Universidade Estadual de Campinas

Fernanda Soares Niemann

“Caracterizacdo da enterotoxina citotoxica termoestavel
(ST-L) produzida por Escherichia coli isoladas de agua de

consumo”

Dissertagdo apresentada ao Instituto de

i ——————— ‘ Biologia da Universidade Estadual de

‘ S ‘\& MX‘_", =

;Esre axemplar corresponde a redagac finat |
da tese de um}a, candidato f,nh Campinas para a obtencdo do titulo de
_tefnan ‘/ﬁ 5\7"" es Miemann :, mestre em Genética e Biologia

4 i

i

Molecular na area de Microbiologia.

{ e aprovada pela Comissaoc Julgadora
¥
)

o —- e S . e e e £

Orientador: Prof. Dr. Domingos da Silva Leite

Campinas
2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Miemann, Fernanda Soares

N5556¢ Caracterizacdo da enterotoxina citotoxica termoestavel
{ST-L) produzida por Escherichia coli isoladas de agua de
consumao / Fernanda Soares Niemann. — Campinas, SP:
[5.n.], 2009.

Crientador: Dominges da Silva Lelte,
Disseriagdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Insfituto de Biologia.

1. Escherichia coli. 2. Toxinas termoestaveis. 3.
Citotoxicidade. 4. Enterotoxinas. 1. Leite, Domingos da
Silva, 1960-. 1. Universidade Estadual de Campinas
Instituto de Biologia, 1L Titulo,

{redtib)

Titule em inglés: Characterization of cylotoxic heat-stable enterotoxin (ST-L) produced by
Escherichia colf isolated from drinking water.

Falavras-chave em inglés: Escherichia coli Heat-stable toxing, Cytotoxicity, Enterotoxins,

Area de concentragdo: Microbiologia.

Titulagao: Mestre em Genética e Biologia Molecular.

Banca examinadora: Domingos da Silva Leite, Marcelo Palma Sircili, Cleide Catani.

Data da defesa: 16/12/2009.

Programa de Pos-Graduagio: Genétlica e Biologia Molecular.

11



Campinas, 16 de dezembro de 2009

Banca Examinadora

Dr. Domingos da Silva Leite (Orientador) \5_?3 L«ﬁ,.___, :

N 1 —’) A ¢ 4
Dr. Marcelo Palma Sircili lonud e Tadavea 2 A
. . f ; f” . {: e sy e v
Dra. Cleide Catani C —FRc At e

Dra. Silvia Simi

Dr. Marcelo Brocchi

iii



"0 importante € o caminho e ndo somente o destino”

E "quando o mistério é impressionante demais,

a gente ndo ousa desobedecer.”
Petit

v



Dedico este trabalho a Deus, a
minha mde e minha irmd, que
incentivaram sempre a realizagdo
deste sonho, e a todos que me
acolheram tdo carinhosamente
em Campinas.



Agradego. ..

A Deus que sempre estd ao meu lado em todos os momentos da
minha vida e que sempre me dad forgas para continuar;

A minha familia, mde, irmd e pai, que compreenderam, apoiaram e
aceitaram minha vontade de aprimorar meus conhecimentos;

As amizades que conquistei e quero levar para sempre na minha
vida, e ao meu querido namorado, estas sdo pessoas que sempre me
ofereceram um ombro amigo nos momentos dificeis e palavras de
conforto, mas também muitos momentos felizes; as levo para
sempre no meu coragdo;

Ao professor Domingos da Silva Leite pelo apoio para realizagdo
deste trabalho;

Ao professor Tomomasa Yano por acreditar em minha capacidade,
pelo apoio, orientagdo e pela disponibilidade de materiais e de seu
laboratério para os experimentos;

A todos os professores que disponibilizaram seus laboratorios para
realizagdo dos meus ensaios (professores Hernandes Fernandes,
Silvia Gatti, Paulo Arruda, Aureo Yamada, Anete Pereira, Marcelo
Brocchi) e todas muitas pessoas que me ajudaram em todos estes
laboratérios para fazer os experimentos e tirando muitas dividas;

As pessoas que me acompanharam, conviveram e muito me ajudaram
no laboratério de fatores de viruléncia bacterianos: Anne, Ana
Carolina Lopes; Ana Carolina Teles, Rebeca, Ana Paula, Lucinha,

Silvia Simi, Claudio Amorim; Luciano, Rogério, Robert, Catia, todos
os estagidrios e alunos de iniciagdo cientifica;

vi



Aos técnicos: Sandra, Ana, Erivaldo, Paulinho, Juvani, Dani, Mirtis,
Fabiana, Thais e especialmente a Stelinha que sempre estavam
dispostos para me ajudar;

Ao Marcio, biélogo do CBMEG, que muito ajudou para a realizagdo
dos experimentos de sequenciamento génico;

A CNPq e a FAPESP pelo apoio financeiro; e o programa e

funciondrios da pds-graduagdo pela assisténcia;

...a Todos o meu muito obrigadal

vii



SUMARIO

INDICE DE FIGURAS ...ccvuvvveeernesssessssssnssssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssassssssssesssesssesssens XII
INDICE DE TABELAS ......ouvveestesssesssesssesssessssssesssesssssssesssessssssssssssssssssssssssssssessassasses XIII
INDICE DE ABREVIATURAS ......voovvteseresssssssessssssessssssssssssssssssasssssssssessasssessssssessses X1V
RESUMO..uuuiiiiiiinninsnensnnsnnnsnsssesssesssesssesssasssssssesssssssassssssssssssssssssssssssasssssssssssasssasssasssses XV
ABSTRACT .aueeiicinnnnininsnnsnnsenssesesssnssessessssssessassssssasssssssssassasssssss XVI
REVISAO BIBLIOGRAFICA 1
OBJETIVOS .ciiiiiisinsennnisnncssisssisssesssssssesssesssassssssssssssssssssssasssesssssssasssssssssssassssssses 10
MATERIAL E METODOS 11
1. PRODUCAO E PURIFICACAO DA ST-LL...oeieee e 11
1.1. AMOSEras DACIETIANAS .....c..uerruiierieiriiie ittt ettt et et e eenee e 11

1.2. Condigdes de CULLIVO ...c..covuiiiiiiiiiiiiiiiiiic ettt 11

1.3. Método para a concentrac@0o da ST-L.....c.ccccoviiiniiiiiiiniiiiicieeeeeeeee e 11

1.4. Etapas cromatogréficas para purificacdo da ST-L......cccccoeviiiiiiiniiiiiiiineeeeee 12
1.4.1. Primeira etapa — cromatografia de exclusdo molecular.............c..ccccceennee 12

1.4.2. Segunda etapa — cromatografia de fase reversa..........cccoeeeeveeeeeceenneeeneeenen. 12

1.5. Andlises eletrofOrétiCas. .......cooueriiiiiriiriiiiiieieee et 13
1.5.1. Eletroforese SDS-PAGE .......cc.ccoiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeee e 13

1.5.2. Tricina SDS-PAGE .......cc.ooiiiiii e 13

1.5.3. ColOragao dOS ZEIS....cceuiiiiieeiiieeiieeriiee et ettt ettt ettt e e e eaeenaaeas 14

1.5.4. Analise em eletroforese 2D...........cocueriiriiriiiiiiiiineceeee e 14

1.6. Determinac@o da concentragao ProteiCa.........cceevueerrueersieerieeeniieeseeesieesreeenneeenens 14

2. INFLUENCIA DE TRATAMENTOS FISICO-QUIMICOS SOBRE A ATIVIDADE BIOLOGICA DA

TOXINA ST-LL oot 15
2.1. Teste de termoestabilidade.............ooceviiiiiiiiiiiiiii e 15
2.2. Efeito de proteases € pHna ST-L........ccccooviiiiiiiiiiiiiiccece e 15
2.3. Tratamento cOm SOIVENLES OIZANICOS.......eouviruiiriieriieiirieete ettt 15
2.4. Atividade citotéxica na presenca de periodato de SOdiO........c.eeeevuierieriiniennneene. 16

viii



2.5. Tratamento com agente redutor 2-mercaptoetanol ...........c.cceeevveereeenieenieeeneeennne. 16

3. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICADA ST-L.....cooviiiiiieiiiieieee e, 16
3.1. Detecc@o de atividade CILOtOXICA ...uveeureereiieeiierieeeiie ettt ee e e et e aee e eeee e 16
3.1.1. Preparo da cultura Celular...........ccoovueeviieniiieie e 16
3.1.2. Teste de citotoxicidade em cultura de células..........cccceevveeiniiiniiinniennncennnen. 16
3.1.3. Determinagao de CD5(....cccuueeuieeiieeiiieiiierieeeee ettt eree e 17
3.1.4. Estudo da incorporagdo de vermelho neutro x viabilidade celular................. 17
3.1.5. Estudo da liberacao de Lactato Desidrogenase (LDH) ........c.cccccvevvivviiiennnnen. 18
3.1.6. Estudo da a¢do da ST-L na respirac@o mitocondrial..........cccceeevveerniennneennen. 18
3.1.7. Estudo da ac@o da ST-L. no crescimento celular...........cccceeeeviveeecieennciieeenee, 19

3.2. Estudo de alteracio de estruturas intracelulares............ccoecveevieenieenniinneennneennnen. 19
3.2.1. Colorag@o com azul de toluidina .........ccceeveviiieiiiiiiinniiiiicietcceeee e, 19
3.2.2. Colorag@o com Feulgen ..........cocoviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicccectccececeen 20

3.3 Deteccao de atividades enterOtOXICAS .....covveerureerrreeririerriieeniteenieesieeeieesieeeeeeenaeees 20
3.3.1 Teste de Camundongos rec€m-nascidos ..........eceeerureereeeriieerieeeeieieeeeeeeeeeees 20
3.3.2 Teste de alca ligada do intestino de coelhos ............ccooveeviiiniiiniiinniiiiceen, 21

3.4. Detec¢do de atividade hemoITtiCa.........eevveeriieriiiiiie e 21
4. CARACTERIZACAO MOLECULAR .....cuvtiiiiiiiiiiiieeeeeeeiitireeeeseeeesrreeeseessesssseseeeesssssessesssnnnes 22
4.1. Primers UtIIZAdOS ....cc.eeruiiiiiiiinieiicei et 22
4.2. EXtrag@0 plasmidial .......ccccueevuieiiiiiiiiiiie e e 23
4.2.1. Confirmagao da presenga do gene no plasmideo — eletroeluicéo................... 23
4.2.2. Cultivo bacteriano com antibiGtiCOS .........eevveevuirriiineeniienieneerieeie e 24
4.2.3. Sequenciamento ZENICO ...cccuueerureerieeririeeiieertteeeteesteesseesseeesaeeesseesnseesnseesnnes 24
4.2.4. Protocolo para reacdo de SequenCiamento...........cevcveerueeerereenveenueenneeenneennnes 24
RESULTADOS ....uouuiiiiniiiiennissninssicssicssesssasssnsssesssssssassssesssssssssssssssasssssssssssssssssssassssssssssss 26
1. PRODUCAO E PURIFICACAO DATOXINA ST-Lo ..o, 26
1.1 AMOSLras DACIETIANAS .....cccuverrurieriieeriiie ittt et eeetee ettt esbt et e e e snee e 26
1.2 CondigOes de CUILIVO ....eeeviiiiiiiiieiiiie ettt et e 26
1.3. Método para a concentragao da ST-L.........cccciiiiiiiiiiiiii e, 27
1.4. Etapas cromatogréficas para purificacdo da ST-L.......ccccoevviiiiiiiniiiiniiineceee 27
1.4.1. Primeira etapa — cromatografia de exclusdo molecular-.............ccccoevvevvennen. 27

1X



1.4.2. Segunda etapa — cromatografia de fase reversa...........ccoeeeeveeeeeieeeneeeseeenen. 28

1.5. Analises eletrofOrétiCas. .......cooueriiiiiriiriiiiieeieee e 29
1.5.1. Eletroforese SDS-PAGE ..........ccoouiiiiiiiiiiieeceeeeceee e 29
1.5.2. Tricina SDS-PAGE ........oooiiiiiiiiieee e 29
1.5.3. ColOoraga@o dOs ZEIS......eevuiivuiinieniiiiieiieeiieee ettt 30
1.5.4. Anélise em eletroforese 2D...........coieiiiriiiiiiiiiincceeeee e 30

.......................................................................................................................................... 30
2.1. Termoestabilidade. .........ccuerruiiiiiiiniie it 30
2.2. Efeito de proteases e pH na estabilidade da ST-L ...........ccccocciiniiniiniiniinninene 31
2.3. Tratamento cOm SOIVENtES OTZANICOS.....cceueerureerireenireerieenieeeireenieeenreesareeeree e 31
2.4. Atividade toxica na presenga de periodato de sOdio.........cceeeeeniiniiiniiniinienneene. 31
2.5. Tratamento com agente redutor 2-mercaptoetanol ..........ccocceeevuveenieeniieenieennieennne. 31

3. CARACTERIZACAQ BIOLOGICA ......couveeeeerreeeeitreeeeereeeeeteeeeeiseeeeeesseeeeesseseessseeeessanesennsnenes 31
3.1. Detecc@o da atividade CILOtOXICA ...uueeurreriieeiierieeeieeeite ettt et 31

3.1.1. Teste de citotoxicidade em cultura de células..........cccceevveiniiiniiinniinnnennnnen. 31
3.1.2. Determinag@0 da CDS0 ......cooiiieiiiiiieeeiieeeeeee et 32
3.1.3. Estudo da incorporagdo do Vermelho Neutro..........cocceeevveevieeniiiinnecnnieenen. 32
3.1.4. Estudo da liberacao de Lactato Desidrogenase (LDH) ........c.ccccceevviviiieannnen. 33
3.1.5. Estudo da a¢@o da ST-L na respirac@o mitocondrial..........ccccceeevvvernirrnneennnen. 33
3.1.6. Estudo da ag¢@o da ST-L no crescimento celular...........cccceeveveeeiiennienneeennen. 34
3.1.7. Coloragdao com azul de toluidina ...........c.eevruerriiieeiieeniieieeeee e 34
3.1.8. Coloragao com Feulgen ...........coocuieriiiriieniiiiiiie e 35
3.2. Detec¢do de atividades enterotoxicas da ST-Lo.......cccoovveeviiieniieniieiiieeeeeieee, 36
3.2.1. Teste de Camundongos rec€m-nascidos ..........ccceevueeveeniieniienienieneeneenieeene. 36
3.2.2. Teste de al¢a ligada do intestino de coelhos .........ccceevveevciiiriieeiiieiiieieeen, 36
3.3. Detecgdo de atividade hemoOITtiCa.........eevuueiriiiriiiiiie it 36

4, CARACTERIZACAO MOLECULAR ......cceeiiiiiiiieieeiecciiitteeaeeeeeeeeeeeeaeaeeaeeeeeeeeeeeeeeeannsnnsnnes 36
4.1. Deteccdo do gene est através das técnicas da PCR .........ccccooviiiiiiiniiniincnnene 36
4.2. EXtrag@0 plasmidial .......ccccueevuiieiiiiiiiieiieeiiee e 37
4.3 Confirmacdo da presenca do gene no plasmideo - eletroeluicao...........ccevveeuneenne 37



4.4 Cultivo bacteriano COM ANtiDIOTICOS .ccvveuurrueeeeeeeeeeeeeeeeeere e e eeeeeeeeeeeeeerreeeaeeeeas 38

4.5 SequencCiamento ZENMICO ...cc.ueerrieerrreerieeeriteerieesteeesteeeteeessteesneeesseesseesnsseesssaennseenns 38
4.6. Blastn - alinhamento de nucleotideos com seqii€ncias de nucleotideos................ 39
4.7. Blastx - alinhamento de nucleotideos com seqii€ncias protéicas ...........cc.ceeeruveenne 41
DISCUSSADQ ..cuuiunicunnctusnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 42
CONCLUSAO . ....cocttmscsmmsisisssssssmssssssmssssssmsssssssssssssssssssmssssssasssssssssssssmsssssssssssssssssssssssess 50
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ccuuuuiimmmmnnicssssmssnnssssssmsssnsssssssmsssssssssssssssssssssssses 51

X1



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Perfil cromatogréfico da Superdex Peptide.........c.ccoceevviviniiiiininienicniecnicnenes 28
Figura 2 — Perfil cromatogréfico da Sephasil Peptide...........ccccoeeniriinininiiiininiinceeeene 29
Figura 3 — Gel de eletroforese 2D..........cooviiiiieiiieeiiie ettt 30
Figura 4 — Efeito citotoxico da ST-L em diferentes linhagens celulares..............cccccceeeennen. 32
Figura 5 — Determinacao da CDsg.....c.ueeruiienieeniieriiesieeeiee ettt st 32
Figura 6 — Efeito da ST-L sobre a viabilidade lisossomal.............ccccccevviiiniieenienniieneene 33
Figura 7 — Efeito da ST-L sobre a integridade das membranas celulares............cc.cccceueeee. 33
Figura 8 — Efeito da ST-L sobre a viabilidade mitocondrial...........ccccooeeviiinieniiniiniennens 34
Figura 9 — Efeito da ST-L sobre o crescimento celular.............occeevieeniieniieeniienieeneeenee, 34
Figura 10 — Coloracao com Azul de Toluidina em culturas celulares com ST-L................. 35
Figura 11 - Coloracdo com Feulgen em culturas celulares com ST-L.........ccccoevvveiiiennens 35
Figura 12 — Extracdo plasmidial da EC79........ccccooiiiiiiniiiiiiiiiee e 37
Figura 13 — Reag@o de PCR apds eletroiluiCao. . .......cocevvverereeiiininieieneeiene e 37
Figura 14 — Alinhamento 10 BIaStN..........ccccoiiiiiiiiiiiiie e 39
Figura 15 — Alinhamento entre sequéncias de STa e a sequéncia consenso de ST-L.......... 40
Figura 16 — Alinhamento no BIastX...........coceeiiiiiiiiiiiiiieieeeeeecee e 41

Xii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 — Relagdo dos primers utilizados no trabalho...........cccceovveiniiiiiiinniiniiciieee. 22
Tabela 2 — Cultivo da EC79 em diferentes meios de cultura............cceeeveeniereenienenncnne 26
Tabela 3 — Atividade citotdxica nas diferentes etapas de concentragio proteica................. 27
Tabela 4 — Resultados para a pesquisa do gene est com diferentes primers........................ 37
Tabela 5 — Resisténcia a antibidticos da amostra EC79..........cocvevviiiiiiiniiniiiniciieeen, 38
Tabela 6 — Sequéncias de STa utilizadas para o alinhamento com sequéncia EC79............ 41

Xxiil



INDICE DE ABREVIATURAS

BHI Infusdo de cérebro e coracdo

CaCo-2 Células humanas de adenocarcinoma intestinal
CAYE Caldo de casaminodcidos e levedura

DAEC Escherichia coli de aderéncia difusa

EAST1 Enterotoxina termoestdvel de E. coli enteroagregativa
EAEC Escherichia coli enteroagregativa

EHEC Escherichia coli enterohemorragica

EIEC Escherichia coli enteroinvasora

ETEC Escherichia coli enterotoxigénica

HEp-2 Células de carcinoma de laringe humana
HPLC Cromatografia liquida de alta performance
kDa kiloDaltons

LB Meio Luria Bertani

HT-29 Célula humanas de adenocarcinoma intestinal
LT Toxina termolabil

MEM Meio minimo essencial de Eagle

MM Meio minimo

PBS Tampao fosfato salina

PCR Reagdo em cadeia da polimerase

SDS Dodecil sulfato de sédio

ST Toxina termoestavel

Tris Tris (hidroximetil) aminometano

TSB Caldo triptico de soja

Vero Células de rim de macaco verde africano

2D Eletroforese em duas dimensoes

Xiv



RESUMO

Estudos das propriedades de viruléncia de Escherichia coli associadas as infecc¢des
intestinais sd@o importantes para compreender seus mecanismos diarreiogénicos. Em um
trabalho anterior, realizado em nosso laboratorio descrevemos um fator de viruléncia no
sobrenadante de E. coli isoladas de dgua de consumo na cidade de Ouro Preto, MG, com
atividades enterotoxica e citotoxica. Este fator foi denominado enterotoxina termo-estivel
ST-like (ST-L). A ST-L foi purificada a partir dos sobrenadantes de cultura de amostras de
E.coli cultivadas em meio CAYE modificado, fracionado com sulfato de amonio e por
ultrafiltracdo e concentrado por liofilizacdo. Este material foi submetido as cromatografias
de exclusdo molecular e fase reversa, em sistema HPLC. A ST-L purificada mostrou, pela
andlise eletroforética em 2D, ponto isoelétrico (pI) em 6,19 e massa molecular de
aproximadamente 2kDa. A atividade biolégica pelos tratamentos com enzimas tripsina,
proteinase K, ribonuclease ou pepsina. A citotoxicidade da ST-L manteve-se inalterada sob
variacoes de pH (3 a 9) e tratamento com solventes organicos. A toxina resistiu ao
aquecimento a 100°C mostrando ser termoestdvel. A caracterizagdo bioldgica da ST-L
mostrou que vdrias linhagens celulares foram sensiveis aos seus efeitos citotoxicos,
sofrendo alteragdes celulares e nucleares, em até 24h, com a formagdo de vactolos
citoplasmaticos e morte celular, conforme verificado pelos testes de viabilidade celular dos
lisossomos, mitocondrias, membranas celulares e quantificacdo da populacdo celular das
linhagens HEp-2, Vero, CaCo-2 e HT-29. A ST-L ndo induziu acimulo de fluidos no teste
de alca ligada em intestino de coelhos induzindo, contudo, acimulo de fluidos intestinais
no teste de camundongos recém-nascidos (Dean). Foi possivel determinar que a toxina ST-
L encontra-se codificada num plasmideo e apresenta uma regido conservada de alta
similaridade com estA2, o que justifica a presenca de efeito enterotéxico no teste de Dean.
No entanto, ndo foi possivel determinar a regido ativa para a atividade citotéxica da ST-L.
Em funcio das caracteristicas apresentadas sugere-se a toxina ST-L seja uma variante do
grupo das enterotoxinas termoestaveis (ST) com atividade citotoxica produzida por E. coli

diarreiogénicas.
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ABSTRACT

Studies on the virulence properties of Escherichia coli associated with intestinal
infections are important for the understanding of diarrheic diseases mechanisms. In a
previous work we have described a factor presenting enterotoxic and cytotoxic activities in
the culture supernatants of E. coli isolated from drinking water in the city of Ouro Preto,
MG. This factor was called as thermo stable enterotoxin - like (ST-L) and it was purified
from cultured supernatants produced with modified CAYE medium, fractionated with
ammonium sulfate, being subsequently ultrafiltrated, subjected to molecular exclusion
chromatography and then to reversed-phase chromatography in HPLC-system. The ST-L
showed to be pure by the electrophoretic analysis in the bidimensionl electrophoresis (2D),
being the isoelectric point (pl) of 6.19 and the molecular mass of approximately 2kDa. The
toxin can not be inactivated by enzimes like trypsin, proteinase K, ribonuclease or pepsin.
The cytotoxic activity of ST-L does not change whith pH variations (3 — 9), does not
change after treatment with organic solvents and resists heating treatments of 100°C
showing it to be heat-stable. Biological characterization of the toxin showed, through the
tests of cell viability with the ST-L, that several cell lines were sensitive to the cytotoxin
action, with major cellular and nuclear changes observed within 24 hour assays, presenting
cytoplasmic vacuoles and cell death, what was verified by tests of cell viability of
lysosomes, mitochondria, cell membranes and quantification of the cell population on cell
lines like HEp-2, Vero, CaCo-2 and HT-29. The rabbits ileal intestinal loop tests,
performed with the ST-L, did not show positive results, but the toxin acts by inducing
intestinal fluid accumulation into the newborn mice test (Dean). Through molecular
characterization tests, we found that the gene enconding for the toxin ST-L is in a plasmid
and has a conserved region with high similarity to estA2, what justifies the presence of the
positive enterotoxic result in the Dean test. However, it was not possible to determine the
fragment responsible for cytotoxic activity of ST-L. According to the characteristics
presented we suggest that the toxin-ST-L is a variant group of the heat-stable enterotoxin

(ST) with cytotoxic activity produced by the diarrheagenic E. coli.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Escherichia coli ¢ uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae que faz
parte da microbiota intestinal do homem e de animais. Caracteriza-se por ser um bacilo Gram-
negativo, anaerdbio facultativo que pode, no entanto, causar infecgdes intestinais (E. coli
diarreiogénicas) e extraintestinais (EXPEC — E. coli patogénica extraintestinal), tanto nos
animais como no homem (Russo & Johnson, 2006).

As amostras de E. coli associadas a infec¢do intestinal (E. coli diarreiogénicas) sao
classificadas de acordo com suas propriedades de viruléncia, interacdo com as células dos
hospedeiros, sintomas clinicos, epidemiologia e sorotipos em seis bem definidas categorias
(patotipos): E. coli enteropatogénica cldssica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorrigica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e
E. coli de aderéncia difusa (DAEC); e dentre os seis patotipos de E. coli diarreiogénicas os que
estdo relacionados pela producdo de enterotoxinas sdo: ETEC e EAEC (Kaper & Nataro,
2004).

As ETEC s3o o grupo mais bem caracterizadas dentre os patotipos relacionados a
gastroenterites em humanos e animais, por produzirem enterotoxinas, sendo responsiveis pela
alta mortalidade infantil em paises em desenvolvimento (Craviotto et al., 1991) e também pela
diarréia dos viajantes (Merbon et al., 1976). Contaminacdo fecal de alimentos e dgua de
consumo ¢ a mais comum rota de infec¢do em humanos (Kuhnert et al., 2000).

Por todo mundo, diarréias estdo associadas com alta morbidade e mortalidade em
criangas. Diarréia toxigénica secretdria persiste como a primeira causa de morte em criancas
nos paises em desenvolvimento. O nimero de 6bitos estd estimado em mais de 2.5 milhdes de
criangas por ano, sendo o maior problema médico para militares em bases nestes paises; e
também sdo responsdveis por mais de 70% de casos de diarréias do viajante. A morbilidade e
mortalidade resultam de massiva secrecdo de fluidos intestinais que leva a desidratagdo,
hipovolemia e morte. A por¢do proximal do intestino delgado é o primeiro alvo para os dois
maiores agentes infecciosos implicados na diarréia toxigénica secretoria (Thapar & Sanderson,

2004; Qadri, 2005).



Além do rotavirus, os maiores agentes causais de diarréias sdo Vibrio cholerae e
Escherichia coli enterotoxigénica - ETEC (Thapar & Sanderson, 2004). Enterotoxinas ativam
o mecanismo de segundo mensageiro para a sinalizacdo intracelular e causam diarréia
secretoria. A infeccdo causa uma diarréia aquosa que pode estar associada com febre, dores
abdominais e vomitos (Field, 2003).

ETEC € a bactéria mais comum que causa diarréia em todo mundo, anualmente afeta
milhares de criancas com menos de cinco anos de idade em paises em desenvolvimento
causando 170.000 a 380.000 mortes anualmente, segundo dados da Organizacio Mundial de
Sadde (WHO, 2009).

Al-Majali e colaboradores (2000) descrevem em seu trabalho que em humanos, os
sintomas clinicos da infec¢cdo por ETEC sdo idénticos aos da cdlera, com severa desidratagao;
em adultos, ndo € comum a ocorréncia da doencga. Infec¢des por ETEC também sdo
importantes causadores de doengca em animais, especialmente porcos e bezerros. Infeccoes
causadas por ETEC sdo uma das maiores causas de diarréia aguda em ruminantes durante a
primeira semana de vida. Economicamente, colibaciloses entéricas por ETEC causam um
importante efeito na industria de suinos.

Estabelecido um contato com a célula do hospedeiro, as linhagens de ETEC podem
produzir uma ou mais enterotoxinas termoestaveis ou termoldbeis (ST/LT) com indugdo de
secrecdo de fluidos e/ou inibicdo de absorcdo no intestino. Estes efeitos téxicos sdo
caracteristicos da infec¢do por ETEC e implicados diretamente na manifestacdo da diarréia
secretoria. No entanto, em adi¢@o as toxinas cldssicas ST e LT associadas como mediadores de
diarréia por ETEC, um nimero de outras toxinas recentemente descritas estdo sendo
relacionadas a patogenicidade de ETEC: EAST1, EatA e ClyA.

A principal toxina termoestdvel (ST) pode ser dividida em dois grupos distintos pela
estrutura, funcionamento e antigenicidade: STa (ou STI), solivel em metanol e resistente a
proteases; STb (ou STII) insolivel em metanol e sensivel a proteases. As toxinas tém
diferentes alvos e em doses maximas de STa e STb h4 efeito sinérgico no acimulo de fluido
em modelo de alca ligada de porcos, sugerindo que elas t€ém diferentes mecanismos de agcao
(Peterson & Whipp, 1995).

Variacdes entre tamanhos das STas sdo observadas entretanto ndo had diferengca no



mecanismo de acdo das STas ou na sua atividade especifica (Rao er al., 1981; Saeed &
Greenberg, 1985; Saeed et al., 1986, 1987; Sears & Kaper, 1996). A toxina também ¢&
encontrada em outras espécies bacterianas como Vibrio cholerae (Takao et al., 1985; Arita et
al., 1991; Yoshino et al., 1993), Vibrio mimicus (Arita et al., 1991), Citrobacter (Guarino et
al., 1987) e Yersinia enterocolitica (Takao et al., 1984; Yoshino et al., 1994; Yoshino et al.,
1995). Todas as sequéncias apresentam uma regido conservada com os aminodcidos Cys-Cys-
Asn-Pro-Ala-Cys, assim como presenca de trés pontes dissulfeto entre os seis residuos de
cisteinas encontrados nas sequéncias de STa (Takeda et al., 1998).

A STa é um pequeno peptideo, associado a infecgdes tanto em humanos como em
animais; em humanos € o principal fator patogénico nas diarréias secretorias (Gianella, 1995).
STb € associada principalmente a diarréia em bezerros e porcos recém-nascidos (Butler &
Clarke, 1994; Sears & Kaper, 1996). Linhagens de ETEC isoladas de grandes e pequenos
ruminantes produzem principalmente STa (Blanco et al., 1988).

A toxina STa estd bem classificada de acordo com o hospedeiro especifico do qual a
linhagem de ETEC foi isolada. STh sdo produzidas pelas linhagens de ETEC que infectam
humanos enquanto STp sdo identificadas de linhagens isoladas de porcos, embora variantes de
STp tenham sido encontradas em linhagens de origem bovina e humana (Nair & Takeda,
1998). Ambos os tipos sdo sintetizados como uma molécula pré-pré-peptideo com 72
aminodcidos que € processada durante a sua exportacdo, sendo produzida a toxina ativa
madura com 18 ou 19 aminodcidos. A sequéncia sinal Sec-dependente € removida durante a
translocacdo através da membrana interna, ocorrendo a liberacdo do pré-peptideo no espacgo
periplasmatico, onde a isomerase formadora de pontes dissulfeto, DsbA, cataliza a formagao
de trés pontes dissulfeto na regido C-terminal e o pré-peptideo depois é exportado
completamente pela TolC, proteina transportadora da membrana externa. A pré-regidao é
removida liberando uma pequena toxina madura. A formacao das pontes dissulfeto na por¢ao
madura desta toxina confere a termoestabilidade (Yamanaka er al., 1998; Nair & Takeda,
1998). A ligacdo da STa no dominio transmembrana do homotrimétrico receptor da guanilato
ciclase C (GC-C), e a proteina ligada pela por¢do N-terminal glicolisa a proteina localizada na
superficie apical dos enterdcitos das vilosidades intestinais dos mamiferos, ativando o dominio

das guanilato ciclases, com o resultado o aumento dos niveis intracelulares de guanosina



monofosfato ciclica — GMPc (Nair & Takeda, 1998; Vaandrager, 2002).

O aumento de GMPc induz a ativacido do regulador de condutincia transmembrana da
fibrose cistica (CFTR) dos canais de cloreto, pela fosforilagdo da proteina quinase A
dependente de GMPc, resultando no aumento de secrecdo de sais e 4gua no limen intestinal e
na interrup¢do da absorcdo de sddio e cloro nos canais apicais, conduzindo a diarréia
secretoria (Vaandrager, 2002). H4 evidéncias para um segundo mecanismo de geracdo de
GMPc em células humanas colonizadas. A STa pode mediar pelo inosinol trifosfato-
dependente a liberag¢do de estoques de célcio intracelular (Bhattacharya & Chakrabarti, 1998).
A elevacdo dos niveis de cdlcio induz a translocag@o da proteina quinase C do citoplasma para
a membrana quando a guanilato ciclase comanda a produ¢do de GMPc (Khare et al., 1994;
Ganguly et al., 2001; Gupta et al., 2005). Recentemente STa tem apresentado também a
estimulac@o de secrecdo de bicarbonato independente de CFTR mas o mecanismo ainda nao
esta bem definido (Sellers et al., 2005).

A afinidade e densidade dos receptores para STa decrescem rapidamente com o
aumento da idade (Cohen er al., 1988; Al-Majali et al., 1999). A etapa crucial para a
patogenicidade das ETEC estd vinculada a secrecdo de STa e a presenga de receptores na
superficie apical das células do epitélio intestinal (Al-Majali et al., 2000).

O genoma da E.coli permite uma alta plasticidade para o ganho e perda de genes, e
conseqiiente viruléncia, com relativa frequéncia. Contribui para essa plasticidade o fato de
muitos fatores de viruléncia em E.coli estarem localizados em elementos mdveis como
plasmideos, fagos ou transposons (Muhdorfer & Hacker, 1994). Eles sdo muitas vezes
agrupados em grandes blocos genéticos, chamados de ilhas de patogenicidade — PAI (Blum, et
al., 1994; Hacker et al., 1997) e sdo caracterizadas por sequéncias flanqueadoras especificas
(principalmente tRNA) conhecidas por ser pontos alvos de integracdo e excisao.

Muitos genes de viruléncia de ETEC estdo localizados em plasmideos. O gene da STa
¢ parte de um transposon, o Tn1681, e o gene STb foi descrito como parte do transposon
Tn4521. Nos estudos de Fekete er al. (2003) foi descrita a ligacao dos genes estA e estB por
um fragmento de aproximadamente 10kb designado TSL (toxin-specific locus). O TSL foi
isolado de um plasmideo de viruléncia pTC de uma linhagem 2173 de ETEC isolada de porcos

e produtora de fimbria F18.



Quatro genes de STa (genes estA) ja foram clonados e sequenciados: estAl (So &
McCarthy, 1980; Sekizaki, et al., 1985) de linhagem de E.coli isoladas de bovinos, suinos e
aves; estA2 (Guzman-Veduzco & Kupersztoch, 1989) isolado de amostras humanas de
Bangladesh, estA3 (Stieglitz, et al., 1988) de isolados humanos de Bangladesh e estA4
(Rasheed, et al., 1988) de linhagens humanas do México. Os quatro genes estA exibem uma
ORF (open reading frame) para 72 aminodcidos, e quando atinge o espaco extracelular a
toxina tem 18-19 aminodcidos (Aimoto, et al., 1982, Stieglitz, et al., 1988).

STb é normalmente associado com linhagens de ETEC isoladas de porcos mas também
estdo ligadas a isolados humanos (Lortie et al., 1991; Okamoto et al., 1993). O gene que
codifica o STb, estIl, codificam uma ORF para 71 aminoécidos que consistem em 23 residuos
que atuam como peptideo sinal para o sistema Sec-dependente, com a remocdo durante a
translocacdo pela membrana interna liberando 48 residuos para o periplasma. Uma vez no
espaco periplasmatico, DsbA forma quatro pontes dissulfeto em STb e depois o exporta por
TorC (Foreman et al.,1995; Nair & Takeda, 1998). STb se liga a sulfatida, um &cido
glicosfingolipidico extensamente distribuido pela membrana. A secrecdo de fluidos ocorre
depois da internalizacdo da toxina pela via de ativagdo da toxina pertussis e ligacdo com a
proteina reguladora de GTP. Isso resulta em um influxo de célcio completo ao receptor
dependente de ligante do canal de cdlcio ativado por calmodulina dependente de proteina
quinase II, com abertura dos canais iOnicos intestinais, podendo ativar também a proteina
quinase C e consequentemente CFTR (Dreyfus et al., 1993; Sears & Kaper, 1996; Fujii et al.,
1997; Rousset et al., 1998). Os aumentos dos niveis de cdlcio também regulam as fosfolipases
(A, e C) e causando a liberacdo de 4cido araquidonico das membranas fosfolipidicas,
induzindo a formacdo no intestino de prostaglandina E; e 5-HT, com a imediata liberacdo de
dgua e eletrolitos pelas células intestinais (Hitotsubashi et al., 1992; Harville & Dreyfus, 1995;
Peterson & Whipp, 1995; Sears & Kaper, 1996; Dubreuil, 1997).

O patotipo EAEC (E. coli enteroagregativa) é reconhecido como um patdégeno
emergente que causa diarréia em criancas e adultos em todo o mundo. Sua principal
caracteristica € a capacidade de apresentar um padriao de aderéncia em células HEp-2 e HelLa,
caracterizado pela presenca de agregados bacterianos que aderem a superficie celular bem

como a superficie da laminula, em um arranjo semelhante a tijolos empilhados (Nataro et al.,



1987).

Savarino et al. (1991) identificaram uma proteina STa produzida por ETEC, designada
EAST1 (enterotoxina termoestavel de EAEC). A EASTI1 é uma proteina de 38 aminoécidos
que contém quatro residuos de cisteina, diferentemente de STa que contém seis residuos e é
codificada pelo gene astA. Funcionalmente EAST1 € muito similar as STs de ETEC e é pouco
caracterizada em termos de funcdo e contribuicdo como mediador de doenca por ETEC.
Embora EAST]1 tenha sido originalmente isolada de EAEC linhagem 17-2, foi identificada em
outros patétipos de E.coli, incluindo ETEC de origem animal e humana (Yamamoto &
Echeverria, 1996; Yamamoto & Nakazawa, 1997; Veilleux & Dubreuil, 2006). No entanto, a
funcdo de EASTI] mediando a diarréia permanece controversa; durante alguns estudos
epidemioldgicos a toxina foi implicada como mediadora da doengca (Menard & Dubreuil,
2002; Veilleux & Dubreuil, 2006), em outro estudo, porém, a linhagem EAEC 17-2 nao
causou diarréia em estudos com voluntirios humanos (Nataro et al., 1995). Todavia, nos
ensaios in vivo foi demonstrado que EAST1 isolado de EAEC pode induzir acumulo de fluidos
em teste de camundongo récem-nascido e em al¢a ligada de coelho. Além disso, EAST1
demonstrou atividade enterotéxica parcialmente termo resistente, podendo ser induzida por
peptideo sintético que consiste dos residuos de aminodcidos 8-29 (Savarino et al., 1991;
Savarino et al., 1993). EAST1 apresenta similaridades com STa: como na STa, as pontes
dissulfeto conferem a resisténcia necessdria para o funcionamento; a regido funcional de STa e
EAST1 demonstram 50% de similaridade; como a STa, EAST1 ativa a producdo de GMPc e
GC-C da superficie das células eucaridticas se apresentam como receptor para ambas as
toxinas. Entretanto, anticorpos anti-STa ndo inibem a atividade enterotéxica de EASTI1
(Savarino et al., 1991; Savarino et al., 1993; Menard et al., 2004).

Em contraste a EASTI, as enterotoxinas termoldbeis (LT) codificadas pelo operon
estAB sdo um fator de viruléncia de ETEC com homologia com a toxina colérica (CT). A
producgdo de LT induz diarréia. Testes para a verificacdo dos efeitos sinérgicos com as toxinas
ST e EAST]1, indicam que elas t€ém diferentes mecanismos de ac¢do (Berberov et al., 2004).

Os membros da familia de enterotoxinas ABS produzem a LT madura com 84kDa que
¢ um pentdmero com cinco subunidades B de 11,6 kDa associadas a uma subunidade A de 28

kDa. A subunidade A consiste em dois dominios distintos ligados por uma ponte dissulfeto; o



dominio A1l possui atividade de ADP-ribosilase e NAD-glicohidrolase, ao passo que o
fragmento A2 media a interacdo com a subunidade B para formar o complexo ABS (Spangler,
1992).

As subunidades da toxina LT sdo translocadas pela membrana interna via Sec e depois
¢ formada a estrutura AB5 no espaco periplasmético, processo dependente de DsbA. Através
do sistema de secrecdo do tipo II passa pela membrana externa, e fica ligada ao
lipopolissacarideo (LPS) da superficie bacteriana, sendo associada com vesiculas de
membrana externa. A atividade da LT estd principalmente associada as vesiculas (Horstman &
Kuehn, 2000; Horstman et al., 2004). Alguns trabalhos t€ém sugerido que o conjunto vesicula
e toxina sejam internalizados pela célula hospedeira, mas a presenca de LPS e a ligacdo da
subunidade B no receptor da superficie das células (Fukuta ef al., 1988; Horstman & Kuehn,
2002; Kesty et al., 2004) € ainda um fator limitante. A subunidade B se liga a gangliosideos na
superficie da célula do hospedeiro e a subunidade A entra na célula induzindo o aumento de
adenosina monofosfato ciclica (AMPc). O aumento do AMPc leva a fosforilagdo de CFTR,
resultando no aumento de secrecdo de fluidos e ma absor¢do, sendo manisfestada a diarréia
(Spangler, 1992; Nataro & Kaper, 1998).

O tipo de receptor da superficie celular para a toxina LT pode se liga dependendo da
especificidade da subunidade B. Neste contexto, as LTs podem ser divididas em dois grupos:
LTI e LTII. A toxina LTI é a mais bem relacionada com a CT com 75% de similaridade com a
subunidade A e 77% com a subunidade B. Duas enterotoxinas LTII, LTIla e LTIIb ja foram
isoladas e com atividade bioldgica parecida com LTI mas ndo imunologicamente. Enquanto a
subunidade A de LTIla e IIb sdo similares uma com a outra e CT e LTI, a subunidade B nao é
significativamente homdloga com a subunidade de CT ou LTI (Spangler, 1992). Estas
diferencas nas sequéncias conferem a habilidade da subunidade B em se ligar a diferentes
receptores gangliosideos (Fukuta et al., 1988).

Em adicdo as enterotoxinas descritas, diferentes toxinas estdo recentemente sendo
descritas, incluindo EatA, outra autotransportadora encontrada na E.coli H10407 e em muitos
isolados clinicos de ETEC (Patel et al., 2004). EatA possui homologia com o amplo grupo das
autotransportadoras  determinadas como  autotransportadoras  serina  protease de

Enterobacteriaceae, ou SPATEs, que t€ém sido implicadas como um fator de viruléncia agindo



como toxina e protease extracelular (Henderson et al., 2004). De fato, EatA compartilha 85%
de similaridade com SepA, uma SPATE de Shigella flexneri (Benjelloun-Touimi et al., 1995;
Patel et al., 2004). Estudos in vitro demonstraram que EatA possui a mesma especificidade da
SepA de conjugar nitroanilida a oligopeptideos, e essa mutagenese sitio-dirigida dos residuos
predita para serinas proteases catalitica anulando a habilidade de EatA de clivar oligopeptideos
(Benjelloun-Touimi et al., 1998; Patel et al., 2004). Os oligopeptideos clivados pela EatA sdo
identificados como substrato da catepsina G, uma serina protease que modula ou cliva uma
diversidade de arranjos de produtos extracelulares incluindo proteoglicanos e receptores da
superficie celular ativado por proteases, sugerindo que EatA pode iniciar uma funcdo de
viruléncia em ETEC por causar dano na superficie das células epiteliais (Patel er al., 2004).
Estudos in vivo em al¢ca ligada de coelhos demonstraram pouco actimulo de liquidos,
sugerindo que a EatA ndo € o unico fator necessdrio para a infec¢do, mas que pode agir
acelerando a viruléncia de ETEC.

Semelhante a EatA, o preciso envolvimento de ClyA em ETEC para mediar a doenga
persiste como apenas uma especulacdo. ClyA também designada como HIyE e SheA, foi
primeiramente identificada em E.coli K-12, mas também € encontrada em isolados clinicos
incluindo linhagens de ETEC (Ludwig et al., 1999). A expressdo de ClyA é negativamente
regulada pela H-NS e positivamente regulada pela SIyA, FNR e CRP (Oscarsson et al., 1996;
Westermark et al., 2000). De maneira confusa, as linhagens de E.coli, incluindo isolados de
ETEC, possuem clyA mas nido expressam ClyA em condi¢des normais de crescimento em
laboratdrio mas a expressdo pode ser induzida quando o regulador positivo SlyA € adicionado,
sugerindo que a expressdo de ClyA pode estar ligado durante os processos infecciosos
(Ludwig et al., 2004). No entanto, ensaios in vitro demonstraram que a ClyA purificada pode
causar hemolise em eritrdcitos e ser citotoxico para macréfagos e cultura de células Hela

(Oscarsson et al., 1999; Wai et al., 2003).

Devido a ocorréncia freqiiente de diarréia em criancas em relagdo a outras doengas na
cidade de Ouro Preto — Minas Gerais, Neves (2002) mostrou que 70% das amostras de dgua
coletadas da cidade estavam contaminadas por coliformes fecais, além de outros agentes

diarreiogénicos. Em continuidade, Ribeiro (2006) estudou os fatores de viruléncia de 97



amostras de E. coli isoladas por Neves (2002) e observou em 40% destas amostras, onde
apresentaram nos sobrenadantes de cultura um fator de viruléncia com atividade enterotéxica
termoestdvel e atividade citotéxica, provocando a formagao de agrupamentos celulares com
desarranjo do citoesqueleto das células Vero, CHO e HeLa.

Em estudos genotipicos pela PCR, ndo foram encontrados entre as amostras de E. coli
genes para enterotoxina termo-1abil (elf], elfIl), enterotoxina termoestavel (estA, estB), Shiga-
like toxins (stx/ and stx2), fator necrosante citotéxico (cnfl and cnf2), toxina citoletal
distensora (cdtB), EAST1 (astA), enterohemolisina (enhly), a-Hly (hlyA), plasmid-encoded
toxin (pet) e proteina envolvida na colonizacdo (pic) (Ribeiro, 2006).

De acordo com dados da literatura, existem trés tipos reconhecidos de toxinas STs
produzidas por E. coli diarreiogénicas: STa, STb e EAST1 (Kaper & Nataro, 2004), porém,
ndo sdo conhecidas as atividades citopdticas (citotOnica e citotoxica) da STa em células de
cultivo.

A deteccao bioldgica da STa se faz principalmente pelo teste de camundongos recém-
nascidos (Dean et al., 1972). Para a deteccdo bioldgica da STb, € feito ensaio em alca ligada
de intestinos de leitdes de quatro a seis semanas e de coelhos na presenca de inibidor de
protease (Okamoto, 1997).

E possivel, portanto, que E. coli isoladas de dgua de consumo da regidio de Ouro Preto
— Minas Gerais (Ribeiro, 2006) estdo produzindo uma nova enterotoxina com atividade
citotoxica. A caracterizagdo intracelular e molecular desta enterotoxina poderd explicar o

mecanismo de a¢do, bem como seu envolvimento na enteropatogénese da E.coli.



OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa foi purificar e caracterizar a enterotoxina-citotoxica
termoestavel, provisoriamente denominada de ST-like (ST-L), produzida por E. coli isoladas
de 4gua de consumo, visando esclarecimento da enteropatogenia, através das seguintes

abordagens:

Objetivos especificos:

1) Purificacdo da ST-L;

2) Estudar a influéncia de tratamentos fisico-quimicos sobre a ST-L;

3) Determinar a citotoxicidade da ST-L em diferentes linhagens celulares e estudar as
alteracdes intracelulares induzidas pela toxina;

4) Determinar a atividade enterotéxica da ST-L in vivo;

5) Caracterizagdo molecular.
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MATERIAL E METODOS

1. Producio e purificacao da ST-L

1.1. Amostras bacterianas
Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 39 amostras E.coli isoladas de dgua de

consumo da cidade de Ouro Preto, MG, isoladas no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Ouro Preto, MG, no periodo de janeiro de 2002 a fevereiro de 2003.
Como controles positivos nos ensaios bioldgicos foram usados as linhagens de E. coli
toxigénica B41 — STa" humana (Yano et al., 1995), E.coli toxigénica ETEC 23 — STa* animal
(cedida pelo professor Dr. Luiz Rachid Trabulsi, laboratério de bacteriologia — USP) e como
controle negativo a E. coli K-12. As linhagens foram mantidas em LB (Luria Broth) com

glicerol a -80°C.

1.2. Condicoes de cultivo
Para a produ¢do da toxina ST-L utilizamos a bactéria EC79 isolada por Neves (2002).

Esta foi cultivada em diferentes meios de cultura, para verificar o melhor meio para a
producdo da toxina em estudo: meio LB sem e com suplementacdo de NaCl, Meio Minimo
sem e com glicose 10%, meio Muller Hinton (Difco), meio TSB (Difco) com e sem
suplementacdo de 0,6% de extrato de levedura, meio BHI (Difco), meio CAYE (Takeda et al.,
1979) com e sem a suplementag@o de NaCl e com suplementagdo ou auséncia de fons (Fe, Mn
e Mg) e meio minimo modificado por Staples et al. (1980).

Foi verificada a melhor temperatura de cultivo (32°C, 37°C ou 42°C), cultivo sem ou
com agitacdo (120 rpm), tempo de cultivo (de 8 a 36 horas de incubacdo) e pH do meio (de
5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0) ajustada com HCl ou NaOH antes que a linhagem

fosse semeada.

1.3. Método para a concentracao da ST-L
A amostra EC79 foi cultivada em meio CAYE com 0,5% de NaCl sem a presenca dos
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fons , pH 8,5 por 24 horas a 37°C com agitagdo. Apds o periodo de cultivo a cultura bacteriana
foi centrifugada a 10.000xg, durante 20 minutos. O sobrenadante de cultura foi submetido a
precipitacdo com 80% de sulfato de amodnio (Merck) a 4°C por no minino seis horas e em
seguida o material foi centrifugado a 10.000xg por 20 minutos.

O precipitado foi ressuspendido em dgua MilliQ e dialisado contra dgua por 48 horas
em membrana de didlise MWCO 1 (Spectra/Por CE) e posteriormente submetido a
ultrafiltracdo em sistema Centricon MWCO 3kDa (Amicon) e o material ndo retido na
membrana foi liofilizado (Liofilizador Savant, Savant Instruments Inc) e este usado para os
processos cromatograficos. Em todas as etapas para concentragdo da toxina foram utilizados
testes citotoxicos com culturas de células Vero e HEp-2 e enterotéxico em camundongos

recém-nascidos para certificagdo do efeito bioldgicos.

1.4. Etapas cromatograficas para purificacao da ST-L
1.4.1. Primeira etapa — cromatografia de exclusao molecular

Utilizamos a coluna Superdex Peptide HR 10/30 (GE Bioscience) de exclusao
molecular no sistema HPLC (AKTA-HPLC, GE Bioscience), equilibrada com o tampao
acetato de amonio pH 5,7 a 0,IM aplicando-se a toxina bruta (menor que 3kDa liofilizado),
que foi ressuspendida em dgua MilliQ e acrescido 10% de 2-mercaptoetanol e aquecido por 15
minutos a 100°C antes das cromatografias. Utilizou-se 0,ImL de amostra com fluxo de
ImL/min, leitura em 220nm e coletou-se 1mL/tubo. As fracdes coletadas foram liofilizadas e
ressuspendidas em tampao PBS pH 7,4 para os testes biologicos em cultura de células Vero e
HEp-2 e em camundongo recém-nascido. A fracdo com atividade citotéxica foi armazenada a -

20°C.

1.4.2. Segunda etapa — cromatografia de fase reversa
O pico obtido na cromatografia anterior, com efeito citotoxico foi concentrado por

evaporacdo a vacuo (SpeedVac Eppendorf) e submetido a coluna cromatogrifica de fase
reversa Sephasil Peptide Cig Sp ST 4.6/250 (GE Bioscience) em sistema HPLC. A coluna foi

equilibrada com acetato de amdnio pH 5,7 a 0,1M. A eluicdo foi realizada usando o mesmo
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tampao e fazendo gradiente linear de 0 a 100% com acetonitrila 80%. Foi aplicado um volume
de 0,1mL com fluxo de 2mL/min e leitura em 220 e 280nm, seguindo o método de Aimoto et
al. (1982), com modificacdes.

As fracdes cromatogréficas com atividade citotoxica coletadas foram armazenadas a -

20°C.

1.5. Analises eletroforéticas

1.5.1. Eletroforese SDS-PAGE
As eletroforeses em gel de SDS-PAGE (gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de

s6dio) foram realizadas como descrito por Laemmli (1970). Foram utilizados géis de
separacdo de 15% e tampao de corrida contendo Tris-HCl 0.025M, pH 8,3, glicina 0,IM e
SDS 0,12%. Para a estimativa do peso molecular foi utilizado um padrdo com pesos
moleculares conhecidos (Invitrogen). O padrdo de peso molecular e as amostras foram
misturados separadamente em tampao de amostra (v/v) constituido de Tris-HCl 0,125, pH 6,8,
SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol 0,02% e aquecidos a
100°C por 5 minutos antes da aplicacdo no gel. A eletroforese foi conduzida a uma corrente

elétrica constante de 100 mA.

1.5.2. Tricina SDS-PAGE
As eletroforeses em gel de Tricina SDS-PAGE foram realizadas como descrito por

Schigger e Jagow (1987). Foram utilizados géis de separacdo 49,5%T3%C e tampado anodo
contendo Tris-HCI1 0,2M, pH 8,9 e tampao catodo contendo Tris-HCI 0,1M pH 8,25, Tricina
0,1M, SDS 0,1%. Para a estimativa do peso molecular foi utilizado padrdo de pesos
moleculares conhecidos (GE Bioscience). O padrdao de peso molecular e as amostras foram
misturados em tampao de amostra (v/v) constituido de Tris-HCI 0,125M, pH 6,8, SDS 4%,
glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol 0,02%, sendo aquecidos a 100°C
por 5 minutos antes da aplicacdo no gel. A eletroforese foi conduzida a uma corrente elétrica

constante de 30mA.
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1.5.3. Coloracao dos géis
Os géis foram corados por impregnacdo com prata seguindo método de Poehling &

Neuhoff (1981). Primeiramente o gel foi imerso em solucdo fixadora (etanol 50%, 4cido
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 solu¢do de pré-
tratamento de tiossulfato de s6dio (Na,S,03.H,O 0,02%) durante 1 minuto e lavado 3 vezes
com dgua destilada. A impregnacdo com prata foi realizada usando uma solucdo com AgNO;3
0,2% e formaldeido 0,075%, por 20 minutos, sendo lavado novamente por 3 vezes com dgua
destilada, efetuando-se a revelagdo com solucdo de Na,COs; 6%, Na,S,03.5H,0 0,4% e
formaldeido 0,05%. A revelacao foi interrompida com a solucio de etanol 50% e acido acético
glacial 12%.

Utilizou-se também o método de coloragdo por Comassie Blue Coloidal G250 (Serva)

segundo método do fabricante.

1.5.4. Analise em eletroforese 2D
A ST-L foi submetida a eletroforese bidimensional em sistema focalizador de proteinas

Ettan IPGphor (GE Healthcare), através da utilizacdo de fitas com pH definido entre 3 e 10
(IPG strips) seguindo as instrugdes do fabricante. A focalizagdo foi feita em concentracdes de
2 ug da toxina purificada, sendo conduzidas através do controlador Ettan IPGphor software
system, até atingir um total de 30.000 VH' acumulados no processo. A segunda etapa da
eletroforese foi conduzida com as fitas focalizadas sobre SDS-PAGE a 15% (Laemmli, 1970),
sendo os géis corados com nitrato de prata, segundo descrito no item anterior. As imagens
obtidas dos géis foram capturadas através do sistema Scaner III (GE Healthcare), sendo

analisadas pelo software ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare).

1.6. Determinacio da concentracio protéica
A determinacdo da concentrac@o de proteinas foi realizada por absorbancia segundo a

metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando o kit Bradford (Bio-Rad) contendo a

solugdo de Bradford concentrada (coomassie brilhant blue G-250, 25% de metanol e 50% de
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dcido fosférico) e utilizou-se insulina (Sigma) para a elaboragdo da curva padrdo, variando sua
concentracdo entre 0,01 a 1 mg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata e de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

2. Influencia de tratamentos fisico-quimicos sobre a atividade biologica da toxina
ST-L

2.1. Teste de termoestabilidade

No ensaio de termoestabilidade o sobrenadante da cultura bacteriana e a ST-L
purificada foram submetidos as temperaturas de 65°C (30 minutos) e 100°C (30 minutos) e
armazenamento por um meés a baixas temperaturas (-70°C, -20°C e 4°C) e em seguida

analisado a atividade citotoxica residual em células Vero e HEp-2.

2.2. Efeito de proteases e pH na ST-L
A ST-L purificada foi tratada com as enzimas proteoliticas: tripsina, proteinase K,

ribonuclease e pepsina (100pg/mL) a 37°C por 60 minutos. Apds o periodo de incubagdo as
enzimas foram inativadas a temperatura de 60°C por uma hora, exceto a pepsina que foi
inativada com pH neutro.

O efeito do pH na atividade citotoxica da ST-L foi verificada em diferentes pHs (3, 4,
5,6,7, 8 ¢e9) por 30 minutos e sendo em seguida o pH corrigido com HCI ou NaOH para pH
7.4.

ApOs cada tratamento a toxina foi analisada a atividade citotéxica residual em teste em

cultura de células Vero e HEp-2.

2.3. Tratamento com solventes organicos
A ST-L liofolizada foi ressuspendida com 90% de etanol, metanol e acetona

separadamente, por 1 hora a 4°C. Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000xg por 15

minutos a 4°C. O sobrenadante e o precipitado foram evaporados a vdcuo, ressuspensos em
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dgua MilliQ e verificado quanto a presenga de atividade biolégica em cultura de células Vero e

HEp-2.

2.4. Atividade citotoxica na presenca de periodato de sédio
A ST-L foi tratada com periodato de sédio (2 mM) a 37°C por 30 minutos, segundo a

metodologia de Bhuiyan er al. (1995), sendo, em seguida, analisada a atividade bioldgica em

cultura de células Vero e HEp-2 .

2.5. Tratamento com agente redutor 2-mercaptoetanol
A proteina foi tratada com 2-mercaptoetanol 18 mM (Sigma) por 30 minutos a 37°C

segundo Barnes et al. (1997), sendo em seguida examinada a atividade bioldgica.

3. Caracterizacio da atividade biolégica da ST-L
3.1. Deteccao de atividade citotoxica
3.1.1. Preparo da cultura celular
Suspensdes celulares (2,5 x 10* células/mL) de células epiteliais de rim de macaco
verde africano (Vero), carcinoma de laringe (HEp-2), adenocarcinoma de célon humano
(CaCo-2) e adenocarcinoma de célon humano (HT-29) no meio MEM (meio minimo essencial
de Eagle) ou RPMI (Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma) e foram
distribuidas em placas de 96 cavidades (0,1 mL da suspensdo celular por cavidade). As placas
foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5 % CO, (Jouan Instruments Co. Franga) por 24h

para formagao da monocamada celular.

3.1.2. Teste de citotoxicidade em cultura de células

O meio de cultura das microplacas com as células Vero e HEp-2 foi removido e
aliquotas de 100 pL do meio MEM foram adicionadas as placas. Aliquotas de toxina ST-L

foram adicionadas em duplicata, em dilui¢cOes seriadas na razdo dois. As microplacas foram
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incubadas a 37°C e 5% de CO, e as leituras dos resultados foram feitas 4, 8, 12, 24, 48 ¢ 72
horas apds a incubacdo, com o auxilio de microscépio invertido (Axiovert-Zeiss). Foi

utilizadas linhagens produtoras de STp (ETEC 23) e STh (B41) como controle.

3.1.3. Determinacio de CDsy

A CDsg (dose citotoxica 50%) da ST-L foi avaliada de acordo com a metodologia
descrita por Borenfreund & Puerner (1984) teste foi realizado em triplicatas em cultura de
células Vero e HEp-2. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da toxina por
um tempo pré-determinado e depois coradas com corante vermelho neutro por 3 horas; apds
este tempo rapidamente fixadas com uma solucdo de formol e cloreto de calcio e
posteriormente com uma solucdo de etanol e dcido acético por 15 minutos. Os resultados

foram obtidos por espectrofotometria com absorbancia a 540 nm.

3.1.4. Estudo da incorporaciao de vermelho neutro x viabilidade celular
O teste de viabilidade celular foi realizado nas linhagens celulares Vero, HEp-2, CaCo-

2 e HT-29, segundo a metodologia descrita por Borenfreund & Puerner (1984). Utilizou-se 2
CDsp da toxina que foi aplicada a cultura celular em varios intervalos de tempo: 0, 3, 6,9, 16 e
24 horas, e posteriormente o meio de cultura foi removido dos orificios das placas. Apds estes
periodos as células foram lavadas com PBS pH 7,4 e posteriormente foi adicionada a cada
cavidade 0,2 mL de meio MEM contendo 50 pug mL"! de vermelho neutro, um corante vital. A
microplaca foi incubada durante 3 horas a 37°C para absor¢do do vermelho neutro pelos
lisossomos das células vidveis. Apds esse tempo, as células foram lavadas rapidamente com
solucdo de formol-célcio, preparada usando formaldeido 10% (v/v) e cloreto de cdlcio anidro
1% (p/v). Finalmente, foram adicionados 0,2 mL da mistura de etanol 50% (v/v) e acido
acético 1% (v/v) a cada orificio, e a microplaca foi mantida durante 15 minutos a temperatura
ambiente para liberagdo do corante incorporado e, em seguida realizada leitura a 540 nm em
espectrofotdmetro (Titerk Multiskan, model 340). Como branco da reagcdo foram utilizadas

células ndo tratadas com a toxina e sem a adi¢do do corante vermelho neutro. Células normais,
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ou seja, sem a adi¢do de citotoxinas, com adicdo de vermelho neutro, serviram como controle
positivo da reacdo (células vidveis) e para controle negativo da viabilidade da cultura de
células foi utilizado SDS a 10%.

A cinética da viabilidade celular apds o tratamento com os materiais analisados foi
expressa como o percentual de células vidveis em relacdo ao controle celular (células ndo

tratadas) em funcdo do tempo de ensaio.

3.1.5. Estudo da liberacao de Lactato Desidrogenase (LDH)
Para o estudo da integridade da membrana celular a LDH foi medida

espectrofotometricamente, acompanhando-se a catdlise da redugdo de piruvato a lactato,
através da medida do desaparecimento de NADH (Mitchell et al., 1980). O consumo de
NADH foi acompanhado pela sua absorcao especifica a 340nm, em intervalos de 30 segundos,
durante 3 minutos (total de sete leituras). As células de cultura cultivadas em monocamada
(Vero, HEp-2, CaCo-2 e HT-29) foram lavadas com PBS e, em seguida, adicionado meio
MEM com a 2 CDs da toxina em diferentes intervalos de tempo: 0, 3, 6, 9, 16 e 24 horas.
Apds cada um dos intervalos, o meio de cultura foi coletado separadamente em tubos,
mantidas em banho de gelo e centrifugados a 1000xg por 5 minutos. A reacdo catalisada pela
LDH foi acompanhada em cubetas descartdveis, pela adicdo de aliquotas do meio de
tratamento em 2,0 mL de tampao fostato 0,1 M, pH 7,4 contendo NADH (2,5mg/mL) e
piruvato de sédio (Img/mL), em espectrofotdmetro a 340 nm. O cdlculo da variagdo média da
absorbancia foi feito substituindo-se os valores de absorbancia entre 2 intervalos de tempo de
60 segundos, por exemplo, Aggs — A3ps, determinando-se assim a média (M) dos 4 intervalos de
leituras. A atividade da LDH foi determinada pela férmula: Unidades LDH/mL = M (abs) x D
x F, onde D = fator de diluicdo (10.000); F = fator de temperatura a 30°C, 1,16 (Mitchell et al.,
1980).

3.1.6. Estudo da acao da ST-L na respiracao mitocondrial
A agdo da ST-L na respiragdo mitocondrial das células de cultura foi avaliada seguindo-

se a metodologia de Borenfreund er al. (1988). Uma aliquota de 2 CDso da ST-L em meio
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MEM foi aplicada as células Vero, HEp-2, HT-29 e CaCo-2, crescidas em placas de 96
cavidades, com 0,2mL de suspensdo celular/cavidade, na concentracio de 10* células/mL em
estufa a 5% de CO, a 37°C, nos mesmos intervalos no ensaio anterior. O meio foi descartado
apos os intervalos de tempo e adicionado o MTT na concentragdo de 0,1mg/mL em MEM, e
incubado por 3h a 37°C. As células foram lavadas com PBS 0,05M e a seguir adicionado
0,2mL da solucdo de extracdo (1:24 de HCIl IN e isopropanol), deixando a placa por 10
minutos a temperatura ambiente. Como controle negativo foi utilizado células sem adi¢do de
toxina, mas com solucdo de extracdo (SDS 10%). A leitura do material foi realizada em

espectrofotdometro (Titerk Multiskan, model 340) no comprimento de onda de 570nm.

3.1.7. Estudo da acao da ST-L no crescimento celular

O ensaio foi realizado seguindo a metodologia proposta por Saotome et al. (1989) onde
a cultura celular Vero, HEp-2, HT-29 e CaCo-2, em placas de 96 pocos com semiconfluéncia
foi tratada com 2 CDsy da ST-L nos intervalos de 0, 3, 6, 9, 16 e 24 horas. O meio de cultivo
foi retirado e as células fixadas com glutaraldeido 25% por 20 minutos, sendo em seguida
lavados com dgua e depois corados com 0,4% de cristal violeta em metanol por 30 minutos.
As células foram novamente lavadas para retirar o excesso de corante ndo incorporado pelas
células e estas foram lisadas para liberar o corante com SDS 1% por 10 minutos. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Titerk Multiskan, model 340) em 590 nm e os ensaios foram

realizados em duplicatas. Utilizados controle positivo PBS e controle negativo triton x-100.

3.2. Estudo de alteracao de estruturas intracelulares
3.2.1. Colorac¢ao com azul de toluidina
As células HEp-2 foram crescidas sobre laminulas, em placas de 24 concavidades,
onde em cada concavidade foram adicionadas 10* células/mL. As placas foram incubadas em
estufa a 5% de CO, a 37°C. Aliquotas de 2 CDsy da ST-L foram aplicadas nas células e as
placas retornaram a estufa. Apds 6 horas de tratamento, as laminulas foram lavadas com PBS e

fixadas em uma solucdo de formaldeido a 10% em PBS por 1 hora. As laminulas foram entao
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lavadas com &dgua destilada e coradas segundo a metodologia de Mello & Vidal (1980)
utilizando azul de toluidina a 0,0025% em tampao Mc Ilvane a pH 4,0. Ap6s 15 minutos de
coloracgdo, as laminulas foram lavadas 3 vezes com dgua destilada para a retirada do excesso
de corante, secas ao ar e diafanizadas em xilol. As laminulas foram montadas sobre 1aminas
utilizando-se bdlsamo do Canadd. Neste ensaio foram utilizadas duplicatas do controle

negativo (PBS) e do tratamento.

3.2.2. Coloracao com Feulgen
As células HEp-2 tratadas com o 2 CDsy da ST-L durante 6 horas foram fixadas com

formaldeido 4% (v/v) em PBS 10 mM pH 7,4 e submetidas a reacdo de Feulgen, como
descrito por Mello & Vidal (1978). O material foi lavado com PBS e hidrolisado com HCI 4N
a temperatura ambiente, durante 45 minutos. Posteriormente as laminulas foram lavadas varias
vezes com dgua destilada e tratadas com o reativo de Schiff, nas mesmas condi¢des de
temperatura, durante 45 minutos. Apds este periodo de tempo, e depois de retirado o excesso
de corante, as laminulas foram tratadas trés vezes com metabissulfito de soédio 5% (p/v)
durante 5 minutos. Finalmente as laminulas foram lavadas, secadas ao ar e montadas em
laminas usando bédlsamo do Canadd. As andlises microscOpicas foram realizadas através de
microscopia Optica (Axioskop Zeiss). Neste ensaio foram utilizadas duplicatas do controle e

do tratamento.

3.3 Detecciio de atividades enterotoxicas

3.3.1 Teste de Camundongos recém-nascidos
A atividade enterotoxica da toxina ST-L foi analisada pelo teste de camundongos

recém-nascidos baseando-se na técnica descrita por Dean et al. (1972). Camundongos recém-
nascidos de 2 a 4 dias de idade foram inoculados oralmente com 0,1mL da ST-L (sobrenadante
da cultura aquecido e ndo aquecido e toxina purificada aquecida) com solucio azul de Evans a
2%. Apds 3 horas, os animais foram sacrificados com vapor de halotano e o intestino foi

retirado com pinga. A relagdo entre o peso do intestino pelo peso da carcaca total (I/C), quando
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igual ou superior a 0,08 foi considerado como resultado positivo.

3.3.2 Teste de alca ligada do intestino de coelhos
Para os testes de al¢a ligada de intestino de coelho foram utilizados dois coelhos

albinos jovens pesando de 1,8 kg a 2,0 kg, alimentados 24 horas antes do teste apenas com
solucdo de glicose a 10%. Os animais foram anestesiados e analgesiados com Cloridrato de
Ketamina e Cloridrato de Xilazina (Rompum - Roche) por via intramuscular. Apds tricotomia
e anti-sepsia, procedeu-se a incisdo cirurgica. Foram feitas algas intestinais de cinco ou dez
centimetros de comprimento comeg¢ando na partes proximais do ileo e separadas por interalcas
de cinco centimetros. As alcas foram inoculadas com sobrenadante da cultura filtrado, toxina
bruta (material liofilizado menor que 3kDa ressuspendido em PBS) e toxina purificada. Os
animais foram mantidos em jejum por 18 horas e sacrificados com injecdo de 1mL de
pentabarbiturico a 25% por via endovenosa. A cavidade abdominal foi aberta novamente e o
intestino retirado e examinado para a verificacdo da ocorréncia de dilatagdo intestinal em
decorréncia do aciumulo de liquidos em sua luz, sendo feitas medi¢cdes do volume de liquido
acumulado em cada al¢a e o comprimento da mesma. O coeficiente RIL (volume do contetido
da alca/comprimento em cm) foi considerado positivo com valores superiores a 1 mL/cm

(Blanco & Blanco, 1993).

3.4. Deteccao de atividade hemolitica
Foi utilizado o método em microplacas descrito por Bhakdi er al. (1986). Aliquotas de

50 uL de sobrenadante de cultura e toxina purificada foram diluidas sucessivamente na razao
dois, em PBS 0,15M. Aliquotas de 50 uL de suspensdo a 1% dos eritrocitos de humano e de
cavalo, previamente lavados trés vezes em PBS 0,15M, foram adicionadas a cada orificio
contendo a toxina e o efeito foi determinado visualmente ap6s 60 minutos de incubacdo em

banho de dgua a 37°C e ap6s 24h a 4°C. O experimento foi realizado em triplicata.
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4. Caracterizacao molecular

4.1. Primers utilizados

Foram utilizados varios primers (ver Tabela 1) na tentativa de detectar regides do gene

da toxina termoestdvel de E.coli (baseados nos genes completos depositados no banco de

dados GeneBank), para a detec¢do do gene est (toxina termoestdvel) e suas variantes estAl

(STa isolado de animais), estA2 (STa isolado de humanos), estA3 (STa isolado de humanos),

estB (STb isolado de suino) e ast (EAST1 - ST isolada de linhagem de E.coli

enteroagregativa), que apresentam regido de anelamento distinta do primer utilizado

anteriormente por Ribeiro (2006); verificado nos programas ClustalW e BioEdit. Os primers

seqA, seqB, seqC e seqD foram desenhados a partir da sequéncia M18345 (gene estA2) no

programa Gene Runner para serem utilizados nas reacOes de sequenciamento e as outras

seqiiéncias usadas para a PCR.

Tabela 1 — Relacdo dos primers utilizados no trabalho

Seqiiéncia 5°-3’ (“P’ forward e “r” reverse) Tamanho Referéncia
Amplificado
est fATT TTT CTT TCT GTATTG TCT T 190bp Lépez-Saucedo et al., 2003
r CAC CCG GTA CAA GCA GGATT
estA 1 f TCT TTC CCC TCT TTT AGT CAG 166 bp Hammermueller, et al., 1995
r ACA GGC AGG ATT ACA ACA AAG
estA 2 f TCT TTC CCC TCT TTA GTC AG 166bp Osek, 2001
r ACA GGC CGG ATT ACA ACA AAG
estA 3 SThIB f AGT GGT CCT GAA AGC ATG ~ 110bp Bolin et al., 2006
STh5 f TCA CCT TTC CCT CAG GAT
STh7 f AAC CAG TAG AGT CTT CAA AAG
STh2 r CAA CAAAGC AAC AGG TAC
STh6 r TAC AAG CAG GAT TAC AAC AC
estB f GCC TAT GCATCT ACACAATC 278bp Osek, 2001
r TGA GAA ATG GAC AAT GTC CG
ast 1 f TAT CCC CCT TTG GTG GTA 111bp Huang, et al., 2007
r CCATCA ACA CAG TAT ATC CGA
seqA StF4 — 5' CGCTCAGGATGCTAAACC 3 159bp este estudo
StR1 —5' CACCCGGTACAAGCAGGATT 3'
seqB StF3 — 5' GACGTGTTTCGGAGGTAAT 3' 286bp este estudo
StR2 — 5' CACGGCGCACACAAATAT 3'
seqC StF2 - 5' GTTTGCGCAATCGTTCTG 3' 358bp este estudo
StR3 - 5' CAGCCTCCACAGTTGAAGA 3'
seqD StF1 - 5' CCCCGCCCTAAAACATAA 3 544bp este estudo

StR4 — 5" ACGAATTCCCCTGTGTCC 3'
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4.2, Extracao plasmidial
Para verificar se o gene em estudo estava localizado em um plasmideo foi realizada uma

extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina, segundo protocolo da Qiagen (com
modificagdes). As bactérias foram cultivadas em meio LB a 37°C por 16 horas, em seguida
centrifugadas a 14.000xg e o sobrenadante descartado. O precipitado formado foi
ressuspendido com o auxilio de vértex com tampao Tris-HCI 50mM, EDTA 10mM (pH 8,0) e
RNase 100pug/mL. Em seguida foi adicionado NaOH 200mM com SDS 1% e os tubos
agitados por inversdo e incubando a temperatura ambiente por 5 minutos, colocando-se em
seguida acetato de potdssio 3M pH 5,5 e incubando por 15 minutos em geladeira. Apds este
periodo os tubos foram centrifugados a 14.000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente e
coletado o sobrenadante em novo tubo, se acrescentado isopropanol e novamente centrifugado
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se etanol
70%, agitando-se os tubos por inversao seguida por centrifugacdao a 14°C por 5 minutos. O
etanol foi descartado e o DNA foi seco completamente para ser ressuspendido em dgua. A
extragdo foi analisada em gel de agarose 0,8% com 80V por 2 horas na cuba de eletroforese

horizontal. O gel foi corado com brometo de etideo e visualizado em transiluminador UV.

4.2.1. Confirmacao da presenca do gene no plasmideo — eletroeluicao
Para a confirmacdo da presenca do gene est nos plasmideos em estudo as bandas foram

recortadas do gel de agarose e, para a extracdo do DNA realizou-se a técnica de eletroelui¢io
descrita por Maniatis et al. (1989). As bandas cortadas foram colocadas em um saco de didlise
com tampao EDTA 0,02M e &cido boérico 0,88M (TEB) selado nas extremidades e colocado
em cuba de eletroforese horizontal no sentido paralelo dos eletrodos, aplicando-se 7,5 V/cm
por 60 minutos. Apds este periodo, reverteu-se a polaridade por 20 segundos e o tampao TEB
contendo o DNA plasmidial foi retirado do saco de didlise. O DNA foi extraido do tampao
com fenol/cloroférmio (1:1) e precipitado com etanol 100% overnight a 4°C. O DNA

resultante foi utilizado para a realizacio da reagdo de PCR com o primer est.
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4.2.2. Cultivo bacteriano com antibiéticos
A bactéria em estudo EC79 foi cultivada em meio LB sdlido com streptomicina

S0pug/mL, kanamicina 50 pg/mL, tetraciclina 50 pg/mL e ampicilina 60 pg/mL
separadamente, para verificar a presenca de resisténcia a antibiéticos. Os clones obtidos foram

submetidos a extracdo plasmidial.

4.2.3. Sequenciamento génico
Os proximos ensaios foram realizados com a colaboracdo com o laboratério de

biologia molecular de plantas no CBMEG — Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética — Unicamp. Para o sequenciamento utilizou-se o material obtido da extragcdo
plasmidial que apresentou resisténcia a ampicilina e o amplificado resultante do PCR obtido
com os primers est, seqA, seqB, seqC e seqD. Apos o sequenciamento os resultados foram

disponibilizados no site http://bmp.cbmeg.unicamp.br/YA para as posteriores analises.

4.2.4. Protocolo para reacao de sequenciamento
Para a realizacdo do sequenciamento foi necessdrio realizar uma reacdo de PCR

utilizando o tampdo “Save Money” (Tris-HCl 1M pH 9 e MgCl2 1M). Para preparar o pré-mix
(para o PCR) foi usado o tampao “Save Money”, “Big Dye”, primer (apenas um dos pares
para cada reacdo do primer — uma reagdo senso e outra antisenso) € DNA, para um volume
final da reacdo de 20uL.

O programa para reagdo de PCR usada foi de um ciclo de 96°C por 1 minuto e 30
segundos, 25 ciclos de 96°C por 12 segundos, 50°C por 6 segundos e 60°C por 4 minutos.
Ap6s a realizagdo da PCR fez-se a purificagdo do DNA obtido, acrescentando-se a reacdo (na
placa de 96 pocos) etanol absoluto que foi homogeneizado e deixado a temperatura ambiente
por 15 minutos. O material foi posteriormente centrifugado por 45 minutos a 4000xg a 20°C,
em seguida descartado os sobrenadantes e adicionou etanol 70%, e novamente centrifugando a
4000xg por 10 minutos a 20°C. Foi retirado o sobrenadante, deixado secar completamente e

acrescentado formamida. O DNA foi entdo desnaturado por 5 minutos a 96°C e colocado no

seqiienciador capilar ABI Prism 3700 da Perkin-Elmer.
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Os resultados foram alinhados no programa Bioedit 7.0 e Cromas Pro, as sequéncias
obtidas e a sequéncia consenso confrontadas com o Blastn e Blastx pelo endereco

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
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RESULTADOS

1. Producio e purificacao da toxina ST-L

1.1 Amostras bacterianas
Das 39 amostras de E.coli utilizadas para testes citotéxicos em Vero e HEp-2, todas

apresentaram efeito e a amostra EC79 apresentou melhor reciproca de titulagdo em meio LB

(4) ap6s 24 horas de inoculacdo, sendo adotada para os experimentos posteriores.

1.2 Condicoes de cultivo

Para a produgdo da ST-L usou-se CAYE suplementado com 2,5% de NaCl a 37°C com
agitacdo, pH 8,5 e 24 horas de cultivo. Estas condicdes apresentaram melhor condi¢io para a

producdo de toxina, verificada em Vero e HEp-2, demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Cultivo da EC79 em diferentes meios de cultura

Meios de cultivo bacteriano Titulacio do efeito citotéxico™

Meio Minimo -

Meio Minimo + Glicose -

Meio Minimo + Sais -

Muller Hinton 2
TSB 2
TSB + 0.6% extrato de levedura 2
BHI 2
Meio LB 4
Meio LB + NaCl 2
Meio CAYE 4
Meio CAYE + NaCl 8
Meio CAYE + NaCl + Fe. Mn. Mg 4

Meio Minino segundo Staples et al. 1980 -

*Q titulo expresso € a reciproca da maior diluicdo que causou efeito citotéxico em cultura de células Vero e HEp-2.
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1.3. Método para a concentracao da ST-L

Conforme mostra a Tabela 3, utilizando diferentes fracdes precipitadas com sulfato de
amonio do sobrenadante de cultura e ultrafitracdo com membrana de 3kDa pode-se verificar a
maior atividade citotéxica utilizando a fra¢do correspondente a 80% de saturagdo e com

ultrafiltragdo (apds a precipitacao).

Tabela 3 — Atividade citot6xica nas diferentes etapas de concentracao

Fracio selecionada Titulo de citoxicidade*
Sobrenadante de cultura 8
20% de saturagao 2
40% de saturagio 2
60% de saturacdo 2
80% de saturagdo 64
100% de saturagao 2
Ultrafiltrado maior 3kDa 2
Ultrafiltrado menor 3kDa 64

*Q titulo expresso € a reciproca da maior dilui¢do que causou efeito citotéxico em cultura de células Vero e HEp-2.

1.4. Etapas cromatograficas para purificacao da ST-L

1.4.1. Primeira etapa — cromatografia de exclusao molecular

O perfil cromatografico da primeira etapa de purificagdo esta representado na Figura 1.
A fragdo com atividade bioldgica estd presente no material coletado entre 23 e 24 mL de
eluicdo na coluna Superdex Peptide HR 10/30.Esta fracdo apresentou atividade citotoxica em

cultura de células Vero e HEp-2 e enterotoxica em teste de Dean. Leitura em 220 nm.
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Figura 1 — Perfil cromatografico em coluna Superdex Peptide utilizando o tamp@o acetato de amdnio 0,1M pH 5,7 com fluxo
ImL/min. Fracao entre 23 a 24 mL com atividade citot6xica e enterotéxica. Leitura 220nm.

=== Fracdo com atividade bioldgica

1.4.2. Segunda etapa — cromatografia de fase reversa
O perfil cromatografico da segunda etapa de purificagcdo estd representado na Figura 2.

A fracdo com atividade bioldgica estd presente no material coletado com 77% do gradiente
(aproximadamente 60% de acetonitrila) na coluna Sephasil Peptide C;g Spu ST 4.6/250. Esta

fracdo apresentou atividade citotéxica em cultura de células Vero e HEp-2. Leitura em 280m.
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Figura 2 - Perfil cromatografico em coluna Sephasil Peptide C;g com tampao acetato de amdnio 0,01M pH 5,7 e gradiente de
0 a 100% com acetonitrila 80% e fluxo de 2mL/min, demonstrando a fracdo com atividade citotéxica. Leitura 280nm.

=== Fracdo com atividade bioldgica

1.5. Analises eletroforéticas
1.5.1. Eletroforese SDS-PAGE
Em cada etapa da purificacio da proteina ST-L, foram realizados anélises
eletroforéticas pela metodologia de SDS-PAGE (15%) na presenca ou ndo de uréia 6M,
infelizmente este método nao apresentou resultado considerdvel para visualizacdo das bandas

das proteinas presentes no material analisado.

1.5.2. Tricina SDS-PAGE
A metodologia proposta por Schigger e Jagow (1987) de um gel de Tricina SDS-PAGE

(49,5%T3%C), tambem ndo foi eficiente, j4 que ndo foi possivel visualizar no gel bandas do
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material purificado.

1.5.3. Coloracao dos géis
As coloracdes com Nitrato de prata e Comassie coloidal apresentaram baixa eficécia

para a visualizacdo do material analisado.

1.5.4. Analise em eletroforese 2D
A ST-L purificada pela anélise eletroforética 2D mostrou apenas um spot, com ponto

isoelétrico (pI) em 6,19 e massa em torno de 2kDa, conforme andlise no programa

ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare).

PM
14kDa ol
10kDa I\
6,5kDa

2,5kDa /

Figura 3 — Gel de eletroforese 2D apresentando apenas um spot (seta) e o padrido de peso molecular (PM).

2. Influencia de tratamentos fisico-quimicos sobre a atividade biolégica da ST-L

2.1. Termoestabilidade
O material se mostrou termoestavel a 65°C e 100°C (30 minutos), ndo ocorrendo uma
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diminuicdo dos efeitos em culturas de células quando analisadas atividade citotéxica em
células Vero e HEp-2. O mesmo resultado foi encontrado no material armazenado em baixas

temperaturas (-70°C, -20°C e 4°C).

2.2, Efeito de proteases e pH na estabilidade da ST-L
A atividade citotoxica da ST-L ndo sofreu alteragdo pelas enzimas proteoliticas,

tripsina, proteinase K e Ribonuclease A, assim como tratamento da toxina com vérios pH's.

2.3. Tratamento com solventes organicos
Os solventes organicos tais como etanol, metanol e acetona nio afetaram a atividade

citotoxica da ST-L.

2.4. Atividade téxica na presenca de periodato de sédio
A ST-L tratada com periodato de s6dio também ndo perdeu a atividade bioldgica em

células.

2.5. Tratamento com agente redutor 2-mercaptoetanol
Quando examinada a atividade biolégica da ST-L tratada com 2-mercaptoetanol

verificamos a presenca do efeito caracteristico desta toxina.

3. Caracterizacao biologica
3.1. Deteccao da atividade citotoxica
3.1.1. Teste de citotoxicidade em cultura de células
As andlises microscopicas mostram na Figura 4 alteracdes morfoldgicas em células
Vero, HEp-2, CaCo-2 e HT-29 tratadas com a toxina ST-L de E.coli que ocorrem no
citoplasma, onde observa- se diminui¢do do volume citoplasmdtico que, aparentemente, leva a
perda da juncdo entre as células, arredondamento celular e descolamento da monocamada.

Verificado que as amostras produtoras de STp e STh se mostraram negativas para o teste.
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Figura 4 — Efeito citotéxico em culturas célulares Vero (B), HEp-2 (D). CaCo-2 (F) e HT-29 (H), ap6s 24 horas de incubagio
com ST-L. Controles celulares Vero(A), HEp-2 (C), CaCo-2 (E) e HT-29 (G) sem a toxina ST-L. Aumento 200x.

3.1.2. Determinacao da CD50
As células HEp-2 apresentaram 50% de morte celular com aproximadamente 17pg/mL

da ST-L purificada em 18 horas de experimento, ji para a linhagem Vero foram necessarios

125pg/mL, como pode ser visualizado na Figura 5.

Dose Citotéxica - CD50

120%

100% & + + + £

80% I\i\\i\i_i ) \i\
—&— HEp-2
60% =
\\‘ \i\-\ —a—\Vero
40% \ \t
20%

0%

% células vidveis

0,0005 0,001 0,002 0,004 0,008 0,016 0,032 0,063 0,125 0,250 0,5000
Hg/mL

Figura 5 — Teste de CDs, em cultura de células HEp-2 e Vero apds 18 horas de inoculagdo com ST-L em
diferentes concentragdes. Os resultados mostram a porcentagem de células vidveis ap6s o tratamento.

3.1.3. Estudo da incorporacao do Vermelho Neutro
A Figura 6 mostra os resultados obtidos no teste de viabilidade celular que se
apresentou comprometida a partir das primeiras horas de teste, principalmente na cultura de

células HEp-2, restando aproximadamente 50% de células vidveis a partir de 9 horas de
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incubacdo com a toxina, enquanto para a cultura de Vero a viabilidade diminuiu a 50%

somente apos 24h de ensaio. Os experimentos foram realizados em triplicatas.

Viabilidade Lisossomal - Comparativo

120%
R
:g 100%
o 80%
9 80% & Hep-2
S 60% +Vero
(2]
8 40% ¥ CaCo-2
2 * HT-29
o 20%
0\0 00/0

oh 3h 6h 9h 16h 24h

Tempo

Figura 6 — Cinética da viabilidade lisossomal em HEp-2, Vero, CaCo-2 e HT-29 tratadas com a ST-L. A viabilidade foi
expressa como o percentual de células sobreviventes a acdo da citotoxina nos diferentes tempos pré-determinados.

3.1.4. Estudo da liberacao de Lactato Desidrogenase (LDH)
As alteracdes na integridade das membranas celulares foram medidas pela liberacdo de
LDH em células de culturas. Observamos na Figura 7 que houve injiria nas membranas
celulares causada pela ST-L com aumento da liberagdo da lactato desidrogenase no meio nas
quatro linhagens analisadas.
Lactato Desidrogenase

120%
100%

80%
O Hep-2
60% B vero
40% B CaCo-2
O HT-29
i [l
0%
Oh 3h 6h 9h 16h 24h

Tempo

% de LDH liberado por mL

Figura 7 — Teste de verificacdo da integridade das membranas celulares. O resultado foi expresso como o percentual de LDH
liberado por mL comparados com o controle positivo (Triton-X100).

3.1.5. Estudo da acio da ST-L na respiraciao mitocondrial
Quando a ST-L foi aplicada as células HEp-2 e CaCo-2 estas apresentaram perda de
viabilidade mitocondrial, chegando, apés 3 horas de ensaio, cerca de 50% de viabilidade. Vero

e HT-29 ap6s de 24 horas perderam 60% da viabilidade da populacdo celular, como
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visualizado na Figura 8.

Viabilidade Mitocondrial - Comparativo
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Figura 8 — Viabilidade mitocondrial de culturas celulares frente a toxina ST-L. A viabilidade foi expressa
como o percentual de células sobreviventes a a¢do da citotoxina.

3.1.6. Estudo da acao da ST-L no crescimento celular

A atuagdo da ST-L no crescimento celular foi observada pela técnica de coloracdo com
cristal violeta. Este ensaio demonstrou na Figura 9 que as diferentes culturas celulares
analisadas tiveram uma grande diminui¢do do nimero de células em relagdao ao tempo de

experimento quando tratadas com a toxina.
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Figura 9 — Quantificacdo celular com diminui¢do em razdo do tempo de incubagio com a ST-L.A viabilidade foi expressa
como o percentual de células sobreviventes a a¢@o da citotoxina.

3.1.7. Coloracao com azul de toluidina
Através deste ensaio foram observadas algumas das alteracOes causadas pelo efeito
citotoxico. Verificamos que a toxina ST-L causou alteracdes morfoldgicas, observando intensa

condensacdo nuclear em algumas células, perda das jungOes intercelulares, seguida do
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descolamento da monocamada celular visualizada na Figura 10.

-

Figura 10 — Efeitos citotéxicos induzidos pela ST-L em cultura de células HEp-2 tratadas com a colora¢éo de Azul de
Toluidina. (A) controle: células HEp-2. (B) células apds seis horas apés o tratamento com ST-L. As setas apontam para a
condensacdo nuclear e significativa diminui¢do do volume celular. Escala 10pm.

3.1.8. Coloracao com Feulgen
Este ensaio demonstrou alteragdes na morfologia nuclear causadas pela ST-L e a

formacao de corpos apoptéticos apos 6 horas de experimento verificado na figura 11.

Figura 11 — Visualizagio da cultura de células HEp-2 com a coloragdo de Feulgen. (A) controle celular e (B) cultura de
células HEp-2 com altera¢des nucleares causadas pela toxina ST-L. Seis horas apds o tratamento, observa-se condensagdo da
cromatina e fragmentacao nuclear com formagao de corpos apoptéticos e niicleos picnéticos (setas). Escala 10pm.
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3.2. Deteccao de atividades enterotoxicas da ST-L
3.2.1. Teste de Camundongos recém-nascidos
O teste foi realizado com o sobrenadante total, com a fracdo do sobrenadante menor
que 3kDa (obtido por ultrafiltracdo), e com a ST-L purificada, aquecidos ou ndao por 30
minutos. Os trés materiais testados ocasionaram actimulo de fluidos superiores a 0,08,

indicando atividade enterotéxica mesmo quando aquecidos.

3.2.2. Teste de alc¢a ligada do intestino de coelhos
Os ensaios foram realizados com o sobrenadante, material menor que 3kDa (obtido por

ultrafiltragdo) e ST-L purificada. Todos os materiais testados tiveram resultados negativos.

3.3. Deteccao de atividade hemolitica
Os eritrécitos humanos e de cavalo ndo apresentaram hemdlise apds o tratamento com

o sobrenadante de cultura e a ST-L, o que demonstra que a toxina ndo possui atividade

hemolitica.

4. Caracterizacao molecular

4.1. Deteccao do gene est através das técnicas da PCR
A fim de encontrar similaridade com a seqii€ncia ja conhecida da toxina ST (Takeda et
al., 1979; Sekiaki et al., 1985; Dallas et al., 1990) e suas variantes estA2 e estA3, buscamos na
literatura primers ja utilizados para a deteccao pelo teste da PCR, onde obtivemos resultados

positivos para alguns dos primers utilizados.
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Tabela 4 - Resultados para a pesquisa do gene est com diferentes primers

Gene pesquisado Origem Amplificacao pelo PCR
est animais € humanos +
estAl Animais -
estA2 Humanos +
estA3 Humanos +
estB Animais -
ast EAEC

4.2, Extracao plasmidial
Para verificar se o gene em estudo estava localizado no plasmideo foi realizada uma

extracdo de DNA plasmidial. A extragdo foi analisada em gel de agarose 0,8% com 80V por 2
horas, observada na Figura 12.

- e e -

PM

Lo

Figura 12 — Extracdo do plasmideo da EC79, em gel de agarose (experimento feito em

duplicata), PM padréo de peso molecular de 1kb.

4.3 Confirmacao da presenca do gene no plasmideo - eletroeluiciao

Para a confirmacdo da presenca do gene no plasmideo em estudo a banda foi recortada

do gel de agarose. O DNA resultante foi utilizado para a realiza¢do da reacdo de PCR com o
primer est (Figura 13).

Figura 13 — Gel de agarose a 2% com as reacdes de PCR realizadas com o plasmideo isolado por eletroelui¢do. (PM -peso
molecular de 100pb, P — controle positivo para a PCR E.coli B41, A1 - EC79 e B - Branco) Amplificado com 200pb.
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4.4 Cultivo bacteriano com antibioticos
A bactéria EC79 foi cultivada em meio LB s6lido com antibidticos, separadamente e os

resultados obtidos estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5 — Resisténcia a antibidticos da amostra EC79

Antibiédtico Crescimento
Streptomicina +
Ampicilina +
Kanamicina -
Tetraciclina +

4.5 Sequenciamento génico
Os resultados do sequenciamento dos amplicons oriundos da amostra deste estudo

foram alinhados nos programas Bioedit 7.0 e Cromas Pro, obtendo-se desta forma uma

sequéncia consenso, que foi confrontada com a base de dados Blastn e Blastx.

S’ ATTTTGATTTATAATATTCGTGGACGACCGTGTTTCGGAGGTAGIATGAAAAAATCAAT
ATTATTTATTTTTCTTTCTGTAATATCTTTTTCACCTTTCGCTCAGGATGCTAAACCAGC
AGGGTCTTCAAAAGAAAAAATTACACTAGAATCGAAAAAATGTAACATTGTAAAAAAA
AATAATGAAAGTAGTCCTGAAAGCATGAATAGTAGCAATTACTGCTGTGAATTGTGTTG
TAATCCTGCTTGTACCGGGTGCTATTAATAATATAAAGGGAACTAAACAGTTCCCTTTAT
ATTTGTGTGCGCCGTGGCTGGCGCTGTTCTTCACTGGTGGGAGGCTGAAGAACGACT
AAGAGGTGAAAGTCCTCCACACACCCGGGGAGGGGAAGTGTTAGCGGAAGGCAAGG
GGATCTACCCACGTAATAGGACCGGGGAAATTCGGAA Y
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4.6. Blastn - alinhamento de nucleotideos com seqiiéncias de nucleotideos
A sequéncia gé€nica da amostra deste estudo apresentou alta identidade com as

seqiiéncias de nucleotideos de est ja descritas, principalmente com a sequéncia da estA2 (96%)
descrita por Guzman-Veduzco & Kupersztoch (1989). A seguir é apresentado o alinhamento

realizado no Blastn (banco de dados) com a sequéncia de estA2:

>[]gi 145862 |gb|M18345.1 |[ECCESTR2E E.coli esti? gene encoding heat-stable enterctoxin A2 (STa2)
protein, complete cds

Length=549

Score = 531 bkits (5 Expect = le-147

Identities = 431/44& Gaps = &/446 (1%)

Strand=Flus/Flus

Query 1 ATTTTGRATTIATRARTATICGIGGRACGRCCGTGTTICGERGETAGTATGARRRRRTCRATE &0
PEEETErrer et e e e crerr e e rerr e

Sbjct 108 ATTTIGATITA-AATATTCGIGEACGAC-GIGTITICGGAGETRATATGRAARRAATCARTE 163

Query 6l TIATTIATTITICTTICIGIARTATCTITTITCACCTITICGCTCAGGATGCTARACCAGCE 120
FEEETEEEr e e e verr e e eer b e e e et e e e e eer e e e rend
Sbjct 164 TIATITATIITICITICIGIATIATICIITITCACCITICGCICAGGAIGCTARACCAGCR 223

Query 121 GGLRICTITICaasagaaaaaattacactajaatcgaaaasatgtaacattgtaaaaaaasaT 180
FEETETEET e e e e e ety e e e e e e b e e e e e e e el )
Skjct 224 GEEICTICARARGRARRRRTTACACTAGRATCCRARARLRTETRACATIGIARRRRRARLT 223

Query 181 AATGRRAGTAGTCCTGRRAGCATGAATAGTAGCAATTACTGCIGIGRATIGIGTIIGTIAAT 240
FILEETEET e et e e e e et e e e e et e e rernrrd
Sbjct 284 AATGRRAAGTAGTCCTGRARAGCATGAATAGTAGCAATTACTGCTGTGRATTIGIGTIGTAAT 343

CCCITIAIATIT 300
FEEEETETLrnd

query 241

Skjct 344 CCCTITIAIARTIIT 403
Query 301 GIGIGCGCCGIGGCTGECGCTIGTICTICACTGETGEGAGECTGARGRACGACTARGAGET 3460
FITETTEEE e el IR e e et
Sbjct 404 GIGIGCGCCGIGGECTGECGCIGTICTICRACTGT-GEAGGCTGARGRACGACTARGAGET 482
Query 361 GARRGICCICCACACACCCGGGGAGGGGERAGTIGITAGCGGRAAGGCARGGEGEAT-CTACCC 419
FITEELEEr e et e rerr e eer e e e ettt
Sbjct 463 GARAGTCCICCACACACCCGGIGRAGGGGRAGTIGITAGCGGRAGGCARGGTIGATCCTACCC 522

Query 420

Skjct 523

Figura 14 — Resultado obtido no banco de dados do Blastn com a seqiiéncia consenso obtida do sequenciamento do
amplicons da amostra EC79. ID: F3ZCDYFS014

Outras sequéncias também apresentaram identidade significativa com o nosso material

no Blastn e foi realizado o alinhamento para a verificacio da similaridade entre as sequéncias.
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Figura 15 — Alinhamento das sequéncias depositadas no NCBI (ver tabela 6) para os segmentos génicos referentes da proteina
termoestdvel de E.coli (STa) com o consenso — ST-L gerado a partir do sequenciamento dos amplicons do PCR com o primers
est e seqA-D para a EC79. Realizado no programa BioEdit 7.0.
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Tabela 6 — Sequéncias utilizadas para o alinhamento com a sequéncia consenso da EC79

N° acesso Gene Tamanho da Isolado Referéncia

no NCBI sequéncia (bp)

M29255 estA 336 Humanos (India) Dwarakanath, et al, 1989
M34916 estA 360 Humanos (Bangladesh) Moseley, et. al, 1983
M18346 estA3 403 Humanos (Bangladesh) Stieglitz, et. al, 1988
M18345 estA2 549 Humanos (Bangladesh) Guzman-Veduzco &

Kupersztoch, 1989

J03311 estA4 962 Humanos (México) Rasheed, et. al, 1988
M25607 estAl 658 Suinos, Bovinos e Aves Sekizaki, et. al, 1985
V00612 estAl 658 Suinos (EUA) So & McCarthy, 1980
MS58746 estA 667 Humanos (EUA) Dallas, 1990

4.7. Blastx - alinhamento de nucleotideos com seqiiéncias protéicas
A sequéncia génica da amostra deste estudo também apresentou alta identidade com as

sequéncias das proteinas ST ja descritas, principalmente com a sequéncia da estA2 (Guzman-
Veduzco & Kupersztoch, 1989) — 98%. Abaixo € apresentado a Figura 16 com o alinhamento

realizado no Blastx com a sequéncia da toxina STa2:

)-Dsr: 047185.1[H5T2 ECOLE RecName: Full=Heat-stable enterctoxin A2; Short=3TAZ; Flags:

heat-steble enterctoxin A2 precursor
heat-stable toXin [Escherichia coli]

Identities = T1/72 (5 12/72 (100%), Gaps = 0772 (0%)

Frame = +1

Query 4§ MEESILFIFLIVI GSSEEKITLESEECHNIVEEnnesspeamnssnYCC 225
MEKSILFIFLSV+ xS SKEKITLE SEECNTVEENNE SSPESMNSSHYCC

Sbjct 1 MEKSILFIFLSVL TSSEEKITLESEECNIVEENNESSPESMNSSNYCC &0

Query 226

Sbjct &1 ELCCHEL

Figura 16 — Resultado obtido no banco de dados do Blastx com a sequéncia consenso obtida do sequenciamento do
amplicon com o primer est. ID: F3ZHC3N701S
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DISCUSSAO

O estudo da enteropatogenicidade de Escherichia coli vem sendo realizado por vérios
pesquisadores no mundo, e muitos trabalhos como a revisdo de Kaper & Nataro (2004) e de
Turner et al., (2005), demonstram que varios mecanismos de viruléncia diarreiogénicos desta
bactéria t€m sido esclarecidos.

Ribeiro (2006) estudando as propriedades de viruléncia diarreiogénicas em 97 amostras
de E. coli isoladas de dgua de consumo da cidade de Ouro Preto, MG, observou, através de
ensaios em camundongos recém-nascidos, que sobrenadantes das culturas de 40% das
amostras continham uma enterotoxina que também apresentavam atividade citotoxica em
células Vero. Essa toxina presente no sobrenadante de cultura era resistente ao aquecimento e
ainda encontrava-se em fragdes menores que 10kDa, em ensaios utilizando ultrafiltracdo em
membrana PM — 10 (Amicon, Millipore). No entanto, as amostras de E. coli produtoras dessas
atividades bioldgicas ndo possuiam os genes para enterotoxinas termoestdveis (STa, STb e
EASTI1), assim como para as enterotoxinas termoestdveis de menor peso molecular
conhecidas na literatura de E. coli associadas a diarreiogénese, descritas na revisdo de Kaper
& Nataro (2004).

Para o estudo da toxina foi necessdria a reativacdo da produgdo da ST-L, ja que as
amostras ndo produziam mais a toxina. Para a reativacdo foram analisados varios estoques de
todas as amostras utilizadas no trabalho anterior (Ribeiro, 2006) semeando-as em varios meios
como meio minimo, Miller Hinton, caldo triptona soja, caldo LB, caldo de infuso cérebro-
coragdo e CAYE. Trabalhos anteriores como de Alderete & Robertson (1978); Fontes et al.,
(1980); Iwanaga et al., (1986) e Staples et al., (1980), descrevem a necessidade de se recorrer
a varios métodos de cultivo para aperfeicoar o processo de producdo de toxinas bacterianas.

No processo de recuperagdo da atividade bioldgica, fizemos uma suplementagdo do
meio CAYE com vdrias concentracdes de NaCl, na presenca ou auséncia de ions (Fe, Mn e
Mg). O melhor resultado encontrado foi a retirada dos fons e a suplementacdo com 0,5%
NaCl. Das 39 amostras cultivadas, apenas uma ndo apresentou efeito em cultura de células

Vero ap6s 48 horas de aplicagc@o do sobrenadante aquecido a 100°C por 30 minutos, mostrando
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que realmente o método € eficaz para a reativacio a producdo da ST-L. Entre estas, a amostra
EC79 apresentou o maior titulo do efeito (1/8) com tempo de aplicacdo de 24 horas sendo
adotada para a produgio, purificacdo e testes da toxina.

Na literatura ndo foi encontrado relatos de uma enterotoxina termoestavel (STa) com
atividade citotoxica, em especial produzida por E.coli, a nossa intencdo inicial foi a de
purificar e caracterizar essa toxina. A principio os processos adotados para a purificacdo da
ST-L seguiram os protocolos de purificacdo de outras enterotoxinas termoestaveis conhecidas
(Aimoto et al., 1982; Alderete & Robertson, 1978; Takeda er al., 1979; Okamoto, 1997). Para
a purificacdo desta nova enterotoxina termoestavel, que denominamos provisoriamente de
enterotoxina termoestavel-like (ST-L) utilizamos o fracionamento em sistema de ultrafiltragdao
Amicon (Millipore), seguida de cromatografia em sistema HPLC.

Durante o processo de concentracdo do material para a purificacdo foi observado que o
efeito citotoxico estava presente em vdrias fracOes da ultrafiltracdo. Uma das hipoteses
sugeridas foi a formacdo de agregados, a medida que se aumenta a concentracdo do
sobrenadante da cultura, dificultando sua passagem através das membranas. Segundo
Creighton et al., (1978) e Jaenicke, (1987) a restituicdo das proteinas se faz principalmente
pela formacdo de agregados protéicos, que ocorrem principalmente pelas interagdes nao
covalentes intermoleculares e as intramoleculares que estabilizam a molécula. A agregacio €
significantemente dependente de concentragdo, sendo minimizada em baixas concentracdes
protéicas.

Por este motivo modificamos a forma de concentracio do sobrenadante utilizando
precipitagdo com sulfato de amonio. Este processo é amplamente utilizado para a obtencao de
proteinas em grande escala para a purificacdo de vdrias toxinas e enzimas de diferentes
espécies bacterianas, como uma forma simples de concentragdo destas do meio de cultura
(Barnes et al., 1997).

A precipitacdo com sulfato de amodnio como tnico método para a concentracdo do
sobrenadante da cultura bacteriana mostrou-se invidvel, possivelmente pela toxina em estudo
agrupar-se a outras proteinas produzidas pela bactéria. Entretanto, quando adotado apds o
mesmo, a ultrafiltracdo como uma segunda etapa para obtencdo do material concentrado e

utilizando o material ndo retido na membrana (3kDa) liofilizado para realizar as etapas
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cromatogréaficas.

Muitos trabalhos evidenciaram varios métodos para uma efetiva purificacao de toxinas
produzidas por diferentes linhagens de E.coli, dentre eles Dubreuil et al., (1991) (STb de
isolados de suinos); Staples et al., (1990) (STh de linhagem isolada de humanos); Saeed et al.,
(1983) (STp de linhagens isoladas de bovinos); Savarino et al., (1993) (que purificou a EAST
1 de E.coli agregativa); Takeda et al., (1979) (ST de amostra intestinal de humanos).

Na tentativa de estabelecer um processo adequado de purificacdo para a ST-L, foram
utilizadas vérias colunas cromatograficas, como troca idnica (Mono S, Mono Q, DEAE, SP)
que efetuam o processo de purificacdo de acordo com as diferentes cargas aniOnicas e
cationicas das moléculas da amostra analisada e sua interagdo com a resina. A elui¢do
ocorreria devido a competi¢do pelos sitios ativos no gradiente com o tampao de maior forca
i6nica. Também foram utilizadas colunas de interacdo hidrofébica (Hiprep pheny high sub
16/10, Phenyl high sub, Phenyl high performance, Phenyl fast flow e Octyl fast flow) com
diferentes grupos funcionais (phenyl, octyl) presentes na resina, € que interagem
principalmente com moléculas que possuem cardter hidrofébico, a elui¢do ocorre pela
utilizacdo de um tampdo com alta concentragdo de sais para a solubilizacdo do composto.
Todas as técnicas experimentadas sdo amplamente utilizadas e bem descritas (Collins, 2006,
Janson & Ryden 1998). No entanto ndo apresentaram resultados satisfatorios (dados ndo
apresentados). Em todos os casos citados acima o cromatograma apresentou um resultado
semelhante, com apenas um pico cromatografico eluido antes do gradiente, o que sugere que a
molécula estudada ndo interagiu com nenhuma das resinas utilizadas. O fato poderia ser
explicado pela pequena massa molecular do composto, que apresentaria cargas insuficientes
para interac@o com as colunas utilizadas.

Baseados em estudos anteriormente realizados por Azzoni et al., (2002) e no trabalho
realizado em nosso laboratério por Martins, et al., (2007); utilizamos a coluna de afinidade
com fon metdlico imobilizado — IMAC (Qiagen), tendo como ligante a matriz fon cuprico, que
tem afinidade pela cauda imidazolica de histidinas e cisteinas expostas. Tendo por base este
principio, aplicamos a toxina ST-L na coluna IMAC e observamos dois picos cromatograficos,
um inicial e maior, antes do inicio do gradiente, representando o material sem afinidade com o

cobre, o qual ndo apresentou atividade biolégica quando aplicado em células Vero e HEp-2, e
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um segundo pico menor, obtido dentro do gradiente, que apresentou atividade na cultura de
células. Infelizmente, observamos que a interacio da proteina com o cobre era extremamente
dificil de ser desfeita, o que impossibilitou a continuidade da utilizacdo desta coluna para o
processo de purificacdo da ST-L (dados ndo demonstrados).

Em colunas de exclusio molecular (Sephadex G-75, HipPrep Sephacryl S-100,
Superdex Peptide — GE) o resultado também nao foi satisfatério, possivelmente pelo fato da
toxina em estudo apresentar facilidade de agregacdo, ndo havendo separacdo efetiva. Na
tentativa de separar estes provdveis agregados protéicos usou-se um agente redutor, o 2-
mercaptoetanol, composto largamente empregado para descomplexar proteinas, agindo em
pontes dissulfeto, formadas entre dois residuos de cisteina. Saeed et al., (1983) relatam que o
tratamento de proteinas com 100mM de 2-mercaptoetanol a 37°C por 1 hora causa a
inativacdo das cistinas. Dreyfus et al., (1983) descreve a utilizagdo de fase movel com 10mM
de Tris-HCI e cloreto de sdédio 200mM (pH 7,5) em coluna de gel filtragdo (Bio-Gel P-6) para
prevenir agregacdo da STa consigo mesma e com outros polipeptideos. Desta forma o perfil
cromatografico apresentou uma separacao dos compostos do material bruto (menor que 3kDa).
Foi realizada uma segunda etapa cromatografica em fase reversa para efetivar a purificacdo da
proteina, sendo que a metodologia usada foi uma adaptacdo do método empregado por Aimoto
et al., (1982) para a purificagdo da toxina termoestdvel isolada de humanos. Este processo
apresentou resultado satisfatério, visualizado pelo perfil cromatografico da coluna Sephasil
Peptide C;3, onde a toxina foi eluida com um pico cromatogrifico no gradiente com
acetonitrila (77%). Este material apresentou atividade citotoxica apds a sua aplicagdo em
cultura de células.

A capacidade da toxina ST-L se desagregar e apresentar um novo perfil em coluna de
exclusdo molecular reforca a semelhanga desta com as toxinas termoestdveis, relatadas na
revisdo de Hasegawa & Shimonishi (2005), que apresentam residuos de cisteina em uma
regido conservada entre diferentes toxinas termoestaveis conhecidas.

Na tentativa da visualizacdo da pureza do material obtido no pico cromatogréfico das
colunas das duas etapas cromatogréficas, foram utilizadas anélises eletroforéticas (SDS-PAGE
e Tricina SDS-PAGE), ambos com alta concentracdo de acrilamida, com a utiliza¢do ou nio de

uréia e cloreto de sddio na amostra. E a coloragdo com prata, pois este € um método sensivel
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que detecta proteinas em baixa concentragdo. Infelizmente ndo foi possivel a visualizacdo de
banda protéica no tamanho esperado para a ST-L; mesmo com uma concentragdo de prata
cinco vezes maior (1%) conforme descrito por Dubreuil et al., (1991), que também
trabalhavam com uma toxina de baixo peso molecular. Uma explica¢do para o fato seria a
pequena concentracdo de proteinas, insuficiente para sua observagdo no gel, ou que esta niao
conseguiu entrar na malha do gel pela sua alta facilidade agregativa em solucdo. Na tentativa
de visualizar a toxina purificada na eletroforese, foi realizado a carboximetilacio e alquilacdo
para evitar a formagdo dos possiveis agregados ou ainda a resisténcia da toxina aos corantes
utilizados, o que ja foi reportado por Alderete & Robertson (1978), que também avaliavam
uma toxina termoestdvel de E.coli. Felizmente conseguimos obter, embora em pequena
quantidade, uma ST-L eletroforeticamente com alto grau de pureza, comprovada quando
analisada em eletroforese 2D, onde verificamos a presenca de um uUnico “spot” de proteina.

A ST-L purificada apresentou ponto isoelétrico (pI) de 6.19 e massa em torno de 2kDa.
Dreyfus et al., (1983) estudaram as propriedades fisico-quimicas da enterotoxina termoestdvel
produzida por E. coli, isoladas de diferentes origens e observaram que os pls das STs variavam
somente entre 3,88 a 4,08. Nossos dados sugerem mais uma vez que a ST-L difere em
estrutura quimica de outras enterotoxinas termoestaveis (STs) conhecidas.

Para a quantificagdo da concentragdo da ST-L, seguiu-se a metodologia de Bradford
(1976). A obter melhores resultados na realiza¢do da curva padrdo, foi necessario utilizar um
peptideo de baixo peso molecular, a insulina, que apresenta um peso de aproximandamente
6kDa ao invés da comparacdio com a curva padrdo de albumina bovina (BSA), mais
comumente utilizada. Nao foram encontrados resultados quantitativos de toxina (dados nao
apresentados), possivelmente porque a ST-L possui baixo peso molecular o que inviabilizou a
comparacio com a curva de BSA.

A exposi¢do das enterotoxinas de E. coli (Dubreuil et al., 1991), K. pnemoniae
(Klipstein & Engert, 1976), e E. cloacae (Klipstein & Engert, 1976) a temperaturas de 100°C
por 30 minutos ndo inibe sua atividade bioldgica. Quando a toxina ST-L foi aquecida a 60 ou
100°C por 30 minutos, também foi observada termoestabilidade similar. As toxinas
termolabeis (LT) de E. coli sdo sensiveis ao tratamento com acidos (Mitchell et al., 1974),

porém a STb de E. coli é resistente a pH édcidos, e ndo a pH alcalinos (Dubreuil, 1999). Nossos
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resultados mostraram que a toxina ST-L de E.coli é estivel em pH 4cido e em pH neutro-
alcalino assim como apds tratamento com agente redutor. A atividade biol6gica da STb de
ETEC € sensivel ao tratamento com tripsina (Fujii et al., 1991), assim como a citotoxina de E.
cloacae descrita por Barnes et al., (1997). Entretanto, nenhuma das enzimas proteoliticas
testadas inibiu a atividade bioldgica da ST-L, sugerindo que o peptideo ndo possua os sitios de
clivagem para as enzimas testadas ou porque as enzimas testadas se tratavam de
endopeptidases e assim como nas STas ja descritas, a estabilidade da molécula impediu a
atividade destas enzimas.

A atividade citotoxica também ndo foi alterada apds tratamento com solventes
organicos, como o metanol e acetona além de soltvel nestes compostos, o que demonstra mais
uma vez a similaridade com as STas. Alderete & Robertson (1979) descreveram que a
solubilidade em acetona sugere carater hidrofébico da molécula de ST.

A oxidacdo por periodato de sodio € amplamente utilizada para a determinacdo de
carboidratos (Alderete & Robertson, 1978; Bhuiyan et al., 1995). Quando a ST-L foi
submetida ao tratamento com esse agente, verificou-se que ndo houve alteracdo na atividade
citotoxica, o que sugere que a molécula nio seja composta por acucares, assim como a STa
isolada por Alderete & Robertson (1978).

As atividades citotoxicas da ST-L foram avaliadas em diferentes células para verificar
se a toxina atua em linhagens celulares de diferentes origens. Em células Vero, comecamos a
visualizar o efeito, em microscépio invertido, apds aproximadamente 6 horas da aplicacdo da
toxina; em outras linhagens como HEp-2, CaCo-2 e HT-29 os efeitos iniciaram-se apds 4
horas de incubagdo com a toxina, apresentando seus efeitos citotoxicos até 24 horas apds,
como pode ser visualizado na figura 4. Outras linhagem como CHO, HeLa, NCI, FEG, MDK
também apresentaram efeitos citotoxicos com a toxina ST-L em até 24 horas (dados ndo
apresentados).

Demonstrada a suscetibilidade de varias linhagens celulares a ST-L, utilizamos as
linhagens Vero, HEp-2 e duas linhagens intestinais: CaCo-2 e HT-29 para a realizacdo dos
testes de viabilidade, objetivando a confirmacdo e a caracterizacdo do efeito induzido pela
toxina estudada. Testes de viabilidade celular realizados como o corante supra vital Vermelho

Neutro em culturas de células mostraram o comprometimento celular provocado pela toxina,
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com uma queda significativa das células vidveis a partir de poucas horas apds a inoculag¢do da
ST-L, principalmente nas células HEp-2, enquanto que as células Vero precisam de
concentracdes maiores da ST-L para atingir a mesma porcentagem de sobrevivéncia celular,
resultado demonstrado na figuras 5 e 6.

Foi empregado o teste da lactato desidrogenase, figura 7, o qual demonstra a presenca
desta enzima no meio extracelular, indicando a presenca de danos ocorridos nas membranas
celulares eucaridticas e o teste de MTT, figura 8, o qual verifica a integridade mitocondrial.
Através destas andlises foi observada uma queda significativa das células vidveis quando
comparadas com as células controle. O teste de liberagdo de LDH realizado com células HEp-
2 demonstrou a capacidade da toxina ST-L de E.coli em lisar as membrana. destas células in
vitro. O comprometimento das mitocondrias, o que levaria a um estresse oxidativo gerado pela
producdo de radicais negativos dentro da célula, foi demonstrado pelo teste de MTT, revelando
que a toxina purificada causou a perda da funcionalidade e da atividade mitocondrial. Os
testes de coloracao diferencial demonstraram, nas figuras 10 e 11, uma expressiva modificacdo
morfoldgica celular e nuclear causada pela ST-L sobre as células de cultura. Estes ensaios
confirmam a perda de viabilidade das culturas celulares apds a aplicacdo da toxina,
apresentando efeito citotoxico, fato ainda ndo descrito para nenhuma outra toxina STa descrita
para E.coli.

Para a confirmagdo e comparacdo com outras enterotoxinas conhecidas, foi efetuado
teste de PCR com primers especificos para ST, STa, STb, STh, STp, diferentes dos usados no
trabalho anterior por Ribeiro (2006). Sabendo que as toxinas termoestdveis apresentam
similaridade nas seqiiéncias de aminodcidos, e para escolha dos primers, foi realizado o
alinhamento destes com o gene completo de est (M25607) para que estes apresentassem
pontos distintos de anelamento em toda extensdo do gene; para isto foi utilizado o programa
ClustalW e BioEdit (dados ndo apresentados) dando preferéncia para a regido gé€nica que
sintetiza a molécula madura de ST, que apresenta uma regido conservada com a presenga de
residuos de cisteina que formam posteriormente pontes dissulfeto que oferecem a estabilidade
necessdria para a molécula (Creighton, 1978; Jaenicke, 1987), e que também é a regidao
receptora no sitio de acdo da toxina no hospedeiro. Os resultados do PCR foram confirmados

pelo sequenciamento gé€nico, e a sequéncia obtida da amplificacdo com a amostra em estudo
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apresentou alta identidade (96%) com as sequéncias ja conhecidas de ST, em especial STa2,
toxina isolada de humanos por Aimoto et al., (1982). Confirmamos também que assim como o
gene estA o gene codificante da toxina ST-L estd presente no plasmideo da bactéria, e
apresenta genes de resisténcia a antibidticos (ampicilina, streptomicina e tetraciclina) fato
também encontrado nas toxinas termoestdveis de E.coli (Harnett & Gyles, 1985; Echeverria et
al., 1985). Mas ndo foi possivel determinar apenas pelo sequenciamento a regido génica que
apresenta a atividade citotoxica para a ST-L.

Os ensaios bioldgicos de alca ligada em coelhos demonstraram resultados negativos
para acimulo de fluidos e efeitos histolégicos € em microscopia eletronica de varredura
(dados ndao mostrados) com a ST-LL em 18 horas de inoculac@o. Este teste foi realizado
conforme protocolo utilizado por Blanco & Blanco (1993) e por Moon et al., (1971) que
descreve que as vilosidades se apresentavam indiferenciadas e sem efeito comparadas com os
controles com tampao fosfato. Entretanto, Kamaras e Murrell em 2001, que realizaram ensaios
com STa em tempos inferiores de inoculacio (de 2 a 6 horas), revelaram que os enterdcitos do
duodeno e jejuno em apenas 2 horas e no ileo, apds 4 horas, apresentaram algum dano nas
extremidades das vilosidades intestinais. Provalvemente a ST-L também tenha a necessidade
de ensaio com menor tempo de incubag¢do com a toxina para demonstrar resultados positivos.
Takeda et al,. (1979) realizaram testes de alca ligada de ratos, demonstrando que a STa
apresenta acimulo de liquidos em 3 horas de ensaio e ocorre decréscimo do acimulo apds 5
horas de ensaio.

Assim, os resultados demonstram que a toxina em estudo apresenta algumas regides de
similaridade com as STs ja conhecidas, principalmente com a STa2, o que é confirmado nos
testes de atividade in vivo, pois a ST-L € positiva nos testes em camundongos recém-nascidos
em trés horas, assim como a STa. Além disso, a massa molecular em torno de 2kDa e seu pl
sugerem que esta enterotoxina deva ser diferente das decritas, e, ainda, podemos ressaltar que
as trés formas de enterotoxinas termoestaveis, produzidas por E. coli diarreiogé€nicas nio t€ém
atividade citotoxica, assim como a apresentada pela ST-L descrita neste estudo.

Portanto € de grande importancia uma andlise estrutural deste peptideo para o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos nas atividades biolégicas apresentadas por esta

toxina: enterotoxicidade e citotoxicidade.
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CONCLUSAO

A toxina ST-L produzida por Escherichia coli isoladas de dgua de consumo apresenta
atividade enterotdxica, por teste de camundongos recém nascidos, porém sem atividade em

ensaio de alca ligada de intestino de coelhos em 18 horas;

A toxina ST-L termoestdvel é também resistente a diferentes pHs, a tratamento a
diferentes enzimas proteoliticas, periodato de so6dio e também resistente e solivel em

solventes orgéanicos;

A ST-L purificada pela eletroforese em 2D mostrou ser uma toxina de peso molecular

de aproximadamente 2kDa e com pl de 6,19;

Quanto aos efeitos citotoxicos, verificamos que a toxina causou lesdo na membrana
celular, comprometimento mitocondrial, diminui¢do da quantidade de células e perda de
viabilidade lisossomal, bem como alteracdes morfoldgicas e nucleares visualizadas por testes

colorimétricos;

Estudos moleculares mostraram sua semelhanca com a regido conservada entre as
toxinas termoestdveis, no entanto nao foi possivel pelos estudos moleculares determinar a

regido ativa para atividade citotoxica na molecular da ST-L;
A ST-L é uma enterotoxina com atividade citotoxica que difere das enterotoxinas

termoestaveis descritas até o momento, sendo um possivel fator de viruléncia para Escherichia

coli.
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