CAPITULO 2

Deteccao das Actividades Citoliticas ou
Citotoxicas

Pesquisou-se, no meio de incubacdo do complexo nematobacteriano, 0s
eventuais factores solUveis excretados pelo par simbionte que poderiam possuir
um efeito sobre as células imunocompetentes dos insectos, os hemaocitos. Varios
efeitos foram evidenciados que serdo detalhados na primeira parte deste
capitulo. De seguida, pesquisdmos qual dos dois parceiros da simbiose, o
nematodo ou a bactéria, estava na origem da producdo de alguns daqueles
factores. Enfim, alguns dos factores bacterianos foram caracterizados dado que

foi sobre eles que 0 seguimento do trabalho foi conduzido.

2.1. Complexo simbionte holoxénico e monoxénico

As condi¢des em que se fez a producdo do complexo simbionte holoxénico e
monoxénico, Steinernema carpocapsae-Xenorhabdus nematophila, revelaram-se
muito satisfatérias e reprodutiveis na qualidade e quantidade dos nematodos
obtidos. A desinfeccdo em superficie dos nematodos e o isolamento da bactéria
simbionte (Material e Métodos; 1.2.2. e 1.2.3.) mostraram que sao metodologias
reprodutiveis quanto aos resultados esperados. Com efeito, estes procedimentos
permitiram obter nematodos holoxénicos em grande quantidade e o isolamento e
identificacdo da bactéria em NBTA é segura e fiavel, dada a facilidade com que

se obtém as coldnias azuis da Fase I.

Nestas condic¢fes, a partir da constatagdo de que o nematodo se encontrava

monoxénico, tanto em exame microscopio das culturas como por crescimento das
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colénias bacterianas em NA e/ou NBTA, realizaram-se 0s ensaios com grande

margem de seguranca e confianca no material bioldgico.

2.1.1. Deteccdo da actividade citolitica/citotéxica sobre
hemocitos

Os filtrados dos sobrenadantes dos meios de incubacdo do complexo
simbionte, holoxénico e/ou monoxénico, (NMTH e NTSB) apresentaram actividade
citolitica contra monocamadas de hemdcitos de insectos. Foi possivel detectar
esta actividade pela constatacédo de que, quando colocados em presenca daqueles

sobrenadantes, os hemocitos revelavam uma mortalidade bastante acentuada.

Com efeito, quando o tampao fosfato salino ou 0 meio G3, respectivamente,
das monocamadas extemporéaneas, das culturas primarias de hemocitos ou das
células SI2b, era substituido pelos filtrados dos sobrenadantes das culturas do
complexo nematobacteriano, observou-se que a mortalidade celular e/ou necrose
celular, avaliada pelo ensaio da exclusdo do azul Trypan, era muito importante.
De facto, decorrida uma hora de incubacéo, todas as células se encontravam
profundamente alteradas, com vacuolizacdo acentuada, turgidas e necrosadas,
com o nucleo corado de azul. Em alguns ensaios, a observacdo em microscopia
fotonica revelou a destruicéo pura e simples dos hemacitos aparecendo as poucas
células ainda presentes, com aspecto ainda digno desse nome, com 0 nucleo
corado de azul. A exploracdo das preparacbes revelou sistematicamente a
existéncia de uma mortalidade celular generalizada e total onde era possivel
observar, nos casos mais drasticos, intensa flocolacdo de restos de células a
deriva no meio de montagem entre lamina e lamela. Inversamente, nos ensaios
testemunha, designadamente, aqueles em que foram utilizados os meios de
cultura onde nao tinha sido incubado o complexo simbionte, n&o se observou

mortalidade hemocitaria/celular.

Acrescenta-se que os filtrados dos sobrenadantes apresentavam, além da
citolise e citotoxicidade, actividades enzimaticas do tipo proteasica, lipasica e
fosfolipasica ou lecitindsica e, além destas, foram encontrados niveis de
endotoxinas ou LPS significativos. Decorrente da estratégia de pesquisa
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delineada foi decidido, em primeiro lugar, pesquisar as melhores condicbes de
producao, pelo complexo nematobacteriano, do(s) factor(es) de citotoxicidade
contra hemdcitos de insectos lepiddpteros; em segundo lugar, estudar a cinética
de producao dos metabolitos responsaveis pelas diferentes actividades bioldgicas
e enzimaticas, em terceiro lugar, separar cromatograficamente os factores
responsaveis pela actividade citolitica e citotoxica e, por ultimo, identificar e

caracterizar molecularmente os metabolitos envolvidos.

2.1.2. Cinética de producdo dos factores com actividades
citotoxica e enzimatica nos filtrados dos
sobrenadantes dos meios de cultura do complexo
simbionte

Os neméatodos desenvolveram-se muito bem em qualquer um dos meios
utilizados, NMTH ou NrsB. Ao fim de 812 h de incuba¢éo todos os nematodos
tinham perdido a sua cuticula supranumeraria e observou-se um
desenvolvimento progressivo e harmonioso destes vermes sem se constatar a
menor anomalia relacionada com a viabilidade pois nunca existiram registos

relacionados com a sua mortalidade.

A Tabela VI mostra a cinética de producéo dos factores com actividades
citolitica/citotdxica e enzimatica (proteésica) de dois sobrenadantes de cultura do
complexo simbionte holoxénico e/ou monoxénico (NMTH e NTSB). A percentagem
de mortalidade total, a que se referem os resultados desta tabela, sdo os
calculados em ensaios sobre monocamada de hemdcitos de G. mellonella. No
entanto, os ensaios efectuados sobre monocamadas de hemdcitos de M. unipuncta
e S. littoralis revelam o0 mesmo tipo e nivel de citotoxicidade com percentagens de

mortalidade muito semelhantes.

O resultado mais relevante é o da detec¢do da actividade citotdxica com
inicio as 24-27 h pos-incubacdo atingindo o seu maximo a partir das 36-39 h.

Este patamar maximo de actividade mantém-se, no minimo, até as 60 h.
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Quanto a deteccdo da actividade proteasica, constata-se que existem dois
picos de producédo em funcdo do tempo de cultura. O primeiro expressa-se entre
as 24 e 30 h de incubacéo, iniciando-se o0 segundo a partir das 40 h. Este segundo
pico esta sobreposto com o maximo de actividade citotoxica. De notar que
enquanto a esta actividade se mantém no sobrenadante até, pelo menos, as 60 h,
a actividade proteasica, por seu lado, apresenta um decréscimo acentuado a
partir das 50 h.

A Tabela VII, por sua vez, fornece os resultados da avaliacdo da
citotoxicidade dos NMTH e NTSB, entre as 39 e 60 h poés-incubagdo do complexo
simbionte, em funcéo da diluicdo. Neste quadro pode observar-se qual a maxima
diluicdo em que ainda foi possivel quantificar a percentagem de mortalidade do

efeito citotoxico.

Pela analise comparativa das Tabelas VI e VII observa-se que existe uma
producao de factores citotdxicos a partir das 24-27 h de incubacao qualquer que
seja 0 meio considerado. Parece poder inferir-se que estes factores sao
cumulativamente produzidos ao longo do tempo. Com efeito, é possivel observar e
guantificar percentagens de mortalidade superiores a 10% a medida que o0s
sobrenadantes de cultura suportam um aumento cada vez maior das diluigées.
Assim, as 39 h de incubacéo, os sobrenadantes apresentam uma mortalidade de
100% mas sé € possivel efectuar uma diluicdo de 1/8 com cerca de 12% de
mortalidade hemocitaria. Por sua vez, o mesmo meio as 48 e 51 h de incubacéo,
origina um sobrenadante que ja suporta uma diluicdo de 1/64 para a qual é

possivel obter um valor médio préximo de 20% de mortalidade.

As Tabelas VIII e IX apresentam, respectivamente, a citotoxicidade média,
guantificada em percentagem de mortalidade contra hemocitos de G. mellonella e
M. unipuncta, do NMTH em funcao de dois parametros: diluicdo do NMTH e tempo
de incubacdo com as monocamadas de hemocitos. Os resultados conjugados
permitem inferir que i) é possivel diluir oito vezes o sobrenadante e observar,
ainda, 100% de mortalidade hemocitaria. A diluicdo 1:64 possui uma actividade
citotoxica responsavel por uma mortalidade celular na ordem de 17%-21% e que
1) esta actividade faz sentir os seus efeitos cumulativos ao bngo do tempo de
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incubacdo com as células, ou seja, a medida que o tempo de incubacdo aumenta

h& um namero cada vez maior de hemacitos que morrem.

Tabela VI

Cinética de producéo dos factores citotoxicos e protedsicos, nos sobrenadantes
das culturas NMTH e NTsB, em funcdo do tempo de incubagdo do complexo
simbionte monoxénico

NMTH NTSB
Tempot? % Actividade % Actividade
(horas) Mortalidade Proteasica® Mortalidade Proteasicas3
2 2
0-12 0 0 0 0
15 0 0 0 0
18 0 80+5,5 0 0
21 0 116+7,5 0 7515,0
24 16,248,0 380+7,5 0 175+7,5
27 47,8+3,3 650+17,5 27,614,1 225+10,0
30 68,6+4,8 650+25,0 55,1+6,3 525+17,5
33 86,4+10,8 82+7,5 77,246,1 50+5,0
36 100 4 50+10 97,3+12,6 25+5,0
39 100 4 15004150 100 4 1000+£100
42 100 4 8500+250 100 4 6000+500
45 100 4 >10000 100 4 8000+500
48 100 4 >10000 100 4 >10000
51 100 4 >10000 100 4 >10000
60 100 4 4250+100 100 4 2850150

1 Tempo de cultura do complexo simbionte em MTH e TSB

2 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemdcitos de G. mellonella (Médiatdesvio padrao; n=6)

3 Unidades equivalentes de actividade proteasica da tripsina (Ueq). Uma solugédo de tripsina a 1 mg/mL possui 10000 U unidades de actividade
protedsica (unidade definida para a tripsina pela Comissédo Enzimatica EC3.4.21.4)

4 Sobrenadantes com 1,0 unidade de actividade hemolitica (UAH)

Além destes efeitos citotoxicos, revelados e caracterizados pelo ensaio da
exclusdo do azul Trypan, notou-se que existem numerosas células nédo aderentes
a superficie do suporte de montagem. Este efeito, era mais evidente quando se

observavam o0s hemdcitos incubados em funcdo do tempo ou da diluicdo do



32 Parte — Resultados (Capitulo 2) 118

sobrenadante. No primeiro caso, entre os 15min e os 45 min po6s incubacao
nota-se 0 aumento da mortalidade mas constata-se que existe um numero cada
vez maior de células descoladas e a flutuar no meio de montagem. De igual modo,
para diluicbes intermédias situadas entre 1/16 e 1/64 também se observou o
fendmeno de hemdcitos redondos e descolados do suporte. No entanto, tanto num
caso como noutro as células ndo se encontravam azuis. Postulou-se, na ocasiéo, a
eventualidade de se tratarem de efeitos intermédios da actividade citolitica ou de

um outro factor de citotoxicidade.

Tabela VII
Citotoxicidade dos sobrenadantes das culturas NMTH e NTsSB, em funcédo do
tempo de incubacéo do complexo simbionte monoxénico e da diluicdo

NMTH NTsB

Tempot? Diluicao? % Total de Diluicao?2 % Total de

(horas) Mortaglidade Mortaglidade
39 1/8 12,3154 1/4 11,3+6,0
42 1/32 9,8+4,4 1/32 10,1+5,6
45 1/32 16,5+3,4 1/32 15,0+3,7
48 1/64 18,7+6,1 1/64 19,3+3,5
51 1/64 19,5+11,1 1/64 17,8+9,9
60 1/64 17,348,2 1/64 15,0+5,6

1 Tempo de incubacdo do complexo simbionte nos meios de cultura

2 Diluicdo méxima do sobrenadante do meio de cultura em que foi possivel detectar e quantificar a percentagem de mortalidade. A diluicdo
seguinte ndo apresenta mortalidade ou esta é vestigial, <2%.

3 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemécitos de G. mellonella (Médiatdesvio padréo; n=4)
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Tabela VIII

Citotoxicidade dos sobrenadantes das

culturas do

monoxénico (NMTH)em func¢éo da diluicdo em PBS

complexo simbionte

Diluicbes? % de Mortalidade total de
(NMTH) hemodcitos?
1/2 100 a 100 b
1/4 100 100
1/8 100 100
1/16 89,6+5,9 93,2+2,1
1/32 45,0+20,6 52,1+4,6
1/64 17,6£12,5 21,4+3,3
1/128 <2 <5
1/256 <2 <2
Testemunhas <2 <2

1 Dilui¢ées em PBS do NMTH

2 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemdécitos de a) M. unipuncta e b) G. mellonella, (Médiatdesvio padréo; n=30)

3 Meio estéril, ndo incubado e diluido em PBS (1:1)

Tabela IX

Citotoxicidade dos sobrenadantes das

culturas do

complexo simbionte

monoxénico (NMTH) em funcéo do tempo de incubag&o com os hemocitos

Tempo de Incubacéao
em NMTH1 (min)

% de Mortalidade total

de hemocitos?

15

30

45

60
Testemunhas

3,0+1,82

31,4+2,2

78,7+3,1
100
<2

50£2,1b

43,3+3,8

80,8+7,1
100
<2

1 NMTH diluido 1/4 em PBS

2 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemécitos de a) M. unipuncta e b) G. mellonella, (Médiatdesvio padréo; n=30)

3 Meio estéril diluido em PBS (1:1)
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2.1.3. Anélise cromatografica dos sobrenadantes dos meios de
cultura do complexo simbionte

A Fig.13 mostra o fluxograma da separacdo cromatografica dos factores
com actividades bioldgica e enzimatica detectadas nos sobrenadantes de cultura
de complexo simbionte, respectivamente, NMTH e NTSB. Por sua vez, 0S
Cromatogramas 1 e 2 representam os correspondentes perfis das cromatografias

de troca anidnica (Mono Q 5/5).

10 mL de NMTH ou 10 mL de NTsB
PD10
(Equilibrio e eluigdo em TF 10 mM; pH 8,0) (14 mL)

Mono Q 5/5
(Equilibrio em TF 10 mM; pH 8,0. Eluicdo TF 10 mM com 1 M de NacCl;
pH 8,0

17
Ensaios de citotoxicidade e descolamento de hemdcitos

Y

Separacdo das amostras com actividade Citotoxica e
Proteasica/Descolamento de Hemacitos

Fig. 13 — Fluxograma da separacgdo cromatografica dos factores com actividade citotdxica e
protedsica existentes nos sobrenadantes de cultura do complexo simbionte (NMTH e NTSB). As
fracgBes com actividades bioldgicas e enzimaticas, depois de cromatograficamente separadas uma
da outra, séo individualmente congeladas em azoto liquido e liofilizadas.

A analise destes cromatogramas revelou que as fracgdes com actividade
citotoxica/citolitica se encontravam muito bem separadas das fraccdes com
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actividades proteasicas, designadamente, da principal fraccdo responsavel pelo

descolamento de hemocitos.

De acordo com a metodologia seguida, as actividades bioldgicas e
enzimaticas, foram pesquisadas em todas as frac¢cdes das cromatografias. As
actividades bioldgicas foram testadas sobre monocamadas de hemdcitos e
identificaram-se fraccbes responsaveis pela mortalidade celular. A pesquisa das
actividades enzimaticas também revelou a existéncia de fracgdes positivas,

designadamente, quanto a actividade protedsica.

2.1.3.1. Actividade Citolitica/Citotoxica

As analises aos perfis cromatograficos (Cromatogramas. 1 e 2) revelaram
gue, na zona da eluicdo do gradiente correspondente a 160-180 mM de NacCl,
foram identificadas trés fraccGes responsaveis pela morte celular. Com efeito, foi
possivel desenhar um pico de actividade citotoxica em que, pelo menos, uma das

fraccOes era responsavel pela mortalidade total das células.

A Tabela X apresenta os resultados da quantificagdo da citotoxicidade
diferencial da fraccdo responsavel por 100% de mortalidade hemocitaria, em
funcdo da duracdo do tempo de incubacdo. As testemunhas foram as fraccdes
imediatamente vizinhas das que apresentavam o efeito citolitico. Como
facilmente se pode constatar, os plasmatécitos e os granulécitos, nao

apresentaram a mesma sensibilidade aos factores citotdxicos.

A andlise dos resultados inseridos na Tabela XI, em que a citotoxicidade
esta expressa em funcao do aumento do factor de diluicdo em PBS, torna evidente
qgue sao os hemdcitos granulares ou granulécitos as células mais sensiveis e as
células esféricas as menos atingidos pela mortalidade. Este facto € mais evidente
a medida que se diminui o factor de dilui¢cdo da fracgdo activa. Nas dilui¢cbes em
gue o factor é mais elevado (1/64 e superiores), 0s hemacitos apresentaram-se com
0 seu aspecto normal, ndo corados pelo azul Trypan, podendo ser comparados com
as células dos ensaios testemunha, (Fig. 14a). Apés incubacéo nas dilui¢des 1/34,
alguns hemocitos, em especial, os granulécitos, apareciam como células

arredondadas, com o citoplasma vacuolizado e também coradas pelo azul Trypan.
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Os vacuolos encontravam-se localizados nas proximidades do nucleo sugerindo

gue poderiam ter tido a sua origem nas dilatac¢Oes das cisternas perinucleares.

Tabela X

Sensibilidade diferencial dos hemocitos de M. unipuncta e G. mellonella as
fraccBes citotdxicas das cromatografias Mono Q 5/5 de NMTH em funcao do tempo
de incubacéo

Tempo de incubacéao % de Mortalidade diferencial de
(min)1 hemocitos?
Granuldcitos Plasmatocitos
15 424202 /27+1,0b <la/<lb
30 45,4+3,8 / 39,7+4,9 13,8+1,3/12,5+1,1
45 95,2+3,9/91,545,1 71,745,2 / 65,6+3,8
60 100/ 100 100/ 100
Testemunha <1 <1

1 Tempo de incubagdo dos hemdcitos de a) M. unipuncta e b) G. mellonella com as fracgdes citotéxicas das cromatografias Mono Q 5/5 dos
sobrenadantes de cultura de NMTH

2 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade diferencial de hemécitos (Médiatdesvio padréo; n=5).

Tabela Xl
Sensibilidade dos diferentes tipos de hemacitos de M. unipuncta e G. mellonella
as fracgdes com actividade citotoxica das cromatografias Mono Q 5/5 de NMTH

Diluicdes de % de Mortalidade
NMTH em diferencial de hemdcitos?2
PBS!
Granuldécitos Plasmatoécitos  Células esféricas
1/2 1002a/100 b 1002a/100 b 100a/100 b
1/4 100/ 100 100/ 100 60,0+8,8 / 53,5+4,2
1/8 67,319,3/ 21,0+1,9/ 3,3+0,1/ 1,3+0,2
65,1+10,3 20,7+1,2
1/16 20,1+1,1/25,6£1,3 2,740,6 / 3,3t1,5 <2
1/32 3,3+0,3/4,2+1,6 <2 NT
1/64 <2 <2 NT
1/128 <? <? NT
Testemunha <2 <2 <2

1 Diluicées em PBS das frac¢des cromatogréaficas com actividade citotéxica. Cromatografias Mono Q 5/5 dos sobrenadantes de cultura de NMTH
2 citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade diferencial de hemécitos de a) M. unipuncta e b) G. mellonella,
(Médiatdesvio padréo; n=10)
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Fig. 14 — Actividade citotéxica do meio de incubagdo NMTH ou das frac¢des das
cromatografia Mono Q 5/5. As monocamadas de hemdcitos foram incubadas durante 1 hora e
observadas sob contraste de fase. Em a as células que servem de testemunhas incubaram com o
meio MTH nativo e estéril, ndo incubado com o complexo nematobacteriano. Os Plasmatécitos
apresentam o0 seu comportamento fibroblastico (PI) com lamelipodia (seta grande). Os
Granul6citos sao células redondas, com a periferia refringente e finos filipodia. Em b as células
incubaram com a fraccdo activa da cromatografia Mono Q do NMTH diluida 1/16 em PBS. Os
Granulédcitos apresentam-se vacuolizados e os vacUolos parecem estar em contacto com o nucleo.
Em c a incubacdo das células foi feita na mesma fraccdo diluida 1/8 e os vaclolos comecam a
aparecer nos Plasmatécitos. Em d e e as diluicdes sdo de 1/4 e 1/2, respectivamente, e 0s
hemdcitos sao células tlrgidas e observam-se numerosos restos celulares.

Outros hemacitos, em particular, os plasmatocitos, ndo apresentavam estas
modificacdes e também né&o estavam corados pelo azul Trypan sendo, por isso,

consideradas como células viaveis, (Fig. 14b).
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Com a diminuicdo do factor de diluicdo para 1/16 (Fig.14c) os efeitos
citotéxicos comecaram a ser mais evidentes nos granulécitos, com mortalidade na
ordem de 20% e nos plasmatdcitos na de +3%, generalizando-se aos outros tipos
de células, designadamente, as células esféricas. Nas diluicbes 1/8 (Fig. 14d) os
vacuolos também ja eram bem evidentes nos plasmatocitos e a percentagem de
mortalidade destes hemocitos mostrava-se significativa, ascendendo a *21%,
enquanto que a dos granuldécitos era de +67%, (Tabela XI). Nas diluicdes de 1/4 o
namero e a dimensao dos vacuolos celulares aumentou significativamente em
todos os hemocitos. A maioria das células estavam mortas, com o nucleo corado
de azul e com aspecto que sugeria o de nucleos picnéticos, (Fig. 14e). Exceptuando
algumas células esféricas, cuja percentagem de mortalidade era de £60%, todos 0s
outros hemdcitos estavam mortos. Finalmente, na diluicdo 1/2, a percentagem de
mortalidade ascendia a 100%, os hemocitos estavam uniformemente
arredondados, vacuolizados e ndo era possivel distinguir os granulécitos dos

plasmatacitos, (Fig. 14f).

2.1.3.2. Actividade Proteasica ou de Descolamento de
Hemaocitos

A observacdo de que existiam hemdcitos descolados da superficie de
aderéncia, enquanto em contacto com 0s sobrenadantes dos meios de incubacgéo
do complexo simbionte, foi corroborada pelos resultados obtidos decorrentes do
ensaio de incubacdo das monocamadas de hemaocitos com as diferentes fraccbes
das cromatografias Mono Q 5/5 NMTH e NTSB.

As cromatografias de troca aniénica (Mono Q 5/5) dos sobrenadantes de
cultura NMTH e NTSB originaram fraccdes que apresentavam actividade de
descolamento sobre hemdcitos (Fig. 15a,b). Estas frac¢des obtém-se na eluicéo do
gradiente salino entre 440-480 mM de NaCl (Cromatogramas 1 e 2) e
apresentam, também, actividade proteasica na ordem de 62550 U, (unidades

equivalentes da actividade proteasica da tripsina).

Em primeiro lugar, na pesquisa da actividade de descolamento,
avaliaram-se os efeitos de todas as fracgdes das cromatografias sobre

monocamadas de hemdcitos e, em segundo lugar, efectuaram-se as deteccles das
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actividade enziméaticas, constatando-se que as fracgdes responsaveis pela indugéo
de desaderéncia celular possuiam actividade proteasica. Por ultimo, identificadas
as fraccOes responsaveis pelo descolamento, fizeram-se diluicbes em PBS (1:1) das
fraccbes positivas e calculou-se a correspondente percentagem diferencial de
desaderéncia em funcao do tempo de incubacgéo e os resultados estao expressos na
Tabela XI1. Nota-se que a actividade enzimatica induz o descolamento diferencial
de hemdcitos e é evidente que os plasmatdcitos sdo o alvo celular preferencial
(Fig. 15b). Com efeito, aos 60 min de incubacdo, mais de 80% das células
(granuldcitos + plasmatocitos) estdo descoladas sendo este ndmero,
maioritariamente, devido aos plasmatocitos (>60%).

Fig. 15 — Actividade de descolamento de hemécitos das fraccfes com actividade proteasica
obtidas das cromatografias Mono Q 5/5 do meio de incubacdo NMTH. Em a observam-se as
monocamadas de hemdcitos testemunha apresentam o aspecto normal, plasmatdcitos
fibroblasticos e granulécitos com numerosos filipodia. Apés 1 hora de incubagdo com as fraccoes
com actividade proteasica, diluidas 1/2 em PBS, nota-se que os plasmatdcitos ja ndo estdo
presentes e que os granuldcitos, em menor numero, perderam os filipodia.

Quando os hemacitos de insectos sdo incubados em PBS sobre laminas ou
lamelas de vidro as células aderem rapidamente a sua superficie e adquirem
formas bastante caracteristicas. Os plasmatocitos apresentam-se com amplas
formas fibroblasticas, ocupando uma extensa superficie com lamelas de
citoplasma bem desenvolvidas, enquanto que os granulécitos mantém a sua
forma arredondada caracteristica, envolvidos por curtos e numerosos filamentos

de citoplasma, (Fig. 15a).
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Nos ensaios in vitro em que se observaram os efeitos de descolamento os
hemdcitos, em particular, os plasmatdcitos e os granulécitos, vao perdendo o seu
perfil caracteristico de células com contornos irregulares, com a emissdo de
numerosos pseudopodes e filamentos citoplasmaticos e, ao fim de 30-45 min de
incubacdo, apresentavam-se arredondadas. No final do tempo consagrado a
incubacdo e apos a inversao das lamelas sobre as laminas escavadas, observou-se
gue um grande numero de células estavam desaderentes da lamela e
encontrando-se depositadas no fundo da concavidade da lamina. A percentagem
total de descolamento é da ordem de 80-90% sendo a maioria desta percentagem

devida aos plasmatocitos.

A Tabela XIlI mostra a percentagem diferencial de descolamento dos
hemdcitos de M. unipuncta e G. mellonella em func¢ao do tempo de incubagdo com
as fraccbes com actividade proteasica da cromatografia Mono Q 5/5 do
sobrenadante da cultura NMTH. De notar que, apés 30 e 60 min de incubacéao, o
calculo da percentagem de viabilidade do conjunto total destas células é bastante
elevada, respectivamente, de 98% e 95%. A observacdo das células mostra que
nao se encontram coradas pelo azul Trypan sendo, por isso, consideradas como
células vivas. Estes niveis de viabilidade sdo semelhantes aos das testemunhas
incubadas em PBS ou nas fracgdes contiguas da cromatografia isentas da
actividade. Os ensaios sobre hemdcitos de S. littoralis apresentam niveis de
descolamento celular total e diferencial semelhantes aos obtidos para

M. unipuncta e G. mellonella.

Na vertente da caracterizacdo dos factores responsaveis pelas actividades
proteasica e de descolamento de hemdcitos efectuou-se o estudo da sua resisténcia
a factores fisicos e a constatou-se que, apos dialise em membrana com 10 kDa,
tinham sido conservadas ambas as actividades. No entanto, a pesquisa da
resisténcia a temperatura mostrou que as iguais ou superiores a 45°C eram

totalmente limitante para ambas as actividades.

De assinalar, porém, que existe mais uma zona, no gradiente de eluicéo
salino, (Cromatograma 1), onde é possivel detectar tanto a actividade proteéasica
como a de descolamento de hemdcitos. No entanto, dados os niveis muito fracos

de ambas o seu estudo nao foi prosseguido.
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Cromatograma 1 — Perfil da cromatografia de troca aniénica Mono Q 5/5 NMTH, do meio
com 48 h de incubagdo do complexo nematobacteriano. A actividade citolitica e a de descolamento
de hemocitos correspondem a 100% de mortalidade e desaderéncia celular. A leitura da
absorvancia a 280 nm estad representada pela linha preta e avermelha configura o gradiente de
NaCl, com um fluxo de 20 mM/min entre 0-0,5M.



32 Parte — Resultados (Capitulo 2) 128

mmm Actividade citotoxica
mmm Aclividade proleasica e de
1 descolamento de hemocitos
A -1
A
b G
S r
0 a
3 d
‘_;; i
n 1{:
. t
::li e
d
a e
% N
A a
C
= 1
m (M)
0,2
ﬂ.
‘0

Cromatograma 2 — Perfil da cromatografia de troca anidnica Mono Q 5/5 NTSB, do meio
com 48 h de incubagdo do complexo nematobacteriano. A actividade citolitica e a de descolamento
de hemdcitos correspondem a 100% de mortalidade e desaderéncia celular. A leitura da
absorvancia a 214 nm estd representada pela linha vermelha e a azul configura o gradiente de
NaCl, com um fluxo de 20 mM/min entre 0-0,2M.
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Tabela XI1

Descolamento diferencial de hemocitos em fun¢éo do tempo de incubagédo com as
fraccdes com actividade proteasica das cromatografias Mono Q 5/5 de NMTH
(diluicao 1:1 em PBS)

Tempo % de Células
(minutos) descoladas?!
Granulocitos Plasmatocitos
0 <3
30 11,345,82/10,4+3,7 b 26,0+12,1 a/25,5+6,3 P
45 15,2+4,7 | 14,6£2,2 32,5+13,2/ 31,0+7,8
60 20,1+3,1/19,1+1,0 61,7+8,1 / 63,35,7
Testemunha? <2 <2

1 Percentagem diferencial de descolamento de hemécitos de a) M. unipuncta e b) G. mellonella, (Médiatdesvio padrédo; n=30)

2 Fracgdes cromatograficas contiguas sem actividade

2.1.3.3. Actividade Lipasica e Fosfolipasica/Lecitinasica

Apesar de, nos sobrenadantes de cultura do complexo simbionte, terem
sido detectadas as actividades lipasica e lecitinasica os ensaios elaborados sobre
as fraccbes com as actividades proteasicas (responsaveis pelo descolamento de
hemdcitos) e citoliticas/citotoxicas, revelaram que estas frac¢fes ndo possuem

guaisquer outras actividades.

2.1.3.4. Deteccao de endotoxinas/LPS

Foram detectados niveis idénticos e uniformes de endotoxinas ou LPS em
todas as fracgdes cromatograficas, incluindo as que néo possuiam actividades
biolégicas ou enziméticas, assim como, nas diferentes solugdes tampdao utilizadas
e nos meios de cultura testemunha onde né&o foi efectuada a incubacdo dos
nematodos. No entanto, ndo foi possivel associar a presenca de LPS com as
actividades estudadas porque, em nenhuma destas solu¢bes ou meios, foram
detectados quaisquer efeitos citoliticos/citotoxicos, descolamento/desaderéncia de
hemacitos ou actividades enzimaticas pesquisadas. Em resumo: nas testemunhas
negativas, isentas de quaisquer uma das actividades em estudo, foram sempre

detectados niveis de endotoxinas/LPS.



32 Parte — Resultados (Capitulo 2) 130

2.1.4. Perda das actividades com o tempo de conservacéao dos
nematodos holoxénicos e monoxénicos

Algumas observacgfes casuisticas permitiram constatar que a mortalidade
dos nematodos aumentava com o tempo de armazenamento. Este resultado,
porém, ndo foi objecto de quantificacdo no presente trabalho, mas foi tido em
conta nos momentos de decisdo sobre a eventual utilizacdo das populacbes
helminticas nos ensaios. Com base neste tipo de resultados foram efectuados
controlos complementares sobre a eventual perda da viruléncia ou da capacidade

de producéo dos metabolitos citotdxicos/citoliticos do par bactério-helmintico.

Estes controlos mostraram ter sido necessarios, dado que, na Tabela XIlI1,
esta expressa a perda de citotoxicidade dos sobrenadantes da cultura do complexo
simbionte em MTH (NMTH) dependente do tempo de armazenamento dos
nematodos. Com efeito, notou-se um decréscimo da citotoxicidade do

NMTH quando se efectuavam os ensaios sobre monocamadas de hemacitos.

Tabela XI11
Perda de Citotoxicidade dos sobrenadantes das culturas do complexo simbionte
monoxénico (NMTH) em funcéo do tempo de armazenamento dos nematodos

Tempo de armazenamento % de Mortalidade total
dos nematodos (meses) de hemdcitos?

Diluicéo 1/42 Diluicao 1/82

1 1003 1003

2 1003 1003

3 1003 1003

6 97,1+2,03 50,4+8,73
12 49,4+9,74 25,3+1,34
18 0% 0%

1 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemdcitos de G. mellonella (Médiatdesvio padréo)
2 Diluicdes do NMTH em PBS

3 Cinco observacdes independentes, (n=5)

4 Trés observagdes independentes, (n=3)

5 Uma Unica observacgao, (n=1)
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Esse decréscimo foi evidente quando se analisou a percentagem de
mortalidade hemocitaria consoante a dilui¢do do sobrenadante. Em consequéncia
foi decidido optimizar e uniformizar o intervalo de seguranca, aumentando a
confianca no material biolégico e, por conseguinte, evitar resultados menos
satisfatérios na producdo de metabolitos citoliticos/citotoxicos, nunca se
utilizaram nematodos cujo tempo de armazenamento excedia um més apos um
ciclo de parasitismo. No entanto, para a producdo dos sobrenadantes de cultura
destinados as cromatografias que conduziram a separacdo e estudo da
citolisina/citotoxina os nematodos foram utilizados imediatamente ap6s um ciclo
de parasitismo, (Material e Métodos; 1.2.1.) ou ap6s a obtencdo de nematodos

controladamente monoxénicos, (Material e Métodos; 1.4.).

2.1.5 Conclusao

Constatou-se que foram produzidas diferentes actividades citotoxicas sobre
hemdcitos de insectos, além de, varias actividades enzimaticas. Parece evidente
gue, todas as actividades encontradas, participam nos mecanismos de viruléncia
e conferem o poder entomopatogénico a este complexo. Em conformidade
tornou-se necessario conhecer um pouco melhor estes factores: Foi nesta Optica
gue o nosso trabalho prosseguiu e, antes de caracterizar e, eventualmente
purificar, os factores responsaveis pelas diferentes actividades, tornou-se
necessario definir com precisdo qual dos dois parceiros da simbiose os tinha

produzido.

2.2. Factores produzidos por S. carpocapsae axénico

Os nematodos axénicos foram obtidos em grande quantidade, o controlo da
axenia mostrou ser eficaz, dado que, ndo se observou crescimento bacteriano nos
meios de cultura liquidos MTH, LB e TSB, nas geloses de agar nutritivo ou em

NBTA e, por isso, puderam efectuar-se os ensaios com seguranga e fiabilidade.
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2.2.1. Deteccao da actividade citolitica/citotoxica sobre
hemaocitos

Os resultados mostraram que 0os nematodos axénicos néo se desenvolveram
in vitro em nenhum dos meios utilizados (SCMTH ou ScTSB). Os sobrenadantes
dos meios de cultura do nematodo axénico ndo apresentaram qualquer uma das
actividades citotoxica/citolitica, descolamento de hemdcitos ou enzimaticas
pesquisadas a nao ser num caso particular em que se obteve actividade
proteasica fraca. De facto, quando se pesquisou esta actividade, nos
sobrenadantes da cultura onde incubou uma populacdo heterogénea de
nematodos axénicos com varios estados larvares, observou-se a deteccdo de
actividade proteasica, na ordem de 75+15 U (unidades equivalentes de actividade
proteasica da tripsina) para incubacdes que, em média, duraram 192 h, (8 dias).
Observou-se, também, que as larvas do quarto estado e os adultos iam morrendo

ao longo do tempo de incubacéao.

No entanto, quando a incubacéo se fez somente com nematodos no estado
de juvenis infectantes, os sobrenadantes dos meios cultura ndo apresentaram
nenhuma actividade biol6gica ou enzimatica detectavel pelos métodos utilizados.
Este resultado é corroborado pela observacao de que os nematodos ndo perderam
a sua cuticula supranumeraria e, por isso, nem sequer se desenvolveram

mantendo-se no estado de resisténcia trofica.

2.3. Factores produzidos por X. nematophila

A metodologia para a obtengcdo de X. nematophila (Material e Métodos;
1.2.3.) revelou-se fiavel e reprodutivel dada a facilidade com que se obtiveram as
colénias azuis da fase I. A este resultado acrescentou-se a facilidade experimental
gue relevou do facto de existir uma estirpe de X. nematophila, denominada F1/1,
isolada do nematodo S.carpocapsae e caracterizada no Laboratério de

acolhimento em Franca.
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2.3.1. Obtencéo e optimizacdo de um teste para a deteccéao
rapida das actividades citolitica e citotoxica: Hemoélise
em meio liquido

Com o avancar dos estudos tornou-se premente a pesquisa de um método
alternativo a deteccdo da necrose celular por citélise/citotoxicidade recorrendo a
monocamadas de hemdcitos. Este método, embora insubstituivel, revelou-se
pesado pela manipulacdo cuidada e demorada que exigia e, por conseguinte,
fastidioso e lento, nada pratico para se processarem inumeras amostras
simultanea, rapida e diariamente. Relembre-se a propdsito que a quantidade

media de fraccdes a analisar por cada cromatografia era de cinquenta.

Neste contexto, desenvolveu-se um método alternativo as monocamadas de
hemacitos que foram substituidas por hemacias. Os ensaios de hemolise em meio
liguido revelaram-se muito eficazes e de répida execucdo, permitindo o
processamento de um numero bastante elevado de amostras por dia. Com efeito,
observou-se que as frac¢bes com actividade biologica contra hemocitos possuiam,
também, actividade hemolitica contra hemécias de varias proveniéncias animais.
A partir da constatacdo de que existia uma sobreposicao absoluta e nitida entre
as actividades citolitica/citotoxica e a hemolitica, efectuou-se a adopcao deste
altimo teste para detectar a presenca dos factores responsaveis pela morte

celular.

O teste hemolitico caracterizou-se por ser um ensaio rapido, cémodo e
fiavel que permitiu um enorme avanco na pesquisa, optimizacao da producado dos

factores citoliticos/citotoxicos e na sua subsequente separacéo e purificaco.

Acresce que, os sobrenadantes da cultura do complexo simbionte, em
analises e verificacbes retrospectivas, também apresentaram actividade
hemolitica contra hemaéacias, designadamente, as de carneiro cuja cinética, nos
sobrenadante NMTH e NTSB, acompanha e se sobrepde a da actividade
citolitica/citotéxica contra hemocitos de insectos. A partir das 39 h de incubacéo
agueles sobrenadantes provocam a hemolise total de hemacias de carneiro. Por
seu turno, foram também testadas as frac¢des cromatograficas que apresentavam

actividade proteasica/descolamento de hemdcitos e os ensaios para a detec¢cdo da
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actividade hemolitica revelam-se negativos, assim como, ja o tinham sido os

ensaios sobre hemadcitos.

As incontaveis vezes em que este teste foi utilizado e a reprodutibilidade
dos seus resultados, permitiram razoavelmente assumir que se estava perante
um factor de citotoxicidade contra hemocitos de lepidopteros o qual era
simultaneamente activo contra alguns tipos de hemécias de mamiferos. De
gualguer modo, 0s ensaios sobre as monocamadas de hemdcitos nunca deixaram
de ser utilizados e a verificacdo da citotoxicidade, dos sobrenadantes de cultura
elou as fraccdes de cromatografia positivas ao ensaio hemolitico, bram sempre

controlada por exposi¢cao aos hemdcitos em monocamadas.

A Fig. 16 mostra o gréafico da recta de calibracdo da actividade hemolitica
e, da sua analise, ressalta que os resultados da hemolise, quantificados em
variacao da absorvancia dos sobrenadantes ( Abssao), obtidos durante os ensaios,

nado sdo directamente proporcionais em funcao das dilui¢cdes das amostras activas.

Com efeito, as amostras que provocavam hemolise total, por exemplo, das
hemacias de carneiro, originaram sobrenadantes com valores médios da
densidade oOptica de 0,720 Abs a 540 nm. Quando se efectuaram as dilui¢bes de
1/2 e 1/4 da mesma amostra verificou-se que a densidade Optica média dos
sobrenadantes era de 0,620 Abs e 0,520 Abs, respectivamente. Continuando as
diluigdes das amostra activas verificou-se que em nenhum intervalo a recta se
comportava de um modo directamente proporcional e, por conseguinte, 0s

resultados ndo puderam, entdao, ser referidos em percentagem de hemolise.

A Fig. 17 representa a recta semi-logaritmica de calibracdo em que o titulo
da hemodlise foi expresso em unidades de actividade hemolitica (UAH) que se pode

calcular a partir da formula:

Unidades de Actividade Hemolitica = 2e(10*(D0-0,720))

deduzida de numerosas determinagdes da absorvancia da actividade hemolitica,
usando diluicdes aritméticas de solucbes activas. O minimo de actividade

hemolitica detectavel por este método é 0,005 UAH.
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A variavel designada por DO € o valor da densidade éptica da amostra a
quantificar e o valor 0,720 corresponde a absorvancia originada por uma amostra

capaz de induzir hemdlise total (=1 UAH).

Por vezes, obtiveram-se amostras diluidas duas a quatro vezes que
apresentavam, ainda, valores de hemolise total. Para integrar e facilitar a analise
dos resultados, de amostras positivas com valores de hemdlise superiores a
unidade, postulou-se que os valores utilizados para quantificar as UAH seriam
iguais ao numero de vezes em que era possivel diluir a amostra mantendo o

resultado correspondente a hemdlise total.

Unidades de Actividade Hemolitica

Densidade Optica (2ABS 540 nm)

Fig. 16 - Actividade hemolitica em funcdo das dilui¢des de amostras positivas. A recta de
calibragdo Abs s40 N80 apresenta uma variagdo directamente proporcional entre as dilui¢des das
amostras e a densidade dptica dos sobrenadantes. Titulo em unidades de actividade hemolitica
calcula-se a partir da formula: Unidades de Actividade Hemolitica = 2¢(10*(D0O-0,72)) deduzida
de numerosas determinagbes da absorvancia da actividade hemolitica, usando dilui¢des
aritméticas de solugbes activas. O minimo de actividade hemolitica detectavel por este método é
0,005 UAH. Na formula DO é o valor da densidade ¢ptica da amostra a quantificar.
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2.3.2. Deteccdo de actividades citoliticas, citotoxicas,
hemoliticas e enzimaticas nos filtrados dos
sobrenadantes dos meios de cultura de X. nematophila

Os filtrados dos sobrenadantes dos meios de cultura de X.nematophila
apresentam todas as actividades citoliticas/citotoxicas, hemoliticas e enzimaticas
pesquisadas nos estudos em que se utilizaram os nematodos. O aparecimento
destas actividades ocorre em todos 0os meios de cultura utilizados e obedece a uma
cinética que depende do tempo de incubacéo. As Tabelas XIV a XVI sumariam os
resultados obtidos na determinacdo da cinética das actividades
citolitica/citotdxica, hemolitica e proteasica. Estes dados representam, também, o
esforco de investigacdo na optimizacéo e escolha do meio mais adequado para a

producao dos factores hemoliticos/citotdxicos.

DO Hemolise (2Abs 540 nm)
o
w
(=}

0.00 T T f ————— f f —————— f f —f—(————
.001 .01 0,05 1 0,5 1

Unidades de Actividade Hemolitica (UAH)

Fig. 17 - Actividade hemolitica em funcao das diluices de amostras positivas. A recta de
calibracdo Abs s4 do titulo da actividade hemolitica em representacdo semi-logaritmica. O
minimo de actividade hemolitica detectavel é 0,005 UAH. DO é o valor da densidade éptica da
amostra a quantificar.

A analise dos resultados expressos na Tabela XIV torna evidente que é a
bactéria X.nematophila, simbionte de S.carpocapsae, a responsavel pela

producdo do factor com actividade citolitica/citotoxica. Além disto, a cinética de
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producdo da citotoxina é muito semelhante a representada na Tabela VI para o
complexo simbionte. Com efeito, em qualquer dos sobrenadantes dos trés meios
de cultura utilizados, respectivamente, NMTH, NTSB e XnMTH, as cinéticas de
producdo da citotoxina e da protease sdo sobreponiveis. Além disto, em XnMTH a
cinética de producdo da actividade citolitica/citotéxica revelou-se inteiramente
sobreponivel com a actividade hemolitica contra hemacias de carneiro. A
constatacdo de que a bactéria simbionte € a responsavel pela producéo in vitro da
citolisina/citotoxina, permitiu reorientar a direccdo do trabalho e reduzir a
manipulacdo do complexo simbionte a um s6 parceiro. Doravante, 0s ensaios de
cinética de producdo da citotoxina passaram a ser executados com o0 parceiro
bacteriano da simbiose e o esfor¢o concentrou-se na pesquisa do meio mais
adequado para obter a melhor producdo e, consequentemente, conseguir a

separacdao e purificacdo bioquimica deste factor.

A Tabela XV resume o0s resultados da cinética dos factores
citoliticos/citotdxicos, hemoliticos e proteasicos nos sobrenadantes de XnTSB.
Constata-se, de imediato, que em meio TSB o0 aparecimento da
citotoxina/hemolisina é precoce em relacdo ao observado anteriormente. De facto,
as 12 h se detecta uma ligeira actividade citotdxica, as 15 h o sobrenadante de
cultura apresenta uma actividade ja importante, na ordem de +30% atingindo
100% as 21 h de incubacdo. A partir das 27 até as 36 h esta actividade parece
diminuir de intensidade voltando a aumentar ligeiramente sem nunca mais
atingir o nivel de 100% de mortalidade total de hemadcitos. No que concerne a
actividade hemolitica, contudo, o estudo da cinética da sua producao revela que
na primeira etapa a actividade hemolitica contra hemacias de carneiro esti
presente e acompanha a citotéxica mas que, a partir das 27 h, sofre um declinio

constante até desaparecer completamente do sobrenadante.

Quanto a actividade proteésica observa-se uma flutuacédo que acompanha a
da curva da actividade citotoxica. Contudo, os seus niveis nao sédo tao elevados

como os obtidos nas incubacgbes do complexo simbionte, (Tabela VI).

Finalmente a Tabela XVI, apresenta os resultados obtidos no estudo da
cinética de producdo dos factores citotoxicos, hemoliticos e protedsicos de

X.nematophila nos sobrenadantes dos meios de cultura TSB e LB. A
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guantificacdo dos resultados é feita hora a hora a partir das 15 h de incubacéo e
existe um novo elemento de andlise que é a densidade Optica da cultura
bacteriana ao longo do tempo. Constatou-se que a cinética de producdo da
citolisina/citotoxina extracelular é dependente da fase de crescimento bacteriano

e bastante estavel e reprodutivel em meio TSB.

Observou-se que a producdo dos factores citoliticos/citotéxicos se inicia na
fase final do crescimento exponencial, atingindo 0 seu maximo ja na fase de
abrandamento do crescimento bacteriano ou fase estacionéria, com densidades
Opticas de 2,6-2,8 obtidas, respectivamente, entre as 21 e 22 h de incubacdo. A
estes resultados acresce a constatacdo de que ao maximo de actividade citotoxica

e hemolitica correspondeu um minimo de actividade proteasica.

A analise dos resultados expressos nas trés tabelas revelou, também, que a
producdo dos factores de citotoxicidade foi dependente dos meios de cultura
utilizados. Facilmente se constatou que, a cinética de producdo temporal e a
sensibilidade celular especifica, eram diferentes quando se compararam as
culturas em MTH, TSB e LB. Acresce a estes factos que, em meio LB, a
estabilidade e os niveis de citotoxicidade ndo foram sempre téo elevados e 0 modo

da sua producéo nao foi tao fidvel e reprodutivel como nos outros dois meios.
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Tabela X1V

Cinética de producdo dos factores citoliticos/citotoxicos e proteasicos, nos
sobrenadantes dos meios de cultura XnMTH, em func¢éo do tempo de incubacao de
X. nematophila

XnMTH
Tempo? % de Mortalidade Actividade
(horas) total de hemécitos? Proteasica’
(Ueaq)
0-12 0 0
15 0 10045,0
18 0 180+10,0
21 0 230+17,5
24 0 320+5,0
27 7,8£3,02/105+25b 450+7,5
30 19,6+£1,8 / 21,5+2,7 650+25,0
33 56,4+6,8 / 57,915,1 650+£27,5
36 60,3+6,0 / 63,0£3,4 650+50,0
39 76,315,0 /75,2+7,0 1500+50
42 82,0+3,1/80,1+5,5 2550+150
45 4 90,0+8,3/92,4+4,4 5275+150
48 4 100 5350+100
514 100 375075
60 4 100 1250+100
70 4 100 95050

1 Tempo de incubagédo da cultura de X. nematophila em MTH

2 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemécitos de a) G. mellonella e b) M. unipuncta, (Médiatdesvio padréo; r—6)
3 Unidades equivalentes (Ueq) da actividade protedasica da tripsina. Uma solucéo de tripsina a 1 mg/mL possui 10000 U unidades de actividade
proteésica (unidade definida para a tripsina pela Comisséo Enzimatica EC3.4.21.4), (Médiatdesvio padréo; n=6)

4 Sobrenadantes com 1,0 unidades de actividade hemolitica (UAH) contra hemécias de carneiro
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Tabela XV

Cinética de producao dos factores citoliticos/citotoxicos, hemoliticos e proteasicos,
nos sobrenadantes dos meios de cultura XnTSB, em funcdo do tempo de
incubacdo de X. nematophila

Tempol % de Mortalidade Hemolises Actividade
(horas) total de hemoécitos? (UAH) Proteasica*
(Ueq)
3 0 0 0
6 0 0 950+25,0
12 <10 0,02 1585+10,0
15 29,5+8,5 0,57 825+25,0
18 98,5+1,0 1,0 175+25,0
21 100 4,0 <100
24 100 3,0 <100
27 96,1+3,0 1,0 150+7,5
30 40,2+6,8 0,48 450+50,0
33 38,0+4,5 0,1 1250450
36 47,2+1,5 0,05 1250+150
39 63,5+4,0 0,05 1000£50
42 78,416,2 0,03 525+50
45 80,0+3,3 0,015 500+50
48 80,2+3,4 0,01 <100
51 75,5%5,0 0 <100

1 Tempo de incubacéo da cultura de X. nematophila em TSB

2 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemdcitos de G. mellonella (Médiatdesvio padréo; n=4)

3 Unidades de actividade hemolitica (UAH) contra hemécias de carneiro, (Médiatdesvio padréo; n=4)

4 Unidades equivalentes de actividade proteasica da tripsina (Ueq). Uma solucéo de tripsina a 1 mg/mL possui 10000 U unidades de actividade

proteésica (unidade definida para a tripsina pela Comissdo Enzimatica EC3.4.21.4), (Médiatdesvio padréo; n=4)
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Tabela XVI
Cinética de producéo dos factores citotoxicos e proteasicos, nos sobrenadantes dos
meios de cultura XnTsB e XnLB, em fun¢édo do tempo de incubacéo e da densidade
dptica do crescimento populacional de X. nematophila

XnTSB XnLB

Tempo D.O % Mortalidade? Actividade % Mortalidade? Actividade

et cace
(horas) 540 nm! Hemodlise (UAH)3 Proteasica Hemodlise (UAH)3 Proteasica

(Ueq) (Ueq)
3h 0,03 0/0 0 0/0 0
6h 0,09 0/0 875+25 0/0 1180+75
12h 0,5 0/0 137550 37,0+17,5/0,15 15004150

15h 0,9 245+35/0,1 975+25 63,0+24,1 / 0,63 1100+75
16h 1,2 52,5+5,0/0,68 150+7,5 82,5+15,0/ 0,87 900+50

17h 14 80,4+6,7 /0,9 125425 90,5+6,3 /0,91 400+25
18h 2,0 95,0¢45/1,0 125+10 94,0+4,2 / 0,95 27510
19h 2,2 100/ 2,0 125+10 96+3,8/1,0 150+10
20h 24 100/ 3,0 <100 100/ 2,0 100+10
21h 2,6 100/ 4,0 <100 100/ 4,0 75x10
22h 2,8 100/4,0 <100 100/ 3,0 <50
23h 3,0 100/ 3,0 <100 100/2,0 <50
24h 2,8 100/ 3,0 <100 100/1,0 <50

1 Densidade 6ptica da cultura bacteriana em TSB e LB ao longo do tempo de incubagéo (horas)

2 Citotoxicidade expressa em percentagem de mortalidade total de hemdcitos de S. littoralis (Médiatdesvio padréo; n=6)

3 Hemdlise de hemécias de carneiro expressa em unidades de actividade hemolitica (UAH), (Médiatdesvio padréao; n=6)

4 Unidades equivalentes de actividade proteasica da tripsina (Ueq). Uma solucéo de tripsina a 1 mg/mL possui 10000 unidades (U) de actividade

proteéasica (unidade definida para a tripsina pela Comissdo Enzimatica EC3.4.21.4); (Médiatdesvio padr&o; n=6)

2.3.3. Extraccdo e doseamento de LPS de X.nematophila.
Deteccdo da actividade citolitica/citotéxica sobre
hemocitos e hemolitica sobre hemacias de carneiro

A partir do protocolo de extraccdo de LPS utilizado, e, com base no
doseamento efectuado, estimou-se que uma solucdo, de 2 mg/mL de LPS de
X. nematophila correspondeu, aproximadamente, a 12,5x104unidades de
endotoxina. As solucbes destes LPS de X.nematophila (40.000 U) em meio TSB
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ou tamponadas em PBS, mostraram nao possuir quaisquer efeitos citotoxicos

contra hemaécitos de insectos e/ou sobre hemacias de carneiro.

De igual modo as solugdes dos LPS comerciais de E.coli e S. marcescens
utilizadas (Material e Métodos; 5.7) mostraram, também, ndo possuir qualquer

tipo de actividade bioldgica tanto contra hemacitos como hemacias de carneiro.

2.3.4. Caracterizacao dos factores citoliticos e citotoxicos

2.3.4.1. Especificidade Celular

A analise dos resultados, constantes nas Tabelas XVII e XVIII, revelou que
existiam diferentes cinéticas de producdo dos factores citoliticos/citotoxicos e
hemoliticos em funcéo das células alvo. A medida que o tempo de incubag&o e o
crescimento da cultura bacteriana aumentavam os filtrados dos sobrenadantes
apresentavam dois picos com uma apreciavel actividade citolitica/citotoxica
contra hemocitos de insectos e manifestavam duas actividades hemoliticas contra
hemacias alvo diferentes. Estas actividades foram denominadas por Cl e C2

respectivamente.

A primeira actividade hemolitica tinha como células alvo as hemécias de
carneiro e surgiu concomitantemente com a actividade citolitica/citotoxica contra
hemocitos de insectos (C1). Estes factores extracelulares foram langados para o
meio TSB de cultura entre a fase de abrandamento exponencial e a entrada na

fase estacionéria do crescimento bacteriano, (Tabela XVII).

A actividade biolégica maxima destes factores ocorreu entre as 20-25h
pés-incubacdo ao que correspondeu a DO de 2,5-2,8. As actividades bioldgicas
decresceram, tendo sido observado que a hemolitica sofreu uma diminuicao
rapida até que desapareceu pura e simplesmente dos sobrenadantes por volta das
50 h e DO igual a 7,5. Por seu lado, a actividade citolitica/citotoxica teve uma
reducdo bastante acentuada a partir de 30 h de incubacé&o e DO igual a 5,0. A
partir deste momento notou-se um novo aumento de actividade
citolitica/citotoxica que foi acompanhada de uma nova actividade hemolitica
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positiva mas, desta feita, contra hemacias de coelho (C2). Os resultados da recta
de calibracdo da actividade hemolitica, da responsabilidade do factor C2, é
diferente dos que foram obtidos para o factor C1 porque a hemdlise das hemacias
de coelho é directamente proporcional em funcdo da diluicAo das amostras

activas.

Tabela XVII

Cinética comparativa em meio XnTsB da producdo extracelular dos factores
citotdxicos/citoliticos contra hemdcitos de S. littoralis e de factores hemoliticos
contra hemacias de carneiro e de coelho

Tempo DO Hemoalise de Hemoalise de % Média de
(horas)! (540 nm)? Hemécias de Hemacias de Mortalidade
Carneiro Coelho Total de
(UAH Média)3 (UAH Média)4 Hemaocitos®
0 0,01 0 0 0
5 0,1 0 0 0
10 0,7 0 0 35
15 1,3 0,2 0 70
20 2,5 3,0 0 100
25 2,8 3,0 0,15 100
30 5,0 1,0 0,25 40
35 6,0 0,8 0,38 50
40 7,0 0,6 0,47 65
45 7,5 0,4 0,5 80
50 7,5 0,1 0,5 80
60 7,5 0 0,6 80
70 7,5 0 0,65 75

1 e 2 Densidade 6ptica da cultura bacteriana em TSB ao longo do tempo de incubacéo (n=3)
3 e 4 Hemolise de heméacias de carneiro e de coelho expressa em média de unidades de actividade hemolitica (n=3)
5 Citotoxicidade expressa em percentagem média de mortalidade de hemdcitos de S. littoralis (n=3)

A Tabela XVIII evidencia o resultado dos ensaios hemoliticos em que se

usaram diferentes tipos de hemacias e em que se testaram diluicbes seriadas dos
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sobrenadantes de cultura XnTsB apds incubacéo da bactéria as 21-24 h e 48-51 h.
No primeiro intervalo de tempo a actividade hemolitica conduziu a lise total das
hemacias de porco, vaca, cabra e carneiro e revelou-se negativa quando em
presenca de hemacias humanas e de coelho. De notar que, a diluicdo dos
sobrenadantes permitiu constatar a diferenca de sensibilidade das hemécias
utilizadas ao factor hemolitico. Com efeito, as hemacias de porco foram as mais
sensiveis obtendo-se lise total com o sobrenadante diluido cinco vezes. Por seu
lado, no segundo intervalo de tempo, constatou-se que a actividade hemolitica
contra hemacias de carneiro desapareceu, enquanto que, contra hemacias de
coelho a hemdlise foi da ordem de 0,8-1,0 UAH.

Tabela XVIII
Actividade hemolitica, do sobrenadante da cultura XnTsB, sobre varios tipos de
heméacias

Tempo Hemodlise
(horas)?! (UHA)?
Hemacias
Homem3 Coelho Porco Vaca Cabra Carneiro
21-24 0 0 50 4.0 3,0 3,0
48-51 n.t4 0,8-1,0 n.t4 n.t4 n.t4 0,01-0

1 Tempo de incubacéo de X. nematophila no meio de cultura TSB, (sobrenadante XnTSB)
2 Unidades de actividade hemolitica (=diluicdo que ainda possui hemdlise total)

3 Testados todos os grupos sanguineos humanos

4 Néo testado

A Fig. 18 mostra o grafico da producéo dos factores C1 e C2 em fung¢édo do
tempo de cultura bacteriana meio LB. Nota-se que a cinética é bastante
semelhante a da representada na Tabela VII para o meio TSB. Apesar das
evidentes semelhancas observa-se que as actividades C1 e C2 contra hemdcitos
de insectos sdo um pouco mais fracas e as hemoliticas também. Quanto aos

hemaocitos notou-se, também, uma evidente especificidade celular que se
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manifestou na citotoxicidade diferencial entre os diversos tipos celulares. Os
filtrados dos sobrenadantes positivos contra hemécias de carneiro (C1)
mostraram serem mais activos contra os granulocitos do que contra os

plasmatdécitos tendo sido as células esféricas as mais resistentes.

C1 Hemodlise hemacias
l de carneiro

T0.7 r 75

{os

{os

C2 Hemdlise de hemacias log
de coel ho !

o3

Absorvincia a 540 nm

1oz

Unidades de actividade hemolitica
‘% HMortalidade Hemocitaria

1o,

0,1 d } } } . }
i] 10 20 0 40 50 &0 70 an
Tempo {horas)

Fig. - 18. Relacéo entre a actividade citolitica extracelular e o crescimento em meio LB de
cultura liquido de X. nematophila F1/1. A hemolise/citélise de hemacias foi expressa em unidades
de hemdlise pela quantificacdo da libertacdo de hemoglobina a OD=540 nm. A citélise dos
hemdcitos de insectos foi expressa com percentagem de hemdcitos mortos relativamente a
contagem total de hemdcitos existentes usando o ensaio da exclusdo do azul Trypan. Os extractos
extracelulares citoliticos seleccionados para demais caracterizacdo estdo indicados no topo do
gréafico e foram designados como C1 e C2 de X. nematophila F1/1. Losango negro: Crescimento
bacteriano medido a OD=540 nm; Circulo branco: Hemolise de eritrécitos de carneiro;
Tridangulo negro: Actividade citolitica sobre hemdcitos de S. littoralis; Quadrado branco:
Hemolise de eritrécitos de coelho.

Os sobrenadantes C1 diluidos duas vezes mostraram citotoxicidade contra
hemocitos de S. littoralis porque cerca de 90% dos granulécitos e 60% dos
plasmatoécitos estavam corados pelo azul Trypan apos 1 h de incubacgéo enquanto
que as células esféricas estavam vivas, (Fig.19B). Estes resultados fizeram
lembrar os obtidos com as frac¢des cromatograficas e os sobrenadantes dos meios
de cultura do complexo simbionte (NMTH e NTSB). Por seu lado, os efeitos dos
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filtrados dos sobrenadantes positivos contra hemécias de coelho (C2), foram
bastante diferentes dos anteriores quanto aos efeitos sobre os hemdcitos. De
facto, os plasmatocitos foram as células mais sensiveis tendo sido dificil
reconhecé-los e distingui-los dos granulécitos, porque tinham perdido as suas
lamelas citoplasmicas, aparecendo como células arredondadas e densamente
plasmolisadas (Fig. 19C). Acresce que as células esféricas se revelaram, também,

muito sensiveis ao C2 (Fig. 19C).

Os efeitos mais relevantes sobre os hemdcitos, acessiveis a observacdo em
microscopia 6ptica sdo, respectivamente, a intensa vacuoliza¢do dos granulécitos
seguida de lise celular provocado pelo sobrenadante C1 e, por seu lado, a
densificacdo dos plasmatdécitos da responsabilidade dos sobrenadantes C2 (Fig. 19
C e E). Estes resultados evidenciaram claramente que ambos os factores
citoliticos/citotoxicos e hemoliticos eram distintos um do outro, possuindo
cinéticas dependentes da fase de crescimento populacional e que 0s mecanismos

da sua producéao foram independentemente regulados.

De notar que existe uma diferenca substancial entre a actividade citolitica
contra hemdcitos de insectos quando o crescimento bacteriano se processa nos
meios LB ou TSB. Esta diferenca esta bem documentada nos resultados
expressos na Tabela XVII e os do Grafico da Fig. 18, designadamente, no que

respeita a actividade C1.

2.3.4.2. Resisténcia aos factores fisicos e quimicos

Os filtrados dos sobrenadantes Cl1 e C2 mostraram estabilidade a
congelacado a -20°C, -80°C e em azoto liquido porque foi demonstrado que, apds a
congelacéo, se recuperaram os mesmos niveis de actividade citolitica/hemolitica.
No entanto, o sobrenadante C1 perdeu as actividades hemoliticas contra
hemacias de carneiro e citolitica/citotoxica contra hemdcitos apds
armazenamento, por periodos de duas a trés semanas, a temperatura ambiente,
ou apos tratamento com protease (tripsina) ou choque térmico de 1 h a 55°C ou a
60°C, respectivamente, com perda parcial e total das actividades. Por seu lado, o
C2 mostrou estabilidade sem perda de actividades apds tais tratamentos.
Curiosos e surpreendentes foram os resultados que mostraram que i) a actividade
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hemolitica contra hemacias de coelho foi aumentada, apds tratamento pelo calor,
sugerindo a inactivacdo de um inibidor ii)enquanto que, a actividade
citolitica/citotoxica contra hemocitos sofreu um efeito negativo tendo os seus

niveis de mortalidade diminuido.

A cinética de producdo das actividades biologicas do C1 e C2 mostraram
nao serem dependentes da presenca ou auséncia de calcio nos meios de cultura.
Com efeito, os meios de cultura, em presenca de calcio ou apos a sua deplecdo
pelo EGTA, originaram os filtrados sobrenadantes Cl1 e C2 os quais
apresentaram a mesma especificidade celular e os mesmos niveis de actividade.
Estes resultados parecem indicar que as moléculas responsaveis pelas efeitos
bioldgicos sdo produzidas independentemente da presenca de calcio e que este

elemento também n&o € necessario para a sua actividade.
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Fig. 19 — Aspecto dos hemdcitos de S. littoralis, observados em microscopia Optica de
contraste de fase ap6s 1h de incubagdo a 22°C com diferentes extractos. Barra=10 um. Todos 0s
extractos incubados com os hemdcitos foram diluidos 1/1 em PBS (v/v). (A) Hemdcitos testemunha
incubados em meio estéril isento de crescimento bacteriano; (B) Hemdcitos incubados com o
extracto apresentando a actividade tipo C1, proveniente do meio de cultura onde cresceu
X. nematophila F1/1. De notar que todos os hemdcitos, excepto as células esféricas, se encontram
targidos e com o ndcleo corado pelo azul Trypan; (C) Hemdcitos incubados com o extracto
apresentando a actividade do tipo C2 proveniente do meio onde cresceu a mesma estirpe
bacteriana. A maior parte dos plasmatécitos sao células mortas, porque estdo corados com o azul
Trypan. De notar que estas células estdo plasmolisadas com o citoplasma denso e compacto e sem
os lamelipodia caracteristicos. Os granulécitos estdo refringentes e aparentemente vivos; (D)
Hemécitos incubados com o meio de cultura onde cresceu o mutante do operdo flhD negativo. De
notar que, nas mesmas condicBes de cultura, os extractos ndo apresentam a actividade do tipo C1.
Os hemdcitos assemelham-se aos testemunha; (E) Hemdcitos incubados com o meio de cultura
onde cresceu 0 mutante do operdo flhD negativo. De notar que, nas mesmas condig¢des de cultura,
0s extractos ndo apresentam a actividade do tipo C2. Os hemdcitos apresentam as mesmas
caracteristicas da foto em (C).
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2.4. Conclusao

O essencial das actividades encontradas no meio de incubagéo do complexo
nematobacteriano foi encontrado nos meios de cultura da bactéria. Por seu lado, o
meio de incubacdo do nematodo axénico sé apresenta uma actividade proteasica
muito fraca e, apenas, quando em presenca de uma mistura de varios estados
larvares. Portanto, é evidente que € a bactéria X. nematophila que esta na origem
das diferentes actividades, as quais constituem o0s potenciais factores de

viruléncia, evidenciados inicialmente no complexo simbionte.

De entre esses potenciais factores de viruléncia, duas actividades
citotoxicas, C1 e C2, foram produzidas pela bactéria. Estas actividades tém por
alvo os hemocitos de insectos mas possuem especificidades e efeitos citotdxicos
diferentes. Cada uma delas apresenta, igualmente, uma actividade hemolitica

contra hemécias de origem distinta.

Os trabalhos desenvolvidos por uma outra equipa do Laboratorio EMIP
mostraram que a actividade C1 parece ser um factor capital de viruléncia na
colonizacdo do meio insecto pela bactéria. Por conseguinte, iniciou-se o estudo
aprofundado desta actividade citotoxica tendo como primeiro objectivo a

purificacdo do(s) factor(es) molecular(es) envolvido(s).



