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RESUMO

Aeromonas sdo bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, fermentadores, oxidase e
catalase positivos, ubiquos em ambientes aquéticos e capazes de causar uma variedade de
doencas em humanos, principalmente gastroenterite. As espécies mais comumente
associadas com infec¢des em humanos sdo A. hydrophila, A.caviae e A. veronii biovar
sobria. Entre os varios fatores de viruléncia descritos, Aerolisina é considerada um dos
principais fatores de viruléncia do genero Aeromonas, sendo esta além de provocar a lise
em eritrécitos de carneiro tem atividade enterotoxica. Recentemente foi descrito pelo nosso
uma enterotoxina citotoxica denominada Fator Citotéxico Vacuolizante (VCF), diferente de
Aerolisina biologica e molecularmente, no sobrenadante da cultura de Aeromonas veronni
biovar sobria, isoladas de casos clinicos. O VCF purificado apresentou atividade citotdxica
em linhagens de células tumorais humanas tais como, HEp-2, Caco-2, HeLa e NCI-H 292.
No ensaio de efeito anti-proliferativo o VCF apresentou potencial atividade de inibi¢do de
crescimento de células tumorais NCI-ADR/RES, uma linhagem celular com resisténcia a
multiplas drogas de quimioterapia e K562, uma linhagem de células leucémicas. Estes
resultados sugerem que o VCF apresenta potencial toxigénico sobre células tumorais de

origem humana.
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ABSTRACT

Aeromonas is a Gram-negative, facultative anaerobic rod, fermenting, oxidase and catalase
positive ubiquitous in fresh and brackish water and capable of causing several human
diseases, specially gastroenteritis. The most important pathogens species associated with
human infections are A. hydrophila, A. caviae, and A. veronii biovar sobria. Between the
several virulence factors described, Aerolisin is considered as one of the main virulence
factors of the Aeromonas genus, this one causing lysis in lamb erythrocytes and has an
enterotoxic activity. Was recently described by our a citotoxic enterotoxin named as
Vacuolating Cytotoxic Factor (VCF), differing biologicaly and molecularly from the
Aerolisin, at the supernatant of a culture of A. veronii biovar sobria, isolated from clinic
cases. The purified VCF presented citotoxic activitiy on lineages of human tumorous cells
such as , HEp-2, Caco-2, HeLa and NCI-H 292. On the test antiproliferative effect the VCF
presented a potencial activity of growth inhibition on tumour cells NCI-ADR/RES, a
cellular lineage with resistance to multiple chemotherapy drugs and K562, a lineage of
leukemic cells. This results sugests that the VCF presents toxigenic potencial over human

tumorous cells.
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1. INTRODUCAO

Aeromonas sao bacilos Gram-negativos, de vida livre, anaerdbios
facultativos. Inicialmente, este género era classificado como membro da familia
Vibrionaceae, pertencentes dessa familia os géneros Vibrio spp. € Plesiomonas
shigelloides (1). Nos ultimos 15 anos, uma extensa revisdo na nomenclatura e
taxonomia do género Aeromonas foi realizada. De acordo com Colwell et al, 1986
filogeneticamente, o género ndo se enquadrava exatamente nesse grupo e, com
base em evidéncias genéticas e moleculares, sugeriram a criacdo de uma nova
familia, chamada de Aeromonadaceae, sendo essa classificagdo muito bem
aceita, até os dias atuais. (2) A recente edicdo do Manual Bergeys, lista trés
géneros como pertencentes a essa familia: Aeromonas, Oceanimonas,
Tolumonas, Zobellella (3,4,5,6).

Rodrigues e Ribeiro em 2004 descreveram que, a partir de 1984, o género
Aeromonas foi separado fenotipicamente em quatro espécies: A.hydrophila,
A.caviae, A.sobria e A. salmonicida. Esta ultima, com trés subespécies:
A.salmonicida subsp. salmonicida, A. salmonicida subsp. masoucida,
A.salmonicida subsp. achromogenes. (4)

Aeromonas spp encontram-se amplamente distribuidas na natureza, sédo
habitantes de ecossistemas aquaticos que incluem aguas subterrédneas e potaveis
de sistema de tratamento de distribuicdo de aguas, assim como lagos e rios
contaminados. Também se encontram em ambientes marinhos com baixa e alta
concentracdo de sal, em estuarios, solos, sedimentos, em alimentos incluindo
carne, pescado, vegetais, leites e aves, assim como de isolados de casos clinicos
(7).

Os primeiros casos de associacbes de Aeromonas com doenca humana
foram relatadas por von Graevenitz e Mensch em 1968, numa revisao de 30 casos
de infecgao e colonizagdo por Aeromonas, proporcionando evidéncia para o seu
reconhecimento como agentes patogénicos humanos e sugerindo que algumas

espécies podem estar associadas com doengas gastrointestinais. (8)
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Aeromonas encontram-se associadas também a patologia em répteis e
peixes. Apdés a década de 90 do século XX, bactérias do género Aeromonas,
principalmente as espécies A.hydrophila, A.veronii biovar sébria e A. caviae,
passaram a ser consideradas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), como
um dos cinco mais freqientes agentes patogénicos em humanos.

Aeromonas spp. causa uma variedade de infeccdes intestinais e extra-
intestinais em varios sistemas e 6rgaos. Normalmente infeccdes por Aeromonas
ocorrem por traumas em ambiente aquatico ou disseminagdo do trato
gastrointestinal como resultado de doencas subjacentes. (9). Ambas as infeccbes
extra-intestinais e gastrointestinais sdo conhecidas por ocorrer em hospedeiros
saudaveis, bem como hospedeiros imunocomprometidos ou susceptiveis (6).

Embora existam varias espécies de Aeromonas, apenas sete sao
reconhecidas como agentes patogénicos humanos. Aeromonas associados com
diarréia humana incluem A. hydrophila, A. caviae, A. veronii biovar sobria, A.
veronii biovar veronii, A. schubertii, A. jandaei e A. trota (6). Sendo que A. caviae,
A.hydrophila e A.veronii biovar sobria constituem 85% de todos os isolados
clinicos envolvidos com infecgdes intestinais e extra-intestinais (10).

A gastroenterite € a mais prevalente forma de infecgdo humana causada
por Aeromonas spp em todo mundo. Trabalhos como de Arreola et al 2007 e de
Guerra et al 2007 demonstraram que Aeromonas spp predominava entre 0s
patdgenos encontrados em isolados clinicos de pacientes que apresentavam
quadro de diarréia.(11,12)

No entanto, esses microrganismos sao descritos como agentes causais de
outras infecgbes, tais como: septicemias, endocardites, meningites e pneumonias,
embora estas possam ocorrer com menor frequéncia e, normalmente, estejam
associadas a pacientes imunodeprimidos. (13,14,15,16). Outras infeccoes também
tém sido associadas a bactérias desse género, como: infeccdes de pele, do trato
urinario, oculares, sindrome urémica hemolitica (6).

No Brasil, Aeromonas spp foi o principal agente patogénico isolado de
amostras de fezes de criangas devido a um grande surto de doenca diarreica
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aguda que ocorreu em Sao Bento da Una no estado do Pernambuco em 2004
(17).

Alguns estudos destacam também a caracteristica de sazonalidade, os
quais revelam que épocas de temperaturas ambientais elevadas (verdo)
apresentam maiores indices de isolamento deste patégeno (18).

A viruléncia de Aeromonas spp. € multifatorial e seu mecanismo de
patogenicidade ainda nédo esta bem estabelecido. Fatores que contribuem para a
viruléncia deste género incluem: toxinas, hemolisinas, adesinas, aglutininas, entre
varias enzimas hidroliticas como: amilase, quitinases, elastases, nucleases,
gelatinases, lecitinases, lipases e proteases. (19,20,21).

Esses fatores de viruléncia estdo presentes em duas formas, associados a
estrutura celular e produtos extracelulares. Entre os associados a estrutura celular
estao as fimbrias, flagelos, proteinas de membrana, lipopolissacarideo, e capsulas
(22,23,24). Os produtos extracelulares incluem citotoxinas, hemolisinas, e
enterotoxinas (25,26).

A aerolisina é considerada um dos principais fatores de viruléncia de
Aeromonas, sendo esta citotoxina capaz de provocar a lise em eritrécitos de
carneiro e acumulo de fluido em intestino de camundongos (27,28). Essa toxina
codificada pelo gene Aer € capaz de induzir a formacao de poros na membrana
celular e lise (27, 29,30).

Martins et al, 2002 observaram em sobrenadantes de cultura de A.sobria e
A.veronnii, uma enterotoxina citotdxica que induz intensa vacuolizacao e morte em
culturas de células Vero (células de rim do macaco africano verde) e ainda,
acumulo de fluido em intestino de camundongos. Essa toxina foi denominada de
fator citotéxico vacuolizante (VCF). (31)

Em 2007, Martins et al demonstraram que o VCF é uma serina protease,
parcialmente neutralizada por antissoro (anti-aerolisina) produzido por
A.hidrophila. Além da atividade vacuolizante e desordem mitocondrial, VCF induz

apoptose em células Vero. (32)
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A morte celular programada ou apoptose é um processo fisiolégico de
morte celular pelos quais as células que perderam suas fungdes ou apresentam
defeitos sao eliminadas do organismo. (33)

A resisténcia a apoptose é caracteristica das células metastaticas, assim, a
inducao seletiva da apoptose tumoral tem sido alvo no desenvolvimento de
terapias anticancer. (34)

Apesar de os protocolos terapéuticos serem universais e apresentarem boa
resposta entre 30% e 50% dos pacientes estes tem um novo tumor em cinco anos.
Por essa razao varias pesquisas vem sendo desenvolvidos em todo mundo na
tentativa de melhorar terapias existentes. (35)

Experimentos envolvendo cultivo celular se tornaram uma importante
ferramenta no estudo do comportamento da célula cancerigena, bem como a
busca de novas formas de tratamento.

Os primeiros trabalhos utilizando cultura de células tumorais foram
desenvolvidos por Moscona, 1957, o qual analisou a interagdo de células de
melanoma em agregados celulares que ele denominou de quimeras. Esses
agregados apresentavam uma morfologia semelhante aos tumores que os
originaram, mantendo até algumas propriedades quando estas eram crescidas em
associagao com células normais. (36)

Halpern et al., 1966 demostraram que o arranjo destes agregados bem
como a sua tumorigenicidade eram diferentes quando se utilizava células normais
do que quando se utilizava células tumorais. (37)

Mcallister et al, 1967 abordou o comportamento diferenciado de células
malignas. A morte das células normais na presenca de uma superficie de agar era
para esses autores, uma prova de que células normais dependiam da ancoragem
desta célula ao substrato. Sabia-se ja naquela época que células derivadas de
tumores malignos perderiam essa dependéncia, sendo esta caracteristica entao
refletida na sobrevivéncia das culturas dessas células. (38)

Trabalho de Sutherland et al em 1970, padronizaram um modelo que
mimetizava o ambiente e metabolismo de um tumor. Trabalhando inicialmente
com linhagens derivadas de pulmdo de Hamster, esse grupo desenvolveu uma
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técnica que utilizava frascos que permitiam um fluxo do meio de cultura no seu
interior, impedindo assim adesao das células com o substrato(39)

O cultivo de células tumorais humanas permite a avaliacdo dos efeitos
diretos e indiretos dos mais diversos tipos de tratamentos. Experimentos
envolvendo cultivo celular se tornaram uma importante ferramenta no estudo do
comportamento da célula cancerigena, bem como a busca de novas formas de
tratamento. (40,41)

Estudos conduzidos em nosso laboratério de células tumorais tratadas com
o VCF tém demonstrado que essa citotoxina apresenta uma acéao inibitéria no
crescimento dessas células, inclusive de células com fator de resisténcia a
multiplas drogas quimioterapicas (MDR).

Verificou-se também neste estudo que o tratamento com o VCF n&o afetou
a proliferagdo de células saudaveis. Indicando maior suceptibilidade das células
tumorais ao tratamento com essa toxina.

Com base nesses dados, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
acao toéxica do VCF como um possivel agente antitumoral em diferentes linhagens

de células tumorais “in vitro”.
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2. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve por objetivo avaliar a acdo citotoxica e o efeito
antiproliferativo do VCF em diferentes linhagens de células tumorais humanas.

2.1 Objetivos especificos:
+ Deteccéao da atividade citototéxica do VCF em células tumorais humanas

» Avaliar o efeito anti-proliferativo do VCF em diferentes células tumorais

humanas
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostra bacteriana e extrato bruto

Isolado clinico AS 31 de A. veronii bv. sobria foi utilizado para a produgéo e
purificacdo do VCF conforme protocolo descrito por Martins et al 2002 (31).
Sobrenadante das culturas de A. sobria AS-69

e Escherichia coli K12/711 foram usados como controles negativos. Os
isolados foram cultivados em TSB (caldo de soja tripticase), pH 8.0, a 37°C, com
agitacao por 18 h (New Brunswick Sci.). Os meios de cultura foram centrifugados
a 10.000 xg durante 30 min. Sobrenadantes de cultura foram ultra-filtrados usando
membranas XM-50 (concentracdo de 100 vezes) e submetidos a analise

cromatografica.

3.2.Purificacao do VCF
O processo de purificagdo do VCF foi conduzido conforme descrito por Martins

et al. 2007(32) com algumas modificagdes: apos cromatografia de afinidade de ion
metalico (IMAC), fragbes com atividade citotdxica foram coletadas e concentradas
em filtros Centricon 3000 KDa MW (Millipore, EUA). Essas fragdes foram
aplicadas em coluna cromatografica de exclusdo molecular Superdex 200
(Amersham-GE Healthcare) e o tampéao de corrida utilizado foi o Tris-HCI 50 mM
pH 8.0. Os picos de proteina eluida foram dialisados em PBS 50 mM pH 7.4 e
analisados tanto em ensaios bioldégicos quanto de dosagem de proteina. No
ensaio de dosagem proteica foi utilizado o kit de dosagem de proteina Bradford
(Bio-Rad), de acordo com as instru¢des do fabricante. O processo de purificacao
foi monitorado por SDS-PAGE sob condigdes redutoras Laemmli, 1970(42)
utilizando géis de poliacrilamida a 13% e os marcadores de peso molecular
(Sigma,USA).

Ap6s a corrida os géis foram corados com coomassie blue, segundo
metodologia de Fairbanks et al. 1971 (43), ou com nitrato de prata, segundo
metodologia de Blum et al(ano) (44).
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3.3. Determinacao do ponto isoelétrico através de eletroforese 2D.

Eletroforese de segunda dimensao (2D) foi realizado com um sistema de
focagem IPGphor Ettan (GE Healthcare Life Sciences, EUA) utilizando tiras de
IPG com pH 3 a 10, seguindo as instrucdes do fabricante. Na primeira dimensao
foi feita a focalizacdo do VCF purificado (50 pg). O sistema de focagem foi
controlado pelo sistema de software IPGphor Ettan e acumulou 30.000 V/H total
de focagem. Na segunda dimensao foi feito através de gel 12% SDS-PAGE
convencional Laemmli, 1970(42) com as tiras de IPG focalizadas e em seguida o
gel foi corado com corante azul de Coomassie. Imagens de gel foram capturados
com a Imagem Scanner sistema Ill (GE Healthcare Life Sciences, EUA) e foram
analisadas com o software Platinum ImageMaster 2D (GE Healthcare Life
Sciences, EUA).

3.4. Atividade citotéxica do VCF
3.4.1 Cultura celular

No ensaio de citotoxicidade foram utilizadas as seguintes linhagens celulares
tumorais humanas: HEC-1-B (Adenocarcinoma de endométrio uterino), NCI-H292
(carcinoma pulmonar humano), Caco-2 (Adenocarcinoma colo retal humano),
Hela (adenocarcinoma cervical humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humano),
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a
multiplas drogas quimioterapicas), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmao), PC-3
(préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (coldn), K562 (leucemia) e a linhagem nédo
tumoral de células Vero (rim de macaco verde africano).

Todas essas células foram fornecidas pelo Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). As células foram cultivadas em frascos de cultura de
tecidos com MEM (meio essencial minimo de Eagle) ou RPMI (Meio de Cultura de
Tecido Animal Desidratado (Nutricell), de acordo com as suas necessidades
nutricionais, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino.

3.4.2 Ensaio de atividade citotoxica do VCF
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Para os ensaios de citotoxicidade, as monocamadas de cada linhagem de
células foram cultivadas em placas de 24 e 96 pocgos. A toxina purificada foi
aplicada sobre as células crescidas em laminulas em uma concentragao de 2,5 ug
mL" (32), em triplicata. As laminulas foram lavadas com PBS, fixadas em 10%
(v/v) de solugéo de formaldeido em PBS, durante 1 h, lavadas com 4gua destilada
e coradas com hematoxilina-eosina (HE) segundo metodologia de Mello e Vidal
1980 (45). As laminulas foram montadas em laminas com Entellan (Merck,
Alemanha) e analisados por microscépio invertido. (Nikon Instruments, Japao).

3.4.3 Ensaio de efeito anti-proliferativo do VCF

Nos ensaios de inibicdo do crescimento foram utilizadas linhagens de células
tumorais humanas agressivas como: MCF-1(mama), 786-0(rim), PC-3(préstata),
UACC-62(melanoma), NCI-H460(pulm&o), HT-9(intestino), K562 (leucemia), NCI-
ADR/RES (ovérios resistentes a multiplas drogas quimioterapicas) e células Vero
foram incluidas como controle.

Os ensaios foram realizados em monocamadas cultivadas em placas de 96
pocos como descrito em Fatima et al. 2006 (46), utilizando VCF purificado em
diferentes concentracgdes, a partir de 1 mg/mL™". A toxina purificada foi diluida com
o0 meio de cultura celular apropriado (MEM ou RPMI), e os ensaios foram
realizados em triplicata. Os dados obtidos foram analisados por regressdo nao
linear sigmédide com software Origin 7.5 (OriginLab, EUA).
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4. RESULTADOS
4.1 Purificacao do VCF

Como pode ser observado na Fig. 1A, o VCF foi altamente purificado para

prosseguir o estudo proposto.
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Figura 1A. Eletroforese Bi-Dimensédo (2D) de VCF conduzida por sistema de
imagem Master 2D (GE biosciences, USA). A seta indica massa molecular (kDa) e
o ponto isieletrico (IP). Figura 1B. Perfil cromatogréafico obtido em cromatografia
de exclusdo molecular utilizando a coluna de Superdex 200. As fracoes

cromatograficas marcadas com a cor vermelha indica contem atividade citotéxica.

4.2 Acao toxica do VCF sobre linhagens de células tumorais humanas

Nos ensaios citotoxicos em células tumorais humanas foi observado que VCF
induz morte celular em diferentes linhagens de células utilizadas neste estudo. O
VCF foi capaz de induzir intensa vacuolizagao celular, condensacédo da cromatina
nuclear e morte de linhagens celulares tumorais humanas, nas mesmas

concentragdes utilizadas em células Vero (2,5 pl, definida como a dose citotéxica a
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50%, CD50, de acordo com Martins et al (32), entre 15 e 30 minutos apds a sua

aplicagéo (Figura 2).

Figura 2. Efeitos citotoxicos observados em células tumorais de humano apoés
30 minutos da agdo do VCF (2,5 ugmL™). As células foram coradas com
hematoxilina/eosina (HE). A - NCI-H292 controle celular; B e C - NCI-H292
sob agéo toxica da VCF, mostrando intensa vacuolizagao celular e morte; D -
Hep-controle celular, E e F - VCF acao tdxica provocando vacuolizagao

celular, condensagéo nuclear e morte.

4.3 Efeitos anti-proliferativo do VCF em diferentes células tumorais

humanas.

Como mostrado na Figura 3, nos ensaios de inibicdo do crescimento em
células tumorais. A NCI-ADR/RES uma linhagem de células de ovario humano,
que sao resistentes a multiplos farmacos de quimioterapia teve inibicdo do seu
crescimento apds tratamento com VCF por 48 horas, com doses de 1ug/mL a 0,01

ug/ mL-1.
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A K562 uma linhagem de células leucémica apresentou se como a mais
sensivel a acao téxica do VCF.

Células UACC-62, NCI-H460 e PC-3 (prostata) apresentaram pouca
sensibilidade ao tratamento com o VCF, e as outras culturas analisados, incluindo

as ceélulas Vero, ndo mostraram inibigao significativa da proliferagao.
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Figura 3. Ensaio de Inibicdo do Crescimento 50 (IC 50%) foi usado para
determinar as concentracdes necessarias para 50% de inibicdo in vitro do
crescimento celular, calculada por regressdao nao sigmoide tipo linear, por
software Origin 7.5, nos ensaios de aplicacdo da toxina VCF puro, em
concentragcbes de ,1ng/mL a 1 ug/mL ao longo de diferentes linhagens de
células de tumores humanos, durante 48 horas. Linhagens celulares
utilizados: UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario
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resistentes a multiplas drogas quimioterapicas), 786-0 (rim), NCI-H460
(pulméao), PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (intestino), K562
(leucemia). Controle de célula normal: VERO (células epiteliais de rim de

macaco verde).
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5. DISCUSSAO

Aeromonas spp. produz varios fatores de viruléncia, destacando-se a
aerolisina, uma proteina de 50kDa, considerada o fator de viruléncia mais
importante do género e esta relacionada a patogenicidade desta espécie. (47, 48,
49).

Martins et al (32) realizaram ensaio com o VCF purificado produzido de A.
veronii biovar sobria e verificaram que esta toxina é uma enterotoxina capaz de
causar efeito em camundongos recém-nascidos, com resultados de atividade
enterotoxica superior a 0,88, assim como foi positivo para algas ligadas em coelho,
demonstrando aumento e acumulo de fluidos no interior das algas, principalmente
nas regides do jejuno e ileo destes animais, sugerindo que esta toxina possa estar
associada a patologia em humanos.

Foi observado que o VCF apresenta um ponto isoelétrico (Pl) de 7.2
determinado por eletroforese 2D. A massa molecular de 50 kDa foi determinada
através de espectrometria de massa. Esses dados mostram que o VCF é diferente
da toxina vacuolizante (VacA) de Helicobacter pylori de 87 kDa e um ponto
isoelétrico de 5.83 (50).

Toxinas vacuolizantes podem induzir formag&o de vacuolos nas células e
alterar o transporte de solutos através das membranas celulares. Sugerindo que
este mecanismo possa ser responsavel pela rapida formacado de vacuolos em
células eucaribticas apds a adicao da toxina (51)

Uma analise feita através de espectrometria de massa revelou que o VCF
tem 90% de similaridade com uma superfamilia de proteinas que se ligam a
hidratos de carbono, que tem sido descrita em sequéncia de genoma de A.
salmonicida e A. hydrophila (52). A. salmonicida € conhecida como um importante
patdégeno de peixe e répteis. Estas bactérias induzem lesdes de pele e morte em
uma grande quantidade de cardumes de salmdo, causando um grande dano
econdémico (53,54).

O VCF foi capaz de induzir intensa vacuolizacao celular, condensacgao
nuclear e morte das células Hep-2, Caco-2, HeLa e NCI-H 292 nas mesmas
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concentracdes utilizadas em células Vero 2,5ul definida como dose citotoxica IC
50, 30 minutos apos sua aplicacao.

Neste ensaio foram observadas atividades similares ao observado em
células Vero por Martins et al (32) onde o VCF causou altera¢cées morfoldgicas
tendo como principais caracteristicas, uma intensa vacuolizagdo citoplasmatica
perinuclear, com intensa condensacao nuclear, seguido para morte por apoptose.

A apoptose é definida como um processo que aciona a morte celular
programada e € indicada como um dos possiveis mecanismos utilizados pelos
microorganismos patogénicos para implantar-se e suprimir a resposta do
hospedeiro (55,56,57,58).

Bactérias tais como E. coli, Shigella spp. e Salmonella spp, associadas as
doencgas gastrointestinais tem sido reconhecidas como indutoras de apoptose (59).

Toxinas como a-hemolisina e aquelas pertencentes a familia de shiga-
toxinas produzidas por E.coli sdo capazes de induzir a morte celular programada
(60) levando ao arredondamento celular, condensacao nuclear, fragmentacao de
DNA e formacgao de corpos apoptéticos.

ApGs estas observagOes iniciais de toxicidade, foram usadas doses
inferiores a IC 50 para construir um perfil de toxina-dependente de inibicdo de
crescimento em linhagens de células tumorais humanas agressivas como: UACC-
62 (melanoma), MCF-7(mama), NCI-H460(pulmao), PC-3 (prostata), OVCAR-
3(ovario), HT-29(intestino), K562(leucemia) e célula Vero (células epiteliais de rim
de macaco verde africano) como controle.

Foram observados que algumas linhagens de células tumorais se
apresentaram mais sensiveis a acao toxica do VCF, em particular as células de
ovario humanas (NCI-H460), que s&do consideradas resistentes a multiplos
quimioterapicos e a célula K562 uma linhagem de células leucémica humana.

Estes resultados mostram que, em funcdo da dose aplicada, algumas
culturas celulares tumorais se apresentam mais sensiveis ao tratamento com o
VCF. Apresentando evidéncias de moderacao apenas em concentracdes de toxina
abaixo de 0,1 ng/mL.
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Algumas células se apresentam mais sensiveis que outras ao tratamento
com uma determinada toxina, pois essas células devem apresentar receptores
especificos, do qual reconhecem uma determinada regido dessa toxina.

Uma hipdtese da célula K562 ter se apresentado sensivel ao tratamento
com o VCF, é que esta toxina pode agir especificamente com células do sangue.

Estudos mais aprofundados com diferentes linhagens de células
sanguineas sao necessarios para elucidar essa hipétese.

Em uma andlise de feita através do ensaio de degradacdo de Edyman
Martins et al 2007, verificou-se que o VCF é uma serina protease que pode ser
inibida parcialmente por um antissoro anti aerolisina produzido por A.hidrofila que
se liga a hidratos de carbono. Com base nestas observac¢des, podemos concluir
que o VCF produzido por A. veronii biovar sébria € uma proteina pertencente a
uma familia de proteinas de ligacdo de carboidratos, que inclui ainda a ser
caracterizada. (32)

O VCF atua sobre linhagens de células tumorais humanas, que provoca a
morte celular ou inibicdo da proliferagdo em algumas linhas em concentragdes
abaixo da CD50. Em estudo mais detalhado sera feito para avaliar qual parte da
estrutura do VCF estd envolvido em sua agado téxica em células eucaribticas,
incluindo receptores celulares que estdo envolvidos no reconhecimento.

O VCF induz a morte de células eucaribticas através de vias apoptoticas,
estudos futuros in vivo deverdo ser realizados para avaliar o VCF como um
possivel agente antitumoral e a aplicabilidade desta toxina em animais portadores
de neoplasias.
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6. CONCLUSOES

O VCF purificado foi biologicamente ativo para células tumorais humanas
como HEp-2, Caco-2, HeLa e NCI-H 292.

O VCF demonstrou uma potencial atividade de inibicado de crescimento in
vitro, de algumas células tumorais humanas, como NCI-ADR/RES, uma linhagem
celular que é resistente a multiplas drogas de quimioterdpicas e a célula K562
célula leucémica.

Atividade antitumoral em diferentes células de carcinoma humano

demonstra que o VCF pode ser uma possivel droga quimioterapica.
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Abstract

We described previously an enterotoxic-cytotoxin named vacuolating cytotoxic
factor (VCF) produced by Aeromonas sobria and Aeromonas veronii biovar sobria.
Here, we show that the VCF have a potential to inhibit growth of different human
tumor cell lines such as UACC-62 (melanoma); MCF-7 (breast); NCI-ADR/RES
(ovary resistant to multiple chemotherapy drugs); 786-0 (kidney); NCI-H460 (lung);
PC-3 (prostate); OVCAR-3 (ovary); HT-29 (intestine colon), K562 (leukemia), HEC-
1-B (human uterus endometrium adenocarcinoma), NCI-H292 (human pulmonary
carcinoma) in vitro. Our data demonstrates the anti-profilerative activity of VCF in
vitro, this toxin possess interesting properties for its avalation for development of
chemotherapeutic agents and opens ways for discovering other applications for

bacterial toxins.

Key words: Vacuolating Citotoxic Factor, Aeromonas veronii biovar sobria,

cytotoxic activity, human tumoral cell lines.

The genus Aeromonas comprises facultative anaerobic Gram-negative rod-
shaped bacteria, classified in the Aeromonadaceae family (1, 2) and is know to be
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widespread and frequently isolated from aquatic environment, where it is
commonly associated to fish and reptile diseases (3). Also human diseases caused
by this pathogen have been reported and were associated to contamined water
and food consumption. These diseases include human gastroenteritis, caused by
this diarrheagenic and infective pathogen in immune-compromised individuals (4,
5, 6).

Diverse Aeromonas virulence factors have been described (7, 8, 9, 10), of
which ‘aerolysin’, a hemolysin, cytotoxic-enterotoxin has been well characterized
(11,12).  Also, our research group described the production of a cytotoxic-
enterotoxin named vacuolating cytotoxic factor (VCF) by Aeromonas sobria and
Aeromonas veronii biovar sobria, which induces intense intracellular vacuolization
and mitochondrial disorders by signaling apoptotic pathways (13, 14), which was
applied in this work.

The cell cultures of HEC-1-B (human uterus endometrium adenocarcinoma),
NCI-H292 (human pulmonary carcinoma), Caco-2 (human colorectal
adenocarcinoma), Hela, (human cervix adenocarcinoma), HEp-2 (human
laryngeal carcinoma), were used in the cytotoxic assays. The cells UACC-62
(melanoma); MCF-7 (breast); NCI-ADR/RES (ovary cells resistant to multiple
chemotherapy drugs); 786-0 (kidney); NCI-H460 (lung); PC-3 (prostate); OVCAR-3
(ovary); HT-29 (intestine colon), K562 (leukemia) and the normal lineage Vero
(african green monkey kidney), belonging to the collection of the Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Biolégicas e Agricolas (CPQBA) of the
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), were used for the growth
inhibition assays. The cells were grown in tissue culture flasks with MEM (Eagle’s
minimum essential medium) or RPMI medium (Nutricell), accordingly to their
nutritional requirements, supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum.

After 72 hours of incubation with purified VCF (14) at concentrations lower than
1 pg mL™", Vero cells remained viable, while some tumor cell lines like NCI-H460,
PC-3, NCI-ADR and K562 were killed. Moreover, it was observed that the UACC-
62 cells, from melanoma tumor, were poorly sensitive to VCF at the concentration
of 1 ug mL™, while OVCAR-03, 786-0O, HT-29 and MCF?7 cells were not affected by

39



the toxin under these toxin concentration. These results suggest the expression of
different levels of sensibility to VCF among the diverse tumor cell lineages
assayed, however the cellular mechanisms of this cell lineage-dependent
cytotoxicity remains unclear.

To the growth inhibition assays, cell lineages derived from aggressive forms of
human cancer were used. This assay was performed on 96 wells culture
microplates accordingly to Fatima et al. (15), using purified VCF. Different
concentrations were tested (1 to 10™ Hg mL™). The purified toxin was diluted in cell
culture medium (MEM or RPMI) and assays were conducted in triplicate. The data
obtained were analyzed by sigmoid non linear regression using the Origin 7.5
software.

The results showed that, regardless the VCF concentration, some tumor cell
lineages are more or less sensitive to the action of toxin, in particular the UACC-
62, NCI-H460, PC-3 and NCI-ADR/RES lineages. The K 562 cell lineage from
human leukemia showed to be the most sensitive to the VCF action. The
mechanisms by which means VCF induces anti-proliferative action on these
human tumor cell lineages are not well understood but the application of bacterial
toxins may represent an alternative strategy to decrease the high proliferation rates
of tumoral cells. The different sensibility of different cell lineages to the cytotoxic
action of VCF may be explored in the future to developed therapeutic agents for
specific tumoral cells. An interesting property of VCF toxin is that it kills cells by
apoptotic ways (14), not provoking the consequences of typical necrotic processes.

The Figure 1 shows that the leukemia lineage K562 was the most sensible to
the toxic action of VCF and the UACC-62, NCI-H460 and PC-3 cells exhibited
weak inhibition of cellular growth. As observed in Figure 2, the human leukemia
K562 lineage and the human tumor ovary cells resistant to multiple chemotherapy
drugs (NCI-ADR/RES) were inhibited by the VCF action at the range of 1 to 0.01
ug mL', after 48 hours. The other analyzed cultures (OVCAR-03, 786-O, HT-29
and MCF?7), including the non-tumoral Vero cells, showed low inhibition values of
proliferate processes, demonstrating the toxin specificity for certain tumor cells
lineages.
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The VCF is an enterotoxin (13, 14) that it is cytotoxic for human tumor cell
lineages and induces cellular death at toxin concentrations lower than CDsy. This
potential anti-tumor activity of VCF toxin may be considered for development of
new therapeutic agents based on bacterial toxins. In the future, with the support of
new technologies, may constitute an alternative which will be used to the

development of new drugs and treatments of tumors.
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Figure 1. Exemples of cytotoxic effects observed over human tumoral cell lines
after 30 minutes of VCF action (2,5 ug mL™). Cells were stained with hematoxilin
and eosin (HE). A- NCI-H292 cellular control; B and C- NCI-H292 under VCF toxic
action, showing intense cellular vacuolation and death; D- Hep-2 cellular control; E
and F- VCF toxic action provoking cellular vacuolations, nuclear condensation and
death.
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Figure 2. Growth Inhibition 50 (Gl 50%) assays, used to determine the
necessary concentrations to 50% in vitro inhibition of cellular growth, calculated by
non linear regression, sigmoid kind, by Origin 7.5 software, on assays applying the
pure VCF toxin, at concentrations going from 1 ug/mL to 0,1 ng/mL over different
human tumor cell lines, during 48 hours. Cellular lineages used: UACC-62
(melanoma); MCF-7 (breast); NCI-ADR/RES (ovary resistant to multiple
chemotherapy drugs); 786-0 (kidney); NCI-H460 (lung); PC-3 (prostate); OVCAR-3
(ovary); HT-29 (intestine); K562 (leukemia). Normal cell control: VERO (Green
monkey kidney epithelial cells).

46



	PÁGINAS INICIAIS - MESTRADO - CLÍNICA MÉDICA - FEMININO
	PARTE 1
	PARTE 2

