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RESUMO

YAMAMOTO, B. B. Andlise do perfil de expresséo, producdo e secre¢cdo das
toxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST) em isolados de Escherichia coli
enterotoxigénica. 2016. 62 f. Dissertagao (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) € frequentemente associada a
diarreia dos viajantes, e € uma das principais causas de mortalidade infantil em
paises em desenvolvimento. Para melhor colonizarem os diferentes nichos em que
se encontram, essas bactérias precisam se adaptar as diferentes condi¢cdes
impostas pelo ambiente regulando assim, a expressédo dos seus genes. No intestino,
ETEC adere-se aos enterocitos por meio de fatores de colonizacdo (CFA) e provoca
diarreia aquosa pela secrecdo das toxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST). Nao
h& um padrédo exclusivo de secrecdo das toxinas LT e ST pelos isolados de ETEC.
Sendo assim, investigou-se como seria o perfil de expressédo dos genes que regulam
a producao e secrecao dessas toxinas. O objetivo do presente trabalho foi comparar
o perfil de secrecdo e producdo das proteinas LT e ST, bem como analisar a
transcricdo dos genes envolvidos na producéo dessas toxinas em isolados de ETEC.
Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que os genes eltA, stal e
sta2 presentes nas cepas H10407 e 5 sao transcritos diferencialmente nas bactérias
cultivadas em caldo E. coli. Apesar da semelhanca, ndo ha correlacdo entre a
expressdo génica e secrecdo e producdo das toxinas, sugerindo que ha outros
mecanismos envolvidos no controle da producdo dessas toxinas.

Palavras-chave: ETEC. Expressdo. Transcricdo. LT. ST. Secrecdo. Producéo.
Regulacéo.



ABSTRACT

YAMAMOTO, B. B. Analysis of the expression production and secretion profile
of heat labile (LT) and heat stable (ST) toxins by enterotoxigenic Escherichia
coli isolates. 2016. 62 f. Master thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is often associated with travelers’
diarrhea, and is a major cause of infant mortality in developing countries. To better
colonize different niches, these bacteria need to adapt to different conditions
imposed by the environment thus regulating the expression of their genes. ETEC
adhere to the enterocytes in the gut by colonization factors (CFs) and causes watery
diarrhea by secretion of heat-labile (LT) and heat-stable toxins (ST). There is no
exclusive pattern of LT and ST secretion by ETEC isolates. Therefore, the aim of this
study was to compare the secretion and production profile of LT and ST proteins, as
well as to analyze the genes expression of these toxins in ETEC isolates. The results
of this study showed that the eltA, stal and sta2 genes present in H10407 and 5
strains are differentially expressed when bacteria cell was cultivated in E. coli broth.
Despite the parallel, there was no correlation between gene expression and secretion
and production of the toxins, suggesting that there are other mechanisms involved in
controlling the production of these toxins.

Keywords: ETEC. Expression. Transcription. LT. ST. Secretion. Production.
Regulation.
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1 INTRODUCAO

InUmeros microrganismos colonizam e crescem sobre, ou no interior do corpo
dos animais. Esses seres vivos sdo denominados de microbiota (ou microbioma) e
na espécie humana, o trato gastrointestinal € um local de extrema importancia onde
essa comunidade microbiana € encontrada. Uma de suas funcdes € impedir que
patdgenos exdgenos se instalem nesse local causando doencas (GOPHNA, 2011).
Como esses microrganismos co-evoluiram com a espécie humana, sua presenca
contribui para a homeostase corporal, sendo parte importante da fisiologia humana.
Um exemplo desse beneficio sdo cepas de Escherichia coli, uma espécie comensal
gue interage positivamente com outros membros da microbiota e ajudam o animal
hospedeiro produzindo substancias como vitaminas necessérias para o bem estar
do individuo. As populagBes de microrganismos séo influenciadas principalmente
pela dieta do individuo (LIEVIN-LE MOAL; SERVIN, 2006).

Escherichia coli € uma das espécies de microrganismo mais bem estudada
atualmente, pois além de fazer parte da microbiota humana e de alguns animais,
também pode causar um amplo espectro de doencas que variam de diarreia a
infeccdes urinarias, além de meningite e sepse (CLEMENTS et al.,, 2012). Esses
microrganismos colonizam varios nichos dentro de animais e seres humanos, onde
competem com comensais intestinais e sao atacados pelo sistema imune do
hospedeiro. Para sobreviverem nestes ambientes hostis que possuem complexas
redes de regulacdo, os microrganismos tém que coordenar o controle de fatores de
viruléncia, fun¢cdes metabdlicas adaptadas ao hospedeiro e resisténcia ao estresse
(HEROVEN; NUSS; DERSCH, 2016).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é frequentemente associada com
diarreia dos viajantes, e é uma das principais causas de mortalidade infantil em
paises em desenvolvimento. A doenca é dependente da expressdo orquestrada de
enterotoxinas, pili e outros fatores de viruléncia. Tanto a toxina termolabil (LT) e
termoestavel (ST), produzidas por esse patotipo sdo reguladas ao nivel da
transcricdo, respondendo as alteracbes do ambiente em que a bactéria vive
(MUNSON, 2013).
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Portanto, para melhor colonizarem os ambientes em que se encontram, as
bactérias precisam se adaptar as diferentes condicdes impostas pelo ambiente

regulando assim, a expressao dos seus genes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diarreia

Dados recentes da Organizacdo Mundial da Salde mostram que a diarreia
ainda é a segunda causa de morte mais comum entre criangas menores de cinco
anos no mundo. Entre os patdgenos causadores da diarreia, temos aqueles de
origem viral e os de origem bacteriana, sendo o Rotavirus e a Escherichia coli
diarreiogénica (DEC) os dois agentes etioldgicos mais comuns nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2013). A cada ano, aproximadamente 760.000 criancas
morrem em decorréncia de complica¢cdes causadas pela diarreia. Estima-se que, em
todo o mundo, ocorra cerca de 3 bilhGes de episddios de diarreia a cada ano
(MCCORMICK; FINLAY, 2012; WHO, 2013). Esse fato € agravado pela desnutricéo
infantil e também pela falta de acesso a agua tratada e ao saneamento bésico,
aumentando ainda mais o numero da doenca e consequentemente as mortes em
decorréncia dela (MCCORMICK; FINLAY, 2012).

Tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento,
como o Brasil, a importancia da diarreia esta relacionada ao impacto na populacao,
traduzido pelos seus danos a saude. Estes danos afetam o desenvolvimento infantil,
bem como a sociedade, pelos custos diretos e indiretos gerados por: demanda aos
servicos médicos, atendimento ambulatorial, pronto atendimento, hospitalizacdes
(custos diretos) e as perdas de dias de trabalhos, de escola, gastos com
medicamentos, transportes, etc. (custos indiretos). Adicionalmente, o conhecimento
da interacdo de diarreia persistente e ma nutricdo como causa de mortalidade tem
reforcado a necessidade de desenvolvimento de programas de intervencéo além do
tratamento baseado em terapia de reidrata¢éo oral (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO
PAULISTA, 2004).

Dados de hospitalizacdo mostram que a diarreia é responsavel por 15% das
internagdes de criangcas com menos de 5 anos. Em 2011, os gastos do SUS com
internacdes por diarreia no pais foi de R$ 140 milh6es. Em 2013, segundo o
Ministério da Saude, foram notificadas mais de 340 mil internacdes por infec¢des
gastrintestinais no pais. O custo de uma internacdo por infeccdo gastrintestinal no

Sistema Unico de Salde (SUS) foi de cerca de R$ 355,71 por paciente na média
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nacional. Além disso, 217 mil trabalhadores precisam se afastar de suas atividades
devido a problemas gastrointestinais por ano. A cada afastamento perdem-se 17
horas de trabalho. Considerando o valor médio da hora de trabalho no pais, de R$
5,70, e apenas os afastamentos provocados pela falta de saneamento bésico, os
custos chegam a R$ 238 milhdes por ano em horas-pagas e nao trabalhadas
(TRATABRASIL, 2016).

2.2 Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, presente abundantemente na microbiota do trato
gastrointestinal de aves e mamiferos (GARMENDIA, et al., 2005). Essa bactéria
coloniza o trato gastrointestinal infantil, horas ap6s o nascimento e ali se estabelece
por longos periodos, em uma relacdo de muatuo beneficio, ndo patogénica
(NATARO; KAPER, 1998). Geralmente em humanos, ela representa 10’-10°
organismos por grama de fezes (LIEVIN-LE MOAL; SERVIN, 2006).

Enquanto que a maioria das cepas convive de forma harmdnica com o
hospedeiro, algumas sédo capazes de promover a doenca diarreica causando o
desequilibrio na microbiota, tornando-se patogénicas (CROSSMAN et al., 2010)
devido a aquisicdo de propriedades especificas de viruléncia que concede as
bactérias habilidade para colonizar novos ambientes. Na verdade, o0s
microrganismos comensais e 0s patdgenos sao estreitamente relacionados, a
diferenca entre eles depende da presenca de material genético adquirido que
codifica um ou mais fatores de viruléncia (DUBREUIL, 2012). As aquisi¢des
genéticas sado: ilhas de patogenicidade, plasmideos, clusters genéticos que
conferem viruléncia e transposons (CROXEN; FINLAY, 2010; GARMENDIA, et al.,
2005).

Fenotipicamente, alguns fatores sao requeridos para que as bactérias
patogénicas sejam capazes de causar infeccdo, como: capacidade em colonizar a
mucosa intestinal, suprimindo a microbiota, evaséo do sistema imune do organismo
hospedeiro, multiplicacdo celular (aumento da populacdo bacteriana) e dano ao
hospedeiro (NATARO; KAPER, 1998; NATARO, 2015). O vasto repertorio de
fatores de viruléncia adquiridos por Escherichia coli, pode dar origem a uma gama
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variada de manifestacfes clinicas, que vao de infec¢des extra intestinais, tais como
infeccdes urinarias, meningite e sepse, como também infec¢des intestinais causadas
por E. coli diarreiogénica (NATARO; KAPER, 1998).

As E. coli diarreiogénicas dividem-se tradicionalmente em seis patotipos, de
acordo com mecanismos de viruléncia especificos, as sindromes clinicas que
causam, 0s aspectos epidemioldgicos e os tipos de interacdo com linhagens
celulares in vitro: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina de
Shiga (STEC) e a subcategoria E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (Figura 1) (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

Alguns autores sugerem a inclusdo de mais dois patotipos: E. coli
invasivamente aderente (AIEC), que aparentemente esta associada a doenca de
Crohn, mas nao causa diarreia e E. coli enteroagregativa produtora da toxina de
Shiga (STEAEC) (CLEMENTS et al., 2012), responsavel pelo surto de E. coli em
2011 na Alemanha (FRANK et al., 2011). Ainda ndo ha um consenso sobre esse
tema e estudos ainda sédo necessarios para confirmar se esses clones emergentes

constituem realmente novos patotipos.

2.3 Escherichia coli diarreiogénicas (DEC)

EPEC foi o primeiro patotipo de E. coli associado a diarreia em humanos, e
estd frequentemente associada a diarreia em criancas nos paises em
desenvolvimento (GARMENDIA et al, 2005). EPEC produz uma lesao
histopatolégica denominada lesdo A/E (attaching and effacing), caracterizada pelo
apagamento das microvilosidades do enterdécito, intima aderéncia as células do
epitélio intestinal, alteracdes no citoesqueleto, acumulo de actina e formacéo de uma
estrutura similar a um pedestal, por onde as proteinas efetoras séo translocadas.
Essas proteinas efetoras sdo denominadas Esps (E. coli secreted proteins) e sao
secretadas, em sua maioria, pelo sistema de secrec¢ao do tipo Il (SST3) (ELLIOTT et
al., 2000; NATARO; KAPER, 1998). Todos os patdégenos causadores da lesdo A/E
possuem uma ilha de patogenicidade denominada Locus of enterocyte effacement

(LEE), que alberga genes reguladores de adeséo (intimina), sistema de secrecao
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(SST3), producdo de chaperonas e varias proteinas efetoras, bem como a
translocacdo do receptor de intimina, denominado Tir (McDANIEL et al.,, 1995;
NATARO; KAPER, 1998; NAVARRO-GARCIA, et al., 2013). Isolados EPEC podem
ser classificados como tipicas e atipicas, que diferem em relacéo a presenca (tipica)
ou auséncia (atipica) do plasmideo EAF (EPEC adherence factor) que ancora o
gene responsavel pela producao da fimbria BFP (Bundle-forming pilus) (TRABULSI;
KELLER; GOMES, 2002; ABE et al., 2009; NARA et al., 2010).

s Microcolony b

R CFA
A zRJ
3 }
1 2 ‘
Stx

\JM . TR
ETEC

EHEC

[
-

UUUQU L |
Lysis of ot Mo_:;wrﬁ;mn
vacuole ytoplasmic ko

"‘CD'-, muvemmtp 3@?‘;;;"!

Cytotoxins and enterotoxins T v -
(inchading ShETA, Pic, EAST1,Pet) \\Mumphcamn

EAEC EIEC DAEC

Figura 1 - Mecanismos de patogénese das seis categorias de E. coli diarreiogénicas (DEC). Em a:
EPEC adere-se intimamente ao epitélio intestinal, levando ao apagamento das
microvilosidades e rearranjo do citoesqueleto, onde: 1. Aderéncia inicial, 2. Translocacao
de proteinas efetoras e 3. Formagédo do pedestal. b: EHEC (subgrupo de STEC), como em
EPEC induz lesdo A/E, e produz toxina de Shiga (Stx) acarretando em complicacbes
clinicas severas como a sindrome hemolitica urémica (SHU). c: ETEC adere-se aos
enterdcitos por meio de fatores de colonizacdo (CFA) e provoca diarreia aquosa pela
secrecdo das toxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST). d: EAEC aderem-se ao epitélio
intestinal e agregam-se umas as outras por meio de AAFs (aggregative adherence
fimbriae) formando um biofilme. e: EIEC possui capacidade de invadir as células do
epitélio intestinal, bem como induzir a lise de fagossomos e se movimentar
intracelularmente. Pode ainda, invadir as células lateralmente, por difuséo direta. f: DAEC
realiza a interacdo de adesinas bacterianas ao epitélio podendo levar a um rearranjo do
citoesqueleto, que se manifesta como projecdes semelhantes a dedos que envolvem as
bactérias. Fonte: Kaper, Nataro e Mobley, 2004
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EAEC possui um padrdo de adesdo do tipo autoagregativo, em que as
bactérias se aderem umas as outras como “tijolos empilhados” e esta associada a
diarreia persistente distribuida mundialmente. A diarreia causada por EAEC é
frequentemente aguosa, mas pode ser acompanhada também por muco ou sangue
(CROXEN; FINLAY, 2010). EAEC adere-se a mucosa intestinal utilizando estruturas
fimbriais denominadas AAFs (aggregative adherence fimbriae). As bactérias
colonizam a mucosa intestinal e secretam enterotoxinas citotoxicas, tais como a
toxina PIC uma protease autotransportadora que apresenta acao mucolitica, ShET1
uma enterotoxina encontrada em cepas de Shigella flexineri, 0 modo de ac&o desta
Gltima ndo esta totalmente esclarecido, mas acredita-se que seja responsavel por
causar a diarreia secretéria. Ambas toxinas sdo codificadas pelo mesmo locus
cromossémico. H&4 também a producao de uma toxina homadloga a termoestavel (ST)
de ETEC, a ESTAL, responsavel pelo fendtipo de diarreia aquosa. Algumas cepas
podem ainda secretar outra enterotoxina de origem plasmidial, denominada Pet,
responsavel por alteracdes do citoesqueleto da célula epitelial do hospedeiro
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

EIEC apresenta semelhanca fenotipica e genotipica com Shigella spp., porém
as manifestagbes clinicas causadas por esta categoria de E. coli costumam ser
menos severas. Estudos filogenéticos sugerem que EIEC seja precursora de
Shigella spp. (NAVARRO-GARCIA, et al.,, 2013). A patogénese dessas cepas
compreende a capacidade de colonizar o epitélio intestino, invadir as células
epiteliais, multiplicar-se intracelularmente e expandir-se para células adjacentes,
além da producdo de uma ou mais enterotoxinas. O contato inicial entre a bactéria e
a célula hospedeira ocorre através dos receptores CD44 e a5B1 integrina presentes
na membrana das células hospedeiras. A ligacdo com o receptor induz rearranjo
inicial do citoesqueleto de actina, e as proteinas efetoras sdo translocadas pelo
maquinario de secrecado do tipo 3 (SST3). As proteinas efetoras IpaB, IpaC e IpaD
promovem o rearranjo de actina necessario para fixacdo e invasdo da bactéria na
célula hospedeira, portanto sdo responsaveis pelo fenétipo invasivo. IpaB também
foi associada a lise de vacuolo fagocitico e indugédo de apoptose em macrofagos, e
juntamente com outras proteinas da familia Ipa, foi caracterizada em ser
responsavel pela evasdao do fagossomo (CROXEN; FINLAY, 2010; NATARO;
KAPER, 1998; NAVARRO-GARCIA, et al., 2013).
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Os fatores que levam a patogenicidade de STEC estdo associados a
producdo da citotoxina de Shiga 1 e/ou 2 (Stx 1 e Stx 2), também conhecida como
verotoxina (VT). Essa toxina possui 5 subunidades idénticas responsaveis pela
ligacdo das holotoxinas ao globotriaosilceramida (Gb3) na célula alvo e uma
subunidade responsavel por clivar o RNA ribossomal. A toxina € produzida no célon
e distribuida pela corrente sanguinea até os rins, onde causa dano em células
endoteliais renais por meio de acdo direta da toxina ou por indugcédo do sistema
imunoldgico. Stx também pode mediar uma acado local, no intestino, induzindo
apoptose de enterécitos, CH, necrose e perfuracao intestinal (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; PATON; PATON, 1998). EHEC, além de produzir as toxinas Stx,
possui ainda a capacidade em causar lesdo A/E, como descrito em EPEC. Isolados
STEC, ndo causam essa lesdo pois sdo LEE-negativos. Os genes que codificam a
toxina Stx sdo encontrados no cromossomo dessas bactérias que ali foram
incorporados por transducdo de fagos lisogénicos (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004). EHEC foi primeiramente isolada em 1982 em um surto diarreico ocasionado
pela ingestdo de hamburgueres malpassados vendidos em uma rede de comidas
industrializadas americana. Os individuos infectados apresentaram colite
hemorragica (CH), ou seja, fortes dores abdominais e diarreia aquosa seguida por
presenca de sangue nas fezes (diarreia sanguinolenta). Também foi observado que
alguns pacientes apresentaram sindrome hemolitica urémica (SHU), que € uma
doenca caracterizada pela faléncia renal aguda, trombocitopenia e anemia
hemolitica microangiopatica (CLEMENTS et al., 2012; NATARO; KAPER, 1998).

O termo “aderéncia difusa” foi inicialmente utilizado para qualquer E. coli
diarreiogénica que nao apresentava perfil de adeséo e formacado de microcolonias
como EPEC em células HEp-2, posteriormente admitiu-se DAEC como uma
categoria de DEC (NATARO; KAPER, 1998). Os mecanismos pelos quais esta
categoria leva a infecgdes intestinais e extra intestinais (infec¢gdes urinarias) ainda
ndo sao completamente entendidos. Estudos sugerem que a interacdo de um
complexo de adesinas fimbriais e nao fimbriais Afa/Dr com células do epitélio
intestinal leva a lesdo das microvilosidades que resulta em um rearranjo das
proteinas apicais do citoesqueleto e a producdo da toxina Sat (Secreted
autotransporter toxin) aumentando a permeabilidade celular através da lesdo das

juncdes intercelulares. DAEC pode ainda ser internalizada através da interacao
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Afa/Dr com células néo polarizadas do epitélio intestinal por meio dos microttbulos e
lipideos de membrana (CLEMENTS et al., 2012)

2.4  Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Dentre os patotipos de DEC destaca-se a ETEC que é conhecida por causar
diarreia aquosa, podendo variar desde leve e auto limitante até episddios diarreicos
tipo colera desidratante e fatal (SACK et al., 1975). Sendo a causa mais comum de
diarreia em criancas no mundo em desenvolvimento, o equivalente a 200 milhdes de
casos de diarreia e aproximadamente 380000 mortes a cada ano (ISIDEAN et al.,
2011). ETEC é também o principal agente associado a chamada “diarreia dos
viajantes” nas areas endémicas (QADRI et al., 2005; WHO, 2013). Sendo
particularmente prevalente no Brasil, onde estudos apontaram incidéncia da ordem
de 2,7% das amostras coletadas de estudo realizado no Espirito Santo Lozer et al.
(2013), 3,7% em Salvador Bueris et al. (2007), 4,4% em Porto Velho Orlandi et al.
(2006), 9,2% em Teresina Nunes et al. (2012), e 10% em Joao Pessoa (Moreno et
al. (2010).

Para aderirem as células epiteliais, e assim iniciar a infeccdo, as ETEC
utilizam polimeros de proteina encontrados em sua parede, denominados fatores de
colonizacédo (CFs) que apresentam mais de 25 tipos diferentes descritos, sendo 0s
primeiros fatores de viruléncia identificados nessa categoria (FLECKENSTEIN et al.,
2010). Apesar da grande variedade de fatores de colonizagdo encontrados em
isolados ETEC, os mais comumente identificados sdo: CFA/I, CS1, CS2, CS3, CS4,
CS5, CS6, CS7, CS14, CS17 e CS 21. Porém, CFs ndo séo encontrados em todas
as cepas ETEC, portanto ndo permitindo a deteccdo deste patétipo pela presenca
desses fatores em aproximadamente 30 a 50% dos isolados. Isso se deve pela
auséncia de CF, ou pela perda desses fatores em subculturas, ou ainda, pela falta
de ferramentas necessarias para a deteccdo desses antigenos de superficie (QADRI
et al., 2005). Juntamente com CFs, outros fatores de viruléncia de ETEC contribuem
para a sua patogenicidade, destacando-se a presenca de uma ou duas
enterotoxinas, a toxina termolabil (LT) e a toxina termoestavel (ST) secretadas apés

a colonizacao bacteriana (GILL et al., 1981).
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2.5 Toxinas de ETEC

LT é uma proteina de 86 kDa com estrutura do tipo ABs, uma subunidade A
enzimaticamente ativa ligada a um pentamero de subunidades B, responsavel pela
ligacdo ao receptor celular; € encontrada em duas formas, LT-I e LT-Il, apresentando
de 55 a 57% de homologia entre si (KAPER; NATARO, 1998; KAPER; NATARO,;
MOBLEY, 2004). LT-lI é associada a diarreia em humanos (LTh) e porcos (LTp)
enquanto que, LT-Il é subdividida em LT-lla, LT-llb e LT-llc isoladas em humanos,
bovinos e bufalos (NAWAR et al., 2010). Os diferentes tipos de LT diferem quanto
ao receptor especifico de ligacao no epitélio intestinal (Figura 2) (KAPER; NATARO,
1998; DUBREUIL, 2013). Lasaro e colaboradores (2008) encontraram ainda outras
variantes de LT, mostrando a diversidade de toxinas que essas bactérias possuem
para causar a diarreia. O mecanismo de acdo de LT inicia-se pela ligacdo da
subunidade B a gangliosideos GM1 (LT-I) ou GD1 (LT-II) presentes na superficie do
epitélio seguida de sua internalizacdo por endocitose e transporte através do
complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico para o citosol onde a subunidade A
sofre processamento pés-traducional para gerar os peptideos Al e A2. A1 tem como
alvo principal a proteina Gsa, uma GTPase que ativa o sistema adenilato-ciclase,
levando a elevacéo intracelular de AMP ciclico (AMPc), estimulando a secrecéo de
ions CI" e agua, que levam a diarreia (SPANGLER, 1992). Juntamente com seu
papel na secrecdo de fluidos, a toxina LT pode induzir uma série de efeitos que
favorecem a bactéria. LT regula negativamente a resposta imune inata do
hospedeiro Chakraborty et al. (2008), aumentando a aderéncia de ETEC as células
epiteliais, colonizando assim o intestino (JOHNSON et al., 2009). Essa toxina
também é conhecida como um potente adjuvante de mucosa, pois aumenta 0s
titulos de anticorpos, o que resulta em aumento da resposta imunoldgica, sendo
assim pode ser incorporada em preparacdes vacinais e utilizada por via nasal, oral
ou intra-dérmica (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Figura 2 - Estrutura cristalina da toxina LT de ETEC. Do lado esquerdo LT-1 e LT-II ao lado direito.
Em amarelo subunidade A. As cinco subunidades B sdo demonstradas em vermelho,
branco, rosa, verde e azul. Fonte: ODUMOSU et al., 2010.

A toxina ST € um peptideo de aproximadamente 2 kDa classificada em dois
subgrupos: em ST-l (ou STa) isolada principalmente de fezes humanas e ST-II (ou
STb) isolada principalmente de fezes animais e estd mais associada a diarreia em
animais, causando grandes prejuizos para a pecuaria. Existem variantes dessa
toxina, denominadas ST-Ilb ou STh que foi associada a casos de diarreia em
humanos e ST-la ou STp em animais e humanos, estas duas variantes sao
praticamente idénticas, pois possuem 15 aminoacidos iguais na sequéncia
correspondente a toxina biologicamente ativa. ST-lb é codificada pelo gene sta2 e
possui 19 aminoacidos, enquanto que ST-la pelo gene stal com 18 aminoacidos,
(Figura 3) (CROSSMAN et al., 2010; DUBREUIL, 2013; NATARO; KAPER, 1998).

Todas as toxinas ST séo sintetizadas como uma proteina precursora de 72
aminoacidos e entdo convertidas para a forma ativa que se liga ao dominio
extracelular de guanilil ciclase C (GC-C), presente no epitélio intestinal. Essa
interacdo ativa o dominio catalitico intracelular da GC-C que leva ao acumulo de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) intracelular que por sua vez, ativa a proteina
quinase IlI, dependente de GMPc, provocando a fosforilagdo do regulador
transmembrana da fibrose cistica (CFTR), o que dirige a secrecdo de ions CI e
bloqueia a adsor¢do de sddio, resultando no acumulo de &gua no limen com
consequente diarreia (SCHULZ et al., 1990). Para STh, o mecanismo de acéo e sua
internalizacao difere de STa (DUBREUIL, 2012).
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Figura 3 - Estrutura cristalina e sequéncia de aminoacidos da toxina STa ou STI de ETEC. A toxina
ST monomérica de 2 kDa, STaH refere-se a STIb ou STh (humanos), enquanto que STaP
a STla ou STp (porcinos). Fonte: Dubreuil, 2013.

Os trés genes das toxinas sdo normalmente codificados em plasmideos e sao
frequentemente ladeado por sequéncias de insercdo (IS), implicando na evolugéo
destes patdgenos por elementos genéticos méveis geneticamente diversos. De fato,
tem sido sugerido que a diversidade de ETEC € impulsionado em grande parte pela
difusdo generalizada de plasmideos que codificam 0s genes da toxina entre um

conjunto diversificado de cepas hospedeiras de E. coli (CROSSMAN, et al., 2010).

2.6 Regulacéo génica

A diarreia causada por E. coli enterotoxigénica € geralmente iniciada através
da ingestdo de alimentos ou bebidas contaminados por essas bactérias. Antes de
chegar ao hospedeiro, essas bactérias habitam diversas localidades como rios e
reservas de abastecimento de agua (BEGUM et al., 2005; LOTHIGIUS et al., 2010),
e aderem firmemente a vegetais (SHAW et al., 2011). Por outro lado, quando
chegam ao trato gastrointestinal humano, as bactérias encontram um ambiente
hostil. Para colonizar esse ambiente, esse patdgeno necessita se adaptar ao
ambiente e expressar adequadamente todo seu arsenal de viruléncia (GONZALES-
SILES; SJOLING, 2016). Os ambientes que essas bactérias vao encontrar e que vao
influenciar em sua expressdo génica sdo: alta osmolaridade, variacbes no pH,
diferentes fontes de carbono, sistema imune do hospedeiro, sais biliares, microbiota
e metabolitos. Esses fatores sao percebidos pela bactéria, que regulam a expressao
génica, morfologia e fisiologia das bactérias (FERREYRA et al., 2014). Mesmo,
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nesse ambiente hostil, essas bactérias sdo capazes de colonizar o trato

gastrointestinal e produzir e secretar as toxinas, levando assim a diarreia aguosa.
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Figura 4 - Diferentes ambientes encontrados por ETEC que regulam a expressédo génica. Fonte:
modificado de Gonzales-Giles; Sjoling, 2016.

Em trabalho anterior, realizado em nosso laboratério observamos que nao
havia um padrao Unico de secrecdo das toxinas LT e ST pelos isolados de ETEC
(ROCHA et al., 2013). Sendo assim, decidimos investigar como seria o perfil de
expressao dos genes que regulam a producdo e secrecao dessas toxinas, surgindo
assim os objetivos do presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho € comparar o perfil de secrecdo e producao
das proteinas LT e ST, bem como analisar a transcricdo dos genes envolvidos na

producdo dessas toxinas em isolados de ETEC.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar qual o melhor meio de cultura para a secrecao das toxinas LT e ST.

Analisar o perfil de secrecéo e producdo de LT e ST nesse meio de dois
isolados de ETEC.

Analisar o perfil de transcricdo dos genes eltA, stal e sta2 envolvidos na
producdo dessas toxinas.

Avaliar se ha uma correlacéo entre o perfil de transcricdo dos genes com o

perfil de secrecao e producéo das toxinas.



30

4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas bacterianas e meios de cultura

As bactérias utilizadas neste estudo foram 2 cepas de ETEC incluindo o
protétipo H10407 (O78: H11) ST'/LT" (EVANS; EVANS, 1973) e o isolado 5 [descrito
em ROCHA et. al (2013) como ST'/LT']. Como controle das reacdes de PCR, foi
utilizada a cepa de E. coli K12 DH5a (DURFEE, 2008). Essas cepas sao mantidas a
-80 °C no Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan.

Para a verificagdo da producdo das toxinas LT e ST, diversos meios de
cultura foram utilizados: DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium — Cultilab,
Campinas, Brasil), Caldo EC (E. coli, Merck, Rio de Janeiro, Brasil), EVANS
(EVANS; EVANS PIERCE, 1973), Syncase, TSB (Tryptic Soy Broth - Merck, Rio de
Janeiro, Brasil), LB (Luria-Bertani - Difco, EUA) e BHI (Brain Heart Infusion, Merck,
Rio de Janeiro, Brasil).

4.2 ldentificacdo da presenca dos genes eltA, stal e sta2

O DNA bacteriano foi obtido pelo método da fervura. Resumidamente, os
isolados foram cultivados em meio LB, por 16-18 h a 37 °C. Um mL desta cultura foi
centrifugado a 5.500 x g durante 2 min, e depois o sedimento foi lavado no mesmo
volume com agua ultrapura esterilizada e centrifugado novamente. O sedimento foi
ressuspenso em 100 uL de agua ultrapura esterilizada, fervido a 100 °C durante 10
min e centrifugado a 2.200 x g durante 5 min. Os sobrenadantes foram utilizados
como moldes em PCR para a detecc¢do dos genes.

A identificacdo da presenca dos genes eltA, stal e sta2 foi realizada por
amplificacdo pela técnica de reacdo em cadeia da Polimerase (PCR), com o0s
iniciadores indicados na Tabela 1. Como marcadores de peso molecular foram
utilizados 50 bp DNA Ladder ou 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA). As
reacoes foram preparadas em banho de gelo, em microtubos de polipropileno
(Axygen, EUA), adicionando-se os seguintes componentes: 20 pmol de cada um dos

iniciadores (forward / reverse), 1 U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen, EUA), 1,0
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mM de cloreto de magnésio, 200 uM da mistura de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP e
dGTP), 2.5 pyL de tampéo de reacdo de PCR (Invitrogen) e agua ultrapura estéril
para um volume final de 25 pL. A cada reacédo foi adicionado 1 pL do lisado
bacteriano.

A sequir, as preparacdes foram colocadas em termociclador Veriti® 96-Well
Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA), e submetidas as seguintes
condi¢des de amplificag&o: desnaturagéo inicial a 94 °C por 5 min, com as amostras
sujeitas a 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento por 1 minuto
(60 °C para ambos 0s genes, com excecao do rpoA em que foi usada a temperatura
de 56 °C), extensdo a 72 °C por 1 min, e extensao final a 72 °C por 7 min. Apés
amplificacdo com intuito de confirmar o perfil do produto sintetizado, 5 yL de cada
reacao foi analisada por eletroforese em gel de agarose 2% com GelRed (Biotium,
EUA).

Confirmado a presenca dos genes, a cepa de ETEC H10407 foi cultivada em
3 mL de caldo Luria Bertani (LB) a 37 ° C, por 16 - 18 h, com agitagdo de 200 rpm
(pré-indculo). Esse pré-indculo foi entdo colocado nos meios citados no item
anterior, em uma razdo de 1:100 (1 uyL do pré-in6culo em 100 yL de meio de
cultura) e a cada intervalo de hora (até 8 h de cultivo), 1 mL de cultura de cada meio
foi retirada para centrifugacdo, onde o sobrenadante foi obtido para futuramente se
analisar por ELISA a quantidade de toxina produzida por essa cepa, com a

finalidade de se obter o melhor meio de cultura onde essas toxinas sao produzidas.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados para o ensaio de PCR (*) e gRT-PCR.

Gene Sequéncias (5- 3) Referéncia
stal (STla) (F) TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAA Guion et al., 2008
(R) GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG
sta2 (STIb) (F) TGCTAAACCAGTAGAGTCTTCAAAA Guion et al., 2008
(R) GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG
eltA (F) GGCGACAAATTATACCGTGC Ozaki et al., 2015
(R) GCCGGTTTGTGTTCCTCTC
rpoA (F) GCGCTCATCTTCTTCCGAAT Walters, Sperandio,
(R) CGCGGTCGTGGTTATGTG 2006
rpoA (* PCR (F) AGTCAATTCCAGATCGTCAA Freitas, 2012
convencional) (R) GTATTCTGCTCTCATCGATG
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4.3 Ensaios de avaliacao da producgao/secrecao das toxinas LT e ST

Apéds a confirmacdo da presenca dos genes que codificam as toxinas ST e
LT, sera analisado o perfil de producdo das toxinas com a utilizacdo de anticorpos
especificos obtidos em estudos anteriores em nosso laboratério. Na imunodetecc¢éo
por ELISA, foi empregada a metodologia descrita em Rocha e colaboradores (2013).
O estudo foi dividido em duas etapas, primeiramente foi escolhido o meio de cultura
utilizando-se essa metodologia. Nessa etapa foi utilizado somente a cepa H10407.
ApoOs essa escolha, novos ensaios de ELISA foram realizados para verificar o perfil

de secrecao/producéao das toxinas, utilizando-se as duas cepas (H10407 e 5).

4.3.1 ELISA de captura para LT

A produgéo e secrecgdo de LT foi determinada por um ELISA de captura como
descrito abaixo. Microplacas (MaxiSorp microplacas, Nunc, Rochester, NY, EUA)
foram sensibilizadas a 4 °C durante 18 h com a fracdo de IgG enriquecida anti-LT
policlonais de coelho a 30 uyg/mL em tampé&o de carbonato-bicarbonato de sédio
0,05 M, pH 9,6. Em cada passo, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS-
Tween 0,05% (PBS-T). Elas foram bloqueadas com PBS mais 5% de leite
desnatado (solucdo de bloqueio) a 37 °C durante 30 min. A seguir, 0S
sobrenadantes bacterianos foram adicionados e incubados a 37 °C durante 2 h.
Anticorpo anti-LT monoclonal a 10 pyg/mL diluido em solucdo de bloqueio foi entédo
adicionado e as placas foram incubadas a 37 ° C durante 60 min. Depois foi
adicionado anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), diluido 1: 10000 em solugdo de bloqueio
seguido por uma incubacdo adicional a 37 °C durante 45 min, seguido por 0,5
mg/mL de o-fenilenodiamina (OPD, Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) mais 0,5
ML/mL de peroxido de hidrogénio em tampao 0,05 M de citrato-fosfato, pH 5,0, no
escuro, a temperatura ambiente. As reac¢des foram interrompidas depois de 15 min
por adicdo de 50 mL de HCI 1M. A absorbancia foi medida a 492 nm em um leitor
Multiskan EX ELISA (Labsystems, Milford, MA, EUA).
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Em cada passo, o volume adicionado foi de 100 uL/poco, exceto na lavagem
e bloqueio, quando o volume era 200 pL/poco. Todas as amostras foram testadas

em duplicata.

4.3.2 ELISA indireto para ST

Para a avaliacdo da producdo de ST nos meios de cultura, microplacas
(MaxiSorp microplacas, Nunc, Rochester, NY, EUA) foram sensibilizadas a 4 °C
durante 18 h com sobrenadante de crescimento das bactérias. A cada passo, as
placas foram lavadas 4x com PBS-T. As placas foram depois bloqueadas com PBS
5% de leite desnatado a 37 °C durante 30 min. Em seguida, foram adicionados em
cada poco 15 ug/mL de anticorpo monoclonal anti-ST diluidos em solucdo de
bloqueio, por 1h a 37 °C. Para a revelacao, as reacdes foram desenvolvidas tal
como descrito acima. Os valores de absorbancia representam a média de

duplicatas.

4.4 Cultivo bacteriano; coleta de material para ELISA, extracdo de RNA
bacteriano e sintese de cDNA.

4.4.1 Contagem de células bacterianas

Escolhido o meio de cultura, as cepas de ETEC H10407 e 5 foram cultivadas
em 3 mL de caldo LB a 37 ° C, por 16 - 18 h, com agitagéo de 200 rpm (pré-indculo).
100 pL desse pré-inéculo foi entdo diluido em 900 uL de PBS estéril, e diluicbes
seriadas desse material foram plagueadas em &gar LB, utilizando-se pérolas de
vidro, para a contagem das células bacterianas pelo método de UFC. A contagem
das bactérias foi necessaria para se obter uma maior uniformidade do inoculo
bacteriano nos tempos investigados. Apos plagueadas, as placas foram mantidas

em temperatura controlada a 37 °C por 16 h.
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4.4.2 In6culo bacteriano e coleta de material para a extracdo de RNA e o ELISA

Apds a contagem, 1 mL do pré-indculo contendo 10%10% bactérias foi
colocado em 100 mL de meio Caldo EC, que foi mantido sob agitagéo (200 rpm) a
37 °C por 16 h e em diferentes tempos do cultivo bacteriano (1, 4, 7, 8, 10, 12 e 16
h), 4 mL dessa cultura foram retirados, (1) 1 mL para a medicdo da absorbancia
(Ultrospec 2100 pro, Amersham / Biosciences, EUA), (2) 1 mL foi misturado com o
dobro de volume de RNA Protect (Qiagen, EUA) seguindo as recomendac¢des do
fabricante, para em seguida, serem centrifugados a 10.000 x g por 10 min para
recuperar o sedimento. Esses sedimentos foram entdo congelados a -20 °C para a
extracdo do RNA. (3) 1 mL desse cultivo foi centrifugado a 10.000 x g por 2 min para
a coleta de sobrenadante; e (4) 1 mL dessa cultura foi congelado a -20 °C e em
seguida tratado com 0,2 mg/mL de polimixina B, sob agitacdo por 30 min a 37 °C (de
acordo com Rocha e colaboradores, 2013) para rompimento das células
bacterianas. Apos essa etapa, esse material foi novamente centrifugado a 10.000 x
g por 2 min.

Os materiais obtidos em (3) e (4) foram entdo analisados por ELISA, como

descrito anteriormente.

4.4.3 Extracao de RNA bacteriano e sintese de cDNA

Apds o congelamento do sedimento (1), o RNA total do cultivo foi extraido
com o auxilio de RNeasy Mini kit (Qiagen, EUA), de acordo com as recomendacgdes
do fabricante, e eluido com 30 pyL de agua ultrapura. O RNA obtido para cada
amostra foi quantificado por espectrometria, por leitura de absorbéncias em
comprimentos de onda de 260 e 280 nm utilizando-se um Nanodrop Lite (Thermo
Scientific, EUA). Para verificar que nao havia contaminagées de DNA no eluido de
RNA, foi realizado, para todas as amostras, uma amplificacdo por PCR, utilizando-se
o iniciador do gene constitutivo rpoA (marcado na Tabela 1 com um *). As amostras
que nao apresentavam amplificacdo eram utilizadas nas proximas etapas. Ja as que
ainda apresentavam contaminacao eram tratadas novamente com DNAse.

Apds a extracdo, os RNAs bacterianos foram submetidos a reacdo de

digestdo com DNAse, utilizando o kit Deoxyribonuclease | Amplification Grade
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(Invitrogen). As reacdes foram preparadas em banho de gelo, em microtubos
estéreis (Axygen), adicionando-se 5 pL de RNA total extraido (contendo
aproximadamente 1 uyg de RNA), 1 yL de tampao de reagdo DNAsel e 1 uL de
enzima DNAsel. As preparacdes foram incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos, e em seguida adicionado a cada tubo 2,5 mM de EDTA, incubando-se a 65
°C por 20 min.

Ao término da digestdo, os cDNAs foram sintetizados a partir dos RNAs,
utilizando-se o kit SuperScrip™IIl First-Strand Synthesis Systems for RT-PCR
(Invitrogen). Primeiramente, em cada reacdo foram adicionados: 1000 ng de RNA
digerido, 1 yL de random hexamer primers, 1 mM da mistura de dNTPs (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP) e agua ultrapura estéril para um volume final de 10 pL. As
reacoes foram incubadas a 65 °C por 5 min e imediatamente incubadas em banho
de gelo por 1 min. Em seguida, foram adicionados a cada tubo 2 yL de tampéo de
reacao RT, 5 mM de cloreto de magnésio, 10 mM de DTT, 2 U de RNAseOUT™, 25
U de SuperScript™IIl RT e agua ultrapura estéril para um volume final de 20 pL. A
seguir, as preparaces foram colocadas em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, EUA) e submetidas as temperaturas de 50 °C por 50
minutos, seguido de 85 °C por 5 min. Apos retirar as reagbes do termociclador,
foram adicionados a cada tubo um volume adicional de 20 uL de agua ultrapura,
totalizando um volume final de solucdo de RNA de 40 pL.

Também foram realizadas reacdes de controle das amostras. Foi designado a
amostra o nome de —RT, onde todos os reagentes utilizados na conversdao do RNA
para cDNA foram misturados ao RNA, sem a enzima SuperScript™Ill RT. Isso
garantira que as amplificacdes que estdo sendo analisadas ndo sédo devido a DNA

que sobrou na amostra.

4.5 Analise da transcricdo dos genes

Para confirmagdo da sintese de RNA em cDNA, 1 pL desse produto foi
amplificado por PCR, utilizando-se o iniciador do gene constitutivo rpoA (marcado na
Tabela 1 com um *). Apdés confirmacdo em gel de agarose 1% do produto de

amplificacdo contendo 656 pb, temos o cDNA que serd utilizado no gRT-PCR.
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A identificacdo da presenca de cDNA contendo o produto codificado pelos
genes eltA e stal e sta2 foi realizada pela amplificacdo por tempo real, com o0s
iniciadores indicados na Tabela 1.

A reacdo de gRT-PCR foi realizada utilizando Power SYBR Green PCR
Master Mix (2x) (Applied Biosystems, EUA) com um volume final de reacédo de 20
ML, contendo 0,2 uM de cada primer, de 2 yL de cDNA e completando o volume com
adgua estéril ultrapura. As reacBes foram realizadas em duplicata no aparelho
StepOne TM plus v2.3 (Applied Biosystems, EUA), com um protocolo de reacao de
duas fases consistindo em 40 ciclos de 94° C durante 30 seg e 60° C durante 1 min,
seguido por uma fase de dissociacéo para controle de qualidade.

As diferengas nos valores de expressao relativos foram calculadas utilizando
os valores Ct no programa StepOne Software v2.3, e determinada pela equagéao 2
ACt 'O gene constitutivo rpoA que codifica a subunidade a da RNA polimerase foi
utilizado como controle das reacoes, servindo para a normalizacédo das equacoes.

Os dados de expressédo foram entdo analisados no programa DataAssist
v3.01. Foram realizados experimentos com RNA obtido de forma independente em
dois ensaios separados. O programa Prisma 5™ foi utilizado para a confeccdo dos

graficos de producao, secrecéo e expressao.
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5 RESULTADOS

5.1 Presenca dos genes eltA, stal e sta2

Inicialmente foi feita a confirmac&o da presenca de genes codificadores das
toxinas nos isolados de ETEC utilizados no estudo, por PCR. O gene eltA esta
presente em ambas as cepas H10407 e 5, como um fragmento amplificado de 150
pb (Figura 5). O gene stal estd presente somente na cepa H10407 com um
fragmento amplificado de 159 pb (Figura 6A). E, 0 gene sta2 esta presente nas
cepas H10407 e 5, com um fragmento amplificado de 138 pb (Figura 6B). Esses
resultados permitiram a sequéncia do estudo.

Figura 5 - Perfil eletroforético em gel de agarose 2% de PCR para confirmacéo do gene eltA.

Canaletas: 1. Marcador de peso molecular 50 pb, 2. H10407, 3. 5, 4. DH5q, 5. controle da
reacdo (reagentes com H,0).
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Figura 6 - Perfil eletroforético em gel de agarose 2% de PCR para confirmacdo do gene stal (A) e
sta2 (B).

< 138 pb

Canaletas: 1. Marcador de peso molecular 50 pb, 2. H10407, 3. 5, 4. DH5q, 5. controle da
reacao (reagentes com H,0).

5.2 Secrec¢ao das toxinas LT e ST

Confirmado a presenca dos genes nas cepas, verificou-se por ELISA, a
secrecdo das toxinas LT e ST. Para esse estudo, foi utilizada somente a cepa
protétipo H10407 e foram testados diversos meios de cultura: DMEM, Caldo EC,
EVANS, Syncase, TSB, LB e BHI, com o objetivo de avaliar em qual meio as toxinas
séo secretadas, bem como, diferentes tempos do cultivo bacteriano, para verificar
em qual tempo ocorreria a maior producao das toxinas.

Para padronizar os experimentos realizou-se a contagem do pré-inéculo,
sendo assim, o pré-inéculo da cepa H10407 foi cultivada a partir do cultivo
congelado a -80 °C. O tempo de cultivo do pré-inoculo varia entre 12 e 16 h. A
Figura 7 nos mostra esse perfil. Nos diferentes tempos, a contagem de bactérias
variou entre 10° a 10 UFC/mL. Como todos pré-inéculos foram obtidos a partir do
mesmo estoque congelado, esse numero de bactérias foi utilizado como definicdo

em todos 0s experimentos.
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Figura 7 - Unidades Formadoras de Colénia do pré-indculo de H10407
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Os tempos de crescimento bacteriano estédo indicados no eixo X. As barras de
erro indicam as duplicatas do experimento.

A secrecao da toxina LT por H10407 (Figura 8) foi bastante diversa em todos
0S meios de cultivo testados. Destaca-se a maior secrecdo de LT em 8 h de cultura,
nos meios DMEM, caldo EC e TSB, uma secrecdo mediana nos meios Syncase e
EVANS, e uma baixa secrecdo em LB e BHI e observa-se que, em 4 h, ocorre uma
elevacéo na secrecao da toxina em todos os meios testados.

Verifica-se também uma grande diversidade na secrecdo de ST por H10407
nos diferentes meios testados (Figura 9). Destaca-se a maior secre¢cdo de ST em 8
h de cultura nos meios DMEM e caldo EC, e uma menor secrecdo nos meios
restantes. Uma elevada secrecdo em 4 h também é observado para ST, ocorrendo

nos meios Syncase, Caldo EC e LB.
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Figura 8 - Perfil de secrecdo de LT pela cepa H10407 em diferentes meios de cultivo.
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Figura 9 - Perfil de secrecdo de ST pela cepa H10407 em diferentes meios de cultivo.
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De acordo com os resultados mostrados acima (Figura 8 e 9), os meios que
propiciam a secrecdo de LT pela cepa H10407 sdo DMEM, caldo EC e TSB; e para
a secrecao de ST, sédo BHI e caldo EC. Como caldo EC, mostrou-se o melhor meio
para a secrecdo de ambas as toxinas, este, foi escolhido para as proximas etapas

do estudo.
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5.3 Secrec¢ao/Producéo de toxinas LT e ST

Para toda toxina que foi coletada no sobrenadante bacteriano, denominou-se
secrecdo; e, para toda toxina que estava na bactéria (que foi rompida pelo
tratamento com polimixina), denominou-se producdo. Foram usadas essas
denominacdes, visto que a bactéria pode produzir a toxina mas nao secreta-la para
0 meio extracelular. Nesta etapa do trabalho, foram utilizadas as cepas H10407 e a
cepa b.

A secrecdo de LT pela cepa H10407 é bem variada, observando-se maior
secrecao nos tempos de 4, 12 e 16 h de cultivo; e uma baixa secrecdoem 1, 7 e 8 h;
e intermediaria em 10 h (Figura 10A). Por outro lado, a producdo de LT por essa
cepa mantem-se constante a partir da hora 4 de cultivo, indicando uma estabilidade
na producédo dessa toxina (Figura 10B).

A cepa H10407 secreta toda toxina ST, observado na Figura 10C. Ela é
uniforme apds a hora 4 de cultivo. Quando se realiza o tratamento do cultivo com

polimixina, ndo se verifica ST pelo método empregado (dados ndo mostrados).
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Figura 10 - Perfil de Secrecao e Producao da toxina LT e Secrecao da toxina ST pela cepa H10407.
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A. Secrecdo de LT. B. Producéo de LT. C. Secrecéo de ST. H10407 foi a cepa utilizada
nesse experimento nos tempos de 1, 4, 7, 8, 10, 12 e 16 h de cultivo.

A cepa 5, tem uma baixa secrec¢do de LT, mas tem um perfil de producéo
dessa toxina comparavel a cepa H10407 (Figura 10B x Figura 11B). A toxina ST
nao é secretada por essa cepa (dados ndo mostrados) e é apenas produzida com 1
h de cultivo bacteriano (Figura 11C).
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Figura 11 - Perfil de Secrecéo e Producéo da toxina LT e Producéo da toxina ST pela cepa 5.
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A. Secrecdo de LT. B. Producéo de LT. C. Secrecéo de ST. 5 foi a cepa utilizada nesse
experimento nos tempos de 1, 4, 7, 8, 10, 12 e 16 h de cultivo.

5.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA.

Foram extraidos o RNA das cepas H10407 e 5. Os parametros analisados
foram o cultivo em caldo EC, as diferentes fases do cultivo bacteriano e razdo
260/280 que é utilizada para avaliar a pureza do RNA. Para a realizacdo dos
experimentos de conversdo do RNA em cDNA, normalmente é aceito para 0 RNA
uma razdo com valor acima de 1.8, aproximada de 2.0. Como todas as razbes
observadas (dados ndo mostrados) em nossas preparacdes apresentaram esses
valores, 0 RNA extraido foi utilizado nas proximas etapas do estudo.

Apéds a extracao, foi realizada com todas as amostras, uma amplificacdo por

PCR dos RNAs, com o objetivo de verificar se apos o tratamento com a DNAse
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ainda existiam resquicios de DNA contaminante. Todas as amostras (dados nao
mostrados) ndo apresentaram banda de amplificacdo no gel, entdo os RNAs nao
estavam contaminados e, portanto foi possivel continuar as analises.

Apbés a conversdo para cDNA, todas as amostras foram testadas por
amplificacdo por PCR (dados ndo mostrados). Todas as amostras possuem cDNA e

portanto foram utilizadas na préxima etapa.

5.5 Analise da transcricdo dos genes eltA, stal e sta2

Os ensaios de RT-PCR foram entdo realizados e o0s niveis relativos de
transcricdo dos genes de viruléncia foram examinados, em experimentos com RNA
obtido de forma independente em dois ensaios separados, os perfis de transcricdo
foram similares nos dois experimentos. Os niveis de transcricdo de genes
selecionados foram calculados em relagdo a transcricdo do gene de constitutivo
rpoA e foram realizados ajustes nos Cts dos experimentos, a fim de normalizar a
abundancia dos transcritos entre 0s experimentos.

Primeiramente utilizando a cepa prototipo H10407, para o gene eltA (que
codifica a toxina LT) (Figura 12A) verificou-se que, ocorre uma maior transcricdo do
gene a partir da décima hora do cultivo, e ela continua a se elevar, atingindo o
maximo de transcricdo em 16 h. Em 4 h de cultivo, vemos uma elevacdo da
transcricdo, menor que nos outros tempos, porém maior, comparado com 1, 7 e 8 h
de cultivo.

Nas condi¢des analisadas do experimento, a bactéria H10407 n&o transcreve
0 gene sta2 (STh) (dados ndo mostrados), somente transcreve o gene stal (STp)
(Figura 12B). A transcri¢cdo do gene stal segue também a transcricdo do gene eltA,
ela é maior a partir da décima hora do cultivo, atingindo o maximo de transcricao as
16 h. Parece néo haver diferenca entre 4, 7 e 8 h de cultivo, somente na primeira

hora, que parece néo haver transcricao.
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Figura 12 - Perfil de transcricdo normalizada dos genes eltA e stal em relagdo ao rpoA na cepa
H10407 em diferentes tempos.
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N&o ocorre transcrigdo do gene sta2 nas condi¢des testadas. A. transcricdo normalizada
do gene eltA (LT). B. Transcricdo normalizada do gene stal (STla ou STp)

Na cepa 5, a transcricdo do gene eltA ocorre de forma parecida com o gene
eltA da H10407 (Figura 13A). Uma baixa ou quase inexistente transcricdo em 1 h,
uma elevada transcricdo em 4 h, com uma diminuicdo em 7 e 8 h. ApGs esse tempo
a transcricdo volta a se elevar em 10 h, atingindo um nivel maximo em 16 h.

Essa cepa ndo possui o gene stal, portanto ndo ha figura de sua transcricao.
A transcricdo de sta2 (Figura 13B) possui valores variados, com picos de expressao

na hora 8 e hora 10, mas nos outros tempos a sua transcricdo é pequena.
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Figura 13 - Perfil de transcricdo normalizada dos genes eltA e sta2 em relagdo ao rpoA na cepa 5
em diferentes tempos.
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5.6 Secrecao/Producdo das toxinas x Transcricdo dos genes.

Para investigar se ha alguma similaridade entre a producédo, secrecdo e a
transcricdo das toxinas LT e ST em diferentes pontos no tempo da curva de
crescimento de bactérias, foram comparados os dados de producéo e secrecao das
toxinas por ELISA, com os dados de a transcricdo dos genes eltA e stal e sta2 por
RT-PCR nas cepas H10407 e 5.

Apos a medicdo da absorbancia, foi possivel analisar o perfil de crescimento
das bactérias utilizadas nesse estudo (Figura 14). A cepa H10407 possui uma fase
Lag de crescimento entre 1 e 2 h, enquanto que a cepa 5 esta nessa fase durante
somente a primeira hora de cultivo. A cepa 5 possui uma fase de crescimento
exponencial (fase Log) entre 1 e 3 h de cultivo, ja a cepa prototipo tem um
crescimento exponencial (fase Log) entre 1 e 4 h. Apos esse tempo, ambas as
cepas mantém seus crescimentos em fase estaciondaria. Portanto, os sobrenadantes,
cultivo e extragdo de RNA nesses estudos aconteceram em fases diferentes do
crescimento para cada bactéria. Para 1 h de cultivo, as duas cepas estdo em fase
Lag; para 4 h de cultivo, a cepa H10407 esta fase Log, mas a cepa 5 esta em fase
estacionaria. Nos demais tempos de cultivo, ambas as bactérias estdo em fase

estacionaria.
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Figura 14 - Curva de crescimento bacteriano das cepas H10407 e 5.
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H10407 (linha continua) e 5 (linha tracejada).

A cepa H10407 secreta LT diferencialmente nos tempos de cultivo analisados
(Figura 15A), ja sua producado (Figura 15B) é uniforme. A secre¢do dessa toxina
parece acompanhar a transcricdo do gene eltA (Figura 15C). Na primeira hora do
cultivo (fase Lag), ha uma baixa transcricdo do gene eltA e consequentemente uma
baixa producdo e secrecdo da toxina LT. Com exce¢do do tempo 4 h, esses
resultados mostram que a secrecdo dessa toxina e a expressao desse gene Sao
maiores a partir do tempo 10 h do cultivo, ou seja na fase estacionaria da curva de
crescimento. No tempo 4 h, essa bactéria encontra-se em fase exponencial do

crescimento, verifica-se uma elevada secrecdo de LT nesse tempo, o que ndo é
verificado com a transcricao.
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Figura 15 - Perfil de Secrecéo e Producdo de LT e Transcri¢cdo do gene eltA na cepa H10407.
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A. Secrecdo de LT. B. Producéo de LT. C. Transcrigdo normalizada do gene eltA (LT). A
cepa utilizada nesse estudo foi a H10407.

A cepa 5 também secreta LT diferencialmente nos tempos de cultivo
analisados (Figura 16A), e apresenta sua producdo (Figura 16B) uniforme como
visto também na cepa H10407. Ocorre uma maior secrecdo de LT na hora 16, nas
outras horas ocorre uma baixa ou quase nula secrecdo dessa toxina. A alta
producao vista a partir da hora 4 do cultivo, indica que essa cepa produz essa toxina
na fase estacionéaria do crescimento bacteriano.

A transcricdo do gene eltA, na cepa 5 € bastante variavel em relagdo ao
tempo do cultivo (Figura 16C), mas possui semelhanca se comparada com a
expressdo desse mesmo gene na cepa H10407 (Figura 15C). Ela é pequena na
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primeira hora, possui uma elevacdo na quarta hora, decrescendo até a oitava hora.

E uma nova elevacéo a partir da hora 10, mantendo-se elevada nas horas seguintes.

Figura 16 - Perfil de Secrecéo e Producéo de LT e Transcri¢cdo do gene eltA na cepa 5.
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A. Secrecdo de LT. B. Producdo de LT. C. Transcricdo normalizada do gene eltA (LT). A
cepa utilizada nesse estudo foi a 5.

A cepa H10407 secreta toda toxina ST para o meio extracelular (Figura 17A),
e como visto anteriormente possui uma secrecao uniforme a partir da quarta hora do
cultivo (fase exponencial), até a ultima hora observada (fase estacionaria). A
transcricdo desse gene é variavel (Figura 17B), quase inexistente na primeira hora
de cultivo, menor até a hora 8 de cultivo, e maior a partir da hora 10, com uma

maxima transcri¢cdo na hora 16.
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Figura 17 - Perfil de Secrecéo de ST e Transcricdo do gene stal na cepa H10407.
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A. Secrecdo de ST. B. Transcricdo normalizada do gene stal (STp). A cepa utilizada
nesse estudo foi a H10407.

Ao contrario da cepa H10407, a cepa 5 ndo é capaz de secretar a toxina ST
para 0 meio extracelular, para verificarmos sua producdo foi necessario romper a
bactéria com o uso de polimixina. Diferentemente dos outros resultados, toda
producdo dessa toxina por essa cepa € verificada na primeira hora do cultivo (fase
Lag) (Figura 18A), n&do sendo verificada nos outros tempos de cultivo.

Ja sua transcricdo é bastante variada: quase inexistente até a hora 7, com
uma maxima transcricdo em 8 h, uma diminuicdo na hora 10 e novamente uma

elevacéo na hora 12.
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Figura 18 - Perfil de Producdo de ST e Transcricdo do gene sta2 na cepa 5.
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A. Producéo de ST. B. Transcricdo normalizada do gene sta2 (STh). A cepa
utilizada nesse estudo foi a 5.
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6 DISCUSSAO

7

Escherichia coli € uma das espécies bacterianas mais bem estudadas, por
sua enorme capacidade de se adaptar a diferentes ambientes, ela faz parte da
microbiota, mas pode causar doencas em humanos e animais. Cepas de E. coli
diarreiogénica apresentam caracteristicas singulares quanto aos mecanismos de
viruléncia e patogenicidade (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004), cada patotipo de
DEC possui diferentes determinantes de viruléncia, os quais geralmente sao
adquiridos por elementos genéticos moveis. Esses fatores de viruléncia sao
regulados pelas bactérias com a finalidade de melhor se adaptar aos diferentes
locais em que elas se encontram para que persistam ou colonizem novos ambientes.

Entre as E. coli que causam diarreia, ETEC se destaca pelas toxinas que
produz, e pelo seu impacto em salde publica. ETEC é responsavel por cerca de 210
milhGes de infec¢des anualmente, causando 380.000 mortes pelo mundo (GUPTA et
al., 2008). Nas ultimas décadas, varios estudos vém sendo conduzidos com o intuito
de contribuir para a elucidacéo dos fatores que influenciam na producao das toxinas
por ETEC, e assim compreender melhor como esse patotipo causa a doenca.
Sabendo que E. coli é uma bactéria que transita desde a microbiota até patdégenos
mortais, o objetivo desse trabalho foi realizar a verificacdo da capacidade diferencial
de expressao e producdo de toxinas, LT e a ST, altamente relevantes nos papéis
mais graves de infec¢do, que sdo produzidas por ETEC.

Neste estudo, observou-se que, apesar de pertencerem ao mesmo patotipo,
as cepas H10407 e 5 comportam-se diferencialmente, frente a0 mesmo estimulo,
guanto a producao de toxinas e também transcrevem seus genes diferentemente.

Nesse contexto, foi realizada inicialmente a confirmagdo por PCR da
presenca de genes codificadores das toxinas LT e ST nos isolados de ETEC que
foram utilizados no estudo. O gene eltA esta presente nas cepas H10407 e 5, assim
como o gene sta2. O gene stal esta presente somente na cepa H10407. Essa
diferenca na prevaléncia de cepas com 0 gene sta2 maior do que em cepas com
gene stal é explicada, pois a toxina STh, codificada pelo gene sta2 é mais
comumente observada em isolados humanos de ETEC, e as cepas estudados foram

isoladas de casos clinicos de infeccao diarreica em humanos .
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Na literatura existem diversos trabalhos que utilizam a técnica de PCR para
identificacdo dos genes eltA, stal e sta2. Eles diferem principalmente pelo uso de
diferentes iniciadores.

Apds a confirmacdo da presenca dos genes nas cepas, foi verificado por
ELISA a producao das toxinas LT e ST utilizando-se a cepa prototipo H10407, com o
objetivo de se verificar em qual meio de cultura essas toxinas eram melhores
produzidas, as toxinas bacterianas tém expressbes distintas de acordo com as
condigdes do cultivo bacteriano (GONZALES-SILES; SJOLING, 2016). Portanto,
diferentes meios de cultura foram testados, entre eles; DMEM, caldo EC, meio
Evans, Syncase, TSB, LB e BHI. O meio DMEM é comumente utilizado para o
cultivo de células epiteliais, e os meios TSB e LB sdo também meios comuns
utilizados na rotina laboratorial para o crescimento de bactérias.

Um dos fatores descritos como indutores da expressdo de fatores de
viruléncia em ETEC s&o os sais biliares (SJOLING et al., 2007; NICKLASSON et al.,
2012; SAHL; RASKO, 2012). Na composicdo do caldo EC esses sais estdo
incluidos. Nesse estudo, verificou-se que a cepa protétipo de ETEC H10407 produz
diferencialmente ambas as toxinas em resposta aos diferentes meios de cultivos
selecionados. Em caldo EC, verificou-se uma maior producgao principalmente de ST
gquando comparado com a producdo em outros meios de cultura. Rocha e
colaboradores (2013), também verificaram uma producéo diferencial dessas toxinas
por diferentes cepas de ETEC, utilizando o mesmo meio de cultura, portanto o caldo
EC foi escolhido para verificarmos a producgao diferencial em diferentes tempos da
curva de crescimento bacteriano e, se verificar também, se nessas horas do cultivo
escolhidas, os genes eltA, stal e sta2 eram transcritos diferencialmente.

Primeiramente, foram testadas as oito primeiras horas do cultivo bacteriano,
mas, apos a escolha do melhor meio de cultura, diminuiu-se a quantidade de horas
analisadas e estendeu-se a observagdo da curva de crescimento para maiores
tempos do cultivo.

Como parte da LT produzida por ETEC, sob condi¢cdes de crescimento
laboratoriais, mantém-se no espaco periplasmatico ou "associada com vesiculas de
membrana externa” (HORSTMAN; KUEHN, 2000), utiizamos o tratamento de
bactérias com polimixina B para permitir a liberacdo da toxina intracelular (ROCHA et
al. 2013).
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Na literatura, existem poucos relatos da verificacdo da expresséo diferencial
de toxinas entre diferentes cepas. Um deles é o trabalho de Lasaro e colaboradores
(2006), que verificou que a toxina LT é diferencialmente produzida in vitro, utilizando
CAYE como meio de cultura, e in vivo utilizando o experimento de alca ligada de
coelho. Outro trabalho que trata desse assunto, no entanto, observando a
producao/secrecédo, € o realizado por Rocha e colaboradores (2013), que além de
verificar a producdo de LT também investigou a producdo da toxina ST. Estudos
sugerem que isolados produtores de LT/ST ou somente ST sao responsaveis por
causar quadros mais graves da doenca, quando comparado com isolados
produtores apenas da toxina LT (QADRI et al.,, 2005). Além disso, isolados que
produzem somente STa ou em combinacdo com LT s&o responsaveis por 75% dos
surtos diarreicos causados por ETEC (AREEF; SAEED, 2012). Portanto para uma
melhor visdo do papel que ETEC possui, ha a necessidade de se estudar ambas as
toxinas. Este estudo, além de investigar a producdo diferenciada de toxinas em
diferentes cepas, € o primeiro a identificar variagdo de producdo temporal das
toxinas termolabil e termoestavel de ETEC.

Analisando o perfil de producao de LT pelas cepas H10407 e 5, verificou-se
que, ambas possuem o mesmo padrao (Figura 15B e 16B), baixa producédo na
primeira hora de cultivo e uniformidade nas outras horas analisadas. Mas os valores
de absorbancia dos graficos diferem um pouco, os de H10407 sd&o um pouco
menores que os valores da cepa 5. O perfil de secrecdo dessas cepas é bastante
diferente (Figura 15A e 16A). H10407 tem picos de secrecdo em 4 h e 12 h de
cultivo. O pico de secrecao de LT pela cepa 5 acontece na 16 h de cultivo, mas se
compararmos os valores de absorbancia, veremos que mesmo esse pico de 16 h é
menor que as secre¢des de H10407 nos tempos de 4, 12 e 16 h. Portanto podemos
dizer que a cepa H10407, melhor secreta a toxina LT do que a cepa 5, mas em
questdo de producdo, ambas sdo equivalentes. Com relacdo a toxina ST, h&
grandes diferencas entre as cepas (Figura 15C e 16C), H10407 é altamente
secretora, atingindo a partir de 4h de cultivo um maximo de secrec¢do. Ja a cepa 5
nao secreta ST e apenas produz essa toxina na primeira hora de cultivo. Ha a
possibilidade dela produzir essa toxina no intervalo de 2-3 h, mas como esses
tempos ndo foram analisados, podemos somente afirmar que, na primeira hora

ocorreu a producdo dessa toxina. Dados da literatura mostram que toda toxina ST é
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produzida/secretada para o meio extracelular TAXT et al. (2010) porém com esses
resultados verificamos uma discordancia da literatura.

A andlise de apenas duas cepas ndo permite concluir, apenas sugerir, que
esta variacdo na secrecao/producao da toxina ST é cepa-dependente. Assim como a
similaridade de producdo de LT ndo permite concluir que esse mecanismo seja
conservado. O estudo com mais cepas ST'/LT" serdo necessarios para se fazer tais
afirmacdes.

Com o perfil de secrecao/producdo das toxinas obtidos, partiu-se para
analisar a transcricdo dos genes dessas proteinas. Varios métodos podem ser
utilizados para analisar o mRNA transcrito pelas células, dentre eles o ensaio de RT-
PCR que é capaz de detectar quantidades diminutas de RNA, convertendo cadeia
simples de RNA em cDNA (WANG; DOYLE; MARK, 1989). Um importante controle
endogeno utilizado nas reacbes de RT-PCR é 0 gene frpoA, expresso
constitutivamente por todas as células, os genes housekeeping (referéncia), assim
denominados, sdo responsaveis pela manutencdo do metabolismo celular (SAHL;
RASKO, 2012; WALTERS; SPERANDIO, 2006).

O valor do real time utilizado nesse trabalho é 22! (¢ a expresséo do gene
alvo normalizada pela expressdo do gene de referéncia). Considerando que a
expressdo do gene de referéncia ndo varia por causa das variaveis do experimento,
o valor do Ct destes genes s6 variariam por causa de erros de pipetagem ou na
eficiéncia na transcricdo reversa/qualidade do RNA, fatores sobre 0s quais existe
pouco ou nenhum controle. Os valores do 2°°' ndo tem um valor por si s6 (ndo sédo
ng ou namero de cépias), mas sdo valores que podem ser comparados por serem
normalizados pelo mesmo gene de referéncia, ou seja, as barras mais altas nos
gréaficos indicam maior expressao e vice-versa. E quando vocé tem diversos genes-

2°2Ct te da uma ideia da

alvo normalizados para o mesmo gene de referéncia, o
abundancia da expresséo de cada gene (se o gene A tem um 22 de 0,2 e 0 B de
0,001 apos normalizacdo para 0 mesmo gene de referéncia, vocé pode dizer que o
gene A é mais abundante naquela amostra/grupo).

Partindo desse principio, podemos comparar as transcricdes relativas dos
genes nas diferentes cepas. Observou-se valores mais elevados na transcricdo do
gene eltA por H10407 (Figura 12A) que a transcricdo desse mesmo gene pela cepa

5 (Figura 13A). Nao se pode fazer comparacdes entre as duas cepas com relacao
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ao gene sta. Em H10407, somente o gene stal foi transcrito (Figura 12B) mas esse
gene nédo esta presente na cepa 5 (Figura 6B).

Sahl e Rasko (2012) também verificaram por RT-PCR que com absorbancia
(600 nm) de 0,8, o gene eltA é diferentemente transcrito em duas cepas prototipos
analisadas, a E24377A e a H10407. Com a adic&o de bile, no meio LB, o gene eltA
de H10407 foi 2 vezes mais transcrito que o mesmo de E24377A. Esses autores
também verificaram a variagdo de transcricdo do gene sta2, para H10407 os sais
biliares reprimiram a transcricdo desse gene, ao contrario de E24377A, onde esse
estimulo aumentou a transcricdo de sta2. Nesse trabalho, foi analisado somente o
gene sta2, pois 0s autores compararam somente 0s genes encontrados em ambas
as cepas.

Existem outras variantes na literatura que afetam a transcricdo dos genes
aqui analisados. A interacdo com células epiteliais, observada por Kansal e
colaboradores (2012) eleva a transcricdo dos genes eltA e sta2 em E24377A; pH
alcalino, observado por Gonzales e colaboradores (2013) também elevou a
transcricdo do gene eltA pela cepa E2863; e, glicose, observado por Sahl e Rasko
(2012) que também elevou a transcricdo do gene eltA em H10407. Mas entre esses
trabalhos apresentados, pouco se fala sobre a transcricdo do gene stal. Verificou-se
no presente estudo, que nas condigcbes estudadas, o gene stal de H10407
apresenta uma variada transcricdo ao logo da curva de crescimento (Figura 12B).

Outra importante observacdo do nosso estudo, € que os genes de viruléncia
dessas bactérias sdo expressos com variacbes, ao logo de todas curva de
crescimento. Em H10407, nas horas 10, 12 e 16, observa-se ainda a expressao dos
genes eltA e stal (Figura 12). Isso também é observado na cepa 5 (Figura 13). Os
trabalhos encontrados na literatura limitam-se a observar somente 2 ou 3 pontos do
curva de crescimento dessas bactérias (GONZALES et al., 2013; KANSAL et al.,
2012; SAHL; RASKO, 2012). Somente Gonzales e colaboradores mencionam que
0s niveis de transcricdo e secrecado/producdo da ETEC E2863 sdo maiores nas
primeiras horas de cultivo que no cultivo overnight. Os dados apresentados no
presente estudo mostram que LT é produzida por ambas as cepas ao longo da curva
de crescimento, porém como o0s estudos ndo utilizam as mesmas cepas podemos
novamente levantar a questdo de que essas variaveis sao cepa-dependentes.

Para investigar se ha alguma similaridade entre a producdo, secrecdo e a

transcricdo das toxinas LT e ST em diferentes pontos no tempo da curva de
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crescimento de bactérias, os dados de producado e secrecdo das toxinas por ELISA
foram comparados com os dados de transcricdo dos genes eltA e stal e sta2 por
RT-PCR nas cepas H10407 e 5 (Figuras 15-18). Com excecéo da secre¢ao de LT
por H10407 e a transcricdo do gene eltA que parecem ser similares, ndo podemos
afirmar que haja uma relacdo entre a secrecdo e producdo dessas toxinas com a
transcricdo dos genes envolvidos. Portanto pode-se dizer que existem mecanismos
pés-transcricionais que regulam a producdo de ambas as toxinas.

Os processos de controle pés-transcricionais denominados “riboregulagao”
envolvem riboreguladores como RNAs cis e trans nao codificantes (NCRNAS),
termbmetros de RNA e riboswitches, bem como proteinas de ligacdo a RNA
reguladoras e RNA degradante ou enzimas modificadoras (HEROVEN; NUSS;
DERSCH, 2016). Muitos desses exemplos respondem a variagdes nas condicdes
ambientais encontradas durante o curso da infeccdo, e todos sdo encontrados em
membros da familia Enterobacteriaceae a qual ETEC pertence. Mais estudos séo
necessarios para se verificar o papel desses riboreguladores na expressédo das
toxinas de ETEC, porém a diferenca entre secrecdo/producdo e transcricdo dos
genes é um indicio que os riboreguladores estdo atuando nas toxinas de ETEC.

Outra importante regulagédo que acontece nesses genes foi evidenciada por
Bodero e Bodero e Munson (2009) que mostraram que o cAMP desempenha um
importante papel na regulagéo da expressao de LT e STh. Mas isto é realizado ao
nivel da transcricdo pelo receptor de cAMP, a proteina (CRP). Sturbelle e
colaboradores (2015) também mostram que o quorum sensing é um fator importante
na regulacdo de genes de viruléncia em ETEC. Portanto deve-se levar em
consideracdo a importancia desses multiplos fatores quando trabalhamos com a
expressao génica.

O presente estudo mostra como é diversificado o mecanismo de producéo
das toxinas por ETEC. Além disso, ele fornece um melhor entendimento em como as
ETEC transcrevem o0s genes eltA, stal e sta2 regulando suas toxinas. Isso ira
proporcionar ndo somente uma melhor compreensdo da patogénese dessas
bactérias, mas também podera ajudar em possiveis tratamentos do enorme nimero

de casos diarreicos que essas bactérias causam.
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7 CONLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que os genes
eltA, stal e sta2 presentes nas cepas H10407 e 5 séo transcritos diferencialmente
nas bactérias cultivadas em caldo EC. Apesar da semelhanc¢a, ndo h& correlagédo
entre a transcricdo génica e secrecdo e producao das toxinas, sugerindo que ha

outros mecanismos envolvidos no controle da producéo dessas toxinas.
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