Ulex europeus agglutinin-1 (UEA;) e peanut agglutinin (PNA), estas lectinas, mesmo
depois dos processos enzimdticos e de centrifugagcdo, reagiram com grande
guantidade de mucina intracelular de 10 a 35% das células epiteliais isoladas da
mucosa gastricas de cdo (BOLAND e cols., 1990). Alguns patégenos como o
Helicobacter pylori, o vibrido da célera, o virus influenza, toxinas da bactéria
pertussis tém lectinas que medeiam a adesdo as células hospedeiras ou a entrada
da toxina nas células. As glandulas duodenais e piléricas, além da similaridade no
perfil de adesdo as lectinas, apresentam mucinas com mais diversidades de
residuos carboidratos terminais do que as células caliciformes e células mucosas da
superficie (SCHUMACHER e cols., 2004).

A lamina propria, junto com a membrana basal (MB), constitui uma trama de
suporte para o epitélio. Composta por tecido conjuntivo frouxo, bastante
vascularizado, exibe numerosas células do sistema imunolégico (plasmacitos,

linfocitos, mastécitos, neutréfilos e mondcitos), que por diapedese migram do sangue



para a lamina propria, e uma outra populacdo de células fixas do tecido conjuntivo
(por exemplo, fibroblastos e miofibroblastos) (ROSS e ROWRELL, 1993). Os
principais tipos celulares estromais observados na lamina propria do estdbmago
embrionério sdo representados pelos fibroblastos, que se originam de células
precursoras no tecido de sustentagdo primitivo (mesénquima); miofibroblastos e
células com funcdes de defesa no tecido, principalmente mastdcitos, macréfagos e
linfécitos, estes dltimos em forma de agregados nao-encapsulados, denominados
tecido linfoide associado a mucosa gastrica (MALT) (YOUNG e HEATH, 2001).
Fibras reticulares e colagenas, e ocasionais elasticas, sdo também encontradas,
além de capilares e fibras nervosas. A mucosa gastrica possui um rico suprimento
sanguineo que consiste em capilares extensamente ramificados. Este suprimento é
necessario para fornecer oxigénio, bicarbonato e nutrientes as células epiteliais e
para remover o acido que sofreu difusdo retrégrada. Este fluxo é regulado por
mediadores vasoativos locais, particularmente o0xido nitrico endégeno (gerado pelas
células endoteliais), prostaglandinas e neuropeptidios; um aumento no fluxo
sanglineo € observado simultaneamente com a estimulacdo da secre¢éo acida. Por
outro lado, a isquemia da mucosa pode desempenhar um papel-chave no sentido de
promover uma lesdo da mucosa. O fluxo sangliineo pode ser afetado negativamente
pelo estresse clinico ou cirdrgico grave, por certos agentes exdgenos tipo aspirina e
alcool e pela penetracdo dentro da lamina prépria de agentes luminais, tais como
acido e pepsina (ROBBINS e cols., 2000). Os canais linfaticos ocupam apenas a
porcdo inferior da lamina propria, proxima a muscular da mucosa em dire¢cdo a
l[amina préopria (OWEN, 1996). A andlise histoldégica do corpo, em uma mucosa
normal, revela uma lamina prépria totalmente preenchida por glandulas gastricas ou

fundicas. A lamina prépria desta regido é mais evidente entre as criptas gastricas,



onde um pequeno numero de plasmacitos, linfécitos, eosinofilos e histidcitos é
observado. Nesta regido sédo observadas fibras musculares lisas ocasionais, vindas
da muscular da mucosa, que se interpdem entre as glandulas. A lamina prépria da
regido antral, quando comparada com a do corpo, exibe maior quantidade de fibras
musculares lisas que saem da muscular da mucosa e pequena quantidade de

linfocitos e plasmacitos (WHITEHEAD, 1997).

Mucosa Gastrica e Matriz Extracelular

Ao longo do desenvolvimento normal do estémago, varios estudos sobre os
componentes de matriz extracelular (MEC) tém sido realizados, mostrando que a
MEC da lamina propria deste 6rgdo apresenta-se constituida por colagenos,
lamininas, nidogénios (entactinas) e proteoglicanos como perlecano, agrino e
bamacano (TIMPL e BROWN, 1996; HALFTER cols., 1998; COLOGNATO e
YURCHENCO, 2000). Entretanto, dentre as moléculas mais expressas na MEC, a
laminina e suas isoformas parecem atuar de forma crucial em todas as etapas da
embriogénese. A partir da oitava semana de gestacdo, varios componentes de
matriz, como proteoglicano de heparan sulfato, coladgeno tipo IV, cadeias de laminina
al, B1 e yl, foram detectados de forma uniforme e sistemética ha membrana basal
da mucosa géastrica humana em formacdo (TREMBLAY e MENARD, 1996). A
laminina é uma molécula evolutivamente muito antiga e a sua auséncia acarreta o
ndo prosseguimento do desenvolvimento embrionario (COLOGNATO e
YURCHENCO, 2000). A laminina -1 (al1plyl) parece ser a principal laminina
expressa bem no inicio do desenvolvimento embrionério (TIMPL, 1985; SMYTH e

cols., 1999). A laminina apresenta varios dominios que se ligam entre si e com



outras macromoléculas da matriz, uma por¢do que interage com a célula, mediada
por integrinas, distroglicano, além de outros receptores, e através destas interacdes
a laminina contribui potencialmente para diferenciacdo, forma e movimento celular,
mantém os fendtipos teciduais, e promove a sobrevivéncia do tecido (COLOGNATO
e YURCHENCO, 2000). A laminina, junto com o colageno do tipo IV e o nidogénio,
forma a integridade estrutural da MB de tecidos normais, porém a expressao destes
elementos e suas isoformas tém papel fundamental em varios tipos de tumores,
principalmente os de origem epitelial. Em carcinomas, a membrana basal apresenta-
se continua na maioria dos tumores epiteliais malignos, com exce¢do para 0S
carcinomas gastricos difusos e carcinomas de mama infiltrados (MAATTA e cols.,
2001).

No estbmago humano adulto, a cadeia o, da laminina esta presente em
membranas basais das glandulas e na porgéo inferior das fovéolas, enquanto a
cadeia a3 (laminina 5) localiza-se em MBs do epitélio superficial e por¢do superior
das fovéolas. As cadeias al, 1 e yl (laminina-1) sdo detectadas em toda a MB da
mucosa, enquanto 3, predomina em membranas de vasos sanguineos da mucosa.
Estes dados demonstram que no estdbmago adulto ha uma distribuicdo zonal das
cadeias a2 e a3 da laminina, enquanto as outras cadeias exibem uma distribuigéo
mais geral (VIRTANEN e cols. 1995). Na organizagdo das MBs, as lamininas tém
uma contribuigdo importante, participando da formacdo de uma trama peculiar. Esta
trama € constituida por moléculas de laminina ligadas entre si, na forma de polimero
em rede, ou lamininas ligadas a moléculas de colageno IV, aos nidogénios, a
fibronectina e a outros componentes. Estas ligagbes intermoleculares sé&o
propriedades protoméricas e sao produtos de processo muito bem direcionado

(RUBEM e YURCHENCO, 1994).
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A fibronectina e a tenascina séo vistas em co-localizagéo, entre a oitava e a
vigésima semana de gestagdo, ao longo de todo mesénquima; porém, na mucosa
adulta, a fibronectina foi detectada em todos os niveis do epitélio superficial e do
glandular, sendo que a expressdo da tenascina fica restrita as células do epitélio
superficial e o das criptas gastricas (TREMBLAY e MENARD, 1996). Por outro lado,
num estudo imunohistoquimico sobre a distribuicdo de elementos de MEC em
mucosa de pacientes com Ulcera géstrica, foi observado um aumento da expressao
de fibronectina e de colageno tipo | (GILLESSEN e cols., 1996).

Na lamina prépria da mucosa do estbmago adulto, os fibroblastos continuam
sendo os principais tipos celulares responséaveis pela sintese e secre¢do dos
componentes da MEC, como glicosaminoglicanos, colagenos, elastina e diferentes
isoformas da laminina (YOUNG e HEATH, 2001).

Vérios estudos in vitro ttm mostrado um papel fundamental dos elementos da
MEC na interagdo, adeséo, proliferacdo, migracao e diferenciagéo celular (OLIVERO
e FURCHT, 1993; RHODES e cols., 1994; COLOGNATO e YURCHENCO, 2000).
Ensaios de adesdo e migracdo de células epiteliais do cristalino de coelho sobre
colageno 1V, laminina e fibronectina mostraram que a adesao celular é dependente
da concentracdo destes componentes, sendo que, mesmo em baixa concentragéo, o
colageno promove a maxima adeséo e a fibronectina a maxima migragao (OLIVERO
e FURCHT, 1993). As células mucosas do estdmago de porquinhos da india,
cultivadas por 3 horas sobre diferentes substratos, mostraram 40% de células
aderidas ao matrigel, 25% tanto no colageno IV como na fibronectina, 10% na
laminina e 3% sobre o plastico sem tratamento (RHODES e cols., 1994)

Estudos tém relatado a participagédo dos glicosaminoglicanos (GAGS) livres ou

presos a proteoglicanos no crescimento e progressdo de tumores. No estudo da
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mucosa gastrica humana normal e patologica foi observada a presenca de &cido
hialurénico (AH), heparan sulfato (HS), condroitin sulfato (CS) e dermatan sulfato
(DS); porém, na mucosa patolégica, a quantidade de GAGs totais foi o dobro quando
comparada com a da mucosa gastrica humana normal (THEOCHARIS e cols.,
2003).

Os proteoglicanos formados de condroitim/dermatam sulfato, decorina e
biglicano, além de participarem na organizacdo da rede de fibrilas de colageno e
interagirem com outras proteinas ndo colagenosas, estdo direta ou indiretamente
envolvidos na sinalizacdo que leva ao crescimento e diferenciacdo celular, via
interacdo com citocinas (POHLE e cols., 2001). Por outro lado, fatores de
crescimento e seus receptores tém importante papel na proliferacdo, migragéo,
reparo tecidual e cicatrizagdo ulcerosa. As células estromais, por exemplo, séo
moduladas a proliferagdo e diferenciagdo pelos fatores de crescimento, que
interagem com seus receptores de superficie celular afetando, portanto, a expressao
génica. Os fibroblastos, por exemplo, quando estimulados a proliferacédo pelo fator
de crescimento derivado de plaquetas (DPGF) e pelo fator de crescimento de
fibroblasto (FGF) tém papel importantissimo no neocrescimento na regiao do tecido
lesado. Além disso, quando ativos, assumem um papel multipotencial e se
comportam de maneira semelhante ao mesénquima primitivo do qual eles derivaram,
diferenciando-se em vérios tipos celulares (STEVENS e LOWE, 1995).

A maioria dos fatores de crescimento é originada de células vizinhas a uma
célula afetada e agem como mediadores locais embora alguns desses fatores
estejam na circulagéo. De forma geral, a maioria dos fatores de crescimento possui
uma variedade de outras acdes, que incluem regulacdo do crescimento, divisdo

celular, proliferagcéo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migragédo. Por exemplo, o FGF e
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multiplos subtipos estimulam proliferagcdo de muitos tipos celulares, inibem a
diferenciagdo de varios tipos de células-tronco, e agem como sinais indutores no
desenvolvimento embrionario (ALBERTS e cols., 1997). Na mucosa gastrica, 0S
fatores de crescimento TGFa e EGF controlam a proliferacdo celular através de seus
receptores comuns, sendo que, o TGFa atua predominantemente sob condi¢des
normais e apoés lesédo aguda, j4 o EGF exerce suas a¢des principalmente durante a
cicatrizacdo de Ulcera cronica (JONES e cols. 1999). Outros fatores como, FGF e
VEGF, promovem a restauracdo do tecido conjuntivo e da microvascularizagéo
(angiogénese) na lesdo da mucosa, enquanto o fator de crescimento insulina-simile,
fator de crescimento de queratindcito, fator de crescimento de hepatécito e
peptideos em trevo (trefoil peptides) tém sido implicados na regeneragéo das lesdes

do trato gastrintestinais (JONES e cols., 1999).

Mucosa Gastrica e Helicobacter pylori

H& mais de cem anos que tém sido observados organismos na mucosa
géstrica humana (BIZZOZERO, 1893 apud TOMSEN e cols., 1990), porém um maior
interesse so foi despertado a partir de 1983, quando dois pesquisadores chamados
Warren e Marshall isolaram pela primeira vez o H. pylori. Para provar que esta
bactéria era responséavel pelas gastrites e Ulceras, Marshall ingeriu uma cultura
purificada de H. pylori. Os sintomas comegaram 7 dias apés a ingestdo e, ao ser
submetido a endoscopia, foi constatada uma gastrite.

O H. pylori é um bacilo gram-negativo de formato espiralado (Figura 3). Esta
bactéria coloniza 90% dos pacientes com Ulcera gastrica e mais de 70% dos

pacientes com Ulcera duodenal, assim como mais da metade de pacientes sem



Figura 3 — Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo do
Helicobacter pylori (A) e de varredura da superficie da mucosa gastrica
infectada por uma grande quantidade deste bacilo (B, C). Yasmin T. e cols.,
in Abstracts of the General Meeting of the American Society of Microbiology,
102, p.166.
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Ulcera (RUNE, 1996). Além disto, a maioria das pessoas infectadas € assintomatica,
apresentando inflamagdo moderada detectada somente através do resultado
histol6gico (RUNE, 1996; MONTECUCCO e RAPPUOLI, 2001). Classificado pelo
IARC (International Agency for Research on Cancer) como agente patogénico classe
I, o H. pylori ndo é somente a causa principal de gastrite e Ulcera péptica, mas é
também considerado um carcinégeno gastrico (KUIPERS e MEUDWISSEN, 1996;
QUEIROZ e cols., 1998). Dados mostram que a gastrite associada ao H. pylori é a
doenca infecciosa mais comum no mundo, afetando mais de 50% da populagéo
(RUNE, 1996).

Tem sido proposto que o H. pylori adere as células epiteliais gastricas através
de adesinas que se ligam a receptores especificos presentes na superficie das
células hospedeiras (SLOMIANY e cols., 1995). Esses receptores no tecido sdo
moléculas de adeséo especializadas com fungfes cruciais para o0 estabelecimento
de um habitat 6timo, o qual permite a colonizacdo do H. pylori no hospedeiro
(SMOOQOT, 1997). A colonizag&o do H. pylori, mostrada em vérios estudos de adeséo,
revela modificacbes na superficie celular epitelial, na forma de pequenas projecdes
celulares denominadas pediculos de aderéncia, nos quais a bactéria se fixa com
maior firmeza a célula (CHEN e cols., 1983; GOODWIN e cols., 1985; SMOOT,
1993), exercendo seus efeitos patogénicos sobre os sistemas de defesa
responsaveis pela homeostasia da mucosa. A ruptura epitelial ocorre através de um
lipopolissacarideo presente na membrana superficial do H. pylori, capaz de
enfraquecer as interagfes existentes tanto entre células da mucosa com proteinas
de MEC (SLOMIANY e cols., 1994), quanto entre receptores e mucinas especificas
presentes nas células epiteliais gastricas (SLOMIANY e cols., 1995). Por outro lado,

a camada de muco protetor sofre uma extensa degradacdo pelas varias enzimas
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mucoliticas produzidas pela bactéria (SLOMIANY e SLOMIANY, 1993; SLOMIANY e
cols., 1994). Além dessas enzimas, o H. pylori também secreta urease em grandes
guantidades, que é constituida por duas subunidades, UreA e UreB (MOBLEY e
cols., 1995). Esta enzima protege a bactéria do meio acido, através da producado de
amonia, aumentando o pH do micro-ambiente em torno dela. A ultraestrutura da
mucosa gastrica humana com gastrite associada ao H. pylori mostrou varias
alteracdes, tais como, a diminui¢do dos granulos de muco, mudancgas degenerativas
e a perda dos complexos juncionais que unem as células epiteliais (KAZI e cols.,
1990). O H pylori produz uma toxina vacuolizante, a Vac-A, que induz a vacuoliza¢ao
da célula epitelial gastrica (COVER e BLASER, 1993) e possui 0 gene cagA, o
primeiro gene cepa-especifico identificado no H. pylori e que esta fortemente
associado ao cancer gastrico (PEEK e cols., 1999). Os pacientes infectados por
cepas que expressam cagA+ tém probabilidade trés vezes maior de desenvolver
cancer gastrico do que aqueles infectados por cepas cagA- (PARSONNET e
cols.,1997). O gene cagA é considerado marcador da ilha de patogenicidade cag
(cag-PAl), que possui de 35 a 40Kb e que comporta 31 genes (BLASER e BERG,
2001). A cag-PAI é um componente do genoma do H. pylori que contém genes
homologos aos de outras bactérias que codificam componentes do sistema de
secrecdo do tipo IV. O H. pylori utiliza este sistema para introduzir moléculas
efetoras para a célula hospedeira e modular vias intracelulares, incluindo a
expressao de proto-oncogenes (COVACCI e RAPPUOLI, 2000).A proteina cagA do
H. pylori atua como antigeno altamente imunogénico e qualquer variacdo em sua
estrutura pode levar a diferentes graus de resposta inflamatéria do hospedeiro. Na
mucosa gastrica de pacientes infectados por cepas cag-PAl+, foi observado uma

relacdo direta entre o predominio de neutrofilos e o aumento de secrecdo de
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interleucina-8 (IL-8), entretanto, cepas cagA- também induzem aumento desta
interleucina (QUEIROZ e cols., 1998), possivelmente por meio do gene cagE, que é
um dos genes da ilha cag e o principal responsavel pelo aumento de IL-8 (NAITO e
YOSHIKWA, 2002).

Slomiany e cols. (1991) mostraram que o lipopolissacarideo do H. pylori
interfere na interagcdo da laminina com a sua integrina receptora, presente na
membrana da célula epitelial gastrica. Outros estudos mostraram que células
epiteliais entram rapidamente em apoptose, quando perdem o contato com a MEC
subjacente (FRISCH e FRANCIS, 1994; RUOSLATHI e REED, 1994).

A colonizagdo da célula epitelial gastrica pelo H. pylori modula a expresséo de
lamininas e suas integrinas receptoras. Além disso, 0 processo de metaplasia
intestinal, subsequente a infec¢do, pode levar até mesmo a auséncia de expressao
de uma isoforma da laminina, a laminina a, ou merosina, fundamental na renovagao
glandular gastrica (SALES e cols.,, 1998). Estudos imunohistoquimicos e
ultraestruturais mostraram uma descontinuidade de marcagédo para a cadeia o, da
laminina e sua integrina receptora, Os B4 em MBs glandulares das mucosas
colonizadas pelo H. pylori (SALES e cols., 2001). Ultraestruturalmente, foi observada
uma estreita relacdo entre fibroblastos e células epiteliais gastricas em mucosas
normais, relacdo esta que desaparece quando ocorre a colonizacdo da célula pelo
H. pylori, sugerindo que a ades&o deste bacilo a superficie de células epiteliais
desestabiliza as interagdes epitélio/estroma e modula a expressdo de moléculas da
MEC (SALES e cols., 2001). Parece que somente a interacdo entre o bacilo e o
epitélio seja suficiente para interferir na expresséo e organizagcdo dos componentes
gue mantém a integridade da membrana basal epitelial. Por outro lado, tem sido

sugerido que o H. pylori se liga a varios elementos de matriz extracelular presentes
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na lamina propria, préximos a regido de infeccdo, levando a varios aspectos de
agressdo a mucosa infectada (DUBREUILE e cols., 2002) (Figura 4). As lectinas
presentes na superficie gastrica desempenham um papel também importante na
interacdo com o H. pylori. A bactéria adere a superficie interna do estdmago pelas
interacdes entre suas adesinas e oligossacarideos especificos das glicoproteinas da
membrana das células epiteliais gastricas. Entre os sitios de ligagdo, esti o
oligossacarideo Le® reconhecido pelo H. pylori, quando ele é parte do determinante
do grupo sanguineo O, explicando desta forma, a maior incidéncia de Ulcera gastrica
nas pessoas com este grupo sangilineo. Diferenca consideravel no padrdo de
aglutinacéo de glicoconjugados foi observada na parede de formas cocoide e espiral
de H. pylori, detectados com a utilizagdo de lectinas especificas para residuos de
acucares (manose, fucose, N-acetilglicosamina). Esta diferenca pode estar
relacionada com mudancgas estruturais durante os eventos de transformacao
morfoldgica, resultando na exposicdo ou no mascaramento de alguns residuos de
acucar sobre a superficie celular. A possibilidade de haver residuos de agucar na
superficie celular pode permitir que a bactéria se ligue a diferentes receptores,
constituidos de residuos de acUcares, sobre o muco gastrico e células epiteliais

(KHIN e cols., 2000).

Justificativa do trabalho

Considerando as dificuldades experimentais para se estabelecer cultura
primaria de células de mucosa géstrica, os estudos in vitro sobre as intera¢des do H.
pylori com essas células tém utilizado principalmente linhagens celulares tumorais,

comumente obtidas de carcinomas e adenocarcinomas (YOSHIDA e cols., 1990;
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EVANS e cols., 1992; SMOOT e cols., 1993; WADSTROM e cols., 1996; MAYER e
cols., 2001; THEOCHARIS e cols., 2003; van AMSTERDAM e van der ENDE, 2004
). Desta forma, sdo poucos os estudos in vitro que tratam destas interacdes
utilizando populac¢des celulares homogéneas normais, com capacidade de cultivo
por longo periodo. Foi mostrado na literatura que células epiteliais obtidas de
biopsias gastricas humanas apresentam viabilidade semelhante & da mucosa in vivo
por até duas semanas em cultivo (TERANO e cols., 1983). Células epiteliais da
mucosa gastrica de outros animais como as do coelho, quando plagueadas sobre
uma membrana basal artificial (matrigel), apresentam viabilidade pelo menos por
uma semana (CHEW e cols., 1989), enquanto que as células gastricas de suino e
rato (MEYER-ROSEMBERG e BERGLINDH 1996), gato doméstico (FOX e cols.,
1995; SIMPSON e cols., 2001), camundongo (SMYTHIES e cols., 2000) e porquinho
da india (RHODES e cols., 1994) foram mantidas em cultura por até um més, sem a
proliferagéo de fibroblastos.

Os modelos de cultivo de células em monocamada tém sido bastante utilizados
para estudar as interacdes entre o H. pylori e linhagens celulares epiteliais derivadas
de adenocarcinoma gastrico humano (THOMSEN e cols., 1990; SMOOT e cols.,
1993). Ensaios de adesao do H. pylori com as células epiteliais gastricas mostraram
que esta bactéria induz alteragbes morfoldgicas no citoesqueleto das células e
formacdo de pediculos de aderéncia (SMOOT e cols., 1993). Segal e cols. (1996)
também mostraram que a aderéncia do H. pylori as células géstricas induz a um
rearranjo do citoesqueleto e a fosforilacdo da tirosina das proteinas da célula
hospedeira.

Por outro lado, a utilizacdo de sistemas de co-culturas em monocamada e

em trés dimensdes (3D) tem possibilitado uma melhor compreensao dos fenbmenos
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de interacgdes celulares, pois proporcionam condi¢cfes de cultivo in vitro que mais se
aproximam das situagfes in vivo. Os trabalhos com modelos de cultivo em 3D no
campo da engenharia tecidual mostraram que células normais, como os hepatdcitos
(TONG e cols., 1994) e células 6sseas (KELE e cols., 2000), podem estabelecer
uma organizagdo histoldgica in vitro tipica, mantendo inclusive a funcionalidade
especifica do 6rgdo de origem. Embora esse tipo de estratégia venha sendo
empregado com sucesso em Vvarios modelos de tecidos (KUNZ-SCHUGHART e
cols., 2001, 2004; YAMAUCHI e cols. 2003), ndo hé relatos na literatura de estudos
com células epiteliais e estromais isoladas a partir de cultura primaria de mucosa

gastrica humana, e colocadas em co-cultivo em monocamada ou em 3D.
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OBJETIVO GERAL

Embora seja conhecido que a colonizagdo da mucosa gastrica pelo H. pylori
ocorra através do epitélio, muitos autores tém relatado neste bacilo a presenca de
moléculas com alta afinidade por varios componentes da MEC, presentes no
estroma conjuntivo adjacente. Assim, o objetivo geral deste trabalho é estabelecer in
vitro um modelo de co-cultura que possibilite o estudo das interagfes entre células

epiteliais e estromais gastricas humanas na presencga do H. pylori.

Objetivos especificos:
1. Isolar e estabelecer populagfes celulares homogéneas estromal e epitelial a partir

de cultura primaria de bidpsia gastrica da mucosa antral humana normal,

N

. Caracterizar morfologicamente por contraste de fase, coloracdo histologica e por
imunocitoquimica os tipos celulares e os componentes de MEC presentes nas

culturas;

3. Estabelecer modelos de co-cultura em monocamada e em 3D com as células

estromais e epiteliais obtidas;

N

. Analisar eventuais alteragbes na distribuicdo de componentes de MEC, presentes

nos modelos de co-cultura;

5. Analisar os aspectos ultraestruturais dos tipos celulares gastricos obtidos e
cultivados em monocamada e em 3D, utilizando microscopia eletronica de

transmissao e de varredura;

»

. Analisar os aspectos ultraestruturais das interagfes entre o H. pylori e os tipos

celulares géstricos presentes nos diferentes modelos de cultura estabelecidos.
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MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratério de Proliferagéo e
Diferenciac@o Celular — Unidade de Interacdes Celulares no Sistema Enddcrino e
Reprodutor do Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da UFRJ e no Programa Avancado de Biologia Celular Aplicado a

Medicina (PABCAM) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF).

O material biolégico (bidpsias) utilizado neste estudo foi obtido de pacientes
voluntarios que assinaram consentimento livre e esclarecido. Esses pacientes
participam do projeto “Estudo da apoptose celular na mucosa gastrointestinal”,
coordenado pelo Dr. Heitor Siffert Pereira de Souza, do Laboratério Multidisciplinar -
HUCFF, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, CEP n. 150\01, e pela
Comisséao de Investigacao Cientifica - HUCFF, CIC n. 115\01, submetido em 2001 e

aprovado em 2002.

As bidpsias foram retiradas da regido do antro gastrico, com o auxilio de um
equipamento endoscoépico conectado a um monitor de video, no Departamento de
Gastroenterologia do HUCFF. Este material foi selecionado previamente pelo teste
de urease negativa, que indica auséncia de H. pylori, e, em seguida, analisado por
médicos patologistas do HUCFF, para confirmacéo histoldgica de patologia e/ou a
auséncia do bacilo. As biopsias gastricas utilizadas neste estudo foram obtidas de
10 pacientes, que se queixavam de queimacdo e dores no estdmago, mas com
diagnéstico negativo para o bacilo H. pylori. Toda a manipulagdo do material
bioldgico foi realizada no PABCAM, que possui todo o equipamento e as condi¢des

necessarias para este tipo de processamento.
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Estabelecimento das Populacdes Celulares Estromal e Epitelial a partir de

Cultura Primaria obtida de Mucosa Antral Gastrica H umana

Células Estromais

O material biopsiado da mucosa antral gastrica dos pacientes submetidos a

endoscopia foi coletado em tubos plasticos com solugcdo tamponada estéril, tampé&o

fosfato de sddio 0,01M e pH 7,45 (TPS), contendo dois antibiéticos e um antifingico

(penicilina 10.000 ui, estreptomicina 10 mg e anfotericina “B” 25), e em seguida

processado em camera de fluxo laminar segundo o seguinte protocolo:

1. Lavagem das bidpsias, 3 vezes com a solucédo tampédo TPS 0,01M pH 7,45;

2.

Dissociagdo mecéanica com tesoura de ago e a enzimtica com solugdo de
colagenase 1A (1mg/mL) (SIGMA), preparada em meio de cultura DMEM
(SIGMA), sem soro e incubada em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,,

durante 1 hora;

. Ao final da dissociagdo, o homogenado celular foi centrifugado, o pellet das

células foi ressuspenso em 1 ml de meio de cultura e as células foram contadas

em camara de Neubauer;

. Ap6s a contagem, as células foram plaqueadas em garrafas de 25 cm? de &rea,

com aproximadamente 10° células/garrafa, em 4 ml de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO), e mantidas em

estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO;

. ApoGs serem cultivadas durante 7 dias, as células foram tripsinizadas (solugéo de

tripsina a 0,3% em meio DMEM), centrifugadas, ressuspensas e contadas em

camara de Neubauer;
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6. Parte das células foi plagueada em placas de 24 pog¢os com laminulas de vidro
(10* células/laminula), cultivadas durante sete dias em estufa a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO,, e submetidas aos testes imunocitoquimicos para a
caracterizagao dos tipos celulares e de componentes de MEC;

7. O restante das células foi mantido em garrafas de 25 cm? de &rea nas mesmas
condicbes acima descritas, e 0s mesmos procedimentos de tripsinizacdo e
replaqueamento das células foram periodicamente repetidos. A caracterizacao
dos tipos celulares presentes nas culturas era realizada a cada passagem e,
ap6s 60 dias de cultivo (10% passagem), uma populacdo homogénea de células

estromais foi obtida.

Células Epiteliais

Para a obtencdo da populagéo epitelial, os primeiros procedimentos de coleta
do material foram os mesmos descritos anteriormente para a obtencdo das células
estromais, seguidos das seguintes modificagdes:

1. Apés a dissociagdo mecéanica dos fragmentos da mucosa gastrica, a digestao
enzimética foi feita em solucdo de dispase com EDTA 0,02% em HBSS CMF, a
4°C por 16 horas;

2. Agitagdo em placa magnética por 1 hora a temperatura ambiente;

3. Apos a dissociacdo, centrifugacdo e contagem das células obtidas, as mesmas
foram plaqueadas em garrafas de 25 cm? de area, contendo 10° células/garrafa,
em meio de cultura DMEM (Sigma) com 10% de SFB, por 2 a 6 horas, em estufa

a 37 °C e atmosfera de 5% de COy;
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4. Em seguida, o meio de cultura, com as células ndo aderidas (células epiteliais), foi
coletado, centrifugado e o pellet obtido ressuspenso em meio de cultura HAM-
F12 com SFB a 10%;

5. Estas células foram plaqueadas no mesmo meio HAM-F12 sobre um tapete de
células estromais (células 3T3, obtidas do banco de células do PABCAM do HU),
uma linhagem de células fibroblasticas previamente irradiadas, e cultivadas
durante 7 dias nas mesmas condi¢oes;

6. ApOs este tempo, as células epiteliais foram tripsinizadas (tripsina 0,3% em meio
Dulbecco), e uma parte cultivada em placa de 24 pocos com laminulas de vidro
(10* células/poco) durante 7 dias, em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,,
para a caracterizacao imunocitoquimica;

8. Do restante das células, uma parte foi mantida em garrafas de 25 cm? de &rea,
nas mesmas condicbes acima descritas, para outros experimentos, e a outra
parte, congelada em nitrogénio liquido.

Nessas condi¢Bes, o estabelecimento da populacdo homogénea de células

epiteliais foi obtido logo apos a primeira semana de cultivo.

Caracterizacdo Morfolégica e Imunocitoquimica das P opulacdes Celulares
obtidas

As populagcbes de células obtidas da mucosa gastrica foram caracterizadas
morfologicamente por microscopia de contraste de fase e por imunofluorescéncia
(epifluorescéncia), para deteccdo de proteinas do citoesqueleto e de elementos de
MEC. Os procedimentos imunocitoquimicos foram efetuados diretamente na placa
de cultivo, nas células in situ, conforme descrito anteriormente por Tougard e cols.

(1977). Para as células estromais, foi utilizado como fixador o paraformaldeido a 4%
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(Sigma) + sacarose a 4% (Vetec) em tampao Sorensen 0,1M, pH 7,4, durante 30

min a temperatura ambiente; para as células epiteliais, foram utilizados a acetona e

o metanol a 90%, durante 5 min a 4°C. Apdés a fixacdo das células, a

imunofluorescéncia foi realizada com a utilizagéo do kit LSAB da DAKO, conforme o

0S passos abaixo:

1. Lavagem das células por trés vezes durante 30 min, com TPS para a retirada do
fixador;

2. Incubacao das células durante 30 min com cloreto de aménia (NH4CI) 50nM em
TPS, para neutralizacdo e remocgéo dos grupamentos aldeidicos livres (REGGIO
e cols.,1983);

3. Incubacdo com saponina 0,05% (Sigma) em TPS durante 30 min para a
permeabilizacdo da membrana celular, facilitando a penetragdo do anticorpo sem
danificar a estrutura da célula;

4. Incubagéo por 30 min com uma solu¢do de saponina 0,05% mais gelatina 0,2%
(gelatina tipo B - Sigma) em TPS, para prevencao da adsorcdo inespecifica de
imunoglobulinas;

5. Incubacdo com o anticorpo primario overnight, diluido na solucdo de
saponina/gelatina/TPS; o controle negativo dos anticorpos monoclonal e
policlonal foi feito através da incubacéo das células com TPS ou soro normal de
cabra, respectivamente, em lugar do anticorpo priméario;

6. Lavagem das células com a solucéo de saponina/gelatina/TPS, trés vezes durante

30 min;

7. Incubagdo com anticorpo secundario biotinilado universal (Ig anti-camundongo e
lg anti-coelho) (Dako), diluido na solugcdo de saponina/gelatina/TPS durante 30

min;
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8. Lavagem das células com a solucao de saponina/gelatina/TPS, trés vezes durante
30 min;
9. Incubagdo com streptavidina Cy3 (Sigma), diluida na solucdo de
saponina/gelatina/TPS durante 1h 30 min;
10. Lavagem das células com a solugdo de saponina/gelatina/TPS, trés vezes
durante 30 min;
11. Lavagem rapida em TPS;
12. Incubag&o com DAPI durante 5 min, para visualizar nacleos celulares;
13. Lavagem das células com agua destilada, trés vezes durante 5 min;
14. Montagem das laminulas em laminas com N-propilgalato (Sigma);
15. Observacao e fotografia das laminas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss e
Axiosbop II).
Para caracterizar as células epiteliais, foi utilizado o protocolo descrito acima
com algumas modificagdes:
1. Lavagem das células com uma solugéo tampao (TPS - 0,1M, pH 7,4) mais soro

albumina bovina (BSA) a 1% (TPS/BSA), trés vezes durante 30 min;

w

. Incubacgéo das células com o anticorpo primario durante 30 min;

4. Lavagem trés vezes com TPS/BSA, durante 30 min;

5. Incubacdo com anticorpo secundario biotinilado universal, durante 10 min; o
controle negativo dos anticorpos monoclonal e policlonal foi feito através da
incubacé@o das células com TPS ou soro normal de cabra, respectivamente, em
lugar do anticorpo primario;

6. Lavagem com TPS, trés vezes durante 10 min;

7. Incubacao com streptavidina Cy3 (Sigma) durante 30 min;

8. Lavagem com TPS, trés vezes durante 10 min;
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9. Lavagem com agua destilada, trés vezes durante 5 min;
10. Incubagédo com DAPI durante 5 min;
13. Lavagem das células com agua destilada, trés vezes durante 5 min;
14. Montagem das laminulas em laminas com de N-propilgalato (Sigma) e
observacdo e fotografia das laminas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss e
Axiosbop ).

Os anticorpos utilizados nas imunomarcacdes e suas respectivas diluicoes

estao listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Anticorpos utilizados

Anticorpo primarios Tipo Diluicdo Fonte
o-Actina de musculo liso | Monoclonal clone 1A 4 1/400 |Sigma
Citoqueratina Policlonal NCL-CKp 1/100 |Novocastra
Citoqueratina 7 monoclonal clone ov-tl 12/30 | 1/100 |DAKO
Citoqueratina 8 monoclonal clone 35H11 1/100 |DAKO
Vimentina Monoclonal clone LN-6 1/100 |Sigma
Colageno tipo IV Monoclonal clone COL-94 1/100 |Sigma
Condroitin sulfato Monoclonal clone CS-56 1/200 |Sigma
Fibronectina Monoclonal clone FN-15 1/100 |Sigma
Laminina Monoclonal clone LAM-89 1/100 |Sigma
Anticorpos secundarios Diluicdo Fonte
IgG anti-camundongo e IgG anti-coelho (biotinilado

universal) conjugado (TRITC) 1/80 Dako
IgG anti-camundongo conjugado (FITC) 1/100 Dako
IgG anti-coelho conjugado (CY3) 1/100 Sigma
Streptavidina Cy3 1/1000 Sigma
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Método citoquimico de identificacdo de glicoconjuga dos das células epiteliais

Neste estudo, as lectinas foram selecionadas com base em sua ampla

utilizac@o na identificacdo de agucares especificos localizados na superficie celular.

A identificacdo de glicoconjugados constitui uma forma geral de analise da

substancia mucosa presente nas células epiteliais. As lectinas utilizadas nas reacdes

estdo listadas na Tabela 2, tendo sido empregadas na diluigdo de 100pl/ml em TPS

(pH 7.4), conforme o protocolo seguinte:

1.

2.

8.

9.

Fixacao das células com acetona gelada;

Lavagem das células com TPS mais BSA a 1%, trés vezes durante 30 min;

. Incubacgéo das células com a lectina biotinilada durante 30 min;
. Lavagem trés vezes com TPS/BSA a 1%, durante 30 min;

. Incubacgéo com streptavidina Cy3 (Sigma) durante 30 min;

. Lavagem com TPS, trés vezes durante 10 min;

. Lavagem com &gua destilada, trés vezes durante 5 min;

Incubagéo com DAPI durante 5 min;

Lavagem das células com agua destilada, trés vezes durante 5 min;

10. Montagem das laminulas com de N-propilgalato e observacéo e fotografia das

laminas em microscépio de fluorescéncia (Zeiss - AxiosKop 2 e Nikon — Eclipse E

800).
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Tabela 2 — Lectinas utilizadas

Lectina Abreviacao Acucar especifico Fonte
Concanavalina A Con A o-D-Man, a-D-Glc VETEC
Dolichos biflorus

agglutinin DBA a- GIcNAc VETEC
Glycine max SBA D-GalNAc VETEC
Arachis hypogaea PNA B-D-Gal(1-3)GalNAc VETEC

Triticum vulgaris
(Wheat germ) WGA (D-GIcNAC)2, NeuNAc VETEC

Tipo complexo de
Phaseolus vulgaris PHA-L carboidrato VETEC

Lentil agglutinin
(Lens culinaris) LCA D-Man, D-Glc VETEC

Man, manose; GalNac, N-acetil-galactosamine; GlcNac, N-acetil-glicosamine.

Experimentos de co-cultura das populac¢des celulares obtidas

As populagbes homogéneas de células estromais e epiteliais foram utilizadas
em experimentos de co-cultura em monocamada e em trés dimensdes (3D). Na co-
cultura em monocamada, as duas populacbes celulares foram cultivadas na
proporcéo de 1:1 (10* células de cada tipo). As células, apés terem sido misturadas
por 10 min com o auxilio de um agitador magnético, foram plaqueadas em poc¢os
contendo laminulas de vidro (1 cm de diametro), em meio Dulbecco suplementado
com 10% de SFB. As células foram incubadas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5%

de CO,. Essas co-culturas foram caracterizadas por imunofluorescéncia, utilizando
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0S mesmos protocolos descritos anteriormente para as culturas isoladas, e por
microscopia eletrénica, em média, apds 5 dias de cultivo.

A co-cultura em 3D também foi estabelecida na mesma proporgéo de 1:1 (1,5 X
10* células de cada tipo). Estas células foram cultivadas em placas contendo pogos
com fundo em “U”, &rea de 0,5 cm de didmetro, previamente recobertos por uma
pelicula de gel de agarose a 1%, em meio de cultura KM-F12. As células foram
incubadas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,. O tempo suficiente para a
formacéo das estruturas tridimensionais (estruturas conhecidas como esferoides) foi
de dois a trés dias de cultivo. Alguns dos esferoides ja formados foram transferidos
para um sistema rotatorio de cultura celular (RCCS-4). Este sistema foi desenvolvido
pela NASA e permite a formacdo de um ambiente de microgravidade Unica,
funcionando com baixa turbuléncia e baixo aquecimento, minimizando o dano
mecanico e permitindo associagdo de diferentes tipos celulares em estruturas de 3D
com varios milimetros de didmetro. E uma forma otimizada de cultivar células
aderentes e em suspensdo, promovendo alta transferéncia de massa com adequada
nutricdo e oxigenacao. Neste sistema, os esferdides foram cultivados por 3, 7, 14, 21
e 28 dias, periodos em que foram -caracterizados morfologicamente e por
imunofluorescéncia, segundo o seguinte protocolo: os esferéides foram incluidos em
OCT e congelados diretamente em nitrogénio liquido; em seguida foram
seccionados em criostato com espessura de 6 pm, & temperatura de -20 °C e
armazenados em freezer até o momento de utilizacdo, sendo entdo fixados e
submetidos ao mesmo protocolo descrito anteriormente para a imunofluorescéncia.

Estes esferéides também foram caracterizados por microscopia eletrdnica de

transmissao e de varredura.
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Ensaios de proliferacao celular

Para analisar a atividade proliferativa das células obtidas da mucosa gastrica
utilizamos o método do MTT, que se baseia na conversao do sal tetrazolium (3-(4,5-
dimetihylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)
em formazam, que € solivel em meio de cultura. As analises do crescimento celular
foram feitas com células em cultura priméaria na VI passagem (CP-Vlp), células
epiteliais estabelecidas e cultura primaria com mais de XIl passagens de cultivo
(estromais estabelecidas). O crescimento destas células foi avaliado em dois
grupos, separados pelo tempo de cultivo (CP-VIp), e o0 meio de cultivo utilizado. O
primeiro grupo foi formado por: a) cultivos isolados de células da CP-Vip, b) de
células epiteliais estabelecidas e c¢) de co-cultivos destas células; e o segundo grupo
foi formado por: a) cultivos isolados de células estromais, b) células epiteliais e c) co-
cultivos destas células. Ambos os grupos foram cultivados nos meios de cultivo
DMEM e HAM-F12. Estas células foram suspensas em placas de 96 pocgos, na
proporcédo de 8x10? células/poco, contendo 200 pL do meio de cultivo respectivo
(DMEM ou HAM-F12), em triplicata. Ap6s 48 horas de cultivo, os ensaios de
proliferagéo celular foram realizados nos pontos 0, 24, 48, 72 e 96 horas, segundo o
seguinte protocolo: de cada pogo foi retirado e desprezado todo o meio de cultura e
adicionados 100 pL de MTT (50 pg/mL); a placa foi entdo protegida da luz com papel
laminado e incubada por 3 horas em estufa a 37C; apds esta etapa, 0 meio de
cultura com o MTT livre foi desprezado e, em seguida, as células nos pocos foram
incubadas com 100 pL de DMSO sob agitagao por 10 min; finalmente, a solugdo de
DMSO e as células foram transferidas para o leitor de densidade o6tica (570 nm),

para avaliacdo indireta da proliferacdo celular. Os dados desta avaliacdo foram
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analisados pelo programa de dados computacional Prisma 4. A diferenca entre as
populacdes celulares foram comparadas através da analise de variancia (ANOVA),
sendo considerada variacdo estatisticamente significativa quando p foi menor que

0.05 nos grupos analisados.

Caracterizacdo ultraestrutural das co-culturas em m onocamada e dos
esferdides

Microscopia eletronica de transmissao

As culturas processadas para microscopia eletrébnica de transmissdo (MET)
foram fixadas in situ com glutaraldeido 2,5 %, em tampdao fosfato de sédio (TPS)
0,1M, pH 7,4, durante duas horas. Em seguida, foram lavadas em TPS, duas vezes
por cinco min, e em tampéao cacodilato 0,1 M, pH 7,4, durante cinco min; seguindo
para o tetréxido de 6smio 1% + ferrocianeto de potassio 0,8 % + cloreto de célcio 5
mM, em tampdao cacodilato 0,1M, pH 7,4, durante uma hora e trinta min, na auséncia
de luz. Ao final dessa etapa, as culturas foram novamente lavadas em tampao
cacodilato 0,1M, pH 7,4 (trés vezes, cinco min cada lavagem) e, por fim, colocadas
em solucdo aquosa de acetato de uranila 1% durante a noite, a 4 °C. A desidratacdo
foi iniciada no dia seguinte pela manh&, onde as culturas foram lavadas em &agua
destilada e em seguida em vérios banhos de acetona em diferentes concentracdes
(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%). Em seguida, as culturas foram infiltradas com
resina (EMBed - 812) e acetona (1:1) durante a noite sob agitagédo. A infiltragdo com
a resina pura foi feita na manh& do terceiro dia, sendo o material orientado e
emblocado na parte da tarde. Para a polimerizacdo da resina, os blocos foram

colocados em estufa a 60°C por 48 horas. Ap6s esta etapa, os blocos foram
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secionados em ultramicrétomo (RMC-MT 6000 — XL) numa espessura de 200 a 500
nm. Esses cortes semifinos foram colocados em laminas de vidro, corados com azul
de toluidina e analisados ao microscopio Optico. Posteriormente, foram obtidos
cortes ultrafinos com 60-80 nm e colhidos em grades de cobre. Essas grades foram
contrastadas com acetato de uranila 5% por 30 min. Em seguida, lavadas em agua
destilada, contrastadas em citrato de chumbo por 5 min, e novamente lavadas em
adgua destilada. Apos a contrastacdo, o material foi observado e fotografado ao
microscopio eletrdnico de transmisséo, operado na voltagem de 80 KV, modelos

JEOL 1200 e Morgagni 268, FEI.

Microscopia eletronica de varredura

O procedimento para a microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi em parte
semelhante aquele descrito para microscopia eletrbnica de transmissdo até a
contrastacdo do material pelo acetato de uranila. Deste ponto em diante, as culturas
foram desidratadas com solugdo alcodlica crescente de 30%, 50% 70% e 100%,
seguindo para a etapa de secagem até o ponto critico, no aparelho Baltec CPD 030
(critical point dryer). Para que a amostra apresentasse maior condutividade e
gerasse elétrons secundérios, o material foi revestido com uma fina camada de ouro,
com aproximadamente 20 nm de espessura, com o0 auxilio de um metalizador,
modelo Baltec SCD 050. Em seguida, o material foi analisado e fotografado num

microscopio eletrénico de varredura, modelo JEOL 5310.
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Experimentos de co-cultivo com o Helicobacter pylori

A cepa de H. pylori, ATCC 43504, lote 1104380, foi obtida do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz. Esta
cepa apresenta positividade para citocinas como vacA+ e cagA+ e possui um
sistema de secrecédo do tipo IV, um aparato utilizado na introdugéo de substancias
nocivas para dentro de células hospedeiras.

As bactérias liofilizadas foram primeiro ressuspensas em caldo Brucella por 48
horas a 37 °C, em seguida cultivadas em placa de Petri com agar brucella (Gibco)
suplementado com 5% de sangue de carneiro, e incubadas por 24 a 48 horas a
37°C, sob microaerofilia (5% O, / 10% CO,/ 85% N,) e em ambiente com 98% de
umidade. Apds o crescimento, a quantidade de bactérias utilizadas neste estudo foi
obtida com o auxilio da escala de Mcfarland. Suspensdes contendo 10° e 10°
bactérias foram obtidas respectivamente através dos tubos de numeros 0,5 e 1,0
desta escala. O H. pylori foi inicialmente analisado por coloragdo negativa. Esta
coloracdo foi realizada a partir do cultivo da amostra em meio agar solido
ressuspenso em 1 ml de solugcdo tampédo TPS. Uma gota desta solucédo foi aplicada
imediatamente sobre grades previamente cobertas por um filme de formvar,
permanecendo por 5 min, sendo o excesso da solugdo retirado com auxilio de papel
de filtro. As bactérias foram entéo fixadas em glutaraldeido 2,5%, por 5 min e, em
seguida, coradas com &cido fosfotingstico (PTA) 2% e 4%, pH 7,2, por um minuto.
As grades foram observadas ao microscopio eletronico de transmissédo (JEOL 1200
e Morgagni 268, FEI). Estes experimentos foram realizados para verificar as

caracteristicas gerais do H. pylori.
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Os procedimentos de co-cultivo das bactérias com as culturas celulares
estabelecidas foram realizados no Laboratério de Biologia de Anaerébios, do
Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia Professor Paulo
de Goées. Uma vez estabelecidas as culturas de monocamada, com células epiteliais
e estromais cultivadas na proporcédo de 10* células/poco com 1 cm de diametro,
utilizou-se uma quantidade de 10" H. pylori/ml de meio de cultura. Nas culturas em
3D, a mesma quantidade de 10’ H. pylori foi utilizada para cada poco da placa de
Elisa contendo um esferéide, com um total de 3 x 10* células, e 250 pL de meio de
cultura. Tanto nas culturas em monocamada quanto nas culturas em 3D, o tempo de
interacdo com o H. pylori foi de 3 horas em estufa com entrada de 5% de CO, e com
temperatura de 37 °C. Ap6s este periodo de tempo, essas co-culturas foram entdo
analisadas por microscopia eletronica de transmissdo e de varredura, segundo

protocolos previamente descritos.
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RESULTADOS

Estabelecimento e caracterizagéo das populagfes de células estromais e
epiteliais da mucosa gastrica

Células estromais

A microscopia de contraste de fase, as culturas primarias da mucosa gastrica
do antro, logo nas primeiras horas de cultivo, apresentavam varias e pequenas
colbnias de células com aspectos epiteliais e estromais. Com a expanséo destas
colénias e do crescimento celular, observou-se que a cultura chegava a sua total
confluéncia entre o 5° e 7° dias de cultivo. A partir desta cultura confluente, as
células eram tripsinizadas e replaqueadas, e ao longo de véarias passagens a
principal caracteristica observada era o predominio de células com forma alongada e
citoplasma espraiado (tipo fibroblasto), em relacdo as células com forma
arredondada (tipo epitelial). Com aproximadamente 30 dias de cultivo (VI
passagem), poucas células do tipo epitelial ainda estavam presentes (Figura 5A).
Isto foi se tornando cada vez mais evidente a medida que a cultura primaria era
submetida a nova passagem. Com aproximadamente 60 dias de cultivo, as células
presentes eram exclusivamente do tipo estromal.

Com 30 dias de cultivo, foi realizada a caracterizagdo imunocitoquimica da
cultura, que revelou que as células da mucosa gastrica humana mantém in vitro uma
alta capacidade de sintetizar varios componentes de citoesqueleto e de MEC
caracteristicos de células epiteliais e estromais. Foram observados filamentos de
vimentina distribuidos ao redor do nucleo e em todo citoplasma, projetando-se para
os prolongamentos celulares da maioria das células (Figura 5B). Os filamentos

imunomarcados para a-actina de muasculo liso estavam também presentes na



Figura 5 - Micrografias de contraste de fase (A) e de imunofluorescéncia (B - H)
de cultura priméria obtida da mucosa antral gastrica humana, com 30 dias de
cultivo (VI passagem). Nesta passagem foram observados pequenos grupos de
células epiteliais (setas) sobre células fibroblastéides. Esta cultura mostrou
reagcdo positiva para VM — vimentina, CK — citoqueratina, a-act - a-actina de
musculo liso, C IV — colageno tipo IV, FN - fibronectina, LN — laminina, CS -
condroitim sulfato.
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maioria das células, preenchendo todo o citoplasma (Figura 5C). No entanto, apenas
uma pequena parte das células da cultura primaria apresentou imunorreatividade
para citoqueratina, distribuida por todo citoplasma (Figura 5D). Em relacdo aos
componentes de MEC, a quase totalidade das células cultivadas apresentou
marcacao intensa para coladgeno do tipo 1V, fibronectina, laminina e condroitin sulfato
distribuidos no citoplasma e na MEC (Figura 5E, F, G, H). Em determinadas regides,
onde estavam presentes grupos heterogéneos de células, material abundante
constituido de componentes de MEC era encontrado nas zonas de contato celular.
Neste estudo, observamos que a obtencdo da populacdo homogénea de
células estromais gastricas levou em média 60 dias de cultivo, o que representou
aproximadamente 10 a 12 passagens. Com as caracteriza¢cdes imunocitoquimicas,
foi possivel confirmar que estas células sdo de origem mesenquimal, constituindo

uma populacdo homogénea de células de natureza fibroblastoide (Figura 6).

Células Epiteliais

As células epiteliais cultivadas sobre as células 3T3 irradiadas proliferaram
rapidamente e recobriram toda a superficie do substrato (Figura 7A), tendo sido
tripsinizadas e replaqueadas. Morfologicamente, estas células apresentaram uma
forma arredondada e grande quantidade de citoqueratina concentrada ao redor do
nucleo e por todo o citoplasma, confirmando desta forma sua origem epitelial (Figura
7B, C, D). As células epiteliais também apresentaram imunomarcacdes positivas
para colageno do tipo IV, fibronectina, laminina e condroitin sulfato, distribuidos
principalmente nos espacos extracelulares (Figura 7E, F, G, H). Estas células de

natureza epitelial da mucosa gastrica apresentaram coloragdo variada pelo &cido



Figura 6 - Micrografias de contraste de fase (A) e de imunofluorescéncia (B - H)
de cultura priméria obtida da mucosa antral gastrica humana, com 60 dias
(60d) de cultivo (XII passagem). Estas imagens mostram uma populacdo
homogénea de células estromais fibroblastéides com capacidade de sintetizar
elementos de citoesqueleto e de MEC. Vimentina (VM), citoqueratina (CK), a-
actina de musculo liso (a-Ac), colageno tipo IV (C IV), fibronectina (FN),
laminina (LN), condroitim sulfato (CS).
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