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Resumo

Aeromonas hydrophila vem se tornando um dos mais freqlientes
agentes de infegdes gastrointestinais. A enterotoxina citotéxica por ela
sintetizada é considerada como um de seus principais fatores de

viruléncia.

No presente estudo, diferentes procedimentos foram empregados
visando purificar e caracterizar biologicamente a enterotoxina citotdxica
de Aeromonas hydrophila. A toxina protéica foi precipitada com sulfato de
aménio e submetida a processos cromatograficos usando colunas de
interagbes hidrofdbicas (Phenyl Sepharose CL-4B), troca idnica (Q
Sepharose Fast Fiow e Mono Q) e de exclusao molecular (Superdex 200)
no sistema HPLC. O teste de alca ligada de intestino de coeiho mostrou a
enteropatogenicidade da Ent-ctx. Sua analise em PAGE e SDS-PAGE
evidenciou uma banda protéica'de peso molecular estimado de 68.000
Da. Ensaios bioldgicos em diferentes linhagens celulares mostraram uma
cinética rapida (2 horas) na indugéo de efeito citopatico. A Ent-Ctx induziu
alteracoes morfolbgicas, tais como vacuolizagao citoplasmatica e
condensacdo cromatinica em céluias Vero. Alguns dos aspectos

morfolégicos observados sugerem a indugéo a apoptose.



1. Introducado



introdugéo

As gastroenterites e septicemias causadas por bactérias, principalmente
nos paises em desenvolvimento, consistem em um dos maiores problemas em
salde, por serem geralmente agudas e pela mortalidade decorrente,

especialmente em criangas € em animais (Sears & Kaper, 1996).

Estudos epidemiclégicos demonstraram que a maioria das doencas
entéricas bacterianas € causada principalmente por Escherichia coli
diarreiogénicas, Vibrio cholerae, Salmonella spp., Shigelfa spp., Yersinia spp. e

outros (Black, 1990).

Aeromonas spp. t&m sido classificadas como patégenos emergentes pela
sua capacidade de provocar transtornos gastrointestinais (Altwegg & Geiss,
1989; Gracey ef al., 1982; Krovacek ef al., 1998), constituindo-se em um dos
cinco mais freqilentes agentes de infec¢des intestinais em humanos (WHO,

1989).

Devido sua capacidade de adaptagdo as Aeromonas s&o amplamente
distribuidas na natureza, podendo atuar como patégenos oportunistas
principaimente em hospedeiros imunologicamente debilitados (Boulanger ef af.,

1977, Carrello et al., 1988).

Alguns estudos demonstraram que as infecgfes humanas por espécies de
Aeromeonas variam amplamente, podendo causar, além de gastroenterite,
outras infecgdes do tipo invasivas como bacteremia, peritonite, meningite e
mionecrose {Cahill, 1990; Hill ef al., 1954; Janda et al.,, 1988; Schiavano et af.,

1998; Vadivelu ef al., 1895). Também tem sido demonstrado que a espécie
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Aeromonas hydrophila constitue um dos mais comuns agentes associados com
as infec¢des gastrointestinais, podendo ser adquiridas em ambientes
hospitalares, contato com &gua ou ingestéo de alimentos contaminados (Kirov

et al.,1993; Merino ef al., 1995).

Varios marcadores de viruléncia em amostras de Aeromonas spp. tém
sido descritos para explicar a patogénese das infecgdes intestinais, entre eles:
exotoxinas, endotoxina (LPS), "S-layer", fimbrias, e adesinas (Cahill, 1990;
Majeed & Macrae, 1994; Sears & Kaper, 1896). Por outro lado pouco se sabe
acerca dos mecanismos pelos quais esta bactéria € enteropatdgenica (Black,

1990; Houston et al., 1991; Pitanrangsi ef al., 1982).

Dentre os possiveis fatores de viruléncia produzidos por Aeromonas spp.
a enterotoxina citotdxica (Ent-ctx) vem se caracterizando como o mais
importante fator de viruléncia associado a doengas gastrointestinais (Burke ef
al., 1987; Fergunson et al, 1997), sendo que a maioria dos estudos de

caracterizagdo vem sendo feitos em amostras de Aeromonas hydrophila.

Devido a importdncia da enterotoxina citotdxica como um possivel -
indicador da patogenicidade de Aeromonas spp. (Levine ef al., 1983), e tendo
em vista que os resultados dos estudos de sua caracterizagéo biolégica tém se
mostrado conflitantes, torna-se importante novos estudos que possam definir o

seu papel em enteropatias.



2. Revisdo Bibliogrdfica



Revisdo Bibliografica

O isolamento de um bacilo gram-negative do meic aquatico denominado
Baciflus punctatus por Zimmermann (1890), parece ser o primeiro relato do

género bacteriano que poderia ser hoje classificado como Aeromonas spp.

Em 1936, Kluyver & van Niel propuseram a denominagédo de Aeromonas
ao género que englobava bactérias isoladas do meio ambiente, geralmente
aquatico, as quais eram estreitamente relacionadas aos bacilos entéricos

méveis por flagelo polar.

O género Aeromonas encontra-se classificado na familia Vibrionaceae,
juntamente com os géneros Vibrio, Plesiomonas e Photobacterium. Engloba
quatro espécies, subdivididas em dois grupos, tomando-se por base suas
diferencas fenotipicas e de patogenicidade. O primeiro agrupando a espécie
imovel e psicrofila Aeromonas salmonicida e o segundo englobando as
espécies moveis e psicrotrofilas, constituido por Aeromonas hydrophila,

Aeromonas sobria e Aeromonas caviae, (Ljungh et al., 1977).

Popoff (1976) descreveu os membros deste género como bacilos gram- |
negativos, ndo esporulados, medindo de 0,3 a 1,0 um de didmetro e 1,0 a 3,5
pm de comprimento. Encontram-se isolados, aos pares, ou em cadeias curtas e
quando movéis, e exibem um Unico flagelo polar. A temperatura otima de
crescimento esta ao redor de 22 a 28°C. Possuem metabolismo anaerébio
facultativo, utilizando a glicose e outros carboidratos com producéo de &cido,

ou acido e gas. Reduzem o nitrato, produzem catalase e oxidase e mostram-se
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resistentes ao agente vibriostatico 0/129 (2,4 diamino-6,7 diisopropilpteridina).
Tém a capacidade de fermentar glicose,'frutose, maltose, e treaiose, 0 que néo

ocorre com adonitol, dulcitol, inositol, sorbose e Xilose.

Recentemente, seis novas especies sdo reconhecidas como integrantes
do género com base em caracteristicas bioquimicas e na relagdo de seqléncia
de nucleotideos: A. media, A. eucrenophila, A. veronii, A. schubertti, A. jandaei,
e A. ltrota, isoladas de diferentes materiais clinicos, tais como secre¢édo de
ferimentos, abcessos e fezes diarreicas (Agger et al., 1985; Janda & Duffey,

1988).

Em 1986, Colwell et al., propuseram a reclassificacdo do género em outra
familia, denominada Aeromonadaceae, baseados em estudos de genética
molecular e, embora tal proposigdo ainda ndc conste da Ultima edigdo do

Manual Bergey (1994), alguns trabalhos fazem meng¢édo a nova famflia (Austin

et al.,1996; Xin-J ef al., 1998),

O principal habitat das Aeromonas s&o ambientes aquéficos,
representados por aguas correntes e estagna.das, tanto doce quanto salgada,
dejetos e alimentos, podendo infectar animais que habitam esses ambientes.
Burke ef al., (1987) demonstraram a ocorréncia de Aeromonas hydrophila em
agua tratada para o consumo domeéstico, mesmo depois da cloragdo.
Entretanto, outros estudos tém verificado uma ampla distribuicdo desta espécie

nos mais diversos ambientes aquaticos, sob uma variedade de condi¢bes de
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salinidade, temperatura e pH, o que vem sugerindo ser Aeromonas hydrophila

um otimo indicador de poluicdo da agua (Seidler et al., 1980).

Recentemente muitos trabalhos tém mostrado que a incidéncia de
Aeromonas hydrophila em alimentos ¢ elevada (Freitas et al., 1993; Palumbo et
al,1989). As amostras de Aeromonas que sdo psicréfilas, podem produzir
enterotoxinas e hemolisinas inclusive na temperatura de refrigeragéo sugerindo
que a ingestéo de toxinas preformadas em alimentos poderia provocar doengas

gastrointestinais {Hardy et al., 1986; Majeed ef al., 1989).

As infecgbes humanas por Aeromonas spp. variam em um grande
espectro, desde infegdes localizadas a infecgbes sistémicas (Black, 1990),
sendo que, eventuaimente, o homem pode se infectar com essas bactérias por
meio do contato direto através dos ferimentos ou, indiretamente, pela ingestédo
de agua e/ou alimentos contaminados (Krovacek et al., 1992a; Krovacek et al.,
1992b; Pedroso ef al., 1997). Apesar de Aeromonas hydrophila ser a espécie
freqlientemente associada a infecgbes humanas, é importante destacar que as
demais espécies do género também ja foram isoladas de alimentos e agua
contaminada (Daily ef al., 1981; Krovacek et af, 1991). Recentemente uma
pesquisa alertou para o risco de contaminagdo de ferimentos por Aeromonas
hydrophila uma vez que as mesmas vém sendo isoladas de amostras de agua
para o consumo doméstico, rios, estuarios, e principalmente aguas de

recreagdo como lagos e piscinas € agua marinha (Haburchak, 1996).
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O primeiro relato na literatura demonstrando o significado clinico de
Aeromonas em infecgdo humana foi de Hill ef al., (1954), com o isolamento do
agente e reprodugéoc do quadro clinico e infeccioso em coelhos. Outros estudos
(Figura et al., 1986; Ljungh & Wadstron, 1985) verificaram que a maioria das
amostras nas infecgdes por Aeromonas distribuia-se no trato gastrointestinal e
gue os principais sintomas encontrados eram diarréia (George et al.,1986),
gastroenterite {Altwegg & Geiss, 1989; Burke ef al., 1983; Janda ef al., 1983),
diarréia semelhante a da cdblera "cholera-like" (Champsaur ef al, 1982),
infeccdo de ferimentos (Hanson et al., 1977; Joseph ef al, 1991), gangrena
gasosa (Quinot et al., 1982; Heckerling et al., 1983} e septicemia (Picard ef al.,
1984), sendo que para pacientes imunodeprimidos estas doengas podem ser

fatais (Picard ef al,, 1984; Khalifa, 1989).

Segundo von Graevenitz (1985) as infec¢des humanas por Aeromonas
spp. podem ser classificadas em quatro categorias: infec¢des cutdneas e

subcuténeas; septicemias; infecgbes sistémicas e infecgbes gastrointestinais.

As infecgbes cutdneas e subcutdneas tém sido relacionadas com
exposigdo traumatica desses tecidos a dgua, tais como acidentes de trabalho
em barcos, pescaria, mergulho ou mesmo durante a pratica de natagdo ou

recreag&o em aguas (Cahill; 1990; Freitas ef al., 1993; Gracey ef al,, 1982).

Alguns estudos mostraram associacdo de Aeromonas spp. a quadros de

bacteremia e septicemia em individuos imunodeprimidos e outras doengas
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debilitantes, tais como: leucemias, neutropenias, tumores, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Freid, 1987; Janda ef al., 1983; Janda & Brenden,
1987) a idade avangada e infecgles pelo género em outros sitios do

organismo, geralmente intestinal (Burke et a/., 1987; Schiavano ef al., 1998).

No inicio dos anos 60, a Aeromonas spp. foi pela primeira vez implicada
como agente de gastroenterite humana, durante um surto de diarréia no
bergario de um hospital da cidade de Bogota, Coldmbia (Martinez-Silva ef af.,

1961).

Numerosos estudos sobre incidéncia, aspectos clinicos e fatores de
viruléncia das espeécies psicrotréfilas de Aeromonas spp. tém sido publicados,
procurando associa-las a enteropatogenicidade e os possiveis mecanismos
pelos quais provoca doengas em homens e animais (Caselitzz, 1966;
Cumberbatch et al., 1979; Janda & Brenden, 1987; Khalifa, 1989; Fergunson et

al.,1997).

Estudos epidemiologicos sobre a incidéncia de Aeromonas spp. em
gastroenterites tém sido realizados em vérios paises, principalmente na
Australia, Europa e E.U.A. (Black, 1990; Houston ef al., 1991; Kuijper ot al.,

1889; Janda & Brenden; 1987; Pitarangsi ef al., 1982).

Na América do Sul, incluindo-se o Brasil sdo poucos os estudos
realizados sobre o papel desempenhado por amostras de Aeromonas como

patogénos enteéricos. Entretanto as pesquisas realizadas por Khalifa, (1989) e
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Pereira (1992) demonstraram a presenca de amostras pertencentes ao género
Aeromonas spp. em fezes de individuos e criangas com diarréias.
Paralelamente, Neves & Nunes, (1994) isolaram mais de 200 amostras de
Aeromonas spp., a partir de diferentes materiais tais como agua doce, agua
salgada, queijos, leite e urina. Recentemente, um estudo realizado em
Araraquara, (SP) revelou a presenca 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 (Falcao et al., 1998).

Apesar das diferencas de incidéncia deste género nas diversas areas
geograficas, os varios levantamentos epidemiolégicos indicaram a Aeromonas
hydrophila como a espécie mais fregiientemente isolada (Figura ef al, 1986;
Khurama & Kumar, 1997; Ljungh, 1987). Ademais esta espécie tem sido
associada & diarréia que acomeiem os individuos que se deslocam a regides
subdesenvolvidas, “diarréia de viajantes”, causando dores abdominais e

diarréia com duracao inferior a sete dias (Black, 1980).

Varios marcadores de viruléncia tém sido descritos procurando explicar a
patogénese das infecdes intestinais. Dentro das substincias que podem
desenvolver um importante papel no processo das doencgas intestinais,
encontram-se as enterotoxinas, hemolisinas, citotoxinas, hemaglutininas, assim
como a capacidade da bactéria aderir as células, de expressio de algumas
proteinas de superficie e de invasdo em células epiteliais (Cahill, 1990; Donta &

Haddow, 1978; Lawson ef al., 1985).

10
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Dentro desse contexto varios produtos extracelulares foram detectados
nos sobrenadantes de cultura de Aeromonas spp., representados,
principalmente pelas citotoxinas e enterotoxinas (Levett ef al, 1981; Burke ef
al., 1987: Rose et al., 1989a). Por outro lado, & maioria das amostras isoladas
de material clinico revelaram-se hemoliticas, sugerindo serem as hemolisinas
um dos importantes fatores de viruléncia (Ljungh et al., 1881; Stelma sef al.,

1986; Wretling & Heden, 1973).

Aeromonas hydrophila produz dois tipos de hemolisinas: alfa e beta. A
alfa- hemolisina é liberada da céiula durante a fase estacionaria, provocando
lise parcial de eritrécitos e a beta-hemolisina liberada no final da fase
logaritmica de crescimento possui atividade citotéxica para varias linhagens
celulares e provocando hemdlise total em agar sangue (Caselitzz, 1966; Liungh

et al., 1981; Wretling et a/., 1971).

A B-hemolisina foi purificada e caracterizada como uma proteina
termolabii de aproximadamente 49 a 53 kDa, denominada “aerolisina”
(Bernheimer & Avigar,1974). O gene determinante para aerolisina de
Aeromonas hydrophila foi clonado, mapeado e expresso em Escherichia coli

K12 por Chakraborty ef al., (1986) e Howard & Buckley, (1985).

Uma hemolisina de 50 kDa foi identificada em Aeromonas hydrophila que
produz um efeito citotéxico em celulas Vero e induz acumulo de liquido no

intestino de camundongos recém-nascidos e no teste de alga ligada de coeiho

11
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(Asao et al., 1986). Embora as hemolisinas purificadas a partir de diferentes
isolamentos tenham apresentado diferencas imunolégicas e fisico-quimicas, os
resultados indicaram que as atividades citotdxica e enterotéxica podem estar
presentes na mesma molécula de proteina (Chakraborty et al, 1987).
Entretanto, algumas investiga¢des (Figura ef al, 1986) caracterizam a
produgdo de hemolisina sem atividade enterotdxica, véarios estudos tém
demonstrado que pode existir uma correlagéo entre hemolise, citotoxicidade e
enterotoxicidade nas amosiras de Aeromonas (Chopra ef al, 1986;
Cumberbatch et al., 1879; Wadstrom et al,, 1976). Recentemente uma elevada
produgdo de hemolisina e citotoxina foi verificada no estudo dos fatores de
viruléncia envolvidos em 18 casos de bacteremia produzida pela Aeromonas

hydrophila (Vadivelu ef al., 1995).

As enterotoxinas do género Aeromonas spp. tém sido consideradas como
importante estimulo de eventos bioguimicos que se associam com 0s quadros
diarreicos agudos. No obstante a natureza controvertida destas enterotoxinas,
alguns pesquisadores as classificaram em citotdxicas e citotbnicas com base
nas alteragbes morfolégicas causadas em culturas celulares. Assim, temos a
toxina colérica (CT) e a toxina termolabil de Escherichia coli (LT) sdo exemplos
classicos de enterotoxinas citotdnicas, capazes de induzir a formacdo de
esterdides e arredondamentos tipicos em células Y-1 (Keuch & Donta, 1975).
Com relacdo, as enterotoxinas produzidas pelos Clostridium pefringens e

Shigella dysenteriae sao citotéxicas em células Hela causando a morte celular.

12
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A enterotoxina citotdxica € considerada o fator de viruléncia mais
importante associado aos quadros de diarréia provocados por Aeromonas Spp.
e parece ser produzida com maior freqiiéncia pelas amostras de A. hydrophila
e A. sobria comparada a A. caviae (Burke ef al, 1987). Uma enterotoxina
citotoxica presente na maioria das amostras de origem clinica e do meio
ambiente foi caracterizada bioldgica e molecularmente, determinando-se a sua

seqiiéncia de aminoacidos (Buckley ef al., 1981; Howard & Buckley, 1987).

Amostras de Aeromonas spp. produziram uma enterotoxina de
aproximadamente 63.000 Da, diferente soroiogicamente da toxina colérica
(CT), que causava acUmuioc de fluidos em al¢ca ligada de coelhos e
camundongos, com capacidade de causar hemdlise frente a tipos de hemacias,

apresentando efeito citotdxico em cultura de células (Potomski ef af., 1987a).

A purificacéo e caracterizagao quimica e imunolégica de uma enterotoxina
de 52 kDa isolada de Aeromonas hydrophila foi descrita apresentando
atividades citotéxica e enterotéxica, e também similaridade imunoldgica com a

toxina colérica (Rose ef al., 1989a).

Estudos recentes, descreveram a purificagdo e caracterizacéo bioldgica
de uma enterotoxina citolitica (Act) de 52 kDa, isolada de fezes de humanos
com diarréia, cujo agente causal foi classificado bioguimicamente como
Aeromonas hydrophila (Ferguson et al.,1995; Ferguson ef al,1997). Além de

atividades citotoéxica, enterotdxica e hemolitica, os autores também
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demostraram que a enterotoxina Act estava intimamente relacionada
sorologicamente com a toxina colérica e apresentava certa semelhanga com a

aerolisina descrita por Howard ef al. (1985).

Na ultima década diversos estudos tem sido realizados para elucidar o
mecanismo de acgdo da enterotoxina citotdxica. Assim, uma exoproteina
secretada sob forma inativa (68 kDa), & ativada pela clivagem proteolitica de
seu precursor (52 kDa). A proteina de 52 kDa liga-se a membrana celular da
celula alvo com subsequente agregacao e formagdo de poros (Chakraborty ef

al., 1986; Fergunson et al., 1997, Rose et al., 1989b).

Além de hemolisina e citotoxina, as enterotoxinas citoténicas tém sido
objeto de varios estudos, desde que Sayal ef al, (1975) demonstraram que
cultivos de Aeromonas hydrophila causavam actmulo de fluido intestinal em

alca ligada de coelho, o que foi confirmado por Ljungh ef al. (1976).

Uma enterotoxina termolabil produzida pelas amostras de A. hydrophila,
capaz de provocar alteragdes morfolégicas em células de tumor de adrenal de
camundongos (linhagem Y-1) e relacicnada antigenicamente com a
enterotoxina termoldbil (LT) de Escherichia coli foi descrita por Dobrescu

(1978).

Outra enterotoxina termolabil produzida pela Aeromonas spp., com peso
molecular de 15.000 daltons, é capaz de causar acumulo de fluido em alga

ligada de coelho, ratos e camundongos, mas ndo em camundongos recém-
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nascidos. Esta enterotoxina tem efeito citoténico em células Y-1, levando ao
acumulo de AMPciclico intracelular, e ndo mostra relagéo sorolégica com a CT,

sendo também ndo hemolitica (Ljungh ef al. 1982).

Chopra & Houston (1989) descreveram uma enterotoxina de Aeromonas,
diferente daquela descrita por Ljungh et al. (1982), sendo esta positiva em
camundongos recém-nascidos. Estes pesquisadores também demonstraram a

ndo homologia entre esta enterotoxina citotdnicae a LT ou ST de E. coli.

Por outro lado, uma enterotoxina foi caracterizada como uma proteina
com peso molecular ao redor de 27.000 Da, capaz de causar aclUmulo de
fluidos em alga ligada de rato e em testes de camundongos recém-nascidos.
Esta enterctoxina de Aeromonas spp. apresentava similaridade antigénica com
a toxina de Vibrio cholerae, uma vez que o seu efeito citotdnico é neutralizado
por antissoro anti-CT especifico (James ef al, 1982). Estes pesquisadores
também demonstraram que a enterotoxina causa efeito citotdnico em células Y-
1, assemelhando-se em muitos as.pectos a toxina colérica (CT) produzida pelo

Vibrio cholerae.

A clonagem do gene determinante para a enferotoxina de Aeromonas
hydrophila em Escherichia coli, demonstrando a produgdo da toxina sem
atividades citotoxica ou hemolitica nos testes de alga ligada de coelho e em
camundongos recém-nascidos, indicativo de que Aeromonas hydrophila pode

apresentar diferentes loci génicos para a sintese de enterotoxina, hemolisina e
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citotoxina (Chakraborty ef al., 1984).

Considerando-se os dados referidos anteriormente e os escassos estudos
existentes na América Latina, notadamente no Brasil, levou-nos a avaliar o
papel das espécies de Aeromonas e de seus marcadores de viruléncia,
principalmente a enterotoxina citotéxica na patogénese das infec¢bes

intestinais humanas. Desta forma o presente trabalho teve como objetivos:

1. Determinar as condi¢des otimas para a producédo da enterotoxina citotdxica

de Aeromonas hydrophila;

2. Estabelecer e padronizar uma estratégia para a purificagéo da enterotoxina

citotdxica de Aeromonas hydrophila e,

3. Estudar os efeitos da atividade bioldgica produzida pela enterotoxina

citotdxica de Aeromonas hydrophila.
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3.1 Amostras bacterianas.

Uma amostra padrac de Aeromonas hydrophila (AH181) enterotoxigénica
e hemolitica (Hly"), gentilmente cedida pela Fundagao Tropical “André Tosello”,
Campinas, SP, foi utilizada para o presente estudo. Outras amostras padrao
utilizadas foram Escherichia coli enteroxigénica 40T (LT 1"}, Escherichia coli
verotoxigénica 8B (VTy") e Aeromonas hydrophila, AHE9, néo produtora de

enterotoxina (Serafim ef al., 1994).

Todas as amostras bacterianas foram mantidas em tubos com meio Agar
Nutriente a temperatura ambiente e em meio caldo Nutriente contendo 20%

glicerol a -70°C.

3.2 Padronizacio das condigées de cultivo da Ent-Ctx de Aeromonas

hydrophila.
3.2.1 Variagdes nas condigées de cultivo.

Para verificar as condi¢des de cultivo mais favoraveis e estabelecer os
pardmetros para a produgéo da enterotoxina citotdxica foram realizados os

testes com relacao a.

a) Meios de cultura: A amostra padrio AH191 foi cultivada em meio
Caldo Tripticase de Soja, (TSB, DIFCO) suplementado com 0,6% de

extrato de levedo (EY, DIFCO), segundo Neves & Nunes (1994) e meio
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Casamino Acido, suplementado com 0,6% de extrato de levedo e 0,6% de

NaCl (Rose ef al., 198%9a).

b) Variagdes de pH do meio: O meio de cultura foi ajustado a diferentes

valores de pH (6,5; 7,5; 8,5 € 8,5), com 0,1 N de NaOH ou HCI.

c) Variagbes de temperatura: A cultura foi submetida a diferentes

temperaturas, a saber 20°C,30°C, e 37°C.

Para a definicdo da maicr produgéo de Ent-ctx diluigbes seriadas (razédo
2) dos sobrenadantes das diferentes culturas foram testados para a atividade

citotéxica em células Vero, por visualizagéo do efeito citopatico tipico.
3.3 Producgao da entferotoxina citotdxica.

Para a produgdo da Ent-ctx foram preparados pré-cultivos da amostra
AH191 em tubos de 10 mi de meio TSB-EY (previamente definido como étimo
para a maior produgdo de Ent-ctx). Apds 6 horas esta cultura foi inoculada em
uma concentragac de 2,7 x10° bactérias/ml (escala 8 deMac Farland) em seis
Erlenmeyers de 1 litro com 300 ml de meio TSB-EY. As culturas foram
incubadas durante a noite, com agitacéo de 150 rpm (Gosling ef a/.,1993). Em
seguida, a cultura bacteriana foi centrifugada a 10.400 x g durante 20 minutos a

4°C, separando o sobrenadante e conservando a -70°C.
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3.4 Metodologia para a purificagdo da Ent-ctx de Aeromonas

hydrophila.
3.4.1 Precipitagdo com Sulfato de Amonio (SA)

O sobrenadante de cultura obtido como descrito anteriormente, foi
ajustado para pH 86,0 e submetido a precipitacdc com diferentes porcentagens:
40, 60, 70, e 80% de saturagéo de sulfato de aménio (Merck), sob agitagéo
constante a 4° C. Apds precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 10.400
X g durante 15 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 30 ml de tampao
Tris- HCL 0,01M pH 7,6 e dialisado contra o mesmo tampéo com 1M de sulfato

de aménio durante 24 horas.
3.4.2 Processos cromatograficos.

A primeira cromatografia realizada no processo de purificagdo foi a de
interagées hidrofébicas, utilizando-se coluna de Phenyl Sepharose CL-4B
(Pharmacia). O empacotamento e ativagdo foram realizados segundo as
recomendag¢des do fabricante, Foram aplicados 10 ml do material precipitado
previamente dialisado contra tampéo Tris-HCI 0,01 M pH 7,6 com 1M de sulfato
de amonio, equilibrada com o mesmo tampéo e eluida com um gradiente linear
inverso de sulfato de amdnio de 1-OM. O fluxo usado durante as corridas
cromatograficas fot de 2,5 ml/min. As fragdes cromatografadas foram

monitoradas a 280 nm em espectrofotdmetro (LKB Uvicord Sil, Pharmacia).
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As frag6es cromatograficas com atividade citotdxica, testadas em células
Vero, foram concenfradas em Amicon PM 10 (10 kDa) e, em seguida,
submetidas a coluna de troca aniénica Q Sepharose fast flow (40x 15 cm),
equilibrada com tampéo Tris-HC1 0,01M pH 7,6 e eluida com um gradiente né&o
linear de 0,15 a 0,35M de NaCi no mesmo tampédo sendo usado um fluxo de
5mi/min. As fracdes cromatografadas foram monitoradas a 280 nm em
aspectrofotémetro (LKB Uvicord SIl, Pharmacia). O material eluido que
apresentava atividade citotoxica foi dialisado contra tampao Tris-HCI 0,01M pH
7,6 e concentrado por centrifugagdo a vacuo, “Speed Vac” (IS 110, Savant).
Em seguida, este material (100ul) foi aplicado no sistema de cromatografia
liquida de alta resolugdo HPLC (Shimadzu) utilizando a coluna Superdex 200
HR {Pharmacia) com dimensdes de 10 x 30 cm. Para a eluigéo foi utilizado um
fluxo de 0,3 mi/min. As fragdes foram eluidas utilizando tampéo Tris-HCI 0,01M

pH 7,6 com 0,15M de NaCl.

A fracado com atividade citotoxica testada em células Vero foi concentrada
e dialisada contra tampéao Tris-HCI 0,01M pH 7,6 e aplicada em coluna Mono Q
HR 5/5 (Pharmacia) no sistema HPLC. Foi aplicado um gradiente linear de 0 a

0,5M de NaCli utilizando um fluxo, de 0,5 ml/min.

O processo foi repetido em série e os picos cromatograficos obtidos foram
concentrados em “Speed-Vac® antes de testar a atividade bioldgica de cada

fragao.
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3.4.3 Determinacio da concentragéo protéica.

A concentracao de proteinas durante todo o processo de purificagao foi
determinada segundo a metodologia descrita por Bradford, 1976, utilizando o
kit de reagentes da BIO-RAD, contendo a solugdo Bradford concentrada € a
proteina BSA (1,35 mg/ml) para a realizagdo da curva padrdo, cuja faixa de
sensibilidade encontra-se entre 0,2 e 0,9 mg/ml. Foram adicionados a 100 ul
das amostras, 5 ml do reagente de cor concentrado (Azul de Coomasie, 25%
de metanol e 50% de &cido fosforico) diluido 1:4. Depois de agitados
vigorosamente e incubados por 5 minutos foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro (DU 65 Spectophotometer, Beckman) no comprimento de

onda de 585 nm.

3.4.4 Analise eletroforética.

3.4.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida convencional (PAGE).

A eletroforese em gel de poliacritamida convencional (PAGE) foi realizada
segundo a técnica descrita por Laemmli (1970), com gel de 1,5 mm ao 7.5%.
As amostras (25u!) e o padrao de afto peso molecular (5 ub) (Pharmacia) foram
preparados misturando-os com 5 pl do tamp&o amostra (Tris-HC! 0,03M pH
6,8, glicerol 50% e azul de bromofenol 0,05%). As corridas electroforéticas

foram desenvolvidas utilizando uma amperagem constante de 15 mA/gel.
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3.4.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).

O SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacriiamida com dodecil sulfato
de sddio) foi realizado usando géis com espessura de 1,5 mm e gel de
separacdo de 12% (Laemmli,1970). As amostras e o0s marcadores de alto e
baixo peso molecular (Pharmacia) feram misturados volume/volume com o
tampdo de amostra (Tris-HCl 0,125M pH 6,8 SDS 4%, glicerol 20%, B-
mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,025%). Para garahtir as condi¢des
nao redutoras foi usado o mesmo tampao sem p-mercaptoetanol. Em ambos 0s

casos as amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos.

A eletroforese foi realizada utilizando-se amperagem constante de 15

mAJ/gel.
3.4.4.3 Coloracgio dos géis de poliacrilamida.

Os géis foram fixados e corados pela prata, seguindo-se a metodologia
descrita por Blum et al. (1987). Primeiramente o gel foi imerso em solugao
fixadora (etanol 50%, acido acético glacial 12%) por no minimo 60 minutos e,
posteriormente, lavado em etanol 50% por trés vezes em intervalos de 20
minutos. A seguir o gel foi imerso numa solugado de pré-tratamento
(NaS;03.5H,0 0,02%) durante 1 minuto e lavado trés vezes com agua
bidestilada. A impregnagéo com prata foi realizada usando uma solugéo de

AgNOQ; 0,2%-formaldeido 0,075% por 20 minutos, sendo posteriormente lavado
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por tres vezes com agua bidestilada e revelado com solugdo de Naz;CO3 6%,
Na,$;03:.5H,0 0,4% e de formaldeido 0,05%. A revelagao foi interrompida
usando uma solugdo de etanol 50%-acido acético glacial 12%. Em todos os
passos foi utilizada uma agitagao moderada. O gel foi conservado em solugédo

de acido acético 5% até a secagem do mesmo.
3.5 Caracterizagio biologica da toxina.
3.5.1 Ensaio para a detecg@o da atividade citotoxica.
3.5.1.1 Preparagéo das culturas celulares.

Células Vero (células de rim de macaco verde africano) foram
rapidamente descongeladas em banho-maria a 37°C e transferidas para uma
garrafa contendo MEM (meio minimo essencial de Eagle) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solugdo de antibidticos (penicilina
1.000 U/ml-estreptomicina 250ug/ml) € mantidas em estufa a 37°C até a
confluéneia da monocamada. Apds esse periodo foi descartado o meio de
cultura das garrafas. A monocamada foi lavada com solugao de Hank’s e
desfeita com a adigdo de ATV (associagao tripsina-Versene). As células foram
ressuspensas em MEM acrescido de 10% de SFB e 1% de antibidticos, para
uma concentracdo de 2,5x1 0° células/ml e transferidas para placas de 96
orificios, adicionando 0,1 ml da suspensac celular/orificio. As placas foram

incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CQ; durante 24 horas.
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3.5.1.2 Teste de citotoxicidade.

A atividade citotoxica da Ent-ctx foi avaliada em células Vero,
comparativamente as linhagens celulares CHO (células de ovario de hamster)
e 3T3 (fibroblasto de camundongos) segundo a metodologia descrita por
O’Brien et al. (1887). Apds a formagdo da monocamada celular o meio de
cultura das placas foi dispensado. Duplicatas das amostras obtidas durante o
processo de purificagdo, em diluigbes seriadas (razéo 2) em 0,1 ml de meio
MEM contendo 1% de solugéo de gentamicina (10 mg/mi), foram adicionadas
aos orificios das placas contendo a monocamada celular. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, Foram realizadas leituras diarias
em microscopio invertido (Axiosvert-Zeiss) por 72 horas. Foi considerada como
positivo a reciproca da maior diluigéo de cada amostra que provocava 50% de
citotoxicidade. Foram utilizados como controles positivos as amostras de E. ¢ofi
enterotoxigénica 40T e E. coli verotoxigénica 8B e como controles negativos a
amostra de A. hydrophila AH6§ e, o meio TSB-EY para monitorar o

experimento.
3.5.2 Determinacgdo da CDso.

A CDsp foi testada em placas de 96 orificios em monocamadas de células
Vero (definida como a linhagen celular de maior sensibilidade), segundo

Borenfreund & Puemer (1984). O titulo da citotoxina foi expresso como a
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reciproca da maior diluigdo da citotoxina que causou 50% de
citotoxicidade/morte (CDso) da monocamada de células apés 72 horas. Cada
experimento foi realizado em quadruplicata e observado diariamente ao

microscopio invertido (Zeiss/Axioskop), por 72 horas.
3.5.3 Cinética da citotoxicidade da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.

Para determinar o tempo minimo necessario para a citotoxina induzir
alteractes morfologicas em célutas Vero, foram feitas observagdes em
microscépio invertido em intervalos de 1 hora até observar 100% da morte

celular.

3.5.4 Estudo das alteragdes morfolégicas induzidas pela Ent-ctx de

Aeromonas hydrophila em células Vero.

Foram preparadas diluigées em série utilizando em meio MEM com 1% de
uma solucdo de gentamicina (10 mg/mi) do material obfido nas diferentes
etapas do processo de puriﬂcagéo. As células Vero e CHO, depois de
tripsinizadas foram ressuspensas em MEM-SFB para uma concenfragéo de
2 5x10° células/ml e transferidas para placas de 24 orificios estereis, com 1 mi
de suspensao celular/orificio, sendo colocados em cada orificio faminulas de
vidro. Apdés a visualizacdo do efeito citopatico as laminulas foram
primeiramente lavadas com solugéo de PBS e posteriormente tratadas por 1

hora com solugao de formaldeido 10 % em PBS. As lfaminulas foram fixadas e

26



Material e Métodos

depois lavadas com &gua destilada suficiente para retirar 0 excesso de solugéo
fixadora. Para a coloragao usou-se o método descrito por Mello & Vidal, {1980)
para glicosaminoglicanos &cidos com Azul de Toluidina 0,025% (AT) em
tampao Mc Hivane pH 4,0. As laminulas foram coradas pelo AT por 15 minutos,
lavadas com trés banhos de agua destilada e postos a secar ao ar. Por altimo,
foram montadas em laminas usando o Balsamo de Canada. O material foi

observado em microscopio Axioskop, (Zeiss).
3.5.5 Termo-estabilidade da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.

Foram mantidas amostras do sobrenadante nas temperaturas de -70, 4,
56, 65, e 100° C que posteriormente foram testadas quanto a atividades

citotdxicas em células Vero como descrito no item 3.5.1.2.

356 Teste de atividade enterotdxica da Ent-ctx de Aeromonas

hydrophila.
3.5.6.1 Alga ligada de intestino de coetho.

Foram utilizados coelhos albinos da raca New Zeland, pesando de 1,5 a
2,0 kg e mantidos em jejum por 24 horas. Para a cirurgia, os animais foram
anestesiados com Rompum (5 mg/kg) e Ketolar (40mg/kg). Apés tricotomia da
parede abdominal, o intestino delgado foi exposto e mantido Gmido com PBS.

Foram feitas alcas ligadas de aproximadamente 5 cm cada uma e para isto o

27



Material & Métodos

intestino delgado foi amarrado com linha cirdrgica a aproximadamente 10 cm
do estdmago, no sentido préximo-distal. Em seguida, cada alga foi inoculada
com 1 ml da amostra a ser examinada. Apds a inoculagao, os intestinos foram
recolocados na cavidade abdominal, procedendo-se a sutura do periténeo,
camada muscular e pele. Os animais foram mantidos por 18 horas e
posteriormente sacrificados por deslocamento cervical. O intestino delgado foi
retirado e foram feitas as medigdes do volume de liquido acumulado em cada
alca e o comprimento da mesma. O coeficiente RIL (volume do contetdo da
alga/comprimento da alga em cm) foi considerado positivo com valores
superiores a 1 mlicm (Blanco et al., 1993). Para o experimento foram usadas
as amostras de A. hydrophila AH 191 (sobrenadante de cultura e amostra
semipurificada) e, como controles negativos a amostra de A. hydrophila AHE9

e, 0 meio TSB-EY para monitorar o experimento.

3.5.7 Teste de atividade hemolitica.

A atividade hemolitica das amostras provenientes de cada etapa do
processo de purificaco foi testada frente a hemécias de carneiro ressuspensas
a 1% em PBS 0,05M pH 7,4 (Bhakdi ef al.,1986). Diluigbes seriadas com 100 pl
das amostras em estudo foram feitas em placa de microtitulo mantida em
banho de gelo, sendo em seguida acrescentado um mesmo volume da

suspensdo de hemdcias. As placas foram incubadas a 37°C, durante uma hora
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e, logo apés, foi observada a lise celular. Foi considerada positiva a reciproca

da maior diluicdo de cada amostra que provocava 50% de lise celular (leitura

visual).
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Resultados

4.1 Producio e purificagdo da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.
4.1.1 Padronizagio da produgao da Ent-ctx.

Em nossos estudos a amostra padrao de Aeromonas hydrophila AR191
foi cultivada em meio TSB, suplementado com 0,6% de extrato de levedo (EY)
recomendado para a produgdo da enterotoxina citotéxica, que proporcionou um
maior titulo (1:256) de atividade citotéxica em células Vero comparado com O
uso do meio Casamino-Acidos suplementado com 0,6% de extrato de levedo e

0,6% de NaCl (1:64).

Ao testar os diferentes valores de pH do meio de cultura, a atividade

citotoxica (1: 512) em células Vero, mostrou-se maxima no pH 7.5 (Figura 1).

500 l
400 +
300 +

200 +

Atividade citotdxica

100 T+

¢] t : . : :
6 8.5 7 7.5 8 8,5 g

pH

FIGURA 1: Efeito dos diferentes valores de pH na produgdo da

enterotoxina citotdxica de Aeromonas hydrophifa.

A atividade citotéxica & expressa como a reciproca da maior diluigho que provocou o ofeito citotdxico nas
células Vero {24 horas).

A atividade citotéxica foi determinada em células Vero segunda Keuch et al; 1975,
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A Tabela 1 mostra os resuitados obtidos na produgédo da Ent -ctx a partir
das culturas da amostra AH191 sob diferentes temperaturas, submetidas a 18

horas de incubacao.

TABELA 1: Efeito das diferentes temperaturas na produgéo da enterotoxina

citotoxica de Aeromonas hydrophila (18 horas de cultivo).

Temperaturas Titulo de atividade citotoxica’
20°C 64
30°C 128
37°C 512

0 titulo da atividade citotoxica expresso & a reciproca da maior diluigdo que provocou efeito citotdxico em células
Vero .

A atividade citotéxica fol determinada em células Vero segundo Keuch et a1.;1975. 2

Nos experimentos realizados em diferentes temperaturas foram também
testadas as atividades enterotoxica e hemoliticas (dados nao mostrados). As
leituras foram realizadas cada 2 horas, obtendo-se os melhores resultados na

faixa de 18 a 20 horas de cultivo.

Os resultados demonstraram que houve um aumento significativo no titulo

de citotoxicidade quando o cultivo foi realizado a 37 °C de temperatura.

32



Restuiltados

4.1.2 Processos de purificagao.
4.1.2.1 Precipitacdo com sulfato de aménio.

Na Tabela 2 sdo mostrados os valores da atividade citotéxica obtidas na

experiéncia a 80, 70 e 80 % de saturagéo de sulfato de amdnio.

TABELA 2: Resultados da atividade citotéxica da enterotoxina citotéxica de
Aeromonas hydrophifa em células Vero, obtidos apds a precipitagdo do

sobrenadante de cultura em diferentes porcentagens de sulfato de aménio.

Porcentagem de Sulfato de Aménio Atividade Citotoxica’
Toxina Bruta 512
40 % ND
60 % 8192
70 % : ' 1024
80 % 128

Q) titulo da atividade citotdxica expresso & a reciproca da maior diluic@o que provocou efeito
citotdxico em cétulas Vero, :

2ND N&o determinada

Com 40 % de SA o precipitado obtido foi desprezivel e a atividade
citotéxica nao foi determinada. A precipitagdo com 60% de sulfato de amdnio

mostrou conter a maior atividade citotoxica (1:8192), comparado com as outras
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porcentagens ensaiadas.
4.1.2.2 Cromatografias.

O precipitado a 60% de saturagéo com sulfato de amédnio foi aplicado em
cromatografia de interagdes hidrofGbicas (Phenyl-Sepharose CL-4B), usando-
se um gradiente linear inverso de 1 a OM de suifato de aménio (Figura 2). O
pico 2, eluido com tampao 0,01M Tris HCI pH 7,6 mostrou a maior atividade

citotéxica (1:4096) em células Vero.

As fracGes citotéxicas concentradas por ultrafiltragdo em AMICON PM-10,
foram cromatografadas em coluna de troca anidnica Q Sepharose Fast Flow
(Pharmacia). A atividade citotéxica (1:4096) foi eluida com gradiente de 0,35M

de NaCl {Figura 3).

As fragoes foram concentradas no “Speed-Vac’, dialisadas, e aplicadas
em cromatografia de exclusao molecular Superdex 200 no sistema HPLC

(Figura 4).

O pico cromatografico com a maier atividade citotoxica (1:1024) foi
concentrado e cromatografado em coluna de troca iénica (Mono Q) no sistema
HPLC sendo eluido em gradiente linear de 0 a 0,5M de NaCl (Figura 5). A

maior atividade citotoxica (1:64) foi observada no pico eluido com 0,26M de sal.

Na Tabela 3 sdo mostrados os resultados obtidos durante o processo de
purificacdo. Os diferentes pardmetros foram calculados para avaliar a eficiéncia

dos processos de purificagéo.
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FIGURA 2: Perfil de eluicao obtido com a cromatografia de interagoes
hidrofobicas Phenyl Sepharose CL-4B, usando um gradiente linear

inverso de 1-0 M de sulfato de aménio.

1-Pico eluido com tampé&o Tris-HCI 0,01 M; pH 7,6 com sulfato de aménio 1 M
2-Pico eluido com tampéao Tris-HCI 0,01 M; pH 7,6 .
—Pico com maior atividade citotoxica (1:4096)

A atividade citotoxica é expressa como a reciproca da maior diluigdo que provocou o

efeito citotoxico em células Vero (24 horas).
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FIGURA 3: Perfil de eluicdo obtido com a cromatografia de Troca
Anidnica em Q Sepharose Fast Flow, usando um gradiente ndo linear de

0-1 M de NaCl.

1-Pico eluido com tampéo Tris-HCI 0,01 M; pH 7,6 com 0,15M deNaCl
2-Pico eluido com tamp&o Tris-HCI 0,01 M; pH 7,6 com 0,35M de NaCl.
3-Pico eluido com tampao Tris-HCI 0,01 M; pH 7,6 com 1M de NaCl.

—Pico que mostrou a maior atividade citotoxica (1:4096).

A atividade citotdxica € expressa como a reciproca da maior diluicdo que provocou o

efeito citotoxico em células Vero (24 horas).
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FIGURA 4: Perfil de eluicio obtido com a cromatografia de excluséo
molecular Superdex 200 HR no sistema HPLC, usando tampé&o Tris-HCI
0,01 M; pH 7,6 com 0,15 M de NaCl.

—Pico com maior atividade citotoxica (1:1024)

A atividade citotéxica é expressa como a reciproca da maior diluigdo que provocou o efeito
citotéxico em células Vero.
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FIGURA 5: Perfil de eluigdo obtido com a cromatografia de troca aniénica
Mono Q HR 5/5 no sistema HPLC, usando um gradiente linear de 0 a
0,5M de NaCl, em tampéo Tris-HCI 0,01 M; pH 7,6.

~Pico com maior atividade citotoxica (1:64)

A atividade citotoxica & expressa como a reciproca da maior diluigio que provocou o efeila
citotéxico em células Vero.
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A metodologia seleccionada para o processo de purificagdo da Ent-ctx
permitiu um incremento de 622.222 na atividade citotoxica especifica expressa
em CDs¢/mg e um grau de pureza de 5.185. Também observou-se durante o
processo, um decremento acentuado da concentragdo protéica chegando ateé

valores menores que 1mg/ml para a Ent-ctx nas ultimas etapas da purificagéo.
4.1.3 Analise eletroforética: PAGE e SDS-PAGE

Observou-se uma sucessiva diminuicdo do nimero de bandas protéicas
apds cada etapa da purificagdo, como apresentado nas Figura 6 (PAGE) e na

Figura 7 (SDS-PAGE).

A fracao protéica eluida da resina de troca anidénica (Mono Q HR 5/5) com
atividade citotéxica quando submetida a PAGE (Figura 6, linha 6) mostrou a
presenca de uma uUnica banda homogénea. No SDS-PAGE sob condi¢cdes nao
redutoras (sem p-mercaptoetanol), observamos na linha 6 a presenca de uma
banda protéica com peso molecular estimado de 68 kDa, correspondente a
Ent-ctx proveniente da cromatografia em Mono Q HR 5/5. As linhas 1 e 9 da

Fig.7 mostram os padrdes de alto e baixo peso molecular, respectivamente.
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669

440

232

FIGURA 6: Perfil eletroforético em PAGE das amostras obtidas durante o
processo de purificagdo da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila, corado pela

prata.

Linha 1: Amostra do sobrenadante de cultura.

Linha 2: Amostra do de Precipitado com 60 % de saturagao de Sulfato de Aménio
Linha 3: Amostra da cromatografia de interagdes hidrofobicas Phenyl Sepharose CL-4B
Linha 4: Amostra da cromatografia de Troca Anidnica em Q Sepharose Fast Flow
Linha 5: Amostra da cromatografia de Gel Filtragdo em Superdex 200/HPLC

Linha 6: Amostra da cromatografia de Troca Aniénica em Mono Q HR 5/5 (HPLC)

Linha 7: Padrdgo de Alto Peso Molecular (669,000-Tiroglobulina;440,000Ferritina;232,000-
Catalase;140,000-Lactate deshidrogenase; 67,000 BSA)

41



Resultados

20

FIGURA 7: Perfil eletroforético em SDS-PAGE das amostras obtidas durante o
processo de purificagdo da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila, corado pela

prata.

Linha 1: Padrdao de Alto Peso Molecular (669.000-Tiroglobulina;440.000Ferritina; 67.000 BSA; 60.000-
Catalase; 36.000-Lactate deshidrogenase; 18.500-Ferritina)

Linha 2: Amostra do de Precipitado com 60 % de saturag&o de Sulfato de Amonio
Linha 3: Amostra da cromatografia de interagdes hidrofobicas Phenyl Sepharose CL-4B
Linha 4: Amostra da cromatografia de Troca Aniénica em Q Sepharose Fast Flow
Linha 5: Amostra da cromatografia de Gel Filtragdo em Superdex 200/HPLC

Linha 6: Amostra da cromatografia de Troca Anidnica em Mono Q HR 5/5 (HPLC) Pico 2 ¢/ atividade
citotéxica.

Linha 7;. Amostra da cromatografia de Troca Aniénica em Mono Q HR 5/5 (HPLC) Pico 3.
Linha 8: Amostra do sobrenadante de cultura.

Linha 9: Padrao de Baixo Peso Molecular (94.000-Fosfolirase b; 67.000- Albumina; 43.000-Ovoalbumina;
30.000 Anhidrase Carbonica; 20.100- Tripsina; 14.400- o albumina)
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4.2 Caracterizagao biolégica da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.
4.2.1 Citotoxicidade em cultura de células.

A citotoxicidade da Ent-ctx foi examinada frente as células Vero, CHO e
3T3. Os resultados mostraram alteragées morfologicas caracteristicas tais
como arredondamento celular, condensagéo nuclear e descolamento do tapete
celular nas linhagens celulares Vero e CHO. Nas 3T3 (células de fibroblastos
de camundongos) o efeito citopatico €& diferente, observando-se um
alongamento das células e uma intensa picnose depois das primeiras 4 horas.
Este mesmo efeito, com menor intensidade foi observado nas linhagens de
fibroblastos de embrido de galinha e fibroblastos de pulmdo de hamsters

(dados nao mostrados).

A linhagem celular proveniente do rim de macaco verde africano (Vero)
demonstrou uma elevada sensibilidade ao teste de atividade citotéxica (Tabela
4) comparado com as outras linhagens celulares testadas, o que determinou

sua selegao como marcador da atividade biolégica.
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TABELA 4: Resultados da atividade citotoxica obtidos ao comparar as

diferentes linhagens celulares com as amostras da enterotoxina citotoxica de A.

hydrophila.
H - H - t; -
Linhagens celulares . Atividade citotéxica .
Vero 4096 64
CHO 1024 32
313 1024 16

'A atividade citotéxica & expressa como a reciproca da maior diluigéo que provocou efeito citotéxico nas culturas
celulares.

A, Amostra de sobrenadante de cultura concentrado.

B. Amostra da Ent-ctx obtida na cromatografia de troca aniénica Mono Q HR 5/5(HPLC)

4.2.2 Determinagao da CDso da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.

O titulo da Ent-ctx purificada foi de 1:89 /0.1ml em 2x 10° cél/ml em 72

horas. A atividade citotdxica especifica da Ent-ctx foi de 1,6 ng/CDsp.
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4.2.3 Cinética de aparicdo do efeito citopatico da Ent-ctx de

Aeromonas hydrophila.

A Ent-ctx causou alteragées morfolégicas em células Vero apds os
primeiros 30 minutos de leitura (Figura 8B). Observou-se que mais de 75% das
células estavam arredondadas, algumas delas ja picnéticas. Depois de 1 hora
(Figura 8C) foi observada vacuolizagao citoplasmatica e extrema condensagao
nuclear. No término do teste, apds 2 horas, foi observada 100% de morte

celular(Figura 8D).

4.2.4 Alteracdes morfolégicas induzidas pela Ent-ctx de Aeromonas

hydrophila.

A Figura 10 mostra as fotomicrografias obtidas com as diferentes
diluicbes do sobrenadante de cultura ou “toxina bruta” em células Vero. Em
geral, as células apresentaram vacuolizagdo e observou-se a eliminacédo de
fragmentos citoplasméaticos semelhantes a corpos apoptéticos (seta).
Concentragbes crescentes (Fig. 10A e 10B) levaram a progressiva
condensagao cromatinica, passando por um estagio com inlimeros grumos até

uma situagao de extrema condensagao, aparentemente picnoética (p).
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FIGURA 8: Fotomicrografia do efeito biolégico produzido pela enterotoxina
citotoxica de Aeromonas hydrophila no tempo. Diluigdo 1/800. Aumento 40x.

A.
B.
C.
D.

Controle Celular (células Vero).

30 minutos ap6s o efeito citotéxico da Ent-ctx de A. hydrophila.
60 minutos apés o efeito citotéxico da Ent-ctx de A. hydrophila.
120 minutos apés o efeito citotoxico da Ent-ctx de A. hydrophila.



FIGURA 9: Fotomicrografia do controle celular das células Vero. Coloracdo com Azul
de toluidina. Aumento 1250x. (m)-mitose (nl)- nucleolo.
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FIGURA 10: Fotomicrografia do efeito biolégico produzido pela toxina bruta de
Aeromonas hydrophila. Coloragéo com Azul de toluidina. Aumento 1250x.

(A e B)-diluicio 1/100 (C e D)-diluicdo 1/200 (E e F)-diluicdo 1/400 (p)-picnose (seta curva) extrema condensacéo
nuclear (seta simples) restos citoplasméticos semelhantes a "corpos apoptoticos”.
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No caso da amostra de sobrenadante de cultura precipitado com 60 % de
saturagéo de sulfato de aménio (Figura 11) observou-se que as amostras que
apresentam concentragées protéicas mas altas, diluigdo 1/100 (Fig. 11G e 11H)
sdo extremamente eficazes em descolar as células das laminulas. Algumas
células remanescentes apresentam aspectos de condensacgéo e fragmentagéo
nuclear. Outras estdo aparentemente normais (n), ap6s curto periodo (30 min)

de exposicgao.

Nas amostras do precipitado testadas com menores concentragoes
protéicas (Fig. 111 e 11J), sdo observadas vacuolizagdo citoplasmatica e

extrema condensacéo nuclear (setas curvas).

O estudo do efeito da amostra eluida da cromatografia de troca aniénica
em Q Sepharose Fast Flow sobre as células Vero (Figura 12) demonstrou que
na diluicdo 1:50 (Fig.12P e 12Q), predomina o inchamento do nucleo, enquanto
a coloragdo verde obtida apés a coloragdo com Azul de Toluidina revela o
bloqueio dos grupos fosfatos. O citoplasma mantém-se semelhante as células

controle (Figura 9).

Na diluicdo 1:18 (Fig. 12N e 120), a compactagéo nuclear & crescente.
Ressalta-se a intensa eliminacdo de fragmentos citoplasmaticos na forma de

“bolhas”, semelhantes a corpos apoptéticos. A amostra mais concentrada (1:6)
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FIGURA 11: Fotomicrografia do efeito bioldgico produzido pela Ent-ctx de Aeromonas
hydrophila precipitada a 60% de saturagdo com sulfato de aménio. Coloragdo com
Azul de toluidina. Aumento 1250x.

(G)-diluicdo 1/100 (H)-diluic&o 1/200 (I)-diluicéo 1/400 (J)-diluicdo 1/800 (seta curva) extrema condensagéo nuclear (n)
células normais (apop) apoptose.

_Resultados
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FIGURA 12: Fotomicrografia do efeito biolégico produzido pela Entctx da A
hydrophila proveniente da cromatografia de troca anidnica Q Sepharose Fast Flow.
Coloragdo com Azul de toluidina. Aumento 1250x.

(L e M)diluicio 1/6 (N e O)-diluicao 1718 (P e Q)-diluicdo 1/50 (nl)-nucleolo (seta simples) restos citoplasmaticos
semelhantes a’corpos apoptéticos”.
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(Fig. 12L e 12M), revela um efeito de picnose nuclear intensa, associada a um

efeito de rarefagao no citoplasma.

A Figura 13 (R, S e T), mostra diferentes estagios de condensagao
nuclear (1-4) até chegar ao estado de intensa picnose (p) obtidos pelo
tratamento das células com a amostra proveniente da Superdex 200/HPLC.
Assim, ficam evidentes a fragmenta¢ao nuclear semelhante a apoptose (apop),
bem como os efeitos de rarefacdo e vacuolizagdo provocados sobre o

citoplasma celular.

4.2.5 Efeito da temperatura na estabilidade da Ent-ctx de Aeromonas

hydrophila.

A Figura 14 mostra os resultados obtidos nos testes de estabilidade
realizados com amostras de sobrenadante de cultura mantidas a -70, 4, 56, 65

e 100°C.

De maneira geral o efeito citotéxico diminui gradativamente, quando
testadas as amostras de Ent-ctx sdo testadas a 4°C. Nao houve perda da
atividade citotoxica quando a amostra foi conservada a -70°C durante o tempo

do ensaio.
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FIGURA 13: Fotomicrografia do efeito biolégico produzido pela Ent-ctx da A.
hydrophila proveniente da cromatografia de exclusdo molecular Superdex 200/HPLC.
Coloragao com Azul de toluidina. Aumento 1250X. (R, s e T)-diluiczo 1140 (p)-picnose (apop) apoptose (1-
4) Estagios de condensacéo nuclear.
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FIGURA 14: Estudo de estabilidade da atividade citotoxica da Ent-ctx de
Aeromonas hydrophila em amostras mantidas a -70°, 4°, 56°, 65° e
100°C.

A atividade citotdxica € expressa como a reciproca da maior diluicdo que provocou o efeito
citotoxico em células Vero.
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4.2.6 Atividade enterotoxica da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.

A Figura 15 mostra o resultado obtido em alca ligada de intestino de
coelho ao testar amostras do sobrenadante de cultura e da toxina

semipurificada de A. hydrophila

Os coeficientes RIL obtidos para cada amostra testada sdo mostrados na
Tabela 5, assim como a descrip¢ado da aparéncia macroscoépica observada no

experimento.

TABELA 5: Resultados dos coeficientes RIL obtidos no teste de alga ligada de

coelho para a Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.

Amostras RIL* Aspecto macroscépico
Meio de Cultura TSB-EY . - Normal
Sobrenadante de cultura 0,98 Hemorragica

Amostra de A. hydrophila AH191
(menos intensa)

Amostra semipurificada™* 1,432 Hemorragica
(Cromatografia Int. Hidrofobicas
Pheny! Sepharose CL-4B) (intensa)
Sobrenadante de cultura 0,1 Normal

Amostra de A. hydrophila AH191
aquecido a 56° C

Sobrenadante de cultura 0,12 Normal
Amostra de A. hydrophila AHE9

*Coeficiente RIL (volume do contetido da alga/comprimento da alga em cm).

**Amostra concentrada em AMICON PM 10 (10 kDa) e dialisada vs tampéo Tris-HCI 0,01M pH 7,6.
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FIGURA 15: Fotomicrografia do efeito biolégico produzido pela Ent-ctx de
A.hydrophila no teste de al¢a ligada de intestino de coelho.

A
B.
C.

Meio de cultura TSB-EY.
Sobrenadante de cultura de A hydrophila AH191.

Amostra semipurificada de A hydrophila AH191 (proveniente da cromatografia de interagdes hidrofébicas Phenyl
Sepharose CL-4B).

Sobrenadante de cultura de A. hydrophila AH191 aquecido a 56 °C durante 10 minutes.
Sobrenadante de cultura de A hydrophila AHB9.
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4.2.7 Atividade hemolitica da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila.

Na Tabela 6 mostram-se 0s resuitados da atividade hemolitica obtidas

durante o processo de purificagéo.

TABELA 6: Resultados da atividade hemolitica da Ent-ctx de Aeromonas

hydrophila obtida durante o processo de purificagao.

Passos da Atividade Hemolitica
Purificacéo
Toxina Bruta 8
Precipitado 64
60% S.A*
Phenyl Sepharose* 32
Q-Sepharose* _ 32
Superdex-200/HPLC ND
Mono Q/HPLC ND

* Material concentrado no AMICON com membrana PM 10 (10 kDa).

ND Néo determinada.
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Discusséo

Varios estudos t&m demonstrado diferentes estratégias para a purificagao
da enterotoxina citotéxica de Aeromonas hydrophila (Asao et al., 1986; Ljungh

et al., 1981; Rose ef al., 1989a).

Visando garantr uma maior produgéo da Ent-ctx de Aeromonas
hydrophila e oftimizar as condigbes de cultivo, usaram-se os meios Caldo
Tripticase Soja suplementado com extrato de levedo 0,6% (Neves & Nunes,
1994) e Casamino Acidos suplementado com 0,6% de extrato de levedo e

0.6% de NaCl (Fergunson et al., 1995; Rose et al., 1989a).

Neste estudo o meio TSB-EY, mostrou ser o mais adequado para a
producdo de Ent-ctx apresentando o maior titulo de afividade citotoxica (1:256),
corroborando os dados ressaltados por Serafim et al (1994) tendo sido,
portanto, o meio escolhido para a realizagdo dos experimentos desenvolvidos
em nossa pesquisa, a pesar dos diversos meios de cultura terem sido usados
para a produgdo da Ent-ctx de A. hydrophila (Bloch & Montiel, 1989; Krovacek

et al., 1991; Ljungh et al., 1981; Potomski ef al., 1987).

Diversos estudos tém empregado variagées nas condigbes de cultivo para
a produgdo da Ent-ctx, variando, temperatura, pH do meio, agitagéo, aeracao,
entre outros. Em nossa pesquisa diferentes condiges de cultivo com variagdes
de valores de pH e temperatura foram testadas e os melhores resultados foram

obtidos a 37 °C e pH 7,5. Bloch & Montiel, (1989) e Rose et al., (1989a)
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descreveram um aumento significativo na produgdo da p hemolisina e da

enterotoxina citolitica (Act) respectivamente usando as mesmas condi¢des.

Baseados nos resuitados obtidos, concluimos que: o tipo de meio, as
condicdes de aerag8o, a temperatura de incubagao, e o pH do meio constituem
fatores importantes para a produgdo das enterotoxinas. Em nossos
experimentos, as methores condigdes encontradas foram: cuitura em meio

TSB-EY, pH 7.5, 37°C e agitagédo a 150 rpm (Fig. 1 e Tab. 1).

Vérios estudos realizados por Asao et al. (1986); Fergunson et al. (1997);
e Rose et al. (1989a) tdm demonstrado diferentes estratégias para a
purificagdo da enterotoxina citotéxica da Aeromonas hydrophifa. Os métodos
sugeridos na tentativa de otimizar a obtengéo e purificagao da Ent-ctx baseiam-
se fundamentalmente na tradicional precipitagéo com sulfato de aménio e as
técnicas cromatograficas (Buckley ef al., 1981; Ljungh ef al., 1981, Potomski et

al., 1987; Rose et al., 1989Db).

O melhor resultado em rendimento da Ent-ctx ao ensaiar as diferentes
porcentagens de saturagdo de sulfato de aménio, foi obtido com a precipitag@o
do sobrenadante da cultura a 60% (Tab. 2). Nossos resultados foram similares
aos obtidos por Rose ef al.; 1989a, e Saha ef al.; 1996; considerando também
a precipitagdo com sulfato de aménio como um passo conveniente dentro do

processo de purificagéo, permitindo uma rapida concentragdo da Ent-ctx.
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Muitos t&m sido os métodos cromatogréficos descritos para a purificacao
das enterotoxinas do género Aeromonas spp (Buckley ef al.,1981; Gosling ef
al.1993; Stelma et al, 1986; Wretling et al, 1971). Os esquemas de
purificagdo desenvolvidos baseiam-se principalmente no uso de resinas
cromatograficas como troca ibnica, exclusdo molecular e interagées
hidrofébicas. Outros autores descreveram o uso da coluna de interagbes
hidrofébicas na purificagdo da enterotoxina citdtoxica de Aeromonas hydrophila
(Fegurson et al.,1997; Rose ef al.,1989; Saha et al., 1996). Assim a utilizagéo
da coluna Phenyl Sepharose CL-4B no inicio do processo permitiu dar
continuidade ao processo de purificagdo sem precisar de didlise exaustiva para
a eliminagdo das sais. Para garantir o gradiente linear inverso, onde precisa-se
de elevadas concentracdes de sais foram testados variantes de molaridade,
valores de pH e também os tipos de tampdes usados (dados ndo mostrados).
Em nosso caso 0s melhores resultados foram obtidos quando realizamos um
gradiente com sulfato de aménio de 1 a OM utilizando tamp&o Tris-HCI 0,01M;
pH 7,6 (Fig. 2). A atividade cifotéxica (1:4096) foi encontrada no pico
cromatografico eluido com tampao Tris -HCI 0,01M, pH 7.6. E importante
salientar que outros processos cromatograficos também foram utilizados a
saber: cromatografia convencional de troca anidnica (Q Sepharose Fast Flow)
e a utilizacdo do sistema HPLC para as cromatografias de excluséo molecular

(Superdex 200) e troca anidnica (Mono Q HR 5/5).
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Nas Figs. 2 a 5 s&o mostrados os perfis de eluigdo obtidos nas
cromatografias ensaiadas, sinalizando os picos cromatograficos que
apresentavam a maior atividade citotoxica. As fragcdes cromatograficas de
interesse foram concentradas por ultrafiltragéo (Amicon PM-10) e mantidas a 4
OC, para evitar a perda de atividade citotoxica. A manutengdo da baixa
temperatura constituiu um fator determinante em nosso processo de

purificacao.

Buckley ef al, (1981) e Potomski et al, (1987a) descreveram outros
esquemas de purificagdo para a Ent-ctx com a utilizagdo de resinas de fase
reversa e afinidade, usando anticorpos monocionais. No entanto, Asao et al.,
1986, Fergunson et al., 1997 e Rose et al., 1989a, obtiveram resultados
satisfatérios com o uso de metodologias mais simples. O processo de

purificagio usado em nosso estudo baseou-se na estratégia sequida por estes

pesquisadores, com algumas modificagdes.

Outros ensaios cromatograficos, usando cromatografias convencionais de
exclusao molecular (Superdex 200), troca anibnica (DEAE- Sepharose Fast-
Flow) e troca catiénica {Mono S HR 5/5) no sistema HPLC, nao apresentaram
resultados satisfatorios, havendo uma acentuada diminuicdo da atividade

citotéxica nas fragbes coletadas (dados nédo apresentados).
Apesar de termos conseguidos incrementar de modo geral a atividade
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especifica durante o processo de purificagdo, e mesmo com a utilizacédo de
ensaios biologicos sensiveis (teste de atividade citotéxica em cultura de
células), as quantidades de Ent-ctx (0,0135 mg) (Tab.3) obtidas até a ultima
etapa de purificagéo do processo descrito em nosso trabalho s&o relativamente
baixas, constituindo uma das principais dificuldades na sua purificacéo e
caracterizagdo. Resultados similares foram obtidos por Gosling et al. (1993) e
Rose ef al. (1989a), sendo o rendimento final do processo de purificag&o menor
que 1%. Estudos recentes tém demonstrado a obten¢do de amostras super
produtoras a partir do clonagem e expresséao em E.coli do gene que codifica
para a aerolisina e a enterotoxina citolitica (Chakraborty et al., 1988; Fergunson

et al., 1997), resultando no incremento do rendimento em 39%.

No processo de purificagdo, conseguiu-se incrementar o grau de pureza
em 5.185 vezes e, a atividade especifica da Ent-ctx (622.222), expressa como
atividade citotoxica especifica determinada em células Vero (Tab. 3). Qutros
autores descreveram estes mesmos pardmetros baseados nos testes de
atividade hemolitica e de reatividade cruzada com a toxina colérica, o que
impossibilitou a comparagéo de nossos resultados com os ja relatados (Asao et
al., 1986, Bloch & Montiel, 1989; Gosling et al., 1993; Fergunson et al., 1997 e

Rose eof al., 198%9a).

Todas as etapas de purificagdo da Ent-ctx foram analisadas por

eletroforese (PAGE e SDS-PAGE), nos quais observamos uma sucessiva
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diminuicdo do niimero de bandas protéicas.

A enterotoxina citotoxica, proveniente da Ultima etapa cromatografica
(Mono Q HR 5/5) apresentou uma Unica banda quando submetida aoc PAGE
(Figs. 6)., podendo ser considerada eletroforeticamente pura. Entretanto,
quando foram ensaiadas as amostras no SDS-PAGE (Fig.7) em condigdes néo
redutoras os resultados evidenciaram a presen¢a de mas de uma banda

protéica com o predominio de uma banda de aparentemente 68 kDa.

O peso molecular estimado da familia de enterotoxinas citotéxicas de
Aeromonas encontra-se entre 50-54 kDa. Uma possivel explicagéo poderia ser
a existdnecia da Ent-ctx em sua forma de pré-toxina (68 kDa), secretada como
uma protoxina inativa (54 kDa) que posteriormente pela acao de proteases que
clivam seu peptideo sinal é convertida a uma forma ativa (52 kDa). Portanto
Fergunson et al, 1997 recomendam em seu trabalho o tratamento das

amostras com tripsina apos cada processo cromatografico.

A elevada sensibilidade e confiabilidade mostrada pelo teste de atividade
citotéxica, desenvolvido com cultura de células Vero, relativo aos testes de
atividade enterotéxica e hemolitica, determinou o uso deste marcador durante o

processc de purificagéo.

Os ensaios da atividade citotéxica em células Vero, comparado com as
outras linhagens celulares (CHO e 3T3) (Tab. 4), demonstraram uma elevada
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resposta ao efeito citotéxico quando testada a Ent-ctx em suas formas “bruta” e
semipurificada, © que poderia ser explicado pela afinidade da Ent-ctx com ©
receptor destas células, permitindo uma ligacao toxina-receptor mas eficiente e,
portanto um efeito citopatico notavel no tempo de 30 minutos, precisando no
minimo de pequenas quantidades (1,6 ng) para observar .0 50 % do efeito

citotéxico produzido pela enterotoxina citotéxica de Aeromonas hydrophifa.

Outros autores também confirmaram que efeito citotoxico produzido pela
enterotoxina citotdxica nas culturas celulares torna-se evidente rapidamente
(Saha et al.,1996; Santos ef al.,1988). Em nossos estudos, dependendo da
concentragao da Ent-ctx foi possivel detectar o efeito citopatico nas primeiras 4
horas, iniciando-se aos 30 minutos e no maximo a leitura deve ser feita as 72

horas (Fig. 8).

As andlises dos efeitos da enterotoxina, utilizando amostras das
diferentes etapas do processo de purificagdo em células Vero mostraram

detalhes das mudangas em nivel nuclear e citoplasmatico (Figs. 9 a 13).

A Entctx induz nas culturas celulares uma série de alteragdes
morfol6gicas que se assemelham as descritas para a familia de verotoxinas de
E. coli (Sears & Kaper, 1996), produzindo inicialmente um arredondamento
celular, condensagéo celular e descolamento do tapete celular em poucas

horas dependente da concentragdo da amostra protéica. Também foi
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demonstrado diferentes estagios de condensacéo intensa do nticleo até chegar
a picnose, sugerindo a ocorréncia de processos apoptoticos. Embora os
aspectos morfolégicos assemelhem-se ao processo apoptético (Clarke,1990), a
definicdo de que a toxina induz apoptose nestas células depende de testes
adicionais como por exemplo a verificagdo da tipica fragmentagéo do DNA

através de testes especificos.

A temperatura constituiu um importante fator durante os ensaios
bioldgicos. Ao testar a estabilidade da Ent-Ctx observamos que as baixas
temperaturas (-70 e 4°C) permitiram a conservagédo da atividade citotoxica. No
entanto, as temperaturas de 37, 56 e 100°C demostraram uma perda
instantanea da atividade biolégica da Ent-ctx. Varios autores descreveram que
o tratamento moderado da Ent-ctx a 56°C durante 5 minutos inativavam as
atividades citotoxicas e hemoliticas, e ndo a atividade enterotoxica, podendo
ser expressa também a atividade citoténica, sempre que esta estivesse
presente nas amostras de Aeromonas (Donta, 1974, ;Potmski et al., 1987b).
Nossos resultados demonstraram a presenca de uma enterotoxina com
atividade citotéxica dependente da temperatura, sendo observado também

perda da atividade enterotoxica € nenhum sinal de atividade citotdnica.

Em geral as enterotoxinas agem no intestino, exibindo um aumento da
sua atividade bioldgica. No caso das enterotoxinas do género Aeromonas tém-

se descrito que estas sao biologicamente diferente das enterotoxinas ST e LT
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de E. cofi, agindo fundamentalmente no jejuno e desencadeando uma serie de
reagées biogquimicas que dao lugar as diarréias, no obstante, estejam pouco
esclarecidos o0s mecanismos pelos quais a Entctx  produz

enteropatogenicidade.

A analise macroscépica da toxicidade testadas com as amostras da toxina
semipurificada (amostra concentrada com atividade citotéxica) em alga ligada
do intestino de coelho revelou um actmulo importante de fluido com intensa
hemorragia e menos intensa com o sobrenadante de cultura da amostra AH
191 (Tab. 5). N&o houve aclmuio de fluido na alga quando foi testado o
sobrenadante aquecido a 56° C durante 10 minutos. Resultados similares foram
obtidos por Fergunson ef al., 1995 e Ljungh et al., 1987, sugerindo a termo-

labilidade da enterotoxina (Fig. 15).

Alguns autores consideram suficiente o teste de camundongos recém-
nascidos para detectar enterotoxigenicidade de Aeromonas spp. entre eles
Burke et al.,1981; Freitas et al., 1993. Deve-se apontar que em nosso trabalho
foram obtidos melhores resultados e reproduzibilidade usando o teste com alga
ligada de coelho em comparagdo com os experimentos realizados com
camundongos recém-nascidos (dados n&c mostrados), embora os primeiros

sejam mais trabalhosos e onerosos.
Durante o processo de purificagdo observou-se uma notavel diminuigéo
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da atividade hemolitica (Tab. 6). Asac et al, 1986 e Ljungh et al, 1981
descreveram a presenca de mais de uma hemolisina no sobrenadante de
cultura de A. hydrophila, @ embora seja o teste menos sensivel, a diminuigao
da atividade hemolitica pode ser devida a perda de outras hemolisinas também

presentes no sobrenadante de cuitura.

Neste estudo, alguns testes imunoldgicos, tais como ensaio de
linfoproliferagdo e a capacidade de estimulo da Ent-ctx para a produgéo de
TGF-p (dados n&o apresentados), foram avaliados procurando aprofundar os
possfveis mecanismos de agao da enterotoxina citotéxica de A. hydrophila. Os
resultados, embora preliminares, servirdo de base para futuros estudos nesta
area, permitindo um maior conhecimento sob o mecanismo molecular de

patogenicidade desta enterotoxina e sua relagédo com o hospedeiro.
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Conclustes

1. As melhores condigdes para a produ¢ao da enterotoxina citotdxica de
Aeromonas hydrophila (Ent-ctx) foram: cultura em meio TSB-EY, pH 7.5, 37°C

de temperatura e agitagao a 150 rpm.

2. A maior atividade citotéxica da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila ao
ensaiar os diferentes porcentagens de sulfato de amdnio, foi obtida com a

precipitagdo do sobrenadante da cultura a 60% de saturagéo.

3. A estratégia de purificagéo utilizando as cromatografias de interagbes
hidrofobicas (Phenyl Sepharose CL-4B), troca anidnica (Q Sepharose Fast
Flow e Mono Q HR 5/5), e exclusdo molecular (Superdex 200 HR), permitiu um
incremento de 5.185 vezes no grau de pureza da Ent-ctx de Aeromonas

hydrophifa.

4, A atividade citotoxica especifica da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila

foi de 822.222 CDgy/mg.

5. A Ent-ctx de Aeromonas hydrophila apresentou uma banda proiéica
predominante, de peso molecular estimado de 68 kDa, apés ser submetido a

eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS.

6. A Ent-ctx de Aeromonas hydrophifa induziu alteragdes morfoldgicas
nas culturas celulares Vero, CHO e 3T3, predominando os efeitos de

vacuolizagao citoplasmatica e condensacédo cromatinica.

69



Conclusbes

7. As mudancas morfolégicas em células Vero, sugerem que o efeito
citopatico induzido pela Ent-ctx de de Aeromonas hydrophila poderia estar

associado a possiveis processos apoptéticos.

8. A enteropatogenicidade da Ent-ctx de Aeromonas hydrophila foi

demonstrada com o teste de alga ligada do intestino de coelho.

9. A atividade hemolitica da Ent-ctx de Aeromonas hydrophifa diminuiu
consideravelmente durante o processo cromatografico, supondo-se a perda de

outras hemolisinas presentes no sobrenadante de cultura.
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