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PRINCIPAIS ABREVIATURAS

STeveweanns . enterotoxina termoestavel de E.coli
LT veeneenn . enterotoxina termolabil de E.coli
TCrevennvnns . Toxina colérica

LTh....... .. enterotoxina termolabil de E.coli ,

procedente da amostra 40T, de ori

gem humana

LTp.ee.n... . enterotoxina termoldbil de E.coli ,
procedente da amostra 0149/6;' dei
€ origem suina |
LTSeecaannas enterotoxinas termoldbeis de E.coli

LT-I........ denominacdo mais recente da LT clis

sica.
LT-IXI...... . denominacao de nova classe de ente

rotoxina termolabil

ETEC....... . E.coli enterotoxigénica
EPEC....... . E.coli enteropatogénica

EHEC........ E.coli enterohemorragica

IHP......... Prova de imuno-hemdlise passiva

IHRS...... .. Prova de imuno-hemdlise radial sim

ples.
IHR......... Prova de imuno-hemdlise radial mo

dificada

HI..vineenn . Prova de hemaglutinag¢do indireta

ACF..v+..... Adjuvante completo de Freund

AlF....0.. .« Adjuwvante incompleto de Freund

EDTA...... .. acido etilenodiamino tetraacético




ESTUDO DE RECEPTORES PARA AS ENTEROTOXINAS COLERICA (TC) E

TERMOLABEIS (LTs) DE Escherichia coli, EM ERITROCITOS -

INTRODUCAC
Scb o ponto de vista funcional ou fisiologi-
co, o terme "receptor", & usado para definir um com- -

ponente estrutural da superficie celular, gue regulariz

£
Mo

de maneira reversivel um evento biecldgico, ao contato

com um ligante especifico(19).

No caso ‘da Escherichia coli enterotoxigénica

(ETEC), importante agente etioldgico de doengas diarréi
cas gue acometem o homem e animais de varias especies

(100,106,107) , a expressaco de sua toxigenicidade depen-

-de da ligagao das toxinas por ela produzidas, a recep-

tores especificos existentes nas células das vilosida-

des intestinais.

A agdo patogénica dessas bactérias decorre .
principalmente da elaboracdo,simult@nea ou nao, de dois
grupos de enterotoxinas distintos, um termoestavel, de-

signado de ST e outro termoladbil, conhecido como LT (99).

Para gue estas toxinas exergam a sua agao a
nivel intestinal, com consequente produgac de diarréia,

€ necessario primeiramente, que a propria célula bacte-




riana, se fixe na mucosa intestinal do hospedeiro.

Esta aderéncia da ETEC aos receptores intes-—
tinais & realizada via de regra, por estruturas do ti-
po fimbria. Varias dessas fimbrias, tamb@m conhecidas
como fatores de colonizagao, tem sido descritas desde
1961 em amostras de colibacilos enterotoxigénicos cau-

sadores de diarr@ia no homem e animais (38,70,72,128).

Essas fimbrias de aderéncia, variam antigeni-
camente e foram, & principio, identificadas em amostras
de ETEC patogénicas para sulnos, recebendo a denomina-

c3o de K88 (72,73). <

Em 1977, foi descrito o antigeno 987P, também
identificado em amostras origindrias de suinos (70). O
antigeno K99 (83,92), inicialmente rélatado para amos-
tras de E. coli de origem bovina e ovina, foi posterioxr
mente identificado como sendo importante em amostras de

origem suina (70).

Em 1982, foi descrito o antigeno F4l (43), en

contrado em amostras de origem bovina e suilna.

Recentemente, Yano et al (128}, descreveranm
um novo antigeno, denominado de F42, em amostras de
ETEC de oriéém suina. Também outros antigenos de ade-
réncia, ainda nio bem caracterizados, tem sido relata-
dos em amostras de ETEC de origem humana e suina (21,

34,68,77) . m e S . e e [ R

Por outro lado, em amostras de E. coli de oril

gem humana, j& s&o bem caracterizados os antigenos CFA/I




(31), CFA/IY (32), CPFA/III {(20) e EB8775 (121), tendo
seu envolvimento com os quadros de diarréia ja sido de-

monstrado.

Também nos grupos das E. coli enteropatogeni-
cas classicas (EPEC) e enterchemorragicas (EHEC), de inm
porténcia em casos de diarreéeia humana, tem sido obser-
vadas estruturas semelhantes a fimbrias, gque estariam
atuando como fatores de colonizagao para estas amostras

(74,90).

Qpanto aos  receptores para estas fimbrias -de -
aderéncia nos animais susceptiveis, Sellwood rzef‘(_al (103)
e RUTTER et al (98), demonstraram que existem dois fend-
tipos nos suinos gquanto a presenca de receptores espe-

cificos para.o antigeno de aderéncia K88.

Isto significa, que células K88+ so poderiam
aderir aos enterdcitos de porcos, se os respectivos ani
mais ‘apresentassem receptores adequados. Pelas anali-
ses das fragoes soliveis dos enterdcitos dos animais di
tos "adesivos" e '"nao adesivos", revelou=se gue uma
ﬁnicé diferenca quimica existia no perfil dos glicoli-

pideos entre os dois fendtipos.

Supuseram entdo, que este glicolipideo seria
provavelmente o receptor para o antigeno de aderéncia

K88 (98,103).

Por-outro lado, Faris et al (33), -egstudaram
os receptores especificos para CFA/I e para K39, em

hemacias humanas e de carneiro, demonstrando gue a hema




glutinagaoc manose-resistente, causada por estes antige-
nos de aderéncia, era inibida por mono e disialoganglio

sideos, especialmente o GM2.

Um pré-tratamento das hemacias com neurami-
nidase, inibia a hemaglutinacao de CFA/I com hemacias
humanas, mas nao interferia na hemaglutinagﬁo de K99
com hemaécias de carneiro. Por outro lado, apds trata-
mentc com pronase, a hemaglutinagao tornava-se negativa

em ambos 08 Casos.

Esses resultados sugerem, gque glicolipideos.e.
glicoproteinas podem estar envolvidos na adesao dessas
fimbrias, a receptores existentes nas hemacias utiliza-

das nos testes de hemaglutinacao manose-resistente.

Recentemente, Smith et al (108) isolaram de
hemacias de cavalo, um recepﬁor especifico de natureza
glicolipidica, para o antigeno K99. Por outro lado,
Dean e Isaacson (24), caracterizaram bioguimicamente co
mo uma glicoproteina, o receptof em enterdcito de coe-

lho para o antigeno de aderéncia 987p. -

A natureza guimica dos receptores para os fa-
tores de colonizagac mais recentemente conhecidos, tan-
to para amostras de E. coli enterotoxigénicas de origem
humana como animal, incluindo o CFA/III, E8775, F4l, F4dZ
e F165 (34), além dos responsaveis pela aderéncia lo-
calizada em amostras do grupc EPEC e EHEC ainda nao & co

nhecida e carece de investigagoes adicionais.




No caso das amostras do grupo ETEC, as bacté-
rias patogénicas nao sd necessitam produzir  fimbrias
de aderéncia que se liguem a receptores especificos co-
mo mencionado acima, como também devem produzir entero-
toxinas a nivel da luz intestinal, que se ligarao a seus
proprios e especificos receptores, sd entao, causando

doenca.

No grupo das, enterotoxinas termoestaveis, ST,
encontramos nas ETEC, dois tipos basicos de toxinas ca
racterizados por peptidecs de .baixo peso molecular . .
(1.500 a 3.000 daltons), néo-homélogos,-denémiﬁados'_de

STa {(ou STI) e STb (ou STII) (2,94,110,113).

Devido ao baixo peso molecular, as enteroto-
xinas termoestiveis nao sac imunogénicas em condigoes
naturais, isto &, somente induzem a formagao de anticor

pos, gquando acopladas a proteinas (1).

A atividade de $Ta & ensaiada em camundongos
recém~nascidos (23), enquanto gue a STb, & ativa apenas
em alcas intesﬁinais de porcos de 5 a 6 semanas de ida-
de(éi49j. 0 modo de agao da STb € desconhecido (76), en
gquanto gque a STa ativa o sistema da guanil-ciclase
a nivel da membrana, o que provoca um acimulo do GMP-ci
clico nas células epiteliais do intestino, alteragao do

equilibrio hidrossalino e consequente diarréia (100).

A enterotoxina STa de amostras ETEC de origem
humana, bovina e suina, tem sido purificada e seqguencia

da (2,94,122).Apesar da sequéncia de aminoicidos nessas




toxinas, ser heterogénea no N-terminal, o sitio toxigé-
nico estd restritoc a uma sequéncia de - 13 aminoacidos,
do segmento C-terminal (129). Desta forma, STa & na ver
dade uma familia de enterotoxinas com mesmpa atividade
bicldgica, mas com variagOes nas suas estruturas gquimi-

cas (80,109).

Como a maioria dos estudos guanto a STa tem
sido desenvolvidos em modelos animais, principalmente @
mundongos, coelhos e leitoes, varios pesquisadores tem
procurado nas vilosidades intestinais desses animais, ©
provavel receptor para STa. Dados obtidos por Dreyfus
e Robertson (27), revelaram que grupos tiol dos recep-

tores para STa reagem com pelo menos uma das pontes dis

sulfeto da enterotoxina.

Recentemente, Gariépy e Schoolnik (39), uti-
lizando um andlogo sintético da enterotoxina STb marca-
da com iodo radioativo, demonstraram a ligagao dessa to
xina a peptidecs obtidos a pértir de enterdcitos de ra-
tos. Contudo, os resultados até o momento, . guan-

to aos receptores para as enterotoxinas termoestaveis,

ainda nao estaoc bem esclarecidos.

Por outro lado, a enterotoxina termoldbil, LT,
produzida por amostras ETEC, & uma proteina de alto pe-
so molecular (84.000 a 91.000 daltons), imunogénica, asse
melhando-se em muitos aspectos & toxina c¢olérica

produzida pelo Vibrio cholerae (11,12,13,14).

Estruturalmente, arbas sac constituidas por

duas subunidades A e B, sendo que A & formada por uma



inica cadeia polipeptidica, que pode ser desdobrada em
dois fragmentos Al e A2, apds tratamento enzimatico
com tripsina e a B, disposta sob a forma de cinco ca-

deias polipeptidicas (42).

0 mecanismo de agdo da enterotoxina LT, & tam
bém idéntico ao da TC, sendo gue a subunidade B de am-
bas, & a responsavel pela ligagaoc da toxina aos seus re
n

ceptores nas células sensiveis, sejam em condigoes "in

vivo" como Yin witreo" (28).

I'n vivo" , apds a ligagao da toxina, ocorre .a
penetracdo da subunidade A na célula da mucosa intesti-
nal, o gque provoca a dissociacao desse fragmento e con?
sequente ativacao da adenil-ciclase, pelo fragmento Al
(69), levando ao actumulo do AMP ciclido intracelular.
Este aumento faz com gue haja um blogueio da absorgao
de NaCl pelas células apicais da muéosa estimulando ain

da a excregac desse sal pelas células das criptas.

Em consequéncia destas alteragoes no metabo-
lismo hidrossalino, ocorre um aumento da gquantidade de
liguido na luz intestinal e consequente diarréia do ti-

po osmdtico {(41).

Tsuji et al (123), demonstraram que a entero-
toxina LT procedente de amostras de origem humana, era
diferente antigenicamente das produzidas por amostras
suinas. DPosteriormente, fol verificado que a estrutura molecular
da LT de origem suina, era também bastante semelhante a
TC, sendo gue as trés enterotoxinas apresentavam deter-

minantes antigenicos comuns, como também determinantes




exclusivos (67). Em eletroforese de gel de poliacrila-
mida, foi demonstrado gue a mcbilidade eletroforérica
das enterotoxinas LT, de origem humana e suina, e da TG

bem como suas cargas iodnicas, eram diferentes (67).

Devido 3s similaridades imunolOgicas existen-
tes entre as trés enterotoxinas, Ocorre uma protegac cru
zada nas diferentes infecgoes, por causa dos epitopos
em comum. Recentemente, Jacob et al (71) verificaram .
gue um peptideo sintético, o CTP3 constituido dos resi-
duos 50 a 64 da subunidade B da TC, presente também nas

enterotoxinas LT de origem humana e suina, era capaz de
< ) :
induzir a producgao de um antissoro, que neutralizava as

tres toxinas.

Antissoro contra um outro peptideo da TC, o
CTPl, constituido dos residuos 8 a 20, reagiu fracamen-—
te com a LT de origem humana, mas nao com a de origem
suina. Por outro lado, um terceiro antissoro contra qua
tro outros peptideos da TC. ndo reagiu cruzadamente com

~as enterotoxinas heterdlogas.

Os mesmos autores também observaram gque O SO-
ro anti-CTP3 reagia fortemente com a subunidade B das
trés enterotoxinas, enguanto gue o anti-CTPl reagia fra
camente com as fracgoes B da TC e LT de origem humana,
mas nio com a mesma fragdo da LT de origem suina. Po-
rém, esse mesmo soro reagia fortemente com a subunidade

A da TC (71).

Diversos experimentos realizados demonstraram

também, que as subunidades B das enterotoxinas LT de




origem humana e suina, eram imunologicamente mais pro-

ximas entre si, do que em relacao a TC.

Todas essas evidéncias confirmam  portanto,
gue as enterotoxinas LT humana, LT suina e TC, possuem
realmente em comum diversos determinantes anticénicos,
mas ao mesmo tempo possuem seus proprios e especificos

determinantes (40).

Além das semelhangas antic¢énicas mencionadas,

diversas similaridades de efeitos bioldgicos tem sido

caracterizadas em relagao as duas enterotoxinas,  tais
como a ativagdo do AMP cicldco (8§7,100) e a agao cito-
tonica em culturas de tecido das linhagens CHO (46},

VERO (111) e Y1 (25).

Apesar de todas essas semelhangaé, existem im
portantes diferencas ainda nao esclarecidas gquanto a
atividade dessas enﬁerotoxinas, principalmente no gque
concerne 5 duracao do efeito bioldgico causado pelas LTs
e TC, o que se reflete diretamente na intensidade da

doenca clinica a que estac associadas (4,30).

Enqﬁanto que a resposta secretdria a TC so
atinge o maximo apds 3 horas de exposicao e € mantida
por mais 12 horas, a resposta a enterotoxina LT de E.
coli & maxima apds 15 minutos e cessa em um periodo de
tempo similar, quando a mesma € lavada da mucosa do in-
testino delgado de coelho (9,46). Em ambos os casos, ©
curso da resposta secretdria & acompanhada pelo aumento

da atividade da adenil-ciclase na mucosa (45,46).
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As diferencas observadas guanto ao inicio da
acao das duas enterotoxinas, que ativam a mesma enzima
a nivel de membrana, poderiam ser devidas a diferengés
guanto a ligacaoc as células, entrada daenterotoxinanas
mesmas, ou a outros eventos aparentemente ainda nao es-
clarecidos gue transcorram antes da ativag¢ao da adenil-

~ciclase, mas depois da exposigao a enterotoxina (96).

Na ativacgao do AMP ciclico, as toxinas LTs de
E.-coli e a TC agem modificando componentes enzimati-
cos da superficie interna da membrana plasmatica. A agao

enzimatica dessas toxinas, esta associada ao fragmento
fj“. . ‘ R
A e tem sido demonstrada em preparacgoes livres de celu-

las (28).

Entretanto, essas atividades sao em geral -ine
rentes & toxina intacta e s3o apenas expressadas apds
uma ativacao apropriada da toxina, pela ligagao da fra-
cao B aos receptores celulares e resultante liberagao

da cadeia A, tOxica, ou de fragmentos da mesma.

- - .

Por outro lado, a cadeia A livre nao € tOxi-
ca éara animais ou para celulas, fazendo com que se re-
conhega que para a enterotoxina exercer sua fungao, o
componente A da mesma tem que estar associado ao com-
ponentéwB. Este Gltimo componente seria necessario
para gue a toxina se ligasse a receptores na superficie
das células, iniciando assim, o processo secretorio gue

levaria 3@ diarréia subsequente. -

A falta de toxigenicidade das cadeias A 1i-

vres, sugere que a toxina nao entra na célula através de




11

processos de pinocitose ou similares. Ao contrario, tu-
do indica que as enterotoxinas LTs e TC, penetrem atra
vés de um processo de endocitose (pinocitose mediada poﬁ
receptor), sendo gque o componente B, seria o responsavel

por esta ligacao (28).

Tem sido demonstrado, que o componente B livre
ou toxinas gque apresentem a fragéo A inativa, mas ¢ com-
ponente B ativo, sao capazes de inibir os processos me-
diados pelas toxinas Integras, competindo'Eom as mesmas

pelos receptores especificos na superficie das células

(58).
C

Quanto aos receptores para as enterotoxinas LIS
e TC, muitos trabalhos as tem associado ao gangliosi-
deo GM1, gue seria o receptor celular destas toxinas (17,

52,56,57, 63,85,88,130).

Como outros complexos lipidicos, os ganglio-
sideos tem sido bioguimicamente descritos como esfin-
golipideos contendo grupos polares de oligossacarideos,
ligados & uma unidade lipidica, denominada de esfingosi-
na, qﬁe & uma molécula de aminodlcool de cadeia longa,

associada a um dcido graxo também de cadeia longa (78).

Apresentam consideravel variagao de estrutura,
o mais simples contendo em seu grupo polar duas unida-
des de agﬁcaresve o mais complexo, nove. Por outro la-
do, todos os gangliosideos apresentam como uma ou mais
unidades de aglcares terminais, um carboidrato éomum, o
Acido sidlico, denominacac genérica de amino-agiicares re

lacionados derivados do acido neuraminico (50).
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Apesar de cerca de 17 acidos sidlicos diferen
tes, terem sido descritos (7), apenas alguns deles tem
sido detectados nos ganglicosidecs. O mais comum deles,

& o acido N-acetilneuraminico (NANA).

A nomenclatura dos gangliosideos foi propos-
ta em 1963, por Svennerholm (116), sendo gue 20 tipos
diferentes 1ja foram caracterizados, variando conforme
o tamanho do complexo, a posicao do acido siadlico e o

niimero do mesmo dentro.da estrutura oligossacaridica.

Desta forma, quanto ao numero de dcidos sia-
licos em sua estrutura, os gangliosideos sao denomina-
dos de mono (GM), di (GD) e trisialicos (GT); guanto aco
comprimento da cadeia oligossacaridica, como GM1, GMZ2,
GM3 e quanto aos residuos de galactose aos quais os &ci
dos siilicos estd3o associados, por letras miniisculas apds

os numeros (Ex: GDla, GDl1b).

No caso da TC, © gaﬁgliosideo GM1 tem sido
identificado como o receptor para esta toxina em va-
rios tipos celulafes (64). O GMl1 especificamente seli
ga e inativa a TC, sendo que no estudo do efeito desta
toxina nas cé€lulas da mucosa intestinal de diferentes
espécies, tem sido demonstrado uma relagao direta, en-
tre o nimero de sitios ligantes para a TC e o conteiido

de GM1 (58).

Por outro lado, GMl exdgeno tem sido incor-
porado 3 membrana de células deficientes em gangliosi-
deos, sensibilizando—as para a TC e apoiando portanto,

a hipotese de gue o mesmo funcione realmente como o
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receptor bioldgico desta toxina (84).

Entretanto, Morita et al (82) descreveram a
presenca adicional de glicoproteinas capazes de se ligar
34 TC em membranas das microvileosidades do intestino de

rato.

Porém, tais resultados nao foram - confirmados
por Critchley et al (16), gue demonstraram toda a ati-
vidade da PC associada nessas membranas; com um glico-
lipideo gque cromatograficamente se comportou como  ©

gangliosideo GML.

Por outro lado, a natureza dos receptores pa-
ra as enterotoxinas LTs & mais controvertida. De manei
ra similar & TC, sabe-se que a LT se liga avidamente ao
GM1 "in vitro" e & inativada por .esse gangliosideo

(58).

Inclusive um ﬁeste diagndstico para a detecgao da LT
em filtrados de cultura ou diretamente das fezes, foi de-
senvolvido por Svennerholm e Holmgren (3,101,118), uti-
lizando em vrovas de ELISA, o GM1, adsorvido em

um suporte plastico.

Também a incorporacaoc do GMl1 em uma linhagem
de fibroblasto de camundongo deficiente em gangliosi-
deos, tornou capaz de sensibilizar estas células com a
LT de E. coli, respondendo com um aumento no AMP cicli-
co {86)i  Todas essas evidéncias ‘levaram a crer, -gque--0s
receptores para a TC e LT seriam os mesmos, ou seja,

o GMl.
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Entretanto, o coleragendide, toxoide mnatural
da TC, gque atuava em muitos experimentos como inibidor
competitivo da mesma, em certos casos onde havia sido

usado, nao inibia a enterotoxina LT de E. coli (58).

Em um estudo dos receptores para as duas en-
terotoxinas, Holmgren et al (65), analisando enterodoci-
tos do intestino delgado de coelho, verificaram que O
coleragendide nao inibia a agao da toxina LT deE. coli,

inibindo porém a TC.

No mesmo trabalho, os autores confirmeram gue
Co gangliosideo GM1l, & o principal, se nao o Unico, re-

ceptor especifico para a TC.

Quanto & enterotoxina LT, foi verificado gque
apenas uma fracao dos receptoreé apresentava as carac-
teristicas'do GM1l, enguanto que a maioria desses {(quan-
titativamente 10 vezes superior ao gangliosideo GM1),

parecia ser de natureza glicoprotéica (65).

Verificaram gque as células intestinais de coe
lho, -apds terem sido delipidaéaé poOr um processo gue
nac extraia glicoproteinas, perderam a capacidade de se
ligarem & TC. Por outro lado, a fracao delipi
dada do mesmo seja do duodeno, jejuno ou ilec, ou
das membranas dos enterdcitos, ainda retinham. . substan-
cialmente a capacidade de se ligarem a LT de E. coli. O

receptor nao gangliosidico dessa toxina parece ser de

natureza glicoprotéica, por ser resistente a fervura
em pH neutro e ser inativado por oxidac¢ao pelo perioda-

to.
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Trabalhando com intestinoc de cachorros, Nalin
e McLaughlin (89) descreveram, em 1978, que o colerage-
ndide era capaz de bloguear a secrecac de fluido indu-
zida nao s6 pela TC, comc também pela LT. Isto sugere
gue nesta espécie, a maioria dos receptores funcionais
para a LT sejam comuns a ambas as toxinas, © gue con-

trasta com os resultados encontrados em coelhos (65).

Recentemente, Holmgren et al (66}, trabalhan-

do com células epiteliais do intestino humano e com
"brush borders"” isolado;,kdemonstraram gque .a extracao
dos lipideos removia completamente os receptores para a
TC, mas apéﬁas 50% dos receptores para a LT de E. coli,

uma vez que o tecido delipidado ainda retinha a capa-

cidade de se ligar a essa toxina.

Estes autores demonstraram também, gue as duas
toxinas se ligavam fortemente ao gangliosideo GMl1 e em
menor intensidade ao GDlb e a outro monosialogan-
gliosideo nao identificado. Por outrc lado, verifica-
ram em resultados obtidos através de_cromatografia em
camada delgada e auto-radiografia, gque os gangliosIdeos
GM3, GM2, GD3, GDla e GDlb, nao se ligavam a TC

e tampouco & LT de E. coli.

Recentemente, foi descrito um novo tipo de en
terotoxina LT de E. coli, isolada inicialmente na Tai-

léndia} de fezes diarréicas de bufalo (55,95). Da

mesma forma que a TC e o tipo classico-de -enterotoxina - -

termolabil de E. coli, o novo padrao de toxina denomi-

nado entao de LTII, também era capaz de induzir mudan-
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cas morfolbdgicas e de ativar a adenil-ciclase em célu-

las Y1 (55) e CHO (47).

Entretanto, ao contrario das demais LTs des-
critas até o momentoc neste trabalho, e que podem ser
atualmente tambdm denominadas de LThiI, guando origina-
rias de amostras humanas e LTpi, quando originarias de
amostras suinas, a LTII nac era neutralizada pelos so-
ros anti-TC, anti-LThiI nem tampouco pelo anti-LTpl. For
outro lado, antissoros pFep;rados contra a LTII também

nao eram capazes de neutralizar as enterotoxinas LThd,

LTpI e TC.

Os genes estruturais para as LTIs estao pre-
sentes em plasmidios, engquanto que os que codificam pa-
ra a LTIT, parecemlser-cromossomaisEMiSondas genéticas
prepéradas com os genes para LTpl e LTII, sao tao di
ferentes em sequéncia, que nao ocorre hibridizagao en-
tre seus DNAs, mesmo em condigdes que permitem até 45%

de mistura entre os pares de bases.

Quanto a seus efeitos bioldgicos, a enteroto-
xin% LTII &€ 25 a Sb vezes mais potente que a TC ou as
ITIs no ensaio em Y1, mas por outro lado, & incapaz de
causar uma resposta secretdria em alca ligada de coelho

em doses inferiores a 8,8 mg (48).

Quanto a seus receptores, a enterotoxina LT1I,
também difere da LThI, LTpI e TC, uma vez dJue sua
toxigenicidade & muito menos susceptivel & inibigao pelo gan-
agliosideo GM1l, do gue por uma mistura de gangliosideos

(48) .
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Em um levantamento de amostras de E. coli pro
dutoras da enterotoxina LTII em amostras de alimentos e
fezes humanas, foram identificadas 6 amostras que ée
assemelhavam genética e imunologicamente com a LTII (47) .
Dentre estas a amostra 41, isclada de <carne cozida,
produzia guantidades de toxina muito superiores as ou-
tras 5 amostras. Apds a purificacao da toxina produzi-
da por esta amostra, verificou-se que ela apresentava
certas diferengas em relacao a LTIE originalmente des-

coberta.

Com base nas diferengas observadas nos proces-

~ C
sog de purificagaoc, PI, dose tOxica e tratamento com trip
sina, Guth et al (48), propuseram denominar a LTII origi

nal de LTIIa e a procedente da amostra 41, isolada em Saoc

Paulo, de LTIIb.

"Entretanto, no mesmo trabalho, . os autores
util;zando provas mais sensiveis que testes de imuno-
difusao, verificaram por rédioimuneensaio gue existem
determinantes em comum entre os grupos LTI e LTI, em
bora estes sejam pouco imunoldgicos. Apesar da
proposicdao mencionada acima, de denominarmos de LThI as
enterotoxinas termolébeis de E. coli cléssicas, de ori-
gem humana e de LTpI as de origem sulina, tendo em vista
a maior facilidade na leitura, convencionamos denomina-
las em nosso trabalho, respectivamente, de LTh e LTp.

Desta forma, naoc utilizaremos para as enterotoxinas LTs

classicas, a denominacaoc de LTI.
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Ac contrario da LTII, gque nao fol identifi-
cada nas amostras isoladas em Sao Paulo pela prova he-
molitica da imuno hemdolise passiva, adaptada para micro
placas (47,104) wusandoc hemicias de carneiro, as LTs
e a TC sao facilmente detectadas por esta prova e por

outros testes envolvendc estes eritrdcitos.

Desta forma, tem~se observado gue nos eritré-
citos de carneiro ocorre uma sensibilizagao natural
dessas células com as ent@rotoxinas LTs de origem huma-
na e suinae coma TC sem a necessidade de gualguer - agen-
te 1ig32te,"normalmente descrito como essencial ﬁara a
sensibilizagao dessas células com proteinas séricas e

outros antigenos protéicos (5,75,81).

Com base nessas caracteristicas, foi que Evans
et al (29,30} desenvolveram em 1977, os testes de inibi-
cao da imuno hemblise e imuno hemdlise . passiva,
utilizando uma reacao ahtigeno-anticorpo, para detec-

cao da enterotoxina LT.

Nesta técnica, hemacias de carneiro sao sen-
sibilizadas diretamente pelas enterotoxinas LTs prepa-
radas a partir de sobrenadantes de cultura em meio 1i-
guido, em especial, o meio de "Casamino Acids East Extract
(CAYE)". Posteriormente, estas hemidcias sensibiliza-
das sac expostas & antitoxina colérica ou anti-LTs,
sendo que apds a adicdo de complemento ds reagoes, 0OCOX
re a lise-das ‘cdlulas e consequente liberagao-de-hemo- -

globina, gue & entao medida espectrofotometricamente.
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Em trabalhos posteriores, Serafim et al
(104} ,demonstraram gue de acordo com a origem da amos-

tra, resultados diferentes eram observados no teste de

imuno-hemdlise passiva, levando-os a supor, desde
1979, que a LT de origem humana poderia ser diferente

da de origem suina.

Posteriormente, Castro et al (10} introduzi-

“ram modificagOCes nessa prova, gue aumentaram a sensibi-

lidade do teste, principalmente na detecc¢ac de amostras

enterotoxigénicas de E. c¢oli origindrias de suinos,

substituindo o tampdo PBS, normalmente utilizado, pelo

veronal contendo Ions Ca++ e Mgét.

A seguir, a prova hemolitica utilizada na de-

tecgao das enterotoxinas LTs e TC foi adaptada por Se-

rafim et al (105), para uma base sdlida de agarose. Nessa

‘prova, denominada de imuno-hemdlise radial simples, os
autores propuseram que hemadcias de carneiro fossem ini-
cialmente sensibilizadas pelos sobrenadantes de cultura

das enterotoxinas e misturados & agarose, sendo entao a

mistura vertida sobre uma lamina de vidro. Posterior-

mente, eram abertos orificios no gel, onde se aplicavam

os antissoros especificos e por fim, vertia-se comple-

mento sobre a lamina.

Desta forma, nesta prova apenas uma amostra
podia ser analisada por lamina. Posteriormente, Yano et
al (127) propuseram uma modificacao. deste teste, onde

i S T T T S

varias amostras poderiam ser analisadas por lamina. Pe

la modificagao proposta, o suporte de agarose deveria

ser preparado com hemacias de carneiro normais, onde se
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riam abertos peguenos orificios para a aplicagao de so-
brenadantes de cultura de amostras de E. coli provavel

mente enterotoxigénicas.

Apds um periodo de difusao, onde as enteroto-
xinas teriam possibilidade de contatar com as hemacias
de carneiro sensibilizando~as, nos mesmos orificios eram
aplicados os antissoros especificos e posteriormente com-

plemento era vertido scobre as laminas.

Recentemente, Ricci e Castro_(97) utilizan-
do-se, mais uma-vez, da caracteristica das-hemaclas: . de
carneiro se sensibilizarem pelas enterotoxinas LT de
origem humana e suina além da TC, desenvolveram a prova

de hemaglutinagﬁo-indireta. Neste teste, hemicias sen-

sibilizadas pelas enterotoxinas -sac colocadas .em uma -

lamina de vidro, onde se adicionam antissoros anti-TC
ou anti-LTs, preparados em coelhos, secuida da adicao
de anti-IgG de coelho. S0 com a adigac deste  segundo
antissoro, a semelhanca. do que se cbserva na caracteri-
zagao do fator Rh, & qué se obtém hemaglutinacac posi-

tiva, com amostras ETEC produtoras de LT.

Com base na adsorcao natural observada nas pro
vas hemoliticas de imuno-hemdlise radial e com base na
semelhanca observada entre a TC e as LTs, Yano et al,
relataram na discussao de.seu trabalho (127), dgque se-
ria o gangliosideoc GM1 o receptor responséavel pela ad-
sorgac destas enterotoxinas ds hemécias -de carneiro, - sem
terem entretanto, gualgquer dado experimental e concreto

a respeito.
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Na vasta literatura consultada, ao contrario
do que ja se faz no estudo dos receptores para fimbrias
de aderéncia, até o momento o modelo em hemacias, nunéa
foi utilizado para se pesquisar os receptores para as

enterotoxinas LTs e tampouco para a TC.

Em vista das consideracdes apresentadas até o
momento, e da facilidade dos modelos "in wvitro", uti-
lizando provas soroldgicas envolvendo hemicias gque se
sensibilizam pelas enteroctoxinas LTs e TC, nos propu- -

semos no estudo. dos receptores destas toxinas, a desen-—

volver os seguintes objetivos:

1. Caracterizar os receptores encontrados nas hemacias
de carneiro, que promovem a adsorgao das enteroto-
xinas LTg, de origem humana e suina e TC, a essas

células, wutilizando as  provas hemoliticas de
imuno-hemblise radial e ~ a hemaglutinacac in

direta.

2. Verificar a sensibilidade de outros eritrdcitos- as
entercotoxinas LTs, de origem humana e suina e TC,
através de provas hemoliticas e pela hemaglutinacgao —

‘indireta.

3. Verificar o efeito de fatores fisico-gquimicos, so-
bre a ligagao das enterctoxinas LTs, de origem huma-

na e suina e TC, as hemacias de carneiro.

4. Estudar o efeito de diversas enzimas e substancias,
sobre receptores para as enterotoxinas LTs, de
origem hurana e suina e TC, encontrados nas  hemd~

cias de carneiro.
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Verificar o envolvimento das fragoes gangliosidicas
de eritr&citos, na adsorg¢ao das enterotoxinas LTs,

de origem humana e suina e TC, 2 essas células.

Verificar a inibi¢ao das reagoes sorologicas de de-
teccdao das enterotoxinas LTs, de origem humana e sul

na e TC, por gangliosideos purificados.

Verificar a inibic¢io das reag¢oes sorologicas de de-
teccao das enterotoxinas LTs, de origem humana e suil
na e TC, pelas fracOes gangliosidicas extraidas de

hemacias.

Verificar a inibicao .de atividades bicldgicas das
enterotoxinas LTs de origem humana e suina e TC, pe

las fragdes gangliosidicas extraidas de hemacias.

Uma vez gue nao se conhecem as condigoes que fazem
com gue o efeito da doenga clinica causada pela TC
e pelas LTs sejam tao diferentes, procuraremos uti
lizar o nosso modelo "in vitro", para verificar-
mos possiveis diferencas entre os receptores para
estas enterotoxinas.

Considerando-se a facilidade do modelo "in vitro"
e as evidéncias de que a sensibilizagaoc dos eritro-
citos de carneiro, pelas enterotoxinas LTs e TC,
sb pode ser devida a presenca de receptores especi-
ficos nessas células, esperamos contribuir com este
estudo, para um melhor entendimento da relagac des-

tas enterotoxinas, com membranas celulares.




2.

MATERIAL E METODOS

2.1.

Amostras

Selecionamos para o trabalho, 28 amos-
tras de E. coli procedentes de casos de diarréia
no homem e em suinos. Destas amostras, 10 eram de
origem humana, sendoc 8 ETEC e 2 nao enterotoxigé-
nicas e 18 de origem suina, sendo 16 ETEC e 2 nao
enterotoxigénicas. Todas as amostras enterotoxi-
génicas selecionadas'_eram_érodutoras da entérot0m

xina termolabil LTi(LT+).

o a8
Em algumas provas no decorrer do nosso

estudo, trabalhamos com apenas uma amostra de ori-
gem humana (40T) e uma de origem suina (0149/6) ,
tomadas como padrao, comparando-~se os resultados

obtidos nessas provas, com os fornecidos pela TC.

Preparo das Toxinas e Antissoros

Na maioria das provas realizadas durante
a nossa pesguisa, utilizamos preparados brutos das
enterotoxinas LT, obtidos a partir de sobrenadan-
tes das amostras de E. coli cultivadas em meio de
"casamino acids veast extract (CAYE)“, segundo Cas

tro et al (10).

As amostras em estudo foram semeadas em
Erlenmeyers de 125 ml, contendo 10 ml do meic de
CAYE e incubadas a 379C em estufa de agitacao

(150 rpm), por 18 horas. Apds esse periodo, as
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culturas foram entac centrifugadas a 3000 rpm a

49C, por 40 minutos.

Com as amostras 40T e 0149/6 seleciona-
das, preparamos 500 ml de enterotoxina LT bruta,
respectivamente denominadas LT humana (LTh) e LT
suina (LTp), pela mesma metodologia descrita aci-
ma. Tais sobrenadantes de cultura, foram poste—
riormente utilizados em diversas provas de inibi-
cao de reagoes sorolégicas de deteccac da LT, por
substincias guimicas, enzimas, gangliosideos e fra

¢oes gangliosidicas extraidas de hemacias.

Em algumas provas trabalhamos com a LT
de E. c¢oli purificada segundo o método descrito por
Clements e Finkelstein (13), a partir das amos-
tras H-10407, de origem humana e 0149/8, de origem
suina. No processo de purificagéo, as amostras fo
ram inicialmente cultivadas em meio de Mundell por
6 h a 379C e posteriormente semeadas num microfer-
mentador de bancada (Microferm Fermentor - MF 114 -
New Brunswick Scientific Co. Inc.), contendo 3000 ml

do mesmo neio.

ApSs 18 h de cultivo, o sedimentoc bacte-
riano foi separado do sobrenadante de cuitura, por
centrifugacao a 10.000 rpm por 15 minutos e ressus
penso em tampao Tris-HC1l, 0,01M, NaCl 0,9%. A sus
pensac bacteriana assim obtida recebeu{entéo, um
tratamento de ultra-som (Heat Systems Ultrasonics,

Inc. - W185 ~ Branson Sonic Power Co.), por 18 mi-
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nutos em treés periodes intermitentes, com 50 Watts
de voltagem. O material sonicado foi centrifugado
a 10.000 rpm por 30 minutos e seu sobrenadante pos
teriormente precipitado com 60% de sulfato de amd-
nio. Apds a dialise do precipitado, este foi cro-
matografado em uma coluna de Bio Gel AS5m (Bio Rad
Laboratories - Richmond, California), equilibrada
com tampao TEAN (13). A eluicgao do material pro-
cedeu-se com.é mesmo tampao, posteriormente acres-

cido de 0,3M de D-galactose.

As fragoes eluidas que continham- a LT,
detectavel por reagbes soroldgicas, foram reunidas
e concentradas para o volume de 2 ml por ultrafil-
tragdc (Amicon) e cromatografadas em uma coluna de

Sephacryl S—200.

Toxina colérica pﬁrificada, sob a forma
liofilizada, foi adquirida junto & Sigma Chemical
Co. (8t. Louis, MQ). Esta, foi dissolvida em PRBES

0,05M, para a concentragao de 1 mg/ml e em seguida

"armazenada em aligquotas de 100};1, a -209c.

Com as enterotoxinas LTs, de origem hu-
mana e suina purificadas e com a TC, foram prepa-
rados varios soros, inoculandOFse coelhos por vi;
intramuscular, com 50 upg das mesmas, em‘ adijuvante
completo de Freund (ACF}. ApdSs 25 e 50 diasdoﬁni
cio da inoculaqéo, repetiu-se a dose em adjuvante
incompleto de Freund (AIF), sangrando-se entac os

animais apds 10 dias, para prova.




26

Os antissoros preparados em coelhos fo-
ram utilizados nas provas de hemaglutinagao indi-
reta (97), juntamente com © soro anti~-IgG de coe~
lho, preparado em carneiro. No preparo  deste l-
timo sorc, ©s animais foram inoculados por via in-
tramuscular, com 1 mg de imunoglcbulina G de coe-
lho (Sigma) , emulsionada em ACF. Doses adicionais
foram administradas apds 25 e 50 dias, sangrando-

-se os animais apds 10 dias, para prova.

Com a TC, preparou-se também em. cavalo
a respectiva antitoxina, inoculando-se 800 ng de
toxina no animal, por via intramuscular, ﬁtilizan-
do-se o ACF. Doses de reforgo foram administra-
das‘apés 25 e 50 dias, em AIF, procedendo-se entao

a sangria para prova.

Todos os seoros utilizados no trabalho,

foram inatiwvados a 569C por 30 minutos e absorvi-

dos por 3 vezes com a papa das hemacias correspon-

dentes as dos testes em gue seriam utilizados.

Hemacias

Coletamos hemacias das seguintes origens:
carneiro, ccbaia, cecelho, bei e do homem. O san-
gue foi coletado em soluqéo de Alsever, mantido a
49C e utilizado para os testes em um piazo maximo
de 20 dias. No caso das hemacias de cobaia, pro-

cedeu-se a coleta de sangue sempre no dia do uso.



2.

4.

27

Técnicas Soroldgicas Para Deteccao das Enterotoxi-

nas LTs e TC

Na detecgao das enterotoxinas LTs e da
TC, utilizamos como provas soroldgicas hemoliticas,
a imuno-hemdblise passiva (IHP) (10), imuno-hemdlise
radial modificada (IHR) (127) e imunc-hemdlise ra-
dial simples (IHRS) (105}, estas duas ultimas de-

senvolvidas scbre um suporte de agarose.

Em todos os testes hemoliticos, as hema-
cias feram inicialmente lavadas em solugac fisio-
légicale tampdo de trietanolamina (79). Com a pa-
pa de hemacias obtida, foi preparada uma suspen-
sao no mesmo tampac, que diluida a 1/20 em  agua
destilada, tivesse uma absorgéo correspondente a

0,42 de D.O., a 550 nm.

O teste de TIHP foi realizado seguindo-se

"as indicacSes de Serafim et al (104) e Castro et al
(10). A Gnica alteragao por nds introduzida, foi

a substituigao do tampdo veronal, pelo de trieta-

nolamina. Foram consideradas como positivas, as

reagoes cuja liberacao de hemoglobina foi igual ou

superior a“301ng/ml {A42d = 0,17) (10).

A IHR foi realizada em tampas de placas
de microtitulo de 8x12 com, misturando-se 1,3 ml de
hemacias padronizadas a 14,6 ml de agarose a 1% em
tampac de trietanolamina, acrescido de 0,02% de azi

da sddica como conservante. Apds a solidificacgao
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do gel, foram feitos orificios de 4 mm no mesmo,
nos guais 15 Pl de cada amostra a ser analisada

foram aplicados.

As placas de agarose permaneciam entao,
a temperatura ambiente por 18 horas, aplicando-se
apos esse periodo, 15 pl de soro de cavalo antito-
xina colérica, deixando-se difundir o mesmo, por
cerca de 4 horas. Complemento de cobaia diluido
1/10 no tampdo de trietanolamina, era entao verti-
do sobre as placas até cobri-las, permanecendo  as
mesmas - a 379C por 2 horas. A leitura e regpectiva
medida dos halos hemoliti;;s eram feitas apds 18

horas de permanéencia das placas 3 temperatura am—

biente,

A prova de IHRS, foi desenvolvida com he
mécias padronizadas como nos testes anteriores, sen
sibilizadas V/V com as enterotoxinas a 379C por 30
minutos e misturadas no volume de 0,5 ml, a 2,5 ml
- de agarose a 1%, preparada no tampéo de trietano-
lamina acrescido de 0,02% de azida sddica. A mis
tura era entao vertida sobre laminas de vidro de
microscopio e uma vez estando a agarose solidifi-
cada, orificios de 4 mm eram feitos no gel, onde

se aplicavam 15 pl de antitoxina colérica.

Apbs 18 h 3 temperatura ambiente, -em ca-
mara Gmida, as laminas eram cobertas com complemen

to diluido a 1/10 em tampac de trietanolamina e co
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locadas a 379C por 2 h, procedendo~se entac, a lei

tura dos halos hemoliticos.

Nas provas de IHR e iHRS, uma vez dque OS
orificios abertos no gel eram de 4 mm, considera-
mos como positivas, as provas cujos halos hemoli-
ticos eram superiores oOu iguais a 5 mm. Na deter-
minacdo dos titulos das toxinas, estes foram defi-
nidos como as mailores diluigoes destas gue apre-
sentassem um halo de hemdlise maior  Ou igual

a 5 mm.

De maneira geral, utilizamos nas provas
hemoliticas de IHP, IHR e IHRS, O s0I0 antitoxina

colérica preparado em cavalo.

Finalmente, como té&cnica soroldgica de
detecgaoc das enterotoxinas LTs e TC, usamos a pro-

va nao hemolitica da hemaglutinagao indireta (1),

"desenvolvida segundo Ricci e Castro (97). besta

forma, hemiZcias padronizadas da mesma maneira gue
para OSs testes anteriores, foram inicialmente sen-
sibilizadas V/V, com as enterotoxinas LTs € TC,
por 30 minutos a 37¢C. aApds esse periodo, apli-
cou-se 18 ml das hemacias sensibilizadas em 15mi-
nas de vidro, acrescentando—se igual vélume de an-

titoxina colérica, preparada em coelho. &Apds ho-

mogeneizagdo da reagac com um palito estéeril, acres

centou~se soro de carneiro anti-IgG de coelho,ﬁhv““=%m%

mogeneizando-se novamente a mistura. Dentro de 2
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minutos realizava-se entao a leitura da prova, con
tra um fundo branco. A presenca de hemaglutinagao,
refletia um resultado positivo. Na determinagéé
dos titulos das enterotoxinas, estes foram defi-
nidos como as maiores diluigoes das mesmas gue
guando misturadas 3s hemacias e analisadas pela
HI, apresentaram ainda, reagdes de hemaglutinagao

positiva.

Com exceg¢ao dos casos onde se coloca ex-—
plicito o uso de outros eritrocitos, as provas so-
roldgicas foram sempre realizadas com hemacias de

carneiro.

Adaptacao das Técnicas Soroldgicas de Detecgac das

Enterotoxinas LTs de Origem Humana e Suina e da TG

a Eritrdcitos de Diferentes Origens

Eritrdcitos procedentes de éoelho,aimia,

galinha, boi e do homem, foram estudados quanto &

.sua possivel sensibilizagao Ppelas enterotoxinas

LTs, de origem humana e suina.

Desta forma, as provas de IHP, IHR e HI,
foram desenvolvidas com as referidas hemacias, ten
do sido as anti-TC, preparadas em cavalo ou em coe
lho, usadas nestas provas absorvidas previamente
com as mesmas. Os resultados cbtidos quanto a
reagdes sorolbgicas positivas na detecgao de dife-

rentes amostras enterotoxigénicas de E. coli, de
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origem humana e sulna, foram sempre correlacicna-
dos com os observados nos testes feitos nas mesmas

condigGes, com hemacias de carneiro.

Com relagao a TC, procedemos de maneira
semelhante, utilizando entretanto, apenas as pro-~
vas de IHR e HI nos testes de sensibilizagao e he-

macias procedentes de boi, cobaia e do homem.

Estudos do Efeito de Diferentes Fatores Fisico-Qui

micos, na Ligacao das Enterotoxinas LTh, LTp e TC

a2 Receptores em Hemacias de. Carneiro

2.6.1. Efeito do pH

A fim de verificarmos o efeito
da concentracdo hidrogenidnica sobre a 1i
gagéo das enterotoxinas LTs e da TC, aos
receptores em hemacias de carneiro, anali-

samos esta reagéo em diferentes pHs.

Desta forma, hemacias de carneiro
foram lavadas e padronizadas a uma absor-
bancia de 0,42 a 550 nm, em tampdo de trie
tanclamina com o pH acertado para os se--

guintes valores: 8,5, 57,2 e 5,0.

Em tubos eppendorfs, misturamos

et e e

entdo, 0,6 ml das diferentes suspensoes de

hemacias de carneiro a 0,6 ml de diferen-

tes diluigaes das enterotoxinas LTh, LTp e
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TC, diluidas em razao de 2 nos tampoes

correspondentes.

A mistura permaneceu a 379C por
30 minutos, apds os guais as c&lulas foram
lavadas por 3 vezes com tampao de trieta-
nolamina, pH 7,2. 0O sedimento final, re-
presentado pelas hemacias lavadas, foi en-
tao ressuspenso em 0,6 ml do tampao normal,
sendo que O,§ ml desse volume, foi mistu-
rado a 2,5 ml de agarose a 1% e .analisado
pela prova de IHRS e o restante 'utilizado
na prova de HI, determinando-~se pelos dois
testes, o titulo das enterotoxinas em estu

do.

Efeito do Tempo de Contato

Para avaliarmos a influéncia do
tempo de contato na adsorgao da LTh, LTp e
TC &s hemacias de carneiro, estas foram mis
turadas, interrompendo-se o tempo de con-
tato e verificando-se a sensibilizagao das

mesmas .

Desta forma, as hemacias | foram
lavadas e padronizadas em tampao de trie-
tanolamina, sendo gue 0,6 Ml desga suspen~
sao, foram misturados em eppendorfs, ac mesmo

volume de diferentes diluigEésndastoxinaa




2.6.3.

ApOs os periodos de 2, 5, 15 e 30 mi-
nutos de contato, as hemacias foram imedia
tamente centrifugadas a 12.000 rpm por 30
segundos, em microcentrifuga (Beckman - Mi-
crofuge B) e lavadas trés vezes em tampao
de trietanolamina. As hemicias . lavadss
foram entdo ressuspensas no mesmo tampao,
no volume de 0,6 ml, sendo que 0,5 foram mis
turadeos a 2,5 ml de agarose a 1%, proceden-
do~ée a éﬁoﬁa de IHRS e o volume restante,
utilizado néé'%estes"de HI, determinando~
-se por ambés ©s tesﬁés o &€itulo das en-

terotoxinas.

Efeito da Temperatura de Incubacao

Para podermos analisar o efeito
da temperatura na adsorgao das enteroto-
xinas LTh, LTp e TC, &s hemacias de car-
neiro, estas foram incubadas em diferentes
condigoes. Desta forma, hemacias de car-
neixro foram lavadas e padronizadas, mistu-
rando-se entdo, 0,6 ml dessa suspensao a
0,6 ml de diferentes diluigoes das toxinas,
obtidas em razdo de 2. As diferentes mis
turas foram em seguida, incubadas as tempe
raturas de 4 e 229C, sendo os“ resultados

obtidos, comparados aos cbservados a 379C.
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ApOs 30 minutos de sensibiliza-
¢ao, os tubos eppendorfs contendo as hemé-
cias mais as toxinas, foram centrifugadoé
em microcentrifuga a 12.000 rpm por 30 se-
gundos, lavando-se as células por 3 vezes

em tampao de trietanolamina.

Com as hemacias assim sensibili~
zadas, procedeu-se a prova de IHRS e a HI,
determinando-se por ambos os testes o ti-

tulo das enterotoxinas.

Efeito de Diferentes Substancias Quimicas, em Re-

ceptores da Hemdcia de Carneiro, para as Enteroto-

xinas LTh, LTp e TC

2.7.1. Carboidratos e Polialcoois

Conhecendo~se a afinidade da LT
pela D-galact8se, através dos trabalhos de
sua purificacao (13) e supondo-se que os
receptores para as LTh, LTp e TC em he-
macias de carneiro, poderiam eventualmente
serem inativados por mono_e dissacarideos,
realizaﬁos diversos testes de IHR, na pre-
senga desses aclicares, bem como de alguns

polialcoois.
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Deste modo, as hemicias de car-
neiro foram inicialmente lavadas e padro-
nizadas em tampao de trietanolamina, con~
tendo 1% de diferentes carboidratos e po-
lidlcoois, procedendo-se entao, a prova de

IHR,

Foram analisados quanto a uma
possivel inibicdo da reagao, os seguintes
acicares e polidlcoois: maltose, lacto-
se, rafinosé, D-manose, dulcitol, glicose,
metil D;glicosideo, D-galactose, sdrbitol,
arabinose, inositol e celobiose. Com re-
lagao a essas provas, foram verificados os
halos de hemdlise de 24 sobrenadantes de
cultura de E. coli em meio de CAYE, prepa-
rados a partir de amostras enterotoxigéni-
cas, de origem humana e suina, sabidamente

produtoras de LT.

Enzimas

Com a finalidade de tentarmos ve
rificar a provavel constituicao quimica dos
receptores para a LTh, LTp e TC encon-
trados no nosso modelo de estudo, a hemi-
cia de carneiro, nos propusemos a estudar
0 efeito de diferentes enzimas sobre a mes

ma.
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Desta forma, as enterotoxinas
foram tituladas por testes soroldgicos
utilizando-se hemdcias de carneiro trata-
Gas por diferentes concentragoes das  se-
guintes enzimas: neuraminidase, tripsi-
na, protegse, papaina, dextranase e ribo-

nuclease(izé).

As enzimas foram diluidas segun-
do Bartus et al (6), utilizando-se 0,05M
HEPES (éciéo N-2-hidroxithiepiperazine-N'~
21 _etanosulfdnico), como tampac. Na Ta-
bela 1, temos a procedéncia das enzimas,
as concentracdes das mesmas que foram tes-
tadas e os . respectivos diluentes acresci-
dos do sal acima mencionado, tendo sido ©
pH final das solugbes, acertade com NaOH

0,1N e HClL 0,IlN.

Em todos os experimentos enzima-

ticos, as hemécias de carneiro foram ini-

cialmente 1avadas.e pa&roniéadas no tampao
correspondente da reagao (Tabela 1). Se?
parou-se entao, em tubos de vidro, 4,0 ml
da suspensao de pemécias paéronizadas, que
foram centrifugadas e ressuspensas no mes
mo volume, com as diferentes concentragBes
das enzimas em andlise. Em cada experimen
to, reservava-se um dos tubos paré contro
le da reacao, com as hemacias ressuspensas

apenas no tampao diluente das enzimas.
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As hemacias permaneciam em conta
to com as respectivas enzimas por uma ho-
ra a 379C, apds a qual eram centrifugadas
e lavadas trés vezes em tampao de trieta-

nolamina.

Uma vez lavados, os eritrbcitos
eram ressuspensos em 4,0 ml do mesmo tam-
pao, sendo que 1,3 ml desta suspensao de

hema@cias eram misturados a 14,6 ml de aga-
rose a 1%, procedendo-se a prova de IHR. O
restante era utilizado nas provaé de HI,

sendo gue por ambas as técnicas titulou- .

-se as enterotoxinas LTh, LTp e TC.

0 estudo da enzima neuraminidase
sobre os receptores para as enterotoxinas
LTh, LTp e TC em hemacias de carneiro,
foi estendido para as hemacias de origem
humana e de cobaia, utilizando-se para tal,

a mesma metodologia descrita acima.
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Tabela 1. Reagentes e respectivas wconcentracoes, utili-
zadas nos ensaios enzimaticos
Concentracoes
Reagente Origem Diluente pH Analisadas
Neuraminidase SIGMA PBS_ 6,0 100, 50, 25,
15, 10, 5 e
1. mu/ml
¢
PTripsina SIGMA 0,9% NaCl + 7,6 10,2, 1, 0,5,
1mM CaCl2 0,25, e 0,125
mg/ml
Protease SIGMA - PBS + lmMca™ 7,0 2,5, 1,25,
' ++ 0,675, 0,3115,
ImMMg ™ 0,15625 e
0,078125 mg/ml
Papaina SIGMA PBS 6,5 6,1, 0,05,
0,025 e
06,0125 mg/ml
Dextranase SIGMA PBS 6,0 25, 10, 5,
2,5e 0,25 U/ml
Ribonuclease SIGMA PBS + lmMca™tt 7,5 ¢, 2,5, e

0,675 mg/ml
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Substancias Quimicas Diversas

De maneira semelhante aos trata-
mentos enzimaticos, as hemacias de carnei—
ro foram tratadas por diversas substancias
guimicas para que pudéssemos verificar o
efeito das mesmas sobre ds receptores para

as enterotoxinas LTh, LTp e TC.

As substancias gue analisamos fo
ram: periodato de s&dio, EDTA (acido eti-
lenodiamino tetraacético), uréia, mercap-~
toetanol, sulfito de sddio, desoxicolato

- C
de s0dio e guanidina-HC1.

Temos na Tabela 2, a procedén-
cia, diluentes e as respectivas concentra-
¢oes utilizadas de cada uma dessas substéan

cias, no decorrer do nosso estudo.

De maneira semelhante & metodo-
logia j& descrita quande nos tratamentos
enzimaticos, inicialmente as hemacias =~ de
carneiro foram lavadas e padronizadas nos
tampoes diluentes, correspondentes & cada
substancia (Tabela 2). Em diferentes - tu-
bos de ensaio, distribuimos 4 ml de cada
suspenséorde hemacias, que foram em segui-
da centrifugadas. O sedimento obtido foi
entao ressuspenso em igual volume das di-
ferentes concentragoes das substancias, dei

xando-se a mistura incubada a 379C por 1 h.
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Sempre em cada experimento, reservava—-se
um dos tubos para controle da reagéo,
ressuspendendo-se as hemacias apenas no

tampao diluente.

Apds o periodo de incubagao, as
hemicias foram lavadas trés vezes em tam-
pao de trietanolamina e ressuspensas em
4 ml do mesmo. A partir desta Gltima sus-
pensao, procediam-se as provas-de IHR e HI,
realizadas com as hemacias tratadas, titu-
lando-8e as enterotoxinas LTh, Imé, e TC.
Os titulos obtidos nestes testes, eram en-
tao comparados aos cbservados nas provas
controle, realizadas com hemacias nao tra-

tadas pelas substancias em questao.
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Efeito do Formol

Para verificarmos a estabilidade
dos receptores para LTh, LTp e TC em
hemacias de carneiro, apbés o tratamento
com formol, analisamos primeiramente a to-
xigenicidade dos sobrenadantes de cultura
preparados com 9 amostras de origem huma
na e 9 de origem suina, através da técnica
de HI, util%zando hemacias formolizadas.
Foram determinados também os titulos das
enterotoxinas LTh, LTp e TC, -obtidos
com hemécias frescas e formolizadas, atra~

vés da mesma técnica.

Para a técnica de formolizacao, pro-
cedeu-se segundc Ingrahan (79), sendo qué
a adigao do formol &s heﬁécias foi  gra-
dual e apds termos atingido a concentragao
final de 8%, a suspensao celular ainda per
manéceuﬂsob agitagao constante por 18 h a

49C.

Nas reagdes de HI realizadas com

hem3cias formolizadas, utilizamos, além do

antissoro anti-TC, o0s soros anti-LT de
origem  humana e  suina, adsorvidos
com estas hemacias. Os resultados
chservados foram comparados. -aos . eb- f..”;

tidos com hemacias nao tratadas

com formol.
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Extracdo das Fracoes Gancliosidicas, a partir das

Membranas de Eritrdcitos de Carneiro, Boi e Cobaia

Com o objetivo de verificarmos se os re-
ceptores para as enterotoxinas LTs e TC esta-
riam presentes nas fragoes gancliosidicas, estas
foram extraidas dos eritrocitos de carneiro, boi e
cobaia, segundo o método descrito por Suzuki
(114). Assim sendo, coletamos em solugao de Alsever
aproximadamente 500 ml de sangue dos animais men-
cionados acima. O sangue obtido foi entaoc.centri
fugado e as hemdcias sedimentadas, lavadas trés ve
zes em solugao fisioldgica. Apds a lavagem, as he
macias foram lisadas em tampao fosfato pH 6,8,

0,001M.

Em seguida, este material foi centrifu-

gado a 10.000 rpm por 30 minutos e, com a finali-

‘dade de eliminarmos a hemoglobina liberada, lavado

- por duas vezes consecutivas, nas mesmas condigoes,

com o tampao de lise.

O sedimento resultante das hemdcias lisa
das, foi entéo ressuspenso em 20 volumes de uma
mistura de cloroformic e metanol (2:1), permanecen
do na mesma por 24 h a 49C, sob agitagao constan-
te. O homogeneizado obtido apds estaextragao, foi
filtrado em papel Whatman n%® 1 e o residuo retido
novamente homogeneizado em 10 volumes de uma mis-—
tura de cloroformio e metanol (1:2). ApOs perma-

necer a 49C por mais 4 horas, o residuo foi nova-
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mente filtrado. Misturamos entao os filtrados ob-
tidos apOs as duas extragOes e, mais cloroformio
foi adicionado, até alcangarmos a proporgao de clo

roformio/metanocl, igual a 2:].

Aos filtrados, acrescentou-se na propor-
¢ao de 1/5 do volume, uma solugio de KCl1 a 0,88%.

2pds esse procedimento, os materiais foram homoge-

neizados e colocados em uma proveta de 1000 ml.

Uma vez estando as fases. bem distintas, com o au-

xilio de uma pipeta Pasteur, retiramcs a fase su-

perior aguosa, enguanto que a fase inferior ﬁﬂ.cég

centrada em um evaporador rotatorio.

A0 concentrado da fase inferior, acres-

centamos KC1 a 0,88%, metanol e cloroformio na pro

porgdo de  47:48:3  (V/V/V). A mistura assim

preparada, fol novamente colocada em uma proveta

de 500 ml e mantida em repouso para gue pudéssemos

obter uma boa separacao de fases. Mais uma vez re
tiramos com uma pipeta Pasteur - a fase superior
- aguosa e concentramos a fase inferior em um evapo-

rador rotatdbrio. Ao volume restante, acrescentou-

-se, agora, agua, metancl e cloroformio, na propor
cao ‘de = 47:48:3 (V/V/V). Novamente a- mistu-~

ra permaneceu em uma proveta de 500 ml, sendo gue

nesta Qiltima separacac das fases, por um periodo

mais longo, de aproximadamente 48 h, tendo em vis-

ta a dificuldade de visualizagao das diferentes fa

s5€8.
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A fase aguosa superior foi retirada, reu
nida com as anteriores e concentradas em evapora-
dor rotatdrio, tendo sido o residuo resultante, diﬁ
solvido em tampao Tris-HC1 0,01M, pH 7,2 e diali
zado contra o mesmo tampac por 16 h. As fracgles
gangliosidicas assim obtidas das diferentes hema-
cias, foram entao separadas em aliguotas de 200 nl

e estocadas a ~209C.

Dosacem do acido . sidlico

A guantidade de acido sidlico presente
nas fragoes ganagliosidicas das diferentes hemicias
foi dosada colorimetricamente, pela técnica do re-

sorcinol~HCl, desenvolvida por Svennerholm (115).

Nesta técnica, preparamos um reativo cm

tendo 0,2 g de resorcinel, misturado a 0,25 ml de

‘'sulfato de cobre 0,1M, acrescido de 80 ml de HC1

concentrado, tendo sido o volume completado para

100 ml com agua destilada. —

Para a dosagem do acido neuraminico, mis
turamos em duplicata, 2 ml de uma diluicao a 1/20
das fracoes gangliosidicas extraidas das _hemacias
de carneiro, boi e cobaia a 2 ml do reativo descri

to acima.

Como controle, misturcu-se - a
mesma reagao a ser dosada, 2 ml do reativo,

sem o resorcinol.
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Paralelamente, consideramos como padrao
do &cido sidlico, a mistura de gangliosideo tipo
II, purificada a partir de cérebro bovino (SIGMA),
contendo aproximadamente 20% de &cido N-acetilneu-
raminico. A suspensac padrao de gangliosideos ti-
po IT1 foi, entio diluida a 15 e 30 pug de &cido

sidlico por ml, com tampao Tris—-HCL, 0,01M, #H 7, 2.

Com cada uma dessas diluigbes padrao, mon
tou-se o0 mesmo esguema de reagao descrito acima pa
ra a dosagem de Acido sidlico nas fragOes ganglio-
sidicas extraidas das hemicias. Os tubos . com as
solucoes foram entao aguecidos em agua fervente
por 15 minutos e em seguida, resfriados em agua

corrente.

A cada tubo adicionou-se 5 ml de &lcool
amilico, agitando-se vigorosamente os mesmos. Apds
esse procedimento, as reagoes foram deixadas em ba
‘nho de gelo por 15 minutés, apbs os quais trans-
feriu-se o conteﬁd? dos tubos para cagapas de wvi-
dro, centrifugando-se as mesmas a i.bOO rpm por 2

minutOS.

Antes da leitura espectrofotométrica, os
tubos foram mantidos em kanho de gelo, retirando-
~-se para a medida da absorvancia, a fase su-
perior amilica, com o auxilio de uma pipeta Pasteur.
Esta, foi realizada a 580 nm, sendo a leitura dos
tubos controle, subtraida das amostras em ‘testa.
A quantidade de acido sialico dos preparados em tes

te, foi calculada pela comparagac das absorvancias
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obtidas, com as das solugOes padrao.

A dosagem de proteinas nas fragoes gan-
gliosidicas obtidas das hemacias de carneirc, boi
e cobaia, foi realizada segundo a técnica de Hartree

(21), com o reativo de Folin~Ciccalteau.

Cromatografia em Camada Delgada de Silica Gel

A cromatoagrafia em camada delgada foi de
senvolvida segundo o método de Penick et-al (93),
(com algumas modificacoes. Placas de vidro de
20 x 20 cm, foram preparadas com uma mistura de
25 g de Kieselguhr G (MERCK) e 25 g de silica gel
G (MERCK) suspensos em-100 ml de &gua destilada.
As placas foram entdo secas ao ar em temperatura
ambiente e lavadas com uma mistura de metanol-éter,
(v/Vv ), permitindo-se gue o solvente ascendesse

nas mesmas, dentro de uma camara de vidro.

Apds essa lavagem, novamente as placas
.foram‘secas ao ar e guardadas em suportes de madel
ra, sendo que imediatamente antes de serem utili-
zadas, eram aguecidas a 1209C por 90 minutos. Nas
placas, as solugbes dos gancliosideos, quer padrao
quer em analise, foram aplicadas em aliquotas de 5ul,
com © auxilio de aplicadores de acrilico, deixan-
do-se -uma-distancia minima.de 1 cm entre -as —apli-
cagoes. Apds cada aplicagdo, os materiais eram com

pletamente secos com o auxilio de um secador de ca
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belos, s& entidc procedendo-se a aplicagao de ali-

guotas subseguentes, até atingirmos a concentragao
apropriada de 15 pg de acido siadlico  por fracgao

gangliosidica dos eritrbcitos em estudo.

A cromatografia ascendente nas placas de

silica gel foi desenvolvida com uma mistura de sol
ventes contendo n-propancl e &gua destilada na pro

porgao de 7:3 (V/V). BAs placas foram entac nova-

mente secas ao ar e reveladas no interior de uma

capela, aspergindo-as com o reativo de resorcinel,

o mesmo utilizado na dosagem do acide sialico, com

CZ
o auxilio de um vaporizador de vidro propulsionado

pela saida de ar de uma bomba de vacuo manual.

Para o desenvolvimento da coloragac in-

dicativa de &cido sidlico apds a aplicagao do rea-

tivo, as placas cromatografadas foram cobertas com

uma placa de vidro e colocadas em estufa a 130-1359C,

por 20 minutos.

Inibica3c das Reacgoes Soroldgicas de IHR e HI, na De

rados Lisados e Delipidados de Hemacias de Carnei-

ro e de Boi

Para verificarmos se as hemacias de car-

ot ettt o £

neiroc e as de boi, submetidas ao tratamento com cl

roformio e metanol para extragac da fragao ganglio-

sidica, haviam perdido os receptores para as ente~
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rotoxinas LTh, LTp e TC, realizamos diversos ex
perimentos com o estroma obtido apbs esse procedi-

mento.

Utilizamos ainda para estudos comparati-
vos, membranas dos eritrocitos destes mesmos ani-
mais, obtidas apds simples lise das células em tam
pac fosfato 0,001M, pH 6,8. Tanto o estroma deli-
pidado, como a suspensao lisada dessas hemacias,
foram centrifugado; a 10.000 rpm por 40 minutos,
por trés vezes. Em ambos os casos, 0§ -precipita-
dos obtidos apds as lavagensrdos~materiais; - foram
reSSuspensogrem PBS 0,05M e liofilizados. Pre
pararam-se entao, suspensoes contendo 20 mg dos lio
filizados por ml de PBS, que foram homogeneizadas
por tratamento em aparelho de ultra-sam (Heat Systems
Ultrgsonics, Inc., - W185 - Branson Snic Power Co.) .,

com 50 watts de voltagem por 30 minutos, em banho

de gelo.

Em seguida, volumes de 0,5 ml de cada
-preparacgao, ou sejam, as cobtidas por tratamento das
hemacias com cloroformio e metanol ou as resultan-
tes do processo de lise, foram adicionadas a tubos
de ensaio e misturadas a 0,5 ml das enterotoxinas
LTh, LTp e TC, esta Gltima contendo 10 ug/ml.
As misturas permaneceram a 379C por uma hora, apds
a qual foram centrifugadas a 10.000 rpm por 40 mi-
nutoé, diluindo-se os sobrenadéﬁtes“obtiébs;;;ﬁéég“

pao de trietanolamina, na razao de 2.




50

Verificou-se entao o titulc das entero-
toxinas LTh, LTp e TC, apds terem tido contato
com os preparados delipidados e lisados das hemét--w
cias de carneiro e de boi, pelas provas de IHR e

HT.

Paralelamente, determinou-se pelas mes-
mas técnicas, o titulo destas enterotoxinas guando

nao tratadas pelos preparados mencionados acima.

Inibicao Pelos Ganeliosideos CM1, GDla e GT1  das
Reacoes Soroldgicas de IHR e HI, na Deteccao das En

terctoxinas LTh, LTp e TC

Para verificarmés a possibilidade‘de ini
bigéq da ligagdo das enterotoxinas LTs e TC, aos
receptores das hemidcias de carneiro, pelos ganglio-
sideos GMl, GDla e GTl, estes foram mistura-

dos as toxinas, antes de serem as mesmas tituladas

pelas provas de IHR e HI. Os gancliosideos em

questac foram adquiridos puros, junto & Supelco
Incorp., Bellefonte, Pa (U.S5.2.}, na concentragéo
de 5 mg/ml é distribuidos em aliquotas de 100 ul,

mantidas a -20¢C.

Inicialmente, as enterotoxinas - LTs, de

origem  humana e suina, purificadas respectivamen-

te a partir das amostras 10407 e 0149/8, foram di-

luidas na razaoc de 2 com tampao de trietanolamina.
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Identico procedimento foi adotado para a TC, par-
tindo-se de uma solugao contendo 0,08 ng/ml, e pa-

ra as enterotoxinas LTh e LTp.

Em microplacas, misturamos entao 100 ul
das enterotoxinas acima mencionadas, nao diluidas
e diluidas, a 100 ul dos gangliosideos GM1, GDhla
e GT1l, na concentracgao de 100 pg/ml. As misturas
permaneceram em banho-maria a 379C, apds te

rem sido recobertas com uma fita adesiva. Findo

esse periodo, 15 M1l das diferentes misturas&;foram
aplicadés“emrplacaS'de agarose,\preparadaénégk“heém
mécias de carneiro e analisados pela IHR(125). Pa
ralelamente, 50 pl das mesmas misturas foram tam-

bém utilizadas em provas de HI (97), apbs terem si

do misturadas & hemacias de carneiro padronizadas.

Por outrc lado, titulamos estas entero-
toxinas pelas provas de IHR e HI, para podermos
comparar os titulos aos obtidos apds  a mistura

com os gangliosideos GMl, - GDla e GTI1.

Para verificarmos gqual dos tres ganglio-
sideos pesquisados teria maior ou menor afinidade
pelas enterotoxinas em questao, impedindo que es-
tas se adsorvessem a receptores em hemdcias de car
neiro, foram os mesmos posteriormente, diluidos e

misturados a uma mesma concentragao das enteroto-

xilnas -em--estudo. . - — - S e e e i i i

Desta forma, diluimos em microplacas os

gangliosideos GMl, GDla e GT1, com tampao
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Tris-HC1 0,01M, pH 7,2, na razao de 2 e mistura-
mos, em outra microplaca, 100 pl dessas diluigoes,
em separado, a 100 nl das enterotoxinas LTh, LTp

e TC (solugdo contendo 0,08 pg/ml).

ApOs terem permanecido a 379C em banho-
-maria por uma hora, as misturas toxinas—-ganglio-
sideos foram ensaiadas pelas provas de IHR e HI,
como descrito acima. Mais uma vez, os resultados
obtidos foram comp;rados aos observados quanto a
atividade antigénica aas mesmas toxinas usadas nos
experimentos, pelas mesmas provas 90r016giﬁas,=sem
terem tido estas, contato algum com os gangliosi-

deos em guestdo.

Paralelamente, verificamos como controle
se havia um possivel efeito direto nas provas de

IHR e HI, das maiores concentragoes dos ganglio

.sideos estudados.

Inibic30 pelas FracoOes Gangliosidicas Extraidas das

Hemacias de Carneiro, Boi e Cobaia, das Reagoes So

roldgicas de IHR e HI na Deteccao das Enterotoxinas

LTh, LTp e TC

As fragoes gangliosidicas extraidas das

hemacias de carneiro, boi e cobaia, foram dosadas

pelo método do resorcinol-HCl (115) e tiveram

suas concentracoes acertadas para aproximadamente
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15 pg de acido sidlico/ml, com tampao de trietano-
lamina. Em uma placa de ﬁicrotitulagéo, mistura-
mos 50 ml de varias diluigoes (cbtidas em razao de
2) das enterotoxinas LTh, LTp e TC, & igual
volume das fragdes gancliosidicas, estas na con-

centragao de 15 ng de acido sidlico/ml.

ApOs ter sido coberta com uma fita ade-
siva, a microplaca permaneceu em banho-maria a 379C.
por uma hora, tendo sido entao verificada a ati-

vidade anticénica das misturas, pelas provas deIHR

e HI.

Posteriormente, para compararmcs qual das
fragoes gangliosidicas seria capaz de inibir as rég
¢oes soroldgicas em menor concentragac, estas fo-
ram diluidas em microplacas, em razao de 2, aproxi-
madanmente a partir de 6 jg de acido siadlico/ml e
misturadas V/V, a uma mesma concentracao das en-
terotoxinas LTh, LTé e TC (solugao contendo
0,08 ng/ml). As misturas também permaneceram  em

-contato per 1 hora a 379C7 ~e . foram examinadas
guanto a presenca de toxinas antigenicamente ati-
vas, pelas provas de IHR e HI. Comoc controle,
as mesmas toxinas sem terem tido contato comas fra
¢oes gangliosidicas, foram  examinadas pelas
provas soroldbgicas mencionadas acima, determinan-

do-se os titulos das mesmas.

Paralelamente, verificamos como contro-

le, se havia um possivel efeito diretn, nas provas
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de IHR e HI, das maiores concentragdes das fra-

coes ganglicsidicas estudadas.

Inibicao pelas Fracoes Gangliosidicas Extraldas das

Hemdcias de Carneiro, Boi e Cobaia do Efeito Cito-

tonico causado pelas Enterotoxinas LTh, LTp e TC

em Cé&lulas VERO.

Com o objetivo de verificarmos a possi-
bilidade de inibigao de um efeito Biolégico das en
terotoxinas LTh, LTp e TC, pelas fragdes gan
gliosidicas extralidas das hemicias rde carneiro,
boi e cobaia, estas foram incubadas com diluigoes
das toxinas, observando-se pos__ter_io,rménte o efeito ci
totOnico dessas misturas em culturas de células

VERO .,

Desta forma, inicialmente titulamos o]

efeito de nossos preparados das enterotoxinas LTh,

LTp e da TC (solucdo contendo 10 pg/ml), dilui-

das em razao de 2, emtmicroplacas contendo células

VERO. ©No preparo das toxinas para a cultura de te
cido, estas foram centrifugadas em tubos eppendorfs
estéreis, a 12.000 rpm, por 30 minutos, acrescidas
de 80 ug de gentamicina /ml. Apds a centrifugagao

transferiu-se assepticamente o sobrenadante para

outras cagapas estéreis, com o auxilio de pipetas
Pasteur. Foram entao adicionados nas concavidades

contendo cerca de 2.10% células VERO,‘SO 1l de ca-
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da diluicao da toxina em teste e 50 ul do meio de

Eagle sem s0Oxo.

Decorridas 18 horas a 379C, procedié—se
a leitura do teste, considerando-se como positivas,
a ocorréncia de alongamento nas células, contras-
tando-se aos controles negativos, que apresentavam
células inalteradas. Para podermos trabalhar nas
provas de inibicao com as fracoes gangliosidicas
extraidas das heméqias, inicialmente consideramos
como uma unidade de efeito citotdOnico em ceélulas
VERQ (lUEC), a mais alta diluicédo das. entero-

: c

toxinas, que ainda era capaz de causar alonga-

mento nas referidas celulas.

Uma vez tituladas as enterotoxinas- - LTh, -
LTp e TC, escolhemos para trabalhar nos
testes de inibig¢do destas toxinas, 4UEC das mes-
.mas. Exemplificando, se 1UEC da toxina fosse
igual a 1/512, utilizariamos nos testes de inibi-

gaoc, a diluicdo 1/128. .

Esta conduta foi necessaria porque na in
cubagdo com as fragdes gangliosidicas, as toxinas

deveriam ser diluidas na proporcao de 1/2.

Posteriormente, nova diluicao 1/2 deveria
ser realizada na aplicagac das misturas as célu-
las VERO, uma vez gue seriam diluidas com o meio

de Eagle sem soro.
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Desta forma, as dilui¢oes selecionadas fo-
ram entao misturadas em tubos eppendorfs &s fra-
¢oes gangliosidicas (aproximadamente 7,5 pg de aci
do sialico/ml) e incubadas a 379C, por 1 h em ba-

nho-~maria.

Apds esse periodo, as misturas foram exa
minadas pelo ensaic em células VERO, como descrito
acima, e os resultados obtidos comparados aos ob-
servados com as mesmas diluigoes das toxinas, -sem .

terem sido estas-imisturadasc3s fragGéscgangliosis<-az

dicas. Paraleﬁameate,éowoicdntrale;miambéﬁ'rieiiha:
ficamos se havia algum efeito bioldgico direto das
fragoes gangliosidicas em questdo sobre a cultura

de celulas VERO.




3.

RESULTADOS

Adaptacao de Técnicas Soroldgicas de Deteccac das

Enterotoxinas LTs de Origem Humana e Suina e daTq

a Eritrbcitos de Diferentes Origens

Sequindo as mesmas técnicas normalmente
utilizadas nos testes de IHP, IHR e HI realiza-
dos com hemacias de carneiro, procuramos atraves
delas pesquisar a sensibilizagac de diferentes he
macias -pelas enterotoxinas-LTs de origem -humana e

suina.

Verificamos na Tabela 3, que consideran-
do~se como positivas as reagoes qgue liberam no tes
te de IHP uma guantidade de hemoglobina igual ou
superior a 30 pg/ml, as hemacias bovinas. apresen-—
taram‘resultados 100% concordantes com os de car-
neire. Essa concordancia foi encontrada — também
nas provas de IHR e HI, tanto para amostras hu-

manas como suinas.

Na mesma tabela, verificamos gque no caso
das hemacias de galinha, a concordancia foi parcial
no teste de IHP, tendo sido detectadas apenas66,7%
das amostras enterotoxigénicas de origem humana e

50% das de origem suina.

J& na prova de-IHR, -0os resultados. . obti~
dos com estas hemacias foram 100% concordantes aos

de carneiro, no caso de amostras humanas,e 75% pa-
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ra amostras de origem sulna. Pela HI, 75% das amos
tras ETEC de origem humana e 57,1% das suinas fo-
ram sorologicamente positivas guando se utilizow

nesta prova, as hemacias de galinha.

Quanto as hemacias de coelho, tivemos na
IHP uma concordancia parcial de resultados guan-—
do comparados aos obtidos utilizando-se na mesma
prova, hemacias de carneiro. Desta forma, verifi-
camos com relagao as amostras humanas e suinas,

respectivamente, 37,5% e 35,7% de concordz’incia_._

Por outro lado, na prova de IHR reali-
zada com hemicias de coelho, a concordancia no ca-
so de amostras humanas foi de 100% e nas suinas de
66,7%. Quanto a prova de HI, as amostras humanas
foram 62,5% boncordantes com os resultados obtidos
com hemacias de carneiro, engquanto gue as sulnas

foram 57,1% concordantes.

Com hemdcias humanas, verificamos na Ta-
,bela 3, gque nao se observaram reagoes positivas na
prova de IHP. Contudo, na IHR verificamos 87,5%
de concordancia das amostras ETEC de origem humana
e suina, apesar dos halos hemoliticos terem sido
bem menos intensos gue os ocobservados com hemacias
de carneiro. Por outro lado, na prova de HI obti

vemos 37,5% das amostras ETEC de origem humana com

sorologia positiva e 28,6% nas de origem suina.

Quanto as hemacias de cobaia, na IHP tam

bém nao observamos reagoes positivas, como no caso
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das hemacias humanas. Da mesma forma, observamos
na IHR com hemacias de cobaia, reacoes de pou-
ca intensidade, verificando com as amostfas humé¥
has 12,5% de concordancia de resultados em rela-
cao aos obtidos com hemacias de carneiro e 6,3%

com as amostras ETEC de origem suina.

Ja na prova de HI realizada com estas

hemacias, os resultados foram 50% concordantes no
caso das amostras humanas e 57,1% para as amostras

-
suinas.

Téﬁdo em vista os resultados obtidos nes
te estudo inicial, podemos estabelecer extremos de
sensibilizacao entre as hemicias estudadas: hema-
cias bovinas sao tao sensibilizadas pelas entero-
toxinas LTs, quanto as de carneirc e hemacias de

cobaia sdo as menos sensibilizadas por estas ente-

‘rotoxinas.

Como essas diferencas de sensibiiizagéo
enconiradas nas diferenteé'ﬁemécias estudadas de-
vem refletir diferencas gualitativas e/ou guanti~
tativas de receptores para a enterotoxina LT nas
mesmas, escolhemos, para muitos de nossos experimen
tos posteriores, as hemacias de boi e de cobaia. A
primeira, pela semelhan¢a de sensibilizagao com fg
lagdo & de carneiro e a Gltima pela fraca afinida-
de pelas enterotoxinas LTs. Em alguns estudos pogl
teriores, incluimos também as hemacias humanas,

mais uma vez, pela baixa afinidade com as entero-
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toxinas LTs.

Por termos decidido incluir em nossos €5
tudos .uma andlise em paralelo da TC em relacaoc a
seus receptores em hemicias, temos na Tabela 4 a
verificacio da sensibilizagdo dos eritrdcitos de co-

baia, boi e do homem, poxr esta enterotoxina, exami

nada pelas provas de IHR e HI. Desta forma, deter-

minamos o titulo de uma solugéo da TC contendo

10 pgy/ml da mesma, @través das provas mencionadas

acima, -utilizando as hemacias selecionadas e com-

parando os resultados aos obtidos com hemacias - de

carneiro.

Nossos estudos a esse respeito nac se

estenderam ao teste de IHP, porque nos propusemos
a seguir com apenas uma prova hemolitica, IHR ou
THRS e outra nao hemolitica, a HI. No caso da nos

sa escolha com relagio as provas hemoliticas, esta

deveu-se & facilidade dos testes em um suporte de

agarose e a certas condigoes de alguns experimen-

‘tos.

Podemos observar na Tabela 4, que apesar

de em menor intensidade, a TC se adsorve nao s as

hemiacias de carneiro e bovinas, como também as de

cobaia e humanas, embora nestas filtimas em quanti-
dades consideravelmente menores. De maneira geral,

os titulos observados com essas diferentes hema-

cias foram superiores na prova de HI, guandc com—

parados aos obtidos pela IHR.
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Estudo do Efeito de Diferentes Fatores Fisico-Qui

micos, na Ligac3o das Enterotoxinas LTh, LTp e TC,

a Receptores em Hemacias de Carneiro

3.2.1.

Efeitoc do pH

A fim de observarmos a influén-
cia da concentracgao hidrogenidnica na liga
cao das enterotoxinas LTh, LTp e TC, aos
receptores em hemacias de carneiro, os eri
trocitos foram sensibilizados em diferen-
tes pHs e apbs terem sido lavados, utili-

zados nas provas de IHRS e HI.

Podemos observar na Tabela 5, que
quanto &8 LTh e & TC, a sensiblizacao dos
eritrdcitos nao se alterou, como podemos
verificar péla determinacdo dos titulos das

mesmas nas . provas de IHRS e HI.

Quanto a LTp, temos na mesma ta-
bela, gue houve um ligeirc aumento no ti-
tulo da enterotoxina em pH 8,0, portanto,
uma melhor sensibiliza¢do das hemacias de
carneiro, verificada tanto na prova de IHRS,
como na HI. Por outro lado, no pH 5,0 os
titulos obtidos da LTp foram ligeiramente

inferiores.
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Efeito do Tempo de Contato

No estudo da determinacao do tem
po de contato necessario para a adsorgao
das enterotoxinas LTh, LTp e TC as he
macias de carneiro, utilizamos as provas de
IHRS e HI, titulando as toxinas que per
maneceram misturadas 3s células por dife-

rentes espacos de tempo.

Podemos observar pela “Tabeié 6,
que pelos testes .realizados, a adsorcao das -
toxinas as heméciag de carneiro € nmuito
répida, sendo que apbs dois minutos de con
tato, grande parte das enterotoxinas (pelo
menos 25% das mesmas)-- ja havia se --ligado.
aos eritrdcitos. Aos 15 minutos de conta-
to, podemos observar que o titulo nas pro
vas de IHRS e HI, € o mesmo gue aos 30
minutos, indiéando gue nesses tempos, sob
o ponto de vista quantitativo, as toxinas

j& se haviam adsorvido completamente as he

macias de carneiro.

Efejito da Temperatura . de Incubacao

Cam © objetivo de verificarmos a influ—
cia da -temperatura na adsorcao das en-—
terotoxinas LTh, LTp e TC &s hemacias
de carneiro, estas foram misturadas e as

misturas mantidas as temperaturas de 4,
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22 e 37°C.

Decorrides 30 minutos de sen?
sibilizacao a essas tempera-
turas, as hemacias sensibilizadas com di
ferentes diluigoes das enterotoxinas fo
ram lavadas e utilizadas, entas, nas pro-

vas de IHRS e HI.

Podemos verificar pela Tabela
7,-qug;o titulo das toxinas LTh, ILTp e TC
pefmanébeu o mesmo guando este féi veri-
fiéado pgia IHRS. Por outro lado, obser
va-se uma diminuicao do titulo das ente-
rotoxinas LTh e LTP na prova de HI,

guando a sensibilizagao foi realizada na

temperatura de 49C.

A
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Tabela 5. Efeito do pH na ligagac das enterotoxinas
LTha, Lpr e TCC, a receptores de he-
macias de carneiro, estudado através das

provas de IHRSS e HI®

pH dos tampOes utilizados

Prova
soroldgica Toxinas 8,5 7,2 5,0
LTh 171285 1/128 1/128
IHRS LTp 1/32 1/16 1/8
TC 1/4096 1/4096 1/4096
LTh 1/64 1/128 1/128
HI . LTp 1/16 1/8 1/8
TC 1/4096 1/409%96 1/4096

a)

b)

c)

d}

e)

f)

Preparado bruto de enterotoxina LT de E. coli, da amos
tra 40T, de origem humana. —_

Preparado bruto de enterotoxina LT de E. coli, da amos
tra 0149/6, de origem suina.

Toxina colérica, em solugéc contendo 10 ug/ml.
Prova de imuno-hemOlise radial simples. .

Prova de hemaglutinagao indireta.

Titulc das enterotoxinas, diluidas em razac de 2.
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Tabela 7. Efeito da temperatura, na ligagao das en-~
terotoxinas LTh?, Lpr e TCC, a recep-

tores de hemacias de carneirg estudado atra

vés das provas de 1ers? e HI®

Temperatura de sensibilizacgao

de hemacias

Prova

soroldgica Toxinas 40C 229C 37¢C

LTh 1764 1/64 1/64

THRS LTp 1/16 1/16 1/16
TC 1/8192 1/8192 1/8192

. : LTh 1/16 1/64 1/64

HI LTp 1/4 1/16 1/32
' TC 1/8192 1/8192 1/8192

a) Preparado bruto de enterotoxina LT de E. ¢coli, da amos
tra 40T, de origem humana.

b} Preparade bruto de enterotoxina LT de E. coli, da amos
tra 0149/6, de origem sulna.

c) Toxina colérica, em solucdo contendo 10 mg/ml.
d} Prova de imuno~hemdlise radial simples.
e) Prova de hemaglutinag¢ao indireta.

f) Titulo das enterotoxinas, diluidas em razio de 2.
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Efeito de Diferentes Substancias Quimicas em  Re-

ceptores da Hemacia de Carneiro para as Enteroto-

Xinas

LTh, LTp e TC

3.4.1.

Carboidratos e Polidlcoois

Conhecendo-se a afinidade das en
terotoxinas LTs pela D-galactose, através
dos trabalhos de sua purificagao (13), e
supondo-se gue 0s receptores para esta to-
¥ina em hemdcias pudessem ser blogueados
pela presénga de mono e dissacarideos, rea
lizamos diversos testes de IHR, na presen-
ca desses agﬁcares, bem como de alguns po-

lialcoois.

No estudo da inibicao da  IHR
utilizando 24 amostras enterotoxigéni-
cas de E. coli, de origem humana e suina,
nao verificamos alteracdo significétiva dos
halos‘hemoliticos,-frente aos 12 carboidra
tos e polidlcoois analisados (dados nao apre
sentados). Portanto, tais compostos pare-
cem nao impedir, na concentracao em gue fo
ram utilizados, a ligagac dos preparados
brutos da enterotoxina LT de origem humana
e suina, aos receptores em hemédcias de car

neiro. -
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Enzimas

Com © objetivo de verificarmos o
efeito de diferentes enzimas sobre 05 re-
ceptores para as enterotoxinas LTh, LTp e
TC, encontrados nas hemacias de carneiro,
testes de IHR e HI foram desenvolvidos
com estes eritrbcitos apds o tratamento
com diversas enzimas, em varias concentra-

goes, como descrito na Tabela 1.

Tais estudos revelaram .gue -das-
enzimas estudadas, pode~se notar alguma al
teragaoc significativa apenas com relagao
ao tratamento das hemacias de carneiro pe-

la neuraminidase.

Inicialmente, observamos pela pro
va de HI, que principalmente em relagao a
LTp, © tratamentb pela neuraminidase, na de
pendencia aa concentragao da enzima, aumen
tou o titulo da toxina determinado por es-

ta prova soroldgica (Tabela 8).

Em virtude desses achados, e su-
pondo~se gque este aumento de titulo na HI
fosse devido a uma a¢zo da neuraminidase em
outros gangliosideos que n3oc o GM1l, uma vez

que este & resistente a esta enzima, resol

vemos estender nossos estudos, nao sO as
hemacias de carneiro, como também as hema-~

cias menos sensibilizadas por estas ente-
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rotoxinas, ou sejam, as de cobaia e huma-

nas.

Conforme podemos verificar names
ma tabela, em ambas as provas houve um au-
mento do titulo das enterotoxinas LTh, LTp
e TC, guando estes foram determinados com
hemacias de cobala tratadas por diferentes
concentragdes da neuraminidase. Isto im-
plicaria em uma maior sensibilizagéo<k$sas
hemacias pelas enterotoxinas em questao,
apos o tratamenfoTéhégmétié;.A S

No que concerne as hemicias de
origem humana, observamos na prova de IHR
um aumento significativo do titulo da TC,
bem como reagoes positivas para as entero-
toxinas LTh. e LTp, gque haviam sidoc ne-
gativas nas reagoes controle, isto &, ague
las realizadaé com hemédcias humanas nao tra

“tadas pela neuraminidase.

Na prova de HI, na mesma Tabela
B, em relagao as hemicias humanas tratadas
pela neuraminidase foi verificado um au-
mento do titulo da reagao, na detecgao da
TC. Contudo, © mesmo fendmeno naoc foi ob-
servado em relagdo &8s LTh e LTp gquando
a prova de HI foi realizada -com - hemdcias
tratadas pela neuraminidase, isto &, os ti

tulos obtidos para estas toxinas foram pra
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ticamente iguais ao da reagao controle, rea
lizada com hemicias nao tratadas por esta

enzima.

No estudo da atividade proteoli-
tica das enzimas tripsina, protease e pa-

paina sobre os receptores para as entero-

toxinas LTh, LTp e TC, em hemacias de

carneiro, verificamos pelas Tabelas 9, 10,

e 1], que a determinacgao do titulo das mes-

mas - nas provas de IHR' e HI praticamen-

te nao sofreu.alteracoes. Desta forma, es
te tratamento das hemicias pelas enzimas

proteoliticas em guestao, nao alterou a ca
pacidade das mesmas de se sensibilizarem

com as enterotoxinas LTh, LTp e TC.

Resultados semelhantes foram ob

tidos nas provas de IHR e HI, realiza-
das com hemacias tratadas pela ribonuclea-

se e dextranase, onde nenhuma alteragao foi

observada nos titulos das enterotoxinas

LTh, LTp e TC (dados nao apresentados).
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abela 8. Efeite da neuraminidase scbrercceptores em hemicias de carneiro, cobajs e humanas, Para  as enterotoxinas

@

25n®,  wrpP e ¢, estudado atravds das provas ge kY e pr®

L

arte A -« Prova de JHR.

Hemacias utilizadas nos testes de IER

-carneire i cobala humana
Toxinpa analisada LTh Lrp ™™ LTh Lrp e Lih LTp b
. 15 32t 1/8 1/512 R n.t. n.t. : n.t. n.t. n.t.
iluigdes da . . o
enzifa S0 . 1/32. 1/4 1/512 17256 - 1/32 n.t. 1/8 1/2 172024
{my,/ml) : . .
: 5 1/32 174 . 1/512 1/256 1/32 .t 1/8 1/2 1/31024
1 1/64 1/8 1/1024 1/256 - _on.t. 1/4 /1 1/312
trole 9 1/64 1/8 171028 T 1 S n.t. — - 1/t

:ryte B~ Prova de HI

Hem&cias atilizadas nas provas de HI

carneiro cobaia - humana
roxina  analisada " LTh LTp TC LTh e TC LTh ITp C
£ . ; .
gluiqaes éa , ;07 ) 1/5127 7;/5}2 7 174096 1/128 1{256.‘ _~1/2?ﬁ8 7 7 7}/64 1/4 . -1{5}2
enzima - . ‘ - N :
5 1/5)¥2 1/512 1/4086 17256 1/64 12048 1/64 1/8 1/512
(ru /i) . .
1 1/256 1/64 174096 1/128 1/328 1/3048 1/64 1/4 17512
ntrole g 1/256 1/64 1/40986 - 1/2 1/2 1/8 1/128 1/4 1/64

Préparado bruto de enterctoxina LT de E. eceli, da amostra 40T, de origem humana.
Preparade breto de enterotexina LT de E. Egii,‘éa amostra 014%/6, de oricem sulna.
Yoxina colérica, em solugio contendo 10 Ag/ml.

Prova de imuno-hemGlise radial.

Prova de hemagiutinagdo indirxeta.

Titulo das enterotoxinazs, diluidas em razio 'de 2, oktide com hemaclas tratadas.

Titulo das enterctoxinas, diluidas em razio de 2, obtido ‘com hemicias nido tratadas.
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Substancias Quimicas Diversas

Hemacias de carneiro foram tra-
tadas por diversas substancias guimicas eﬁ
diferentes concentragoes, como descrito na
Tabela 2, com & finalidade de verificarmoes
um possivel efeito sobre receptores para
LTh, LTp e TC, encontrados nesses eri-

trocitos.

A determinacao dos titulos  das
enterotoxinas em questao, em placas de IHR
e pela prova de HI, realizadas com\ hema-
cias de carneiro padronizadas Qé tratadas
por 1 h a 379C com essas substancias, nao
apresentou qualguer alteracao significa-
tiva, gquando comparado éos testes contro-
les. realizados.com eritrdcitos tratadoes

apenas com o tampao diluente (dados nao apre

sentadosg).

Formol

Hemacias de carneiro foram tra-
tadas por uma solugdo de formalina, com ©
objetivo de verificarmos se este tratamen-
to teria algum efeito sobre receptores en—
contrados nessas células para as entero-

toxinas LTh, LTp e TC.

Podemos observar pela Tabela 1z,

gue no estudo da detecgao de 18 amostras
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ETEC LT', de origem humana e suina, a sen-
sibilidade do teste diminuiu significante-
mente apds o tratamento das hemicias com
formol, obtendo-se 33% de correlagdo de re
sultados, em relagao aos obtidos com hema-
cias frescas, no caso de amostras humanas
e 44,4%, no caso de amostras de origem suil

na.

Na determinacgao dos titulos das
entercotoxinas LTh, LTp e TC, temos na
Tabela 13, gue houve uma diminuigéd dos mes -

C
mos guando estes foram determinados com he

macias formolizadas.
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Tabela 12. Efeito do formol sobre receptores de hema-

cias de carneiro, estudados através da rea-

~ a . - .
cao de HI®  realizada com hemacias frescas

e formolizadas, utilizando amostras ETEC
LT* de origem humana e suinab
Hemicias
QOrigem
das amostras Frescas Formolizadas & de cornakqéoc
humana 9 3 33%
suina 7 g 4 44,4%

a)

b)

<)

Prova de hemaglutinagao indireta.

Para amostras de origem humana, utilizamos soro anti-

LT humana e para as de origem suina, anti-LT suina.

% de correlacao = n® de amostras LT positivas na
. HI realizada com heméacias: frescas/n®
de amostras LT. positivas na HI

com hemacias formolizadas.




Tabela 13.

Efeito do formol scobre receptores pa
ra as enterotoxinas LTh®, Lpr e TCS,
estudado através da determinacgao dos
titulos das mesmas por reagoes de
Hid, realizadas com hemadcias fres-

cas e formolizadas

Hemacias
Toxinas Frescas < Formolizadas
LTh 1/64° 1/16
ITp 1/16 1/2
TC 1/8192 1/4096
a) Preparado bruto de enterotoxina LT de E. coli,

b)

c)
a)

e)

da amostra 40T, de origem humana.

Preparado bruto de enterotoxina LT de E. coli,
da amostra 0149/6, de origem suina.

Toxina colérica, em solugao contende 10 ug/ml.

Prova de hemaglutinagaco indireta.

Titulo das enterotoxinas, diluidas em razaoc de

2.

80
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3.5. Cromatografia em Camada Delgada dasg Fracoes Gan-

gliosidicas Extraldas das Hemdcias de Carneiro e

Cobaia

Com a finalidade de verificarmos os gan-
gliosideos existentes nas hemacias de carneiro, a
fragao gangliosidica dessas células foi extraida pe

lo método de  Suzuki (114) e analisada em cro

matografia de camada delgada. Com base nos resul-
tédos da Tabela 3, “optamos por extrair paralela-
mente as fragdes gangliosidicas das hemacias de co

b;a:ia- e de boi. A primeira por ser sensibilizda c¢o

mo a de carneiro pelas LTs de origem humana e sui-
na e TC, e a segunda, por ser a menos sensibiliza-

da por estas enterotoxinas, guando examinadas pe-

las provas de IHR e HI.

Antes de aplicarmos as fragoes ganglio-

sidicas extraldas das hemicias, nas placas de si-

lica gel, estas foram dosadas quanto a guantidade

de &cido si&lico. pelo método de HCl-resorcinol.

Como na fragao gangliosidica extraida das hemacias
bovinas obtivemos uma baixa concentragao de acido
si&lico, esta fragao nao foi aplicada nas placas
de cromatografia delgada, uma vez que, isto exigi-

ria um volume excessivo  para esta técnica.

Desta forma, podemos observar na Figura

1, apenas a cromatografia das fragoes gangliosidi-

cas obtidas a partir das hemacias de carneiro e de

cobaia, onde verificamos que em ambas estd presente
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o GMl, comparando~se as manchas obtidas, as dos pa

droes.

Quanto aos gangliosideos GDla e GT1l, nao
verificamos claramente em nenhuma das fragoes ex-
traidas das hemacias de carneiroc e ccbaia, manchas
gue pudessem ser correlacionadas com esses dois
gangliosideos. Entretanto, ndac podemos descartar a
presenga de outros gangliosideos em manchas cora-
das pelo reativo de resorcinol, mas nao identifica-

das.




83

Figura 1. Cromatografia em silica gel, das fracgodes
gangliosidicas extraidas de  aproximada

mente 500 ml de sangue desfibrinado de

carneiro e cobaia.
Metodologia de extracac -~ vide texto.
Solvente: n-propanol e agua destilada(7:

:3, V/V). As fragdes gangliosidicas ex

traidas foram aplicadas, contendo aproxi
madamente 15 ug de acido sialico/ml. Pon
tos aplicados: (1) GT1; (2) GDla; (3)Fra
¢do gangliosidica extraida das hemacias
de carneiro; (4) Fracdo gangliosidica,ex
traida das hemacias de cobaia; (5) Pa
droes de ganglisideos cedidos pelo Prof.
Lars Svennerholm , (6) GM1

Os controles GT1, GDla e GM1, foram ad

quiridos junto a Supelco Inc.
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Inibicas por Preparados Lisados e Delipidados de

Hemicias de Carneiro e de Boi, das Reacdes Soroldo-

gicas de THR e HI

Conforme descrito em material e métodos,
hemacias bovinas e de carneiro foram delipidadas
durante o processo de extracao da fragao ganglio-

sidica, com uma mistura de cloroformio e metanol.

O material resultante desta extracao foi
inicialmente lavado e liofilizado, preparando-se
com © mesmo, um homogenado com 20 mg pornﬁ de PBS.
Paralelamente, hemacias de carneiro foram lisadas,
tratadas de maneira idéntica as delipidadas, pre-

parando~se uma Suspensac na mesma concentragao.

O mesmo procedimento foi repetido com as

hemdcias bovinas, tendo em vista sua semelhanga de

sensibilizagao pelas enterotoxinas LTs e TC, em

relacdo as hemicias de carneiro.

Ap&s a mistura dessas suspensces com as
enterotoxinas LTh, LTp e TC, vemos na Tabela
14, gue as mesmas tiveram seus titulos diminuidos
nas provas de IHR e HI, apbds o contate com os

preparados lisados, mas nao com os delipidados.

Este fenOmeno ocorreu tanto no caso das
suspensOes procedentes de hemacias de carneiro, co

mo bovinas.
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Inibicaoc pelos Gangliosideos GM1, Gbla e GT1 das

Reacoes Soroldgicas de IHR e HI, na Deteccao das

Enterotoxinas LTh, LTp e TC

Solugoes das enterotoxinas LTs de origem
humana e suina purificadas, além dos preparados bru
tos de LTh e LTp e de uma solugao de TC, conten
do 0,08 pg/ml, foram diluidas em microplacas em ra
zao de 2 e ‘misturadas a solucoes contendo 100 pg/ml
dos gangliosideos GM1l, GT1l e GDla. As mistu-
ras foram entac incubadas a 379C por uma hora e,
apos’ esse periodo, determinou-se o titulo das en-

terotoxinas, através das provas de IHR e HI.

Podemos cobservar, pela Tabela 15 gque nas
concentracdes de 100 ug/ml os gangliosideos ini-
biram completamente as reagoes soroldgicas. Desta

forma, tanto no caso dos preparados brutos das to

xinas, como com as solugOes puras, a pré-incubagao

com os gangliosideos impediu gue as enterotoxinas
se adsorvessem 3s hemicias de carneiro. Assim sen
do, todas as diluig¢ces das toxinas em estudc apre-
sentaram resultados soroldgicos negativos nas pro-

vas de THR e HI,

Com o objetivo de determinarmos gqual dos
trés gangliosideos conseguia uma maior inibicao das
provas soroldgicas, estes foram diluidos na razao
de 2 m@sturados em microplacas, a uma mesma
concentragao das enterotoxinas LTh, LTp e TC,

cujos titulos, para que estas pudessem ser avaliadas
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gquantitativamente, estao expressos na Tabela 16.

Apds incubagao das misturas por 1 hora
a 379C, a atividade antigénica das toxinas foi ve-
rificada pelas provas de IHR e HI. Observamos
pela Tabela 15, gque o gangliosideo GMl foi o que
em menor concentragao conseguiu inibir as reagoes
soroldgicas, impedindo, desta forma, gue as entero-
toxinas LTh, LTp e TC se ligassem as hemacias

de carneiro.

Na mesma tabela, podemos verificar. que
os gangliosideo$é GT1 e DGla inibem na prova de
IHR, a ligacio das enterotoxinas LTh e LTp a&s
hemacias de carneiro, respectivamente em concen-

tragSes 160 a 310 vezes maiores gque o GMIL.

Ainda na prova de IHR, verificamos comn
relagdc & TC, que a inibigao das reag¢oes comos gan
‘gliosideos GT1 e GDla & menos intensa, s6 al-

cangada em concentragoes de no minimo 0,78 e 25 ug/ml .

Assim sendo, as concentragces de GTl e
GD1la necessarias para inibixy nas condigoes do ex-
perimento, a_ ligacdo da TC 3s hemacias de carneiro,
foram pelo menos, respectivamente, 78 a 2.500 wve-

Zes superiores as do GMI.

Na prova da HI, podemos observar gue ©
gangliosideo GMl inibe,mais uma vez, em menores con
centragoes, a adsorgao das enterotoxinas LTh e LTp

ds hemacias de carneiro. No caso da LTh, a concen
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tracao dos gangliosideos GT1 e GDla, necessaria
para inibir a reagao, & 4 vezes superior a de GMIl.
Com relagao a LTp, esta mesma relacao &€ 8 vezes su
perior & concentragao de GMl necessaria para ini-

bir a reagao soroldgica.

Os resultados obtidos na prova de HI,
guanto 3@ inibigao da TC pelos gangliosideos  GM1,
GTl e GDla, foram bastantes semelhantes aos ob-
servados na prova Qe IHR, isto &€, o GM1l inibe as
reagoes em concentragBés;pelo mencs 1041 vezes me-
nores gque o GT1l e Qﬁlé. .

¥

Temos na Fiéura 2, uma placa de IHR mos-
trando a inibicdo da reagao hemolitica na detecgao
da LTh, pela pré-incubacio da toxina, com diferen-
tes diluigdes dos gangliosideos GML, GDla e GTI1.
Nas Figuras 3 e 4, verificamos respectivamente, da
_mesma forma que para LTh, inibic¢ao das reagoes na
detecgao das enterotoxinas LTp e TC, pelOs mes-

mos gangliosideos.

R T
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Tabela 15. Inibigao pelos génglhxﬁdeos GMl, GTl e GDla, das reagdes sorold-

89

oicas de 1HR? e HIb, na detecgao das enterotoxinas Lrif, LTége ¢

Ganagliosideos
Prova )
soroldgica Toxinas GM1 Gl GDla Controlel

LT humana purag +i + + 1/8
LT suina purah : + + + 1/16

IHR LTh + + 4+ 1/64
LTp + + o + 1/1e
TC ' + + + 1/32
LT humana purag + + + 1/8
LT suina purah + + + 1/16

HI 1LTh + + + 1/128
LTp + + + 1/32
TC + + + 1/32

a)
b}

<)

d}

e}

£}

g}
h)

i}

Prova de imuno-~hemdlise radial.
Prova de hemaglutinagao indireta,

Preparado bruto de enterctoxina LT de E. coli, da amostra 40T, de origem hu
mana.

Preparado bruto de enterotoxina LT de E. coli, da amostra 6149/6, de origem
suina. .

Toxina colérica, em solugao contendo §,08 Hg/ml.

Titulo das egterotoxinas, diluidas em razio de 2, sem terem sido misturadas
aos gangliosideocs, )

Purificada a partir da amostra H1G407,
Purificada a partir da amostra 0149%/8,

Inibi¢ao total da reagdc soroldgica correspondente.
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Figura 2. Placa de IHR, mostrando inibicdo na detec-
¢ao da LTh, pela pré-incubacao da toxina com
diferentes diluigoes dos gangliosideos GM1,
Ghla e GT1

Nas fileiras A, B e C, enterotoxina LTh, pré~incu
bada a respectivamente diferentes conecentragoes
dos gangliosideos GM1l, GDla e GTl. Na coluna l, a
concentracgao dos ganaliosideos, fol de 25 ng/ml e
nas colunas subsequentes, diluicdes destas solu-
g¢oes, obtidas em razdo de 2.

Na fileira D, colunas 1, 2 e 3, controle do LTh.
Na mesma fileira, colunas 4, 5, 6 e 7, controles
negativos, representados por sobrenadantes de cul
turas de amostras ndo enterotoxigénicas (K12 e 104}
€ pelas maiores concentrag¢des dos gangliosideos
GMl1 e GDla.

Na fileira E, colunas 1 e 2, controle negativo do
GT1 e a partir da coluna 3, na mesma fileira, di-
luigoes do GM1l, em continuagdo & fileira A.
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Figura 3. Placa de IHR, mostrando inibigac na detec—

¢ao da LTp, pela pré-incubagac da toxina,

com diferentes diluigoes dos gangliosideos.
GMl, GDla e GT1

Nas fileiras A, B e C, enterotoxina LTp, pré-in=-
cubada ‘a respectivamente, diferentes eoncentraqées
dos gangliosideos GM1, GDla e GTl. Na primeira co
luna, a concentracgao dos ga.nglzos:l.deos foi de 50 pg/ml
e nas colunas subsequentes, diluicoes destas solu-
¢oes, obtidas em razdo de 2.

Na fileira D, colunas 1 e 2, controle da LTp, e na
mesma fileira controles negativos, representadosna
32 e 4Q colunas, por sobrenadantes de cultura de  amostras,
nao enterotoxigénicas (K12 e 104) e nas colunas 5,
6 e 7, respectivamente pelas maiores concentraqoes
dos gangliosideos GM1, GDla e CGFl utilizadas.

P



Figura 4.
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Placa de IHR, mostrando inibicao, na detec-

¢ao da TC, pela pré-incubagio da toxina, com

diferentes dilui¢Oes dos gangliosideos GM1,
Ghla e GT1

Nas fileiras A, B e C, TC (solugac a
0,08 ug/ml), pré~incubada a respectivamen~-
te diferentes concentracoes dos ganclio-

_sideos GM1l, GDla e GTl. Na primeira co-

luna, a concentragao dos gangliosideos foi
de 12,5 ug/ml e nas colunas subsequentes,
dllulgoes destas solugCes, obtidas em ra-
zao de 2.

Na fileira D, colunasl, 2 e 3, controle
da TC em condigGes normais, sem contato
com os gangliosideos.

Na fileira %, controles negativos, repre-
sentados nas colunas 1 e 2, por sobrena-
dantes de cultura de amostras ndo_entero-
toxigénicas (K12 e 104) e nas colunas. 3,
4es5, respectivamente pelas maiores con-
centragoes dos gangliosideos GM1l, GDla e
GT1l utilizadas.

e AT
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Inibicao pelas Fracoes Gangliosidicas Extraidas

das Hemacias de Carneiro, Boi e Cobaia, das Reacoes

Soroldgicas de IHR e HI, na Deteccio das Enteroto-

xinas LTh, LTp e TC

Com o objetivo de verificarmos a capaci-
dade inibitdria das fragdes gangliosidicas obtidas
a partir das hemacias de carneiro, boi e c¢obaia,
sobre a liga@ﬁo das enterotoxinas LTh, LTp e TC
as ﬁemécias de carneiro, estas fragoes foram mis-
turada% as toxinas, que foram entao, apds o perio-
do Qé fncubagéo, verificadas quanto as suas carac-

teristicas antigénicas, pelas provas de IHR e HI.

Desta forma, as fracgoes gangliosidicas
foram inicialmente padronizadas para uma concentra
¢ao de aproximadamente 15 jg de acido sialico/ml e

misturadas em microplacas, a diferentes diluigoes

"das toxinas.

‘Podemos observar pela Tabela 17, que na

- presenga da fragao gangliosidica obtida das hema-

cias de carneiro. verificou-se uma inibig¢3o total
das reagoes de IHR e HI, na detecgao das enteroto-

xinas LTh, LTp e TC,. -

Por outro lado, guanto &s fragoes ganglio

sidicas extraidas das hemicias de cobaia e de boi,

~observamos a mesma inibigaoc verificada com as fra-

¢oes de carneiro, com relag3ao as enterotoxinas LTp

e TC. Contudo, no gue diz respeito 3 LTh, verifi-
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cou~se a presenca desta toxina, em titulo de 1/2,
mesmo apbs a mistura com as fragoes gangliosidicas

de cobaia e de bhoi.

Para verificarmos quais das fragdes gan~
gliosidicas inibiria em menor concentracao a liga-
gao das toxinas &s hemacias de carneirc, tornando
negativas as reacoes de IHR e HI realizadas com
essas hemacias, as frag¢des gangliosidicas foram di
luidas em microplacas na razao de 2 e misturaas a
uma mesma concentra¢ao das toxinas. Para determi-
narmos guantitativamente as enterotoxinas \misturg
das as fragoes gangliosidicas, temos na Tabela 17,

a determinacgao do titulo das mesmas na coluna das

reagoes controle.

Desta forma, verificamos na mesma tabela,
que quanto & LTh menores concentragdes das fragoes
gangliosidicas das hemacias de carneiro e de boi
foram capazes de inibir a reagéo de IHR, em rela-
¢ao 8s procedentes das hemicias de cobaia. Atra-
“vés da prova de HI, podemos observar gue a - fragao
gangliosidica da hemicia de carneiro conseguiu ini

bir a reagac em menor concentragao gue as obtidas

das hemacias de boi e de cobaia.

Na inibigao das reagOes de detecgac da
LTh pela IHR, a concentracao da fragao gangliosi-
dica das hemacias de cobaia necessaria para ini-
bir a reagac & apenas 2 vezes maior que as obti-

das das hemacias de carneiro e de boi. Na prova
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de HI, a concentragao da fracao gangliosidica das
hemacias de cobaia, necessaria para inibir a detec
cao desta mesma toxina, & 4 vezes superior gue a
cbtida da hemacia bovina e 8 vezes superior gque a

de carneiro.

Quanto a LTp, verificamos pela prova de
IHR, gue a fracao gangliosidica bovina inibiu esta
reagao em menores concentragtes que as fragoes ob-
tidas das hemacias de carneiro e de cobaia. Desta
forma, a concentracac da fragao gangliosidica das
hemacias de cobaia necessaria para inibirias rea- .
gaes da LTp na IHR, foi 3,9 vezes maior que a de
carneiroc e 8,3 vezes maior que a extralida das he-

macias bovinas.

Na prova de HI, temos na Tabela 17, dque
a fragdo gangliosidica obtida a partir das  hema-
cias de carneiro, inibiu em menores concentragoes
esta reagao na detecgéo da LTp, gque as demais. Assim
sendo,.a concentragdo da fragdo gangliosidica ex-
" traida das hemacias de cobaia, necessaria para ini
bir esta toxina na HI, &€ 2 vezes superior gque a ob
tida das hemacias de boi e 3,9 vezes superior gue

a de carneiro.

No que diz respeito a TC, verificamosque
na prova de IHR a concentragao da fracao ganglio-
sidica das hemacias de cobaia, necessiria para ini’
bir esta reagao, na detecgao desta enterotoxina, &

2 vezes superior gque a extraida das hemacias bovi-
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nas e 4 vezes superior gue a de carneiro. Quanto
a prova de HI na deteccaoc da TC, podemos observar
gue a concentragao da fragdo gangliosidica extrai-
da das hemacias de ccbaia, necessaria para inibir
a reagao, € 7,9 vezes maior gue a extraida das he-

macias de carneiro.

Na Figura 5, temos uma placa de IHR, mos
trando a inibigao do halo hemolitico da LTh, pela
pré-incubacio da té#ina com as fragoes gangliosi-
dicas extraidas das hemicias de garneiro, cobaia e
boi‘ Na Figura 6, verificamos, da mesma férma gue
para LTh, ingbigéo das reacgoes hemoliticas da TC,

pelas mesmas fracoes gangliosidicas mencionadas

acima.
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Figura 5, pPlaca de IHR, mostrando inibigdo na detec-
cido da LTh, pela pré~incubagao das toxinas
com diferentes diluigoes das fracgoes gan-

gliosidicas extraidas das hemacias de car-

neiro, colbala e boi

Nas fileiras A, B e C, LTh pre—:.ncubada a respeg
tivamente, diferentes diluigdes das fragoes gan-
gllOSldlCaS de carneiro, cobaia e boi. Na pri-
meira coluna, a concentragao das fraqoes ganglio
sidicas fei de aproximadamente 3-ji1g de dcido sia
lico/ml e nas colunas subsequentes, diluigGes des
tas solugdes, obtidas em razao de 2.

Na fileira D, coluna 1, controle da LTh.

Na fileira E, controles negativos, representados
nas colunas 1 e 2, por sobrenadantes de cultura
de amostras nio enterotoxigénicas (K12 e 104) e nas
colunas 3, 4 e 5, respectivamente pelas maiores
concentragoes das fraq:oes gangliosidicas utili-
zadas, obtidas de carneiro, cobaia e boi.

Fileira D, colunas 2, 3 e 4, reagoes nao relacio

nadas ao expern.mento em questao. U
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Figura 6. Placa de IHR, mostrando inibicido na detec-
cao de TC, pela pré-incubacaoc da toxina com
diferentes dilui¢oes das fragoes gangliosi-

dicas extraidas das hemacias de carneiro,

cobaia e boi

Nas fileiras A, B e C, TC. (solugaoc a 0,08 ug/ml),
pre-lncubada a respectlvamente, dlferentes con~
centragdes das frae;oes gangliosidicas de carnei-
ro, cobaia e boi. Na prlmelra coluna, a concen~
tracao das fragdes gangliosidicas foi de aproxi-
madamente 3 J1g de acido siadlico/ml e nas colunas
subsequentes, diluicgoes destas solugdes, obtidas
em razao de 2.

Na fileira D, coluna 1, controle da toxina. Na fi
leira E, controles negativos, representados nas
colunas 1 e 2, por sobrenadantes de cultura de amos
tras nao: entarotox1gen1cas (K12 e 104) e nas co-
lunas 3, 4 e 5, respectivanente pelas maiores con
centragoes das frag:oes gangliosIdicas utilizadas,
obtidas de carneiro, cobaia e boi.

Fileira D, coluna 2, reagao nao-relacionada ac ex -
perimento.
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Inibicao pelas Fracoes Gangliosidicas Obtidas a Par

tir das Hemacias_de carneiro, Cobaia e Boi, do Efeil

to Citotonico causado em Células VERO, pelas Ente-

rotoxinas LTh, LIp € TC

As fragoes gangliosidicas obtidas a par-
tir das hemacias de carneiro, cocbaia e boi, na col
centragao de aproximadamente 7,5 jug de acido sia-
lico/ml, foram mis@uradas em tubos eppendorfs, a

4UEC das enterotoxinas LTh, LTp e TC.

Podemaes Observar pela Tabela lé,cque as
fragées ganglios{dicas das hemiacias de carneiro,
hoi e cobaia, foram capazes de inibir o efeito ci~
totdnico em células VERO, provocado pelas entero-

toxinas LTh, LIp e TC.
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4. DISCUSSAO

A importéncia do estudo dos receptores para as
enterotoxinas LTs, de origem humana e suina e da TC,
reside na sua participagao na diarréia osmotica, cafac~
teristica principal das doengas clinicas com as guais es

t30 associadas.

Para gue um determinado componente estrutural
de superficie das células dos animais superiores seja

biologicamente considerado como receptor para

minada toxina, & necessario demons trar—se

) e s :
mente seu envolvimento no processo mediado pela’

No caso da TC, embora.as células alvo sejam nor
malmente ©s enterécitos,_tam.sido demonstrado _gue, esta
toxina ativa a adenil-ciclase em calulas de uma grande

variedade de tecidos {35).

Essas observagées sugerem, gue © receptor para
a TC deva ser um componente comunm 3s membranas celula-

res de varias cdlulas (18).-

Na verdade, Van Heyningen et al (52),‘ Jja em

1971, haviam sugerido gue © receptor para a TC deveria
ser um gangliosideo, uma vethue o efeito desta toxing

. em células gordurosas isoladas ou na alga intestinal de
coelhos, era blogueado pela pré—incubaqéo com uma mistu-

ra de gangliosideos.

Utilizando gangliosideos purificados, tem sido

demonstrado, em diferentes sistemas, gue O gangliosideo
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GMl ¢ em bem menos intensidade o GM2 e o GDla, blo-
queiam competitivamente a ligacao da TC marcada com 1251
a varias membranas (52), inibindo inclusive os efeitos.

induzidos nos timdocitos de camundongos (130) e o acumu-

lo de liguido na alga ligada de coelho (56,57,96).

A interacgao da TC e do proprio  coleragendide
com o GM1l, tem sido demonstrada "in vitro", por uma va-
riedade de técnicas, como por exemplo, imunodifusdo du-
pla em gel (57,60), precipitagac com um complexo de GM1
adscrvido a cerebrosideo (53), ligagao da toxina em tu-
bos recobertos com GM1l (60,62) e outrasmpioias.

A ligacao do GMl ocorre entre a toxina e ocam

ponente oligossacaridico do gangliosideo (59), sendo que
cada molécula de toxina, com seus fragmentos B, liga-se
a cinco ou seis moléculas de oligossacarideos, presumi-

velmente pelas suas cadeias B (37).

Além das evidéncias de ligag3o da TC ao GM1
"in vitro", tem sido demonstrada a interagao desta to-
que a pré-incubagao da TC com fibroblastos ({85) e com cé
lulas BALB/C 3T3 (17), evita a oxidagdo do residuo de

galactose terminal do GM1l, por enzimas especificas.

Por outro lado, existe uma boa correlagéo en-
tre a sensibilidade 3 TC e o conteudo de GMl em uma va-

riedade de tipos celulares (54,61). Portanto, muitas ob

servagoes evidenciam a especific¢idade da Iigagac da TC

ao GMl, tantoc "in vitro", como Min vivo" (36,57,66,84).
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Entretanto, ainda resta a possibilidade de gue
possam existir outras moléculas com a capacidade de se
ligarem a TC, podendo atuar também como receptores desta
toxina. Na verdade, Critchley et al (16) sugeriram apOds
trabalharem com fibroblastos de camundongo, onde solubi-
lizaram os receptores complexados com a TC marcada com
34, gue a maioria destes, deveria ser o GMl e em menores
guantidades, uma glicoproteina de P.M. . aproximado de
80.000 a 90.000 daltons. Os autores Qﬁgeriram,entéo,
gue esta glicoproteina pbderia possuir ugéegtruturaoli

gossacaridic¢a - similar-a do GMl, que permitiz

ragao com a TC (15).

Posteriormente, Morita et al (82), trabalhando
com intestino delgado de rato e utilizando uma tecnolo-
gia semelhante & de Critchley et al (16), também identi-
ficaram a TC ligada a glicoproteinas de peso molecular

de 6%.000, 90.000, 100.000, 114.000 e 132.000 daltons.

Trabalhos subsequentes de Critchley et al (16,
_l?), nos guais os aﬁ%ores'analisaram a TC ligada a com—
ponentes das membranas de "brush borders", do intesti-
no de rato e de fibroblastos de camundongo BAIB/C 3T3 (17) ,
confirmaram seus resultados anteriocres, demonstrando a
TC, em imunoprecipitados com GMl e com uma peguena guan-
tidade de galactoproteinas. Entretanto, esses achados nao
demonstraram de modo evidente a participagao das galac-—

_:topgpyeinas como rece tq;ggmggﬂggiwgventando"se_gm_bipétﬁ

tese destas estarem associadas ao GMl em micelios.
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Apesar da possibilidade de glicoproteinas po-
derem estar envolvidas como receptores da TC, nao ha da-
vidas pelos experimentos desenvolvidos até hoje, de éue
0 GMl deva ser o principal receptor para esta toxina

nas superficies celulares.

PQuanto &8s enterotoxinas LTs de E. coli, alem
das muitas similaridades existentes entre estags e a TC
(11,12), diversas evidéncias tem apontado também o gan-

gliosideo GMl, como o seu principal receptor. -

Desta forma, LT também:liga-se :"in vitro" a
tubos plasticos recobertos com GMl (56,65), sendo gue
essa ligagao ocorre entre o fragmento B e a porgac oli-
gossacaridica do GM1 (88). Ainda, ém baixas concentra-
coes, o GMl blogueia os efeitos induzidos pelas LTs de
E. coli, em timocitos de caﬁundongo (130) e em células

Y-1 (26).

Por outro lado, Piérce et al (96) e Holmgren
et al (56), descreveram gque, quantitativamente, muito mais
GMl era necessario para inibif os efeifos mediados pe-
iz LT em alca ligada de intestino de coelho, doquepa

ra a TC na mesma prova.

Recentemente, Holmgren et al (65}, descreveram

gue a pré-incubag¢do de baixas conéentragaesdetaﬂ.(L nm) ,
com a TC ou com a LT purificada, inibiam completamente a

——agtividade~destas—toximas-na-alga-¥igada-de-coelho.~-

Também a incorporacao exbgena de GM1l em célu-

las C6, de glioma de rato deficiente neste gangliosideo,
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aumentou em cerca de 30 vezes, a ligagao da LT de E. coli,
marcada com 1251 a essas ceélulas (88). Na linhagem de
fibroblasto de camundongo nac sensivel a LT’ de E. ggli
e tampouco & TC, por ndo sintetizar o GMl, a adigao desse

gangliosideo as células, aumentou cerca de 3 vezes © con

telido do AMP ciclico (86).

Todos esses experimentos demonstraram gque as
enterotoxinas LTs de E. coli se ligam realmente ao GMI,

gque deve funcionar como seu-receptor nas superficies ce-

+
:
{
i
i

lulares, & semelhanca da TC.

G

Entretanto, observagOes experimentais §u§erem
que essas duas enterotoxinas diferem em suas caracteris-
ticas de ligagdo aos receptores e que o GMl, pode nao ser

o inico a desempenhar a funcao de receptor para LT.~

As evidencias mais relevantes seriam:

1- As LTs de E. coli se aderem fortemente a suportes cn
tendo galactose (Bio gel ASm) | caracteristica es-
ta utilizada por Cléﬁents e'ﬁinkelstein (13), na me
todologia gue desenvolveram para purificar esta en-
terotoxina por cromatografia de afinidade. Em con-
dicdes similares, a TC n3o se adere as colunas de
agarcse, apesar de ficar levemenéé retardada na cro-

matografia.

2- Uma vez que o GM1 seria o receptor para as LTs  de
E. coli, a fragdo B da TC, ou melhor, o coleragenéi-

de, deveria ser capaz de bloguear a agao destas to-
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xinas nas ceélulas, o gue nao foi observado em diver-

s0s trabalhos (65).

Quanto a este Oltimo item, existem dados con-
flitantes, uma vez gue Nalin e McLauglin (892) descreve-
ram gue © pré-tratamento com coleragendide blogueava tan.
to a TC como a LT de E. coli em algcas intestinais de ca
chorros, enquanto . que Donta.. (26) descreveu gue am
bas as toxinas e suas subunidades B foram capazes de se

inibirem competitivamente, na cultura de celulas Y-1.

.

Ao contrario, . - Rierce - (96) - e 7 Holmgren.

(56), descreveram gue a pré-incubagao com coleragendi
de, em alga ligada de intestino de coelho, evitava a res

posta .4 TC, mas nao & LT de E. coli.

Tendo em vista todas estas controvérsias a res
peito dos receptéres para a LT de E. coli, e usando a
TC para fins comparativos, escolhemocs como modelo ae es-
tudo dos receptores destas enterotoxinas, os eritrdcitos.
Isto porgue, pelas provas soroldgicas de aetécgéo destas
enterotoxinas envolvendo hemacias, verifica-se uma sen-
sibilizacao natural nas mesmas. Em outras palavras, as
enterotoxinas LTs e TC, apesar de serem proteinas, se ad
sorvem as heméciés de carneiro sem o uso artificial de 1i
gantes; o gue sO poderia ser ex?licado pela presencga de

receptores especificos.

S O — H e e+ e 5 e o e At S o £ s

Em trabalhos anteriores, em nenhum momento, os

eritrdcitos foram utilizados para este fim, ao contra-

rio do gue ja se faz na pesquisa dos receptores especi-
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f£icos para fimbrias de aderéncia de ETEC (24,33,108) .

Desta forma. estariamos nac 8o esclarecendo O
mecanismo intrinseco das reacoes de tgp, IHRS, IHR €
HI, como tambem identificando os receptores encontrados
nos eritrocitos para as enterotoxinas 1Ts, podendo CcOmM~

parar eventuais diferengas com a TC.

A correta caracterizaqEO dos receptores para
as enterotoxinas LTs das amostras ETEC e da TC, pode-
ria témbém abrir perspectivas, no sentido de se pesgui-
sar inibidores competit%vos destas toxinas, talvez até
para serem utilizados co-£ins terépéuticos,iﬁ semelhan-

ca dos anti-histaminicos, muito usados no tratamento de

reacoes de hipersensibilidade do tipo imediato.

No desenvolvimento do nosso.trabalho, inicial-
mente nos propusemos a caracterizar em eritrécitos<ﬂ3d§
ferentes origens, guais 08 que seriam sensibilizados re-
1as enterotoxinas LTs de amostras ETEC, de origem hu-

mana e suina.

Assim, na Tabela 3, podemos verificar que, ape
sar de existirem diferengas na sensibilizagéo, todos ©OS
eritrocitoes estudados foram capazes de adsorver as ente-
rotoxinas LTs de origem humana € suina, como verificado

nas provas de IHP e/ou IHR € HI.

pelos resultados obtidos, verificamos due as

hemacias bOVinaS,emﬂtﬁﬁﬁ§“ﬁ§$f€§fﬁgm€5tudaduST" tiverant
100% de concordancia, gquando comparados aos de carneiro.

Isto significa, gue esses eritrocitos devem -possuir Ie”
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ceptores para as LTs, semelhantes aos encontrados nas he-
macias de carneiro, normalmente utilizadas nas provas so

logicas de detecgdo destas enterotoxinas.

Temos portanto nas hemacias bovinas, um pa-
drao de sensibilizagdo pelas toxinas LTs de amostras
ETEC, de origem humana e suina, igual 3s das hemicias de
carneiro, podendo perfeitamente substitui-las nos testes

de detecgao de IHP,  IHR e HI.

Quanto a&s hemacias de galinha, coelho e huma-

nas, dependendo do teste estudado, observames uma concor -

dancia parcial de resultados, quando comparados aos obti

dos com eri