ARTIGO ARTICLE

AUMENTO DA REPLICACAO DO ViRUS DA IMUNODEFICIENCIA
HumANA Tiro 1 INDUZIDA POR NEISSERIA GONORRHOEAE NA
PRESENCA DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES

ENHANCEMENT OF HUMAN INvuNODEFICIENCY VIRUS TiPE 1 REPLICATION INDUCED BY NEISSERIA GONORRHOEAE IN PRESENCE
OF POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTES

Geraldo Duarte,"*” Lisa A Cosentino,” Phalguni Gupta,””
Timothy A Mietzner,” Daniel V Landers™*

RESUMO
Introdugiio: Estudos epidemioldgicos i@m demonstrado que a infecgio penital por Nesseria ganorrhoeae (NG) ¢ um fator de risco para iquisiqao ¢
disseminagio do virus da imunodeficiénea humana tpo 1 (HIV-1). Tumbém existem evidéncias epidemioldgicas de que a resposta inflamatoria celula
endocervical esturia diretamente sssocuda a madores pereentuais de disseminagdo desse virus, Entretanto, ainda nido existem dados labononas que possam
sustentar esses achados epidemioldgicos, Objetivo: Determinar a influéncin da NG, sssociada u leucdentos polimorfonucleares (PMN), Jobre g replicagio
do HIV-1. Métodos: Para anilise da replicagio viral form utilizadas células monociticas pré-infectadas pelo V-1 (eélukas U1, l 4% 10" célulasml.. Para
o ensaio bacteriano utilizou-se wni cepa de NG classificada como PorB3 serovar, piflie Opa pmlln.ns. naconcentragio de 2 x 10" hacténas/ml. O nimero
de PMN utilizado em cada unidsde de cultivo viral foi 1,4 x 10" PMN/mL ¢ o de NG forde 2 x 10° NGimL. As células U1 foram co-incubadis com NG
¢/ou em combinagdo com PMN ¢ a replicagan do HIV-1 foi determinada aferindo-se a produgdo do antigeno p24 recuperado no sobrenadante do cultive viral,
aps 24,48, 72 ¢ 96 horas de incubagao. Para a dosagem de p24 wtilizou-se ensaio imunoenzimitico (ELISA). A andlise estatistica foi realizada utilizando
o método de “Tukey’s hinges™, wmtdcmndo significativos aumentos de p24 superiones a 100% ., Resultados: A co-meubaglio das células Ul com NG
soladamente na concentragio de 2 x 10%/mL resulton em aumento da replicagio do HIV- 1 vanando de 2,9 0 17,4 vezes ao longo do tempo de cultivo, Co-
incubagdo dessas células com PMN resultou em aumento da replicagdo do HIV-1 de 2.7 2 26.3 vezes, Quando a NG ¢ PMN foram assocudos as células
U1, a replicagao do HIV- T vanou de 24 a 133 vezes, exibindo sinergismo da NG ¢ PMN nessa replicagio. Conclusiio: A NG (2 x 10” boctérias/ml),
tsoladamente ou em associagdo a0 PMN, aumentou significativamente a replicagio o vetro do HIV-1. Verificou-se também notdvel sinergismo entre NG
¢ PMN sobre a replicagio do HIV-1 até 72 horas de incubagdo, imitando o fendmeno da reagdo inflamatdria que ocorme i vive em pacientes postadones de
infecgao ponoaca

Paluvras-chave: replicagdo do HIV-1, Neisseria gonorshoear, lencicitos polimorfonucieares

ABSTRACT

Introduction: Epdemiological studies have shown that Neisseria gonerrhoeae (NG) infection is a risk factor for sexual acquisition and dissemination of
human immunodeficiency virus type | (HIV-1). There is evidence that endocervacal inflammutory resction are associated with the presence of polymosplio

nuclear leukocytes (PMN) in the lowes female genital inct. Menwhile, there is not laboratory datato support these epidemiological evidences, Objective:

To determine the effects of NG alone and/or in conjunction with PMN, on HIV-1 seplication oe vitrn. Methods: To study viral replication we used
chronscally HIV-1 infected monocytic gcll%(Ulstlk 1.4 x 10" cellsfiml) Regarding the bactenial assay we used NG classified as PorB3 serovar, palll .unl
Opa positive, in concentration of 2 x 10" bacteria/ml.. The number of PMN used in this model was 1.4 x 10° PMN/mL and the number of MG was 3
10" bactesia/ml.. The U1 cells were comcubated with NG alone and/o in combination with PMN. and the HIV- | replication was determined by p24 antigen
measurements at 24, 48, 72 and 96 hours. We used ELISA to measure p2d concentration. The statiscal analysis was performed by Tukey's hinges methi),

considering the enhancements of p24 above 0% as a significant enhancement. Results: The coincubation of U1 cells with NG (2 % 10° bucteri/mL)
markedly enhances p24 production in a in vitro model using. Coincubation of U1 cells enbanced HIV- T replication from 2.9 10 17.4 fold, considering the
whole time of the experiments. The L1 cells comcubated with PMN resulted in a 2.7 1w 26.3 fold increase in HIV-1 replication. The coincubation of NG
+ PMN significantly enhanced replication of HIV-1, over and above the enhancement of NG or PMN alone until 72 hours. The enhancement wis from 24
10 133 fold, suggesting the presence of synergism in that replication. Conclusion: The NG (2 x 10 bucteri/mL) alone or with PMN induced markedly
cahancement on HIV-1 replication i viro,. Additionally, was verified significantly synergism between NG 4+ PMN o the HIV- | replication. This effect
seems o reprochiee the inflammatory reaction in patients with gonococcal infection.
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pelo HIV-1, dentre clas sobn.saumdo as doengas sexualmen-
te transmissiveis (DST). Se por um lado é légico imaginar
que as lesdes ulcerativas genitais franqueiam a entrada do
HIV-1 em locais que perderam a barreira superficial de prote-
¢d0, ndo hi como negar u reagdo inflamatéria presente nas
DST nio ulcerativas como ‘fénurcs facilitadores da infecgio ¢
disseminagio desse virus,

Existem convincentes evidéncias epidemioldgicas da
associagio entre a infecgdo genital por Neisseria gonorrho-
eae (NG) e ieremento das faxas de soroconversdo parda 0
HIV-1 em indmeros estudos. O RNA-HIV elevado, presu-
mivelmente representando replicagiio viral ativa, tem sido
achado na s‘c;crcqﬁo genital de pessoas com infecgiio causa-
da por NG. Também foi observada queda significativa da

carga viral em sceregao uretral apéso(r'mmcnm de uretrites
causadas por csse mmu:gnmsmo Estudo realizado por
Kassler er al. (1994)"" entre pessoas atendidas em clinicas de
DST em Baltimore, concluiram gue a gonorréia esteve asso-
ciada 4 um risco cinco vezes maior de soroconversio contra
o HIV-1.

A inflamagdo gonocdeica da regiao endocervical (cer-
vicite) tem sudo associada a aumento da excregio viral no
trato gunlul Por sua vez, Levine er al. (1998)“ demons-
traram que a infec¢do genital por NG associou-se 40 aumen-
to da presenga endocervical de linfocitos CD4, células sus-
cetiveis @ infecgdo pelo HIV-1. Esses dois achados sugerem
que virios mecanismos podem contribuir para o aumento do
risco da transmissio do HIV-1 em presengu da infecgdo por
NG.

Em modelo experimental utilizando ¢élulas monociticas
cronicxﬂueme infectadas pelo HIV-1 (Ul células). Ho er al.
(1995)  demonstraram que os leucéeitos polimorfonucleares
(PMN) de doadores nio-infectados, quando co-incubados
com essas células, eram capazes de induzir aumento signifi-
cativo na replicagio viral, induzindo & formagio de citocinas
pré-inflamatérias capazes de elicitarem aumento da replica-
¢io in virro do HIV-1.

OBJETIVO

O presente estudo foi realizado para testar a hipdtese
de que a NG pode aumentar a replicagio in virro do HIV-1,
seja em incubagio isolada ou em associagio a PMN de doa-
dores ndio-infectados.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Institutional Review
Board of Human Investigations at Magee-Womens Hospi-
tal.

Materiais ¢ Reagentes. Os muleriais e reagentes usa-
dos ¢ as respectivas indistrias produtoras foram: Dulbee-
cos/phosphate-buffered saline IXW/O CaMg, Hanks Balan-
ced Salt Solution (HBSS), RPMI 1640 com L-glutamine (Mc-
diatech Cellgro, Herndon, VA); Fetal calf serum (FCS), Ficoll-
hypaque (Sigma Chemical Co., Saint Louis. MO): Cloreto de
sadio (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA): Dupont p24 kit (NEN
Life Science Products, Boston, MA): Placa de cultura viral
com 24 unidades de cultivo (Becton & Dickinson, Lincoln
Park, NJ).
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ISOLAMENTO CELULAR

Leucécitos Polimorfonucleares (PMN): Amostras de
sangue venoso (60 mL) foram obtidas de 12 doadoras de
sangue no Magee-Womens Research Institute. Todas as doa-
doras eram voluntdrias, saudiveis ¢ soronegativas para o
HIV-1 e a coleta foi reahizada usando tubos heparinizados.
Os PMN foram separados utilizando sedimentagiio com dex-
tran (3% dextran ¢ 0.9% NJCl‘ solution) e centrifugagio por
densidade em Ficoll-hypaque. = As hemdcias residuais foram
removidas por lise hipotonica. Os PMN foram ressuspendi-
dos em mcio RPMI 1640, com 10% FCS, numa concentragio
de 1-2 x 10 células por mL ¢ incubados a 37°C, 3% C () por 24
horas.

Células Ul: Células monociticas cronicamente infecta-
das pelo HIV-1 (U 1)"°, foram obtidas do National Institure of
Health-AIDS Research and Reference Reagent Program,
Division of AIDS, NIAID, NIH. Essas células foram co-culti-
vadas em meio RPMI 1640 com 10% FCS. ap6s descongela-
mento.

ENSAIOS BACTERIANOS

Selegao da cepa de Neisseria gonorrhoeae: Todas as
cepas de NG foram obtidas através de doagao do Dr. Timo
thy Mitzner. A cepa NG strain 106912, originalmente isolada
de paciente com infecgdio do trato genital feminino, foi sele-
cionada para estes experimentos por ser um isolado clinico
relativamente recente, ter crescido bem em meios especificos
para gonococo ¢ suas coldomas terem demonstrado a expres-
sdo de pilli e Opa. A caracterizagio inicial dessa cepa de NG
indicou que ela pertencia ao PorB3 serovar. ApéGs confirma-
¢io desses fendtipos, amostras desses microrganismos fo-
ram aliquotadas ¢ conservadas a -70°C para os experimentos
descritos a seguir.

Preparacio da Neisseria gonorrhoeae: Apos descon-
gelamento das aliquotas bacterianas & temperatura ambien-
te, elas foram semeadas em meio dgar NG e cultivadas por 18
horas. Ap6s esse tempo de crescimento, confirmou-se 4 iden-
tificagio microscopica de colonias expressando pilli (P++) ¢
caracteristicas de opacidade (Opa++). As bactérias Toram
colhidas da placa de dgar ¢ colocadas em 10mL de HBSS.
procedendo-se a centrifugagdo para a retirada do excesso de
dgar. O sobrenadante foi desprezado e o peller bacteriano
ressuspenso novamente em HBSS, obtendo-se concentra
¢io correspondente @ DO de 0,6. O total de buctérias vivas
adicionadas as unidades d¢ cultivo da placa de cultura viral
em cada ensaio foi quantificado tendo como base o nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC), sendo determi-
nado no momento da inoculagio. Neste projeto foi utihzada
NG, correspondendo a 2 x 10 JmL em cada unidade de culti-
vo. por ser este o numero médio de bactérias isoladus em
pacientes com infecgio gonocgcica genital que apresentam
sinais ¢ sintomas da infecgio.

ENSAIOS

Ensai?s de Replicagio Viral em Células Ul: Células
U1 (1,4x10 /mL) foram co-cultivadas nas unidades de culuivo
viral em meio RPMI 1640 contendo 10% FCS. Esse co-cultivo.
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foi isolado ou na presenga de NG (2 x lO"/mL). ¢/ou na pre-
senga de PMN (1.4 x IO'/mL) de doadoras. Estas células fo-
ram incubadas a 37°C, 5% CO em placa de cultura viral com
24 unidades de cultivo. As amostras de sobrenadante foram
coletadas com 24, 48, 72 e 96 horas de cultivo, para posterior
dosagem de p24.

ELISA HIV-1 p24: A quantidade de particulas do HIV-1
em cada unidade de cultivo foi aferida indiretamente dosan-
do a p24 no sobrenadante, utilizando o kit comercial HIV-1
p24 ELISA (NEN Life Science Products). Suscintamente, os
principais passos técnicos sdo descritos a seguir. Controles
¢ amostras foram adicionados a uma placa de ELISA com 96
unidades de reagdo, recobertas com anticorpo monoclonal,
Seguindo-se a4 distribuigio dos controles ¢ amostras, incu-
hou-se a placa a 37°C por duas horas. Apds este periodo, a
placa foi lavada seis vezes, seguindo-se a adi¢io de 100UL
do anuicorpo policlonal marcado, em cada unidade de reagio
¢ incubando-a por mais uma hora a 37°C. Apés a lavagem da
placa por seis vezes, foram adicionados 100)L do conjuga-
do de streptavidina-HRP e incubagio da placa por mais 30
minutos, agora em temperatura ambiente. Novamente lavou-
se a placa por scis vezes, seguindo-se a adigio de 100UL de
um substrato para dar cor i reagio (orto-fenilenodiamina),
Apos 30 minutos de incubagio d temperatura ambiente, a
reagio foi interrompida com a adigio de 100UL de dcido sul-
furico ¢ a densidade Gptica de cada unidade de reagio foi
determinada em espectofotdmetro. Os controles, de concen-
tragoes conhecidas, foram usados para geragdo de uma cur-
va, possibilitando quantificar os valores das amostras, To-
das as densidades Opticas maiores que 4,3 pg/ml. foram dilu-
idas ¢ testadas novamente.

ANALISE ESTATISTICA

As diferengas de replicagio do HIV-1 foram bascadas
no aumento da p24 determinada em cada ponto aferido, com-
parando com a quantidade de p24 nas unidades de cultivo
contendo apenas as células Ul:

Concentragho de p24 na presenga de N ofou PMN

Aumento da p2d =

cando-s¢ aumentos significativos de sua produgio em to-
dos os tempos dos experimentos. Apesar de haver aumento
progressivo da produgiao de p24 ao longo do tempo dos ex-
perimentos, a concentragao relativa (comparando a concen-
tragdo da p24 produzida sob agdo da NG isoladamente ou em
associagdo ao PMN, com a produgdo do sistema contendo
apenas as células Ul) tor mais acentuada no tempo de 48
horas.

Na Figura 1 cstio representados os aumentos relan-
vos da produgdo de p24 em todas as situagoes contempla-
das neste modelo experimental em forma de mediana ¢ com a
variagao de Tukey'y hinges (TH), considerando os percentis
25 e 75. A mediana do aumento dahproduqiao da p24 nu pre-
senga de células Ul e da NG (2 x 10 bactérias/mL), foi de 2,9
(TH: 2,3-3.5) com 24 horas: de 17.4 (TH: 13,9-20.9) com 48
horas; de 16,4 (TH: 10,8-22,0) com 72 horas; e de 16 (TH:
12,4-19.5) com 96 horas. Para os experimentos que avaliaram
a agdo isolada do PMN na replicagdo do HIV-1 (aumento da
produgio de p24), os resultados foram de 2,7 (TH: 2,2-3.2)
com 24 horas; de 26,3 (TH: 13,7-38,9) com 48 horas; de 22.0
(TH: 20,6-25,5) com 72 horas; ede 18,4 (TH: 17,3-19,3) com Y6
horas. Associando NG com PMN, o aumento da p24 foi de 37
(TH:22,5-52,5) com 24 horas; de 133 (TH: 85,5-181,0) com 48
horas; de 69 (TH: 58,9-79,2) com 72 horas; ¢ de 24 (TH: 23.5
24.7) com 96 horas.

Observou-se que, com a associagio NG + PMN, o sis
tema de replicagio do HIV-1 foi ativado em sua capacidade
mixima em periodos precoces do experimento, perdendo essa
capacidade ao longo do tempo, principalmente os experimen-
tos com PMN,

Tabela 1 - Concentragoes de p24 (pml.) ¢ percentis (257 ¢ 75:). verilicados em medela experimen
tal ma presenga de oflulas UL, Nedsseria ganorrhoeas (25 10 hoetérias/mlL) e palimarfonucieares
(PMN) durante 96 horas de incubagdo,

Concentragio de p24 produszida por células Ul sem

Desde que a produgio de p24 neste modelo experimental
nio apresentou uma distribui¢io normal, a média dos aumen-
tos na produgio dessa protefna foi calculada segundo a distri-
buig¢io de Tukey’s hinge, considerando os rcsultlgclioos situa-
dos entre 0 25° e 75° percentil de toda a amostra.  Aumen-
tos de mais de duas vezes os valores verificados nas células
Ul foram considerados significativos por esse método.

RESULTADOS

A presenga de NG isolada ou em associagdo ao PMN
aumentou a replicagio viral nas células Ul, traduzida no au-
mento da concentragdo da p24 no sobrenadante das unida-
des de cultivo viral, ji identificado a partir de 24 horas de
incubagiio. Na Tabela 1 estdo distribuidos os valores de p24
(em pg/mL) ao longo do periodo dos experimentos, verifi-

24 HORAS 48 HORAS 72 NORAS 96 HORAS ‘
rM rM rdd 2 |
(23 E75° %) (25°E75° %) (25" KE75° %) Q5 ETS*N) |
|
vl 10 22 18,1 66,2
(0,6-1,3) (1,5-2,9) (15,4-23,5) (49,5-72.3)
UISNG 29 383 ETEN] 1.059,2
(2,3-3,2) (28,7-47.9) (214,8-3914) (794,4-1.324,0)
visPMN | 27 598 4202 1.217,9
(2,2-3,3) 43,4.72,2) (315,1-525,3) | (913,5-1.522,3)
UINGsPMN | 370 | 2926 13179 1.588%
(27,7-48,6) (219,4-165.8) (V88,4.1.6474) |(1.191,3-1.986,1)
DISCUSSAO

A endocervicite causada por NG decorre da infecgdo

do epitélio colunar por esse microrganismo. Como resposta
a essa infecgio observa-se intenso infiltrado de leucocitos
polimorfonucleares tanto na submucosa quanto no muco
endocervical que se exterioriza através da vagina. Segundo
dados da literatura, a presenga de PMN no conteiido vaginal
ocorre em praticamente todas as mulheres com endocervicite
gonocteica e estaria relacionada com a elevada taxa de soro-
conversido para o HIV-1. No entanto, ainda nio existe com-
provagdo laboratorial para esses achados epidemiolégicos
até o momento.
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No presente estudo foi utilizado um modelo in vitro de
replicagio do HIV-1 para avaliar a influéncia da NG, 1solada ou
associada a leucéeitos polimorfonucleares (PMN), sobre a re-
plicagio do HIV-1. Com este mesmo modelo, ji confirmamos o
efeito da Chlamydia trachomatis sorotipo “D” no aumento da
replicagdo do HIV. Surpreendentemente, constatou-se que tam-
bém a NG isolada acelerou significativamente a replicagio vi-
ral in vitro, sugerindo que esse aumento da replicagio do
HIV-1 possa estar relacionado com o incremento das taxas de
soroconversdo contra esse virus em pacientes portadores de
gonorréia.'I Para a concentragao de NG de 2 x 10" bactérias/
mL, a resposta mixima ocorreu logo com 48 horas de incuba-
¢do, traduzindo intensa ativagio do sistema ¢, conseqiiente-
mente, replicagio viral. Visto que o nimero médio de bactérias
isoladas em secregdes genitais de pacientes portadores de
gonorréia é de 2 x 10 bactérias/mL, ¢ tentadora a idéia de
associar quadros clinicos de maior expressio a um maior nu-
mero de bactérias no sitio infeccioso, conseqiientemente, maior
predisposigio para disseminar o HIV-1,

O aumento da replicagio do HIV-1 em resposta & pre-
senga da NG no sistema de cultura viral ainda ndo havia sido
descrito na literatura. Estes resultados demandam estudos
especificos no sentido de avaliar se estes sdo efeitos diretos
da NG ou de seus produtos metabolicos sobre a replicagio
viral em células monociticas previamente infectadas. Torna-
se necessdrio determinar se ¢ um efeito espécie-especifico
ou dependente de caracteristicas fenotipicas como a expres-
sdo de pilli ou Opa ou até mesmo de outras proteinas estru-
turais da NG Estudos com inibigio de citocinas comumente
associadas a replicagdo do HIV-1 (TNF-« ¢ IL-6) poderiam
determinar a dependéncia dessus cilocinus nesse processo
de GCllCﬂQI\O induzida pela NG. Apesar de Hedges er al.
(1998) " nio terem considerado que a presenga de f-citoci-
nas (MIP-10t, MIP-13 ¢ RANTES) seja um achado procmi-
nente nas infecgdes gonococicas do trato genital feminino,
clas possuem propriedades que podem explicar o aumento
da replicagio do HIV-1 induzido pela presenga de NG

Neste estudo também for demonstrado que a presenga
isolada de PMN de doadores ndo-infectados aumenta as ta-
xas de replicagao do HlV 1 in vitro, confirmando os achados
de Ho et al. (1995)". Para esses autores, os efeitos da pre-
senga de PMN induzindo a replicagio do HIV-1 siao media-
dos pela liberagdo de TNF-t e 1L-6. Quando se associou NG
a0 PMN na unidade de cultivo junto com cclulas Ul, obser-
vou-se notdvel efeito sinérgico sobre a replicagio do HIV-|
Com essa associagdo, objetivou-se mimetizar 0 que realmen-
te ocorre na pritica clinica, visto que a presenga de PMN na
submucosa endocervical e secregio genital de pacientes com
gonorréia é uma constante. Na realidade, esta parte do expe-
rimento é a que mais se aproxima do que ocorre in vivo e,
infelizmente, a que mais cfetivamente ativou o sistema de
replicagio do HIV-1. Junto com a migragio de PMN ao sitio
da infec¢do gonocdcica ocorre também a migragio de linf6-
citos, células suscetiveis @t infecgdo pelo HIV-1 ou contendo
o virus, caso a paciente ja esteja infectada. Mesmo conside-
rando todas as limitagdes e riscos de uma transposigio de
achados experimentais in virro para uma situagio clinica, os
resultados aqui obtidos indicam a possibilidade de redugio
da disseminagido do HIV-1 adotando medidus simples como
o controle da infecgdo gonococica.
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Estes resultados ddo sustentagio aos achados epide-
miolGgicos do aumento da disseminagio desse virus entre
mulheres com infecgdo gonocdcica genital, fornecendo sub-
sidios de cardter experimental que embasam cientificamente
os programas de controle da infecgio HIV-1, dando maior
peso s iniciativas que buscam financiamento para esses
programas de intervengio.” A utilizagio de medidas mais sim-
ples para o controle da epidemia HIV-1 (como o controle da
infecgiio gonocdeica genital) faz parte dos objetivos univer-
sais da Organizagio Mundial da Saide para controle dessa
virose, ajudando pessoas tanto de paises industrializados
quanto daqueles ainda em desenvolvimento.
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