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RESUMO

A enterotoxina citotdéxica de Aeromonas hydrophila (Ent-ctx) possui multiplas
atividades biologicas. Entre elas, estd a capacidade de lisar eritrocitos, causar danos
ireversiveis nas membranas celulares e induzir acimulo de fluido no intestino em modelo
animal. Neste estudo, as hemécias de rato foram mais sensiveis a ag&o citolitica da Ent-
ctx quando comparadas as outras hemacias. A IgG purificada anti-Ent-ctx foi capaz de
neutralizar o efeito citotéxico da Ent-ctx, apresentando titulos maiores que 1:16384,
revelando uma unica banda com um peso molecular aproximado de 54 kDa na andlise do
imunoblotting. A Ent-ctx causou perda de juncdo intercelular, crescente condensagéo
nuclear, a fragmentacéo e eliminacéo de corpos nucleares e citoplasmaticos em linhagens
celulares Vero {rim de macaco verde africano) e HT29 (epitélio intestinal humano). As
analises ultraestruturais, assim como andlise eletroforética em gel de agarose, reagéo de
Feulgen, e a metodologia do TUNEL confirmaram que a Ent-ctx induziu apoptose em
HT29. Os danos ocasionados pela Ent-ctx foram irreversiveis, constatando-se que a
perda da fungdo mitocondrial nas células HT29 precede a destruicdo da membrana
celular. Estudos in vivo em células epiteliais intestinais de rato revelaram severa
desorganizacdo estrutural, levando a destruigdo de enterdcitos, alteragcbes em organelas
intracelulares e a perda do arranjo das células do tecido conectivo. A presenga de um
infiltrado inflamatério difuso constituido por eosindfilos e neutrofilos foi constatada nas
analises microscopicas. Através da técnica de PCR nao foram detectados os genes
responsaveis pela enteropatogenicidade em E. cofi (LT-l, STa, STb} na amostra de A.
hydrophila produtora da Ent-ctx. Neste estudo, as alteragdes morfolégicas observadas em
células intestinais epiteliais in vitro e in vivo, sugerem que a Ent-cix esta refacionada com
a enteropatogenicidade de A. hydrophila.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, enterotoxina, citotoxina, hemolisina, apoptose.
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ABSTRACT

The cytotoxic enterotoxin secreted by Aeromonas hydrophila (Ent-ctx) produces
hemolytic and cytotoxic activities and possesses the ability to evoke a fluid secretory
response in a ligated intestinal loop model, amongst other biological activities. In this
study, rat erythrocytes were the most sensitive to the hemolytic activity. The cytopathic
effects were neutralized using antiserum purified against the cytotoxin of A. hydrophila
(titer > 1:16384). The immunobiofting analysis revealed one only band with molecular
weight of 54 kDa. Vero (African green monkey kidney) and HT29 (human epithelial
intestinal) cells treated with the Ent-ctx became round and lost their adhesion to each
other and to the substrate. Cytoplasmic blebbing, nuclear condensation, fragmentation and
formation of apoptotic bodies also occurred. Internucleosomal DNA fragmentation was
detected by TUNEL labeling, Feulgen staining in situ and agarose gel electrophoresis.
These results confirmed that the Ent-ctx of A. hydrophila induces apoptosis in HT29. The
cytotoxic response of this enterotoxin was ireversible and progressive showed that the
lost of mitochondrial function come first that destruction of membrane permeability. In vivo
studies revealed a dramatic structural disorganization, leading organelies damage,
degeneration of epithelial cells and lost of the connective tissue in rat epithelial intestinal
ceils. Microscopic observations showed migration of eosinophils and neutrophils through
the intestinal epithelium. Using LT-I, STa, and STb of £.coli as probe no homology to the
whole cell DNA of A.hydrophila (AH191) strain was detected on PCR analyses. These
alterations induced by the cytotoxic enterotoxin of A. hydrophila, suggest that mechanism
of this toxin could be associated to the enteropathogenicity involving A.hydrophila strains.

Key-words: Aeromonas hydrophila, enterotoxin, cytotoxin, hemolysin, apoptosis
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Introducdo

1. INTRODUGCAO

O primeiro relato do género bacteriano classificado como Aeromonas spp procede
do isclamento de um bacilo gram-negativo do meio aquatico denominado Bacillus
punctatus por Zimmemann (1890). Em 1936, Kluyver & van Niel propuseram a
denominag@o de Aeromonas ao género gue englobava bactérias isoladas do meio
ambiente, geralmente aquatico, as quais eram estreitamente relacionadas aos bacilos
entéricos moveis por flagelo polar.

Historicamente © género Aeromonas encontrava-se classificado na familia
Vibrionaceae, juntamente com os géneros Vibrio, Plesiomonas e Photobacterium (Popoff,
1984). Estudos taxondmicos (Colwell ef al, 1986), com base nas caracteristicas
bioquimicas e moleculares levaram a reclassificagdo do género Aeromonas em oufra
familia, denominada Aeromonadaceae, que engioba junto os géneros Oceanimonas e
Tolumonas (Bergey's, 2001). Este género inclui pelo menos 16 genoespecies agrupando
a espécie imobvel e psicrofila Aeromonas salmonicida num primeiro grupo e as espécies
mesofilas, A. hydrophila, A. sobria, A. caviae, A. veronni, A. schubertti, A. jandaei,
A.media, A. trota, A. eucrenophila, A. allosaccharophila, A. bestiarum, e A. encheleia,
constituindo o segundo grupo. Recentemente, trés novas espécies, A. enteropelogenes,
A. ichthiosmia e A. popoffii, tém sido reconhecidas como integrantes deste género
(Camaham & Altwegg, 1996).

Aeromonas spp sao bacilos gram-negativos, ndo esporulados, medindode 0,3a 1,0
um de didmetro e 1,0 a 3,5 pm de comprimento (Popoff, 1978). Encontram-se isolados,
aos pares, ou em cadeias curtas e guando movéis, e exibe um unico flagelo polar.
Apresentam temperatura 6tima de crescimento entre 0s 22°C e 37°C. Podem ser isoladas
em meio seletivo, ou placas de Agar sangue com ampicilina na concentragio de 10 ug/mli,
uma vez que a bactéria mostra-se resistente a esse antibiético. Possuem metabolismo
anaerobio facultativo, utilizando a glicose e outros carboidratos {frutose, maltose, e
trealose) com producéo de acido, ou acido e gas. Reduzem o nitrato, produzem catalase
e oxidase e mostram-se resistentes ao agente vibriostatico 0/129 (2,4 diamino-6,7
diisopropilpteridina). Tém a capacidade de ndo fermentar adonitol, dulcitol, inositol,
sorbose e xilose.

As espécies mesdfilas de Aeromonas tém sido associadas as infecgbes
gastrointestinais humanas assim como infecgdes cutdneas e subcutaneas, sepsis e
infecgdes sistémicas, podendo ser transmitidas através do contato direto por ferimentos
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Introdugéo

ou a ingestdo de agua e alimentos contaminados (Altwegg & Geiss, 1989; Gracey ef al.,
1982; Krovacek ef al., 1998).

Dentre o género, tém sido demonstrado que a presenca de A. hydrophila em
alimentos é elevada (Freitas et al., 1993; Palumbo ef al., 1989), devido & capacidade
desta espécie para produzir enterotoxinas e hemolisinas inclusive na temperatura de
refrigeracdo (4°C), sugerindo que a ingestao de alimentos contendo toxinas pré-formadas
pode provocar doengas gastrointestinais (Hardy ef al., 1988; Kirov, 1993, Majeed et al,,
1989).

O principal habitat desta espécie sdo ambientes aquéticos, representados por
aguas correntes ou estagnadas, tanto doce quanto salgada (Gracey ef al, 1982,
Haburchak, 1996). A prevaléncia de A. hydrophila em aguas nio tratadas tem superado
sua presenca em &guas tratadas para o consumo doméstico (Borrell ef al, 1998).
Recentemente, devido a seu potencial de crescimento nos sistemas de distribuico de
agua, inclusive aguas cloradas, A. hydrophila foi incluida na lista de contaminantes
importantes para satide publica sendo considerada um patégeno emergente pela Agéncia
de Protecao Ambiental (EPA) dos Estados Unidos (Borchardt et al,, 2003). Por outro lado,
a capacidade de crescer nos mais diversos ambientes aquéticos, sob uma variedade de
condicbes adversas, tais como salinidade, temperatura e pH tém permitido catalogar a A.
hydrophila como um otimo indicador de poluicéo de aguas (Seidler ef al., 1980).

Aeromonas hydrophila tém sido reconhecida como patégeno oportunista em
pacientes debilitados e imunologicamente comprometidos, sendo capaz de causar
abscesso multilobular de puim&o e bacteremia, com mionecrose e grangena gasosa em
pacientes submetidos a hemodialise (Heckerling ef al., 1983, Janda & Brenden, 1987, Xin
et al., 1997). No entanto, a maior parte dos estudos clinicos- epidemiolégicos descrevem
a A. hydrophila como principal responsavel por doencas diarréicas, assim como a sua
associacdo com ferimentos e infec¢bes sanguineas (Gracey ef al., 1982, Haburchak,
1996).

Numerosos estudos sobre incidéncia, aspectos clinicos e fatores de viruléncia de
A. hydrophila tém sido publicados no sentido de associa-las a enteropatogenicidade assim
Como para propor possiveis mecanismos de ac&o que levam-na a provocar doengas em
homens e animais (Caselitzz, 1966, Cumberbatch et al, 1979; Fergunson ef al.,1997,
Janda & Brenden, 1987; Khalifa, 1989, Khurama & Kumar, 1997). Varios levantamentos
epidemiologicos indicaram que deniro do género, A. hydrophifa vem sendo reconhecida
como agente etioldgico de numerosos casos clinicos envolvendo inclusive individuos



Introdugéo

imunocompetentes de todas as idades (Figura et al., 1986, Lin ef al., 1996, Ljungh, 1987,
Mani et al., 1995, Murakami et al, 1995). Adicionalmente, esta espécie tem sido
associada a diarréia que acomete individuos que se deslocam para regides
subdesenvolvidas, conhecida como “diarréia dos viajantes”, causando dores abdominais e
diarréia com duracao inferior a sete dias (Black, 1990).

No Brasil sdo poucos os estudos realizados sobre o papel desempenhado por
amostras de Aeromonas hydrophila como patogénos entéricos. Entretanto as pesquisas
realizadas por Khalifa, (1989) e Pereira (1992) demonstraram a presenca de amostras
pertencentes ao género Aeromonas spp. em fezes de individuos e criancas com diarréias.
Paralelamente, Neves & Nunes, (1994) isolaram mais de 200 amostras de Aeromonas
spp., a partir de diferentes materiais tais como agua doce, agua saigada, queijos, leite e
urina. Um estudo realizado em Araraguara, (SP) revelou a presenga de amostras de
Aeromonas spp. e Vibrio cholerae a partir de diversas fontes analisadas, sendo que as
amostras de Aeromonas apresentavam resisténcia multipla as drogas (Faicdo ef al,
1998). Recentemente Martins et al., (2002) demonstraram uma incidéncia de 32% de A.
hydrophila em amostras isoladas de alimentos e fontes clinicas, revelando-se que 0 72%
foram produtoras de citotoxinas e 28% de enterotoxinas.

Varios marcadores tém sido descritos procurando explicar a patogénese das
infecgOes intestinais associadas & A. hydrophila (Chakraborty ef al., 1986, Ljungh et al.,
1977). Dentre as substancias segregadas por este microorganismo, e que parecem
desempenhar um importante papel no processo das doencas intestinais estdo as
enterotoxinas, as quais s&@o consideradas um importante estimulo de eventos
bioquimicos, que se associam com quadros diarréicos agudos (Dobrescu, 1978; Ljungh ef
af., 1982).

Duas categorias de enterotoxinas tém sido descritas: as citotdnica e citotéxica. A
enterotoxina citotonica similar & toxina colérica, € capaz de induzir a formagio de
esterdides e provocar arredondamento em células Y-1, sem causar alteragbes no epitélio
intestinal (Chopra & Houston, 1999). A enterotoxina citotoxica (Eni-ctx), também
denominada como “aerolisina” (Bernheimer & Avigar, 1974) ou B-hemolisina (Asao et al.,
1984), e considerada como um potente indicador de patogenicidade, cuja acdo esta
geralmente associada a danos no tecido hospedeiro e infecgbes gastrointestinais (Freitas
ef al., 1993, Houston et al., 1891). Entretanto, pouco se sabe acerca do papel da Ent-cix
na patogénese das doenc¢as gastrointestinais provocadas pela A. hydrophila.
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Varios estudos tém demonstrado que pode existir uma correlacao entre hemélise,
citotoxicidade e enterotoxicidade nas amostras de Aeromonas (Chakraborty ef al., 1887,
Chopra ef al., 1986; Cumberbatch et al, 1979; Wadstrom ef al., 1976). Assim uma B-
hemolisina de 50 kDa, que produz um efeito citotéxico em células Vero e induz acumuio
de liquido no intestino de camundongos e coelhos (Asao ef al., 1986, Vadivelu et al,
1995), foi identificada em A. hydrophila. Além desta toxina, foi constatada a presenc¢a de
uma alfa-hemolisina, a qual é liberada da céluia durante a fase estacionaria, e provoca
lise parcial de eritrocitos (Caselitzz, 19686, Ljungh et al, 1981, Wretling et al., 1971).

Potomski e colaboradores (1987) descreveram uma enterotoxina de
aproximadamente 63 kDa, diferente sorologicamente da toxina colérica (CT), que causa
acumulo de fluidos em alca ligada de coelhos e camundongos, com capacidade de causar
hemolise e apresentar um efeito citotoxico em cuitura de células.

A enterotoxina citotdxica pertence a familia de toxinas protéicas de Aeromonas,
cuja massa molecular varia entre 48 e 54 kDa e expressam multiplas atividades biologicas
tais como hembdlise, enterotoxicidade, citoioxicidade podendo ser letais quando injetada
via intravenosa em camundongos (Asao ef al., 1986, Cahill, 1990, Rose ef al., 1998b).
Devido a sua presenca em amostras clinicas associadas a quadros de diamréia
provocados por A. hydrophila, assim como em amostras isoladas do meio ambiente, esta
toxina tem sido objeto de caracterizacdo biolégica e molecular, com o propésito de
determinar a sua segiiéncia de aminoacidos (Buckley et al., 1881; Burke ef al, 1987,
Howard et al., 1987).

A purificagdo e caracterizagdo quimica e imunolégica de uma enterotoxina
citolitica (Act) de 52 kDa, isolada de fezes diarréicas, cujo agente etioldégico foi
classificado bioquimicamente como A. hydrophila, permitiu constatar que adicionalmente
as atividades citotdxica, enterotdxica e hemolitica, a enterotoxina Act estava intimamente
relacionada com a toxina colérica e com a p-hemolisina (Fergunson et al., 1997, Rose et
al, 198%9a, Rose ef al., 1989b).

Estudos recentes relatam um aumento na produgéo da enterotoxina citolitica a
partir da clonagem e expresséo do gene acf em E. coli K12 (Fergunson ef al., 1995,
Fergunson et al., 1997). Os resultados destas pesquisas revelaram que entre os varios
fosfolipideos e gangliosideos testados, a Act interage com o grupo 3'OH do colesterol,
sugerindo ser esse grupamento guimico ¢ possivel receptor nas membranas celulares.
Estudos sobre 0 mecanismo de acdo revelaram a capacidade desta toxina para induzir a
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formacao de canais, levando 3 lise celular em eritrécitos e outros tipos de membranas
(Abrami et al., 1998a, Fergunson et al., 1997, Xin et al., 1997).

Por outro lado, a aerolisina, caracterizada como uma proteina formadora de
poros foi purificada e posteriormente seqlienciada a partir de seu precursor protéico
inativo: a proaerolisina (Buckley ef al., 1981, Howard et a/., 1986, 1987). Estudos sobre o
mecanismo de acdo desta toxina para a formacgé&o de poros revelaram que a exoproteina
secretada sob forma inativa (68 kDa), & ativada pela clivagem proteolitica de seu
precursor, convertendo-se numa proteina de 52 kDa. Uma vez ligada @ membrana da
célula alvo, e dependendo da concentragdo de proteina, o aumento desta toxina leva a
polimerizacéo do complexo toxina-receptor, o qual insere-se dentro da membrana e induz
a formac&o de canais nas celulas, provocando a lise osmética dos eritrécitos e outros
tipos de membranas (Chakraborty ef al., 1986; Fergunson et al., 1997; Rose ef al.,
1989b).

Concentragbes menores de aerolisina provocam a perda de moléculas pequenas
e ions, podendo ativar a via de morte celular programada. Como regulador quimiostatico
de leucécitos humanos, a aerolisina, quando ligada ao receptor glicofosfatidil-inositol
(GP1) (Lisanti ef al., 1989), induz apoptose em linfécitos T através das proteinas Thy-1
(Buckley, 1999).

Contudo, 0s mecanismos pelos quais esta toxina interage com as células de
mamiferos nucleadas, ainda sao pouco conhecidos (Abrami etf al., 1998a, Carrello ef al.,
1988, Cumberbatch et al., 1979, Freitas ef al., 1993). Pesquisas realizadas em nosso
laboratérioc demonstraram que a Ent-ctx provoca alteragbes morfologicas em varias
linhagens celulares, predominando os efeitos de vacuolizagdo citoplasmatica e
condensacao cromatinica (Falcén, 1998). Além disso, estudos recentes constataram que
a Ent-ctx de A. hydrophila induz uma severa fragmentacao do DNA em células epiteliais
humanas HT29, sugerindo que esta enterotoxina, similarmente & aerolisina, é capaz de
ativar processos que levam & morte celular via apoptose (Faicon ef al., 2001).

A morte celular programada, conhecida como apoptose tem sido reconhecida
como um dos mecanismos de patogenicidade das bactérias, envolvendo varios fatores de
viruléncia que s&o secretados pelos microorganismos bacterianos para agir como
ativadores especificos do processo de apoptose. As estratégias usadas pelos patégenos
podem ser necessarias para sua sobrevivéncia no hospedeiro, desviando os possiveis
mecanismos de defesa, principaimente a acdo das céluias da resposta imune (Jonas et
al., 1994, Kochi & Collier, 1993, Kuo ef al., 1999, Weinrauch & Zychlinsky, 1999).
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As células epiteliais intestinais constituem o principal alvo de patégenos
bacteriancs relacionados a doencgas gastrointestinais. A ativacéo do sistema imune em
resposta a agao destes microrganismos, pode levar a destruicéo da barreira epitelial e
conseqlentemente facilitar as vias de invasdo e dispersdc dos mesmos dentro do
hospedeiro (Hormef ef al, 2002, Mayhew ef al., 1999).

No intuito de aprofundar o conhecimento dos mecanismos de acdo da Ent-ctx e
associa-los com a enteropatogenicidade produzida por A. hydrophila, varios estudos tém
sido desenvolvidos em modelos animais (Ljungh et al, 1976, Ljungh ef al 1982,
Schiavano et al., 1998, Wong ef al., 1996), desde que Sayal ef al., (1975) demonstraram
que sobrenadantes obtidos de culiuras bacterianas desta espécie causavam acimulo de
fluido intestinal em alga ligada de coelho. Contudo, alteracGes histoldgicas ndo foram
constatadas no ensaio de perfusdo em intestino de rato {Millership et al., 1992).

Demonstrada a importancia da enterotoxina citotéxica como possivel indicador da
patogenicidade de A. hydrophila, e tendo em vista os estudos referentes aos mecanismos
pelos quais esta toxina provoca os danos no hospedeiro, toma-se aprofundar neste fator
de viruiéncia e seu papel nas enteropatias.
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Objetivos Gerais

1.

A caracterizacdo da atividade hemolitica da Ent-citx frente a eritrécitos de

diferentes origens.

A caracterizac&o imunologica da Ent-ctx frente aos anti-sorcs obtidos em modelo

animal.

O estudo das alteragdes morfoldgicas e intracelulares induzidas pela Ent-ctx nas
células epiteliais intestinais.

A demonstrac&o da ocorréncia de apoptose in vitro

E, relacionar os aspectos morfologicos e infracejulares obtidos com os efeitos
citopatogénicos in vitro produzidos pela enterotoxina citotéxica de A. hydrophila

Objetivos Especificos

6.

8.
9.

O estudo da cinética do efeito citopatico e das alteracées induzidas pela Ent-ctx
nas linhagens celulares HT29 e Vero.

A andlise ultraestrutural dos efeitos biolégicos induzidos pela Ent-ctx em células

epiteliais humanas e de rato.
O estudo das alteragbes do citoesqueleto celular no epitélio intestinal.

Verificar a possivel associacéo entre os genes (LT-l, STa, STb, VT) responsaveis
pela enteropatogenicidade em E. cofi e a amostra de A. hydrophila produtora da
Ent-ctx.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1-Amostras bacterianas

Para o presente estudo foi utilizada a amostra de Aeromonas hydrophila
(AH191), isolada de leite contaminada, gentiimente cedida pela Fundacéo Tropical “André
Tosello”, 'Campinas, SP (lote 27.88 FTPT, data 20/08/1986). Outras amostras padrio
utilizadas foram Escherichia coli enterotoxigénica 40T (LT ), Escherichia coli
verotoxigénica 8B (VTy") e Aeromonas hydrophila, AHB9, nao produtora de enterotoxina.
Todas as amostras bacterianas foram mantidas em Agar Nutriente & temperatura
ambiente e em meio caldo Nutriente contendo glicerol 20% a -70°C.

2.2-Producao e purificagdo da Enterotoxina-Citotdxica de A. hydrophila

As condicbes de cultivo ufilizadas, assim como os procedimentos para a
purificagdo da Ent-ctx foram estabelecidos como descrito por Falcdn, 1998.

Para a produgdo da enterotoxina citotdxica  (Ent-ctx), as bactérias (2,7 x 10°
bactérias mi™) (escala 8 de Mac Farland) provenientes da amostra AH191 foram
cultivadas em meio TSB-EY (meio Caldo Tripticase de Soja, suplementado com de extrato
de levedo a 0,6%) (Difco, Laboratories) por 18 horas, sob agitacdo (150 rpm). Em
sequida, foram centrifugadas a 15.300 x g por 20 minutos (Beckman, model J2-21) a 4°C,
sendo o sobrenadante tratado com 1mM de inibidor de protease Phenyimethylsuifonyl
Fluoride (PMSF) (Bio-Rad Laboratories) e conservado a -70°C. O sobrenadante de cultura
obtido foi submetido a precipitagdo com sulfato de amédnio 60% (p/v) (Merck) de saturagio
e posteriormente as técnicas cromatograficas de troca anidnica Q Sepharose fast flow
(26/10), cromatografia de intera¢des hidrofdbicas em coluna de HiPrep 16/10 Phenyl (high
sub) e finalmente a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200. Todo
o processo cromatografico foi desenvolvido no sistema AKTA-FPLC (Amersham-
Pharmacia) a temperatura de 22°C.

2.3-Determinacéo da concentraco proteica

A concentragao de proteinas foi determinada segundo a metodologia descrita por
Bradford, 1976. Para isto, utilizou-se o kit de reagentes da Bio-Rad, contendo a solucao
Bradford concentrada contendo Azul de Coomasie, preparado em metanol 25% (v/v) e de
acido fosférico 50% (v/v). A curva padrdo foi obtida com BSA (1,35 mg mi") (Sigma
Chemical Co.), cuja faixa de sensibilidade atingiu concentracées entre 0,2 e 0,8 mg ml™.
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Foram adicionados a 100 ul das amostras, 5 ml do reagente de cor. Depois de agitados
vigorosamente, os tubos foram incubados por 5 minutos. Posteriormente foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (Beckman, DU 65 Spectophotometer) no comprimento de
onda de 595 nm.

2.4-Producéo de anticorpos anti-Ent-ctx de A. hydrophila

2.4.1-Animais e esquema de imunizacio

Coelhos adultos (4 meses) da raga Nova Zeléndia foram imunizados via
subcutanea (em varios pontos do dorso do animal), com uma dose de 150 ug mi™ da Ent-
ctx previamente preparada e emulsificada com adjuvante completc de Freund (v/v)
(Sigma) como descrito por Rose ef al., 1988b. A cada 30 dias, e durante dois meses, os
coelhos foram reinoculados com a mesma dose da toxina, emulsionada em adjuvante
incompleto de Freund (v/v) (Sigma). Duas semanas apés cada inoculagao, foi feita a
sangria de prova usando a técnica de imunodifussao radial dupia e duas semanas depois
da ultima imunizacé&o foi feita a sangria total dos animais. O antissoro de coelho anti- Ent-
ctx obtido apés a centrifuga¢do a 3 000 rpm durante 15 minutos (Hitachi, model CF15D2)

foi armazenado g -20°C.

2.4 2-Purificacdo do antissoro anti-Ent-ctx de A. hydrophila

O antissoro anti-Ent-ctx foi purificado usando uma coluna de afinidade HiTrap-
Protein A de 1 ml (Amersham-Pharmacia), em sistema convencional {LKB Uvicord SiI,
Pharmacia), utilizando um espectrofotémetro com sensibilidade de 2.0 AUS. A coluna foi
equilibrada com tampé&c Fosfato 100mM pH 8,5 utilizando um fluxo linear de 1 mi min™. A
igG anti-Ent-ctx foi eluida com tampéo Tris-Glicina 100mM pH 2,8. Posteriormente as
fragbes coletadas (3 ml) foram concentradas em Amicon, utilizando-se membrana PM 10. A
|gG concentrada foi dialisada contra tampéo Tris-HCI 100mM, pH 8,0.

2.5-Bioespecificidade do anti-Ent-ctx

2.5.1-Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

¥

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo o método descrito
por Laemmlii, 1970. Foram preparados géis com espessura de 1,5 mm e gel de separacio
de 10%, aos quais foram aplicadas 25ul da Ent-ctx (100 ug mi™"). A amostra e o padrio de
baixo peso molecular (Amersham-Pharmacia) foram misturados v/iv com o tampéo de
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amostra preparado com SDS 4% (p/v), glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 5% (p/v) e
azul de bromofenol 0,025% (p/v) em Tris-HCI 125mM pH 6,8. Em ambos 0s casos, as
amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos. A eletroforese foi realizada utilizando-
se amperagem constante de 15 mA gel”’. O marcador de peso molecular compunha-se de
fosforilase b (94 kDa), soroalbumina bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase
carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa).

2.5.2-Imunodeteccdo em membrana de nitrocelulose através do Western Blotting

ApOs a realizacdo da eletroforese em gel de poliacrilamida, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham-Pharmacia), como descrito por
Towbin ef al., 1979. Apés a transferéncia, realizada a 100 V durante 1 hora a 4°C, a
membrana de nitrocelulose foi tratada com solucéo bloqueadora, leite desnatado 5% (p/v)
em PBS 5mM pH 7,2 e incubada por 1 hora a temperatura ambiente (T.A.). A membrana
foi lavada trés vezes com PBS 5mM pH 7,2 contendo Tween-20 a 0,05% (viv) (PBS-T)
por 5 minutos. O antissoro previamente descomplementado a 56°C por 30 minutos e &
IgG anti-Ent-ctx purificada foram diluidos a 1:100 e 1:400 respectivamente em solucio
bloqueadora, e a membrana de nitrocelulose foi incubada por 1 hora a 37°C. Em seguida,
a membrana foi lavada trés vezes com PBS-T por 5 minutos. Posteriormente foi incubada
por 2 horas a T.A. sob agitacdo constante com o antissoro anti-lgG de coetho conjugado
com peroxidase (Sigma) diluido a 1:500 em solugdo bioqueadora. A membrana foi iavada
trés vezes com PBS-T por 10 minutos. A reacdo foi revelada com tetracloreto de
diaminobenzidina (DAB, Roche Diagnostics) preparado em tampao Tris-HCI 50mM pH7,6
contendo perdxido de hidrogénio 0,03% (v/v). Finalmente, a reacio foi interrompida
utilizando-se agua destilada.

2.6-Deteccao da atividade hemolitica da Ent-ctx de A. hydrophila

A atividade hemolitica da Ent-Ctx foi avaliada frente a hemacias de boi, cameiro,
cavalo, cobaia, coelho, galinha e rato (Microlab), diluidas a 1% (v/v) em PBS 5mM pH 7.2,
seguindo a metodologia descrita por Bhakdi et a/.,19886.

Diluicdes seriadas (razdo 2) em PBS foram feitas com 50 pl da enterotoxina (100
ug mi™"), em microplaca de 96 orificios (Falcon) mantida em banho de gelo. Em seguida foi
acrescentado um mesmo volume da suspenséo de cada uma das hemacias preparédas a
1% {(v/v) no mesmo tampao. As placas foram incubadas a 37°C durante uma hora e, logo
apds, foi observada a lise celular pela liberagdo de hemogiobina. Os sobrenadantes (100
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ul) foram transferidos para placas de fundo plano (Coming). Foram realizadas leituras a
405 nm em espectrofotdmetro (Titertek Muiltiskan, modei 340). O calculo da atividade
hemolitica (percentual de hemdlise) foi realizado seguindo os parametros descritos por
Hertle ef al. 1899. Cada experimento foi realizado em triplicata e foram usados como
controle positivo SDS 20 % (p/v) e como negativo tampao PBS 5mM pH 7.2.

Neste experimento foi verificada a influéncia da temperatura de incubagao na
interacdo toxina-eritrocito. Para isto, diluigbes seriadas da enterotoxina foram ensaiadas
com hemacias de rato, e a mistura incubada a 37°C e 4°C respectivamente. Verificou-se
apo6s 1 hora de cada um dos ensaijos, os titulos de atividade hemolitica em funcéo da
reciproca da maior diluicdo que provoca o0 50% de hemdlise.

2.6.1-Inibicao da atividade hemolitica devido a presenca do colesterol

Para este experimento foi seguida a metodologia descrita por Fergunson ef al,,
(1997). A Ent-ctx (150 ug) foi incubada a 37°C durante 30 minutos com diferentes
concentragdes (450 ng-1 mg) do colesterol (8 mg/ml) preparadas em PBS 5mM pH 7,2.
Apods esse periodo de tempo, foi acrescentado um mesmo volume da suspensdo de
eritrocitos de rato 1% em PBS 5mM pH 7,2, A leitura dos resultados procedeu-se como
descrito no item 2.6.

2.6.2-Neutralizacao do efeito hemolitico utilizando os antissoro anti-Ent-ctx

A capacidade de inibicao do efeito biologico da Ent-ctx foi testada utilizando o
antissoro descomplementado (56°C por 30 minutos) e a iIgG anti-Ent-ctx purificada.
Diluigbes seriadas (razdo 2) de ambos soros anti-toxina foram misturadas (v/v) com a
toxina purificada (25 pg ml™") preparada em PBS e incubadas a 37°C por 1 hora e
posteriormente, overnight a 4°C. Apés este periodo as misturas foram centrifugadas, 2
100 x g durante 10 minutos (Hitachi, model CF15D2), e 0,1 ml de cada uma das diluigbes
foi aplicada em placa de microtitulo (Falcon), contendo hemacias de rato 1% em PBS
como descrito para o teste de deteccdo da atividade hemolitica (item 2.8). As placas
foram incubadas & 37°C. As leituras dos ensaios realizados em triplicata foram feitas
diariamente até 48 horas. O titulo de soroneutralizagio foi considerado como o reciproco
da maior diluicdo que inibiu o efeito de lise celular induzido pela Ent-ctx (James et al.,
1982).
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2.7-Deteccéo da atividade citotoxica da Ent-ctx de A. hydrophila

2.7.1-Linhagens celulares

Células epiteliais intestinais humanas (HT29), proveniente do Banco de Células
de Rio de Janeiro, passagem No.7 e de rim de macaco verde africano (Vero) (ATCC
CCL81), passagem No.128 foram utilizadas para os experimentos. Ambas linhagens
foram providenciadas pelo Laboratéric de Cultura de Células, Departamento de
Microbiologia e Imunologia, UNICAMP.

2.7.2-Preparacio das culturas celulares

As células foram rapidamente descongeladas em banho termostatizado 4 37°C e
transferidas para frascos (Corning) contendo MEM (meio minimo essencial de Eagle)
(Nutricell), suplementado com soro fetal bovino 10% (viv) (SFB) (Nutricell) nas células
Vero. Utilizou-se meio Mc Coy’s 5A (Cellgro, USA) suplementado com SFB 15% (v/v}
(Nutricell) para as células HT29. Foram adicionados em ambos os meios, solugao de
antibidticos 1% (v/v), contendo penicilina (1.000 Ul/mi) e estreptomicina (250 ug mi™")
{Sigma Chemical Co). As células foram mantidas em estufa com CO; a 37°C ate a

confluéncia da monocamada.

2.7.3-Teste de atividade citotoxica

Para o teste da atividade citotdxica da Ent-ctx em células Vero e HT29 foi
seguida a metodologia descrita por Borenfreund & Puemer, (1984). Apds 24 horas de
cultivo, o meio de cultura foi descartado. A monocamada foi lavada com solugdo de PBS e
tripsinizadas com ATV (associacdio tripsina-Versene). As células (2,5 x 10° células mI™)
foram ressuspensas nos meios especificos acrescidos com SFB 10% (v/v) e antibibticos
1% (v/v), e transferidas para placas de 96 cavidades, adicionando 0,1 mi da suspenséo
celular por orificio. As placas foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de
CO, durante 24 horas. Ap6s a formagéo da monocamada celular o meio de cultura das
placas foi dispensado. Duplicatas de diluicbes seriadas (razdo 2) da Ent-ctx (50 ug mi™)
foram preparadas em 0,1 mi de meio MEM contendo solucdo de gentamicina (10 mg mi™)
1% (v/v) e adicionadas as cavidades. As placas foram incubadas em estufa de CO.,
sendo realizadas observagbes em microscépio invertido (Nikon) durante 72 horas. O
sobrenadante de cultura de A. hydrophila AH6S e o meio MEM foram utilizados como
controles negativo. Para o controle positivo foi usado o sobrenadante de cuitura de E. coli
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verotoxigénica 8B. A interpretacdo dos resultados foi realizada considerando como
positivo a reciproca da maior diluicdo da Ent-ctx que provocava 50% de efeito citotdxico

nas culturas celulares,

2.7.4-Teste de viabilidade celular

O teste de viabilidade celular foi realizado como descritc na metodologia de
Borenfreund & Puerner, (1984) usando o vermetho neutrc no ensaio colorimétrico
quantitativo. A Ent-ctx purificada (50 pg mi") foi aplicada nas células HT29 e Vero
crescidas em microplacas de 96 orificios numa concentracdo de 2x10° células mi™. Em
intervalos de tempo pré-determinados (0,5; 1; 2 e 4 horas), o meio de cultura foi removido
dos corificios. As células foram lavadas com PBS pH 7,4 e posteriormente foi adicionada a
cada cavidade 0,2 ml de meic MEM contendo 50 ug mi" de vermelho neutro. A
microplaca foi incubada durante 3 horas a 37°C. Para remog&o do vermelho neutro néo
incorporado, as células foram lavadas durante 3 minutos com uma solugdo formol-céicio
preparada usando formaldeido 10% (v/v) e cloreto de caicio anidro 1% {p/v). Finalmente,
foram adicionados 0,2 mi da mistura de etanol 50% (v/v) e acido acético 1% (v/v) a cada
orificio. A microplaca foi mantida durante 15 minutos a T.A até realizar-nos a leitura a 540
nm em espectrofotdmetro (Titertek Multiskan, model 340. A cinética da viabilidade celular
apés o tratamento com a Ent-ctx, foi expressa como o percentual de células viaveis em
relacéo ao controle celular (células néo tratadas com a Ent-cix) em funcéo do tempo de
ensaio.

2.8-Estudo das aiteracdes morfoldgicas induzidas pela Ent-ctx em células HT29

Para a realizacao destes ensaios as ceélulas HT29 foram crescidas sobre
laminulas de vidro em placas de 24 cavidades, com 0,1 ml de suspensédo celular por
orificio, na concentracio celular de 10* células ml”’. Posteriormente as placas foram
incubadas em estufa a 5% de CO,, durante 24 horas. Para cada ensaio, concentragbes
pré-determinadas da Ent-ctx foram preparadas em meio Mc Coy’'s 5A contendo
gentamicina (10 mg mi™).

2.8.1-Ensaio para o estudo das alteracdes citopiasmaticas e nucleares

Neste ensaio, as células foram incubadas durante 4 horas com a Ent-ctx (25 ng
mi™). Apé6s a visualizacéo do efeito citopatico, as laminulas foram primeiramente lavadas
com solugdo de PBS e posteriormente tratadas por 1 hora com solugéo de formaldeido
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4% (viv) em PBS a T.A. As laminutas foram fixadas e depois lavadas com agua destilada
suficiente para retirar o excesso da solugéo fixadora. Para a coloragao usou-se o Azul de
Toluidina 0,025% (p/v) (AT) em tampaoc Mc llivane pH 4,0 (Mellc & Vidal, 1880). As
laminulas foram coradas por 15 minutos, lavadas trés vezes com agua destilada e
colocadas para secar ao ar. Por Ultimo, foram montadas em laminas usando Entelan
(Merck). O material foi observado em microscopio Axioskop (Zeiss), Departamento de
Biologia Celular, IB, UNICAMP.

2.8.2-Estudo das alteracdes ultraestruturais

As células HT29 cultivadas em laminulas foram tratadas com a Ent-ctx (25 ug mi™)
durante 4 horas e processadas para microscopia eletrbnica de transmissao (MET).

As céluias foram lavadas com PBS pH 7.4 e fixadas durante 1 horaa T.A. com o
fixador Trump’s (Dykstra, 1993). Posteriormente, o material foi pos-fixado com tetréxido de
osmio 1% (viv) em tampao Millonig (Souza et al.,1998), lavado novamente e desidratado
usando diferentes porcentagens de acetona em escala crescente (50-100%). O material foi
embebido primeiramente numa mistura Epon-acetona (1:1, v/v) e logo em resina Epon até
formacéo dos blocos. Secdes ultrafinas foram cortadas utilizando-se ultramicrotomo LKB.
Os cortes foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados
em Microscopio Eletrénico de Transmisséo Leoc 96, Laboratério de Microscopia Electrdnica,
IB, UNICAMP.

2.8.3-Ensaio para o estudo da integridade da membrana celular

Neste ensaio foi avaliada a perda da permeabilidade da membrana através da
deteccéo da desidrogenase lactica (LDH). Em intervalos de tempo pré-determinados (0,5;
1; 2 e 4 horas) a Ent-ctx purificada (100 ug mi™) foi aplicada nas células HT29. Apés cada
tempo, 0 meio de cultura foi retirado das cavidades sendo posteriormente colocados em
gelo. Aliquotas de 80 pl das amostras foram adicionadas a uma suspensao coniendo
NADH (2,5 mg ml™) e acido pirivico (1 mg mI™) (Sigma) em tampao fosfato 100mM, pH
7.4. As leituras foram feitas cada 30 segundos durante 3 minutos a 340 nm em
espectrofotdmetro (DU 65 Spectophotometer, Beckman). A atividade da LDH (Unidades
mi™) foi determinada de acordo como descrito por Mitcheli ef al., (1980) e comparada com
os resultados obtidos no controle deste ensaio, Triton X-100 (25 ng mi™). A medida da
liberagdo da enzima LDH por células HT29 foi expressa em funcio do percentual da
atividade enzimatica. Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo utilizado
como conirole negativo tampao Fosfato 100mM, pH 7 4.
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2.8.4-Cinética do funcionamento mitocondrial

O MTT (tetrazolium salt), cor amarela, € um substrato quimico que quando
reduzido pela presen¢a da enzima succinato desidrogenase gera o produto MTT reduzido
(formazan) de cor azul que pode ser detectado através de espectrofotometria. No intuito
de avaliar o funcionamento das mitocondrias, o ensaio foi baseadoc na metodoliogia
descrita por Borenfreund ef al., (1988). A Ent-ctx purificada (100 pg mi) foi aplicada nas
células MT29. Apds cada intervalo de tempo (0,5; 1; 2 e 4 horas) o meio de cultura das
cavidades foi substituido por 500 ul de MTT (1 mg mi™") (Sigma) e as microplacas foram
incubadas em estufa a 37°C por 30 minutos. Em seguida o sobrenadante foi retirado e as
microplacas foram lavadas com PBS durante 3 minutos. Posteriormente foram
adicionados a cada orificio da placa, 500 ul da mistura de isopropanol e acido cloridrico
(30:1, v/v). As placas foram agitadas durante 15 minutos & T.A. até completar a reagdo
enzimatica. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 570 nm (DU 65
Spectophotometer, Beckman). A atividade mitocondrial foi expressa em fungio do
percentual de MTT reduzido formado, indicativo da liberagdo da enzima succinato
desidrogenasse, portanto da alteracio induzida nestas organelas.

2.8.5-Estudo da distribuic@o de lipidios atraves do método de Sudan Black

O Sudén Black 0,3% (p/v) foi preparado em etanol 70% (v/v) e agitado durante 2
horas a T.A. Apds o teste de citotoxicidade a diferentes tempos (0, 5; 1; 2; 4 horas) com a
Ent-ctx (25 ug mi™"), as laminulas foram lavadas com agua destilada, e logo em seguida,
com etanol 70% (v/iv). As laminulas foram coradas durante 10 minutos com o Sudan
Black, lavadas com etanol, agua destilada e finalmente montadas em meio aquoso e
observadas em Microscopio Axioscopio, (Zeiss), Departamento de Biologia Celular, IB,
UNICAMP,

2.8.6-Deteccdo in situ de apopiose usando a técnica de TUNEL(TdT-mediated
dUTP nick end Iabeling)

Para detectar a fragmentacdo do DNA genbémico (caracteristica padréo dos
processos apoptéticos) a Ent-ctx (20 ug mi™") foi aplicada nas células que seguidamente
foram incubadas a 37°C por um periodo de 2 horas. As células HT29 foram fixadas com
paraformaldeido 4% (v/v) em PBS 10mM pH 7,4 durante 3 minutos e processadas in situ
usando o kit para a detecgdo de apoptose (Roche Diagnostics GmbH), segundo a
metodologia descrita por Sgonc ef al., (1994). Nesta reacdo, os extremos terminais livres

17



Material e Métodos

3'OH, produto da quebra do DNA, foram marcados com nucleotideos modificados com
fluoresceina incorporada. Para isto, uma enzima TdT (terminal deoxynucleotidyl
transferase) catalisou a polimerizacdo destes nucieotideos, sendo a fluoresceina
detectada por um anticorpo anti-fluoresceina conjugado com POD (enzima peroxidase).
Posteriormente, as céluias foram tratadas com DAB (4-dimetilaminobenzaideido) (Roche),
substrato para POD, e analisadas em microscépio (Axioskop, Zeiss) Departamento de
Biologia Celular, {B, UNICAMP.

2.8.7-Quantificacdo de células apoptoticas

As células HT29 tratadas com a Ent-ctx (45 ug ml™) durante 4 horas foram
fixadas com formaldeido 4% (v/iv) em PBS 10mM pH 7.4 e foram submetidas & reagao de
Feulgen, como descritc por Mello & Vidal, 1978. O material foi lavado com PBS 10mM pH
7.4 e hidrolisado com HCI 4N & T.A. durante 75 minutos. Posteriormente, as laminulas
foram lavadas varias vezes com agua destilada e tratadas com o reativo de Schiff a T.A.
durante 40 minutos. Apds esse periodo de tempo, e depois de retirado 0 excesso de
corante, as laminulas foram tratadas trés vezes com metabissulfito de sédio 5% (p/)
durante 5 minutos. Finalmente, as laminulas foram lavadas, secadas ao ar e montadas
em laminas usando o Balsamo de Canada. Andlises microscopicas foram realizadas
através do Axioskop (Zeiss), permitindo computar in situ os valores Feulgen-DNA a partir
da contagem das células que apresentaram condensacgéo nuclear e citoplasmatica, as
quais foram consideradas apoptoéticas, como descrito por Mello & Vidal, (1980). Neste
ensaio foram utilizados triplicatas do controle e do tratamento.

2.8.8-Cinética da inducio de apoptose

A Ent-ctx (25 ug mi™) foi aplicada nas células HT29 em intervalos de tempo pré-
determinados (0, 5, 1, 2 e 4 horas). Apds cada periodo, o meio de cultura foi retirado das
cavidades e as laminulas contendo céiulas foram fixadas por 3 minutos, usando uma
solucéo de paraformaldeido preparado a 1% (v/v) em PBS 10mM pH 7,4. Posteriormente
as laminulas foram lavadas e processadas usando o kit para a detecgéo de fragmentagéo
do DNA in situ -TUNEL (Boehringer Mannheim Comp.). O percentual de células
apoptéticas (baseados nas alteragbes nucleares tipicas) foi determinado pela contagem
de seis campos Opticos selecionados a partir de triplicatas das preparagoes.
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2.8.9-Ensaio de fragmentacdo do DNA e eletroforese em gel de agarose

Ap6s 4 horas de aplicagdo da Ent-ctx (50 pg mi") nas cavidades da placa
contendo HT29 num total de 2 x 10° células ml™ foi seguido o procedimento descrito por
Kuo et al,1999. As células foram lisadas com 500 ul de tampdo de lise durante 10
minutos. O lisado foi centrifugado a 10 000 x g (Hitachi, model CF15D2) por 10 minutos e
o sobrenadante contendo o DNA celular fragmentado foi coletado, sendo incubado com
200 ug mi" de protease K a temperatura de 60°C durante 1 hora e posteriormente
digerido com 100 ug mi’ de RNAse por 2 horas & 37°C. A solugéo de DNA foi extraida
duas vezes com fenol e uma vez com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, viv) e em
seguida precipitada por 18 horas com uma soluc&o de isopropanct 50% (v/v), acrescida
de 20 pg mi™" de glicogénio & 20°C. Depois de centrifugado o precipitado foi lavado uma
vez com etanol 70% (v/v) e suspenso em tampao Tris-HCI 10mM pH 8,0 contendo EDTA
1mM. Foram usadas como controle negativo células HT29 sem tratamento e como
controle positivo células HT29 tratadas com DNAse (10 pg mi”). As amostras foram
submetidas & eletroforese horizontal, submersa em gel de agarose a 2% (p/v) em tamp&o
Tris-Borato 90mM pH 8,0 contende EDTA 4mM. O gel foi corado com 10ug mi™* de
brometo de etideo e posteriormente visualizado em transiluminador de luz uitravioleta.

2.8-Deteccao da atividade enterotoxica da Ent-ctx de A. hydrophila
2.9.1-Animais

Foram utilizados dois grupos de 10 ratos machos jovens de 15 dias de idade da
linhagem Wistar, provenientes do Centro de Bioterismo —UNICAMP. Os animais pesaram
entre 20-30 g e foram mantidos em jejum por 12 horas.

2.9.2-Teste de alca ligada em rato

O protocolo deste ensaio (No. 361-1) constou com prévia aprovagdo da
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP. Para o
desenvolvimento do mesmo, os animais foram anestesiados com uma dose de ketamina
80 mg e xilacina 10 mg kg”' de peso corporal, aplicada via intraperitonial, segundo
descrito por Zuhiga ef al. (2001). Apés o efeito anestésico, os membros superiores e
inferiores dos ratos foram contidos com elasticos ao suporte da cirurgia. A antissepsia da
regido abdominal foi realizada com solu¢do de alcool 70° GL. Em seguida foi feita uma
incisdo na linha mediana da parede abdominal, tendo como ponto médio a cicatriz
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umbilical. O intestino delgado foi exposto € mantido umido com solugo salina fisiologica.
As alcas intestinais foram amarradas com linha estéril, partindo-se do ceco, no sentido
disto-proximal em direcio ao estdmago. Cada alca mediu aproximadamente 2 cm, com
inter-algas de 0,5 cm, principalmente no segmento ileal do intestino. Posteriormente as
algas foram inoculadas com 0,15 mi da toxina purificada (250 ug mi™*) e como controies do
ensaio as algas foram inoculadas com o meic de cultura, TSB-EY. Apos a inoculagdo os
intestinos foram recolocados na cavidade abdominal, procedendo-se a sutura do

periténio, camada muscular e pele.

Os animais foram mantidos num local arejado, em gaiolas separadas, e
eutanasiados um lote apos 2 e outro Iote ap6s 6 horas do ensaio por inoculacio arterial
de CO, (Report of the AVMA, Panel of Euthanasia). A cavidade peritoneal foi aberta e 0
intestino delgado retirado e colocado numa bandeja com salina fisiologica. Os segmentos
de intestino foram processados para a andlise histopatolégica.

2.10-Estudo das alteragbes morfologicas induzidas pela enterotoxina de A.
hydrophila nas células epiteliais intestinais

2.10.1-Microscopia Optica

Segmentos de 1 cm de alga ligada foram fixados em paraformaldeido 4% (v/v)
em PBS 10mM pH7,2 por 48 horas e em seguida lavados com 0 mesmo tampao por 24
horas. O material foi desidratado usando diferentes porcentagens de alcool etilico em
escala crescente (70-100%). O material foi colocado em xilol por 1 hora e embebido em
historesina BJs (Polysciences). Os cortes de 0,5 um foram corados com hematoxilina-
eosina. Para a observagio ao microscopio de luz, as laminas foram montadas usando
Entelan e analisadas em microscopio (Axioskop, Zeiss) Departamento de Biologia Celular,
iB, UNICAMP.

2.10.2-Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

Fragmentos de tecido intestinal foram fixados usando a mistura de glutaraldeido
2% (v/v) e paraformaldeido 2% (v/v) (Kitajima ef al., 1999), durante 4 horas a T.A.. Em
seguida os tecidos foram lavados com PBS e pés-fixados durante 2 horas com tetroxido
de oOsmio 1% ({(v/v) e acido tanico 2% (v/v). Posteriormente foram desidratados
gradativamente com alcool etilico, levados ao ponto critico com CO; e cobertos com uma
camada de ouro em evaporador Balzers (200 segundos, 40mA), para facilitar a
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observagdo no Microscopio de Varredura Zeiss 964, Laboratério de Microscopia
Electrénica, 1B, UNICAMP.

2.10.3-Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Segmentos intestinais de 1 mm?® foram fixados numa mistura de glutaraldeido 2%
(v/v) e paraformaldeido 2% (v/v), adicionando acido tanico 0,25% (p/v) e sacarose 5,4%
(p/v) em tampdo Millonig (Souza et al., 1998). Em seguida o material foi lavado com o
mesmo tampéao e pos-fixado com tetroxido de 6smio 1% (v/v). Apos uma nova lavagem, ©
material foi desidratado usando diferentes percentagens de acetona (50-100%) e foi
embebido em Epon. Sec¢bes ultrafinas foram cortadas usando ultramicrotomo LKB e
contrastadas com acetato de uranila. Os cortes foram examinados em Microscépio
Eletronico de Transmisséo Leo 98, Laboratério de Microscopia Electronica, IB, UNICAMP.

2.11- PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase)

Para a detecgdo dos genes LT-I, 8STa e STb em A. hydrophila (AH191) foi
realizada a técnica de PCR segundo Ausubel et al., (1989), com algumas modificacbes.

A amostra AH191 foi semeada numa placa de TSA (Difco) e incubada por 18
horas a 37°C. Duas algadas da cultura bacteriana foram coletadas e dissolvidas em 100 pl
de agua Milli-Q estéril. Ferveu-se por 10 minutos para romper a parede e membranas
bacterianas e iniciar a desnaturacdo do DNA. Para evitar 0 anelamento do DNA, o
material foi colocado imediatamente em banho de gelo apos fervura e foi mantido assim
até o momento do uso. Os reagentes utilizados neste teste, assim como volume e
concentragéo final se encontram descritos na tabela 1.

Os iniciadores utilizados foram especificos para cada enterotoxina como descrito
por Blanco et al, 1997. O marcador de peso molecular (1Kb Ladder-Gibco BRL) foi
utilizado como padr&o para compara¢io do peso molecular do fragmento ampilificado.
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Tabela 1- Componentes e condigdes da reacéo de PCR.

Material e Métodos

Componentes Volume (ul) Concentracao final

“PCR buffer’ 10x® 10 1x

“dNTP mixture” 10mm® 2 0,2 mmol
Iniciadores® 6,5 50 pmol
DNA molde 10 -

“Taq DNA polimerase”® 05 25U

MgCl, 50mm® 3 1,5 mmol
H.O Milli-Q estéril 57 -

Total 100 -

°Reagentes Gibco-BRL

eF{eage-ntes Pharmacia-Biotech

Para a amplificacdo, o material foi submetido a 30 ciclos térmicos no

Termociclador (MJ Research, model PTc-150-16) nas seguintes condigbes:

»  94°C- 1minuto- Separacgao das fitas;

» x°C-x tempo Temperatura de anelamento especifico para cada par de

iniciadores

¥  72°C- 1minuto- Atividade da Taq polimerase

Para visualizagdo dos resultados, os produtos da amplificacéo foram aplicados

em gel de agarose a 1% (p/v), e submetidos a uma diferenga de potenciai de 100v. Apos

a corrida, os géis foram corados com Brometo de Etideo (0,5 pl/ml) por 20 minutos, e

observados em transiluminador (Ultra Violet Products)
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2.12-Deteccao da atividade proteolitica da Ent-ctx de A. hydrophila

2.12.1-Zimografia em gel de poliacrilamida com SDS e gelatina

Para a deteccdo de atividade proteolitica foi realizada uma eletroforese segundo
como descrito no item 2.5.1., com algumas modificagbes. A Ent-ctx (100 pg mi™) foi
misturada (v/v) com ¢ tamp&c de amostra sem aquecimento. Foram aplicados 25ul da
amostra em gel de SDS-PAGE 10%, contendo gelatina 1% (p/v) (Merck). Apds a corrida
eletroforética, o gel foi lavado com tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,0, contendo Triton X-
100 2,5% (v/v) (Sigma) durante 1 hora. O gel foi primeiramente equilibrado com o mesmo
tampé&o sem o Triton X-100 durante 30 minutos, seguido de uma incubacéo por 3 horas a
30°C. O gel foi corado durante 30 minutos com Azul de Coomasie R-250 0,23% (p/v)
(Sigma) preparado em acido acético glacial 6% (viv) e metanol 30% (viv) (Merck) e
posteriormente descorado com a mistura metanol 10% (v/v) e acido acético 10% (v/v).
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3.1-Determinacac da concentracio proteica citotdxica da Ent-citx de A. hvdrophila

A concentragdo de proteinas estimada pelo método de Bradford para a Ent-ctx foi
de 500ug mi™.

3.2-Obtencdo e purificaciio do antissoro anti-Ent-ctx de A. hvdrophila

O antissoro de coelho anti-Ent-ctx obtido a partir do esquema de imunizacio
utilizado, mostrou um titulo de 1:64 em imunodifussio radial. Foram coletados 55 ml de
soro, dos quais 35 ml foram processados para purificacdo da IgG anti-Ent-ctx através da
cromatografia de Afinidade Hi-Trap Protein A (Figura 1), garantindo-se um aumento do
titulo para 1:1024.

g
o 0.8 m
=
[« 5]
[
[~
RT
<§
2 0,6 1
o
241
0 4 o ®
-

0.4 - ® ®

4 ®
0,2
0.0
#] 5 10 15 20 25
Volume/ml

Figura 1: Perfil cromatografico obtido com a coluna de afinidade Hi-Trap Protein

A {(Pharmacia), utilizada para a purificagéo da igG anti-Ent-ctx. (1)- Pico contendo
outras fragBes proteicas do soro. (2)- Pico obtido a partir da eluicdo com o
tampéo Tris-Glicina 100 mM pH 2,8, mostrando a obtencéo da IgG anti-Ent-ctx
purificada.
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3.3-Imunodeteccéo da Ent-ctx através do Western Blotting

A andlise do imunoblotting (Figura 2) revelou uma Unica banda, com um peso
molecular aproximado de 54 kDa, frente ao antissoro descomplementado a 56°C (diluicdo
1:100) (Fig.2, coluna 2), e frente a IgG anti-Ent-ctx purificada em cromatografia de
afinidade Hi-Trap Protein A (diluicdo 1:400) (Fig. 2, coluna 3). Ndo houve imunoafinidade
quando foram ensaiados os soros pré-imunes frente a Ent-ctx (Fig 2, coluna 1).

94
67

43

30

20,1

Figura 2: Western-Blotting da enterotoxina citotoxica de A. hydrophila frente:
soro pré-imunefcoluna 2], antissoro descomplementado a 56°C (diluigdo 1:100)
[coluna 3], IgG anti-Ent-ctx purificada (diluicdo 1:400) [coluna 4], padrao de peso
molecular [coluna 1].

3.4-Sensibilidade de diferentes espécies de eritrocitos a Ent-ctx.

Neste teste foi avaliada a capacidade da Ent-ctx de induzir lise celular em
diferentes tipos de hemacias: boi, carneiro, cavalo, cobaia, coelho, galinha e rato.

Como se pode observar na Figura 3, as hemacias provenientes de rato,
cavalo e cobaia mostraram uma sensibilidade maior ao teste de atividade
hemolitica, comparadas as outras hemacias estudadas.
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Figura 3: Atividade hemolitica da enterotoxina citotéxica de A. hydrophila frente
a hemacias de: boi (@), cavalo (W), carneiro (+), cobaia (™), coelho (+), galinha
(#), rato (x).

Nossos resultados (ndo mostrados) indicaram gque a temperatura constitui um
importante fator ao avaliar o efeito que induz a Ent-ctx nos diferentes tipos de hemacias.
Os experimentos demonstraram que ndo houve liberagdo de hemoglobina (visualmente
detectavel) quando a primeira incubacédo hemacia-toxina foi realizada a 4°C. Entretanto,
houve um aumento significativo nos titulos da atividade hemolitica, quando o teste foi

realizado incubando ¢ ensaio primeiramente a 37°C e posteriormente a 4°C.

3.5-Influéncia do colesterol na atividade hemolitica da Ent-ctx de A. hvdrophila.

Na presenga do colesterol, nenhuma alteracéo (inibicdo ou ativagdo) da
atividade hemolitica da Ent-ctx frente as hemacias de rato foi constatada (resultados nao
mostrados).
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3.6-Neutralizacdo do_efeito hemolitico através dos antissoros anti-Ent-ctx de A.
hydrophila

Os resultados obtidos no teste de soroneutralizacdo utilizando o antissoro
descomplementado e a IgG anti-Ent-ctx demonstraram que ambos os antissoros
exerceram um efeito inibitério da atividade hemolitica, induzida pela Ent-ctx em hemacias
de rato. O titulo expresso para o antissoro descomplementado foi de 1:16384 e para a IgG
purificada de 1:65536. Ensaios prévios com os soros pré-imunes ndo apresentaram
nenhum efeito de neutralizagéo sobre a capacidade hemolitica da Ent-ctx.

3.7-Atividade citotéxica da Ent-ctx de A. hydrophila em células Vero e HT29

Neste teste foi avaliada a capacidade da Ent-cix de induzir o efeito citotoxico in
vitro, frente as duas linhagens celulares. A Ent-ctx causou alteracdes morfolégicas em
células HT29 e Vero, sendo observados, entre as principais caracteristicas,
arredondamento ceiular, intensa condensagéo nuclear e descolamento da monocamada
celular (resultados ndo mostrados).

Os titulos da atividade citotdxica foram expressos como a reciproca da maior
diluicdo que causavam os efeitos citopaticos descritos, sendo para as células Vero igual a
1:256 e para HT29, 1:512.

3.8-Testes de viabilidade celular em células Vero e HT29

A Figura 4 mostra os resultados obtidos no teste de viabilidade celular,
expressos como a porcentagem de células HT29 e Vero viaveis em fungdo do tempo,
frente & Ent-ctx de A. hydrophila. A viabilidade celular apresentou-se comprometida para
ambas as céluias, a partir dos primeiros 30 minutos do teste, sendo evidente uma queda
de quase 50% das células viaveis a partir de 2 horas do inicio do teste. Neste teste,
ambas células mostraram similar sensibilidade frente & acao citotdxica da Ent-ctx.
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Figura 4: Cinética da viabilidade celular de células HT29 (=) e Vero () tratadas
com a Ent-ctx de A.hydrophila. Para ambas as linhagens a viabilidade celular foi
expressa como o perceniual de células sobreviventes a acéo citotéxica da Ent-

ctx nos diferentes tempos pré-determinados. Controle celular (*).

3.9-Alteracbes morfolégicas induzidas pela Ent-cix de A. hydrophila em células

epiteliais intestinais humanas HT29

A Figura 5 mostra o efeito citotdxico causado pela Ent-cix nas células HT29
coradas com azul de toluidina em comparagido com o controle celular (Figura 5B). Em
geral as células apresentaram uma progressiva condensacdo cromatinica, aparentemente
picnética (Figura 5A), observando-se aspectos de fragmentacéo nuclear.

Ressalta-se a eliminag¢io de fragmentos citoplasmaticos na forma de “pequenas
bothas” formadas a partir da invaginac@o do citoplasma celular, efeito conhecido como
“blebbing”. Ambas constituem caracteristicas tipicas de processos apoptéticos.
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Figura 5. Fotomicrografia do efeito citopatico induzido pela Ent-ctx de A.

hydrophila em células HT29. Coloragdo com Azul de toluidina. Aumento 1075x.
(A)-Intensa condensacéo cromatinica, aparentemente picnética (p). Profusdo de
fragmentos citoplasmaticos, “blebbing” (—). Fragmentag&o nuclear, apoptose
(=). (B)-Controle celular HT29, nucleo normal (n).

3.10-Ultraestrutura das células HT29 tratadas com a Ent-ctx de A. hydrophila.

As analises ultraestruturais das células HT29 tratadas com a Ent-ctx mostraram
aspectos de desorganizacéo citoplasmatica com perda da polaridade, assim como alta
condensacdo nuclear e cromatinica (Figura 6B). A profusdo de fragmentos plasmaticos
“blebbing” (Figura 6C, seta—), contendo material de diferentes densidades eletronicas foi
tambem verificada. As observacdes microscopicas revelaram a presenca de vesiculas de
diferentes tamanhos dispersas no citoplasma das células HT29, sugerindo um efeito de
vacuolizagédo citoplasmatica, causado pela agdo da Ent-ctx. O controle celular mostrou
certa polarizagéo e inimeras projecdes na membrana plasmatica, tipicas de células de
natureza epitelial (Figura 6A).
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Figura 6: Fotomicrografia dos aspectos ultraestruturais obtidos em HT29 ap6s o
tratamento com a Ent-ctx. (A)-Controle celular, apresentando microfilamentos
(mf) e abundantes fibras de colageno (»). Aumento 20000x. (B)-Célula
mostrando nucleos condensados (nc) e um aumento no niimero de vesiculas (v),
8000x. (C)-Células com nicleos grandes (n) e fragmentos plasmaticos “blebbing”
(-»), formados a partir de expansdes citoplasmaticas. Multiplas vesiculas (v) de
diversos tamanhos estao dispersas no citoplasma celular, 2500x.

3.11-Efeito da Ent-ctx de A. hydrophila sobre a integridade da membrana celular

e a funcdo mitocondrial

Na Figura 7 mostram-se os resultados obtidos da analise da perda de
integridade da membrana celular e da funcdo mitocondrial de células HT29, devido a acdo
citopatica da Ent-ctx. Verificou-se que houve uma diminuigdo acentuada da capacidade
funcional das mitocondrias ap6s os primeiros 30 minutos do ensaio, atingindo valores
menores que 50% do produto MTT reduzido. Por outro lado, observou-se um aumento da
atividade enzimatica da LDH as 3 horas (70%), chegando a ser maximo com 4 horas do
ensaio. Estes resultados sugerem que, a perda da funcdo mitocdndrial nas células HT29
precede a ocorréncia da destruicdo da membrana celular.
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Figura 7: Cinética da atividade da enzima LDH (O) e da formagdo do MTT
reduzido (®). Os valores percentuais (%) representados no grafico foram
calculados a partir de experimentos realizados em ftriplicata.

3.12-Distribuicio de lipidios

Ao ensaiar o0 método de Sudan Black (corante especifico para lipidios), nas
células HT29, observou-se que naquelas tratadas com a Ent-ctx os lipidios encontravam-
se geralmente dispersos no citoplasma celular (Figura 8B), enquanto nas células controle
os lipidios foram observados principalmente na periferia das células (Figura 8A). Estes
resultados sugerem a possivel causa do aumento de vesiculas no citoplasma das células
HT29 tratadas com a Ent-ctx, quando realizadas as analises ultraestruturais. No entanto,
nao descartamos a possivel presenca de vacuolos embora limitada a sua visualizacao.
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Figura 8: Fotomicrografia obtida ao ensaiar 0 método de Sudan Black em
células HT29, Aumento 1075x. (A)-Controle celular. Note-se que os lipidios
encontram-se localizados principalmente na periferia das células (=). (B)-
Células apéds o tratamento com a Ent-ctx de A. hydrophila. Observou-se que
naquelas células, onde os efeitos de perda de juncéo e arredondamento celular
s&o evidentes, predomina a dispersdo dos lipidios através do citoplasma celular
).

3.13-Inducéo de apoptose pela Ent-ctx de A. hydrophila

A quantificacdo de células apoptéticas ensaiadas com a reagio de Feulgen,
revelaram um incremento significativo de 20 + 5,12 células apoptoéticas por campo,
quando comparadas ao controle celular (3 + 1,20) (Figura 9A). A fragmentacio
internucleossomica, representativa de processos apoptéticos, foi confirmada com o gel de
agarose 2% através da presenca de multiplas bandas de 200 pb (Figura 9B). A
metodologia do TUNEL permitiu detectar in vitro a fragmentacéo nuclear em células HT29
tratadas com a Ent-ctx (Figura 9D-E), sendo observadas em marrom escuro os corpos
apoptoticos, assim como as células que apresentavam intensa condensacdo nuclear. A
cinética da morte celular induzida pela Ent-ctx (Figura 9C), mostrou um incremento
importante da formagao de corpos apoptéticos nos primeiros 30 minutos do experimento.
Apos esse periodo de tempo contata-se uma diminuicdo do percentual de células com
DNA fragmentado.
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Figura 9: Indugédo de apoptose pela Ent-ctx de A. hydrophila em células HT29.
(A)-Percentual de células apoptéticas por campo quantificadas pela reacio de

Feulgen comparadas ao controle celular. (B)-Eletroforese em gel de agarose 2%

com multiplas bandas de 200 pb representando a fragmentacéo nuclear do DNA.

(C)-Cinética da morte celular por apoptose em HT29 tratadas com a Ent-ctx
quantificada usando o ensaio de TUNEL. (D)-Células apoptéticas com intensa
condensagéo nuclear, picnose (p) e células normais (n). (E)-Células HT29 com

intensa fragmentacéo nuclear, expelindo corpos apoptéticos (apop), Aumento

430x.

34



Resultados

3.14-Alteracbes morfolégicas induzidas pela Ent-ctx de A. hydrophila nas células

epiteliais intestinais de rato

Os resultados obtidos ap6s o ensaio de enterotoxicidade mostraram actmulo de
fluido viscoso, o que supde uma elevada secrecdo de muco nas alcas tratadas com a
enterotoxina de A. hydrophila. Ap6s o contato das células epiteliais intestinais com a Ent-
ctx, foram observadas algumas éreas hemorragicas. As andlises histologicas revelaram
reduc&o do tamanho e dilatacdo das vilosidades intestinais, aparentemente causados por
edema quando comparadas com as células controles de aparéncia normal (Figura 10A).
Em algumas regibes constatou-se a dilatagdo de vasos linfaticos (Figura 10B). Na lamina
propria e submucosa observou-se a presenga de infiltrado inflamatério difuso constituido
por eosindfilos e nas camadas musculares um infiltrado focal composto por neutréfilos
(Figura 10C). Outros aspectos significativos foram a exposicdo da lamina prépria na
regifio do apice das vilosidades intestinais devido a perda focal de enterécitos (Figura
10D) e o predominio de restos celulares no lumen intestinal.

3.15-Andlises ultraestruturais das células epiteliais intestinais de rato apos o

tratamento com a Ent-ctx de A, hvdrophila

3.15.1-Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises ultraestruturais revelaram destruicdo severa das vilosidades e a
presenca abundante de muco na porgdo apical das mesmas. Danos evidentes foram
constatados na regi&o do ileo quando comparado com o jejuno, sugerindo que a porgéo
ileal do intestino seja mais sensivel para o efeito enterotéxico desta toxina. Apobs 2 horas
do ensaio, Ent-ctx foi capaz de induzir uma severa desorganizacdo estrutural, provocando
a destruicdo de enterocitos (Figura 11C-F).
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Figura 10: Alteragbes morfolégicas induzidas pela Ent-ctx de A. hydrophila em
celulas epiteliais intestinais. (A)-Controle de células epiteliais, 430x. (B)- Regides
mostrando vasos linfaticos dilatados (e), 640x. (C)-Infiltracdo de neutréfilos nas
camadas submusculares (=), 1075x. (D)-Células epiteliais intestinais mostrando
desarranjo estrutural com exposicdo da lamina propria na regido do apice das
vilosidades (») e perda da membrana basal (#*), 430x.
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A perda de integridade nas células suporte do tecido conectivo (Figura 11D),
derivou na exposicdo da lamina propria, a qual mostrou-se compactada e reduzida
quando comparada com o controle da vilosidade intestinal (Figura 11A-B). Assim como a
lamina prépria, vasos linfaticos mostraram-se expostos devido a perda do arranjo celular
(Figura 11C).

Figura 11: Analises ultraestruturais das células epiteliais intestinais de rato

através das técnicas de microscopia eletronica de varredura. (A)-Vista interna de
uma vilosidade intestinal controle, mostrando vasos linfaticos (vl), tecido
conectivo (c), microvilosidades (mv), sem alteragdes, 1500x. (B)-Detalhes
ultraestruturais da organizacéo das células epiteliais intestinais, 3300x. (C-E)-
Vilosidades intestinais de rato apés o tratamento com a Ent-ctx de A. hydrophila.
Observa-se desarranjo da arquitetura celular, principalmente das células do
tecido conectivo (seta branca). A perda de enterécitos leva a exposicédo da
lamina propria e vasos linfaticos (seta preta), Aumento 900x (C), 1600x (D) e
1500x (F).
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Os efeitos de dilatagdo (aumento do volume) e reducdo do tamanho das
vilosidades tratadas com a Ent-ctx em comparagéo as células controles se repetiram nas
observagbes feitas através da microscopia de varredura (Figura 12). Nas analises
microscopicas também verificou-se que as células superficiais das vilosidades, ao
contrario do controle, mostraram desarranjo celular (Figura 12).

Figura 12: Microscopia eletrénica de varredura das células epiteliais intestinais
de rato. (A)-Controle das vilosidades intestinais, 270x. (B)-Organizacdo das
células epiteliais superficiais, 2300x. (C-D)-Vilosidades intestinais tratadas com a
Ent-ctx de A. hydrophila. Observa-se desarranjo da arquitetura das células

superficias, assim como dilatagéo e redugdo do tamanho das vilosidades quando
comparadas ao controle, Aumento 2300x (C) e 270x (D).
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3.15.2-Microscopia Eletronica de Transmissado (MET)

As analises microscdpicas revelaram severos danos ultraestruturais quando as
vilosidades intestinais foram tratadas com a Eni-cix de A. hydrophila. Devido ao acumulo
de secrecgdes, alteragbes morfolégicas foram observadas comegando pela 1&mina basal
até chegar as microvilosidades (Figura 13B). As principais alteracfes constatadas apés 2
horas de experimento foram a infiliracdo de células linfocitarias no epitélio, perda de

juncao intercelular e dilatacao de estruturas celulares e organelas.

Nas andlises ultraestruturais verificou-se a presenca de eosinéfilos e
macrofagos. Apos 6 horas de ensaio, 0 nimero de granuldcitos aumentou e foram
constatadas células fagocitarias (macréfagos), sugerindo que houve ativacdo de
quimiotaxia como produto da acdo toxigénica nos enterodcitos (Figura 13C-D). Na regido
basal das células epiteliais observou-se um aumento do volume devido a infiltracdo de
material com densidade semelhante a do plasma, contido nos vasos linfaticos, levando a
formacdo de invaginacbes da membrana, consequentemente a desorganizacdo na
membrana basal (Figura 13E). Alteragbes intracelulares mostraram perturbagbes na
estrutura das mitocdndrias caracterizadas por um aumento consideravel do volume
celular, assim como a redug&o e posterior destruicdo das cristas motocondriais (Figura
13F-G). Também se pode observar que durante o tratamento com a Ent-cix perdeu-se a
associacéo entre os filamentos de actina e constatou-se desarranjo das microvilosidades.
Finalmente, € notdrio que todas estas alteracbes levaram a destruicio e descolamento
das células epiteliais (Figura 131). O controle celular ndo mostrou alteracbes na orientacéo
das microvilosidades e nenhuma modificagdo na estrutura das organelas celulares (Figura
13A).
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Figura 13: Aspectos ultraestruturais obtidos nas vilosidades intestinais apos o

tratamento com a Ent-ctx de A. hydrophila, utilizando MET. (A)-Controle da
célula epitelial intestinal de rato, nicleo (n), microvilosidades (mv), juncgdo
intercelular (seta branca), 2700x. (B)-Vista geral das células epiteliais intestinais
e as alteragbes provocadas pela acdo da Ent-ctx. Note-se destruicdo das
mitocondrias (»), perda da membrana basal (%), assim como condensacéo
nuclear (n) de algumas células, 2300x. (C)-Presenga de eosindfilos (e) no
epitelio celular, 8100x. (D)-Presenca de células fagocitarias (macréfagos, ») na
regido apical das vilosidades, 25000x. (E)-Instabilidade da membrana basal,
levando perda da jun¢éo intercelular (=), 11000x. (F)-Perturbagdes na estrutura
das mitocOndrias caracterizadas por um aumento considerdvel do volume
celular, assim como a destruicdo e redugio das cristas (m), 37000x.
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3.15.3-Desarranjo na arquitetura das microvilosidades induzido pela Ent-ctx de
A. hydrophila

As analises na microscopia eletronica de transmissdo permitiram mostrar
que nas células epiteliais intestinais controle, a rede de filamentos de actina constitui
0 ceme das microvilosidades (Figura 14a), dando-lhe a estrutura e o formato
caracteristico as mesmas (Figura 14A). Apés o tratamento com a Ent-ctx, observou-
se a perda de associacdo entre os filamentos de actina (Figura 14b)
consequentemente a estrutura de feixe que da consisténcia as microvilosidades,
provocando o desarranjo na arquitetura das microvilosidades (Figura 14c).

Figura 14: Alteracdes no citoesqueleto das microvilosidades induzidas pela Ent-
ctx de A. hydrophila. (A)-Controle celular, microvilosidades (mv), mitocondrias
(m), 27000x. (B)-Feixe de actina que formam as microvilosidades intestinais das
células controle, 36000x. (C)-Enterdcito em fase de morte celular, mostrando
mitocondrias dilatadas (m) e o desarranjo das microvilosidades (mv), 25000x.
(D)-Perda da organizagdo na rede de filamento de actina, 36000x.
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3.16-Presenca de genes relacionados & enteropatogenicidade

N&o foram observadas a presenga dos genes LT-, Sta e STb de £. coii no DNA
cromosstmico da amosira AH191 de A. hydrophila, produtora da enterotoxina citoiéxica,
através das técnicas do PCR.

3.17-Alividade proteolitica da Ent-chude A. hvdrophila

Pode-se confirmar através das técnicas zimograficas que nenhuma atividade
proteolitica foi detectada no gel contendo SDS e gelatina, sugerindo que a Ent-ctx seja a

responsavel pelos severos danos causados nas mitocdndrias e outras organelas.
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4. DISCUSSAO

Aeromonas hydrophila tem sido descrita como um dos mais freqlentes agentes
responsaveis pelas doencas gastrointestinais, assim como por sua associagdo com as
septicemias, meningites, infec¢des sanguineas e ferimentos, entre outras doengas (Albert
ef al., 2000; Gonzalez-Serrano ef al., 2002; Haburchak, 1996; Vadivelu ef al, 1995),
podendo ser adquiridas em ambientes hospitalares, contato com agua ou ingestéo de
alimentos contaminados (Kirov ef al.,1993; Merino et al., 1985).

Varios estudos tém relatado A. hydrophila como agente causal de infecgdes
gastrointestinais associadas a ingestdo de alimentos contaminados (Hardy ef al., 1986;
Majeed ef al., 1989), devido a sua capacidade de produzir enterotoxinas, que uma vez
segregadas dentro do epitélio interatuam seletivamente com a regido apical das células
epiteliais (Lisanti et al, 1989). Neste estudo utilizamos uma amostra de A. hydrophila
isolada de leite contaminada que sintetiza uma enterotoxina citotéxica, a qual é
considerada como o principal fator de viruléncia, embora muito pouco se saiba sobre os
mecanismos pelos quais esta toxina provoca os danos no tecido celular do hospedeiro
(Abrami et al., 2000b; Chopra ef al., 2000; Fivaz ef al., 2001). Entre as propriedades que
caracterizam a Ent-cix tem-se demonstrado a sua capacidade de induzir uma ampla
variedade de efeitos biclégicos, podendo ser enterotoxica em segmentos de intestino do
coelho, regulador quimiostatico celular e responsavel pelos efeitos citotdxicos causados
em varias linhagens de células de mamiferos (Abrami ef al., 1998b; Carrelio ef al., 1988;
Fergunson ef al., 1997).

Estudos sobre o mecanismo de agdo da Ent-ctx de A. hydrophila revelaram que o
incremento local da concentrag@o protéica desta toxina leva a polimerizacdo do
heptamérico complexo receptor que insere dentro da membrana e induz a formacgdo de
canais nas células, provocando a lise osmética dos eritrécitos e outros tipos de
membranas (Buckley, 1998; Thelesman & Ljungh, 1981). Dependendo do tipo de
hemacia, a perda de pequenas moléculas e ions, especialmente do potassio, acontece
como consegléncia da forrnacdo de poros, levando & despolarizagdo da membrana e,
portanto a morte celular (Fergunson ef al., 1995).

Nossos resultados mostraram que eritrocitos de diferentes origens diferiram na
sua sensibilidade frente a a¢ao citolitica da Ent-ctx (Figura 3). Hemacias provenientes de
rato, cavalo e cobaia exibiram uma sensibilidade maior que as outras hemacias estudadas
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no ensaio de atividade hemolitica. Similares resultados foram refatados por Bemheimer ef
al., 1974, quando avaliaram a sensibilidade das diferentes hemacias frente & aerolisina,
obtendo uma sensibilidade 300 vezes maior quando trabalharam com hemacias de rato
comparado as outras hemacias de afinidade moderada: coelho e boi. Contudo, ambos
ensaios coincidiram em que hemaécias de carneiro mosiraram-se menos sensiveis ao
efeito hemolitico da Ent-cix.

A temperatura constituiu um fator importante ao avaliar o efeito da Ent-ctx scbre
os diferentes tipos de hemacias. Nestes ensaios foi constatado que houve um aumento
significativo no titulo da atividade hemolitica apés a incubacdo a 4°C das hemacias que
previamente foram incubadas a 37°C durante 1 hora. Entretanto, naqueles experimentos
onde a primeira incubacao hemacia-toxina foi realizada a baixas temperaturas (4°C), ndo
foi observada lise das hemacias. Pesquisas realizadas por Ferguson et al, 1997,
confirmaram que a interagdo toxina-eritrocitos depende da temperatura (37°C) para
garantir a acao citolitica da Ent-ctx em hemacias.

Divergéncias tém sido constatadas quanto aos estudos sobre o receptor de
membrana ao qual se liga a Ent-ctx de A. hydrophila (Ferguson et al. 1997; Abrami ef al.
1998a). Em nossos estudos, nenhuma alteracao foi verificada na agdo citolitica da Ent-ctx
quando pré-incubada com colesterol (10 ug) e posteriormente testada frente a eritrocitos
de rato. Futuros estudos devero ser realizados visando aprofundar a compreensdo da
interagdo toxina-receptor e das vias que sdo ativadas para a indugédo dos efeitos
bioldgicos.

Varios estudos de caracterizacdo imunolégica tém permitido relacionar
sorologicamente a Ent-ctx com os antissoros homélogos produzidos em modelos animais
(Asao etf al, 1986; Rose ef al., 1989b). A produgéo do soro anti-Ent-ctx em coelho e
posterior purificagio, permitiu aumentar sua especificidade, sendo obtidos resultados em
imunodifusdo radial dupla que revelaram titulos de 1.64 para o antissoro
descomplementado e de 1:1024 para a IgG purificada.

A analise do imunoblot (Figura 2), confirmou a especificidade antigeno-anticorpo
revelando uma unica banda, com peso molecular aproximado de 54 kDa, tanto com
antissoro descomplementado a 56°C quanto com a IgG anti-Ent-ctx. Verificou-se também,
que ndo houve reacao antigeno-anticorpo quando foram usados o0s soros pré-imunes. Em
relacdo aos ensaios bioldgicos de soroneutralizagdo, utilizados ambos os soros, verificou-
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se que estes apresentaram atividades neutralizantes do efeito da Ent-ctx nas diluigbes de
1:16384 para o antissoro descomplementado e de 1:65536 para a IgG purificada.

Diversos estudos tém sido realizados para caracterizar os efeitos biolégicos
induzidos pela Eni-ctx em diferentes linhagens provenientes de mamiferos (Majeed &
Macrae, 1994, Rose ef al., 1989b). Ensaios de citotoxicidade em células Vero e HT29,
demonstraram que a Enf-ctx interage com ambas linhagens. Estes resultados foram
confirmados no teste de viabilidade celular através do ensaio de vermelho neutro, onde as
duas linhagens celulares reproduzem uma cinética similar quanto ao percentual de células
viaveis. O efeito citotéxico da Ent-ctx frente as células Vero e HT29 tornou-se evidente
rapidamente. Nos primeiros minutos de ensaio, diferindo do comportamento das células
controle, verificou-se uma diminuicdo significativa de células viaveis para ambas culturas
(Figura 4).

Alteragbes morfoldgicas em células de mamiferos, que se assemelham aquelas
produzidas pela familia das verotoxinas de E. cofi t&m sido descritas para as toxinas
protéicas de Aeromonas relacionadas com a aerolisina (Buckley et al., 1981, O'Brien &
Holmes, 1987; Sears & Kaper ef al., 1996). Recentemente, mudancgas nos niveis nuclear
e citoplasmatico foram constatadas em intervalos curtos de tempo (Abrami ef al.,, 2000a;
Falcon et al., 2001), revelando evidéncias morfolégicas da ocorréncia de apoptose.

A apoptose é definida como um processo gue aciona a morte celular programada
e tem indicada como um dos possiveis mecanismos utilizados pelos microrganismos
patogénicos para implantar-se e suprimir a resposta do hospedeiro (Fernandez-Prada ef
al., 1997; Merien ef al., 1997, Thompson, 1995; Zychlinsky, 1993). Bactérias tais como E.
coli, Shigella spp., € Salmonella spp., associadas as doencas gastrointestinais tém sido
reconhecidas como indutoras de apoptose (Weinrauch & Zychlinsky, 1999). Toxinas
formadoras de canais, como a a-hemolisina de E. coli, e aquelas que pertencem a familia
de Shiga-toxinas e verotoxinas (Shiga-like toxinas), sdo capazes de induzir a morte celular
programada (Cavalieri ef al., 1984; Keenan et al.,, 1986) causando mudancas estruturais
tais como, arredondamento celular, condensagdo nuclear, fragmentagdo do DNA e
formac&o de corpos apoptoticos. Adicionalmente, a ativacdo de moduladores especificos
da via apoptética, assim como as acdes dos superantigenos, tém sido descritas como
estratégias utilizadas pelos patdégenos bacterianos para sobreviver & resposta do sistema
imune hospedeiro (Hueck, 1998; Stevens, 1997).
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Neste estudo foi demonstrada a capacidade da Ent-ctx em causar mudangas
morfoldgicas em células epiteliais humanas, que levaram a uma crescente condensacao
nuclear, passando por diferentes estagios até chegar a picnose e fragmentacao nuclear,
assim como a eliminacdo de fragmentos citoplasmaticos ou "blebbing” (Figura 5).
Adicionalmente, as analises microscopicas mostraram que Ent-cix induz apoptose nas
culturas celulares de HT29 (Falcon et al, 2001), sendo confirmada através da tipica
fragmentacéo do DNA observada em eletroforese em gel de agarose e da metodologia do
TUNEL (Figura 9). Alteractes morfolégicas similares foram descritas em fibroblastos de
pulmao e em células BHK. No entanto, experimentos realizados com estas linhagens, ndo
apresentaram nenhuma fragmentacdo do DNA, nem condensagdo cromatinica
(Thelestam & Ljungh, 1981; Abrami et al,, 1998b), sugerindo diferencas de sensibilidade
entre as linhagens celulares frente § a¢do da Ent-ctx.

A diminuigdo acentuada do volume celular total, devide a ativacao do processo
de apoptose, induz a compactacdo das organelas celulares e posteriormente a
fragmentacdo do nucleo e do citoplasma (Cotter ef al., 1992). Analises ultraestruturais
usando microscopia eletrnica confirmaram que a Ent-ctx de A. hydrophila causa
desorganizacdo citoplasmatica e induz a eliminacdo de fragmentos plasmaticos
“blebbing”®, revelando também aspectos de condensacao e fragmentagao nuclear (Figura
6).

Aspectos relacionados com intensa vacuolizagio citoplasmatica em HT29, assim
como nas células Vero (dados nido mostrados) foram constatados nas observacdes
microscopicas. Alguns autores atribuiram a presenca de vesiculas de diferentes tamanhos
em fibroblastos (Abrami ef al., 1998a) e células CHO (Rose et al., 1989a) a acéo da Ent-
ctx. Nas Gltimas décadas, o efeito citotdxico de toxinas vacuolizantes vem-se revelando
como possivel indicador da viruléncia de patégenos bacterianos (Henics & Wheatley,
1999; Luzzi ef al, 1996; Mitra ef al, 2000). Estudos realizados com as citotoxinas
vacuolizantes produzidas por Vibrio cholerae e Helicobacter pylori tém demonstrado
associacdo entre o efeito bioldgico e a patogenicidade causada por estes
microorganismos (Cover, 1896; Figuerca-Arredondo et al, 2001). Recentemente,
pesquisas realizadas em nosso laboratorio revelaram que sobrenadantes de cultura de A.
biotipo sobria produzidos a partir de isolados clinicos e alimentos induziram vacuolizagio
citoplasmatica em células Vero (Martins ef al., 2002).

Neste estudo, experimentos realizados com HT29 (teste de Sudan Black), foram
avaliados procurando aprofundar os possiveis mecanismos de agdo da Ent-ctx de A.

47



Discussiio

hydrophifa, permitindo detectar um elevado namero de vesiculas ricas em contetido
lipidico (Figura 8), distribuidas irregularmente no citoplasma celular. Estes resultados
sugeriram que a Ent-ctx provoca alteragbes no arranjo dos lipidios, interferindo na
formagao de vesiculas lipidicas cuja presenca impede o reconhecimento de vacuolos
formados pela a¢ao da Ent-ctx.

A Ent-ctx possui a capacidade de ser enterotéxica provocando uma resposta
secretora e induzindo acumulc de fluido em alga ligada intestinal de animais de
laboratorio (Abrami ef al., 1998b; Carrello ef al., 1988). Nossos estudos revelaram que,
adicionalmente as mudangas morfoldgicas em células epiteliais humanas HT-29, a Ent-cix
de A. hydrophila é capaz de induzir alteragdes de tipo estrutural que levam a severa
destruicéo das vilosidades intestinais, principalmente na regido apical. Cutros aspectos
como a exposicdo da lamina propria, com liberagdo de restos celulares ao lumen
intestinal, dilatacio de vasos linfaticos e presenga de granuldcitos, caracterizaram os
efeitos citopaticos observados nas andlises microscépicas através de microscopia optica
de luz (Figura 10}.

Um estudo comparativo mostrou que enterotoxinas de Escherichia coli e Vibrio
chorelae induzem acimulo de fluido em alcas ligadas intestinais de coelho e porco (Moon
et al, 1971), sem apresentar nenhuma alteracéo histopatolégica. No intuito de avaliar a
possivel associacdo entre as atividades biclégicas desenvolvidas pela Entctx e a
presenca de genes ja descritos como responséveis pela enteropatogenicidade (LT-
[,STa,STh) de E. cofi, foi realizado o teste molecular de PCR (Blanco ef al., 1997). Os
resultados, embora negativos, porque nao foi observada a presenca destes genes no
DNA cromossémico da A. hydrophila, servirdo de base para futuros estudos sobre os
mecanismos moleculares que permitam esclarecer o papel desta Ent-ctx nas doencgas
gastrointestinais. Resultados similares foram descritos por Chopra & Houston (1899) para
uma enterotoxina citotdnica de Aeromonas positiva em camundongos recém-nascidos,
demonstrando através de testes moleculares, que ndo houve homologia entre esta
enterotoxinae a LT ou ST de E. cofi.

Os efeitos de dilatacdo (aumento do volume) e redugdo do tamanho das
vilosidades tratadas com a Ent-ctx em comparagéo as células controles observados nas
andlises microscopicas, foram confimados nos estudos usando MEV. As andlises
ultraestruturais demonstraram que a Ent-ctx induziu danos severos na arquitetura celular
que levam ao desamanjo estrutural das células suporte do tecido conectivo, perda de
enterécitos apicais e a consequente exposicao de vasos linfaticos (Figura 11).
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Os estudos ultraesfruturais usando microscopia eletrbnica de transmisséo
corroboraram que a Ent-ctx de A. hydrophila pode causar a perda da jung&o intercelular
assim como da membrana basal, colapso de organelas e o desarranjo da arquitetura das
microvilosidades. O efeito inicial, verificado apds 2 horas do teste de enterotoxicidade,
permitiu demonstrar a formagéo de invaginacbes da membrana basal dos enterocitos e o
desarranjo dos componentes da l&mina propria. Os danos foram constatados comecando
pela regido basal das vilosidades chegando a severas alteracdes na regiao apical, apds 6
horas do ensaio. A perda de permeabilidade celular derivada do tratamento com a Ent-ctx
foi detectada nas primeiras 3 horas, alcancande a maxima expressioc 4 horas apos ©
ensaio atividade enzimatica da LDH nas celulas HT29.

As andlises microscopicas revelaram a perda estrutural e funcional das
mitocdndrias. As alteracBes morfoldgicas foram caracterizadas pelo aumento do volume
celular e a destruicéo parcial das cristas (Figura 13), acompanhado pela perda da fungéo
mitocondrial nos primeiros 30 minutos de interacdo toxina-célula, avaliada através do
ensaioc com MTT (Figura 7). Experimentos realizados por Korostoff ef al., (2000} com a
leucotoxina de Actinobacillus actinomycetemcomitans, também formadora de poros e
indutora de apoptosis, mostraram que uma severa perturbacdo estrutural e funcional das
mitocondrias precedia a ativagdo de caspases especificas responsaveis pelo
desencadeamento da via apoptdtica. Outros trabalhos, usando indutores fisico-quimicos
do processo de apoptose tém demonstrado a ocorréncia de alteragbes nas mitocondrias
(Marchetti ef al., 1996, Petit ef al., 1995, Susin ef al., 1999). Aprofundando nas causas
que provocam severos danos mitocondriais procuramos determinar a possivel associacio
da Ent-ctx com acao proteolitica. As técnicas zimograficas em SDS-PAGE desenvolvidas
permitiram determinar que a Ent-ctx ndo expressa atividade proteolitica. Apesar de
avaliamos a fungdo mitocondrial usando o teste com MTT, futuros estudos com
indicadores especificos do potencial de membrana mitocondrial, assim como a
quantifica¢cdo do citocromo ¢, deverao ser realizados para melhor avaliar as alteragtes
funcionais desta organela frente a acdo da Ent-ctx.

Os microfilamentos de actina s&o os responsaveis pela orientagdo e consisténcia
das microvilosidades (Cotter ef al, 1992). Estudos realizados com células CMK-7
(Yamazaki et al., 2000) e HL-60 (Levee et al., 1996) mostraram que as alteracdes no
citoesqueleto celular constituem eventos primarios na cascata do mecanismo de
apoptosis. Assim, na presenca da Ent-ctx, perde-se a associacio entre os filamentos e ¢
arranjo estrutural das microvilosidades intestinais (Figura 14). Este efeito é notado nas
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andlises realizadas ap6s 6 horas do tratamento das vilosidades intestinais com a Ent-cix
de A. hydrophila.

Neste estudo demonstramos que a Ent-¢ix isolada de A. hydrophila exibe relativa
homologia com as atividades biolégicas descritas para a enterotoxina citolitica e a
aerolisina, as quais sdo caracterizadas como toxinas formadoras de pores capazes de
causar danos severos em tecido epitelial intestinal e culturas celulares. Nas Ultimas
décadas, varios estudos tém relatado que a perda e/ou renovagdo da integridade do
epitélio intestinal ocorre através de mecanismos que envolvem a ativagéo da cascata do
sistema imune intestinal, principaimente de linfocitos e fagécitos mononucieares,
jocalizados no epitélio e na lamina propria (lwanaga ef al., 1994; Mayhew ef al., 1999).
Varios estudos tém demonstrado que em presenca destas células linfocitarias e
fagocitdrias podem ser segregados fatores citotdxicos tais como, radicais livres,
interleucinas, éxido nitrico entre outros, sendo que estes fatores constituem indutores de
apoptose (Pierce ef al., 2000, Ribardo et al, 2002). Contudo, nossos resultados mostraram
a presenca de eosinofilos, neutrofilos e macrofagos na lamina prépria e enterdcitos.
Pesquisas futuras deverdo avaliar se a quimiotaxia derivada da acéo da Ent-ctx e a
consequente presenca destas células nio-epiteliais podem ativar a segregacéo destes
fatores citotéxicos nas células epiteliais, assim como aprofundar nos mecanismos e vias
metabdlicas utilizadas pela toxina para causar morte celular.
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5. CONCLUSOES

(11

21,

13l.

[4].

[5].

[6].

[7].

[8L

{91

Eritrocitos de rato, cavalo e cobaia foram mais sensiveis a acgéo citolitica da
Ent-ctx de A. hydrophifa quando comparadas a eritrocitos de boi, cameiro,
coelho e galinha.

A IgG purificada anti-Ent-ctx foi capaz de neutralizar o efeito citotdxico da Ent-
ctx de A. hydrophila (>1:16384), revelando uma unica banda na analise do
imunoblotting.

A Ent-ctx de A. hydrophila causou perda de juncdo intercelular, crescente
condensacdo nuclear, fragmentacéo e eliminagdo de corpos nucleares e
citoplasmaticos em células Vero {rim de macaco verde africano) e HT29
(epitélio intestinal humano).

A perda da viabilidade celular e da integridade da membrana em celulas
epiteliais intestinais HT29 demonstrou que os danos ocasionados pela Ent-cix
de A. hydrophila sao irreversiveis.

A Ent-ctx de A. hydrophila induziu apoptose em células epiteliais intestinais
MHT29, visualizada pela andlise eletroforética em gel de agarose, reacdo de
Feulgen e a metodoiogia de TUNEL.

Andlises ultraestruturais em células intestinais epiteliais HT29 sob ac&o da Ent-
ctx de A. hydrophila demonstraram desorganizac&o citoplasmatica com perda
da polaridade, a eliminacao de fragmentos plasmaticos (blebbing), assim como
a presenca de mulliplas vesiculas no citoplasma, sugerindo um efeito de
vacuolizacéo citoplasmatica.

Experimentos in vitro demonstraram que a Ent-ctx de A. hydrophila causa
alteragBes morfologicas em células intestinais epiteliais de rato, levando a
severa desorganizacgo estrutural, destruicdo de enterdcitos e de organelas
celulares.

A quimiotaxia da Ent-ctx de A. hydrophila ativou a resposta do sistema imune,
verificando-se a presenga de um infiltrado inflamatorio difuso constituido por
eosintfilos e neutréfilos no epitélio intestinal.

Técnicas de PCR constataram que ndo ha associacdo entre os genes
responsaveis pela enteropatogenicidade em E. coli (LT-l, STa, STh) e a
amostra de A. hydrophila produtora da Ent-ctx.
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