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RESUMO

A célera é uma desordem caracterizada por elevada secrecéo intestinal de agua e
eletrdlitos, resultado da abertura do regulador de condutancia transmembrana da fibrose
cistica (CFTR), um canal de CI, pela toxina de Vibrio cholerae (TC). O monoxido de
carbono (CO) é produzido pelas enzimas heme oxigenase (HO) e foram demonstrados
seus efeitos protetores no TGI e sua acdo sobre o CFTR. Assim, o0 presente estudo
avaliou o papel da via HO-1/CO na diarreia promovida por TC. Camundongos Balb/c (25-
30 g; n=6) foram tratados com CORM-2 (um doador de CO), Hemina (um indutor de HO-
1) ou ZnPP (um inibidor de HO-1). Apés 30 min., TC (100 uL; 0,5 ou 1 pg/alca) ou PBS
(100 pL/alca) foram inoculados nas alcas intestinais. Apés 4 h, os animais foram
eutanasiados, e avaliou-se a secrecao intestinal de fluido, ion CI, permeabilidade
vascular, morfometria, absor¢do, imuno-histoquimica para HO-1 e bilirrubina. Também
foi analisada a interagdo molecular do CO com a TC, por espectroscopia de
fluorescéncia. Os resultados mostraram que a TC aumentou a relacdo peso/comprimento
da alca, secrecédo de Cl e permeabilidade vascular, comparado ao grupo PBS. No
entanto, o tratamento com CORM-2 ou Hemina, mas ndo com iCORM-2, reverteu estes
parametros alterados pela TC. O efeito da Hemina foi revertido em animais tratados com
ZnPP. Comparado com a TC (1 ug/alca), o tratamento com ZnPP néo alterou a relacao
peso/comprimento da alca ou a secrecao de Cl. Porém, esse efeito foi potencializado
quando utilizada uma dose subméaxima de TC (0,5 pg/al¢a). Ademais, o tratamento com
CORM-2, Hemina ou ZnPP néo alterou a absorcéo intestinal. A TC alterou a arquitetura
do epitélio intestinal e a relacéo vilo/cripta, comparado ao grupo PBS. Porém, este efeito
lesivo foi prevenido pelo CORM-2. A inoculagdo com TC aumentou a expressao de HO-
1 e os niveis de bilirrubina tecidual, comparado ao grupo PBS. Além disso, foi observado
uma reducdo da emissdo de fluorescéncia pela TC, quando incubada com CORM-2,
sugerindo interacdo molecular com o CO. A equacdo de Stern-Volmer evidenciou
interacdo estatica do CO com a TC, com a formacao de complexos. Em concluséo, o CO
reduz a diarreia provocada pela TC e quando inibida a sua biossintese enddgena pela
HO-1, ocorre potencializacdo da resposta secretora intestinal pela TC. Assim, esses

dados sugerem uma possivel aplicacdo do CO como uma molécula terapéutica.

Palavras-chave: Mon6xido de carbono; Toxina da Coélera; Diarreia



ABSTRACT

Cholera is a disorder characterized by high intestinal secretion of water and
electrolytes, resulting from the opening of the transmembrane conductance regulator
of cystic fibrosis (CFTR), a ClI- channel, by V. cholerae toxin (TC). Carbon monoxide
(CO) is produced by heme oxygenase (HO) enzymes and its protective effects on TGl
and its action on CFTR have been demonstrated. Thus, the present study evaluated
the role of via HO-1/CO in the diarrhea promoted by TC. Balb/c mice (25-30 g; n = 6)
were treated with CORM-2 (a CO donor), hemin (a HO-1 inductor) or ZNPP (a HO-1
inhibitor). After 30 min., TC (100 pl; 0.5 or 1 pg/loop) or PBS (100 pl/loop) were
inoculated in the intestinal loops. After 4 h, the animals were euthanized, and the
secretion of fluid intestinal, CI ion, vascular permeability, morphometry, absorption,
immunohistochemistry for HO-1 and bilirubin were evaluated. Molecular interaction of
CO with CT was also analyzed by fluorescence spectroscopy. The results showed that
the TC increased the weight/length ratio of the loop, secretion of Cl- and vascular
permeability, compared to PBS group. However, the treatment with CORM-2 or Hemin,
but not with ICORM-2, reversed these parameters altered by the CT. The effect of the
hemin was reversed on animals treated with ZNPP. Compared to TC (1 pg/loop), ZNPP
treatment did not change the weight/length ratio of the loop or the secretion of CI-.
However, this effect was enhanced when a submaximal dose of TC (0.5 pg/loop) was
used. In addition, treatment with CORM-2, Hemin or ZNPP did not change the intestinal
absorption. The TC altered the architecture of the intestinal epithelium and the
vilus/crypt ratio, compared to PBS group. However, this harmful effect was prevented
by CORM-2. CT inoculation increased HO-1 expression and the levels of tissue
bilirubin, compared to PBS group. In addition, a reduction in fluorescence emission by
CT was observed when incubated with CORM-2, suggesting a molecular interaction
with CO. The Stern-Volmer equation showed static interaction of CO with CT, with the
formation of complexes. In conclusion, CO reduces the diarrhea caused by CT and
when its endogenous biosynthesis by HO-1 is inhibited, occurs a potentialization of the
intestinal secretory response by the CT. Thus, this data suggests a possible application
of CO as a therapeutic molecule.

Keywords: carbon monoxide; cholera toxin; diarrhea
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INTRODUCAO

A colera € uma doenca diarreica aguda causada pela enterotoxina do Vibrio
cholerae através da ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados por essa bactéria.
O V. cholerae é um bacilo gram-negativo com flagelo polar, aer6bio ou anaerdbio
facultativo, classificado em mais de 200 sorogrupos e membro da familia Vibrionaceae
(CHOWDHURY et al., 2022).

Nos ultimos anos, tem ocorrido epidemias de colera no mundo, sendo endémica
em areas da Asia e Africa, onde as populacdes tém condicdes sanitarias precarias.
Embora amplamente subnotificada, a Organizacdo Mundial de Saude(OMS) estima
cerca de 2,8 milhdes de pessoas afetadas pela doenca, onde 91 mil afetados podem
evoluir para oObito (SOUSA et al., 2020). No Brasil, os ultimos casos de célera
ocorreram entre os anos de 2004 e 2005, onde foram registrados 21 casos.A partir
dai, ndo houve casos autoctones de célera, tendo sido notificados apenas 3 casos
importados, um da Angola (2006), um da Republica Dominicana (2011) e outrode
Mogambique (2016) (BRASIL, 2020).

Apesar de erradicada no Brasil, pesquisas desenvolvidas nessa area sao
necessarias por ainda existir risco de contaminacdes autéctones, podendo se expandir
em diversas regifes brasileiras onde existem problemas no sistema de saneamento
basico e condi¢cbes precarias de vida.

Esta doenca diarreica resulta em grande perda de fezes aquosas, chegando
até 1 litro por hora, causando rapida desidratacdo, o que pode progredir para choque
hipovolémico e acidose metabdlica. Isso se da, apos a ingestdo da bactéria V.
cholerae, que em seguida coloniza o intestino delgado (VANDEN BROECK et al.,
2007).

Um dos principais fatores responsaveis pela viruléncia da V. cholerae aos
hospedeiros de mamiferos € a producédo e liberacdo da toxina da cdlera (CT)
(NADEEM et al., 2022), formada por uma subunidade A (CTA) de 240 aminoacidos
incorporados numa subunidade B (CTB), um homopentametro circular contendo 103
aminoacidos em cada monémero da sua estrutura (SANCHEZ; HOLMGREN, 2008).
A interagdo com células do intestino humano ocorre por meio da ligacdo da CTB ao
receptor gangliosidio (GM1), permitindo a entrada de CTA na célula alvo
(CUATRECASASAS, 1973). Dentro da célula, CTA regula uma guanosina trifosfatase

gue rege a adenilato ciclase, resultando num aumento irreversivel dos niveis de AMPc
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e consequente ativacdo da proteina quinase A (PKA). Uma vez ativada, a PKA
aumenta a atividade do regulador de condutancia da fibrose cistica transmembrana
(CFTR), o que leva a um aumento da secrecdo de cloreto (Cl), uma das principais
caracteristicas da diarreia produzida por V. cholerae (DAS et al., 2018).

Por ser um potente estimulador do canal CFTR, a V. cholerae promove um
desequilibro eletrolitico, onde altas concentracées de Cl- sdo secretadas no lumen
intestinal. Esse aumento exacerbado prejudica a funcdo intestinal por secretar
volumes superiores a sua capacidade absortiva, ocasionando problemas secundarios
como desidratacdo devido a perda de fluidos, diminuicdo da massa muscular,
desnutricdo e dores abdominais intensas, o0 que pode levar o individuo a 6bito (SACK
et al., 2004). Dessa forma, o canal CFTR representa um importante alvo para uma
possivel protecdo contra a diarreia causada pela toxina de V. cholerae.

Dados na literatura mostram que mediadores gasosos, tais como o 6xido nitrico
(NO), o sulfeto de hidrogénio (H2S) e o mondxido de carbono (CO), produzidos
endogenamente demonstram atividade protetora no trato gastrointestinal (TGI) e estao
envolvidos na manutencdo da integridade da mucosa, na modulacdo do fluxo
sanguineo local e da secrec¢do gastroduodenal (WALLACE et al., 2017; DANIELAK et
al., 2021). Estudos recentes demonstraram que o H2S tem acgéo antissecretoria contra
a diarreia produzida pela toxina de V. cholerae, reduzindo fatores ligados a inflamacéo,
como o NF-kB, diminuicdo dos niveis de PGE2, IL-1B e TNF-a assegurando a prote¢éo
das vilosidades intestinais. Além disso, o H2S também inibiu a secrecéo intestinal de
Cl, ao passo que a toxina de V. cholerae aumentou a expressao de cistationina gama-
liase (CSE), uma das principais enzimas envolvidas na producao deH2S (SOUZA et al.,
2018; SOUZA et al., 2021).

Nesta perspectiva, o0 CO vem recebendo cada vez mais atencéo, e se tornando
um importante mensageiro principalmente no TGI, pois esta predominantemente
envolvido em respostas protetoras e neuromodulacao (GIBBONS et al., 2013). Essa
molécula é produzida endogenamente a partir da degradacédo do grupo heme da
hemoglobina através da enzima heme-oxigenase 1 (HO-1; induzivel) e heme-
oxigenase 2 (HO-2; constituinte), com a liberacéo de ferro ferroso (Fe?*) e biliverdina,
onde esta Ultima é ainda convertida em bilirrubina pela enzima biliverdina redutase
(COSTA et al., 2013; WALLACE et al., 2017). Sabe-se também da existéncia de uma
terceira isoforma, a HO-3, porém suas fungbes ndo sdo bem estabelecidas
(MEDEIROS et al., 2011).
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Umas das caracteristicas importantes do CO, é seu potencial de atravessar
membranas, ligando-se a receptores e transportadores mediando mudancas
funcionais na célula através de seus alvos moleculares, tais como monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc), canais para potassio (K*)-dependentes do calcio (Ca?*) da
musculatura vascular, que resulta em uma potente vasodilatacdo (WANG et al., 1997),
reversdo da superexpressao do canal K(v)2.1 em células HEK293, colaborando para
acao anti-apoptotica neuronal através da regulacdo de canais K* retificadores
retardados (DALLAS et al., 2011), além de efeito protetor contra a leséo intestinal
provocada por toxina A de Clostridium difficile (TcdA) (MEDEIROS et al., 2011).

No TGI, o CO é capaz ainda de modular o transporte de Cl e bicarbonato
(HCOs3) no colon, um efeito dependente do canal CFTR, regulando a secrecao
intestinal em ratos (STEIDLE; DIENER, 2011). Adicionalmente, Rodrat (2020) mostrou
recentemente por meio experimentos de “patch-clamp” e usando células epiteliais
mamarias (C127) expressando o canal CFTR, que uma molécula doadora de CO, o
CORM-2, tem acéo direta sobre o CFTR, impedindo a abertura do canal, o fluxo de
corrente através de canais abertos com cinética muito rapida, e sugeriram que o CO
pode ser um regulador fisiolégico do transporte epitelial mediado por CFTR (RODRAT
et al., 2020).

Assim, o presente estudo visa avaliar o papel da via de sinalizagcdo HO-1/CO
na diarreia induzida pela toxina de V. cholerae e seus possiveis mecanismos de acéao.
Espera-se que a partir desse estudo, seja possivel estabelecer um potencial protetor

do CO contra a diarreia colérica, colaborando assim para uma possivel terapia clinica.
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FUNDAMENTAGCAO TEORICA

1.1 DOENCAS DIARREICAS

As doencas diarreicas sdo um problema de saude publica global que
contribuem para o aumento da morbidade e mortalidade mundial, principalmente nos
paises em desenvolvimento. Segundo a OMS, em 2020 as doencas diarreicas foram
consideradas a segunda principal causa de 6bitos no mundo, com aproximadamente
1,7 bilhdo de casos, levando 525 mil criangas menores de 5 anos a 6bito. Paises em
desenvolvimento sdo os mais atingidos por essas desordens, por ndo terem um
saneamento basico de qualidade, colaborando para o aumento do niumero de casos
(OMS, 2022). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE, uma
propor¢éo significativa das doencas diarreicas no Brasil € transmitida pela agua, por
existirem falhas de abastecimento e saneamento basico, com maior prevaléncia
dessas doencas na regido Nordeste, onde concentram-se 50% dos casos nacionais
(BRASIL, 2020).

Existem dois tipos de doencas diarreicas, as de origem né&o infecciosa, que séo
ocasionadas por farmacos como antibiéticos, laxantes e quimioterapicos, que podem
desencadear desordens como a doenca de Crohn, colite ulcerativa, doenca celiaca,
sindrome do intestino irritavel e intolerancias alimentares como a lactose e ao gluten.
Por outro lado, as infecciosas sao causadas por microrganismos, tais como bactérias,
virus e parasitas, que sao responsaveis por quadros de gastroenterite, uma inflamacéao
gue afeta o estdmago e o intestino (BRASIL, 2020).

No contexto das diarreias infecciosas, o rotavirus € um dos principais
responsaveis pela morte de criancas menores de cinco anos. O V. cholerae também
atinge criangas nessa faixa etaria, e € responsavel pela maioria dos casos de oObitos

em adultos, tornando-se um agravante em epidemias de diarreia (HASAN et al., 2021).

1.2 COLERA: UMA DOENCA INFECCIOSA

A célera é uma doenca infeciosa intestinal causada pela bactéria V. cholerae,
um bacilo gram-negativo com flagelo apolar que facilita sua locomocao, anaerébio ou
anaerobio facultativo, pertencente a familia Vibrionaceae (WEIL; HARRIS, 2022). Essa

doenca é transmitida através do consumo de agua e/ou alimentos contaminados
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(Figura 1), caracterizada por uma sindrome de evacuacdes de fezes aquosas com
ocorréncia de trés ou mais vezes em um periodo de 24 horas, gerando um quadro que
pode ser acompanhado de nausea, vomito, febre e dor abdominal (ELLIOTT et al.,
2007). Em casos graves, pode haver perda de até 1 litro de fluido intestinal, levando
a desidratacdo, acidose pela perda de HCOzs nas fezes, acidose lactica associada a
ma perfusdo, choque hipovolémico e morte nas primeiras horas ap0s os sintomas
(BRASIL, 2008).

Figura 1 — Ciclo da infecgdo V. cholerae
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Fonte: Adaptado de Weil et al., 2020.

A partir disso, o Fundo das Nacdes Unidas para Infancia (UNICEF) e a OMS
desenvolveram estratégias para controlar ou erradicar os nimeros de casos e morte
por essa doenca, através da conscientizacdo da populagcdo a respeito do
abastecimento de agua, higiene e saneamento basico de qualidade, incluindo o
fortalecimento da vigilancia na deteccdo de casos e implantacdo de equipes de
resposta rapida nas areas afetadas (UNICEF, 2019).
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1.3 EPIDEMIOLOGIA DA COLERA

A célera possui predisposicao para causar epidemias com potencial pandémico,
assim como capacidade de permanecer endémica em areas afetadas. Emcondicoes
epidémicas, pessoas de todas as idades podem contrair a infec¢éo, j& nasendémicas,
afetam principalmente criancas a partir de 2 anos de idade. As grandes epidemias de
diarreia foram bem documentadas na histéria humana e a cOlera destaca-se pela
elevada morbimortalidade (HASAN et al., 2021). Essas epidemias surgem em um
longo ciclo sobreposto as doencas endémicas existentes. Este padréorefere-se ao
declinio da imunidade da populacdo exposta a um surto anterior, sobreposto a ciclos
de variabilidade climatica. Fatores ambientais, tais como o aumento de temperatura e
inundacdes tem colaborado para o aumento e desenvolvimento dessa de epidemias
(HARRIS et al., 2012).

Nesse contexto, 0s maiores registros de casos foram detectados no continente
Africano, sendo a Somalia e a Etiopia, as regibes mais afetadas, onde foram
registrados 6.414 e 12.226, respectivamente. Em Uganda, houve um aumento
substancial no numero de casos, sendo registrados 1.521 casos em 2020. Esses
nameros chamaram atencao, pois ocorreram ao longo de sua fronteira com o Quénia,
demonstrando o risco da transmiss&o nas fronteiras. Na Asia, houve um declinio no
namero de casos em 2020, sendo relatados no Iémen (275.712 casos). Apesar dos
nameros serem menores que em anos anteriores, a célera segue persistindo nessa
regido. Na América, no Haiti e na Republica Dominicana, ndo houve nenhum caso em
2020. Vale ressaltar que nessas regides, a colera foi responsavel por 850.000 casos
e mais de 10.000 mortes em 2010, quando houve uma reintroducdo da doenca. Na
Europa e Oceania foram relatados 2 casos, na Holanda, que foram importados, sem
propagacéo local em 2020. (Figura 2).

Apesar de uma baixa nos casos, ainda existem diversos fatores de risco para
novas contaminac¢fes da colera ao redor do mundo, mas também h& diferencas
importantes, principalmente em éareas desenvolvidas. O quadro global de codlera
continua a evoluir e provavelmente mudara nos proximos anos, mas a colera
continuara afetando populacdes de areas subdesenvolvidas, sem acesso a agua e ao

saneamento basico adequado (DEEN et al., 2020).
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Figura 2 — Numero de casos de cOlera com base em casos reportados a OMS por
continente
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Fonte: Adaptado de Weil et al., 2020.

Conforme mostra a (Figura 3), o ultimo surto de célera no Brasil iniciou em 1991,
com apice em 1994, quando foram registrados 51.324 casos, sendo 49.276 naregido
nordeste. Entre os anos de 2000 e 2007, houve uma reduc¢do significativa no nimero
de casos e 06bitos no Brasil, sendo registrados, nesse periodo, 766 casos e 20 6bitos,
onde o estado de Pernambuco liderou o nimero de casos registrados. Considerando-
se a ocorréncia de casos e surtos em paises com relacdes estreitas com o Brasil, tais
como Haiti, Republica Dominicana, e México, pode-se haver risco de reintroducdo de
célera por viajantes do exterior, turistas ou trabalhadores brasileiros, e essa forma de

contaminagdo ainda € um risco evidente e preocupante (EDUARDO; KATSUYA,
2018).
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Figura 3 — Distribuicdo dos casos de célera no Brasil, 1991 — 2010
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Fonte: SINAN/SVS/MS, 2016

1.4 FISIOPATOLOGIA DA COLERA

A colera é um quadro de diarreia aguda provocada por cepas da bactéria V.
cholerae, produtoras de enterotoxinas virulentas. Essas toxinas sdo capazes de alterar
o funcionamento intestinal, provocando grande perda de agua e de eletrélitos, tais
como HCOs", Na*, CI e K*. Algumas bactérias ndo sobrevivem a acidez gastrica, uma
importante linha de defesa do organismo, porém, as que conseguem ultrapassamessa
barreira colonizam o intestino delgado (WOLF et al., 2008).

Uma das enterotoxinas de V. cholerae é uma proteina de massa molecular de
85 kDa, constituida por duas subunidades. A subunidade A contém 27,2 kDa e
consiste em 2 polipeptideos distintos que séo ligados por uma ponte de dissulfeto. Ja
a subunidade B contém 11,6 kDa, sendo uma lectina pentamérica que se liga a
superficie das células intestinais para mediar a translocagcéo da subunidade A para o
citosol, ou seja, se liga ao dominio oligossacaridico do receptor de membrana das
células epiteliais do jejuno, o gangliosideo GM1 (BASU et al., 2014; Sousa et al.,
2020). A toxina tem alta afinidade por este receptor e apos ligagéo, a subunidade A é
transportada para o reticulo endoplasmatico por uma via retrégrada que pode ou nao

envolver a passagem pelo aparelho Golgi (Clemens MD et al., 2017).
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Uma vez translocada para o citosol a subunidade A torna-se ativa e promove a
clivagem da nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) em adenosina difosfato ribose
(ADPR) e nicotinamida. Apds essa clivagem ADPR se liga covalentemente a
subunidade a da proteina Gs, que tem estimula a adenilato ciclase (AC) localizada na
membrana basolateral dos enterdcitos (WANDS et al., 2015). Essa ligacéo inibe a
atividade intrinseca GTPase da subunidade o, impedindo assim, a auto inativacao da
sua atividade estimulante da AC. Portanto, a ligagdo ADPR-Gsa faz com que o GTP
permaneca ligado a subunidade a da proteina Gs impedindo sua reassociacdo as
subunidades B e y da proteina Gs. Assim, a toxina por meio da subunidade A, promove uma
ativacao persistente da AC e uma elevacdo dos niveis de AMPc intracelular
(MUANPRASAT et al., 2013), resultando na ativagdo de PKA, que medeia a abertura
do canal CFTR (Figura 4) (THIAGARAJAH et al., 2003).

O receptor CFTR pertence as proteinas de ligacdo a ATP (ABC) (subfamilia C,
membro 7; ABCC7), e constitui a arquitetura geral da subfamilia ABCC. Essa estrutura
€ responsavel pela ligacdo de quatro dominios: dois dominios de abrangéncia de
membrana (MSD1 e MSD2) e dois dominios de ligacdo de nucleotideos (NBD1 e
NBD2). Cada MSD é composto por 6 hélices transmembranares (TM1-TM6 e TM7—
TM12), seguido por um dominio de ligacdo de nucleotideos. Uma das caracteristicas
distintivas do CFTR € a presenca de uma regido intrinsecamente desordenada, o
dominio regulatério (RD), localizada entre NBD1 e MSD2. Como na maioria das
proteinas ABC, a atividade da ATPase dos NBDs utiliza a energia de ligacdo e hidrdlise
de ATP para energizar a translocacao de varios substratos através das membranas.
Entretanto, o CFTR € um caso Unico de uma proteina ABC que forma um canal ibnico
dependente de ATP (MORAN et al., 2016).

O receptor CFTR é um canal de CI expresso na membrana apical de células
epiteliais que revestem o intestino, e tem um papel critico no transporte transepitelial
de CI e secrecgéo de fluido intestinal (FIELD, 2003). A hiperativagdo do canal CFTR
pela toxina de V. cholerae faz com que ocorra uma secrecdo excessiva de Cl,
acompanhada pelo movimento osmatico de grande quantidade de agua para o lamen,
0 que pode sobrecarregar a reabsorcdo de fluido intestinal, causando a diarreia
secretoria (MOON et al., 2015).
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Figura 4 — Fisiopatologia da coélera
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Apesar dos avanc¢os nas pesquisas sobre sua fisiopatologia, a diarreia causada
por V. cholerae ainda € um problema socioeconémico e global (CHEUVRONT et al.,
2021). Os rapidos avancos no ritmo das pesquisas biomédicas continuardo a
beneficiar as doengas que afetam o mundo desenvolvido, mas infelizmente este nao
€ 0 caso de paises em desenvolvimento. Como resultado, ndo ha atualmente
nenhuma terapia eficaz para o tratamento da diarreia secretéria por toxina de V.

cholerae (DAHL; YAMADA, 2008).

1.5 TRATAMENTO DA COLERA

O tratamento da cllera consiste na administracdo de uma solucdo de
reidratacéo oral (SRO), composta de glicose, cloreto de sodio, cloreto de potassio e
citrato de sodio (Tabela 1), que contribuem para a reidratacdo, colaborando para o
equilibrio eletrolitico, por promover a absorcdo de fluido intestinal e manutencdo da
hidratacdo. Esse tratamento surgiu a partir da descoberta de que glicose estimula
fisiologicamente a absor¢cdo de Na* por um mecanismo independente do aumento de
AMPc (FLACH et al., 2007; CHENG 2016). A partir dai, a SRO tornou-se de suma
importancia, pois diminui a mortalidade de criangas por disturbios eletroliticos, € mais

acessivel que a reidratacéo venosa, baixo custo e possui menos riscos (CHEUVRONT
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et al., 2021).

Tabela 1 — Composicéo da solucao de reidratacéo oral (SRO)

SOLUCAO DE REIDRATACAO ORAL (SRO)
Composicao Quantidade (g)
Coreto de sodio 2,6
Citrato de sodio 2,9
Cloreto de potassio 1,5
Glicose 13,5

Fonte: Adaptado de Weil et al.,2020.

Embora a SRO seja a melhor medida terapéutica recomendada pelas diretrizes
da OMS e UNICEF e tenha causado uma reduc¢éo da mortalidade em cerca de quatro
vezes nas Ultimas 3 décadas, a sua eficacia é limitada nos jovens e idosos, pois a
administracdo de fluidos ndo proporciona um alivio dos sintomas, ndo elimina a
bactéria e ndo interfere no mecanismo de acdo de sua toxina (TRADTRANTIP et al.,
2014; GRIGGS et al., 2016).

A OMS tem disponibilizado o zinco com uma importante terapia aditiva para
criancas menores de 5 anos, pois € um micronutriente essencial, considerado um fator
anti-inflamatério e protege as membranas celulares contra danos oxidativos (HOQUE
et al., 2006). Isso leva a reducdo dos riscos e atua ha manutencdo e ativacdo de
células imunes, tornando-se um aliado essencial para as respostas de combate ao
agente causal da diarreia (OMS 2022).

Atualmente existem trés vacinas da cOlera oral aprovadas pela OMS, a
Dukoral®, Shanchol™ e Euvichol-Plus®. A Dukoral® é administrada em 2 doses, com
uma a seis semanas de intervalo, sua formulacéo contém pequenas quantidades de
V. cholerae inativadas e parte da subunidade B da toxina, que nao € téxica por si so.
Assim, quando a vacina € administrada, o sistema imune reconhece a bactéria e a
toxina e inicia a producdo de anticorpos especificos e possibilita uma protecédo por
cerca de 2 anos. Ja a Shanchol™ e Euvichol-Plus® contém cepas O1 e 0139 de V.
cholerae inativados, que apos ingestéo, também estimulam a producéo de anticorpos
pelo sistema imunolégico. Deve haver um atraso minimo de duas semanas entre cada

dose dessas vacinas, com uma protecdo prolongada por até 3 anos (OMS, 2022).
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Apesar das vacinas exercerem um papel fundamental e ajudado na diminuicao
do namero de casos de colera, elas ndo protegem adequadamente as criancas, pois
a sua eficacia é mais baixa para as criangas mais jovens, com maior risco de morte
pela doenca. Isso acontece devido a varios fatores, incluindo imunidade menos pré-
existente a V. cholerae e diferencas nas respostas imunolégicas. Outro fator potencial
inclui enteropatia ambiental, uma condicdo ainda mal compreendida que ocorre devido
a contaminacao fecal-oral e que frequentemente resulta em inflamacdo da mucosa
intestinal (Weil et al, 2018). Assim, ndo h& atualmente nenhuma terapia eficaz ou
medicamento para o tratamento da célera o que suporta a busca por novos alvos e

abordagens de tratamento.

1.6 MONOXIDO DE CARBONO (CO): SINTESE E METABOLISMO

O CO é um gas lipossoluvel produzido endogenamente a partir da degradacéo
do grupo heme da hemoglobina (WALLACE et al., 2017). Este grupamento é um
complexo essencial para a funcdo das células aerdbicas, visto que funciona como
carreador do oxigénio para os tecidos. Além disso, o grupo heme também serve como
grupo prostético de numerosas outras hemoproteinas e desempenha um papel
fundamental no controle da sintese proteica e diferenciacao celular (PONKA, 1999).

A sintese de CO ocorre por acdo enzimatica da heme-oxigenase (HO), uma
enzima microssomal que catalisa a degradacdo do grupo heme em CO, ferro ferroso
(Fe?*) e biliverdina, esta Ultima é posteriormente convertida em bilirrubina pela enzima
biliverdina redutase (Figura 5) (ABRAHAM et al, 1988). Trés isoformas de HO ja foram
relatadas. A HO-1 é a forma induzivel da enzima, que, em geral, é expressa em
condicbes de estresse oxidativo, isquemia e/ou reperfusdo, por citocinas pro-
inflamatorias, endotoxinas e heme (DOI et al., 1999; FUJITA et al., 2001; YACHIE et
al., 2003). Por outro lado, a HO-2 é expressa de maneira constitutiva na maioria dos
tecidos (MCCOUBREY et al., 1997). Uma terceira isoforma, a HO-3, parece ser uma
derivacdo da HO-2 e foi descrita em roedores, mas sem fungdes biologicas ativas
conhecidas no organismo humanao.

Sabe-se também que o CO gerado no meio ambiente, principalmente devido a
combustéo, pode se ligar ao ferro presente na hemoglobina e reduzir sua capacidade
de transportar o oxigénio para os tecidos (PIANTADOSI, 2002), levando a hipoxia

tecidual e, até mesmo, a morte. No entanto, essa visédo negativa atribuida ao CO nao
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deve mascarar os inumeros estudos que sinalizam as atividades protetoras da HO-1
e do CO, desde que em doses apropriadas (FORESTI et al., 2008).

Figura 5 — Sintese e metabolismo do monoéxido de carbono (CO)

Eritrocitos

A
o3 DA
— " i
® s S
L 3 -
Mondxido de
. — Carbone
Globina
’ NA DS AL o o o 4 e ¥
‘.“.‘ ’ 4 p .‘\ . NATOY h.\:l of “'j“' L X
b/ S ’ . A . > 3».
' - ) v ) > k.
S g ' ' I e

Heme o "o w . Pox TP
Tilivecding Bilireuing

A heme oxigenage (HO) que
cataliza a degradagdo do
Isme o CO

Fénte: Autdf 2022.
1.7 MONOXIDO DE CARBONO: ACOES FISIOLOGICAS

Na ultima década, estudos desvendaram muitos aspectos sobre as funcdes
fisiologicas do CO. Foi demonstrado que o CO pode atuar sobre genes anti-
apoptoticos protegendo as células endoteliais da necrose causada pelo fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (BROUARD et al.,, 2002). O CO também induz o
relaxamento do mdusculo liso vascular, regula a pressdo arterial, 0 processo
inflamatorio e inibe a agregacéo plaquetéaria (OLAS et al., 2014).

O CO tornou-se um importante alvo de pesquisas nos Uultimos anos,
principalmente no TGI, pois ha muitas evidéncias de sua a¢éo sobre canais idnicos,
incluindo o CFTR, um canal para Cl. Apesar de ser produzido em baixas
concentragbes no TGI, a biossintese do CO pode ser induzida, aumentando
rapidamente seus niveis em poucas horas (FARRUGIA et al., 2014). A administracao
de baixas concentracfes de CO em animais de experimentacdo, melhora a motilidade
intestinal e a contratilidade muscular circular do TGl (GIBBONS et al., 2004). Além
disso, o aumento da atividade de HO-1 protege o TGI contra diversos tipos de injuria
tecidual, tais como a inibicdo de danos oxidativos e apoptose (Figura 6), com reducao
do processo inflamatorio devido sua capacidade de reduzir a migracao de neutrofilos,

exsudacao e liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, além de regulacdo da
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expressdo de proteinas de adesédo (VICENTE et al, 2003; HAYASHI et al, 1999).

Figura 6 — Monoxido de carbono (CO)
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Fonte: Adaptado de Chan et al., 2013.

Por sua vez, de maneira similar, o0 CO também reduz respostas inflamatorias
em diversos modelos de estresse oxidativo (OTTERBEIN et al, 2003) e contribui,
ainda, aumentando a transcricdo de genes anti-inflamatorios (BELCHER et al, 2006).
Ademais, o CO ja demonstrou proteger a mucosa do TGl em diferentes modelos
animais de distarbios digestivos, como leséo induzida por isquemia/reperfusdo do
intestino delgado, enterite induzida por toxina e colite experimental (UDDIN et al.,
2013; MEDEIROS et al., 2011; KATADA et al., 2009).

Adicionalmente, o CO pode atuar sobre o funcionamento de canais idnicos.
Estudos ja sugeriram que o CO possui papel fundamental na vasodilatagéo por regular
canais para K* dependentes de célcio da musculatura vascular (WANG et al., 1997),
bem como atuar sobre a fibrose cistica ao interferir em canais para Na* do epitélio
pulmonar (ALTHAUS et al., 2009). Além disso, o CO também pode modular o
transporte transepitelial de ions colénicos, como CI e bicarbonato, atuando na
regulacdo da secrecéo intestinal (STEIDLE; DIENER, 2011). Além disso, o CO pode
interagir com outras proteinas tais como citocromo P450, ciclooxigenases (COXs) e
oxido nitrico sintase (NOS), sendo capaz de modular a resposta de outros mediadores
gasosos e inflamatérios (COCEANI et al., 1996; MAGIEROWSKA et al., 2018;
GIBBONS et al., 2013).
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Um estudo recente publicado por Rodrat e colaboradores (2020) mostrou que
0 CO pode interagir diretamente com o canal CFTR, onde foi observado um efeito
inibitorio desse canal, diminuicdo da sua frequéncia de abertura, sugerindo que o CO
regula a atividade do CFTR e consequentemente o transporte de ions no epitélio
(RODRAT et al., 2020). Desse modo, o CO consegue obstruir o efluxo de CI-, o que
poderia ser um importante mecanismo protetor contra a diarreia provocada pela toxina
de V. cholerae.

Nesse sentido, estabeleceu-se a hipétese de que o CO possa desempenhar um
papel protetor contra a diarreia colérica. Assim, o presente estudo visou avaliar as
implicagbes da via de sinalizagdo HO-1/CO na diarreia induzida pela toxina de V.
cholerae e possiveis mecanismos de acao.
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OBJETIVOS

1.8 GERAL

» Avaliar o papel da via HO-1/CO na diarreia induzida por toxina de V. cholerae em

camundongos.

1.9 ESPECIFICOS

> Avaliar o efeito da modulacéo farmacolégica da via HO-1/CO sobre o acumulo de

fluido intestinal na diarreia induzida por toxina de V. cholerae;

» Estudar os efeitos da modulacéo farmacolégica da via HO-1/CO sobre o efluxo de

ions cloreto, na al¢a intestinal inoculada com toxina de V. cholerae;

> Investigar os efeitos do CO sobre as altera¢cbes morfométricas intestinais de

camundongos submetidos a diarreia causada pela toxina de V. cholerae;

» Avaliar as acbes do CO sobre a permeabilidade vascular na diarreia induzida por
toxina de V. cholerae;

» Investigar possiveis alteracdes pela modulacdo farmacoldgica da via HO-1/CO

sobre a absorcao intestinal;

» Avaliar os niveis de bilirrubina intestinal na diarreia induzida por toxina de V.

cholerae;

» Analisar a expressédo de HO-1 intestinal apos inducao da diarreia por toxina de V.

cholerae;

» Avaliar a ligacdo da molécula CO a toxina de V. cholerae, por meio de

espectroscopia de fluorescéncia,
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MATERIAIS E METODOS

1.10 DROGAS E REAGENTES

Tricarbonildiclororuténio (lI) (CORM-2), Cloroprotoporfirina X ferro (lll)
(Hemina), Zinco (IlI) Protoporfirina IX (ZnPP) e toxina de V. cholerae foram adquiridos
junto a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O CORM-2 inativo (iICORM-2) foi
preparado mantendo a solucdo estoque de CORM-2 em DMSO a 1% durante 18 h a
37°C em uma atmosfera umidificada com 5% de CO: para liberar CO (SUN et al.,
2008). CORM-2 foi dissolvido em DMSO a 1%. Hemina e ZnPP foram dissolvidos em
NaOH a 1 mM. A toxina de V. cholerae foi dissolvida em tampéo fosfato salina (PBS).
Todos os outros produtos quimicos e reagentes eram de qualidade analitica e obtidos

de fornecedores comerciais padrao.

1.11 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal
de Pernambuco — UFPE (Protocolo n° 17/2019).
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1.12 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c (25-30g; 8 semanas de
idade; n=6) machos/fémeas, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia da UFPE. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, com temperatura e luminosidade controlada, ciclo de 12h claro/12h
escuro, com livre acesso a racao e agua. Antes dos experimentos, 0os animais foram
randomizados e submetidos a jejum de 14 h, com livre acesso apenas a agua (Figura
7).

Figura 7 — Animais de experimentagéo
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Fonte: Autor (2022).
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1.13 PROCEDIMENTO CIRURGICO PARA INDUQAO DA DIARREIA POR
TOXINADE V. cholerae

Inicialmente, os camundongos foram anestesiados com xilazina + cetamina (8
e 80 mg/kg, i.p., respectivamente), em seguida foi realizada uma laparotomia mediana,
onde foi feita uma incisdo na pele e, depois, no peritdnio para visualizar e expor o
intestino delgado. Uma porcao do jejuno foi isolada e fechada com dupla lassada para
formar uma alga intestinal medindo cerca de 2 cm. Entéo, foi inoculada a toxina de V.
cholerae (1 pg de toxina por alga em PBS; 100 uL). No grupo controle, foi administrado
apenas 100 uL de PBS. As alcas intestinais foram devolvidas a cavidade abdominal e
a incisdo fechada. Apds 4 h, os animais foram eutanasiado e o fluido e o tecido
intestinal foram coletados para avaliagéo (Figura 8).

Figura 8 — Procedimento para inducdo da diarreia pela toxina de V. cholerae.
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Fonte: Autor (2022).
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1.14 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

Os animais foram tratados com CORM-2 (um doador de CO; 0,5, 1,5 ou 5
mg/kg, v.0.), Hemina (um indutor de HO-1; 1, 3 ou 10 mg/kg, i.p.) ou ZnPP (um inibidor
de HO-1; 1, 3 ou 10 mg/kg, i.p.) (ARAUJO et al., 2018). Os grupos controles receberam
apenas PBS, DMSO a 1% ou NaOH a 1 mM. Ap6s 30 min, os animais foram
anestesiados para realizacdo do procedimento cirdrgico e inoculacdo da toxina de V.
cholerae (100 pL; 1 pg/alca), conforme descrito anteriormente. Apdés 4 h, os
camundongos foram eutanasiados, e a alca intestinal foi retirada. A secrecéo do fluido
intestinal foi medida a partir da relacdo peso/comprimento da al¢ca e expressa em
gramas de tecido por centimetros (g de tecido/cm). Em seguida, o fluido e o tecido
intestinal foram coletados para andlises posteriores (Figura 9) (TRADTRANTIP et al.,
2014).

Figura 9 — Tratamentos farmacoldgicos
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1.15 DOSAGEM DE IONS CLORETO (CI') NO FLUIDO INTESTINAL

As concentracdes de CI no fluido intestinal foram medidas utilizando um kit
bioquimico (Labtest, Sdo Paulo, Brasil), conforme as instru¢cdes do fabricante. Em
resumo, o fluido intestinal foi centrifugado a 4.000 rpm durante 10 min e 0
sobrenadante foi homogeneizado com tiocianato de mercurio a 2,0 mmol/L, cloreto de
mercurio a 0,8 mmol/L, nitrato férrico a 20 mmol/L, &cido nitrico a 28 mmol/L e um
estabilizador. Em seguida, o homogeneizado foi misturado com um reagente padrao
a 100 mEqg/L. A concentragéo de CI" foi medida utilizando um leitor de placas a 450
nm. Os resultados foram expressos em miliequivalente por litro (mEg/L) (Figura 10).

Figura 10 — Procedimento para dosagem de Cl-no fluido intestinal
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Fonte: Autor (2022).
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1.16 ANALISE MORFOMETRICA INTESTINAL

Inicialmente, as alcas intestinais foram fixadas em formalina a 10%,
desidratadas em alcool 70% e embebidas em parafina. As seccbes (3-um de
espessura) foram desparafinizadas, coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e
analisadas utilizando um microscopio de luz. As laminas foram fotografadas em um
microscoépio (Nikon, modelo Eclipse Ni-U) com as objetivas 10x e 40x. A altura das
vilosidades e profundidade das criptas intestinais (4 a 5 por lamina) foram medidas
utilizando o software ImageJ® 1.4 (NIH, Bethesda, MD, EUA). Os resultados foram
expressos como uma razao da altura das vilosidades e profundidade das criptas
(AV/PC) (Figura 11) (ALVARENGA et al., 2017).

Figura 11 — Procedimento para analise da morfometria intestinal
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1.17 ANALISE DA PERMEABILIDADE VASCULAR INTESTINAL

Os camundongos receberam CORM-2 (um doador de CO; 5 mg/kg, v.0.) ou
Hemina (um indutor HO-1; 10 mg/kg, i.p.). Apdés 30 min., os animais foram
anestesiados para realizacdo do procedimento cirargico e inoculacao da toxina de V.
cholerae (100 pL; 1 pg/alga). O grupo controle recebeu apenas PBS. Apés 4 h, os
animais receberam azul de Evans (25 mg/kg; 150 uL, i.v.) e a alga intestinal foi
coletada 30 min mais tarde. Em seguida o tecido foi pesado e colocado em formamida
a 37°C durante 12 h. As amostras foram misturadas e analisadas utilizando um leitor
de placas a 620 nm. Os resultados foram expressos em micrograma de azul de Evans
por miligrama de tecido (ug de azul de Evans/mg de tecido) com base em uma curva
padrao, (Figura 12) (RADU, CHERNOFF et al., 2013).

Figura 12 — Procedimento para andlise da permeabilidade vascular intestinal
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1.18 AVALIACAO DA ABSORCAO INTESTINAL

Inicialmente, os camundongos receberam CORM-2 (um doador de CO; 5
mg/kg, v.0.), Hemina (um indutor HO-1; 10 mg/kg, i.p.) ou ZnPP (um inibidor de HO-
1; 10 mg/kg, i.p.). Ap6s 30 min os animais foram anestesiados para realizagdo do
procedimento cirdrgico e administracdo de PBS (200 plL/al¢a). Os grupos controles
receberam apenas PBS, DMSO 1% ou NaOH 1 mM. A absorcdo intestinal foi
analisada no tempo basal (To) e duas horas apos a cirurgia (Tz2n), usando uma relagéo
entre 0 peso e o comprimento da alca, sendo os valores expressos em gramas de
tecido por centimetros (g de tecido/cm) (Figura 13) (AKRIMAJIRACHOOTE et al.,
2020).

Figura 13 — Procedimento para analise da absor¢&o intestinal
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1.19 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA HO-1 TECIDUAL

Seccdes (3-um de espessura) da alca intestinal foram imersas em tampao
citrato (pH 6,0) a 95°C durante 20 min. A peroxidase endogena foi bloqueada com
H202 3% (v/v) durante 20 min. Em seguida as laminas foram lavadas em PBS e
incubadas com anticorpo anti-HO-1 (1:200, Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h. As
laminas foram lavadas em PBS e incubadas com polimero (DAKO) durante 30 min.
Apés lavagem, foram coradas com 3,3-diaminobenzidina (DAB; DAKO). Laminas
controle negativo foram incubadas com diluente de anticorpos, porém sem anticorpos
primérios. As laminas foram fotografadas em um microscopio (Nikon, modelo Eclipse
Ni-U) com a objetiva 40%. As células intestinais foram identificadas com base na sua

morfologia, localizacéo e coloracao (Figura 14) (SOUSA et al., 2018).

Figura 14 — Procedimento para analise da expresséo de HO-1 tecidual
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1.20 NIVEIS DE BILIRRUBINA NO TECIDO INTESTINAL

A concentracdo de bilirrubina no tecido intestinal foi quantificada utilizando um
kit bioquimico (Labtest, Sdo Paulo, Brasil), conforme as instru¢cdes do fabricante. Em
resumo, a alcas intestinais foram homogeneizadas em PBS e centrifugadas a 4.000
rpm durante 10 min. O sobrenadante foi incubado com &cido sulfanilico a 5,75 mmol/L,
nitrito de sodio a 72,5 mmol/L, cafeina a 130 mmol/L; benzoato de s6dio a 260 mmol/L
e acetato de sodio a 460 mmol/L, durante 5 min. A concentracédo de bilirrubina foi
medida utilizando um leitor de placas a 525 nm e os resultados foram expressos em
miligramas de bilirrubina por decilitro (mg/dL) (Figura 15).

Figura 15 — Procedimento para analise dos niveis de bilirrubina tecidual
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1.21 ESPECTROSCOPIA FLUORIMETRICA

O espectro de fluorescéncia da toxina de V. cholerae na presenca ou auséncia
de CORM-2 (um doador de CO) foi estudado usando um leitor fluorescéncia
(Varioskan Flash, Thermo Fisher) a 25°C ou 45°C (LAKOWICZ, 2006). Os dados
foram analisados por meio da area sob a curva (ASC). Para medic¢des da extingao de
fluorescéncia, CORM-2 (2 uM, 20 uM e 200 uM) foi adicionado sucessivamente a
toxina de V. cholerae (3 uM) (Figura 16). Foi utilizada excitagcdo a 282 nm e 0s
espectros de emisséo foram registrados de 305 a 370 nm e os valores finais de
fluorescéncia foram corrigidos para o efeito de filtro interno, usando a seguinte

equacao.
Aex + Aem

Fcorr:FobsX 10 2

Onde Fcorr € Fobs S80 as intensidades de fluorescéncia corrigidas e observadas,
respectivamente, Aex € Aem S840 as absorbancias das amostras nos comprimentos de
onda de excitacdo e emissao, respectivamente.

Para elucidar o mecanismo molecular da interagdo do CO com a toxina de V.
cholerae, um gréfico foi plotado utilizando os dados das duas temperaturas analisadas
e as intensidades de fluorescéncia foram determinadas no imax, utilizando a equacao

de Stern-Volmer.
a

F ] *KSVX[NP]

c

Figura 16 — Procedimento para analise da emissao de fluorescéncia pela toxina de V. cholerae

----------------------------------------------------------------------------------

Fonte de luz
=% Toxina @C - o :
V. cholerae’ o Leitura F o
ﬂ o v /). Emissdo !
Excitaqéo\“\ . /7 305a370 nm
282 nm oy » : W
Amostra - L :

Fonte: Autor (2022).



44

1.22 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a média = erro padrdo da média. A
normalidade dos dados foi analisada através do Teste de normalidade Shapiro-Wilk.
A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism® (Verséo 5.0).
O significado estatistico foi determinado pela analise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguida de comparacdes multiplas utilizando o teste de Newman-Keuls. As

diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando P < 0,05.
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RESULTADOS

1.23 CO DIMINUI A SECRECAO DO FLUIDO INTESTINAL PROMOVIDA
PELATOXINA DE V. cholerae

A Figura 17A demonstra que a toxina de V. cholerae (0,093 + 0,006 g/cm)
aumentou a relacdo peso/comprimento da alca, comparado ao grupo PBS (0,053 +
0,003 g/cm). Contudo, os animais tratados com CORM-2 a 5 mg/kg (0,064 = 0,004
g/cm) tiveram uma reducéo significativa (P < 0,05) da secre¢éo do fluido intestinal
causada pela toxina de V. cholerae. Além disso, a administracdo de iCORM-2 (0,086
+ 0,007 g/cm), uma molécula que ndo libera CO, ndo alterou a relagéo
peso/comprimento da alca, em comparagdo com a toxina de V. cholerae. Animais
tratados apenas com CORM-2 (0,056 + 0,004 g/cm), iCORM-2 (0,062 + 0,007 g/cm)
ou veiculo DMSO (0,055 £ 0,006 g/cm), ndo tiveram alteracdes na secrecao de fluido
intestinal, comparado ao grupo PBS.

Na Figura 17B, o tratamento com Hemina (3 mg/kg: 0,077 = 0,003 g/cm e 10
mg/kg: 0,071 + 0,007 g/cm) diminuiu a relagéo peso/comprimento da al¢ca, comparacéo
ao grupo toxina de V. cholerae (0,102 + 0,011 g/cm). No entanto, o pré- tratamento
com ZnPP (0,110 + 0,009 g/cm) reverteu este efeito do Hemina. O grupo PBS (0,052
+ 0.003 g/cm) mostrou niveis basais. Hemina (0,054 + 0,007 g/cm), ZnPP(0,055 +
0,006 g/cm), ou NaOH (0,050 + 0,002 g/cm), nao tiveram alteragdes significativas na
relacéo peso/comprimento da alcga.
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Figura 17 — Efeito da via HO-1/CO na secrecao intestinal induzida pela toxina de V. cholerae. Relagéo
peso/comprimento da al¢a intestinais de animais tratados com CORM-2 ou iCORM-2 (A), ou Hemina
(B), seguido da inoculacéo da toxina de V. cholerae. *P<0,05 vs. grupo PBS; #P<0,05 vs. grupo

toxina; ¥P<0,05 vs. grupo Hemina (10 mg/kg). (N=6).
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1.24 INIBI(;AO FARMACOLOGICA DE HO-1 POTENCIALIZA A
SECRECAO DOFLUIDO INTESTINAL PROMOVIDA PELA TOXINA DE V.
cholerae

A Figura 18A mostra que animais inoculados com toxina de V. cholerae (1
pg/alca; 0,091 £ 0,008 g/cm) apresenta um aumento significativo (P<0,05) na relacao
peso/comprimento da alca, comparado ao grupo PBS (0,056 + 0,003 g/cm). Além
disso, ndo houve diferenca estatistica com o tratamento com ZnPP (3 ou 10 mg/kg;
0,069 = 0,002 g/cm; 0,104 £ 0,015 g/cm, respectivamente), comparado ao grupo da
toxina de V. cholerae. Contudo, quando foi utilizada uma dose submaxima de toxina
de V. cholerae (0,5 pg/alca; 0,069 + 0,003 g/cm), animais tratados com ZnPP a 10
mg/kg tiveram um aumento significativo (P<0,05) na relacdo peso/comprimento da
alca (0,104 £0,015 g/cm) (Figura 18B).

Figura 18 — Efeito da inibicao farmacolégica de HO-1 sobre a secrecao intestinal induzida pela toxina
de V. cholerae. Relag&o peso/comprimento da alga intestinal dos animais tratados com ZnPP e
inoculacéo da toxina de V. cholerae a 1 pg/al¢a (A) ou 0,5 pg/alca (B). *P<0,05 vs. grupo PBS;

#P<0,05 vs. grupo toxina (0,5 pg/al¢a). (N=6).
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1.25 CO REDUZ A CONCENTRACAO DE CL"NO FLUIDO INTESTINAL
AUMENTADOPELA TOXINA DE V. cholerae

A Figuras 19A e 19B toxina de V. cholerae (24,63 + 4,13 mg/dL) aumentou
significativamente (P<0,05) a concentracdo de Cl no fluido intestinal, comparado ao
grupo PBS (2,66 + 0,68 mg/dL). Contudo, em comparagcdo ao grupo toxina de V.
cholerae, os animais tratados com CORM-2 (10,51 + 1,03 mg/dL) ou Hemina (12,23 +
0,82 mg/dL) apresentaram uma reducao significativa (P<0,05) na concentracdo deste
jon. Além disso, o efeito do Hemina (Figura 19B) foi revertido significativamente
(P<0,05) em animais pretratados com ZnPP (23,50 + 3,57 mg/dL).

Figura 19 — Efeito da via HO-1/CO sobre a concentracédo de Cl- no fluido intestinal. Concentragéo de

CI-no fluido intestinal de animais tratados com CORM-2 (A), Hemina com ou sem ZnPP (B), seguido

da inoculacdo da toxina de V. cholerae a 1 pg/al¢a. *P<0,05 vs. grupo PBS; #P<0,05 vs. grupo toxina
(1 po/alga); WP<0,05 vs. grupo Hemina (10 mg/kg). (N=6).
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1.26 O BLOQUEIO FARMACOLOGICO DE HO-1 POTENCIALIZOU A

SECRECAO DE CL- NO FLUIDO INTESTINAL PROMOVIDA PELA TOXINA DE
V. cholerae

A Figura 20A demonstra que o tratamento com ZnPP (30,36 + 7,32 mg/dL) n&o
altera significativamente a concentracao de ClI no fluido intestinal, comparado ao grupo
toxina de V. cholerae a 1 pg/alca (28,79 + 7,93 mg/dL). No entanto, a concentracéo
de CI no fluido intestinal (Figura 20B) foi potencializada pelo ZnPP (25,36 = 4,89
mg/dL), quando utilizada uma dose subméxima de toxina de V. choleraea 0,5 pg/alca
(14,78 £2,55 mg/dL).

Figura 20 — Efeito do bloqueio farmacolégico de HO-1 sobre a secrecdo de cloreto intestinal
induzida pela toxina de V. cholerae. Concentrag&o de CI- no fluido intestinal de animais tratados com
ZnPP e inoculagéo da toxina de V. cholerae a 1 pg/alga (A) ou 0,5 pg/alca (B). *P<0,05 vs. grupo
PBS; #P<0,05 vs. grupo toxina (0,5 pg/alca). (N=6).
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1.27 CO PROTEGE A ARQUITETURA DO EPITELIO
INTESTINAL LOCAL ALTERADA PELA TOXINA DE V. cholerae

Na figura 21A, os animais do grupo PBS apresentaram o epitélio intestinal em
condi¢Bes normais, onde pode-se observar vilosidades e criptas intactas. No entanto,
a inoculacéo da toxina de V. cholerae promoveu uma importante reducao da altura das
vilosidades e da profundidade das criptas (Figura 21B). Além disso, o tratamentocom
CORM-2 preservou as caracteristicas morfologicas do tecido (Figura 21C).

Conforme a Figura 21D, a administracdo da toxina de V. cholerae diminuiu a
razao vilo/cripta (3,518 + 0,129 um), comparado ao grupo PBS (4,530 £ 0,758 um). No
entanto, o tratamento com CORM-2 (4,179 £ 0,180 pum) reverteu significativamente

(P<0.05) essa alteragéo.

Figura 21 — Efeito do CO sobre as alteracdes morfométricas promovida pela toxina de V. cholerae.

Fotomicrografia de animais que receberam PBS (A), inoculacéo da toxina de V. cholerae (B) e
CORM-2 + toxina de V. cholerae (C). (D) razao vilosidade/cripta (AV/PC) *P<0,05 vs. grupo toxina de
V. cholerae. (N=6).
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1.28 CO REDUZ A PERMEABILIDADE VASCULAR LOCAL ALTERADA PELA
TOXINA DE V. cholerae

Considerando a perda da arquitetura do epitélio intestinal pode ser associada
a microcirculacéo local alterada, analisamos a permeabilidade vascular no tecido
intestinal. A Figura 22A demonstra que a toxina de V. cholerae (11,80 = 0,65 pug de
Evans Blue/mg de tecido) aumentou significativamente (P<0,05) a permeabilidade
vascular, comparado ao grupo PBS (5,01 +0,57 ug de Evans Blue/mg de tecido). Além
disso, o efeito da toxina de V. cholerae foi prevenido em animais tratados com CORM-
2 (7,39 £ 1,05 pug de tecido Evans Blue/mg) ou Hemina (7,23 = 0,59 ug de Evans
Blue/mg de tecido).

Figura 22 — Efeito do CO sobre as altera¢des da permeabilidade vascular promovida pela

toxina de V. cholerae (1ug). Fotomicrografia de animais que receberam PBS (A), inoculacéo da

toxina de V. cholerae (B) e CORM-2 + toxina de V. cholerae (C). (D) razéo vilosidade/cripta e (E)
permeabilidade vascular intestinal. *P<0,05 vs. grupo PBS; #P<0,05 vs. grupo toxina. (N=6).
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1.29 MODULADORES FARMACOLOGICOS DA VIA HO-1/CO NAO
ALTERAM AABSORCAO DE FLUIDO INTESTINAL

A figura 23 mostra o tempo basal To (0,118 £ 0,005 g/cm), e que no tempo T2n,
o grupo PBS (0,074 = 0,003 g/cm) apresentou absor¢cao de fluido intestinal, que n&o
foi alterada nos animais tratados com CORM-2 (0,078 £0,004 g/cm), Hemina (0,074
+ 0,004 g/cm) ou ZnPP (0,070 £ 0,002 g/cm). Os veiculos DMSO a 1% e NaOH a 1

mM também ndo apresentaram alteracdo na absorcao intestinal.

Figura 23 — Efeito de moduladores da via HO-1/CO sobre a absor¢éo de fluido intestinal. Relacdo
peso/comprimento da alga intestinal de animais tratados com moduladores da via de sinalizagdo de
HO-1/CO. *P<0,05 vs. tempo basal (To). (N=6).
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1.30 A TOXINA DE V. cholerae AUMENTA A IMUNOREATIVIDADE DE HO-1 E
OS NIVEIS DE BILIRRUBINA, UM PRODUTO DA DEGRADACAO DA VIA HO-
1/CO, NOTECIDO INTESTINAL

A analise imuno-histoquimica foi realizada para avaliar os efeitos da toxina de
V. cholerae sobre a expressdao de HO-1 intestinal. A Figura 24 mostra que a
guantidade de células imunorreativas para HO-1 foi aumentada no epitélio intestinal
de animais tratados com toxina de V. cholerae (Figura 24B), comparado ao grupo PBS
(Figura 24A).

Na Figura 24C, os niveis de bilirrubina foram analisados como um marcador
indireto da producdo de CO, uma validacdo da sinalizacdo mediada por HO-1. A
inoculacdo da toxina de V. cholerae resultou em uma acumulacdo significativa
(P<0,05) de bilirrubina tecidual (92,87 £6,08 mg/dL), comparado ao grupo PBS (59,51
+ 8,03 mg/dL).

Figura 24 — Coloragao imuno-histoquimica para HO-1 e niveis de bilirrubina de animais com
inoculacéo de toxina de V. cholerae. Imunoreatividade para HO-1 intestinal de animais que receberam
PBS (A) ou inoculacdo da toxina de V. cholerae (B). Niveis de bilirrubina (C). *P<0,05 vs. grupo PBS;

#P<0,05 vs. grupo toxina. (N=6).
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1.31 CO INTERAGE COM A TOXINA DE V. CHOLERAE

Uma andlise de fluorescéncia foi realizada para investigar se o CO interage
diretamente com a estrutura molecular da toxina de V. cholerae. Os resultados
mostraram que a fluorescéncia emitida pela toxina incubada com o CORM-2 (200 uM;
309,05 + 5,25 ASC) foi significativamente (P<0.05) menor quando comparado a
fluorescéncia emitida apenas pela toxina (805,0 4,35 ASC) (Figuras 25A e B).

Para elucidar o mecanismo de interacao entre a toxina de V. cholerae e o CO,
foi elaborado um grafico de Stern-Volmer para duas temperaturas (25 e 45°C) (Figura
25C). O perfil linear do gréfico indica que ocorreu apenas um tipo de perda de
fluorescéncia da toxina na presenca do CO, enquanto a inclinacéo decrescente com
0 aumento da temperatura sugere que o CO interage de maneira estatica a toxina de
V. cholerae, com a formacéo de um complexo.

Figura 25 — Interacao molecular do CO com a toxina de V. cholerae. Intensidade de fluorescéncia
emitida pela toxina de V. cholerae (3 uM) incubada ou ndo com CORM-2 (2 uM; 20 uM e 200 uM) (A).
(B) Area sob a curva dos dados de intensidade de fluorescéncia. (C) Gréafico de Stern-Volmer com
duas temperaturas distintas (25°C e 45°C). *P<0,05 vs. grupo toxina de V. cholerae. (N=6).
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DISCUSSAO

No presente estudo, n6s demonstramos que a via HO-1/CO tem um papel
importante na regulacdo da diarreia provocada pela toxina de V. cholerae em
camundongos. A modulacdo farmacoldégica com Hemina (um indutor de HO-1) ou
CORM-2 (um doador de CO) teve um efeito significativo na redugéo da secrecéo do
fluido intestinal e no efluxo luminal de ions CI- induzidos pela toxina de V. cholerae.
Estes dados foram confirmados pela administracdo de ZnPP (um inibidor de HO-1),
gue além de promover reversdo dos efeitos protetores da Hemina sobre a diarreia
colérica, potencializou a secrecédo de fluido intestinal e CI. Além disso, a analise da
morfometria do epitélio intestinal mostrou que o CO protegeu a arquitetura das
vilosidades e criptas alteradas pela toxina de V. cholerae, assim como reduziu a
permeabilidade vascular local. A investigacdo deste mecanismo elucidou que o CO
interage diretamente com a toxina de V. cholerae, inibindo seus efeitos lesivos sobre
as células intestinais.

A literatura mostra que os mediadores gasosos, tais como o éxido nitrico (NO),
o sulfeto de hidrogénio (H2S) e o CO atuam em diversas acoes fisiologicas no sistema
digestorio (KORBUT et al., 2020). Nesta perspectiva, o CO surge como um dos mais
atrativos gasotransmissores terapéuticos devido a sua maior estabilidade edistribuicéo
para tecidos mais distantes, além de ndo se comportar como um radical livre. O CO
demonstrou uma acéo citoprotetora do epitélio escamoso do esbéfago contra os danos
causados pela esofagite de refluxo (MAGIEROWSKA et al., 2020) e a via HO-1/CO
mostrou um papel antioxidante contra os danos gastricos induzidos pelo alendronato
(COSTA etal., 2013). Na porcao mais distal do trato gastrointestinal,usando um modelo
experimental de doenca inflamatdria intestinal (DIl), TAKAGI e colaboradores (2020)
mostraram que o CO inibiu a inflamac&o intestinal e promoveu a reestruturacéo
epitelial da mucosa colbnica (TAKAGI et al., 2020).

Além disso, os canais idnicos parecem ser um alvo potencial para a acédo do
CO nas membranas bioldgicas, influenciando no controle do equilibrio eletrolitico e
osmotico. Takasuka et al. (2011) demonstraram que o CO pode modular a secrecao
de HCOs3 no lumen intestinal e, desta forma, protege as células duodenais contra
lesdes causadas pelo conteudo gastrico (TAKASUKA et al.,, 2011). Além disso,
recentemente, em um estudo in vitro realizado por Rodrat et al. (2020), concluiu que

0 CO poderia inibir o fluxo de corrente ibnica através da interagdo com o canal CFTR
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(RODRAT et al., 2020), foi identificado um papel importante do CO no transporte de
ions CI-.

Em conjunto, estes dados sugerem que o CO pode ter uma aplicagao potencial
no tratamento da diarreia induzida pela toxina de V. cholerae. Curiosamente, um efeito
antissecretorio contra a diarreia colérica foi observado a partir de doadores exdégenos
de H2S, outro importante gasotransmissor (SOUZA et al., 2018; SOUZA et al., 2021),
0 que reforca ainda mais a importancia da investigacdo do papel dos mediadores
gasosos, e entre eles o CO, na modulacdo do efeito provocado pela toxina de V.
cholerae.

Nossos dados mostraram que a modulacéo farmacolégica da via HO-1/CO, por
meio de um indutor da HO-1 ou um doador de CO, reduziram a secrecao de fluido
intestinal associada a diarreia por toxina de V. cholerae. Esse resultado pode estar
diretamente relacionado a uma regulacdo do transporte epitelial intestinal de
eletrolitos, um parametro imprescindivel para determinacdo da composicdo e do
movimento do fluido luminal. O transporte coordenado dos ions Na*, K*, CI- e HCOgs
€ mantido por moléculas como Na*/K*-ATPase, canal CFTR e permutadores de
anions, respectivamente (VENKATASUBRAMANIAN et al., 2010). Contudo, a toxina
de V. cholerae interfere especialmente na secrecdo de CI, levando a um aumento no
efluxo de Na* e agua para o lumen intestinal (VISWANATHAN et al., 2009). Nessa
linha, nossos achados também demonstraram que o CO reduziu a concentracdo de
Cl- luminal, contribuindo para sustentar sua provavel acao antissecretoria contra a
diarreia colérica. Esta conjectura sugere que o CO é capaz de modular o mecanismo
de secrecao aguda intestinal e podera vir a ser uma excelente ferramenta na terapia
da cOlera.

A fim de confirmar que esse efeito antissecretorio esta intrinsecamente ligado
ao CO, foi investigado os efeitos da inibicao farmacoldgica da via HO-1/CO. Devido a
sua semelhanca estrutural com o grupo heme da hemoglobina, o ZnPP & um
conhecido inibidor da HO-1 por competir pelo sitio ativo da enzima e bloquear seu
efeito fisioldgico, levando a redugédo da quantidade dos produtos da via, incluindo o
CO (KAPPAS et al., 1986). Nossos resultados mostraram que a administracdo de
ZnPP reverteu o efeito protetor da Hemina e potencializou o efeito secretorio causado
pela toxina de V. cholerae, com consequente aumento da concentracao de Cl no fluido
intestinal. Estes resultados corroboram com a literatura, que mostra que o ZnPPfoi

capaz de inibir o efeito protetor da HO-1 em modelos animais de inflamacéao
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colénica (WANG et al., 2001) e dano gastrico induzido por &cido acetilsalicilico (ASA)
(MAGIEROWSKI et al., 2016), aumentando a gravidade das lesGes. Desta forma,
nossos resultados sugerem um papel potencial do CO na protecéo do epitélio intestinal
contra a diarreia secretora induzida pela toxina de V. cholerae.

O proximo passo do nosso estudo foi avaliar se o efeito antissecretorio
promovido pelo CO envolvia alteracbes na absorcéo intestinal. Esta investigacdo é
importante uma vez que diferentes enterotoxinas, incluindo a produzida por V.
cholerae, sado responsaveis por promover inibicdo da reabsor¢cdo de Na* e CI,
contribuindo para a acumulacao de fluido intestinal e diarreia (YUN et al., 1997).
Embora estudos indiguem que o CO pode interferir no transporte de Na* em alguns
tecidos epiteliais, a sua acao na absorcao de Na* no intestino ainda € pouco conhecida
(ALTHAUS, 2012). Assim, nossos dados ndo mostraram quaisquer alteracdes na
funcao absortiva intestinal de camundongos tratados com CORM-2, Hemina, ZnPP ou
seus respectivos veiculos. Com isso, pode-se inferir que o efeito protetor mediado pelo
CO contra a diarreia colérica ndo é secundario a um aumento da absorc¢éo intestinal,
sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos neste processo.

Corroborando com a literatura, nossas analises histopatologicas evidenciaram
gue a toxina de V. cholerae foi capaz de alterar a arquitetura do epitélio intestinal,
resultando diretamente no encurtamento das vilosidades e na reducdo da
profundidade das criptas. Esses achados sdo apoiados por estudos anteriores que
mostraram que a sinalizacao intracelular mediada pela toxina de V. cholerae leva a um
aumento dos niveis de AMPc e interfere com o trafego intracelular de componentes
criticos das juncBes aderentes, causando perturbacdo da barreira intestinal (IRETON
et al., 2018). Desta forma, este mecanismo € fundamental para o efluxo paracelular de
fons e agua para a luz intestinal, contribuindo para o agravamento da diarreia. Por
outro lado, nossos resultados também demonstraram que a arquitetura do epitélio
intestinal foi restaurada apoOs tratamento com CORM-2, um doador de CO,
possibilitando a manutencdo da organizagao estrutural das vilosidades e criptas. Esta
descoberta demonstra que o CO é de suma importancia para a protecdo do epitélio
intestinal contra a perda da arquitetura induzida pela toxina de V. cholerae.
Corroborando com nossos dados, foi observado que a via HO-1/CO é fundamental
para protecdo da mucosa ileal contra os efeitos lesivos provocados pela toxina de
Clostridium difficile (MEDEIROS et al, 2011; INUI et al., 2011).

Ainda nesta perspectiva, estudos relataram que as toxinas produzidas por C.
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difficile e Escherichia coli podem aumentar a permeabilidade vascular local,
promovendo aumento da presséo intravascular, dilatacdo dos vasos e angiogénese
(HUANG et al.,, 2018; BRIGHAM et al.,, 1979). Nessa linha, nossos dados
demonstraram que a toxina de V. cholerae promoveu aumento da permeabilidade dos
capilares intestinais, evidenciada pela concentracdo aumentada do corante Azul de
Evans tecidual. Estes dados sugerem que a desestabilizacdo da barreira vascular
pode contribuir ainda mais para a patogénese da colera, uma vez que permite a saida
de plasma e proteinas em direcdo ao limen intestinal. A literatura também mostra que
a via da HO-1/CO é capaz de modular parametros relacionados ao processo
inflamatorio que, eventualmente, poderiam contribuir para a injuria vascular (IWATA et
al., 2020), reduzindo a permeabilidade endotelial e inibindo a saida de plasma e o
edema (ALCARAZ et al., 2003). A partir disso, no presente estudo também foi
demonstrado que a administracdo de Hemina ou CORM-2 preveniu as alteracdes nha
permeabilidade vascular local causadas pela toxina de V. cholerae, reforcando o papel
fundamental do CO na protecdo da mucosa intestinal.

Em seguida, nosso trabalho investigou se a inoculacao da toxina de V. cholerae
altera a expressdo de HO-1 intestinal. Esta enzima é endogenamente expressa a
niveis basais relativamente baixos em varios tecidos de mamiferos, mas pode ser
regulada positivamente no TGI devido a exposicdo continua a agentes estressores,
tais como antigenos alimentares, microrganismos e farmacos (PUENTES-PARDO et
al., 2020). Neste contexto, dados na literatura mostram que o etanol (GOMES et al.,
2010) e o alendronato (COSTA et al., 2013) podem causar injdria gastrica, enquanto
o dextran sulfato de sédio (DSS) e o acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) sao
importantes modelos experimentais de colite em roedores (UDDIN et al., 2013; WANG
et al., 2001). Em comum, estas lesGes gastrointestinais sdo acompanhadas de um
aumento da imunorreatividade para HO-1, o que leva a um aumento concomitante de
CO celular. Esta descoberta pode ser correlacionada com o efeito protetor
desempenhado pelo CO, indicando que a via HO-1/CO atua como mecanismo de
defesa da mucosa gastrointestinal.

Os resultados do nosso trabalho mostraram que a inoculacao da toxina de V.
cholerae promoveu um aumento da imunorreatividade para HO-1 nas células epiteliais
intestinais, sugerindo producédo aumentada de CO e possivelmente um mecanismo de
protecéo intestinal (HEGAZI et al., 2005). Corroborando com nossos achados de

potencializacao da secrec¢éo de fluido intestinal e efluxo de CI- promovida pelo ZnPP
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sobre a diarreia colérica, especulamos que a resposta tecidual aos efeitos lesivos da
toxina de V. cholerae possibilitou a liberacdo enddégena de baixos niveis de CO e que
nao foram suficientes para protecéo eficaz do epitélio intestinal.

Considerando que a sinalizacdo mediada por HO-1 resulta na producao
equimolar de CO e biliverdina, e que este pigmento é convertido em bilirrubina
(RYTER, 2019), n6s avaliamos os niveis de bilirrubina no tecido intestinal apés a
inoculacdo da toxina de V. cholerae, baseando-se no pressuposto do aumento da
concentracao intestinal de bilirrubina poderia sugerir um aumento concomitante do CO
endoégeno (COSTA et al, 2013; GOMES et al., 2010). Dessa forma, nossos resultados
mostraram que a concentragdo de bilirrubina no tecido intestinal aumentou
significativamente apds a inoculacdo da toxina de V. cholerae, sugerindo que a via
HO-1/CO foi estimulada pela toxina e resultou em aumento dos seus produtos,
incluindo o CO. Portanto, esse dado reforca a hipotese de que a via HO-1/CO pode
atuar como um mecanismo fisiolégico de protecdo e garantia da integridade da
mucosa intestinal.

Para elucidar o possivel mecanismo de acdo do CO sobre a diarreia induzida
pela toxina de V. cholerae, nés hipotetizamos que o CO pode interagir diretamente
com estrutura proteica da toxina. Para comprovar essa possibilidade, foi empregada
a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, visto a extincédo de fluorescéncia é um
dos processos amplamente utilizados para estudar as interacdes entre biomoléculas
e ligantes (LAKOWICZ, 2006). Esta técnica se baseia na transicdo de moléculas com
ligagbes conjugadas de um estado eletronico excitado para um estado basal, emitindo-
se, desse modo, luz na forma de fluorescéncia (MOCZ; ROSS; 2013). Curiosamente,
proteinas, como a toxina de V. cholerae, possuem fluorescénciaintrinseca por parte
de alguns aminoacidos de sua composi¢cdo, como tirosina, fenilalanina e,
principalmente, o triptofano. De acordo com estudos realizados por Mestrallet e
colaboradores (1984), a emissao maxima de fluorescéncia do triptofano da toxina de
V. cholerae é encontrada em aproximadamente 343 nm (MESTRALLET et al., 1984),
0 que corrobora com os resultados aqui demonstrados, cujo maximo de emissdo de
fluorescéncia foi observada a 345 nm. Além disso, a intensidade de fluorescéncia
emitida pela toxina de V. cholerae diminuiu gradativamente quando a concentracao de
CORM-2 foi aumentada, indicando possiveis interagdo molecular com o CO.

Adicionalmente, foi utilizada a equagdo de Stern-Volmer para explorar a
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cinética de extingdo de fluorescéncia emitida pela toxina de V. cholerae (HASSAN et
al., 2020). Esta férmula matematica se baseia na relacdo entre a intensidade de
fluorescéncia emitida por determinada molécula (fluor6foro), com e sem a presenca
de um inibidor, para determinar o tipo de interacdo envolvida (MOCZ; ROSS; 2013).
Nesta perspectiva, foi evidenciado que o CO interage de maneira estatica com a toxina
de V. cholerae, com consequente formacdo de complexos. Este resultado foi
comprovado pela dependéncia da interagdo em funcao da temperatura, visto que a
intensidade de fluorescéncia da toxina incubada com o CORM-2 foi maior a 45°C,
guando comparado a 25°C, o que simboliza a dissociacdo dos complexos a partir da
elevacdo da temperatura. Resultados similares também evidenciados por Sarwar et
al. (2017), nos quais foi demonstrada a interacdo de nanoparticulas de 6xido de zinco
com atoxina de V. cholerae (SARWAR et al., 2017). Baseado em evidéncias de Rodrat
e colaboradores (2020), onde mostraram um efeito inibitério do CO sobre o canal
CFTR em células epiteliais mamarias, em nosso estudo ndo descartamos inibicao
direta desse canal no epitélio intestinal. Entretanto, sdo necessarios novos estudos
para elucidar essa hipotese.

Em suma, nosso trabalho corrobora com a literatura e mostra que o CO é uma
das moléculas mais promissoras para fins terapéuticos em desordens digestivas.
Nossos dados demonstraram que o CO, tem efeito antissecretorio como forma de
protecdo do epitélio intestinal contra injdrias causadas pela toxina de V. cholerae,
sugerindo um novo efeito benéfico e perspectivas de tratamento futuro desta condicao.
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CONCLUSOES

A via HO-1/CO é fundamental para protecao contra a diarreia aguda secretoria
induzida pela toxina de V. cholerae, inibindo a secregao de fluidos e o efluxo CI na luz
intestinal. O CO também preservou a arquitetura do epitélio intestinal e inibiu o
aumento da permeabilidade vascular causada pela toxina de V. cholerae. Os dados
também sugerem que o efeito antissecretério mediado pelo CO ndo se deve a uma
maior absorcao intestinal, e provavelmente ocorre por um mecanismo dependente da
ligacdo molecular com a toxina. Assim, 0S nossos resultados sugerem perspectivas de

utilizacdo do CO como instrumento terapéutico para a diarreia colérica.

Figura 26. Modelo hipotético do efeito antissecretdrio do CO e sua possivel ligagdo molecular
com a toxina de V. cholerae.
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ABSTRACT

In the present study, we evaluated the effect of a gaseous mediator, the carbon
monoxide (CO), in an experimental model of choleric toxin-induced diarrhea and its
possible action mechanism. The treatment with CORM-2 (a Carbon monoxide [CO]
donor) or Hemin (a heme oxygenase 1 [HO-1] inducer), but not iCORM (an inactive
CORM-2), decreased the intestinal fluid secretion and CI- efflux increased by cholera
toxin. In contrast, ZnPP administration (a HO-1 inhibitor), reversed the antisecretory
effect of Hemin and potentiated cholera toxin-induced intestinal secretion, contributing
to diarrhea. In addition, CORM-2 also prevented the change of intestinal epithelial
architecture and local vascular permeability promoted by cholera toxin. Additionally,
the intestinal absorption was not altered in animals treated with CORM-2, Hemin or
ZnPP. Cholera toxin inoculation also had increased HO-1 expression and bilirubin
levels, a possible protective physiological response. Thus, our results showed that CO
is a key molecule for protection against choleric diarrhea and suggest the use this

gaseous mediator as a possible therapeutic tool.

Keywords: Carbon monoxide; Cholera toxin; Diarrhea.
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1. Introduction

Diarrheal diseases are a global public health problem that leads to increased
morbidity and mortality, mainly in developing countries. Large epidemics of diarrhea
have been documented in human history, primarily caused by bacterial infections, such
as Escherichia coli, Shigella and especially Vibrio cholerae (HASAN et al., 2021).
Cholera is an intestinal disorder characterized by acute watery diarrhea caused by one
of more than 200 serogroups of V. cholerae (CLEMENS et al., 2017). Its transmission
occurs through the ingestion of contaminated water and food, common in countries
with limited access to potable water and inefficient sanitation system (WHO, 2018).

The production and release of cholera toxin consist in one of the main factors
responsible for the virulence of V. cholerae to mammalian hosts, this molecule is
formed by an active toxic A subunit (CTA) linked to pentameric B subunit (CTB)
(SANCHEZ; HOLMGREN, 2008). The interaction to intestine cells occurs from the
binding of CTB to ganglioside GM1 (GM1), resulting in entry of the toxin by endocytosis
(CUATRECASAS, 1973; MIDDLEBROOK; DORLAND, 1984). Within the cell, CTA
upregulates adenylate cyclase, which result in increased cyclic adenosine
monophosphate (CAMP) levels, protein kinase A (PKA) activation and cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) opening, a Cl- channel, culminating in
intense water and electrolyte loss (DAS et al., 2018).

In this sense, gaseous mediators are highlighted due to their endogenous
production and biological activities. Carbon monoxide (CO) is a gasotransmitter
produced from degradation of the heme via heme-oxygenase 1 (HO-1, an enzyme
inducible) and heme-oxygenase 2 (HO-2, an enzyme constitutive). A third subunit,
heme-oxygenase 3 (HO-3), appears to be derived from the transcription of HO-2
(ELBIRT; BONKOVSKY, 1999). This reaction also produces ferrous iron and biliverdin,
which is converted to bilirubin by the biliverdin reductase enzyme.

CO has important role in the gastrointestinal (Gl) tract, being involved in
maintaining mucosal integrity, modulation of local blood flow and secretion (WALLACE
et al., 2017). Additionally, CO can modulate ion transport, such as Ca?*-activated K*
channels in the vascular musculature (WANG et al., 1997) and Cl- and HCO3" colonic
channels (STEIDLE; DIENER, 2011). Recently, it has been shown that CO has a direct
action on the CFTR channel, which results in impeding channel gating and obstruction
of CI efflux (RODRAT et al., 2020). In this line, we hypothesized that CO may play a
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protective role against choleric diarrhea.

Thus, the present study aimed to evaluate the implications of HO-1/CO signaling
pathway on cholera toxin-induced diarrhea and possible action mechanisms. Here, we
demonstrated that CO reduces cholera toxin-induced intestinal fluid secretion and CI-
efflux. This result was confirmed by the pharmacological inhibition of HO-1, which
potentiated the secretory response produced by the cholera toxin. In addition, CO
protected the integrity of the intestinal epithelium and reduced local vascular
permeability, altered by the cholera toxin. Finally, our results suggest that the probable
protective effect of CO against choleric diarrhea is mediated by molecular interaction

with cholera toxin.

2. METHODS

2.1. Drugs and reagents

Tricarbonyldichlororuthenium (II) (CORM-2), Chloroprotoporphyrin IX iron (lll)
(Hemin), Zinc Protoporphyrin IX (ZnPP) and toxin from V. cholera were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Inactive CORM-2 (iCORM-2) was prepared by
keeping the stock solution of CORM-2 in 1% DMSO for 18 h at 37°C in a 5% CO:
humidified atmosphere to liberate CO (SUN et al., 2008). CORM-2 was dissolved in
1% DMSO. Hemin and ZnPP were dissolved in 1 mM NaOH. Cholera toxin was
dissolved in phosphate buffered saline (PBS). All other chemicals and reagents were

of analytical grade and obtained from standard commercial suppliers.

2.2. Animals

Balb/c mice (7-8 weeks) were housed in temperature-controlled room, 12h
light/12h dark cycle and free access to standard pellet diet and water. Mice were fasted
for 12 h before the experiments, with free access to water. All procedures were
performed in accordance with the Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) and approved by the ethics

committee at Federal University of Pernambuco (Protocol No. 17/2019).
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2.3. Experimental protocol

Mice were initially anesthetized with xylazine and ketamine, a median laparotomy was
performed, and a portion of small intestine was isolated and closed with double knots,
forming a loop. Intestinal loops were inoculated with cholera toxin (100 uL; 1 pg/loop).
The control group received only PBS (100 pL/loop). Four hours post-surgery, the
animals were euthanized, the intestinal loop was removed, photographed, measured,
and weighed (TRADTRANTIP et al., 2014). The intestinal fluid was collected to
electrolyte analysis, and the intestine tissue was used for histopathological and
morphometric analysis, immunohistochemistry for HO-1 and determination of bilirubin

concentration.

2.4. Role of HO-1/CO pathway on cholera toxin-induced intestinal fluid secretion

The animals were treated with CORM-2 (a CO donor; 0.5, 1.5 or 5 mg/kg, p.o.), iCORM-
2 (an inactive CORM-2; 5 mg/kg, p.o.), Hemin (a HO-1 inducer; 1, 3 or 10 mg/kg, i.p.)
or ZnPP (an HO-1 inhibitor; 1, 3 or 10 mg/kg, i.p.). Thirty minutes later, thesurgical
procedure for inoculation of cholera toxin (100 pL; 1 pg/loop) was performed as above
described. In other experimental design, the mice received ZnPP (3 or 10 mg/kg, i.p.),
next inoculation of cholera toxin (100 pL; 0.5 pg/loop), 30 min later. Mice control
received only PBS, DMSO or NaOH. After 4 h, the animals were euthanized, and the
loop removed. The intestinal fluid secretion was measured from the loop weight/length

ratio (g of tissue/cm). The intestinal fluid and tissue were collected for further analysis.

2.5. Electrolyte analysis

The concentrations of CI- in the intestinal fluid were measured using Labtest
biochemical kits (Labtest, Sdo Paulo, Brazil), according to the manufacturer's
instructions. Briefly, the supernatant was collected from intestinal loop was centrifuged
at 4,000 rpm for 10 min. The supernatants were mixed with kits specific reagent and
electrolyte concentration measured using a plate reader. The results were expressed

in mEqg/L.
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2.6. Histopathological and morphometric analyses

Samples from intestinal loop were fixed in 10% formalin, dehydrated in 70%
alcohol, and embedded in paraffin. Sections (5-um-thick) were deparaffinized, stained
with hematoxylin and eosin (H&E) and analyzed using a light microscope. Intestinal villi
and crypt lengths (8 to 10 per slide) were measured using ImageJ 1.4 software (NIH,
Bethesda, MD, USA). Results were expressed in micrometer (um) (ALVARENGA et
al., 2017).

2.7. Intestinal absorption

Initially, the mice received CORM-2 (a CO donor; 5 mg/kg, p.o.), Hemin (a HO-1
inducer; 10 mg/kg, i.p.) or ZnPP (an HO-1 inhibitor; 10 mg/kg, i.p.). Thirty minutes later,
a surgical procedure for instillation of PBS (200 pL/loop) in the intestinal loops was
performed. Control animals received only PBS, DMSO or NaOH. The intestinal
absorption was analyzed at baseline (time 0) and two hours post-surgery, using a loop
weight/length ratio (g of tissue/cm) (AKRIMAJIRACHOOTE et al., 2020).

2.8. Vascular permeability

The mice received CORM-2 (a CO donor; 5 mg/kg, p.o.) or Hemin (a HO-1 inducer; 10
mg/kg, i.p.). After 30 min, the surgical procedure for inoculation of cholera toxin (100
pL; 1 pg/loop) was performed. Mice control received only PBS. After 4 h, the animals
received Evans blue (25 mg/kg; 150 uL, i.v.) and the intestinal loop collected 30 min
later. The tissue was weighed and placed in formamide (at 37 °C for 24 h). The samples
were mixed and analyzed using a plate reader at 620 nm. The results were expressed
as microgram of Evans blue per milligram of tissue (ug of Evans blue/mg tissue) based ona
standard curve (RADU, CHERNOFF et al, 2013).

2.9. HO-1 expression

Sections (5-um-thick) from intestinal loop were immersed in citrate buffer (pH 6.0)

for 20min at 95°C. Endogenous peroxidase was blocked with 3% (v/v) H202 for 20

min. Then, the sections were washed in PBS and incubated with anti-HO-1 (1:200)
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antibody for 1 h. The sections were washed in PBS and incubated with polymer (DAKO)
for 30 min. After wash, the sections were stained with 3,3-diaminobenzidine (DAB;
DAKO). Sections incubated with antibody diluent without primary antibody wereused as
negative control. The images were captured using a light microscope.

2.10. Bilirubin concentration

The bilirubin concentration in the intestinal tissue was quantified according to the
manufacturer's instructions (Labtest, S&o Paulo, Brazil). Briefly, the intestinal loop was
homogenized in PBS and centrifuged at 4,000 rpm for 10 min. The supernatant was
incubated with 5.75 mmol/L sulphanilic acid, 72.5 mmol/L sodium nitrite, 130 mmol/L
caffeine; 260 mmol/L sodium benzoate and sodium acetate 460 mmol/L, for 5 min and
bilirubin concentration measured using a plate reader at 525 nm. The results were

expressed in milligrams per deciliter (mg/dL).

2.11. Fluorimetric spectroscopy

The fluorescence spectrum of cholera toxin was studied on a fluorescence
microplate reader (Varioskan Flash, Thermo Fisher) at specified temperatures (23°C
or 45°C). The excitation (282 nm) and emission (290 to 430 nm) spectra. For
fluorescence quenching measurements, CORM-2 was added successively to cholera
toxin and the final fluorescence values were corrected for the inner filter effect
(LAKOWICZ, 2006).

2.12. Statistical analysis

Data were expressed as the mean * standard error of mean. Statistical analysis
was performed using the GraphPad Prism® (Version 5.0) software. Statistical
significance was determined by One-way analysis of variance (ANOVA) followed by
multiple comparisons using Newman-Keuls test. Statistical differences were

considered significant when P<0.05.

3. Results
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3.1. CO reduces intestinal fluid secretion increased by cholera toxin

Because cholera toxin causes exacerbated intestinal fluid secretion, we evaluated
whether the CO prevents this effect. For this, we used CORM-2 (a CO donor), its
inactive molecule (iCORM-2) or Hemin (a HO-1 inducer). Fig. 1A demonstrates loop
weight/length ratio increased by cholera toxin (0.093 £ 0.006 g/cm), compared to PBS
group (0.053 £ 0.003 g/cm). However, animals treated with CORM-2 (0.064 + 0.004
g/cm) had significant (P<0.05) reduction of the intestinal fluid secretion caused by
cholera toxin. Additionally, iCORM-2 administration (0.086 + 0.007 g/cm), a molecule
that does not release CO, did not change the loop weight/length ratio, compared to
cholera toxin. In the Fig. 1B, the treatment with Hemin (0.071 +0.007 g/cm) decreased
loop weight/length ratio, compared to cholera toxin group (0.102 + 0.011 g/cm).
However, the pretreatment with ZnPP (0.110 = 0.009 g/cm) reversed this effect of
Hemin. Additionally, control groups treated only with CORM-2 (0.056 + 0.004 g/cm),
iICORM-2 (0.062 £ 0.007 g/cm), Hemin (0.054 + 0.007 g/cm), ZnPP (0.055 + 0.006
g/cm), DMSO (0.055 + 0.006 g/cm) or NaOH (0.050 + 0.002 g/cm), had no significant
changes in the loop weight/length ratio. Fig. 1C shows representative images of the
intestinal loops from each experimental group.

3.2. Pharmacological inhibition of HO-1 potentiates intestinal fluid secretion promoted

by cholera toxin

Considering our result, in which CO reduces intestinal fluid secretion increased by
cholera toxin, we decided to evaluate the effects of HO-1 pharmacological inhibition
with ZnPP. Fig. 2A exhibits a significant (P<0.05) increase in the loop weight/length
ratio in animals inoculated with cholera toxin (1 pg/loop; 0.091 +0.008 g/cm) compared
to PBS group (0.056 = 0.003 g/cm). Furthermore, there was no statistical difference
with ZnPP treatment (3 or 10 mg/kg), compared to cholera toxin group. However, when
a submaximal dose of cholera toxin (0.5 pg/loop; 0.069 = 0.003 g/cm) was used (Fig.
2B), there was a significant (P<0.05) increase in the loop weight/length ratio by ZnPP
(0.104 +£0.015 g/cm) administration.

3.3. CO decreases CI- concentration in the intestinal fluid increased by cholera toxin
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Due to stimulatory effect of cholera toxin on intestinal secretion of Cl-ion, we analyzed
the concentration of this ion in the closed-loop to confirm the possible antisecretory
effect of CO. Cholera toxin (24.63 £ 4.13 mg/dL) significantly (P<0.05) increased the
Cl- concentration in the intestinal fluid, compared to PBS group (2.66 + 0.68 mg/dL).
However, compared to cholera toxin group, animals treated with CORM-2 (10.51 £
1.03 mg/dL) or Hemin (12.23 £ 0.82 mg/dL) presented significant (P<0.05) reduction in
the concentration of this ion (Figs. 3A and 3B). Furthermore, ZnPP (23.50 = 3.57
mg/dL) administration significantly (P<0.05) reversed this effect of Hemin (Fig. 3B).
Therefore, we evaluated the effect of HO-1 inhibition with ZnPP on CI- concentration.
Fig 3C demonstrate that ZnPP treatment (30.36 +7.32 mg/dL) not significantly change
the concentration of this ion in intestinal fluid when cholera toxin was inoculated at 1
pg/loop (28.79 +£7.93 mg/dL) but potentiated when a submaximal dose of cholera toxin
(0.5 pgl/loop; 14.78 £2.55 mg/dL versus 25.36 +4.89 mg/dL for ZnPP) was used.

3.4.CO maintains intestinal epithelium architecture and reduces local vascular

permeability altered by cholera toxin

To assess the intestinal epithelium architecture, we performed morphometric analysis.
According to Fig. 4A, cholera toxin administration significantly (P<0.05) decreased
villus/crypt ratio (3.518 + 0.129 pm), compared to PBS group (4.530 + 0.758 pm).
Although, CORM-2 treatment (4.179 + 0.180 um) significantly (P<0.05) reversed the
decrease of villus/crypt ratio promoted by cholera toxin. Considering that the loss of
intestinal epithelium architecture can be associated with altered local microcirculation,
we analyzed the vascular permeability in the intestinal tissue. Fig 4B demonstrate that
cholera toxin (11.80 = 0.65 pg of Evans Blue/mg tissue) significantly (P<0.05)
increased the vascular permeability, compared to PBS group (5.01 £ 0.57 ug of Evans
Blue/mg tissue). Furthermore, the effect of cholera toxin was prevented in animals
treated with CORM-2 (7.39 £ 1.05 pg of Evans Blue/mg tissue) or Hemin (7.23 = 0.59

pg of Evans Blue/mg tissue).

3.5. Pharmacological modulators of HO-1/CO pathway do not alter intestinal fluid

absorption

The effect of modulators of HO-1/CO pathway on intestinal fluid absorption were
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examined to demonstrate whether the antisecretory effect of CO on cholera toxin-
induced diarrhea is due an increased intestinal fluid absorption. Compared to baseline
time (0.118 + 0.005 g/cm), the PBS group at 2 h (0.074 £ 0.003 g/cm) had intestinal
fluid absorption, which was not alter in animals treated with CORM-2 (0.078 = 0.004
g/cm), Hemin (0.074 £0.004 g/cm) or ZnPP (0.070 £0.002 g/cm) (Fig 5).

3.6. Cholera toxin increases HO-1 immunoreactivity and its product in the intestine

tissue

Immunohistochemistry analysis was performed to evaluate the effect of cholera toxin
on intestinal HO-1 expression. The amount of HO-1 immunoreactive cells were
increased in the intestinal epithelium of animals treated with cholera toxin (Fig. 6B),
compared to baseline levels in the PBS group (Fig. 6A). In order, we evaluated bilirubin
levels as an indirect marker of the CO production, a validation of HO-1-mediated
signaling. Cholera toxin inoculation resulted in a significant (P<0.05) accumulation of
tissue bilirubin (92.87 + 6.08 mg/dL), compared to PBS group (59.51 + 8.03 mg/dL)
(Fig. 6C).

3.7. Fluorimetric analysis

A fluorescence analysis was performed to investigate whether CO directly
interacts with the molecular structure of the cholera toxin. The results showed that the
fluorescence emitted by the toxin incubated with CORM-2 (200 uM; 309.05 £5.25 ASC)
was significantly (P<0.05) lower when compared to the fluorescence emitted bythe
toxin alone (805.0 £4 .35 ASC) (Figures 7A and B).

To elucidate the mechanism of interaction between the cholera toxin and CO, a
Stern-Volmer plot was prepared for two temperatures (25 and 45°C) (Figure 7C). The
linear profile of the graph indicates that only one type of toxin fluorescence loss
occurred in the presence of CO, while the decreasing slope with increasing
temperature suggests that CO interacts statically with the cholera toxin, with the

formation of a complex.

4. Discussion
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In the present study, we demonstrate that HO-1/CO pathway have a key role in the
regulation of choleric diarrhea. The pharmacological modulation with Hemin (a HO-1
inducer) or CORM-2 (a CO donor) had a significant effect against intestinal fluid
secretion and luminal efflux of Cl-ions, decreasing the accumulation of cholera toxin-
induced secretory content. This result was confirmed by ZnPP administration, a HO-1
inhibitor, which reversed the effect of Hemin and potentiated the intestinal fluid and CI
secretion. In addition, the histopathological analysis showed that CO protected the villi
and crypt architecture altered by the cholera toxin, inhibiting its harmful effects on the
intestinal epithelium

The literature shows that gaseous mediators, such as nitric oxide (NO), hydrogen
sulfide (H2S) and CO acts in a variety of physiological actions in the digestive system
(KORBUT et al., 2020). In this perspective, CO emerges as one of the most
therapeutically attractive gasotransmitter due to its greater stability and distribution to
more distant tissues, in addition to not behaving as a free radical. CO demonstrated a
cytoprotective action of the esophageal squamous epithelium against damage caused
by acute reflux esophagitis (MAGIEROWSKA et al., 2020) and the HO-1/CO pathway
showed to have an antioxidant role against alendronate-induced gastric damage
(COSTA et al., 2013). In the most distal portion of the Gl tract, CO inhibited intestinal
inflammation and promoted colonic mucosal epithelial restructuring in an experimental
model of inflammatory bowel disease (IBD) (TAKAGI et al., 2020).

Furthermore, ion channels appear to be a potential target for CO action in biological
membranes, influencing the control of electrolyte and osmotic balance. Takasuka et al.
(2011) demonstrated that CO can modulate HCOs™ secretion in the duodenal lumen,
protecting cells against injury caused by acidic stomach contents (TAKASUKA et al.,
2011). Moreover, an important role of CO in the Cl-ions transport was identified in an
in vitro study performed by Rodrat et al. (2020), who concluded that CO could inhibit
the ionic current flow by interacting with the CFTR channel molecule (RODRAT et al.,
20020). Together, these data suggested that CO may havea potential application in the
treatment of V. cholerae induced diarrhea. This hypothesisis reinforced by previous
results of our research group, which showed that H2S donors demonstrated anti-
secretory effect against choleric diarrhea and maintenance of intestinal epithelium
architecture (SOUZA et al., 2018; SOUZA et al., 2021).

In this way, our results showed that CO reduces intestinal fluid secretion increased

by cholera toxin. This finding may be directly related to the intestinal epithelial transport
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of electrolytes, as this is a crucial factor for the composition and movement of luminal
fluid. The coordinated transport of the main ions, sodium (Na*), K*, CI- and HCOs', is
maintained by molecules such as Na'/K*-ATPase, CFTR channel and anion
exchangers, respectively (VENKATASUBRAMANIAN et al., 2010). However, the toxin
produced by V. cholerae adversely interferes with Cl- secretion and, consequently, with
the coupled absorption of Na*/Cl, leading to altered water transport (VISWANATHAN
et al., 2009). This conjecture allows us to establish that agents that can modulate this
secretory mechanism are promising for treating cholera. Additionally, our results also
demonstrated that CO decreases the luminal Cl- concentration, contributing to explain
the anti-secretory action promoted by CO in the choleric diarrhea.

Thus, to confirm the antisecretory effect of CO endogenously produced by HO-1
against cholera toxin-induced diarrhea, the mice were initially treated with ZnPP. Due
to its structural similarity with the heme group of hemoglobin, ZnPP is a well-known
HO-1 inhibitor by competing for its active site. In this sense, ZnPP can act as an
enzymatic substrate for HO-1, leading to reduced reaction products, including CO
(KAPPAS et al., 1986). Therefore, our results showed that ZnPP administration
reversed the protective effect of Hemin and potentiated the secretory effect caused by
the cholera toxin, also evidenced by the increased ClI- concentration in the intestinal
lumen. These results corroborate with the literature, which shows that ZnPP was able
to inhibit the protective effect of HO-1 on colonic inflammatory damage, aggravating
colitis (WANG et al.,, 2001) and acetylsalicylic acid (ASA)-induced gastric damage
(MAGIEROWSKI et al., 2016) in animal models. In this way, our results suggest a
potential role of CO in the protection of the intestinal epithelium against cholera toxin-
induced secretory diarrhea.

To assess whether the anti-secretory effect of CO involved changes in the
intestinal absorption, we analyzed this physiological function in animals treated with
pharmacological modulators of HO-1/CO pathway. This investigation is important since
enterotoxins, including produced by V. cholerae, promoted an inhibition of Na*and ClI-
absorption, contributing to accumulation of intestinal fluid (YUN et al., 1997). Although
studies indicate that CO can affect Na* transport in some epithelial tissues, its action
on Na* absorption in the intestine is still poorly understood (ALTHAUS, 2012). In the
present study, no change in intestinal absorptive function was observed in our study
when CORM-2, Hemin, ZnPP or their vehicles were administered, invalidating this

hypothesis. Thus, the protective effect mediated by CO against choleric diarrhea is not
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secondary to an increased intestinal absorption, suggesting that other mechanisms
may be involved in this process.

Corroborant to literature, from histopathological and morphometric analyses of
intestinal epithelium, we demonstrated that the cholera toxin altered the tissue
architecture, resulting in shortening of the villi and crypt depths. These findings are
supported by the literature, which show that cholera toxin-mediated intracellular
signaling leads to increased cAMP levels and interferes with the intracellular traffic of
critical components of adherent junctions, disrupting the intestinal barrier function
(IRETON et al., 2018). In this way, this condition provides a potential mechanism for
the paracellular efflux of ions and water into the intestinal lumen, contributing to the
worsening of diarrhea. On the other hand, our results also showed that CO restored
intestinal epithelium architecture, maintaining the structural organization of villi and
crypts. This finding suggests that CO has a crucial effect in protecting the loss of the
intestinal epithelium organization by cholera toxin inoculation, like ileal mucosa
protection against the disruptive effects of the toxin from Clostridium difficile
(MEDEIROS et al, 2011; INUI et al., 2011).

In addition, other studies have reported that toxins produced by Clostridium difficile
and Escherichia coli may increase vascular permeability by promoting increased
intravascular pressure, vessel dilation and angiogenesis (HUANG et al.,, 2018;
BRIGHAM et al., 1979). In parallel, our results showed that the V. cholerae toxin was
also capable of altering the permeability of intestinal capillaries, confirmed by the
increase in tissue Evan's blue concentration. These data lead us to suggest that the
loss of the vascular barrier may further contribute to the pathogenesis of cholera, as it
allows the outflow of plasma and proteins into the intestine. In contrast, it has been
shown that HO-1 and its product, CO, are able to modulate parameters related to
inflammatory processes that contribute to the disruption of the intestinal epithelium
(IWATA et al., 2020), reducing endothelial permeability and inhibiting the plasma
leakage and edema (ALCARAZ et al., 2003). Therefore, we demonstrated that the
administration of Hemin or CORM-2 prevented the changes in local vascular
permeability caused by the cholera toxin. This result reinforces the fundamental role of
CO in protecting the gastrointestinal mucosa microenvironment against cholera toxin-
induced damage.

Based on the protective role of CO on choleric diarrhea, we investigated whether

the inoculation of cholera toxin affects intestinal HO-1 expression. This enzyme is
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endogenously expressed at relatively low basal levels in various mammalian tissues,
but it can be upregulated in the Gl tract, due to its continuous exposure to stressors
agents, such as food antigens, microorganisms, and drugs (PUENTES-PARDO et al.,
2020). In this context, literature data shows that ethanol and alendronate (GOMES et
al., 2010; COSTA et al, 2013) can cause gastric damage, while dextran sulfate sodium
(DSS) and trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) are important experimental model of
colitis in rodents (UDDIN et al., 2013; WANG et al., 2001). In common, these
gastrointestinal injuries are accompanied of increased HO-1 immunoreactivity, which
leads to a concomitant increase in CO in intestinal cells. This finding was correlated
with protective effect of CO, suggesting that the HO-1/CO pathway may act as a
biological defense mechanism of the gastrointestinal mucosa. Thus, the data ofpresent
study showed that cholera toxin inoculation promoted increased HO-1 immunostaining
in intestinal epithelial cells, indicating active production of CO via HO-1 as an intestinal
protective mechanism (HEGAZI et al., 2005). Despite this, it is possible that there is
endogenous release of CO at low levels, which are not sufficientto fully protect the
intestinal epithelium against cholera toxin. In this line, our results showed that
pharmacological modulation of the HO-1/CO pathway with CO donors orHO-1 inducers
potentiates its protective effect against choleric diarrhea, while HO-1 inhibition
potentiates intestinal disorder.

Additionally, considering that HO-1-mediated signaling results in equimolar
production of CO and biliverdin, and that this pigment is converted into bilirubin
(RYTER, 2019), the increase in its concentration in the intestinal tissue could suggest
a concomitant increase in endogenous CO (COSTA et al, 2013; GOMES et al., 2010).
Thus, we evaluated the bilirubin levels in the intestinal tissue after inoculation of the
cholera toxin. Our results showed that tissue bilirubin concentration was increased
significantly after cholera toxin administration, suggesting that cholera toxin-stimulated
HO-1 leads to increased CO production. Therefore, this finding confirms the hypothesis
that increased HO-1 expression results in the increased heme catabolism products,
including CO, suggesting a protective mechanism.

Our work showed that CO is one promising molecules for therapeutic approach in
digestive disorders. In this perspective, we show that CO has an antisecretory effect
as a way of protecting the intestinal epithelium from damage caused by V. Cholerae
toxin, suggesting a new beneficial effect and perspectives for the future treatment of

this condition. In addition to the use of CO-releasing molecules, another possibility that



84

has also gained prominence for its promising results is the administration of CO by
inhalation, allowing to modulate, for example, numerous functions of the cardiovascular
system, leukocyte adhesion to vascular endothelium and platelet aggregation. The
regulation of the amount of CO involved in the treatment is important because it
generates a delivery mechanism in optimal amounts, directed to the target tissue, and
with low toxicity to other organs. Therefore, the clinical implementation of CO in the
therapy of human diseases, such as cholera, seems to be an increasingly evident and
potentially effective reality. However, it is worth noting that more studies are needed so

that new discoveries are reached for a better elucidation of the currentresults.

5. Conclusions

Our findings demonstrated that CO exhibits protective response against cholera
toxin-induced secretory diarrhea by inhibiting fluid secretion and CI- efflux into the
intestinal lumen. CO also preserved the architecture of the intestinal epithelium and
prevents the increased vascular permeability caused by cholera toxin. The data also
suggest that CO-mediated antisecretory effect is not due to an increased intestinal
absorption, and probably occurs by a mechanism dependent of molecular interaction
with toxin from V. cholera. Thus, our results suggest perspectives to use of CO as a

therapeutic tool for choleric diarrhea.
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Figure legends

Figure 1. Effect of HO-1/CO pathway on cholera toxin-induced intestinal
secretion. Loop weight/length ratio of animals treated with CORM-2 (A) or Hemin (B),
followed by inoculation of cholera toxin. Representative images of intestinal loops from
each group in study (C). *p < 0.05 vs. control group; #p < 0.05 vs. toxin group; *p <
0.05 vs. Hemin (10 mg/kg) group. Values were determined by one-way ANOVA
followed by a Newman-Keuls test.
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Figure 2. Effect of pharmacological inhibition of HO-1 on cholera toxin-induced
intestinal secretion. Loop weight/length ratio of animals treated with ZnPP and
inoculation of cholera toxin at 1 pg/loop (A) or 0.5 pg/loop (B). *p < 0.05 vs. control
group; #p < 0.05 vs. toxin group (0.5 pg/loop). Values were determined by one-way
ANOVA followed by a Newman-Keuls test.
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Figure 3. Effect of HO-1/CO pathway on CI- concentration in the intestinal fluid.
CI- concentration in the intestinal fluid of animals CORM-2 (A), Hemin (B), or ZnPP,
followed by inoculation of cholera toxin at 1 pg/loop (C) or 0.5 pg/loop (D). *p < 0.05
vs. control group; #p < 0.05 vs. toxin (1 pg/loop) group; ¥p < 0.05 vs. Hemin (10 mg/kg)
group; #p < 0.05 vs. toxin (0.5 pg/loop) group. Values were determined by one-way
ANOVA followed by a Newman-Keuls test.
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Figure 4. Effect of CO on histological and morphometric changes and increased
vascular permeability promoted by choleratoxin. Photomicrography of animals that
received PBS (A), inoculation of cholera toxin (B) and CORM-2 plus cholera toxin(C).
(D) Villus/crypt ratio and (E) Intestinal vascular permeability. *p < 0.05 vs. control group;
#p < 0.05 vs. toxin group. Values were determined by one-way ANOVA followedby a

Newman-Keuls test.
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Figure 5. Effect of HO-1/CO pathway on intestinal fluid absorption. Loop
weight/length ratio of animals treated with modulators of HO-1/CO signaling pathway.
*p < 0.05 vs. baseline time. Values were determined by one-way ANOVA followed by

a Newman-Keuls test.
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Figure 6. Immunohistochemical staining for HO-1 and bilirubin levels of animals
with inoculation of cholera toxin. HO-1 immunoreactivity of animals that received
PBS (A), inoculation of cholera toxin (B). Bilirubin levels (C). *p < 0.05 vs. control group;
#p < 0.05 vs. toxin group. Values were determined by one-way ANOVA followed by a

Newman-Keuls test.
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Figure 7. Molecular interaction of CO with V. cholerae toxin. Fluorescence intensity
emitted by cholera toxin incubated or not with CORM-2 (A). (B) Area under the
fluorescence intensity data curve. (C) Stern-Volmer graph with two different
temperatures (25 and 45°C). *P<0.05 vs. toxin group of V. cholerae.
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