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RESUMO 

 

RODRIGUES, J.F. Diversidade genética do óperon etx em amostras de 
Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC): determinação da variabilidade das 
seqüências gênicas e capacidade de síntese da toxina termo-lábil (LT). 2009. 
Tese de Doutorado (Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

 

 Linhagens de Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) são consideradas 

como importante agente de diarréia, principalmente entre crianças e turistas em 

países em desenvolvimento. Entre os fatores de virulência expressos por ETEC, 

as enterotoxinas termo-lábil (LT) e termo-estável (ST) representam os mais 

relevantes fenótipos. Evidências preliminares sugerem que a severidade da 

diarréia associada a linhagens de ETEC deve refletir a diversidade natural de 

linhagens selvagens quanto à produção de enterotoxinas e/ou à ocorrência de 

variantes naturais com efeitos tóxicos reduzidos. No presente trabalho, 

investigamos diversidade genética do óperon etx, que codifica para a toxina LT, e 

da capacidade de produção e secreção de LT por linhagens de ETEC isoladas de 

humanos ou suínos em diferentes regiões geográficas. Os resultados mostraram 

considerável variabilidade na produção de LT com valores variando de 2 a 2.525 

ng de toxina por mL de cultura. Secreção de LT foi também variável com valores 

variando de menos que 0,04% a 49,5% do total de LT produzida pelas diferentes 

linhagens de ETEC. Adicionalmente, experimentos de alça ligada em coelho 

mostraram uma boa correlação entre a quantidade de LT secretada sob 

condições in vitro e a capacidade de causar acúmulo de fluidos in vivo. Nós 

determinamos ainda diversidade de ETEC pela obtenção das seqüências dos 

óperons etxAB de 50 linhagens (LT+ or LT+/ST+) pertencentes a diferentes 

sorotipos com ênfase para as linhagens produtoras apenas de LT e isoladas de 

crianças assintomáticas. As seqüências de nucleotídeo completas dos genes 

etxAB revelaram 23 alterações de aminoácidos nas subunidades A (18) e B (5), 

as quais geraram 16 variantes de LT. Entre estes variantes de LT, um mostrou 

efeito tóxico reduzido em comparação à toxina de referência LT1. A forma de LT 

atenuada (LT4) tem atividade enzimática reduzida devido à troca de aminoácido 



 

 

(K4R) na subunidade A1. LT4 manteve suas propriedades imunogênica e 

adjuvante após imunização nasal. Além disto, o variante LT4 monstrou aspectos 

imunomoduladores alterados e promoveu uma resposta contra o antígeno co-

administrado (OVA) para um padrão tendenciado para Th1, o que favoreceu a 

ativação de linfócitos T CD8+ efetores, em relação à toxina LT1. Nossos 

resultados demonstram que linhagens de ETEC isoladas de humanos expressam 

variabilidade genética natural, levando a um considerável polimorfismo do óperon 

etx, bem como da produção e secreção de LT. Tal diversidade genética natural 

observada em linhagens de ETEC deve afetar as relações parasito-hospedeiro e, 

consequentemente, contribuir para a severidade da doença entre indivíduos 

infectados. 
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ABSTRACT 

 

RODRIGUES, J.F. Genetic diversity of etx operon in enterotoxigenic 
Escherichia coli (ETEC) strains: determining the variability of gene 
sequences and the ability to synthesis of heat-labile toxin (LT). 2009. 
Doctoral Thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 

 Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) strains represent an important 

etiological agent of diarrheal disease, particularly among children and travelers in 

developing countries. Among the virulence factors expressed by ETEC strains the 

heat-labile (LT) and heat-stable (ST) enterotoxins represent the most revelevant 

phenotypes. Indirect evidences suggest that the severity of diarrhea associated to 

ETEC strains might reflect the natural diversity of wild strains to produce 

enterotoxins and/or the occurrence of variants endowed with reduced toxic effects. 

In the present study, we investigated both the genetic diversity of the etx operon, 

encoding the heat-labile toxin, and the capability to produce/secrete LT by ETEC 

strains isolated from humans or porcine in different geoghrafic areas. The results 

showed a remarkable variability on the production of LT with values ranging from 2 

to 2,525 ng of toxin per ml of culture. LT secretion was also variable with values 

ranging from less than 0.04% to 49.5% of total LT produced by the different ETEC 

strains. Additionally, rabbit ileal loop experiments showed a good correlation 

between the amounts of secreted LT under in vitro conditions and fluid 

accumulation in vivo. We determined also the diversity of the etxAB operon of 50 

ETEC strains (LT+ or LT+/ST+) belonging to different serotypes with emphasis to 

LT+-only producing strains isolated from asymptomatic children. The complete 

nucleotide sequences of the etxAB genes revealed 23 amino acid changes at the 

A (18) or B (5) subunits, which generated 16 variant forms of LT. Among these LT 

variants, one of them showed reduced toxic effects in comparison to the reference 

toxin LT1. The attenuated LT form (LT4) had decreased enzymatic activity due to 

an amino acid replacement (K4R) at the A1 subunit. LT4 retains its immunogenic 

and adjuvant properties following nasal immunization. Additionaly, the LT4 variant 

showed altered immune modulatory features and promoted a more biased Th1 



 

 

response, which favor activation of effector CD8+ T lymphocytes, to co-administred 

antigen with regard to LT1. Taken together, our results demonstrate that ETEC 

strains isolated from human subjects express natural genetic variability leading to 

a remarkable polymorphism of the etx operon as well as production and secretion 

of LT. Such natural genetic diversity observed in ETEC strains may affect the host-

pathogen relationships and, consequently, contribute to the severity of the disease 

among infected subjects. 

 

Key Words: ETEC; Heat-labile toxin; Genetic diversity; Production/secretion; 

Natural variant; Mucosal adjuvant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

As diarréias infecciosas têm sido reconhecidas como uma das principais 

causas de morbidade e mortalidade em países em desenvolvimento e regiões que 

não dispõem de condições adequadas de saneamento básico. Entre os 

patógenos virais, o rotavírus é a mais comum causa de diarréia em crianças de 2 

a 3 anos de idade. Dentre os parasitas enteropatogênicos, Giardia lamblia, 

Entamoeba histolytica e Cryptosporidium spp são os mais importantes. Os 

patógenos bacterianos comumente associados com diarréia nesses países são 

Escherichia coli diarreogênicas, Vibrio cholerae, Shigella spp, Campylobacter 

jejuni e Salmonella spp (CHAKRABORTY et al., 2001). A E. coli enterotoxigênica 

(ETEC) é uma importante causa de episódios diarréicos em crianças de 1 a 5 

anos de idade em países em desenvolvimento, resultando em aproximadamente 

380 mil óbitos anuais [World Heath Organization (WHO, 2006)]. 

ETEC pode ainda acometer adultos imunodeprimidos e representa o 

principal agente etiológico causador da “diarréia dos viajantes” entre adultos de 

países desenvolvidos visitando áreas endêmicas, onde infecções por ETEC são 

freqüentemente assintomáticas (ARDUINO e DUPONT, 1993; MATTILA, 1994; 

WOLF, 1997). As infecções em humanos causadas por linhagens de ETEC 

induzem quadros clínicos bastante diversificados, variando de uma diarréia leve e 

auto-limitante a episódios diarréicos tipo cólera desidratante e fatal (BLACK, 

1993). Linhagens de ETEC também causam diarréia em animais domésticos, o 

que implica em importantes perdas econômicas na criação de bovinos, caprinos, 

suínos e aves (HIRST, 1999).  

A patogenicidade ocasionada por linhagens de ETEC é resultante da 

produção de enterotoxinas termo-lábil (LT) e/ou termo-estável (ST) e fatores de 

colonização (CFs). Esses fatores são proteínas presentes na superfície das 

bactérias capazes de reconhecer receptores específicos na superfície de células 

epiteliais ou eritrócitos, permitindo a colonização da mucosa do intestino delgado 

pela bactéria (COHEN e GIANNELLA, 1995). A colonização pode ser mediada por 

um ou mais CFs que são fibrilares ou fimbriais e são designados por CFA 
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(antígeno de fator de colonização), CS (antígeno de superfície de coli) ou PCF 

(fator de colonização pontual). Mais de 20 CFs distintos antigenicamente foram 

caracterizados e estudos epidemiológicos apontam que aproximadamente 75% 

das ETEC isoladas de humanos expressam CFA/I, CFA/II ou CFA/IV (WOLF, 

1997). Algumas adesinas ainda são referidas através de seus nomes originais, 

como por exemplo, para a fimbria K88 que é encontrada em ETECs isoladas de 

suínos (RUTTER et al., 1975). 

As LTs de ETEC são toxinas estritamente relacionadas em estrutura e 

função à toxina colérica (CT) expressa por Vibrio cholerae (SIXMAN et al., 1993). 

Ambas são sintetizadas como toxinas oligoméricas compostas por uma 

subunidade A de 28 kDa e 5 subunidades idêntica de 11,5 kDa (STREATFIELD et 

al., 1992). As subunidades B são arranjadas em anel e ligam-se fortemente ao 

gangliosídeo GM1 e fracamente a diversos glicoesfincolipídios (GD1b, GD1a, 

asialo-GM1, GM2, paraglobosídios, dentre outros) e a algumas glicoproteínas 

intestinais, mediando a interação da toxina à célula eucariótica (TENEBERG et 

al., 1994; HAAN e HIRST, 2004). Após a ligação à membrana da célula 

hospedeira, principalmente em microdomínios de membrana sem caveolina e 

ricos em glicoesfingolipídios (“rafts” de lipídios), a toxina é endocitada e 

direcionada para o retículo endoplasmático (RE) via transporte retrógado 

dependente ou não do complexo de Golgi. Uma vez no RE, a subunidade A é 

dissociada do pentâmero B e a região carboxi-terminal RDEL da subunidade A2 

funciona como o principal sinal de retenção da LTA no lúmen do RE (SÁNCHEZ e 

HOLMGREN, 2005). Posteriormente, a LTA é processada e o peptídeo A1 

enzimaticamente ativo é liberado no citoplasma, onde interage com fatores de 

ADP-ribosilação (ARFs) e catalisa a ADP-ribosilação da proteína estimulatória 

GTP-ligante (Gsα), ativando uma cascata de reações enzimáticas que culminam 

na elevação intracelular de AMP cíclico (AMPc). O aumento de AMPc causa um 

desequilíbrio no transporte de eletrólitos pelos enterócitos, com decréscimo na 

captura de sódio e aumento na liberação de ânions pelas células, principalmente 

de íons Cl-, diminuindo a absorção de água e a perda desta pelos enterócitos. 

Assim, o acúmulo de água e eletrólitos no lúmen do intestino delgado 

desencadeado pela ação enzimática da LT resulta na diarréia aquosa. LT pode 

ainda estimular síntese de prostaglandina de forma dependente ou não de AMPc 
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e estimular o sistema nervoso entérico, ativando a secreção e inibição de 

absorção de íons e água (FIELD, 1980). 

A capacidade de LT ativar vias de sinalização nas células hospedeiras não 

está limitada à indução de AMPc e de outros mensageiros secundários. A ligação 

da subunidade B a receptores gangliosídios pode ainda induzir alterações na 

composição dos agrupamentos de lipídios associados a proteínas e formados na 

membrana externa, principalmente glicoesfingolípídios, resultando em mudanças 

de transdução de sinais intracelulares que podem culminar em ativação celular, 

proliferação e diferenciação em vários tipos de células, incluindo células 

imunológicas, ou mesmo podem resultar em sinais apoptóticos induzidos por LTB 

(ARCE et al., 2005; HAAN e HIRST, 2004; MILJAN e BREMER, 2002). 

Os genes específicos para a produção de LT são encontrados em 

plasmídeos de alto peso molecular, os quais são denominados ENT (GYLES et 

al., 1977). Estes plasmídeos parecem ser transmissíveis por conjugação, e 

freqüentemente, possuem genes adicionais para o fenótipo de resistência a 

antimicrobianos e produção de antígenos de colonização (SMITH e LINGGOOD, 

1971; GYLES et al., 1977). As subunidades A e B da enterotoxina LT são 

codificadas pelos genes etxA e etxB sobrepostos em quatro nucleotídios e 

organizados em um óperon, que possui seqüência promotora consenso para 

ligação da RNA polimerase localizada à montante do gene etxA. O óperon etxAB 

possui um promotor moderadamente forte, com elementos centrais ideais para 

ligação da sububidade σ da RNA polimerase no promotor, incluindo uma região –

35 perfeita e um espaçamento ótimo de 17 pb. A região –10 e a seqüência entre 

esta região e o sítio de início da transcrição são altamente ricos em AT, o que 

facilita a abertura do promotor e transcrição dos genes etxA e etxB. No entanto, o 

óperon etxAB é regulado negativamente pela proteína nucleóide-estrutural termo-

estável (HN-S), impedindo a expressão do óperon quando a bactéria não está no 

seu hospedeiro (TRACHMAN e MASS, 1998; YANG et al., 2005). HN-S é um 

repressor de transcrição global, que não reconhece uma sequência específica do 

DNA, mas apresenta uma forte preferência por regiões no DNA com curvatura 

intrínseca. Essas curvaturas podem ser alteradas diante de mudanças ambientais 

como temperatura e osmolaridade e, dessa forma, a regulação negativa por HN-S 
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pode ser amenizada e a as proteínas reguladas por este mecanismo produzidas 

(RIMSKY et al., 2001). De fato, evidências apontam que HN-S é capaz de inibir a 

expressão do óperon etxAB em 5 vezes a 37 °C e em 10 vezes a 22 °C e 

mudanças na osmolaridade do ambiente também afetam a expressão do referido 

óperon. A ação da proteína HN-S pode ser adicionalmente regulada por várias 

proteínas bacterianas, que desligam HN-S do DNA, como a proteína ToxT que 

está envolvida na regulação do promotor ctx em V. cholerae. Em linhagens de 

ETEC, entretanto, não se identificou ainda um repressor de HN-S (YANG et al., 

2005; YU e DIRITA, 2002). Vale salientar que HN-S também regula em ETEC 

outros fatores relacionados à virulência, como sistema de secreção do tipo II e 

CFs (HORSTMAN e KUEHN, 2002; SÁNCHEZ e HOLMGREN, 2005). 

Mecanismos pós-transcricionais também participam da regulação da 

produção de LT, entretanto, informações na literatura sobre o assunto são 

extremamente escassas. O fato de ambas as subunidades A e B serem 

expressas a partir de um RNA mensageiro (RNAm) policistrônico significa que 

níveis relativos de síntese das subunidades A e B devem ser governados por 

eventos que ocorrem durante os processos traducionais. A explicação mais 

aceitável atualmente para a expressão balanceada das subunidades A e B 

baseia-se em diferenças na eficiência das seqüências Shine-Dalgarno (SD), que 

estão localizadas à montante dos códons de iniciação dos cistrons A e B (HIRST, 

1999). Dorsey e colaboradores (2006) obtiveram indícios adicionais de que a 

produção de LT é regida por eventos de regulação pós-transcricionais. Esses 

autores não observaram diferenças significativas entre os níveis de RNAm LT-

específico produzidos por ETEC H10407 quando esta foi cultivada em meio CAYE 

e LB, ao passo que em CAYE a quantidade de LT produzida foi drasticamente 

maior do que em LB. 

Uma vez que os polipeptídios precursores das subunidades A e B tenham 

sido sintetizados sob controle diferentes eventos de regulação, ocorre na bactéria 

a remoção do peptídio sinal durante o transporte sec-dependente através da 

membrana citoplasmática para o periplasma, onde os polipetídios maduros são 

montandos e a holotoxina formada (SPANGLER, 1992; HIRST, 1999). Esta é a 

primeira etapa da via de secreção geral (GSP), que é um sistema de secreção do 

tipo II descrito para várias espécies bacterianas e associado com a secreção 



                                                                                                                                                             Introdução 

 

extracelular de fatores de virulência (SANDKVIST, 2001). Em ETEC este 

mecanismo está envolvido no transporte de LT para meio extracelular e possui 

uma segunda etapa conhecida como sistema terminal principal do GSP 

(TAUSCHEK et al., 2002). Inicialmente, a ETEC foi considerada ser incapaz de 

secretar LT, mantendo a toxina no periplasma e liberando-a apenas após lise 

celular (HIRST et al., 1984). Para reforçar esta idéia, observou-se que derivados 

de E. coli K-12, que possuem região cromossomal contendo genes gsp, não 

foram capazes de secretar LT e CT do espaço periplasmático. Por outro lado, a 

observação de LT nos sobrenadantes de culturas de ETEC e a ocorrência de 

diarréia tipo cólera em infecções causadas por esses organismos apontaram a 

possibilidade de existência de um sistema secretor para a LT (FLECKENSTEIN et 

al., 2000; KUNKEL e ROBERTSON, 1979). De fato, Tauschek e colaboradores 

(2002) demonstraram a ocorrência do agrupamento de genes gsp em diversas 

linhagens de ETEC e a importância do sistema GSP na secreção da toxina por 

ETEC. No referido estudo, a inativação por inserção de um cassete de resistência 

no gene gspD na linhagem de referência H10407 gerou uma linhagem mutante 

(MT13) incapaz de secretar toxina para o meio de cultura e de causar efeito 

citotônico em células adrenal Y1. 

Alguns autores relatam ainda que, uma vez exportada da célula pelo 

sistema se secreção do tipo II, a LT pode interagir com o LPS na superfície da 

bactéria através de uma região na subunidade B da toxina, permanecendo assim 

associada à membrana externa ou sendo secretada para o lúmen intestinal 

através de um segundo mecanismo que envolve a liberação de vesículas da 

membrana. Essas vesículas contêm também LT no lúmen, além daquelas 

expostas nas superfícies. A LT aderida na superfície das vesículas pode interagir 

com o receptor GM1, que está presente na superfície dos enterócitos, e o com 

LPS simultaneamente (HORSTMAN e KUEHN, 2000, 2002). Segundo a literatura, 

a LT associada a vesículas seria captada pelas células eucarióticas e ativaria a 

adenilato ciclase. Entretanto, mantém-se em questão se a quantidade de LT 

ligada às vesículas é suficiente para induzir diarréia por ETEC (SÁNCHEZ e 

HOLMGREN, 2005). Um terceiro mecanismo de secreção específico para ETEC 

foi reportado por Fleckenstein et al. (2000). Neste último trabalho, a deleção do 
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gene leoA aboliu a secreção de LT para o sobrenadante e causou acúmulo de 

toxina no periplasma, além de um decréscimo de toxicidade in vivo. No entanto, o 

papel molecular do produto do gene leoA na secreção de LT permanece não 

caracterizado. 

Diante das informações apontadas acima, fica evidente a complexidade de 

eventos necessários para a produção e secreção da toxina LT e a 

susceptibilidade à diversidade aos quais estes mecanismos estão expostos. De 

modo que é passível de se imaginar a existência de variabilidade na capacidade 

de linhagens de ETEC produzirem e secretarem LT. Além disso, alguns poucos 

relatos não sistematizados na literatura indicam que amostras de ETEC podem 

produzir quantidades diferenciadas de LT, o que sugere uma possível associação 

com a severidade da doença diarréica (ECHEVERRIA et al., 1977; 

FLECKENSTEIN et al., 2000; TAUSCHEK et al., 2002). Uma das propostas de 

trabalho presente nesta tese de doutorado representa um estudo sistemático, e 

inédito, sobre a capacidade de produção e secreção da toxina LT por linhagens 

de ETEC isoladas de pacientes sintomáticos ou não. Assim, esperamos ajudar a 

esclarecer como a capacidade de produção de LT pode influenciar na 

manifestação clínica da doença diarréica associada a linhagens de ETEC 

produtoras apenas de LT. 

Diversidade em linhagens de ETEC pode ser observada em diferentes 

estudos na literatura que abordaram investigações moleculares e 

epidemiológicas. Dentre estes estudos, foi visto que linhagens de ETEC são 

usualmente enquadradas em sorotipos baseados na composição de 

lipopolissacarídeos (LPSs) (antígeno O) e de flagelo (antígeno H) (LEVINE, 1987). 

A maioria das amostras de ETEC apresenta alguma associação entre fatores de 

virulência, enterotoxinas e CFs, e certos sorotipos O:H (ORSKOV et al., 1976). No 

entanto, não existem evidências de correlação entre agrupamento de antígenos e 

localização geográfica, posto que um determinado país ou região pode exibir uma 

variedade de fenótipos (WOLF, 1997; PACHECO et al., 1998). Dentre os 

antígenos O e H freqüentemente associados a ETECs isoladas de casos 

diarréicos humanos estão O27:H7, O8:H9, O78:H12, O128:H12, O6:H16, 

O148:H28, O25:H42 e O153:H45 (WOLF, 1997). Alguns tipos H foram fortemente 
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associados com um CFA (H11, H12, e H45 com CFA/I; H16 e H51 com CFA/II; e 

H20 e H42 com CFA/IV) ou com uma toxina (H20 e H45 com ST, e H11 e H16 

com LT/ST). Além disso, o fenótipo O6:H16 CFA/II LT/ST de ETEC foi o mais 

extensamente distribuído e mais freqüentemente encontrado em diferentes países 

e regiões do mundo (WOLF, 1997). Essas observações levam à formulação da 

hipótese clonal, a qual postula que isolados bacterianos expondo os mesmos 

traços fenotípicos, como sorotipos, biotipos e fatores de virulência, representam 

linhagens de células estáveis que permanecem isoladas devido à baixa taxa de 

recombinação cromossômica (ORSKOV et al., 1976; ORSKOV e ORSKOV, 

1977). Estudos da diversidade genética entre linhagens de ETEC através de 

amplificação aleatória do DNA polimórfico (RAPD) e de eletroforese em gel de 

campo pulsátil (PFGE) suportam a concepção clonal e indicam que linhagens com 

o mesmo sorotipo e, em muitos casos, outros traços fenotípicos são relacionados 

geneticamente, embora tenham sido isoladas em diferentes posições geográficas 

e temporais (PACHECO et al., 1997; PACHECO et al., 1998; PACHECO et al., 

2001). Existe uma outra possibilidade que refere-se à transferência horizontal de 

genes codificando traços selecionados positivamente, como fatores de virulência, 

entre linhagens distintas geneticamente (PACHECO et al., 2001). 

Variabilidade entre linhagens de ETEC pode ser também vislumbrada pela 

ocorrência de variantes naturais de LT sob aspectos estruturais, imunológicos e 

genéticos, que foram observados por diversos grupos de pesquisa. As LTs 

subdividem-se em dois sorogrupos maiores, LT-I e LT-II, que não apresentam 

reação cruzada imunologicamente, diferindo entre si também nos pontos 

isoelétricos e no reconhecimento de receptores celulares (NATARO e KAPER, 

1998). LT-I apresenta dois variantes intimamente relacionados, que exibem 

reatividade antigênica cruzada. Esses variantes foram denominados LTp (LTp-I) e 

LTh (LTh-I) depois de serem descobertos de início em isolados de porco e 

humanos, respectivamente (NATARO e KAPER, 1998). LTp, LTh e CT 

compartilham determinantes antigênicos comuns, porém, cada enterotoxina 

também possui determinantes antigênicos únicos (HONDA et al., 1981). 

Diferenças entre LTp e LTh são encontradas ao nível de conformação e tamanho 

da região B e subunidades B, de composição de aminoácidos e de seqüência de 

nucleotídeos (GEARY et al., 1982; LEONG et al., 1985). Leong et al. (1985), 
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estudando a seqüência dos cistrons de LT-Bh e LT-Bp de linhagens de ETEC de 

humano (H10407) e de porco (P307), respectivamente, observaram que ambos 

os cistrons são compostos por 375 pares de bases de nucleotídeos e mutações 

pontuais foram encontradas em 8 posições, das quais seis poderiam resultar em 

variações de aminoácidos na subunidade A (K4R K213E) e subunidade B (S4T, 

A46E, E102K). Eles detectaram ainda a presença de um sítio de reconhecimento 

enzimático para endonuclease HhaI em etxBh e ausência em etxBp.  

Diversidade genética de LT tem sido também encontrada naturalmente 

entre linhagens de ETEC isoladas de humanos, embora alguns trabalhos tenham 

sugerido que o óperon etx de ETEC seria relativamente conservado e que 

pequenas diferenças poderiam ser encontradas a partir de diferentes hospedeiros 

(YAMAMOTO e YOKOTA, 1983; YAMAMOTO et al., 1984; LEONG et al., 1985; 

INOUE et al., 1993). De fato, até 1993 duas únicas linhagens de ETEC produtoras 

de LTh (H10407 e H74-114) haviam sido analisadas quanto às sequências dos 

genes etxA e etxB e mostraram quatro alterações de aminoácidos (R212K, K213E 

e N238 na subunidade A; R13H na subunidade B). Mais recentemente, um 

variante de LT foi reportado ser codificado por um óperon etx integrado ao 

cromossomo de uma linhagem isolada de um turista japonês. Este variante de LT 

apresentou quatro sítios polimórficos na subunidade A (S190L, G196D, K213E, 

S224T) e um na subunidade B (T75A) em comparação à LT isolada da ETEC 

H10407 (IMAMURA et al., 1997). 

Mutações pontuais resultantes de trocas de nucleotídeos (SNPs) podem 

levar a alterações genéticas que oferecem uma vantagem seletiva durante o 

curso de uma infecção isolada, de uma disseminação epidêmica ou evolução de 

virulência a longo prazo (HACKER et al., 2003). Variação alélica de LT pode servir 

como uma ponte molecular de um comportamento comensal para um 

comportamento patogênico por linhagens de ETEC, sendo possível também 

observar a relação inversa, posto que linhagens de ETEC, albergando apenas LT 

com SNPs foram encontradas em pacientes assintomáticos (ANG-SIMÕES, 

2003). O estudo da diversidade genética de LT pode nos prover informações de 

como a SNPs podem contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de 

patogenicidade desenvolvidos por esta enterotoxina e dos mecanismos 
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regulatórios envolvidos na sua expressão, como também esclarecer a dinâmica 

evolutiva do óperon etx em populações de ETEC, considerando a distribuição de 

variantes alélicos entre diferentes sorotipos. Assim, no presente trabalho nos 

propusemos a realizar também um estudo do polimorfismo natural do operon etx 

em amostras de ETEC, isoladas de pacientes diarréicos ou assintomáticos, 

pertencentes a diferentes sorotipos e provenientes de diferentes regiões 

geográficas. 

A toxina LT não apresenta sua importância calcada apenas no seu caráter 

patogênico, mas também levanta interesses quanto às suas propriedades 

imunobiológicas, que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de adjuvantes 

vacinais. As toxinas LT e CT são reconhecidas como os mais potentes adjuvantes 

de mucosa, principalmente sob a via oral de inoculação, por induzir altos títulos de 

anticorpos sistêmicos e locais contra o antígeno co-administrado ou fusionado, 

como também por serem capazes de prevenir a tolerância contra antígenos 

específicos administrados oralmente (LYCKE e HOLMGREN, 1989; O’HAGAN e 

VALIANTE, 2003). Estas toxinas são ainda capazes de induzir potente resposta 

de anticorpos, sistêmica e secretada, quando administradas pelas vias parenteral 

(subcutânea, intradérmica, intramuscular) e transcutânea (TCI) (GLENN et al., 

1998; ZOEREWEIJ et al., 2006). 

Embora os mecanismos envolvidos na imunogenicidade e nas atividades 

adjuvantes da LT não estejam totalmente esclarecidos, algumas propriedades são 

apontadas com base em evidências experimentais: (i) capacidade de interagir 

com uma série de tipos celulares, que incluem células epiteliais e células do 

sistema imunológico, induzindo a produção de citocinas e/ou de moléculas pro-

inflamatórias como prostaglandinas e leucotrienos; (ii) aumentar a apresentação 

de antígenos; (iii) induzir o aumento de expressão de moléculas co-estimuladoras 

em células apresentadoras de antígenos (APCs); (iv) promover a mudança de 

isotipo de superfície de células B IgM+ para linfócitos B sIgG+  e sIgA+  e (v) 

capacidade de persistir em superfícies de mucosa e aumentar a permeabilidade 

dos tecidos expostos para a penetração dos antígenos co-administrados aos 

tecidos adjacentes, onde células do sistema imune podem ser encontradas 

(HIRST, 1999; MARTIN et al., 2002; FREYTAG e CLEMENTS, 2005). Essas 
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propriedades em parte são atribuídas ao aumento dos níveis intracelulares de 

AMPc associado à atividade ADP-ribosilante promovida pela subunidade A e em 

parte à capacidade de interação da toxina através da subunidade B a receptores 

de membrana nas células hospedeiras. Regiões regulatórias presentes na LT são 

também associadas com o efeito adjuvantes, posto que foi relatada a existência 

de mutantes de LT produzidos em laboratório que preservaram suas atividades 

enzimáticas e de ligação ao GM1, mas apresentaram adjuvanticidade reduzida 

(RYAN et al., 2000; FRASER et al., 2003; HAJISHENGALLIS et al., 2005). 

A principal limitação no uso dessas enterotoxinas como adjuvantes em 

formulações vacinais dirigidas para humanos é obviamente o efeito tóxico 

desencadeado até mesmo quando pequenas doses são administradas por via de 

mucosa ou parenteral (FREYTAG e CLEMENTS, 2005). Por isso, vários grupos 

de pesquisa investiram em estudos que gerassem mutantes de LT atóxicos ou 

atenuados. A LTK63 é um exemplo de um desses mutantes atóxicos e apresenta 

a substituição de uma serina por uma lisina na posição 63 da subunidade A, 

região onde o NAD+ interage com a toxina para que o ADP-ribosil possa ser 

transferido para a proteína Gsα (DI TOMMASO et al., 1996). Outro mutante 

bastante usado em ensaios de imunização em camundogos é a LTR72 (Ala-72-

Arg), que possui ainda uma toxicidade residual. Ambos os mutantes descritos 

preservam suas propriedades adjuvantes, porém com uma redução devida 

provavelmente à perda da capacidade enzimática, e apresentam um padrão de 

resposta balanceado Th1/Th2 quando administrados em doses altas, no entanto, 

em doses baixas induzem preferencialmente resposta Th1 ou Th2, 

respectivamente (RYAN et al., 2000; FREYTAG e CLEMENTS, 2005). O caráter 

adjuvante da LTK63 deve-se em parte à manutenção da capacidade de ligação 

da toxina a receptores, principalmente ao gangliosídio GM1, que estão inseridos 

em complexos lipídicos na membrana ricos em colesterol e em proteínas 

sinalizadoras. Acredita-se que a interação da toxina a esses receptores induza 

uma cascata de sinalização intracelular que culmina, dentre outros eventos, na 

ativação de NF-κB, que é um fator de transcrição envolvido na regulação de 

genes de citocinas (RYAN et al., 2000; AMAN et al., 2001).  
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Com base no que foi descrito anteriormente sobre diversidade natural de 

ETEC, pretendemos no presente trabalho estudar o polimorfismo natural do 

operon etx em amostras de ETEC, isoladas de pacientes diarréicos ou 

assintomáticos, pertencentes a diferentes sorotipos e provenientes de diferentes 

regiões geográficas, bem como avaliar as propriedades funcionais e imunológicas 

dos possíveis variantes encontrados neste estudo de diversidade genética de LT. 

Tais informações serão relevantes tanto para um melhor conhecimento sobre a 

evolução molecular do operon etx, como poderá dar subsídios importantes para o 

desenvolvimento de vacinas e novos adjuvantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

2 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 A diversidade genética entre linhagens de ETEC foi demonstrada no 

presente trabalho sob diferentes aspectos relacionados a um importante fator de 

virulência para este patógeno: a toxina termo-lábil. A capacidade de linhagens de 

ETEC em produzir e secretar LT foi caracterizada como uma aspecto variável e 

pode ser resultante de eventos de regulação transcricional e pós-transcricional 

linhagem-específicos. De fato, a análise de RNAm LT-específico e a quantificação 

de toxina produzida pelas linhagens indica o envolvimento de mecanismos 

complexos ainda não elucidados. Como continuidade do trabalho, esperamos 

realizar o seqüenciamento do óperon inteiro e identificar a diversidade genética 

nos promotores e nas sequências “Shine-Delgarno”, assim como em seqüências 

estruturais que possam modificar a curvatura do DNA e, consequentemente, 

alterar a interação com a proteína HN-S. 

Diferenças em mecanismos de regulação entre linhagens devem também 

ser responsáveis, em parte, pela variabilidade natural na capacidade de secretar 

LT em ETEC. Avaliamos no presente trabalho a ocorrência de dois mecanismos 

de secreção da toxina: sistema de secreção do tipo II e secreção através de 

vesículas. Porém, a presença desses mecanismos conhecidos não foi suficiente 

para explicar a variabilidade observada na secreção de LT em ETEC. O estudo da 

variabilidade de secreção de LT por linhagens de ETEC é complexo, pois envolve 

diversas proteínas de transporte e regulatórias, algumas provavelmente ainda não 

identificadas. No entanto, o seqüenciamento de genes envolvidos na via geral de 

secreção (GSP) e o estudo da sua regulação podem prover evidências que 

auxiliem na compreensão do comportamento variável de secreção de toxina LT 

por ETEC. 

 Nossos dados apontam ainda para a ocorrência de poliforfismo da 

sequência de nucleotídeos do óperon etx e para uma possível correlação entre 

determinados alelos de etx e certos sorotipos em amostras de ETEC isoladas de 

hospedeiro humano. A presença de alelos específicos de LT em amostras de 

ETEC pertencentes a determinados sorotipos sugere que a transferência lateral 
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de plasmídeos seja menor do que o esperado, indicando um evento recente de 

transferência horizontal de elementos de virulência em amostras de E.coli 

patogênicas. Apesar disso, podemos concluir que a transferência lateral de fato 

ocorra entre linhagens de E. coli patogênicas, posto que diferentes grupamentos 

clonais de ETEC compartilham o mesmo alelo de etx.  

O polimorfismo dos genes etxAB permitiu a identificação de 23 alterações 

de aminoácidos na holotoxina e 16 variantes de LT com polimorfismo nas 

subunidades A e B maturas. Dentre os variantes encontrados, o variante LT4 foi 

purificado e estudado quanto às suas propriedades funcionais e imunológicas. 

Demonstramos que esse variante possui atividade tóxica reduzida in vitro e in vivo 

devido à perda parcial da sua atividade ADP-ribosilante. Concluímos ainda que a 

alteração na atividade enzimática de LT4 foi resultante de uma mudança de 

aminoácido na posição 4 da subunidade A1 (troca de uma lisina por uma 

arginina). Ensaios adicionais in silico e de cristalografia poderão revelar as 

alterações estruturais decorrentes desta troca de aminiácidos em LT. Foi 

demonstrado ainda que esse variante de LT possui um comportamento 

imunogênico e adjuvante in vivo diferente da toxina LT1, isolada da linhagem de 

referência H10407. A toxina LT4 foi capaz de deslocar a resposta celular e 

humoral contra o antígeno alvo para um padrão Th1 e induziu maiores níveis de 

resposta citotóxica in vivo por linfócitos T CD8+. Essa alteração de perfil 

imunológico pode envolver também a subunidade B mas estudos adicionais 

baseados em mutantes construídos in vitro com cada uma das alterações de 

aminoácidos presentes no variante devem ser feitos. 

A diversidade natural de ETEC apresentada neste trabalho traz 

informações relevantes para a compreensão da variabilidade de sintomas 

gerados por linhagens de ETEC, que variam de uma infecção assintomática a um 

quadro diarréico tipo cólera e fatal. A capacidade de ETEC induzir diarréia 

envolve processos multifatoriais. Estudamos a influência de dois fatores: a 

quantidade de LT produzida e secretada e a ocorrência de variantes naturais. Um 

exemplo marcante neste estudo da importância destes aspectos é a linhagem de 

ETEC 1372-1 e a toxina variante LT4 produzida por ela.  
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A ETEC 1372-1 foi isolada de uma criança assintomática e foi incapaz de 

induzir acúmulo de fluidos em modelo animal, além disso, apresentou efeito 

citotóxico reduzido in vitro em comparação à ETEC de referência H10407 isolada 

de paciente com diarréia do tipo cólera. Essas características estão 

provavelmente relacionadas ao fato da ETEC 1372-1 mostrar in vitro a 

capacidade de secretar quantidade muito baixa de LT (3 ng/mL de cultura) e, 

adicionalmente, produzir uma toxina (LT4) variante com citotoxidade reduzida in 

vitro e in vivo. Vale salientar que a LT4 possui sequência de aminoácidos idêntica 

à LTp e, provavelmente, promove diarréia em suínos. Para esclarecer tal questão 

pretendemos fazer testes de citotoxidade in vitro com células intestinais de suínos 

e in vivo com o uso de outro modelo animal (suíno). 

Em conclusão geral, os resultados apresentados e discutidos nesta tese de 

doutorado demonstram que a variabilidade natural observada em linhagens de 

ETEC pode ser correlacionada, pelo menos em parte, com características 

observadas na clínica e pode trazer contribuições importantes para estudos 

evolutivos e epidemiológicos de ETEC. Além disso, os dados mostram a 

influência da variabilidade de LT sobre as propriedades imunomoduladoras da 

toxina em mamíferos. 
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