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RESUMO 

 

QUEL, N. G. Escherichia coli Vacuolating Factor (ECVF) como fator associado 
a celulite aviária. 2013. 88 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Escherichia coli isoladas de lesões de celulite aviária em frangos de corte produzem 
uma citotoxina, denominada ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor), que causa 
intensa vacuolização citoplasmática em células de origem aviária, mas não em 
células de mamíferos. A importância de ECVF na patogenia da celulite foi avaliada 
por meio de ensaios de citotoxicidade em cultura de células e ensaios in vivo. ECVF 
purificado foi inoculado subcutaneamente em frangos de corte, e induziu alterações 
nos tecidos subcutâneo, adiposo e conjuntivo, com sinais de inflamação e presença 
de infiltrados de heterofilos, linfócitos e plasmócitos. Em ensaios de citotoxicidade, 
foi verificado que ECVF induz alterações no citoesqueleto e no núcleo de 
fibroblastos aviários, bem como apoptose, tempo-dependentes. Por microscopia 
eletrônica de transmissão, verificamos que ECVF induz alterações citoplasmáticas e 
nucleares que podem afetar diretamente o metabolismo celular, entre elas 
condensação da cromatina e fragmentação nuclear, intensa vacuolização 
citoplasmática, e desorganização do citoesqueleto e das organelas. Também foi 
verificada interação de ECVF com proteínas de células aviárias, em detrimento das 
de células de mamíferos, sugerindo uma especificidade da toxina a este tipo celular. 
Essas proteínas podem estar envolvidas na interação de ECVF com a célula, 
durante a indução de citotoxicidade que leva ao dano tecidual. Nossos resultados, 
apoiados por dados de estudos anteriores, permitem sugerir um importante papel de 
ECVF na patogenia da celulite aviária, podendo contribuir para elucidação do 
mecanismo de desenvolvimento da doença. 

 

Palavras-chave: Escherichia coli patogênica aviária (APEC). Escherichia coli 
Vacuolating Factor (ECVF). Celulite aviária.  
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ABSTRACT 
 

QUEL, N. G. Escherichia coli Vacuolating Factor (ECVF) as a factor associated 
to avian cellulitis. 2013. 88 f. Dissertation (Masters thesis in Microbiology) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Escherichia coli isolated from cellulitis lesions in broiler chickens produce a citotoxin, 
called ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor), which causes intense cytoplasm 
vacuolization in cells of avian origin, but not in mammalian cells. The importance of 
ECVF in the pathogenesis of avian cellulitis was assessed by citotoxicity assays in 
cell culture and in vivo assays. Purified ECVF was inoculated subcutaneously in 
broiler chickens, and induced alterations on subcutaneous, adipose and connective 
tissues, with signs of inflammation and infiltrates of heterophile, lymphocytes and 
plasma cells. In citotoxicity assays, we verified that ECVF induced alterations at 
cytoskeleton and nucleus of avian fibroblasts, such as apoptosis, time-dependent. In 
transmission electronic microscopy, we verified that ECVF induced citoplasmic and 
nuclear alterations, which can affect cellular metabolism directly, including chromatin 
condensation and nuclear fragmentation, intense cytoplasm vacuolization, and 
disorganization of cytoskeleton and organelles. It was also verified the interaction of 
ECVF with proteins of avian cells, instead of those from mammalian cells, 
suggesting the specificity of this toxin to this cells. These proteins may be involved in 
the interaction of ECVF with the cell, during the induction of citotoxicity, which will 
lead to the tissue damage. Our results, supported by data from previous studies, 
suggest an important role of ECVF in the pathogenesis of avian cellulitis, which may 
contribute to the elucidation of the mechanism of disease development. 

 

Keywords: Avian pathogenic Escherichia coli (APEC). Escherichia coli Vacuolating 
Factor (ECVF). Avian cellulitis.  

 

 

 

 



14 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Gráfico 1. Produção Brasileira de Carne de Frango.................................................24 

Tabela 1. Exportação mundial de carne de frango ...................................................26 

Gráfico 2. Principais causas de condenação (total e parcial) de carcaças de aves no 

Brasil, no ano de 2012................................................................................................27

 



15 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Gel de eletroforese SDS-PAGE.................................................................48 

Figura 2. Ensaio de citotoxicidade em cultura de células..........................................49 

Figura 3. Ensaio de detecção de alterações no citoesqueleto..................................51 

Figura 4. Ensaio de apoptose (TUNEL) em células CEC-32 tratadas com 

ECVF..........................................................................................................................53 

Figura 5. Microscopia Eletrônica de Transmissão de fibroblastos aviários (CEC-32) 

tratados com ECVF....................................................................................................55 

Figura 6. Análise histológica de fragmentos de pele e tecido subcutâneo de frangos 

de corte tratados com: PBS, E. coli K12, E. coli AC53 e ECVF em diferentes 

concentrações............................................................................................................58 

Figura 7. Detecção de proteínas de células aviárias possivelmente envolvidas na 

interação com ECVF..................................................................................................60 

Tabela 2. Proteínas possivelmente envolvidas na interação entre ECVF e células 

aviárias. Identificação por espectrometria de 

massas.......................................................................................................................61 

 



16 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

APEC - Escherichia coli patogênica aviária  

CEC-32 – cultura de fibroblastos aviários 

CEFAP - Centro de Facilidades para Pesquisa 

CO2 - dióxido de carbono  

DAEC - Escherichia coli de adesão difusa  

DAPI - 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

EAEC - Escherichia coli enteroagregativa 

ECOR - coleção de referência de Escherichia coli  

ECVF - Escherichia coli Vacuolating Factor  

EHEC - Escherichia coli enteroemorrágica 

EIEC - Escherichia coli enteroinvasora 

EPEC - Escherichia coli enteropatogênica 

ETEC - Escherichia coli enterotoxigênica 

ExPEC - Extraintestinal Pathogenic E. coli 

FEG - fibroblastos de embrião de galinha 

FPLC - Fast Protein Liquid Chromatography 

HCl - ácido clorídrico  

Huvec - células endoteliais da veia umbilical humana 

IB - Instituto de Biologia 

ICB - Instituto de Ciências Biomédicas 

 



17 

 

IL-10 - interleucina 10  

LB - meio Luria-Bertani 

LPS – lipopolissacarídeo 

MAPA - Ministerio da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

MEM - meio Mínimo Essencial de Eagle  

NaCl - cloreto de sódio 

(NH4)2SO4 - sulfato de amônio 

NMEC - Escherichia coli causadora de meningite neonatal  

PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida  

PAI - ilha de patogenicidade 

PBS - tampão salina-fosfato 

pH - potencial hidrogeniônico  

PIB - Produto Interno Bruto 

SDS - sódio dodecil sulfato  

SEPEC - Escherichia coli causadora de sepse 

SFB - Soro Fetal Bovino  

TBS-T - Tampão Tris-HCl suplementado com Tween 20 e BSA 

TdT - enzima Terminal deoxynucleotidyl transferase 

TNF-α - fator de necrose tumoral alfa 

TUNEL - TdT-mediated dUTP nick end labeling 

 



18 

 

UBABEF - União Brasileira de Avicultura 

UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas  

UPEC - Escherichia coli uropatogênica 

USDA - Departamento de Agricultura dos EUA  

USP - Universidade de São Paulo 

Vat - Vacuolating autotransporter toxin 

Vero - células de rim de macaco verde africano  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO........................................................................................................21 

2 REVISÃO DE LITERATURA..................................................................................23 

2.1 Produção e consumo de carne de frango no Brasil e no mundo..................24 

2.2 Celulite aviária....................................................................................................28 

2.3 Escherichia coli..................................................................................................31 

2.4 Potencial zoonótico de Escherichia coli Patogênica Aviária 
(APEC).......................................................................................................................33 

2.5 Escherichia coli Vacuolating Factor (ECVF)…………………………………….35 

3 OBJETIVOS............................................................................................................37 

3.1 Objetivo geral......................................................................................................38 

3.2 Objetivos específicos.........................................................................................38 

4 MATERIAL E MÉTODOS.......................................................................................39 

4.1 Amostra bacteriana............................................................................................40 

4.2 Produção e Purificação de ECVF......................................................................40 

4.3 Culturas celulares e teste de citotoxicidade....................................................41 

4.3.1 Culturas celulares..............................................................................................41 

4.3.2 Ensaio de citotoxicidade....................................................................................41 

4.4 Detecção de alterações celulares in vitro........................................................42 

4.4.1 Detecção de alterações no citoesqueleto.........................................................42 

4.4.2 Detecção de fragmentação de DNA (TUNEL)...................................................42 

4.4.3 Microscopia Eletrônica de Transmissão............................................................43 

4.5 Detecção de alterações teciduais in vivo.........................................................43 

4.5.1 Análise histopatológica......................................................................................43 

4.5.1.1 Indução de lesões de celulite.........................................................................43 

4.5.1.2 Análise microscópica......................................................................................44 

4.6 Análise estatística..............................................................................................44 

4.7 Detecção de fatores proteicos de células aviárias potencialmente 
envolvidos na interação com ECVF........................................................................44 

 



20 

 

4.7.1 Biotinilação de ECVF.........................................................................................44 

4.7.2 Preparo de proteínas celulares.........................................................................45 

4.7.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).........................45 

4.7.4 Blotting...............................................................................................................46 

4.7.5 Espectrometria de massas................................................................................46 

5 RESULTADOS........................................................................................................47 

5.1 Produção e Purificação de ECVF......................................................................48 

5.2 Culturas celulares e teste de citotoxicidade....................................................48 

5.3 Detecção de alterações celulares in vitro........................................................50 

5.3.1 Detecção de alterações no citoesqueleto.........................................................50 

5.3.2 Detecção de fragmentação de DNA (TUNEL)...................................................52 

5.3.3 Microscopia Eletrônica de Transmissão............................................................54 

5.4 Detecção de alterações teciduais in vivo.........................................................56 

5.4.1 Análise histopatológica......................................................................................56 

5.4.1.1 Análise macroscópica.....................................................................................56 

5.4.1.2 Análise microscópica......................................................................................56 

5.5 Detecção de fatores proteicos de células aviárias potencialmente 
envolvidos na interação com ECVF.......................................................................59 

6 DISCUSSÃO...........................................................................................................62 

7 CONCLUSÃO.........................................................................................................68 

REFERÊNCIAS..........................................................................................................70 

APÊNDICE – Artigo de Periódico............................................................................81 

 

 



21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

 

 



22 

 

Celulite refere-se a um processo inflamatório do tecido subcutâneo, 

caracterizado pela presença de placas fibrino-caseosas (JEFFREY; CHIN; SINGER, 

1999; NORTON; BILGILI; MCMURTREY, 1997). Foi descrita pela primeira vez em 

aves por Randall, Meakins e Watt (1984) na Inglaterra e consiste em uma das 

maiores causas de perda econômica na avicultura de muitos países (FALLAVENA, 

2000). O problema só é detectado na inspeção durante o abate e ocorre mesmo nas 

aves provenientes de lotes com bom desempenho. A manifestação dessa afecção 

está relacionada a múltiplos fatores que incluem condições de produção, tais como: 

nutrição, manejo, saúde e ambiência (NORTON, 1997). Escherichia coli tem sido o 

microrganismo mais comumente associado à celulite (BRITO; VIDOTTO, 2003), 

entretanto, outros patógenos, como Pasteurella multocida, Pseudomonas 

aeruginosa, Enterobacter agglomerans, Proteus vulgaris e Streptococcus 

dysgalactiae, podem estar associados à manifestação dessas lesões (NORTON; 

HESS, 1999). 

No Brasil, a celulite é uma causa crescente de condenação de carcaças de 

aves. Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), dos 5,09 bilhões de aves abatidas no Brasil em 2012, 2,67% foram 

condenados (total e parcialmente), sendo 6,91% desses devido à celulite. Seriam 

9,4 milhões de carcaças afetadas pela celulite ao ano, configurando uma das mais 

importantes causas de condenação, ficando atrás somente da contaminação, 

responsável por 30% dos descartes, contusão e dermatose, responsáveis por 12,7% 

e 12,5%, respectivamente (BRASIL, 2013).  

O papel da E. coli na celulite tem sido investigado em diversos trabalhos. 

Estudos demonstram que a infecção por E. coli leva a produção de lesões de celulite 

em frangos de corte (NORTON; BILGILI; MCMURTREY, 1997; PEIGHAMBARI et 

al., 1995b). Salvadori et al. (2001) descreveram que E. coli isoladas de lesões de 

celulite aviária produzem uma citotoxina que causa intensa vacuolização 

citoplasmática em células de origem aviária, mas não em células de mamíferos, e a 

denominaram ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor). Estudos anteriores 

sugerem que esta citotoxina está envolvida no desenvolvimento da celulite aviária 

(ARAGÃO, 2010; QUEL, 2010; SALVADORI, 2003), entretanto, estudos sobre a 

caracterização da atividade citotóxica da ECVF, bem como o estudo do efeito da 

toxina in vivo, se faziam necessários, a fim de confirmar ECVF como um importante 

fator associado à patogênese da celulite aviária. 
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2.1 Produção e consumo de carne de frango no Brasil e no mundo 

 

De acordo com o Departamento de Agricultura dos EUA (USDA, 2008), a 

produção mundial de carne de frango cresceu muito nos últimos trinta anos, 

passando de 7,47 milhões de toneladas em 1970 para 40 milhões de toneladas até o 

final do século 20. 

A produção brasileira de carne de frango passou de 5,98 milhões de 

toneladas em 2000, para 13,05 em 2011, um aumento de quase 55% em apenas 

uma década. Esses números aproximam o Brasil da China, atualmente o segundo 

maior produtor mundial de carne de frango, cuja produção alcançou 13,2 milhões de 

toneladas em 2011 (UNIÃO BRASILEIRA DE AVICULTURA, UBABEF, 2012). Além 

disso, a avicultura brasileira é responsável por empregar mais de 3,6 milhões de 

pessoas, direta e indiretamente, e corresponde a aproximadamente 1,5% do Produto 

Interno Bruto (PIB) nacional (UBABEF, 2012). 

 

 

Gráfico 1. Produção Brasileira de Carne de Frango. Fonte: UBABEF - Relatório Anual 2013.
1
  

 

                                                           
1
 No ano de 2012, a avicultura brasileira sofreu uma crise que acarretou na diminuição da produção 

de carne de frango. Essa crise foi motivada pela estiagem no sul do país com a escassez de soja, 
que elevou o preço do grão em mais de 100%. Além disso, houve quebra da safra norte-americana 
de milho, o que elevou seu preço em mais de 40%. O aumento do preço dos grãos tem impacto direto 
na produção avícola, já que constituem a base da ração usada na alimentação dos animais 
(UBABEF, 2013). 
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O aumento na produção é um reflexo da mudança de hábito alimentar dos 

brasileiros que, até a década de 1990 se alimentavam majoritariamente de carne 

bovina. Isso se deve ao menor custo da carne de frango em relação à carne bovina, 

além de sua imagem de produto saudável e de qualidade (GIROTTO; AVILA, 2003). 

Segundo dados da União Brasileira de Avicultura, UBABEF (2001), em 1970 o 

consumo anual era de 2,4 quilos de carne de frango por habitante e, em 1985, este 

valor subiu para 9,4. Em 2000, o consumo por habitante era de 29,9 quilos e, após 

uma década, observa-se crescimento de 37% no consumo, que chegou a 47,3 

quilos por habitante em 2011, um número considerado recorde (UBABEF, 2012).  

Essa mudança de hábito é observada quando comparadas as produções das 

três principais carnes: bovina, suína e de frango. Em 2009, o Brasil produziu 

aproximadamente 22 milhões de toneladas destas três carnes, sendo que desse 

total, 11 milhões de toneladas (50,2%) foram representados pela carne de frango, 8 

milhões (35,3%) pela carne bovina, e 3 milhões (14,4%) pela suína (Revista 

Produção Animal – Avicultura - AviSite, 2010). 

Do total de frangos produzidos pelo país em 2011, cerca de 70% foi destinado 

ao consumo interno, e 30% a exportação, esta representando 3,9 milhões de 

toneladas. Com isso, o Brasil configura o maior exportador de carne de frango do 

mundo, seguido dos EUA, cuja exportação em 2011 foi de 2,9 milhões de toneladas, 

o que representa menos de 20% de sua produção total. A conquista do mercado 

internacional foi gradativa, sendo que em 1996 o Brasil exportava somente 571 

milhões de toneladas, passando para 2,4 em 2004 e, finalmente, 3,9 em 2011. 

Segundo o MAPA (BRASIL, 2012), até 2020 o Brasil deverá concentrar 48,1% das 

exportações mundiais de carne de frango, se mantendo como principal exportador. 

Os estados que mais contribuem para esses números são os da região sul, 

representando os maiores produtores e exportadores do país, concentrando mais de 

60% da produção e 70% da exportação total do país. O principal destino desta carne 

é o Oriente Médio, que importou 1,4 milhões de toneladas em 2011, seguido da Ásia 

(1,1 milhões) e África (498 mil toneladas) (UBABEF, 2012), sendo que a carne 

brasileira é comercializada em 142 países (BRASIL, 2012). 
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Tabela 1. Exportação mundial de carne de frango (1000 toneladas).  

 

Fonte: Embrapa Suínos e Aves - Anuário estatístico -Avicultura. 

 

Embora a produção seja bastante grande, a perda também é. Há inúmeros 

fatores que levam à condenação total ou parcial das carcaças, ambas resultando em 

perda econômica. Segundo o Regulamento Técnico da Inspeção Tecnológica e 

Higiênico-Sanitária de Carnes de Aves (BRASIL, 1998), “qualquer órgão ou outra 

parte da carcaça que estiver afetado por um processo inflamatório deverá ser 

condenado e, se existir evidência de caráter sistêmico do problema, a carcaça e as 

vísceras na sua totalidade deverão ser condenadas”. No ano de 2012, foram 

abatidas 5,09 bilhões de aves no Brasil, sendo 96,85% desse total (4,93 bilhões) 

composto por frangos de corte. Destas, 136 milhões foram condenadas (total e 

parcialmente), sendo que 6,91% teve como causa a celulite. Portanto, foram 9,4 

milhões de carcaças afetadas pela celulite, configurando uma das mais importantes 

causas de condenação, ficando atrás somente da contaminação, responsável por 

30% dos descartes, contusão e dermatose, responsáveis por 12,7% e 12,5%, 

respectivamente (BRASIL, 2013). O gráfico 2 apresenta um comparativo (em 

porcentagem de condenação) entre as principais causas da condenação de 

carcaças de aves no Brasil, no ano de 2012, sendo as mais importantes: 
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contaminação, contusão, dermatose e celulite, nesta ordem (BRASIL, 2013). Além 

disso, alguns autores também apontam para a celulite aviária como uma importante 

causa de condenação (DERAKHSHANFAR; GHABARPOUR, 2002; FALLAVENA et 

al., 2000; GOMIS et al., 1997; KUMOR et al., 1998; MESSIER et al., 1993; NETO; 

MIRANDA, 2009; SANTANA et al., 2008; SCHERER FILHO, 2009; SILVA; MOTA, 

2003).  

  

 

Gráfico 2. Principais causas de condenação (total e parcial) de carcaças de aves no Brasil, no ano de 
2012. Dados apresentados em porcentagem de condenação. Fonte: MAPA, 2013.  
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2.2 Celulite aviária 

 

Celulite se refere ao processo inflamatório do tecido subcutâneo, observado 

principalmente no peito e coxa das aves. Também é conhecida como processo 

infeccioso, processo inflamatório, “waffle skin” e dermatite necrótica (BRITO et al., 

2002). Esta enfermidade foi descrita pela primeira vez por Randall, Meakins e Watt 

(1984) na Inglaterra. 

A doença só é detectada na inspeção, durante o abate, após serem retiradas 

as penas, e ocorre mesmo nas aves provenientes de lotes com bom desempenho. 

As aves afetadas não apresentam sinais clínicos, permanecendo aparentemente 

saudáveis e com crescimento normal, porém no momento do processamento da 

carne, nota-se a presença de placas caseosas sob a pele, além de um exsudato 

purulento, característicos da doença. A presença da lesão resulta na condenação 

parcial ou total da carcaça, que acarreta em uma elevada perda econômica para o 

setor avícola (ELFADIL et al., 1996; GLÜNDER, 1990; GOMIS et al., 2000; 

MESSIER et al., 1993; SINGER et al., 1999). 

Norton (1997) sugeriu que a doença se origina a partir de um ferimento na 

pele da ave, causando perda da integridade e, assim, permitindo que as bactérias 

penetrem através da lesão e colonizem o tecido subcutâneo. Porém, Peighambari et 

al. (1995b) demonstraram, a partir da reprodução experimental da doença, que estes 

ferimentos na pele são necessários para o início da infecção, mas não são 

suficientes para desencadear a celulite, sugerindo que ações para reduzir essas 

lesões na pele podem significar a diminuição da celulite aviária. Sabe-se que 

também é necessário que uma grande quantidade de bactérias entre em contato 

com esta lesão para que ocorra o desenvolvimento da doença (FALLAVENA, 2000). 

Johnson et al. (2001b) sugerem que a maior prevalência de celulite é encontrada em 

machos, e justifica o fato devido a maior agressividade, o que ocasiona mais lesões 

em decorrência de brigas, já que quando os animais são inoculados 

experimentalmente com E. coli não há diferenças significativas entre machos e 

fêmeas. 

Oderkirk (1997) sugeriu que a qualidade da cama das aves possa influenciar 

no desenvolvimento da doença, já que o material de que é feita pode favorecer o 

crescimento bacteriano, além de aumentar o risco de ferimentos na pele. A escolha 

da cama correta, associada a sua desinfecção em caso de reuso, muito comum 
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devido a redução de custos (MIGLIORANZA, 2011), pode diminuir as condenações 

parcial e total associadas à celulite. Além desse fator, a alta densidade populacional 

na granja também pode aumentar a chance de ocorrência das lesões, devido ao 

maior contato entre os animais (CAMPOS, 2000; FEDDES et al., 2003; 

PEIGHAMBARI et al., 1995a). O mau empenamento, também devido a densidade 

elevada, pode ser mais um fator contribuinte para a ocorrência de danos à pele, já 

que as penas conferem proteção contra lesões  (GARCIA et al., 2002). 

Alguns autores sugerem que a temperatura também é um fator importante 

para o desenvolvimento da celulite aviária. Schrader, Singer e Atwill (2004) 

verificaram que quando mantidos em temperaturas mais elevadas, os lotes tendem a 

apresentar mais celulite. Feddes et al. (2003) verificaram que, ao reduzir a 

temperatura, houve melhora da qualidade da carcaça, com 40% menos condenação, 

além de uma redução significativa na taxa de mortalidade dos frangos. Além disso, 

Schrader, Singer e Atwill (2004) também sugerem que dois importantes fatores para 

o desenvolvimento da doença são a quantidade de aves por cama e o tempo de 

vazio sanitário, sendo este último correspondente ao período em que o aviário fica 

fechado, após sua limpeza e desinfecção, até que se inicie um novo lote 

(FIGUEIREDO et al., 2007). Segundo este estudo, quando um menor número de 

aves é criado numa mesma cama e o tempo de vazio sanitário é aumentado, há 

uma diminuição significativa na ocorrência de celulite. Isso porque ao diminuir o 

número de aves por cama, o contato entre as mesmas é diminuído, dificultando a 

ocorrência de lesões, e quando o tempo de vazio sanitário é aumentado, a chance 

de o próximo lote entrar em contato com os micro-organismos é menor. 

 Escherichia coli tem sido o micro-organismo mais comumente isolado de 

lesões de celulite (GOMIS et al., 2000; MESSIER et al., 1993; OLKOWSKI et 

al.,1999; ONDERKA et al., 1997; SINGER et al.,2000), embora possa haver outros 

patógenos associados (NORTON;  HESS, 1999). Segundo Olkowski et al. (2005), a 

suscetibilidade da pele dos frangos à colonização por E. coli pode estar associada a 

especificidades estruturais e físico-químicas. Além disso, Zavalla (2000) afirma que a 

fagocitose das bactérias no tecido subcutâneo de frangos é ineficiente, já que os 

fagócitos aviários não possuem o mesmo arsenal bioquímico presente nos fagócitos 

de mamíferos. Esses dados sugerem que as infecções tendem a ser mais crônicas 

nas aves. 
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A infecção por E. coli pode ser tratada com o uso de antimicrobianos, sendo 

os mais comuns: danfloxacina, gentamicina, enrofloxacina, apramicina, 

espectinomicina e ácido oxolínico (ANDREATTI FILHO, 2006). Porém, o uso 

indiscriminado de antimicrobianos no tratamento, e até mesmo prevenção, das 

doenças aviárias é um problema de saúde pública (JOHNSON et al., 2005; MOTA et 

al., 2005). Zanatta et al. (2004) encontraram 70% das cepas de E. coli aviária 

estudadas por eles resistentes a antimicrobianos, além de 77,5% multirresistentes, 

sendo que nenhuma droga foi eficiente contra todas as cepas estudadas. Bogaard et 

al. (2001) avaliaram a resistência das cepas de origem fecal de frangos e perus em 

comparação com as cepas, também de origem fecal, de galinhas caipiras, e 

verificaram um percentual significativamente maior de cepas resistentes no primeiro 

grupo, além de maior número de cepas multirresistentes. Johnson et al. (2007b) 

avaliaram a resistência de cepas de E. coli de origem fecal humana e aviária e 

verificaram que as cepas isoladas de fezes humanas podem ter sido oriundas de 

aves, por ingestão da carne contaminada, demonstrando então um importante 

problema de saúde pública e potencial zoonótico. 

Visto os riscos do uso excessivo de antibióticos, é necessário o 

desenvolvimento de alternativas aos mesmos. Segundo Dobrindt e Hacker (2008), a 

inibição especifica de fatores de virulência é um método promissor para combater 

seletivamente as doenças bacterianas sem um crescente risco de desenvolvimento 

de cepas resistentes. O conhecimento detalhado da estrutura, função e regulação 

dos fatores de virulência bacterianos é essencial para o desenvolvimento de 

potenciais alternativas aos antibióticos. Desta forma, o presente trabalho pretende 

contribuir também para que, no futuro, a toxina ECVF possa ser alvo de drogas que 

visem prevenir a celulite aviária, minimizando assim a perda econômica associada à 

doença. 

 

 



31 

 

2.3 Escherichia coli 

 

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, anaeróbio facultativo, 

pertencente à família Enterobacteriaceae. A maioria das linhagens são comensais, 

sendo membros da microbiota intestinal humana e de outros animais homeotérmicos 

e, portanto, não são patogênicas. Porém, há linhagens patogênicas, que podem 

causar doenças no trato intestinal ou em locais fora do intestino. As E. coli 

patogênicas intestinais podem ser classificadas em: EPEC (Escherichia coli 

enteropatogênica), EHEC (Escherichia coli enteroemorrágica), EAEC (Escherichia 

coli enteroagregativa), ETEC (Escherichia coli enterotoxigênica), EIEC (Escherichia 

coli enteroinvasora) e DAEC (Escherichia coli de adesão difusa) (KAPER et al., 

2004; NATARO;  KAPER, 1998).  Já as E. coli extra-intestinais, ou ExPEC 

(Extraintestinal Pathogenic E. coli) (Russo; Johnson, 2000), são divididas em: UPEC 

(Escherichia coli uropatogênica), SEPEC (Escherichia coli causadora de sepse), 

NMEC (Escherichia coli causadora de meningite neonatal) e APEC (Escherichia coli 

patogênica aviária), sendo esta última a única, dentre as supra-citadas, que constitui 

um patógeno animal (MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007). Entretanto, EPEC, EHEC 

e ETEC também podem causar doenças em animais, apesar de serem patógenos 

essencialmente de humanos. Para isso, se utilizam dos mesmos fatores de 

virulência produzidos pelas cepas humanas, além de fatores de colonização 

presentes somente nas cepas animais (KAPER et al., 2004). 

Segundo Jhonson et al. (1998), para uma cepa de E. coli ser definida como 

APEC, é necessário que ela possua cinco marcadores genéticos plasmidiais, que 

são genes relacionados a virulência, sendo eles: iutA (sistema sideróforo - 

aerobactina), hlyF (potencial hemolisina aviária), iss (resistência ao soro), iroN 

(sistema sideróforo - salmoquelina) e ompT (protease de membrana).  

 Apesar das APECs serem classificadas como membros das ExPEC, a 

relação filogenética entre elas ainda não foi claramente definida (MOULIN-

SCHOULEUR et al., 2007). Isso porque a classificação filogenética, descrita por 

Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), é baseada na comparação da amostra 

desconhecida com uma coleção de referência de E. coli (ECOR), que consiste em 

72 amostras de E. coli isoladas de diferentes hospedeiros e origens geográficas, 

porém nenhuma das amostras é de origem aviária, o que impede o posicionamento 

correto do grupo. Segundo Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), a classificação 



32 

 

permite agrupar as E. coli em quatro grupos: A, B1, B2 e D, sendo que as ExPEC 

geralmente se enquadram nos grupos B2 e D (BINGEN et al., 1998; BOYD; HARTL, 

1998; JOHNSON;  STELL, 2000; PICARD et al., 1999). 

Como as outras E. coli, as APECs também são diferenciadas em sorogrupos 

e sorotipos, sendo essa classificação baseada no perfil de antígenos de superfície 

que a bactéria apresenta. O antígeno O (somático), constituído de lipopolissacarideo 

(LPS) determina sorogrupo, enquanto que a combinação do antígeno O com os 

antígeno H (flagelar) e K (capsular) define sorotipos (NATARO; KAPER, 1998). Pode 

ocorrer uma sobreposição de sorogrupos entre as ExPECs, ou seja, tanto ExPECs 

humanas como aviárias podem apresentar cepas de um mesmo sorogrupo, 

indicando similaridades entre as ExPECs (EWERS et al., 2007; JOHNSON et al., 

2007a; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).  

Algumas cepas aviárias e extra-intestinais humanas têm características em 

comum, incluindo sorogrupos, genes associados a fatores de virulência e grupos 

filogenéticos (CHÉRIFI  et al., 1994; EWERS et al., 2007; JOHNSON et al., 2008; 

MOKADY; GOPHNA; RON, 2005; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). Entretanto, as 

relações filogenéticas entre cepas humanas e aviárias ainda não foram esclarecidas 

(MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007), embora há muito tempo existam 

especulações sobre a origem alimentar (animal) das ExPECs (JOHNSON et al., 

2007; LINTON et al., 1977; SHOOTER et al., 1970). Apesar das similaridades e da 

relação filogenética, a extensão do risco zoonótico associado a cepas de APEC 

ainda não é claro (ADIRI; GOPHNA; RON, 2003; EWERS et al., 2004; 

RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). 
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2.4 Potencial zoonótico de Escherichia coli Patogênica Aviária (APEC) 

 

Embora tenha sido amplamente aceito que a maioria das cepas de APEC 

não apresentam potencial zoonótico, estudos recentes demonstram que algumas 

cepas podem ser transmitidas a hospedeiros humanos, sugerindo que APEC pode 

causar infecções extra-intestinais nestes hospedeiros, além de possivelmente 

constituir um reservatório de genes de virulência que seriam transmitidos às 

ExPECs (ADIRI; GOPHNA; RON, 2003; EWERS et al., 2007; MOKADY; GOPHNA; 

RON, 2005; MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005; 

RON, 2006). 

Skyberg et al. (2006), ao transferir a uma E. coli comensal, por conjugação, 

um plasmideo que continha muitos genes associados a virulência de APEC, além 

de mostrar similaridade de conteúdo a um plasmideo e a uma ilha de 

patogenicidade (PAI) de UPEC, verificaram que ao adquirir esse plasmídeo, a E. 

coli tornava-se capaz de matar embriões de galinha, crescer na urina humana e 

colonizar rins de camundongos, demonstrando então que APEC pode configurar um 

patógeno de mamíferos.  

Ewers et al. (2007), por meio de tipagem pelo método ECOR, verificaram que 

mais da metade das cepas de APEC analisadas por eles compartilhavam os 

mesmos antígenos O encontrados nas UPECs (O2, O6, O18 e O78), e quase 20% 

dos antígenos O de NMEC (O1, O2, O6, O18 e O45), portanto, muitos sorogrupos 

detectados em APEC estão notadamente envolvidos em doenças humanas, como 

infecções do trato urinário e meningite neonatal, sugerindo uma possível 

transferência de cepas aviárias para humanos, o que demonstra um potencial risco 

zoonótico das cepas aviárias (BONACORSI; BINGEN, 2005; JOHNSON; STELL, 

2000; JOHNSON et al., 2001a; JOHNSON et al., 2003; LINTON et al., 1977; 

RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). 

Johnson et al. (2007a) realizaram uma genotipagem de mil cepas de APEC e 

UPEC, quanto a genes envolvidos com virulência. Eles também sequenciaram uma 

cepa de APEC (APEC O1:K1:H7) e comparam com as sequências genéticas 

disponíveis de ExPECs humanas. Eles verificaram que o genoma da APEC O1 e de 

três cepas de UPEC eram bastante similares, com somente 4,5% do genoma da 

APEC não encontrado nos genomas das outras ExPECs. Além disso, algumas 

cepas de ExPEC humanas eram mais semelhantes a APEC O1 do que a outras 
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cepas de ExPEC humanas. Este trabalho suporta a teoria de que algumas cepas de 

ExPECs humanas e aviárias teriam uma origem comum, possivelmente alimentar.  

Outros estudos também suportam a ideia de que APEC e ExPECs humanas 

apresentam semelhanças cromossômicas. Por exemplo, o gene ibeA, sabidamente 

envolvido na invasão de NMEC a células endoteliais microvasculares do cérebro, foi 

encontrado em uma frequência significativamente maior em cepas de APEC do que 

em cepas comensais aviárias. Além disso, ao inativar o gene ibeA, a cepa mutante 

perdia significativamente a capacidade de invadir células endoteliais 

microvasculares do cérebro in vitro, bem como de causar colibacilose em aves, 

comparado a cepa selvagem (com gene ibeA). Isto demonstra a importância deste 

gene para virulência de APEC e confirma a estreita relação existente entre APEC e 

ExPECs humanas (GERMON et al., 2005).  

Há muitos exemplos de genes envolvidos com virulência presentes tanto em 

APEC como em ExPECs humanas (JOHNSON et al., 2007a), o que suporta a teoria 

de que APEC é capaz de causar doença extraintestinal em humanos, porém é 

necessária uma investigação maior quanto ao potencial zoonótico das APECs, 

visando esclarecer a possibilidade de transmissão de certas cepas de ExPEC entre 

animais e humanos, pois até o momento o que se tem é muito mais discussão do 

que prova concreta (JOHNSON et al., 2008). 
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2.5 Escherichia coli Vacuolating Factor (ECVF) 

 

As APECs estão associadas com muitas doenças aviárias, a maioria extra-

intestinal, como: salpingite, infecções do trato respiratório, colisepticemia, 

colibacilose, síndrome da cabeça inchada, celulite, entre outras (HORN et al., 2012; 

NAKAZATO et al., 2009). Isso se deve a presença de fatores de virulência, 

responsáveis pela patogenicidade da bactéria. Entre os principais, pode-se citar: 

adesinas e invasinas, envolvidas na colonização do sitio de infecção, sideróforos, 

importantes para sobrevivência da bactéria dentro do hospedeiro, cápsula 

polissacarídica, que confere proteção contra o sistema imune do hospedeiro, 

endotoxinas (LPS) e toxinas secretadas (JOHNSON E RUSSO, 2005; HORN et al., 

2012; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). 

Salvadori et al. (2001) descreveram que E. coli isoladas de lesões de celulite 

aviária produzem uma citotoxina que induz intensa vacuolização citoplasmática em 

células de origem aviária, mas não em células de linhagens mamárias, e a 

denominaram ECVF (E. coli Vacuolating Factor). Esta intensa vacuolização nas 

células é um estado patológico, pois altera os processos de tráfego interno celular. O 

tamanho, bem como a quantidade dos vacúolos formados, perturbam a condição de 

homeostase, isto é, prejudicam a estabilidade fisiológica da célula (ARAGÃO, 2010).  

Parreira e Gyles (2003) descreveram que em uma ilha de patogenicidade 

(PAI) de uma cepa de APEC era codificada uma proteína autotransportadora, a qual 

induzia formação de vacúolos intracelulares em células FEG (fibroblastos de 

embrião de galinha). Esta citotoxina foi denominada Vat (Vacuolating autotransporter 

toxin). Como a vacuolização induzida por Vat também é específica para células de 

origem aviária, assim como a de ECVF, e considerando outras similaridades, como 

atividade de protease, inicialmente pensou-se tratar da mesma proteína. Porém, a 

análise da banda de ECVF, obtida em gel SDS-PAGE, por espectrometria de 

massas2 revelou não haver similaridade entre a sequência peptídica de ECVF e as 

proteínas depositadas nos bancos de dados do NCBI e no banco específico de E. 

coli. Esse dado leva a crer que ECVF e Vat são proteínas diferentes, apesar de 

terem funções biológicas similares.  

                                                           
2
 A análise da banda de ECVF obtida em gel SDS-PAGE foi realizada pelo LNBio-CNPEM 

(Laboratório Nacional de Biociências - Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, 
Campinas/SP), em espectrômetro do tipo nanoESI-Q-TOF (Premier, Waters). 
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A citotoxina ECVF foi purificada em alto grau de pureza e, quando inoculada 

intravenosamente em frangos de corte, estimulou a liberação sistêmica de citocinas 

inflamatórias TNF-α e anti-inflamatórias IL-10 (QUEL et al., 2013; SALVADORI, 

2003). O tempo de curso de liberação do TNF-α em frangos neste estudo foi similar 

ao requerido para o desenvolvimento das lesões de celulite em aves inoculadas com 

E. coli, na reprodução experimental do processo inflamatório da celulite (GOMIS et 

al., 1997; NORTON; BILGILI; MCMURTREY, 1997; PEIGHAMBARI et al., 1995b). 

Aragão (2010) verificou que ECVF induz perda da viabilidade celular em 

células FEG (fibroblasto de embrião de galinha) atuando na integridade da 

membrana celular, na respiração mitocondrial e no citoesqueleto destas células. 

Além disso, Quel (2010) verificou que ECVF induz condensação da cromatina 

nuclear e acidificação citoplasmática.  

Esses dados sugerem que a ECVF pode desempenhar um papel relevante no 

desenvolvimento da celulite, entretanto, estudos sobre a caracterização da atividade 

citotóxica da ECVF, bem como o estudo do efeito da toxina in vivo, utilizando 

frangos de corte, se faziam necessários, a fim de confirmar ECVF como um 

importante fator associado à patogênese da celulite aviária. 
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3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar as alterações intracelulares induzidas por ECVF, bem como estudar 

histologicamente os efeitos da toxina no tecido subcutâneo de frangos de corte, a 

fim de confirmar ECVF como um importante fator da patogênese da celulite aviária. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Estudar a ação de ECVF no citoesqueleto, núcleo e demais organelas de 

fibroblastos aviários; 

2. Estudar, in vivo, a ação de ECVF nos tecidos subcutâneos de frangos de 

corte tratados com diferentes concentrações da toxina;  

3. Estudar, in vitro, especificidade de ECVF para células aviárias.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1  Amostra bacteriana 

 

Escherichia coli AC53, sorogrupo O21,83, originalmente isolada de lesões de 

celulite aviária, gentilmente cedida pelo Dr. C. L Gyles do Department of Pathology, 

University of  Guelph, Ontário, Canadá foi utilizada para a produção e purificação da 

citotoxina ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor). 

 

4.2  Produção e Purificação da ECVF 

 

A toxina ECVF foi purificada de acordo com a metodologia descrita por Salvadori 

et al (2001) e adaptada por Aragão (2010), com modificações. Foi realizado cultivo 

da amostra de E. coli AC53 em LB, sob agitação de 100 rpm, durante 18 horas à 37 

°C (Controlled Environment Incubator Shaker – New Brunswick Scientific CO., INC., 

Nova Jersei, EUA). Em seguida, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 20 

minutos, a 4 C (Centrífuga Beckhman, rotor JA14 -  Beckhman Coulter, Brea, 

California, EUA). O sobrenadante da cultura obtido foi ultrafiltrado em coluna Hollow 

Fiber Cartridge, modelo UFP-100-C4X2MA, que possui poros de 100 kDa (GE 

Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), e a fração menor que 100 kDa, foi 

submetido a nova etapa de ultrafiltração utilizando a membrana Amicon XM-50 

(Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA). O material retido nesta segunda 

membrana foi cromatografado, primeiramente, em sistema de Fast Protein Liquid 

Chromatography (FPLC, AKTA - GE Healthcare) em coluna cromatográfica de 

interação hidrofóbica HiTrap Phenyl Fast Flow (low sub) (GE Healthcare), com fluxo 

de 1,0 mL/min. O tampão de equilíbrio da coluna foi Tris-HCl 0,06 M pH 7,4. O 

material foi eluido em gradiente linear inverso de 1–0 M de (NH4)2SO4 (Merck), e a 

eluição foi monitorada a 280 nm. Em seguida, foi feita a diálise do material obtido, 

em membrana Spectra/Por (Spectrum Labs, EUA). As frações com atividade 

citotóxica em cultura de células CEC-32 (fibroblastos aviários (item 3) foram 

submetidas à uma segunda etapa cromatográfica de exclusão molecular em coluna 

Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare), com fluxo de 0,5 mL/min e o tampão de 

eluição foi Tris-HCl 0,06 M pH 7,4 com 0,15 M de NaCl. A cada etapa do processo 

foram feitos testes em cultura de células, para verificar a presença de atividade 

citotóxica vacuolizante. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Brea,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/Brea,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/United_States
http://en.wikipedia.org/wiki/Little_Chalfont
http://en.wikipedia.org/wiki/United_Kingdom
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O grau de pureza da ECVF foi avaliado por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) com SDS (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) sendo o gel 

posteriormente corado por impregnação de sais de prata (BLUM; BEIER; GROSS, 

1987). 

 

4.3  Culturas celulares e teste de citotoxicidade 

 

4.3.1 Culturas celulares 

 

A atividade citotóxica foi verificada, em cada etapa do processo de 

purificação da ECVF, em fibroblastos aviários (CEC-32), adquiridos do Banco de 

Células do Rio de Janeiro. Também foram utilizadas, para ensaio de detecção de 

fatores proteicos de células aviárias que interagem com ECVF e especificidade da 

toxina (seção 4.7), as células Vero (rim de macaco verde africano), Huvec (células 

endoteliais da veia umbilical humana) e FEG (fibroblastos de embrião de galinha). 

As células Vero e Huvec já eram mantidas na rotina laboratorial, enquanto que as 

células FEG foram gentilmente cedidas pela Fort Dodge Laboratories (Pfizer Animal 

Health, Campinas, São Paulo, Brasil). 

 As células foram mantidas em meio Mínimo Essencial de Eagle (MEM), com 

exceção das células CEC-32, as quais requerem o meio Eagle Modificado por 

Dulbecco (DMEM). Os meios foram suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB) e 1% da solução de antibióticos (Penicilina 1000 U/ml e Streptomicina 250 

g/ml). 

A suspensão de células (2,5 x 105 células/mL) foi distribuída em placas de 96 

ou 24 cavidades (Corning Costar - Whitehouse Station, Nova Jersei, EUA), 

adicionando 0,1 mL ou 1 mL, respectivamente,  da suspensão celular por cavidade, 

de acordo com a necessidade de cada experimento. Em seguida, as placas foram 

incubadas à 37 C em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. 

 

4.3.2 Ensaio de citotoxicidade 

 

Após a formação da monocamada celular, o meio de cultura das placas foi 

dispensado e substituído por MEM ausente de soro fetal bovino e antibiótico. Uma 



42 

 

parte da amostra do material obtido dos processos de purificação por cromatografia 

foi aplicado às culturas celulares, em triplicata, para avaliar a preservação da 

atividade biológica da ECVF. As placas foram incubadas em estufa a 37 C em 5% 

de CO2 pelo período de 24 horas, durante as quais foi realizada a leitura e 

visualização das alterações morfológicas esperadas (vacuolização), com auxílio do 

microscópio invertido (Nikon TE300, Shinagawa-ku, Tóquio, Japão). 

 

4.4 Detecção de alterações celulares in vitro 

 

4.4.1 Detecção de alterações no citoesqueleto  

 

As células CEC-32, cultivadas em placas de 24 cavidades com lamínulas, 

foram tratadas com ECVF na concentração de 40 µg/mL (CD50 determinada para 

FEG por Aragão (2010)) em diferentes tempos, 2, 4, 6, 18 e 24 horas, em triplicatas. 

Para a coloração, foi utilizada a faloidina conjugada com rodamina (Phalloidin-

TRITC, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)  na concentração final de 5 μg/mL, 

seguindo o protocolo do fabricante. O núcleo de CEC-32 foi marcado com a sonda 

fluorescente DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). Foi realizada a montagem das 

lâminas para microscopia, as quais foram mantidas no escuro até o momento da 

visualização em microscópio de fluorescência (LEICA DM 2500 - Wetzlar, 

Alemanha).  

 

4.4.2 Detecção de fragmentação de DNA usando método de TUNEL 

 

As células CEC-32, cultivadas em placas de 24 cavidades com lamínulas, 

foram incubadas a 37 ˚C com ECVF purificada 40 µg/mL por 2, 4, 6, 18 e 24 horas, 

em triplicatas. Após serem fixadas com paraformaldeído 1,5%, as células foram 

processadas para marcação por TUNEL usando kit de detecção da morte celular “in 

situ” (Roche Applied Science – Penzberg, Upper Bavaria, Alemanha), de acordo com 

a instrução do fabricante. As lâminas foram visualizadas imediatamente em 

microscópio de fluorescência (LEICA DM 2500). Foram fotografados cinco campos 

representativos de cada tratamento. Então, foi feita contagem do número de células 

totais e apoptóticas de cada tratamento, somando os campos. Com os valores 

obtidos, foi calculada a porcentagem de células apoptóticas em cada tratamento e 
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foi realizada uma análise estatística dos dados, por meio do software GraphPad 

Prism version 5 for Windows (p<0.05), a fim de verificar se as diferenças eram 

significantes. 

 

4.4.3 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

Células CEC-32 foram cultivadas em placas de permanox (Nalge Nunc 

Internacional, EUA) e tratadas com ECVF purificada (40 µg/mL) por 6 e 18 horas. As 

células foram fixadas em solução contendo Glutaraldeído 2,5% (Polaron, Watford, 

Inglaterra) em tampão cacodilato de sódio 0,1 M de pH 7,2, durante 1 hora e 30 

minutos, a temperatura ambiente. Após lavagem com solução salina/sacarose, foi 

realizada a pós-fixação com Tetróxido de Ósmio 1%, também em tampão cacodilato, 

durante 1 hora a 4 ºC. As células foram, então, desidratadas em gradiente de etanol, 

embebidas em Resina Epon (Polysciences, Inc. - Warrington, Pensilvânia, EUA) e 

mantidas em estufa a 60 ºC durante 72 horas, para polimerização da resina. 

Cortes ultra-finos, com aproximadamente 60 nm de espessura das 

monocamadas celulares, foram obtidos em ultramicrótomo (Ultracut UCT®, Leica) e 

contrastados por acetato de uranila (Reidel-de Haën) a 2%, durante 30 minutos e 

por citrato de chumbo a 0,5% durante 10 minutos. A observação foi realizada ao 

microscópio eletrônico de transmissão LEO 906 (Leica), operando em tensão 

aceleradora de 60 kV e as imagens foram capturadas utilizando o Sistema Morada 

(Gatan, Inc. - Pleasanton, Califórnia, EUA). 

 

4.5  Detecção de alterações teciduais in vivo 

 

 A detecção de alterações teciduais in vivo foi realizada com autorização da 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP, sob protocolo n° 2089-

1, aprovado em 08 de fevereiro de 2010. Este ensaio foi conduzido anteriormente à 

aprovação pela CEUA do ICB/USP e foi acrescentado à dissertação por ser 

pertinente à conclusão dos resultados. 

 

4.5.1 Análise histopatológica 

 

4.5.1.1 Indução das lesões de celulite 
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Foi realizada seguindo a metodologia descrita por Norton, Bilgili e McMurtrey 

(1997). Foram utilizados seis frangos machos de 40 dias de idade, gentilmente 

cedidos por Seara Alimentos S.A., nos quais foram inoculados: a cultura bacteriana 

(E. coli isolada de lesões de celulite aviaria - AC53) diluída em PBS (1:10) como 

controle positivo (3 x 108 bactérias/mL); PBS e E. coli K-12 (3 x 108 bactérias/mL), 

como controles negativos; e a toxina ECVF em diferentes concentrações (0,01 

mg/mL e 1 mg/mL). O volume final de 1 mL foi inoculado nos frangos na região do 

esterno por via subcutânea. 

 Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, alimentados com ração 

comercial e com livre acesso a água, por seis dias após a inoculação e observados 

diariamente. Foram sacrificados por asfixia com dióxido de carbono. 

 

4.5.1.2 Análise microscópica 

 

 Foi realizada a partir de fragmentos de pele de aproximadamente 0,5 mm de 

espessura. Os fragmentos foram fixados em Paraformaldeido 4% em tampão 

fosfato, desidratados, diafanizados e incluídos em parafina. Foram, então, cortados 

em micrótomo LEICA RM 2145 e corados com Hematoxilina-eosina. A observação 

dos cortes histológicos foi feita em microscópio LEICA DM 2500, Departamento de 

Biologia Celular, IB, UNICAMP. 

 

4.6  Análise estatística  

 

  Para determinar as diferenças significantes entre os grupos tratados e o 

controle dos resultados obtidos nas seções 4.4.2 e 4.5, foi realizada análise 

estatística dos dados.  Para isso, utilizamos one-way ANOVA seguido do teste de 

Tukey, através do software GraphPad Prism version 5 for Windows (p<0.05). 

 

4.7  Detecção de fatores proteicos de células aviárias potencialmente 

envolvidos na interação com ECVF 

 

4.7.1 Biotinilação de ECVF  
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  ECVF purificada foi re-suspendida em PBS contendo 10 mg/mL de biotina 

(EZ-link sulfo-NHS-LC-biotin) e incubada por 1 hora a 37 °C. Em seguida, o excesso 

de biotina foi removido em coluna desalting (ZebaTM Spin Desalting Column) e 

ECVF biotinilada foi utilizada para detecção de proteínas em ensaio de blotting 

conforme metodologia abaixo. Todo o processo de biotinilação de ECVF foi 

realizado conforme recomendações do fabricante (Thermo Pierce - Rockford, Ilinóis, 

EUA).  

 

4.7.2 Preparo de proteínas celulares 

 

 Células FEG (fibroblastos de embrião de galinha), Vero (células de rim de 

macaco verde africano) e Huvec (células endoteliais da veia umbilical humana) 

foram obtidas de crescimentos confluentes em placas de 150x20 mm. Foram 

utilizadas as três linhagens celulares para verificar se realmente há especificidade 

de ECVF às células de origem aviária, já que a toxina não induz efeitos citopáticos 

em células de mamíferos. Primeiramente, as monocamadas celulares foram lavadas 

duas vezes com PBS estéril (pH 7,4) e re-suspensas por raspagem em mesmo 

tampão, sendo posteriormente submetidas a tratamento com ultrassom (amplitude 

20% por 2 min) em banho de gelo. Em seguida, o pellet insolúvel foi removido por 

centrifugação (10000Xg por 15 min. a 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado conforme 

descrito abaixo. A dosagem de proteínas nos extratos foi realizada conforme 

descrito por Bradford (1976). 

 

4.7.3  Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)  

 

 A eletroforese foi realizada segundo a metodologia proposta por Laemmli 

(1970), com gel de concentração a 4% e gel de resolução a 13%. Os extratos 

proteicos (50 µg) das três linhagens celulares foram combinados com o tampão de 

amostra (v/v) (0,125 M Tris-HCl pH 6,8; 4% SDS; 20% de glicerol; 5% de 2-

mercaptoetanol; 0,02% de Azul de Bromofenol) e fervidos por 5 min. A corrida foi 

realizada com voltagem constante de 80 V por 30 min, passando para 100 V por 3 

horas. Nesta etapa foram feitos 2 géis, sendo um corado por Coomassie blue 

brilhante (R 250) (BLUM; BEIER; GROSS, 1987) e outro utilizado para técnica de 

blotting, conforme descrito a seguir. 
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4.7.4  Blotting  

 

 O ensaio de blotting foi realizado conforme descrito por Renesto et al. (2006), 

com algumas modificações. As proteínas celulares obtidas em SDS-PAGE foram 

transferidas para membranas de nitrocelulose (Biorad - Hercules, California, EUA). 

As membranas foram posteriormente bloqueadas em solução TBS-T (Tampão Tris-

HCl 0,02M pH 7,6 com 0,13M de NaCl, suplementado com 0,1% de Tween 20 e 

5,0% de BSA) por 1 h a 4 °C. Em seguida, a membrana foi incubada em solução 

PBS-T contendo ECVF biotinilada, na proporção 1:200 v/v overnight a 4 °C. Após o 

período de incubação, as membranas de blotting foram lavadas três vezes com 

TBS-T e incubadas com streptavidina conjugada com peroxidase (1:1000, GE 

Healthcare). A detecção da ligação de ECVF às proteínas celulares foi revelada por 

quimioluminescência.    

 

4.7.5  Espectrometria de massas 

 

A banda protéica para a qual foi verificada interação com a ECVF foi 

analisada por espectrometria de massas, realizada pelo CEFAP (Centro de 

Facilidades para Pesquisa, do ICB-USP), no espectrômetro de massas LTQ Orbitrap 

Velos (Thermo Scientific), a fim de identificar as proteínas que a compõem e, assim, 

determinar potenciais fatores proteicos de células aviárias, que possivelmente 

interagem com ECVF. 
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5 RESULTADOS  
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5.1 Purificação da ECVF 

 

A toxina ECVF foi purificada de acordo com a metodologia descrita por 

Aragão (2010), com modificações. A toxina purificada foi submetida a um gel de 

eletroforese de poliacrilamida, na presença de SDS (SDS-PAGE), para verificação 

da eficiência do processo de purificação. Na figura 1, observa-se a banda proteica 

referente a ECVF, com aproximadamente 56 kDa. 

 

  

 Figura 1. Gel de eletroforese mostrando a banda 
 protéica,correspondente a aproximadamente 56 kDa. 

 
 

5.2 Cultura celular 

 

Foram realizados ensaios em células CEC-32 com a finalidade de verificar o 

efeito citotóxico da toxina ECVF, que consiste na formação de vacúolos no 

citoplasma das células de aves. 

Após 6 horas da aplicação do sobrenadante da cultura bacteriana nas células, 

foi verificada a presença de uma grande quantidade de vacúolos no citoplasma 

destas. Estes vacúolos eram de forma arredondada e bastante numerosos, 

ocupando todo o citoplasma celular (figura 2B). Durante o processo de purificação 

da toxina, o efeito vacuolizante mostrou-se persistente nas células (figura 2C).  
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Figura 2. Cultura celular: microscópio óptico invertido. A: controle celular – 200x. B: células tratadas com 
sobrenadante de E. coli AC53 após 6h – 200x. C: células tratadas com toxina ECVF, obtida nos processos 

cromatográficos, após 6 horas de ensaio – 200x. Setas indicam vacúolos. 
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5.3  Detecção de alterações celulares in vitro 

 

5.3.1 Detecção de alterações no citoesqueleto  

 

 As células CEC-32 foram tratadas com ECVF na concentração de 40 μg/mL 

(CD50) em diferentes tempos (2h, 4h, 6h, 18h e 24h). Após coloração com faloidina-

rodamina, foi possível verificar os efeitos da toxina no citoesqueleto da célula. Após 

2 horas de tratamento (figura 3B) já foi possível observar contração do citoesqueleto 

de actina, que foi verificada em todos os tratamentos, acentuando-se ao longo do 

tempo de exposição à toxina. A contração do citoesqueleto de actina altera a 

morfologia celular, causando retração das células e consequente perda de aderência 

com a matriz extracelular e com as células vizinhas, ocasionando a destruição da 

monocamada, o que fica mais evidente após 6 horas de tratamento (figura 3D). Após 

18 e 24 horas de exposição (figuras 3E e 3F, respectivamente), verifica-se morte 

celular, com evidente arredondamento das células decorrente da acentuada 

contração dos filamentos de actina, provocando intensa destruição da monocamada.  
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Figura 3. Células CEC-32 tratadas com ECVF, mostrando alterações no citoesqueleto – aumento de 400x. A: 
controle celular sem tratamento, B: após 2 horas tratamento com ECVF, C: após 4 horas tratamento com ECVF, 
D: após 6 horas tratamento com ECVF, E: após 18 horas tratamento com ECVF, F: após 24 horas tratamento 
com ECVF. Pontas de seta indicam filamentos de actina, cabeças de seta indicam contração dos filamentos de 
actina. 
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5.3.2 Detecção de fragmentação de DNA usando método de TUNEL 

 

 O ensaio de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated 

dUTP nick end labeling) permite detectar e quantificar a apoptose em culturas 

celulares e tecidos. Durante a apoptose, ocorre fragmentação do DNA genômico. Os 

fragmentos podem ser identificados por marcação das extremidades 3´-OH livres 

com nucleotídeos modificados, em uma reação enzimática. A enzima Terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT) catalisa a polimerização dos nucleotideos 

marcados com fluoresceína à extremidade 3´-OH livre do fragmento de DNA. Como 

os nucleotídeos modificados são conjugados com fluoresceína, o DNA das células 

apoptóticas aparece marcado em verde, enquanto que o DNA das células viáveis 

aparece marcado em azul, devido à marcação pelo DAPI. 

 A contagem das células CEC-32 totais e apoptóticas de cada tratamento 

revelou que ao longo do tempo de exposição à toxina ECVF, o número de células 

totais diminuía, enquanto que a porcentagem de células apoptóticas em relação às 

células totais aumentava (p<0,0001) (figuras 4 G e H). Isso significa que ECVF induz 

apoptose em células aviárias, em um processo tempo-dependente. Além disso, após 

18 e 24 horas, como demonstrado no ensaio anterior, ocorre contração do 

citoesqueleto de actina, com consequente retração celular e perda da aderência com 

a matriz extracelular e com as células vizinhas, causando destruição da 

monocamada. Devido a isso, o número de células totais nesses tratamentos é 

menor, pois a maior parte das células já havia perdido a aderência (figuras 4 E e F). 

Apesar disso, foi realizada a contagem das células remanescentes e então verificou-

se que destas, a maior parte estava em processo de apoptose, sendo que após 18h 

de exposição, 72% das células estavam em apoptose e, após 24h, esse número 

subiu para 86%. As figuras 4 A a F mostram um campo representativo de cada 

tratamento.  
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Figura 4. Ensaio de apoptose (TUNEL) em células CEC-32 tratadas com ECVF. A: controle celular, 
sem tratamento. B: células tratadas com ECVF por 2 horas. C: células tratadas com ECVF por 4 
horas. D: células tratadas com ECVF por 6 horas. E: células tratadas com ECVF por 18 horas. F: 
células tratadas com ECVF por 24 horas. G: Comparação entre numero de células totais e 
apoptóticas em função do tempo de exposição à toxina ECVF. H: Porcentagem de células em 
apoptose em relação às células totais, em função do tempo de exposição à toxina ECVF. Dados são 
apresentados como média e desvio padrão de cinco campos de contagem de células totais e 
apoptóticas (p<0,0001).  “a”, “b” e “c” indicam grupos estatisticamente diferentes (one-way ANOVA, 
seguido do teste de Tukey). 
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5.3.3 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

Foi realizada microscopia eletrônica de transmissão de células CEC-32 

tratadas com ECVF por 6 e 18 horas. Foi verificado que a toxina ECVF induz 

alterações no núcleo e citoplasma das células, sugerindo comprometimento da 

estrutura e metabolismo celular, podendo levar os fibroblastos à morte. As figuras 5 

A e B mostram um fibroblasto aviário normal, sem tratamento com ECVF, mostrando 

o núcleo intacto, com seus nucléolos bem organizados e cromatina frouxa. Já nas 

células tratadas com ECVF por 6 (figuras 5 C e D) e 18 horas (figuras 5 E e F), 

observa-se intensa vacuolização citoplasmática, com consequente desorganização 

das organelas, bem como do citoesqueleto já que a morfologia celular apresenta-se 

alterada. O núcleo também se apresenta bastante desorganizado, com condensação 

da cromatina e posicionamento da mesma junto à membrana nuclear, além de um 

início de fragmentação nuclear, que são sinais indicativos de apoptose. Além disso, 

após 18 horas de exposição à ECVF, é possível observar estruturas no interior dos 

vacúolos, as quais estavam ausentes em 6 horas de tratamento. Possivelmente, 

essas estruturas sejam componentes citoplasmáticos degradados. 
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Figura 5. Microscopia Eletrônica de Transmissão de fibroblastos aviários (CEC-32) tratados com ECVF. A: 
controle celular, sem tratamento; B: Núcleo de fibroblasto aviário, sem tratamento com ECVF; C: tratamento com 
ECVF por 6 horas; D: célula tratada com ECVF por 6 horas, mostrando núcleo bastante alterado; E: tratamento 
com ECVF por 18 horas; F: célula tratada com ECVF por 18 horas, mostrando fragmentação nuclear. Setas 
indicam estruturas intravacuolares; cabeças de setas indicam fragmentação nuclear; asteriscos indicam 
condensação da cromatina; “v” indica vacuolização citoplasmática; “n” indica núcleo; “c” indica citoplasma; “nu” 
indica nucléolos. 
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5.3  Detecção de alterações teciduais in vivo 

 

5.3.3  Análise histopatológica 

 

5.3.3.1 Análise macroscópica 

 

Na análise macroscópica do tecido, foi verificado leve edema no local de 

inoculação de ECVF e edema moderado no controle negativo E. coli  K-12. O 

controle positivo (E. coli AC53) mostrou lesões típicas de celulite, com edema, 

hemorragia e exsudatos fibrinocaseosos no local de inoculação. Não foi verificada 

lesão nos animais em que foi inoculado PBS.  

 

5.3.3.2 Análise microscópica 

 

Comparado aos controles negativos, a análise microscópica revelou 

diferentes níveis de alterações epidérmicas e inflamação na derme e panículo dos 

animais tratados com ECVF (p<0.0001). No grupo tratado com 0,01mg de ECVF, foi 

observada uma hiperqueratose ortoqueratótica moderada na epiderme com perda 

das projeções típicas da pele de aves. Na derme, foi verificado edema e aumento no 

número de vasos superficiais, os quais estavam dilatados e congestos. Alguns 

capilares apresentaram leucostasia e um leve infiltrado inflamatório perivascular de 

heterófilos e células mononucleares foi detectado. No panículo, que consiste no 

tecido adiposo subcutâneo, foram observados também infiltrados de linfócitos, 

heterófilos e plasmócitos distribuídos perivascular e lobularmente (figuras 6 G e H). 

Esses resultados foram semelhantes aos observados para o grupo tratado com E. 

coli K12 (figuras 6 C e D). Apesar de não ser uma bactéria patogênica, E. coli K12 

pode apresentar alguma imunogenicidade, provocando a resposta imune do 

hospedeiro, devido a presença de LPS, um constituinte da parede celular de 

bactérias Gram-negativas que tem caráter de endotoxina. 

 No grupo tratado com 1mg de ECVF, foi observada leve hiperqueratose 

ortoqueratótica compacta na epiderme e moderada hiperplasia epidérmica com 

quarto a cinco camadas de células nucleadas, além de perda das projeções típicas 

da pele de aves. Também foi verificado moderado aumento dos capilares, que 

estavam dilatados e congestos. Presença de linfócitos, plasmócitos e heterófilos 
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localizados de perivascular a intersticialmente e associados com edema da derme 

também foi detectada. O infiltrado inflamatório provocou aumento no tamanho do 

panículo, além de multinucleação das células adiposas. Essas alterações são 

características de dermatite e paniculite (celulite aguda) (figuras 6 I e J). 

 O controle positivo (E. coli AC53) apresentou moderada acantose e 

hiperqueratose ortoqueratótica compacta na epiderme, além de perda das projeções 

típicas da pele de aves. Também foi observada moderada dilatação e congestão dos 

capilares e aumento dos feixes densos de colágeno na derme. Havia, ainda, edema 

na derme e moderado infiltrado inflamatório localizado de perivascular a 

intersticialmente, consistindo de linfócitos, plasmócitos e heterófilos (figuras 6 E e F). 

O panículo apresentou fibrina, necrose e infiltrado inflamatório perivascular 

associado a severo fibrinogranulomata, isto é, infiltrado de heterófilos rodeado de 

células gigantes multinucleadas e fibrose (celulite severa). 
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Figura 6. Análise histológica de fragmentos de pele e tecido subcutâneo de frangos de corte tratados: 
com PBS (controle negativo) – 200x (A) e 400x (B), E. coli K12 (controle negativo) – 200x (C) e 400x 
(D), E. coli AC53 (controle positivo) – 200x (E) e 400x (F), e com ECVF em diferentes concentrações, 
sendo 0,01mg – 200x (G) e 400x (H) e 1mg – 200x (I) e 400x (J). Asteriscos indicam hiperqueratose 
ortoqueratotica. Cabeças de seta indicam vasos dilatados e congestos, significando edema. Setas 
indicam linfócitos, heterofilos e plasmocitos infiltrados no panículo, distribuídos perivascular e 
lobularmente. “a” indica hiperplasia epidérmica com quatro a cinco camadas nucleadas. “b” indica 
células adiposas multinucleadas. K: Dados são apresentados como média e desvio padrão de seis 
campos de contagem de células de defesa. * indica diferenças estatisticamente significantes 
(p<0,0001) comparado ao tratamento com E. coli K12 (controle negativo), e # indica diferenças 
estatisticamente significantes (p<0,0001) comparado ao tratamento com E. coli AC53 (controle 
positivo). 

 

 

5.4  Detecção de fatores proteicos de células aviárias potencialmente 

envolvidos na interação com ECVF  

 

O ensaio de blotting evidenciou a interação de ECVF com uma banda proteica 

de FEG, o que indica que as proteínas que compõem essa banda possivelmente 

estejam envolvidas na interação de ECVF (figura 7) com a célula aviária, em um 

estágio anterior à sua ação ou internalização. A banda proteica para qual foi 

detectado o sinal de interação, correspondente a massas entre 100-140kDa, foi 

recortada do gel corado por Coomassie, digerida e analisada por Espectrometria de 

Massas (realizada pelo CEFAP-ICB/USP), gerando dois candidatos, sendo que 

essas proteínas identificadas estão descritas na tabela 2.  

Este ensaio também sugere fortemente a especificidade de ECVF às células 

aviarias, visto que somente houve interação com as proteínas da FEG, não sendo 

detectado nenhum sinal para as proteínas de Vero (células de rim de macaco verde 

africano) e Huvec (células endoteliais da veia umbilical humana). Esses resultados 

foram compatíveis com dados anteriores de nosso grupo (SALVADORI et al., 2001) 

os quais mostraram que ECVF não induz efeitos citopáticos a outras linhagens 

celulares.  
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Figura 7. Detecção de proteínas de células aviárias possivelmente envolvidas na interação com 
ECVF. A: Gel de SDS-PAGE. B: Blotting, mostrando a banda proteica de FEG, para a qual foi 
detectada interação com ECVF. 
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Tabela 2. Proteínas possivelmente envolvidas na interação de ECVF com células aviárias. 
Identificação por espectrômetro de massas. 
 

N° 
acesso 

do 
UniProt 

Descrição Score 
Cobert

ura 

#Peptíde
os 

únicos 

# 
Peptí
deos 

# Aas 
MM 

[kDa] 
Função biológica 

Q90734 

Alpha-actinin-4 
OS=Gallus gallus 
GN=ACTN4 PE=1 

SV=1 - 
[ACTN4_CHICK] 

181,9 52,43 9 41 904 104,1 

Proteína de 
ligação cruzada de 
F-actina. Ancora a 

actina a várias 
estruturas 

intracelulares. 
Provavelmente 
envolvida no 

tráfego de 
vesículas por meio 
de sua associação 
com o complexo 
CART. Envolvida 
na adesão entre 
células epiteliais. 

P12003 

Vinculin 
OS=Gallus gallus 
GN=VCL PE=1 

SV=4 - 
[VINC_CHICK] 

5,97 3,52 1 2 1135 124,5 

Proteína ligante de 
F-actina, envolvida 
na adesão célula-
matriz e célula-
célula. Regula a 
expressão de E-

caderina na 
superfície celular. 

Também é 
importante na 

morfologia celular 
e locomoção.  
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A vacuolização citoplasmática induzida por ECVF promove alterações 

citoplasmáticas e nucleares, entre elas a desorganização das organelas e do núcleo, 

fragmentação nuclear e alteração do citoesqueleto. Essas alterações podem afetar 

os processos de tráfego interno celular, alterando a condição de homeostase 

(ARAGÃO, 2010). Segundo Aufiero et al. (2006), injúrias que acarretam perda da 

integridade estrutural intracelular podem levar a célula à apoptose. 

Apoptose foi o termo proposto por Kerr, Wyllie e Currie (1972) para designar a 

morte celular programada, isto é, quando a morte da célula não ocorre de maneira 

acidental. Este tipo de morte é uma maneira de preservar a homeostase celular. A 

apoptose pode ocorrer devido a alguns fatores, tanto fisiológicos como patológicos, 

por exemplo: na organogênese e hematopoiese normal e patológica, na reposição 

fisiológica de certos tecidos maduros, na atrofia dos órgãos, na eliminação de 

células após dano celular por agentes genotóxicos e na resposta inflamatória 

(RANGANATH; NAGASHREE, 2001). Este tipo de morte celular é caracterizado por 

alterações morfológicas coordenadas (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). 

Primeiro ocorre a retração da célula, que leva à perda da aderência com a matriz 

extracelular e com as células vizinhas. A morfologia das organelas se mantém 

inalterada, com exceção das mitocôndrias que, em alguns casos, podem ter sua 

membrana externa rompida para que ocorra liberação de proteínas, dentre elas o 

citocromo c e a endonuclease G, importantes fatores apoptóticos, o que caracteriza 

o “ponto em que não há volta” da morte celular programada (BROKER et al., 2005). 

Ocorre condensação da cromatina, a qual se concentra junto à membrana nuclear, 

que se mantém intacta. A membrana celular forma prolongamentos, chamados 

blebs, e o núcleo se fragmenta, sendo que os fragmentos permanecem envoltos por 

membrana nuclear. Há aumento no número e tamanho dos blebs, os quais se 

rompem originando os corpos apoptóticos, que são porções celulares envoltas por 

membrana citoplasmática. Outra característica que define a apoptose é a 

fragmentação internucleossômica do DNA, que apresenta um padrão característico: 

uma endonuclease é ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos variáveis, 

sempre múltiplos de 200 pares de base (SARASTE; PULKKI, 2000). São esses 

fragmentos que são marcados pela enzima Terminal deoxinucleotidil transferase 

(TdT) no ensaio de TUNEL. A enzima acrescenta nucleotídeos marcados com 
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fluoresceína às extremidades 3´-OH livres dos fragmentos gerados durante a 

apoptose, assim, os fragmentos se apresentam corados em verde. Portanto, o 

ensaio de TUNEL é um indicativo de apoptose, embora sejam necessários outros 

ensaios que permitam elucidar a via apoptótica em detalhes. No presente estudo 

algumas alterações morfológicas que caracterizam a apotose foram observadas nas 

células de origem aviária (CEC-32) após o tratamento com o ECVF.  

Por microscopia eletrônica de transmissão, foi possível verificar o início da 

fragmentação nuclear, a qual foi confirmada pelo ensaio de TUNEL, além de 

condensação da cromatina e concentração da mesma junto à membrana nucelar e 

em grumos cromatínicos. Também foi observada, por microscopia de fluorescência, 

intensa contração do citoesqueleto de actina, o que leva a retração das células e 

sugere a perda da aderência com a matriz extracelular e com as células vizinhas. 

Alguns autores (FARBER et al., 1999; PAROLIN; REASON, 2001) relatam a 

relação da apoptose com o dano tecidual, sugerindo que esse tipo de morte celular 

possa estar envolvida na patogênese de algumas doenças. Horn et al. (2012) 

sugeriu que a infecção dos pulmões de aves por E. coli patogênica aviária e por E. 

coli aviária não-patogênica de origem fecal (Afecal), reproduzida experimentalmente, 

tem relação direta com apoptose de heterofilos e macrófagos. Esses autores 

inocularam em frangos de corte, por via intra-traqueal, três cepas de APEC e uma 

cepa de E. coli Afecal. Após 12, 18 e 24 horas de infecção, os pulmões foram 

examinados quanto a presença de alterações histopatológicas, por meio de 

marcação dos cortes com hematoxilina-eosina e TUNEL, para detecção de células 

apoptóticas. A marcação com TUNEL revelou a presença de células apoptóticas 

após 12 horas de infecção, somente nas regiões inflamadas, e antes da observação 

de qualquer foco necrótico. As células marcadas com TUNEL eram bastante 

semelhantes a heterofilos, e os autores sugerem que algumas das células mortas 

também podem ser macrófagos, já que todas as cepas induziram ativação de 

caspases quando inoculadas em culturas de macrófagos aviários. Os autores 

concluem que as cepas induziram infecções locais nos pulmões das aves, 

acompanhada por inflamação e morte celular nas áreas afetadas. Portanto, há uma 

relação direta entre inflamação tecidual e apoptose. 

Em concordância com Horn et al. (2012), verificamos que ECVF, além de 

induzir alterações intracelulares que levam a apoptose, também induziu danos 

teciduais condizentes com lesões de celulite. Possivelmente, a apoptose está 
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relacionada a esse dano in vivo, já que a trata-se de um mecanismo de manutenção 

da homeostase tecidual, em resposta a processos patológicos, como a inflamação 

induzida por ECVF. 

Nosso grupo foi o primeiro a reproduzir lesões de celulite em frangos de corte 

usando a toxina ECVF purificada. Parreira e Gyles (2003) demonstraram que a cepa 

de E. coli septicêmica Ec222, que contém o gene vat pode causar celulite e doença 

respiratória septicêmica, em contraste ao mutante Ec222VPΔ2, do qual foi deletado 

esse gene. Além disso, eles também observaram que os sobrenadantes de Ec222 e 

de E.coli XL10/pVP16-85, que continham a ORF vat, induziam vacuolização 

intracelular em células FEG. Esses autores sugerem que Vat é importante para a 

patogenicidade de APEC. Como a vacuolização induzida por Vat também é 

específica para células de origem aviária, assim como a de ECVF, e considerando 

outras similaridades, como atividade de protease, inicialmente pensou-se tratar da 

mesma proteína. Porém, a toxina Vat predita teria 111,8 kDa, enquanto que ECVF 

tem 56 kDa. Esse fato, somado aos dados de espectrometria de massas que 

revelam não haver similaridade entre a sequência peptídica de ECVF e as proteínas 

depositadas nos bancos de dados do NCBI e no banco específico de E. coli, levam a 

crer que são proteínas diferentes, apesar de terem funções biológicas similares. 

Estudos anteriores reproduziram experimentalmente lesões de celulite em 

frangos de corte usando E. coli (GOMIS et al., 1997; NORTON et al., 1997; 

PEIGHAMBARI et al., 1995b). Esses autores observaram a presença de infiltrados 

de células de defesa, como heterofilos, macrófagos e plasmócitos. Outros autores 

também observaram alterações microscópicas nos tecidos subcutâneo e adiposo, 

relacionadas à celulite, incluindo espessamento da derme (JEFFREY et al., 1999; 

NORTON et al., 1997), hiperqueratose moderada, hiperplasia da epiderme e 

neovascularização (MESSIER et al., 1993). Os presentes resultados, após 

inoculação dos frangos de corte com ECVF purificada, são semelhantes aos desses 

estudos, sugerindo que as alterações aqui observadas realmente estão associadas 

à celulite. Nós demonstramos que, dentre as substâncias testadas, somente ECVF 

foi capaz de induzir tais alterações (p <0.0001). Essas alterações microscópicas 

também foram observadas em frangos (FALLAVENA et al., 2000; MESSIER et al., 

1993) e perus (CARR et al., 1996) provenientes de granjas avícolas afetadas por 

celulite aviária. Fallavena et al. (2000) sugeriu que as lesões macroscópicas não são 

definitivas para a caracterização de lesões de celulite, porque não são específicas, 
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isto é, algumas doenças podem produzir lesões macroscópicas semelhantes,  

enquanto que as alterações microscópicas permitem caracterizar em definitivo a 

lesão. Assim, o fato de ECVF não ter induzido lesões macroscópicas significativas 

não é relevante, já que as alterações microscópicas estavam presentes.  

Salvadori (2003) detectou um aumento na produção de TNF-α no soro de 

frangos de corte inoculados intravenosamente com ECVF, sugerindo que esta toxina 

pode induzir aumento sistêmico desta citocina pro-inflamatória. O tempo de 

liberação de TNF-α neste estudo foi similar ao requerido para o desenvolvimento de 

lesões de celulite em aves inoculadas com E. coli, em estudos anteriores de 

reprodução experimental de celulite (GOMIS et al., 1997; NORTON et al., 1997; 

PEIGHAMBARI et al., 1995b). Durante um processo inflamatório, no qual há 

liberação de citocinas pro-inflamatorias, também há aumento na produção de 

citocinas com ação anti-inflamatória, como IL-10 (MALEFYT et al., 1989). Essas 

citocinas apresentam propriedades imuno-modulatórias, isto é, apresentam a 

capacidade de regular a produção de TNF-α, e esse controle endógeno é de critica 

importância para determinar a magnitude da resposta inflamatória. Salvadori (2003) 

descreveu que IL-10 está envolvida na regulação de TNF- α em frangos inoculados 

intravenosamente com ECVF. 

No presente trabalho, também foram identificadas proteínas de células 

aviárias possivelmente associadas à especificidade de ECVF à células de origem 

aviária. Foi verificada interação de ECVF somente com proteínas de células de ave, 

em detrimento das de células de mamíferos, sugerindo que essas proteínas podem 

estar envolvidas na interação inicial do ECVF com a célula, permitindo uma provável 

internalização ou desencadeando sinalização celular para a formação de vacúolos e 

morte. Essa hipótese é apoiada pelo fato da toxina não induzir citotoxicidade em 

células mamárias, somente em linhagens aviárias (SALVADORI et al., 2001). Para 

este ensaio foram utilizadas células FEG por esta ser uma linhagem primária, obtida 

diretamente do embrião de galinha. Segundo Freshney (2005), as culturas primárias 

mantêm as características do tecido original de maneira mais fidedigna, por não 

terem sofrido processo de transformação, ao qual as linhagens estabelecidas são 

submetidas para sua imortalização. A transformação pode ocorrer de maneira 

espontânea, química ou viral, sendo que todas acarretam em alterações 

morfológicas e instabilidade genética (FRESHNEY, 2005). Assim, o uso de uma 
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linhagem primária garante melhor reprodutibilidade em relação a quais proteínas são 

expressas pelas células no tecido do hospedeiro. 

A especificidade entre toxinas e determinados hospedeiros é de extrema 

importância na compreensão dos mecanismos envolvidos na patogenicidade 

bacteriana. Segundo Sewald et al. (2008), VacA (Proteína vacuolizante A de 

Helicobacter pylori) possui receptores específicos presentes em células de origem 

humana que permite a toxina se ligar na membrana citoplasmática, ser internalizada 

e translocada ao ambiente intracelular, promovendo vacuolização.  Esses autores 

verificaram que o receptor utilizado por VacA para entrar nas células T humanas é 

integrina β2 e, quando a integrina β2 humana foi expressa em células T murinas, 

ocorreu a vacuolização das células, mediada por VacA. No entanto, quando as 

células murinas, sem o receptor humano, eram expostas a VacA nenhuma 

vacuolização era verificada. Isso demonstra a especificidade de VacA a células de 

uma determinada origem, assim como a especificidade observada para ECVF. 

Devido a ECVF apresentar uma atividade biológica semelhante à de VacA de 

Helicobacter pylori, considerando que ambas são citotoxinas vacuolizantes e 

multifuncionais, pode-se sugerir que provavelmente elas tenham um mecanismo de 

ação semelhante. Por microscopia eletrônica de transmissão, verificamos a 

presença de estruturas no interior dos vacúolos induzidos por ECVF em fibroblastos 

aviários. Estruturas semelhantes foram verificadas por Catrenich e Chestnut (1992) 

em vacúolos induzidos por VacA em células HeLa. Esses autores sugerem que 

essas estruturas sejam componentes citoplasmáticos degradados, pois eles 

verificaram acidez do pH intravacuolar, sugerindo que estes vacúolos sejam na 

verdade autofagossomos. Essa hipótese é apoiada pelo ensaio de contribuição da 

fase fluida da endocitose para formação dos vacúolos, o qual revelou que os 

vacúolos se comunicam, em algum ponto de seu desenvolvimento, com 

compartimentos derivados de endocitose. Assim, provavelmente os vacúolos são 

autofagossomos que degradam os componentem citoplasmáticos celulares, levando 

a célula à morte. Estudos futuros permitirão verificar se os vacúolos induzidos por 

ECVF têm a mesma natureza. 
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7 CONCLUSÃO  
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1. ECVF induz alterações citoplasmáticas e nucleares em fibroblastos 

aviários, incluindo desorganização das organelas e do núcleo, 

fragmentação nuclear, condensação da cromatina, intensa vacuolização 

citoplasmática e contração do citoesqueleto de actina; 

2. ECVF induz apoptose em fibroblastos aviários; 

3. ECVF induz lesões de celulite, a nível microscópico, nos tecidos 

subcutâneo, adiposo e conjuntivo de frangos de corte inoculados com a 

toxina purificada; 

4. ECVF apresenta especificidade a células aviárias, sendo identificadas 

proteínas que possivelmente interagem com ECVF durante a indução de 

citotoxicidade que leva ao dano tecidual; 

 

 Em síntese, nossos resultados demonstram a participação de ECVF no 

desenvolvimento da celulite aviária. Estudos futuros permitirão elucidar o papel 

desta citotoxina na patogenia da doença e, assim, talvez ECVF possa ser alvo de 

novas drogas que previnam a celulite em frangos de corte. 
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