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RESUMO 

 

PINTO, Camila Henrique. Modelos in vitro e in vivo e anticorpos recombinantes 

para o estudo da toxina termolábil produzida por Escherichia coli enterotoxigê-

nica. 2022. 103 p. Tese (Doutorado em Ciências - Toxinologia) – Instituto Butantan, 

São Paulo, 2022.  

 
Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC), é um dos principais patotipos bacterianos 
causadores de diarreia, afetando principalmente crianças menores de cinco anos e 
viajantes em áreas onde esse patógeno é endêmico. A toxina termolábil do tipo I (LT-
I) é um dos principais fatores de virulência deste patotipo e está associada à diarreia 
em humanos; é também descrita como potente adjuvante de mucosa e sistêmico. O 
diagnóstico precoce, a abordagem terapêutica e os modelos experimentais são im-
portantes aspectos que merecem atenção em relação à diarreia causada por ETEC. 
Diferentes modelos in vitro e in vivo já foram descritos, no entanto, seu uso nem sem-
pre permite a triagem de biomoléculas e estudos mais sistêmicos com a toxina LT. 
Além disso, a geração de anticorpos específicos e de alta afinidade para uso no diag-
nóstico e terapia são de grande importância. Assim, o presente trabalho propôs esta-
belecer estratégias para geração de fragmentos de anticorpos do tipo scFv e Fab; 
bem como avaliar e validar as células Caco-2 e o zebrafish como modelos para estu-
dos da LT-I. As células Caco-2 foram utilizadas na 62a passagem e em diferentes 
densidades de célula por poço da microplaca de cultivo. A internalização da LT-I con-
jugada ao FITC foi visualizada com 3x104 células Caco-2, tanto associada à mem-
brana celular, quanto ao núcleo, evidenciando seu transporte retrógrado e validando 
o uso deste modelo. Em zebrafish, pelo teste de sensibilidade em embriões, foi obser-
vada sensibilidade dos embriões frente a diferentes concentrações de LT-I e fenótipos 
de malformações, principalmente na região pericárdica e no vitelo. Por via sistêmica, 
a migração da LT-I foi observada na região cardíaca, vitelo e intestino, sugerindo que 
os fenótipos observados de edema cardíaco (100%), ausência de bexiga natatória 
(100%), edema de vitelo (80%), além de retardo no crescimento nas larvas, tenham 
sido ocasionados pela toxina. Nenhum desses efeitos foi encontrado no grupo controle 
de animais. Houve também diminuição dos batimentos cardíacos durante a cinética 
de sobrevivência, mostrando o efeito cardiotóxico da LT-I. Em testes por técnica de 
ELISA o scFv-LT obtido no presente estudo mostrou-se reativo contra a toxina LT 
purificada, reconheceu as cepas produtoras de LT-I e não reconheceu cepas não pro-
dutoras da toxina. Para o Fab-LT foi estabelecida a biblioteca sintética, mas não foram 
gerados clones reativos contra a toxina LT-I. Assim, podemos afirmar que os modelos 
in vitro e in vivo utilizados permitiram-nos validar e demonstrar características até en-
tão não exploradas da LT-I na sua relação com o hospedeiro. A geração do scFv-LT 
nos permitirá utilizar anticorpos recombinantes no diagnóstico de ETEC sem depender 
da imunização de animais. 
 
Palavras-chave: Diarreia. Escherichia coli enterotoxigênica. Toxina termolábil. Toxi-

nas bacterianas. 
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ABSTRACT 

 

PINTO, Camila Henrique. In vitro and in vivo models and recombinant antibodies 
for the study of heat-labile toxin produced by Enterotoxigenic Escherichia coli. 
2022.  103 p. Doctoral dissertation ( Doctorate degree in Sciences - Toxinology) – 
Butantan Institute, São Paulo, 2022.  
 

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is one of the main bacterial pathotypes in-
volved in diarrhea, mainly affecting children under 5 years old and travelers to areas 
where this pathogen is endemic. Heat-labile type I toxin (LT-I), one of the main viru-
lence factors of this pathotype, is associated with diarrhea in humans and is described 
as a potent mucosal and systemic immune adjuvant. Early diagnosis, therapeutic ap-
proaches, and in vitro and in vivo models are the main concerns in diarrhea caused by 
ETEC. Different in vitro and in vivo models have already been described, however, its 
use does not always allow screening of biomolecules and more systemic studies with 
the LT toxin. In addition, the generation of specific and high-affinity recombinant anti-
bodies for diagnosis and therapy are of great importance. Thus, the present work 
aimed to establish strategies for the generation of recombinant antibodies such as 
scFv and Fab and evaluate and validate Caco-2 cells and zebrafish as models for 
studies with LT-I. Caco-2 cells were seeded in the 62nd passage and at different cells 
density per microplate well. The internalization of LT-I conjugated to FITC was visual-
ized in Caco-2 cells at a density of 3x104 cells per well, both associated with the cell 
membrane and with the nucleus, thus demonstrating its retrograde transport and vali-
dating the use of this model. In a zebrafish, the fish embryo test revealed the sensitivity 
of embryos to different concentrations of LT-I, as well as evident malformation pheno-
types, mainly in the pericardial and yolk region. Systemically, migration of the FITC-
labeled toxin was observed in the cardiac region, yolk, and intestine, suggesting the 
observed phenotypes of cardiac edema (100%), absence of swim bladder (100%), yolk 
edema (80%), in addition to growth delay in larvae, were caused by the toxin. None of 
these phenotypes were observed in the control group of animals. There was also a 
decrease in heart rate during the larvae' survival kinetics, showing the cardiotoxic effect 
of LT-I. In ELISA assays the scFv-LT obtained in the present study was reactive 
against the purified antigen as well to LT-I producing strains supernatant, but not to 
LT-I-non-producing strains. For the Fab-LT, a synthetic library was constructed, but no 
LT-I-reactive clones were generated. Therefore, herein we established in vitro and in 
vivo models that allowed us to validate and demonstrate unknown characteristics of 
the LT-I concerning its relationship with the host. Moreover, the generation of scFv-LT 
will allows us to employ recombinant antibodies for ETEC diagnosis avoiding animals 
immunization. 
 
Keywords: Diarrhea. Enterotoxigenic Escherichia coli. Heat-labile toxin. Bacterial tox-
ins. 
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INTRODUÇÃO  
 

 

1.1 Escherichia coli  

 

Escherichia coli (E. coli) é um bacilo gram negativo facultativo, da família Ente-

robacteriaceae, que faz parte da microbiota intestinal natural do intestino de humanos 

e de diversas outras espécies de animais, e na sua grande maioria é considerado 

inofensivo para humanos (JESSER; LEVI, 2020; CROXEN et al., 2013), fundamentais 

para manutenção da fisiologia gastrointestinal de um indivíduo saudável (JESSER; 

LEVI, 2020; YANG et al., 2017; CROXEN et al., 2013). 

Embora seja um membro benigno da microbiota intestinal comensal, tais bac-

térias possuem uma grande habilidade de adaptação extraintestinal, o que aliada à 

sua plasticidade genômica favorece a aquisição de diversos elementos genéticos mó-

veis, tais como plasmídeos contendo genes de resistência e DNA exógeno. (JESSER; 

LEVI, 2020; MARTINEZ; TRABULSI, 2008). Estes fatores de virulência adquiridos  

permitem com que cepas de E. coli causem diferentes doenças intraintestinais, como 

a diarreia, ocasionada por cepas de E. coli diarreiogênicas (DEC), ou extraintestinais 

(ExPEC). As cepas de E. coli diarreiogênicas são agrupadas de acordo com seus 

mecanismos de virulência específicos, síndromes clínicas que causam os aspectos 

epidemiológicos e os tipos de interação com linhagens celulares in vitro, denominados 

como patotipos (JESSER; LEVI, 2020; VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015; KAPER 

et al., 2004). Embora essa categorização seja imperfeita, pois as cepas dentro de cada 

alguns desses patotipos são geneticamente heterogêneas e desafiaram definições 

moleculares de patogenicidade (SERVIN, 2014; RASKO et al., 2008), ela é extrema-

mente importante para entender as diferenças na patogenicidade, diagnosticar e tratar 

eficazmente, bem como projetar vacinas específicas (JESSER; LEVI, 2020). 

Deste modo, os patotipos de DEC incluem a E. coli enteroagregativa (EAEC), 

E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli difusamente aderente (DAEC); E. coli produtora 

da toxina de Shiga [(STEC e seu subgrupo E. coli enterohemorrágica (EHEC)], E. coli 

enteropatogênica (EPEC) e a E. coli enterotoxigênica (ETEC), foco deste trabalho 

(JESSER; LEVI, 2020; VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015; KAPER et al., 2004; 

NATARO; MOBLEY, 1998).  
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1.2 Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC)  

 

ETEC é um dos principais patotipos bacterianos causadores de diarreia, afe-

tando principalmente crianças menores de 5 anos em países em desenvolvimento, 

pessoas em trânsito em áreas onde esse patógeno é endêmico, bem como animais 

neonatais e pós-desmame (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; DUAN et al., 2019). 

A infecção intestinal por este patotipo é geralmente adquirida de forma indireta pela 

via fecal-oral, pela ingestão de alimentos e água contaminada, levando a um quadro 

de diarreia, que pode variar entre aquosa autolimitada à diarreia do tipo colérica desi-

dratante, sem sangue ou muco (SCHUETZ, 2019; DUAN et al., 2019).  

Este patotipo também é considerado o principal causador da chamada “diarreia 

do viajante”, uma infecção gastrointestinal associada a visitantes em trânsito por paí-

ses onde este patógeno ocorre de maneira endêmica, principalmente para destinos 

tropicais ou subtropicais (JESSER; LEVI, 2020; FEDOR; BOJANOWSKI; KORZE-

NIEWSKI, 2019). Em estudos realizados entre 2010 e 2016, ETEC foi o patógeno mais 

comumente identificado nos casos de diarreia do viajante em visitantes da América 

Latina (42%) e Ásia (28%) (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; JIANG; DUPONT, 

2017). Outros dados publicados em 2016 mostram ETEC em 20% das amostras clí-

nicas de 382 viajantes sintomáticos e assintomáticos, o que evidencia sua persistência 

como patógeno associado ao acometimento de viajantes (LÄÄVERI et al., 2016).  

Diversos fatores de risco estão associados a um aumento na taxa de diarreia 

do viajante, principalmente os relacionados ao nível de higiene dos países de origem 

e destino; exposição anterior ao patógeno (sugerindo suscetibilidade aumentada); fa-

tores genéticos, dentre outros (MIRHOSEINI; AMANI; NAZARIAN, 2018; BAUCHE; 

DUPONT, 2011).  

No Brasil, de acordo com o dados do Ministério da Saúde, atualizados em ja-

neiro de 2022, ocorrem anualmente, mais de 4 milhões de casos de doenças diarrei-

cas agudas e mais de 4 mil óbitos, registrados por meio da vigilância epidemiológica 

e pelo Sistema de Informação sobre Mortalidade. No entanto, os dados epidemiológi-

cos referentes as DECs, incluindo-se ETEC, são limitados, sugerindo a subnotificação 

dos casos e/ou um déficit no diagnóstico de casos diarreicos ocasionados por ETEC.  

Na literatura, foram relatadas cepas de ETEC isoladas de casos diarreicos nas 

cidades de Salvador (BUERIS et al., 2007), Teresina (NUNES et al., 2011), João Pes-

soa (MORENO et al., 2010) e Porto Velho (ORLANDI et al., 2006), sendo identificadas 
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em, respectivamente: 3,7%; 9,2%; 10% e 4,4% desses casos diarreicos. Em outro 

estudo, com 253 crianças de comunidades quilombolas no Espírito Santo, das 1.943 

E. coli isoladas e categorizadas em diferentes patotipos, 2,3% delas foram associadas 

à diarreia por ETEC (LOZER et al., 2013). ETEC também foi identificada nos estudos 

de Lima e colaboradores (2019) como um dos enteropatógenos responsáveis pela 

diarreia infantil de seis cidades de quatro estados do semiárido brasileiro, sendo eles: 

Paraíba, Ceará, Pernambuco e Piauí.  

A diarreia observada na infecção intestinal por ETEC manifesta-se cerca de 2-

3 dias após a aquisição do organismo como diarreia tipo secretória, iniciada por eva-

cuações líquidas que variam de diarreia leve a grave, ausentes de sangue, e podem 

ocasionar náuseas e vômitos no indivíduo. Tais manifestações clínicas podem ocasi-

onar à desidratação severa do indivíduo, causada pela perda de fluidos e eletrólitos 

nas fezes (VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015).  

De um modo geral, o tratamento da diarreia, de acordo com as recomendações 

da Organização Mundial de Saúde (OMS) baseia-se na reposição de água e eletrólitos 

por gotejamento intravenoso e/ou solução de reidratação oral, realizada pela ingestão 

de sais de reidratação oral (SRO), composta de glicose, cloreto de sódio e citrato de 

sódio (WHO, 2017). A SRO é absorvida no intestino delgado e repõe a água e os 

eletrólitos perdidos nas fezes. Além disso, um tratamento suplementar de 10 a 14 dias 

com comprimidos dispersíveis de 20 mg de zinco tem sido recomendado, por reduzir 

a duração dos episódios de diarreia em 25%, bem como estão associados a uma 

redução de 30% no volume das fezes (WHO, 2017). 

Em relação a patogenicidade de ETEC, ela é iniciada pela sua aderência à 

mucosa intestinal, facilitada pela expressão de estruturas fimbriais, conhecidas como 

fatores de colonização (CFs), que têm como alvo os receptores presentes nas células 

epiteliais na superfície do lúmen intestinal (GHANY et al., 2021; SVENNERHOLM; 

LUNDGREN, 2012; ISIDEAN et al., 2011). Atualmente, mais 25 CFs foram identifica-

dos, dos quais o antígeno do fator de colonização I (CFA/I) e o antígeno de superfície 

coli (CS1–CS6) são os principais, onde algumas estirpes de ETEC coexpressam CS4 

e CS3 ou CS2 e CS3; e outros podem expressar CS4 e CS6 ou CS5 e CS6 (GHANY 

et al., 2021; SVENNERHOLM; LUNDGREN, 2012). De acordo com alguns estudos de 

prevalência de ETEC, cerca de 50-80% dos isolados clínicos de ETEC expressam um 

CF conhecido e muito provavelmente este número aumente em decorrência da 
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identificação de novos CFs (GHANY et al., 2021; FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 

2020; SVENNERHOLM; LUNDGREN, 2012).   

Além disso, estudos recentes demonstram que o CFA/I carrega pelo menos 

dois locus de virulência adicionais, o gene eatA que codifica EatA (PATEL et al., 2004), 

uma serino-protease autotransportadora, da família Enterobacteriaceae (SPATE), e o 

locus etpBAC que codifica EtpA (uma adesina extracelular), EtpB (uma proteína de 

transporte de membrana externa do domínio) e a glicosiltransferase EtpC (FLEC-

KENSTEIN; FISCHER; BURKITT, 2006). Dados recentes sugerem que EatA pode au-

mentar o acesso de ETEC às células intestinais por degradar a principal mucina 

(MUC2) secretada pelas células caliciformes intestinais (KUMAR et al., 2014); além 

de também degradar o EtpA, prevenindo potencialmente o acúmulo da adesina e ace-

lerando a entrega da toxina termolábil (LT) produzida por ETEC (DUAN et al., 2019; 

ROY et al., 2011). 

Assim, a interação coordenada desse conjunto de fatores de virulência de 

ETEC conduz as interações patógeno-hospedeiro necessárias para sua adesão ao 

epitélio intestinal.  Cabe ressaltar que embora as moléculas de virulência específicas 

de ETEC atualmente descritas sejam codificadas em plasmídeos, diversos estudos 

de patogenicidade evidenciam a atuação em conjunto com características codificadas 

cromossomicamente e altamente conservadas dos genomas de E. coli. (FLECKENS-

TEIN; KUHLMANN, 2020; SHEIKH et al., 2017; LUO et al., 2014; SHEIKH et al., 2014; 

KANSAL et al.,2013; HARRIS et al., 2011).  

Desde modo, a interação eficaz ETEC-hospedeiro é um pré-requisito essencial 

para a liberação e consequente ação de suas potentes enterotoxinas: a termoestável 

(ST) e termolábil (LT), foco deste trabalho. Estas duas toxinas se destacam como 

principais fatores de virulência de ETEC, ao qual as cepas podem produzir isolada-

mente ou simultaneamente os dois tipos de enterotoxinas, que diferem em estrutura 

e mecanismo de ação (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2019; DUAN et al., 2019; 

MUNSON, 2013).  
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1.2.1 Toxina termolábil (LT)  

 

A LT é uma enterotoxina oligomérica de 86 kDa com estrutura do tipo AB5, 

codificada no operon eltAB presente no plasmídeo Ent.  Essa toxina é composta por 

uma subunidade A (28 kDa) formada por dois domínios (A1 e A2) ligados por uma 

ponte dissulfeto, sendo A1 enzimaticamente ativa e A2 servindo como suporte, ligada 

não covalentemente a subunidade B pentamérica de 58 kDa (Figura 1) (DUAN et al., 

2019; MIRHOSEINI; AMANI; NAZARIAN, 2018; VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 

2015; MUSON, 2013; OCHI et al., 2009). LT é sensível ao aquecimento, perdendo 

sua atividade quando incubada a 70 ºC por 10 minutos (GILL et al.,1981).  

 

Figura 1 - Estrutura da toxina LT-I de ETEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             Adaptado de: FAN et al., 2004.  
A estrutura da toxina LT-I possui 86 kDa e uma estrutura do tipo AB5, formada por uma subu-
nidade A, de 28 kDa composta pelos domínios A1 (porção ativa da toxina) e A2. Esta subuni-
dade A é ligada a uma subunidade B pentamérica de 58 kDa. A subunidade B pentamérica 
possui sítios de ligação aos receptores presentes no epitélio intestinal, necessários para a sua 
internalização por endocitose.  

 

A toxina LT é dividida em dois grupos, classificadas de acordo com as caracte-

rísticas genéticas, bioquímicas e imunológicas. A toxina tipo I (LT-I) é geralmente as-

sociada à diarreia em humanos (LTh) e leitões (LTp), e apresenta aproximadamente 

82% de identidade a nível de aminoácidos com a toxina colérica (CT) produzida por 

Vibrio cholerae, compartilhando estrutura, afinidade ao receptor monossialogangliosí-

deo (GM1) em células eucarióticas e atividade enzimática (DUAN et al., 2019; VILLA-

MIL; NAVARRO-GARCIA, 2015; SANTOS, 2014; DUBREUIL, 2013; SPANGLER, 

1992).  No entanto, LT e CT apresentam diferenças em relação ao mecanismo de 
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regulação gênica, processamento, secreção e padrão de resposta imunológica que 

induzem (DUAN et al., 2019; NATARO; KAPER, 1998). 

Já a LT do tipo II (LT-II) é produzida por linhagens de ETEC isoladas de ani-

mais, produtos alimentícios e raramente de humanos (DUAN et al., 2019; DUBREUIL, 

2013). Os genes que codificam para LT-II são cromossomais, já para LT-I o operon 

eltx se apresenta em plasmídeo, mas também pode ser codificado por genes cromos-

somais (LASARO et al., 2008; GREEN et al. 1983). Em comparação molecular, LT-II 

compartilha 55 e 57% de identidade em relação à subunidade A de LT-I e CT, respec-

tivamente, e baixa identidade (menor que 14%) em relação à subunidade B das mes-

mas (DUAN et al.,2019; PICKETT et al., 1989). ETEC também pode produzir três va-

riantes de LT-II: LT-IIa, LTII-b e LT-IIc que foi isolada de um hospedeiro aviário (DUAN 

et al., 2019; BERENSON et al., 2013; NAWAR, 2010).  

As variantes da toxina LT também diferem quanto à especificidade de ligação 

ao receptor principal. A toxina LT-I (LTh e LTp) e a toxina CT se ligam com maior 

afinidade ao receptor monossialogangliosídeo (GM1), em decorrência da interação 

com a galactose terminal e o ácido sialico desse gangliosídeo. Essas toxinas também 

podem se ligar com baixa afinidade a outras glicoproteínas e gangliosídeos que man-

tem a galactose na porção terminal, como por exemplo o asilo-GM1, GD1b e paraglo-

bosídeos (MUDRAK; KUEHN et al., 2010). 

Já as variantes da toxina do tipo II, se ligam a diferentes receptores, sendo que 

LT-IIa possui afinidade para os receptores GD1b, GM1, GT1b, GQ1b, GM2, GD1 e GM3 

(DUAN et al. 2019; SANTOS, 2014; BERENSON et al., 2013). LTII-b possui alta afini-

dade com o receptor GD1a, no entanto, pode se ligar com menos afinidade aos recep-

tores: GT1b, GM2, GM3, GM1b e GD1α (SANTOS, 2014; BERENSON et. al., 2010). A 

variante LT-IIc, descrita por Nawar et al., (2010) foi isolada de hospedeiro aviário e 

seu efeito citotóxico in vitro em células Y-1 foi menor quando comparado aos efeitos 

das demais toxinas tipo I e II de LT, bem como CT. Além disso, a sua citotoxicidade 

foi parcialmente neutralizada por anticorpos anti-LT-IIa ou LT-IIb, não havendo neu-

tralização por anticorpos anti-CT (DUAN et al., 2019; BERENSON et al., 2013; NA-

WAR, 2010). A variante LT-IIc se liga aos receptores GM3, GD1a, GM1b e GD1α (BE-

RENSON et al., 2013; NAWAR, 2010). 

Em relação a sua secreção, a holotoxina LT é inicialmente montada no peri-

plasma e então secretada para a membrana externa ou pelo sistema de secreção tipo 

II clássico (T2SS) ou via vesículas de membrana externa (OMVs) liberadas por ETEC 
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(FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; DUAN et al., 2019). A liberação da toxina LT-I 

durante a infecção do trato gastrointestinal leva a um quadro clínico de diarreia aquosa 

profusa. Ela exerce seu efeito tóxico sobre os enterócitos após internalização, medi-

ada pela ligação da subunidade B aos gangliosídeos, principalmente ao GM1 ao qual 

possui maior afinidade, presente na superfície do epitélio intestinal.  

Posteriormente, LT-I é internalizada por endocitose e transportada através do 

Golgi e do retículo endoplasmático; a subunidade A sofre processamento pós-tradu-

cional para gerar os peptídeos A1 e A2. A1 é então translocado para o citosol atuando 

como ADP-ribosil transferase do NAD para subunidade alfa da proteína G estimulató-

ria (proteína que regula adenilato ciclase).  Esta ativação permanente inibe a atividade 

GTPásica da proteína G estimulatória e induz a ativação celular da adenilato ciclase, 

levando a elevação descontrolada do AMP cíclico (AMPc) intracelular, que por sua 

vez catalisa a formação de AMPc a partir de ATP. Com o aumento descontrolado de 

AMPc intracelular, ocorre a ativação das vias dependentes da proteína quinase A 

(PKA), que inibe a absorção de Na+ através de trocadores de sódio-hidrogênio e tam-

bém estimula a secreção de íons Cl− pela fosforilação do regulador transmembrana 

da fibrose cística (CFTR).  

Com isso, ocorre acúmulo de sal e água no lúmen intestinal, levando a uma 

quadro de à diarreia aquosa no individuo (DUAN et al., 2019; VILLAMIL; NAVARRO-

GARCIA, 2015; MUSON, 2013; SPANGLER, 1992). A Figura 2 ilustra o mecanismo 

de ação da toxina LT-I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

                   Figura 2 - Mecanismo de ação da toxina LT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

                                    Fonte: DUBREUIL, 2012. 

 

 Além de seu mecanismo de ação no lúmen intestinal, ocasionando o quadro 

clínico de diarreia, a LT-I e suas subfamílias (LT-IIa, LT-IIb e LT-IIc) também foram 

descritas como potentes adjuvantes de mucosa e sistêmicos (HU et al., 2014; CON-

NELL, 2007). A compreensão dos mecanismos moleculares dessa importante toxina 

na patogenicidade da ETEC, bem como o seu efeito adjuvante, vem sendo estudada 

em diversos modelos in vitro e in vivo. 

 

1.2.2 Modelos in vivo e in vitro para as enterotoxinas de ETEC  

 

1.2.2.1 Modelos in vitro 

 

Os ensaios in vitro foram utilizados para visualizar o efeito citotônico da toxina 

LT em culturas de células tumorais adrenais Y-1 (ATCC®CCL-79™), uma linhagem 

celular tumoral de origem murina, gerada a partir de um tumor adrenocortical; e em 

células de ovário de hamster chinês [(CHO, do inglês Chinese Hamster Ovary 

(ATCC®CCL-61™)], (OZAKY et al., 2015; LASARO et al., 2009; DONTA et al., 1974; 
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GUERRANT et al., 1974). Nos ensaios, são observadas alterações morfológicas cau-

sadas pelo efeito citotônico da toxina LT, após o período de incubação com sobrena-

dante de cultura de cepas de ETEC. As células Y1 tornam-se arredondadas, enquanto 

as células CHO tornam-se alongadas (OZAKY et al., 2015; DONTA et al., 1974; 

GUERRANT et al., 1974). Outro importante estudo in vitro foi realizado por Dorsey et 

al. (2006), o qual demonstrou a importância da interação patógeno-hospedeiro no que 

se refere a secreção de LT por ETEC, bem como a maior elucidação quanto ao T2SS. 

Em estudos referentes à adjuvancia de LT-I, também foi utilizada a linhagem 

celular humana derivada do adenocarcinoma do colorretal (Caco-2), a fim de observar 

a sua ação e efeito no sistema imunológico (BOWMAN; CLEMENTS, 2001; LOPES, 

2000). Isto porque essas células humanas apresentam características de diferencia-

ção espontânea em enterócitos, manutenção das características morfológicas e fun-

cionais do enterócito maduro, bem como expressam a maioria dos transportadores, 

enzimas metabolizadoras de drogas e receptores epiteliais normais, incluindo o gan-

gliosídeo GM1 (LEA, 2015; JAHN; BIAZIK; BRAET, 2011), ao qual a sua expressão é 

dependente de um aumento no número de passagens de cultura celular (JAHN; BIA-

ZIK; BRAET, 2011).  

Esta linhagem celular humana também foi utilizada no estudo recente de Ho-

ffmannid e colaboradores (2021), a qual foi proposto um modelo de co-cultura entre 

as células Caco-2 e células HT29-MTX do tipo caliciforme como modelo funcional do 

epitélio intestinal humano, para estudar os mecanismos da doença induzida pelas to-

xinas CT e LT. No entanto, LT mostrou apenas um aumento na corrente de curto-

circuito nas células Caco-2, indicando um aumento da secreção apical de cloreto, evi-

denciando que somente as células Caco-2 foram eficientes para LT-I. Tal estudo, re-

afirma a viabilidade na utilização de células Caco-2 para estudos com a LT. 

 

1.2.2.2 Modelos in vivo  

 

Os estudos para entender a colonização e patogênese causada pelas entero-

toxinas de ETEC in vivo foram conduzidos em modelos de camundongos tratados com 

antibióticos e/ ou coelhos, ou também é utilizada a inoculação de LT pela via parente-

ral. 

 O ensaio mais difundido para detecção in vivo de LT-I é realizado na alça li-

gada do intestino de coelhos adultos (DE et al., 1956). Nesta técnica, os cultivos 
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bacterianos são inoculados nas alças ligadas de intestino de coelho (mantidos em 

jejum por 48 h pré-infecção), com leitura realizada de 5 (toxina ST) a 18 horas (toxina 

LT) após infecção e a positividade observada quanto à presença de acúmulo de flui-

dos, maior ou igual a 1 mL/cm (DE et al., 1956; DEAN et al., 1972; EVANS et al, 1973, 

1975).  

Como alternativa ao uso de coelhos, a técnica descrita por Dean et al. (1972), 

propôs o uso de camundongos recém-nascidos, administrando injeção percutânea ou 

gástrica do sobrenadante de cultura no intestino dos mesmos, juntamente com solu-

ção azul de Evans.  Após a inoculação, os animais são mantidos a temperatura ambi-

ente por quatro horas e eutanasiados para a retirada dos intestinos. Os intestinos dos 

camundongos cujos estômagos mostram-se corados, são pesados separadamente e 

a positividade é observada quando detectada a presença quantitativa de acúmulo de 

fluído no lúmen intestinal (DEAN et al., 1972).   

Cabe ressaltar que essas metodologias são extremamente trabalhosas, difíceis 

de reproduzir e exigem técnicas cirúrgicas, sendo muitas vezes incompatíveis com as 

regras dos comitês que regulam a ética no uso de animais atualmente. Outros mode-

los foram estudados com esta técnica, como porcos, bezerros e cordeiros, bem como 

a inoculação por via oral (SMITH, HALLS, 1967, 1963), no entanto, os modelos mais 

disseminados para estudar e detectar isolados de ETEC são coelhos e camundongos.  

Além da patogênese, estes modelos in vivo também são utilizados para análise 

de imunogenicidade e eficácia de candidatos a vacinas contra ETEC, incluindo mode-

los de camundongos adultos orogástricos e intranasais (BOLICK et al., 2018; ALLEN 

et al., 2006; BYRD, CASSELS, 2003; BYRD, MOG, CASSELS, 2003), modelo de de-

safio de camundongo recém-nascidos (LUIZ et al., 2015) e modelo de rato (KLIPS-

TEIN et al., 1981).  

Esses modelos, no entanto, não imitam adequadamente todo o espectro da 

doença observada com a infecção humana por ETEC e são ainda mais limitados, pois 

são difíceis de reproduzir ou requerem cirurgia como desfecho. Um modelo ideal re-

quer a ausência de antibióticos ou intervenção cirúrgica, incorpora um desafio orogás-

trico de bactérias e deve demonstrar a colonização intestinal, doença diarreica e de-

senvolvimento de imunidade protetora. 
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1.3 Zebrafish como modelo experimental  

 

O peixe Zebrafish (Danio rerio) conhecido também como paulistinha ou peixe-

zebra, é um peixe da subclasse teleóstei, da classe Actinopterygii, ordem Cyprinifor-

mes e pertencente à família Cyprinidae; originário de água doce do sudeste da Ásia 

(FONTANA et al., 2018; VARAS et al, 2017; BASU; SACHIDANANDAN, 2013; LIES-

CHKE; CURRIE, 2007). O uso do zebrafish como modelo de vertebrado em estudos 

foi incialmente proposto por Streisinger et al. (1981) que demonstrou viabilidade na 

utilização dessa espécie para pesquisa básica, baseada em seus embriões e carac-

terísticas genéticas. O genoma do zebrafish foi sequenciado, sendo que, 70% de seus 

26 mil genes são semelhantes aos humanos, incluindo aqueles que codificam citoci-

nas, moléculas do sistema de histocompatibilidade, conhecidas como reguladoras da 

resposta imune (BAMBINO; CHU, 2017; LIESCHKE et al., 2007).  

Assim, o zebrafish é uma espécie de vertebrado com várias características van-

tajosas que preenche a lacuna entre cultura de células e roedores, permitindo uma 

validação in vivo precoce, bem como vários estudos de patógenos humanos (LAN-

GHEINRICH, 2003; VARAS et al., 2017), estudos avaliando a neutralização de toxinas 

por anticorpos (MELO et al., 2020), eficiência de moléculas como adjuvantes de vaci-

nas (KAVALIAUSKIS et al., 2016; LIU, et al., 2015) e testes de eficácia e segurança 

de vacinas (BAILONE et al., 2020).  

Este modelo experimental possui diversas características vantajosas, quando 

comparadas a modelos já estabelecidos em roedores, como claridade ótica dos em-

briões e larvas, permitindo imagens em tempo real de patologias em desenvolvimento; 

alta taxa reprodutiva (podendo colocar de 200 a 500 ovos de 2 a 3 dias); e rápido e 

fácil desenvolvimento, podem crescer e se desenvolver facilmente em microplacas 

poços de 96 poços (o que facilita seu uso de manutenção e pesquisa, quando com-

parados com roedores). Além disso, evolui do estágio embrionário para larva entre 24 

a 72 horas e torna-se adulto aos três meses de vida (FONTANA et al., 2018; VARAS 

et al, 2017; BASU; SACHIDANANDAN, 2013).  Deste modo, permite o acesso rápido 

a todos os estágios de desenvolvimento (Figura 3). 

 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Actinopterygii
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                    Figura 3 - Estágios de desenvolvimento do zebrafish.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                         Fonte: TERRAMOTO, 2020. 

                         A fase embrionária é observada de 0 a 16 h pós-fertilização,  

                         seguida pela fase larval (24 a 72 h pós-fertilização) e adulta.  

 

Embora o zebrafish tenha sido utilizado inicialmente como um modelo para es-

tudar o desenvolvimento embrionário, ele ganhou crescente atenção como um sis-

tema vantajoso para investigar doenças humanas, incluindo estudos com vírus 

(WANG et al., 2021; SANDERS; BATTS; WINTON, 2003), como por exemplo com a 

proteína Spike de SARS-CoV-2 (ZHENG et al., 2021; FERNANDES et al., 2021) e 

bactérias e/ou enterotoxinas produzidas por elas (NAG et al., 2018; RUNFT et al., 

2013; VARAS et al, 2017; DEBNATH et al., 2013; SASLOWSKY et al., 2010; SZA-

BADY et al., 2009; MEIJER et al., 2004; TOOLE et al., 2004;  VAN DER SAR et al., 

2003; NEELY; PFEIFER; CAPARON, 2002;). Neste último caso, estudos para inves-

tigar patologias humanas, incluindo distúrbios intestinais ocasionado por bactérias em 

modelo zebrafish tem sido crescente, pois o seu sistema digestivo é totalmente funci-

onal e visível 5 dias pós fertilização, além de apresentar grande homologia com orga-

nismos vertebrados superiores em termos de composição celular (ZHAO; PACK, 

2017). 

Isso possibilitou vários estudos de patologias gastrointestinais em larvas e pei-

xes adultos, como o observado em estudos realizados com Vibrio cholerae (NAG et 

al., 2018; RUNFT et al., 2013), evidenciando o potencial desse modelo animal para 

análise de colonização intestinal usando esse tipo de bactéria.  Esse modelo, além da 
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colonização intestinal, também permitiu o estudo específico de fatores de virulência 

produzidos por bactérias diarreiogênicas, tendo como exemplo a toxina colérica (CT) 

produzida pelo Vibrio cholerae. No estudo realizado por Saslowsky e colaboradores 

(2010), a intoxicação de embriões de zebrafish  por absorção transdérmica de CT, 

possibilitou avaliar o papel de duas proteínas na retrotranslocação do CT, após a in-

ternalização no epitélio intestinal. 

Assim, estes e outros estudos utilizando o modelo zebrafish foram bem-suce-

didos, devido às suas diversas vantagens, em relação a outros mamíferos  (ALI et al., 

2011; DAHM; GEISLER, 2006; KIMMEL et al., 1995). Cabe ressaltar que, embora o 

zebrafish possa conectar a lacuna entre ensaios baseado em culturas de células e 

validação biológica em animais vertebrados superiores, ele não substitui o uso de ani-

mais roedores, pois estes fornecem dados que são mais facilmente extrapolados para 

humanos, mas pode servir como uma importante ferramenta de triagem para biomo-

léculas terapêuticas, como por exemplo os anticorpos.  

 

1.4. Anticorpos recombinantes  

 

Anticorpos são moléculas versáteis produzidas pelo sistema imunológico adap-

tativo de todos os vertebrados para identificar, matar ou neutralizar bactérias invaso-

ras, parasitas, toxinas e vírus, assim como destruir outros antígenos não próprios 

(BASU et al., 2019; EWERS, 2018). As moléculas de anticorpos possuem uma forma 

de Y e consistem em três segmentos de igual tamanho, conectados por uma porção 

flexível. Todos os anticorpos são construídos da mesma forma, a partir de pares de 

cadeias/domínios polipeptídios pesadas e leves, denominadas imunoglobulinas (Igs) 

(BASU et al., 2019; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVA-

CINE,2010).  

Dentre as Igs de mamíferos, há 5 diferentes classes: Imunoglobulina do tipo M 

(IgM); Imunoglobulina do tipo do tipo A (IgA); Imunoglobulina do tipo D (IgD); Imuno 

Imunoglobulina do tipo E (IgE) e Imunoglobulina do tipo G (IgG); cada uma delas de-

sempenha uma função específica no sistema imunológico adaptativo (EWERS, 2018; 

HOLLIGER; HUDSON, 2005). Os anticorpos do tipo IgM, por exemplo, são os primei-

ros a serem produzidos em uma resposta imune adaptativa, pois podem ser expressos 

sem a troca de classe. Eles possuem estrutura pentamérica e são especializados em 
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ativar o complemento eficientemente após a ligação ao antígeno (MURPHY; TRA-

VERS; WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVACINE, 2010).  

Já os anticorpos IgA, são sintetizados como monômeros que penetram no san-

gue e em líquidos extracelulares, ou como moléculas diméricas pelas células plasmá-

ticas na lâmina próprias de vários tecidos de mucosa. Assim, está Ig está principal-

mente relacionada a imunidade de mucos e presente nas secreções como colostro, 

saliva, trato respiratório, gastrointestinal, urinário e genital (MURPHY; TRAVERS; 

WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVACINE, 2010).  

Em relação a IgD, este anticorpo está presente na membrana de linfócitos ima-

turos, mas a sua função quando circulante ainda não é clara, pois é desconhecida a 

sua participação nos principais mecanismos efetores de anticorpos (SCHROEDER; 

CAVACINE, 2010). Outra importante e potente imunoglobulina é a IgE, relacionada a 

hipersensibilidade e reações alérgicas, bem como à resposta a infecções por vermes 

parasitas. Atualmente o desenvolvimento de anticorpos anti-IgE como terapia para 

alergia e asma têm sido amplamente utilizados (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 

2013; SCHROEDER; CAVACINE, 2010).   

  Dentre os isotipos mencionados, a IgG é a principal classe encontrada no san-

gue e no líquido extracelular e, tem a meia-vida sérica mais longa de todos os isotipos 

de imunoglobulina (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVA-

CINE, 2010). Por ser predominantemente secretada pelo sistema imunológico dos 

animais homeotérmicos, é a classe de imunoglobulinas mais estudada e amplamente 

utilizada como ferramenta para terapêutica e pesquisa em anticorpos (BASU et al., 

2019. 

Desde o desenvolvimento das técnicas para produção de anticorpos, várias Igs 

foram desenvolvidas em larga escala usando métodos convencionais. A tecnologia de 

hibridoma (células obtidas a partir da fusão de mielomas com plasmócitos de animais 

previamente imunizados com o antígeno alvo) abriu um novo horizonte na produção 

de anticorpos, pois além dos anticorpos policlonais (pAbs) (produzidos a partir do soro 

de animais imunizados), pode-se obter anticorpos mais específicos, que secretam nor-

malmente uma IgG de especificidade única, estes denominados monoclonais (mAbs) 

(BASU et al., 2019; EWERS, 2018; SAEED et al., 2017).  

Embora os mAbs apresentem características como homogeneidade, especifi-

cidade e produção ilimitada, a tecnologia tradicional de hibridoma tem várias limita-

ções, como ser exclusivamente baseada em murinos, o que, para anticorpos 
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terapêuticos leva a uma resposta do paciente denominada Human anti-mouse anti-

body – HAMA, também conhecida como doença do soro (HOLLIGER e HUDSON, 

2005).  

Essa resposta é uma reação de hipersensibilidade do tipo III, na qual os paci-

entes produzem anticorpos contra proteínas e complexos imunes compostos pelos 

anticorpos injetados. A resposta HAMA, gera complicações para o paciente devido a 

formação de complexos imunes que podem se depositar nos vasos sanguíneos, rins 

e articulações, levando a superprodução de citocinas, inflamação, glomerulonefrite e 

artrite. Outro efeito deletério dessa resposta é ineficiência do anticorpo administrado, 

pois este é rapidamente neutralizado por anticorpos de classe IgM e IgG produzidos 

pelo paciente, devido a grande quantidade de resíduos murinos (BASU et al., 2019; 

EWERS, 2018; SAEED et al., 2017; BAHARA et al., 2013; HOLLIGER e HUDSON, 

2005). 

Portanto, para superar essas dificuldades, a tecnologia dos anticorpos recom-

binante (rAbs) surgiu como o avanço da engenharia genética, tornando possível a 

síntese de anticorpos por meio de recombinação gênica, permitindo a modificação de 

características estruturais, funcionais e imunoquímicas dos anticorpos (BASU et al., 

2019). Tal manipulação genética, permite manter a especificidade dos mAbs, associ-

ado à vantagem de rapidez, baixo custo comparado ao cultivo de hibridomas, produ-

ção em larga escala, independência de animais imunizados, bem como controle de 

seleção de anticorpos, formato, sistema de produção e armazenamento (COSSON; 

HARTLEY, 2016; BAHARA et al., 2013).  Além disso, podem ser projetados para ter 

uma especificidade única ou múltiplas e em diferentes formatos de acordo com o ob-

jetivo proposto (Figura 4). 
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Figura 4 - Representação dos diferentes tipos de fragmentos e derivados de anticor-
pos recombinantes. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
   Adaptado de: HENRIQUE et al., 2022. 

 

A sequência genética para obtenção de um fragmento de anticorpo é proveni-

ente de uma molécula de IgG. Essa sequência pode ser obtida de diversas maneiras, 

como por exemplo de forma totalmente sintética por arranjos artificiais, a partir de 

hibridomas ou através de bibliotecas sintéticas .  

A biblioteca sintética possui características interessantes como a possibilidade 

de inserção de sequências de arcabouços humanos estáveis, que aumentam a funci-

onalidade dos anticorpos e diminui o risco de imunogenicidade para propósitos tera-

pêuticos (PERSSON et al., 2013). Além disso, a maioria das bibliotecas sintéticas hu-

manas produzidas se baseiam na randomização das regiões dos CDR3 (mais diver-

sos e responsáveis pelo reconhecimento do antígeno).Também foi demonstrado que, 

o CDR-L3 desempenha ainda um papel mais importante no reconhecimento do antí-

geno do que o CDR-H3 (PERSSON et al., 2013).   

Assim, a partir de um biblioteca sintética, os fragmentos de anticorpos podem 

ser obtidos por técnica por Phage Display (MCCAFFERTY et al.,1990), uma técnica 

atualmente muito difundida na pesquisa e desenvolvimento de anticorpos recombi-

nantes, resultando em mais de 80 anticorpos em ensaios clínicos para diferentes do-

enças (KAPLO;  REICHERT, 2019). O seu desenvolvimento foi iniciado em 1985 pelo 

pesquisador George Smith ao qual descreveu pela primeira vez o uso de Phage Dis-

play e que mais recentemente, em 2018, levou os pesquisadores George P. Smith e 
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Sir Gregory P. Winter responsáveis pelos estudos a serem agraciados com o Prêmio 

Nobel de Química (KAPLON; REICHERT, 2019).  

Basicamente, essa técnica possibilita a obtenção de fragmentos de rAbs, com 

repertórios imunológicos in vitro, sem a necessidade de imunização direta de hospe-

deiros vivos (FRENZEL et al., 2014). Dentre os fagos filamentosos, o bacteriófago 

M13 é o mais utilizado, formado por uma fita simples de DNA envolta em uma capa 

proteica constituída de cinco proteínas estruturais (pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX) que uti-

liza a maquinaria de replicação, transcrição e tradução de bactérias gram-negativas 

que possuem o pilus F+  para se reproduzir (FRENZEL et al., 2014).  

Nesta técnica, o gene de interesse é clonado em um fagemídeo e nele,  fusio-

nado a um dos genes codificadores das proteínas estruturais do fago, comumente pIII 

ou pVIII. Esse fagemídeo é então inserido no fago M13 e quando as partículas do fago 

são produzidas numa célula de bactéria, a proteína híbrida é incorporada à partícula 

viral e o DNA do fago contendo o gene fusionado é expresso na superfície viral (FREN-

ZEL et al., 2014), sendo possível gerar rAbs para fins de diagnóstico e terapia. 

Dentre os principais fragmentos de anticorpos que podem ser obtidos, desta-

cam-se os de ligação ao antígeno (Fab) e os fragmentos variáveis em cadeia única 

(scFv). O Fab consiste na porção monomérica inteira de ligação ao antígeno dos an-

ticorpos, ambas domínios leve (VL) e pesada (VH) são idênticas, apresentam um do-

mínio constante e são ligadas por pontes dissulfeto (BASU et al., 2019; SAEED et al., 

2017; HOLLINGER; HUDSON, 2005). Este fragmento contém três regiões hipervariá-

veis denominadas regiões de domínio complementar (CDR), responsáveis pela hiper-

variabilidade e especificidade contra diferentes antígenos (BASU et al., 2019; SAEED 

et al., 2017). A versatilidade e especificidade dessas moléculas atraem atenção signi-

ficativa para seu uso como ferramentas terapêuticas. 

Já o fragmento de scFv consiste apenas das porções variáveis das cadeias/do-

mínios VL e VH dos anticorpos unidos por um ligante polipeptídico sintético,  composto 

por aminoácidos hidrofílicos que conferem flexibilidade a estrutura proteica, como por 

exemplo, o ligante (GGGGS)3, unindo as extremidades terminais de VH a VL, ou vice-

versa, dependendo da configuração desejada. Esse ligante polipeptídico pode apre-

sentar tamanho e composição variáveis, prevenindo a dissociação entre os domínios, 

além de influenciar na estrutura e valência do scFv (BASU et al., 2019; SAEED et al., 

2017; HOLLIGER; KENNEDY, 2015; HUDSON, 2005).  
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Este fragmento de anticorpo também pode ser obtido através de hibridomas. A 

partir da obtenção do DNA complementar (cDNA) os genes dos domínios variáveis 

leve e pesado podem ser especificamente amplificados, clonados individualmente, e 

posteriormente sub-clonados, formando um segmento único de DNA (HORTON et al., 

1993).  Para formar o segmento único de DNA, unindo os domínios variáveis do scFv, 

por exemplo, algumas técnicas podem ser utilizadas, incluindo-se a técnica de sobre-

posição Splicing by Overlap Extension – SOE, também chamada de SOEing (HOR-

TON et al., 2013; HORTON et al., 1993).  

Este método é baseado na reação por PCR para unir sequências de DNA sem 

depender de locais de restrição. Para o scFv, partes complementares do ligante poli-

peptídico são inseridos em cada um dos domínios variáveis e essa sequência com-

plementar, sob condições de PCR, permite que as fitas de dois fragmentos diferentes 

hibridizem entre si, formando uma sobreposição. A extensão desta sobreposição pela 

DNA polimerase gera a união desses dois domínios, produzindo uma molécula recom-

binante (HORTON et al., 2013; HORTON et al., 1993).  

Assim, ambos rAbs mencionados, normalmente mantém à especificidade e afi-

nidade de ligação ao antígeno do seu IgG parental, além de demonstrarem melhora 

na penetração de tumores e tecidos; na farmacocinética; habilidades imunoprotetoras 

e no reconhecimento epitópico (BASU et al., 2019; SAEED et al., 2017; HOLLIGER; 

HUDSON, 2005). Para a produção desses fragmentos com alta afinidade, estáveis e 

com alto rendimento, vários sistemas de expressão, incluindo, leveduras, plantas, cé-

lulas de insetos, mamíferos e principalmente bactérias têm sido utilizados (BASU et 

al., 2019).  

 Desta forma, o avanço na engenharia de fragmentos de anticorpos recombi-

nantes pode levar a obtenção de ferramentas mais eficientes para o imunodiagnóstico 

e terapia diversas doenças, incluindo a ocasionada por ETEC (HOLLIGER e HUD-

SON, 2005). 
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1.5. Diagnóstico para ETEC por detecção da toxina LT-I 

 

Ao longo das décadas, diferentes métodos de imunodiagnóstico utilizando 

mAbs e pAbs foram descritos para a detecção da toxina LT-I, no entanto poucos deles 

são utilizados em países em desenvolvimento e outros são limitados a pesquisas e 

estudos epidemiológicos (QADRI et al., 2005). Dentre eles, se destaca o GM1-ELISA, 

proposto por Svennerholm; Holmgren, (1978) e aprimorado nos estudos de Sack e 

colaboradores (1980); Ristaino e colaboradores (1983), que demonstrou ótima sensi-

bilidade e especificidade (97% e 100%, respectivamente), sendo o imunoensaio mais 

difundido e utilizado em estudos epidemiológicos. Um ELISA de captura (cELISA) que 

utiliza anticorpo pAb e mAb anti-LT (MENEZES et al., 2003; 2006) também foi desen-

volvido, proposto como método alternativo ao GM1-ELISA devido ao seu alto custo, 

demonstrou alta sensibilidade e especificidade (100% e 99%, respectivamente).  

Outros métodos também foram desenvolvidos, como o teste Biken (HONDA et 

al., 1981), ensaio de aglutinação (ITO et al., 1983) e mais recentemente dois testes 

de fluxo lateral, um preparado manualmente para a detecção da toxina LT de porcos 

(LTp) (ARIMITSU et al., 2016) e outro no formato captura (composto de um pAb como 

captura e um mAb anti-LT como detecção) padronizado em larga escala com  para 

detecção de LT-I (HENRIQUE et al., 2018), ao qual demonstrou 99,5% de sensibili-

dade, 90,7% de especificidade.  

De modo geral, todos os principais métodos de imunodiagnóstico desenvolvi-

dos para detecção da toxina LT-I faz o uso de anticorpos, sejam eles mAbs ou pAbs. 

Com o avanço na tecnologia dos rAbs, se torna possível unir a sensibilidade dos pAbs 

e a especificidade dos mAbs em uma única molécula recombinante, a fim de gerar 

anticorpos cada vez mais robustos e aprimorar as técnicas já bem estabelecidas para 

detecção da toxina LT-I no diagnóstico de ETEC. Além disso, a utilização de anticor-

pos recombinantes pode trazer vantagens interessantes e importantes tais como a 

redução de custos e obtenção em larga escala (sem a dependência do cultivo de hi-

bridomas e de animais imunizados (HOLLIGER e HUDSON, 2005), de forma a viabi-

lizar a sua utilização em países em desenvolvimento.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

 

O grupo de pesquisa do Laboratório de Bacteriologia do Instituto Butantan ge-

rou anticorpos recombinantes (OZAKI et al., 2015) a partir dos monoclonais disponí-

veis (MENEZES et al., 2003, 2006; ROCHA et al., 2013) visando a neutralização da 

enterotoxina LT-I e o diagnóstico de ETEC (HENRIQUE et al., 2018). No entanto, após 

estudos realizados, verificou-se que o fragmento de anticorpo scFv-LT gerado tinha 

sua expressão em corpos de inclusão, sendo necessário realização de etapas de re-

naturação com altas concentrações de ureia, o que diminuiu o rendimento, assim 

como a meia-vida e estabilidade das moléculas de anticorpos (OZAKI et al., 2015).  

Luz e colaboradores (2015, 2018) geraram scFvs contra as toxinas de Shiga 1 

e 2.  Nesses trabalhos, os autores constataram que a inversão da orientação do gene 

para VL-ligante-VH, bem como a utilização de um ligante peptídico mais flexível gerou 

dois anticorpos (scFv-Stx1 e scFv-Stx2) estáveis e funcionais a partir da sequência do 

IgG produzido parental, obtido pela técnica de hibridoma. O scFv-Stx1 mostrou uma 

sensibilidade de 88% em reconhecer Stx1 em isolados produtores dessa toxina por 

aglutinação de látex (LUZ et al., 2018). O scFv-Stx2 apresentou por técnica de ELISA 

80% de sensibilidade e 88% de especificidade (LUZ et al., 2015).  Esses fragmentos 

foram validados como promissoras ferramentas para o diagnóstico de STEC por teste 

rápido de aglutinação em látex, pois esse ensaio mostrou uma correlação direta com 

o ensaio de citotoxicidade em células Vero, o qual é considerado padrão ouro para a 

detecção dessas toxinas (SHIGA et al., 2020). 

Tais resultados, nos levaram ao uso dessa estratégia para gerar fragmentos de 

anticorpos scFv contra a toxina LT-I, pois, almeja-se futuramente não mais utilizar os 

anticorpos policlonais em nossos ensaios imunológicos, bem como utilizá-los futura-

mente como anticorpos de detecção e captura no teste imunocromatográfico padroni-

zado e avaliado pelo nosso grupo de pesquisa (HENRIQUE et al., 2018).  Todavia, 

este fragmento por ser uma molécula murina, não é a ideal para utilização em terapia. 

Sendo assim, a geração de um fragmento do tipo Fab humano que tenha a capacidade 

de neutralizar in vivo a toxicidade de LT-I, possibilitará estudos que visem a terapia 

das intoxicações, dessa forma no futuro poderemos tratar a doença diarreica causada 
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por ETEC, o que poderá contribuir para a diminuição do impacto socioeconômico ge-

rado por esta patologia.  

A partir de uma biblioteca sintética (PERSSON et al., 2013) foram gerados Fabs 

humanos contra as toxinas Stx1 e Stx2 de STEC por phage display que neutralizaram 

a citotoxicidade dessas potentes citotoxinas in vitro e in vivo (LUZ et al., 2018; 2021, 

dados não publicados). Além destes fragmentos, outros dois fragmentos Fab huma-

nos contra a toxina STh de ETEC foram gerados em colaboração com o Dr. Shane 

Miersch da Universidade de Toronto, que se mostraram específicos no reconheci-

mento da toxina STh (dados não publicados). Assim, a técnica de seleção de frag-

mentos Fab humanos por phage display, a partir da biblioteca sintética F (PERSSON 

et al., 2013) bastante utilizada para vários antígenos, mostrou-se efetiva para a sele-

ção de ligantes bacterianos e aumentam as expectativas quanto a seleção de Fab 

humanos contra a toxina LT-I de ETEC. 

Neste cenário, com a obtenção desses fragmentos contra a toxina LT-I se faz 

necessário uso de modelos, tanto in vitro quanto in vivo, para a posterior análise do 

potencial neutralizante dos fragmentos de anticorpos, bem como facilitar estudos com 

a toxina LT-I. Atualmente as análises in vitro para a toxina LT-I são realizadas princi-

palmente em linhagens celulares Y-1, CHO e Caco-2, sendo a Y1 e CHO de origem 

murina mais comumente utilizadas. No entanto, destas 3 linhagens celulares, a Caco-

2 por ser de origem humana e apresentar características morfológicas e funcionais do 

enterócito maduro, está mais próxima do alvo real da toxina LT-I do que a linhagem 

adrenal Y1, para análise de ferramentas terapêuticas contra a infecção ocasionada 

pela toxina LT-I.  

Já em relação aos modelos in vivo, os modelos murinos são os mais utilizados, 

ao qual o teste realizado em alça ligada do intestino de coelhos e/ou camundongos 

recém- nascidos é o mais difundido. No entanto, essa técnica possui limitações im-

portantes e não são viáveis para triagem de biomoléculas e estudos mais sistêmicos 

com a toxina LT. Assim, nesse cenário de limitação quanto a um modelo in vivo, o 

zebrafish aparece como alternativa interessante por ser atualmente muito utilizado em 

diversos estudos com patógenos bacterianos, bem como utilizado em estudos de neu-

tralização de toxinas por anticorpos específicos. 

Dada a relevância da toxina LT-I na infecção, cabe ressaltar que estudos re-

centes também evidenciam a sua importância para o processo de colonização de 

ETEC ao epitélio intestinal, observando que embora todos os isolados de ETEC 
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tenham o potencial de causar diarreia, aqueles que expressam LT podem ter uma 

vantagem em termos de colonização (ISIDEAN et al., 2011; MUDRAK; KUEHN, 2010; 

ALLEN; RANDOLPH; FLECKENSTEIN, 2006). Além disso, nos estudos de Isidean e 

colaboradores (2011) foi revelado que aproximadamente 60% dos isolados de ETEC 

associados à diarreia humana expressavam LT-I sozinho (27%) ou LT-I com ST 

(33%); corroborando os estudos realizados anteriormente por Wolf (1997) que tam-

bém apontou a presença da toxina LT-I em mais da metade de todos os isolados 

pesquisados de ETEC. 

Assim, tais informações evidenciam a importância da toxina LT-I como fator de 

virulência para ETEC, tanto na sua colonização quanto infecção, causando o quadro 

de diarreia aquosa.  Dessa forma, os estudos de modelo in vitro e in vivo para LT-I e 

a geração de rAbs anti-LT possibilitarão solucionar dois importante aspectos, o diag-

nóstico precoce e uma terapêutica efetiva para a diarreia causada por cepas de E. coli 

enterotoxigênica, além de colaborar para os estudos sobre mecanismo de ação e pa-

togenicidade dessa tão importante toxina, levando assim aos objetivos do presente 

trabalho.   

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Kuehn+MJ&cauthor_id=22069646
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3. OBJETIVO  
 

 

Estabelecer estratégias para geração de dois fragmentos de anticorpos: uma 

molécula recombinante de cadeia variável única do anticorpo anti-LT (scFv); e um 

fragmento de ligação ao antígeno (Fab) a partir de uma biblioteca sintética humana, 

por técnica de phage display; bem como avaliar e padronizar as condições necessá-

rias para o uso de células Caco-2 e o zebrafish como modelos para estudos da toxina 

LT-I. 

 

3.1 Delineamento Experimental  

 

Para que os objetivos fossem alcançados definiu-se o seguinte delineamento 

experimental: 

 

✓ Conjugação da toxina LT-I ao fluoróforo; 
 

✓ Padronização do uso de células Caco-2 como modelo in vitro para estudo da toxina 
LT-I: definição da densidade celular e concentração da toxina; 
 

✓ Análise em zebrafish para definição do modelo in vivo para estudo da toxina LT-I: 
analisando os possíveis efeitos citotóxicos e fenotípicos da toxina LT-I neste modelo; 
 

✓ Estratégias de clonagem e expressão do anticorpo do tipo scFv-LT: desenho dos ini-
ciadores; liberação do vetor de expressão; padronização das condições de PCR para 
obtenção dos domínios leve (VL) e pesado (VH) do scFv-LT; padronização da PCR 
para amplificação conjunta dos dois domínios; indução e expressão; purificação e aná-
lise da reatividade por técnica de ELISA do scFv-LT gerado. 
 

✓ Estabelecimento de uma biblioteca sintética humana para utilização da técnica de 
phage display: amplificação do fago auxiliar; seleção e ciclos de enriquecimento de 
fago por técnica de ELISA.  
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As principais etapas do desenvolvimento deste trabalho são resumidas na  

Figura 5.  

 

   Figura 5 - Principais etapas de desenvolvimento deste trabalho. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
              
       
   Fonte: HENRIQUE, 2022. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



44 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

No presente trabalho, uma das etapas realizadas definiu-se os modelos in vitro 

(Caco-2) e in vivo (zebrafish).  Esses ensaios foram padronizados com o objetivo de 

utilizá-los em estudos com a toxina LT-I, e em um futuro próximo nos ensaios de neu-

tralização por anticorpos. Dessa forma os resultados obtidos, bem como a descrição 

dos materiais e métodos foram publicados na revista Toxins e são apresentados no 

ANEXO I. 

A seguir, serão apresentados os materiais e métodos relativos à obtenção dos 

fragmentos de anticorpos recombinantes.  

 

4.1. Toxina LT-I 

 

A toxina LT- I purificada (BOWMAN; CLEMENTS, 2001) foi gentilmente cedida 

pela Dra. Elizabeth B. Norton do Departamento de Microbiologia e Imunologia, da Uni-

versidade de Tulane, New Orleans, Louisiana, Estados Unidos da América.   

 

4.2. Construção do fragmento scFv contra a toxina LT-I (ScFv-LT) 

 

4.2.1. Desenho dos iniciadores 

 

A construção do scFv-LT foi realizada por técnica de PCR e a sequência gené-

tica utilizada foi obtida anteriormente por Ozaki e colaboradores (2015). Para realizar 

a inversão dos domínios do scFv, conforme a Figura 6, iniciadores específicos (Ta-

bela 1), foram projetados utilizando o alinhamento de múltiplas sequências disponí-

veis de eltA (LT-I) do GenBank (NC_014232, FN649417.1, AP010910, NC_017722) . 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

     Figura 6 - Estrutura idealizada para o fragmento scFv-LT. 

 

 

 

 

 

    Fonte: HENRIQUE, 2022.  

 

              Tabela 1 - Desenho dos iniciadores do fragmento scFv-LT. 

 

 
       Fonte: HENRIQUE, 2022.  
       Observação: Em amarelo o sítio para NSiI e em vermelho o sítio para EagI  
       para clonagem no vetor de expressão pscFv. 

 

Os iniciadores para fragmento scFv-LT foram projetados (LUZ et al., 2015) e 

sintetizados (Exxtend Biotecnologia Ltda). O programa Geneious (https://www.genei-

ous.com/) foi utilizado para determinar a sequência reversa dos domínios VL e VH do 

scFv, ao qual foi adicionado sítio de restrição NsiI na extremidade 5’ e EagI na extre-

midade 3’. A temperatura de melting (Tm) de VL (Fw e Rv) e VH (Fw e Rv) foram 

analisadas pelo Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com/calc/analyzer).  

 

4.2.2. Padronização das condições da PCR: Amplificação dos domínios leve e 

pesado do scFv-LT por PCR 

 

Para amplificar os domínios leve e pesado do fragmento scFv-LT, padronizou-

se as condições da PCR e resolveu-se utilizar os parâmetros iniciais propostos pela 

fabricante Platinum® TAQ DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific).  

Para cada um dos domínios, utilizou-se 25 ng/mL do gene; 0,5 µM de cada oligonu-

cleotídeos iniciador; tampão da enzima 1 X (Thermo Fisher Scientific); 0,2 mM de 
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dNTPs (Invitrogen); 1 mM de cloreto de magnésio (Invitrogen); 2,5 U da enzima poli-

merase Platinum® TAQ DNA Polymerase High Fidelity e água destilada autoclavada, 

para um volume final de 25 µL de reação.   

As reações de PCR foram realizadas empregando-se um ciclo de desnaturação 

a 94 ºC por 1 min; analisou-se as temperaturas 50, 55 e 60 ºC para anelamento dos 

oligonucleotídeos por 30 s; extensão a 68 ºC por 1 min e por fim, 68 ºC por 7 min, 

seguido por 35 ciclos.  Posteriormente, analisou-se os amplificados em gel de agarose 

1% corados com GelRed™ (Uniscience) 1:50.000. Ao término da corrida, os géis foram 

fotografados com o auxílio do sistema de imagem AlphaImager™2200 (Alpha Inno-

tech). 

 

4.2.3. Junção dos domínios leve e pesado do scFv-LT por PCR 

 

Para realizar a amplificação conjunta dos dois domínios, leve e pesado, por 

PCR, as condições padronizadas e os ciclos foram os mesmo do tópico anterior, po-

rém, utilizando-se como molde de DNA da reação de PCR de VH e da reação de PCR 

de VL; 0,5 µM do oligonucleotídeo de VL (forward); 0,5 µM oligonucleotídeo de VH (re-

verse); 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen); 1 mM de cloreto de magnésio (Invitrogen); tam-

pão da enzima 1 X (Thermo Fisher Scientific); 2,5 U da enzima Q5® TAQ High-Fidelity 

DNA Polymerase (BioLabs) e água destilada estéril por autoclavagem, para um vo-

lume final de 25 µL de reação. Após amplificação, as amostras foram analisadas em 

gel de agarose 1% corados com GelRed™ (Uniscience) 1:50.000. Ao término da cor-

rida, os géis foram fotografados com o auxílio do sistema de imagem AlphaIma-

ger™2200 (Alpha Innotech). 

 

4.2.4. Ligação do fragmento scFv-LT com o vetor de expressão periplasmático 

 

O vetor de expressão periplasmático foi desenvolvido especialmente para a ex-

pressão de fragmentos scFvs, o pscFvHis-MBP (MURASE et al., 2003) cedido pelo 

Dr. Sachdev Sidhu (Universidade de Toronto). Para sua utilização, o vetor foi transfor-

mado (CHUNG, et al., 1989) em cepa E. coli K12: DH5α (Stratagene, EUA), onde uma 

mistura contendo 1 μL de DNA, 2 μL de KCM e 7 μL de água destilada foi incubada 

no gelo, por 5 min, seguida da adição de 10 μL de células quimiocompetentes.  A 



47 
 

amostra foi incubada no gelo por 20 min e em temperatura ambiente por 10 min. Por 

seguinte, adicionou-se 200 μL de meio LB/Amp100 (Uniscience) e a amostra foi incu-

bada a 37 ºC por 1 h, sob agitação de 200 rpm. Cerca de 10 a 15 μL das bactérias 

transformantes foram semeadas em placas de LB/Amp100 e incubadas 37 ºC por 18 

h.  

Para a confirmação da transformação dos vetores nas células competentes, 

colônias isoladas foram cultivadas e submetidas à extração de DNA plasmidial utili-

zando o kit “QIAprep Spin miniprep” (Qiagen) e sua concentração determinada em 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific). O vetor foi preparado para a ligação 

ao fragmento, a partir de reação com enzimas de restrição NsiI (Uniscience, Brasil) e 

EagI (Uniscience, Brasil) e o inserto foi digerido com as mesmas condições. Para tal, 

uma mistura contendo 1 μL de cada enzima de restrição, 1 μL de tampão 3.1 NBE, 2 

μL de água MilliQ e 5 μL de DNA plasmidial foi incubada por 2 h à temperatura ambi-

ente. Após confirmação da digestão, as bandas correspondentes ao vetor foram cor-

tadas do gel de agarose, eluídas e purificadas pelo kit “QIAquick Gel Extraction” (Qia-

gen). O vetor foi posteriormente quantificado utilizando o aparelho Nanodrop (Thermo 

Scientific). Tanto o vetor, quanto o inserto precisaram ser digeridos com as mesmas 

enzimas de restrição (EagI e NsiI) para que as extremidades se tornassem coesivas.  

Para a reação de ligação, foi utilizada uma mistura contendo 1 µL da enzima 

T4 ligase (Invitrogen), 1 µL tampão da enzima (Invitrogen) e a proporção 1:3 (vetor/in-

serto), a reação foi mantida à temperatura ambiente por 1 h e na sequência a 4 ºC por 

um período de 18 h.  

Após esse período, a etapa de transformação (CHUNG et al, 1989) foi realizada 

em linhagens hospedeiras de E. coli por quimiotransformação. Assim, uma mistura 

contendo 10 μL da reação de ligação e 2 μL de KCM (0,5 M KCl, 0,15 M CaCl2 e 0,25 

M MgCL2) foi incubada no gelo, por 5 min, seguida da adição de 10 μL de célula de E. 

coli DH5α (DURFEE et al., 2008) e BL21 (DE3) pLyS (Promega) competentes.  

A transformação foi realizada ao mesmo tempo nestas duas linhagens quimio-

compentes, para posterior realização de extração de DNA plasmidial e confirmação 

da clonagem. Em seguida, a  seguida a incubação em gelo por 20 min e à temperatura 

ambiente por 10 min foi realizada . Adicionou-se à amostra, 200 μL de meio LB e 

incubou-se a amostra a 37 ºC por 1 h. Por fim, as bactérias transformadas foram se-

meadas em placas de LB/Amp100/Km10 (BL21pLysE) e LB/Amp100 (DH5α) incubadas 

37 ºC por 18 h. 
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Para a confirmação da transformação dos vetores nas células competentes, foi 

realizada extração de DNA plasmidial das colônias bacterianas e o DNA foi submetido 

ao sequenciamento do tipo Sanger, no Laboratório de Bacteriologia e no Centro de 

Estudos Humano e Células-Tronco da Universidade de São Paulo (USP). 

 

4.2.5.  Indução da expressão dos genes dos scFv-LT 

 

Uma colônia bacteriana foi cultivada em 30 mL de meio 2YT/amp100, a 37 oC 

por 16-18 h, a 200 rpm. Cerca de 20 mL deste cultivo foram adicionados em 1 L de 

meio 2YT/amp100 e incubados a 37 oC, 200 rpm até uma turbidez de 0.6 na absorbân-

cia de 600 nm. A cultura foi resfriada a 18 oC por 30 min e o gene foi induzido pela 

adição de 0,01 M de IPTG (GOLCHIN et al., 2011) seguido de incubação da cultura 

bacteriana a 18 oC por 18 h, a 200 rpm. A cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 20 

min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento armazenado a -20 oC por 18 h. 

 

4.2.6. Purificação por cromatografia de afinidade do fragmento scFv-LT 

 

O sedimento bacteriano foi ressuspenso em 40 mL de tampão de lise (182 mL 

de tampão PBS modificado (0,05 M NaH2PO4, 0,3 M NaCl pH 8.0; 4% Imidazol 0,04 

M); 40 mg lizosima; 1% triton X-100; 1% MgCl2 2 M; 1% PIC (PMSF 0,1 M, Benzami-

dina 0,1 M) e 1 μL benzonase) e incubado a 4 oC, por 30 min, sob leve agitação. A 

amostra foi submetida a lise por ultrassom, no aparelho sonicador (Bandelin Sonopuls, 

Berlim, Alemanha) com 20% de amplitude, pulsos de 5 s ligado e de 5 s desligado por 

2 min e imediatamente resfriadas em gelo. O lisado foi centrifugado a 13.226 x g a 4 

oC por 50 min.   

Ao sobrenadante foi adicionado 2 mL de micropartículas carregadas com níquel 

(Ni-NTA 50%) (Qiagen) e incubado a 4 oC, por 1 h, sob leve agitação. A amostra foi 

centrifugada a 20 xg por 1 min e em seguida, adicionada na coluna, para purificação 

de forma manual. A coluna foi então lavada 3 vezes com 10 mL de tampão de lavagem 

(98% PBS modificado e imidazol 0,4 M) e eluida com a adição de 4 mL do tampão de 

eluição (80% PBS modificado e imidazol 0,25 M). A fração eluida foi quantificada no 

NanoDrop (Thermo Scientific) e submetida a análise de imunodetecção pela técnica 

de immunoblotting. As frações coletadas na etapa de purificação também foram 
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analisadas por immunoblotting, a fim de verificar se haveria anticorpo presente nestas 

etapas. 

 

4.2.7. Immunoblotting 

 

Um ensaio de imunodetecção (TOWBIN; GORDON, 1979) foi realizado com as 

frações obtidas nas etapas de purificação (sobrenadante, lavagem e fragmento de 

anticorpo scFv anti-LT eluido/purificado). Para tal, um gel de poliacrilamida 12% foi 

realizado com estas frações e a transferência das proteínas realizada para uma mem-

brana de nitrocelulose (GE) utilizando o sistema semi-seco (Trans-Blot SD semi-dry 

transfer cell – BioRad) com tampão de transferência (10% glicina 0,25 M; 10% Tris-

Base 2 M; 20% Metanol P.A), a 10 Volts, por 30 min. Em seguida, a membrana foi 

bloqueada com PBS 0,01 M (NaCl 0,136 M; KCL 0,002 M; Na2PO4 0,008 M; KH2PO4 

0,001 M) + albumina de soro bovino (BSA) 1%, lavada três vezes com PBST (PBS 

0,01 M + Tween 0,05%), seguido de incubação de 45 min com anticorpo HRP/anti-

FLAG (Sigma) conjugado à peroxidase diluído 1:5.000, na mesma solução de blo-

queio.  Após mais três lavagens da membrana como PBST, a reação de detecção na 

membrana foi revelada com diaminobenzina (DAB) (Sigma) (15 mL de Tris pH 7,6; 10 

mg de DAB e 12 μL de peróxido de hidrogênio). A reação foi interrompida com adição 

de água destilada. 

 

4.2.8. Imunoensaio enzimático (ELISA) indireto 

 

A reatividade do scFv frente a toxina LT purificada foi analisada por técnica de 

ELISA indireto (CROWTHER, 2000). Poços da microplaca MaxisorpTM (Nunc, Roches-

ter, NY, EUA) foram sensibilizados com uma concentração de 2µg/mL da toxina LT e 

com 1% de BSA (controle negativo) em tampão carbonato/bicarbonato (0,05 M, pH 

9,6) e mantidos a 37 ºC por 2 h. Posteriormente, a microplaca foi lavada por 4 vezes 

consecutivas com PBST e bloqueadas com 0,5 ou 1% de BSA a 37 ºC por 30 min. Em 

seguida, os poços da microplaca foram lavados e incubados a 37 ºC por 60 min com 

30 µg/mL do scFv anti-LT. Após nova lavagem com PBST, foi aplicado o anticorpo 

HRP/anti-FLAG (Sigma) conjugado à peroxidase diluído 1:5.000, na mesma solução 

de bloqueio e a placa mantida a 37 ºC por 45 min. Por fim, a reação foi revelada com 
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100 μL/poço de TMB (BD) por 15 min, sob agitação, sendo interrompida com 50 

μL/poço de H3PO4 1 M. A leitura das absorbâncias foram realizadas em leitor de mi-

croplacas no comprimento de onda de 450 nm. A análise de sensibilidade e especifi-

cidade foi realizada no programa GraphPrism 5.01 empregando-se a curva ROC.  

 

4.2.9. ELISA indireto com cepas bacterianas 

 

Uma análise preliminar foi realizada por técnica de ELISA a fim de analisar a 

reatividade do scFv frente ao sobrenadante de dez cepas produtoras e cinco não pro-

dutoras de toxina LT-I (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Cepas produtoras e não produtoras da toxina LT-I pertencentes a coleção 

bacteriana do Laboratório de Bacteriologia do Instituto Butantan (IBu), utilizadas no 

ensaio de ELISA indireto com o scFv-LT. 

 

      Fonte: HENRIQUE, 2022. 

 

O cultivo e o tratamento bacteriano para liberação da toxina LT-I, foram reali-

zados de acordo com Rocha (2012) e Rocha et al. (2013). As cepas foram cultivadas 

em 3 mL de caldo LB a 37 ºC por 16-18 h. Posteriormente, uma diluição de 1:100 dos 

cultivos bacterianos foi adicionada ao caldo E. coli contendo 5 ng/mL de ciprofoxacina 

e 0,1 mg/mL de lincomicina, e os cultivos foram incubados a 37 ºC, 250 rpm, por 6 h. 

Posteriormente, para a liberação da toxina, o cultivo bacteriano (não centrifugado) foi 

Cepa Estirpe Sorotipo Toxina expressa Origem  

ETEC H10407 O78:H11 (LT+ ST+) Humana 

ETEC 36 - (LT+) Humana 

ETEC 37 O15:H40 (LT+) Humana 

ETEC 39 OR:H- (LT+) Humana 

ETEC 40 O166:H15 (LT+) Humana 

ETEC 41 OR:H21 (LT+) Humana 

ETEC 44 OR:H19 (LT+) Humana 

ETEC 45 OR:H21 (LT+) Humana 

ETEC 46 ONT:H32 (LT+) Humana 

ETEC 47 OR:H51 (LT+) Humana 

STEC EPM 27 O111:NM Stx1 Humana 

STEC EPM 82 O12:H21 Stx2 Animal 

aEPEC 86 O76:H19 - Humana 

Salmonella sp - - - Humana 

E. coli não DEC 09 - - Humana 
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submetido ao tratamento com 0,2 mg/mL de polimixina B (Gilbco by life technologies). 

Após incubação a 37 ºC por 1 h em agitação, 200 rpm, cada material foi centrifugado 

a 10.000 x g por 10 min a 4 oC e os sobrenadantes armazenados a -20 ºC até o uso.  

Por seguinte, poços da microplaca PolisorpTM (Nunc, Rochester, NY, EUA) fo-

ram sensibilizados com o sobrenadante das cepas de ETEC produtoras e não produ-

toras da toxina LT-I e as etapas seguintes foram realizadas conforme o item 3.2.8. 

 

4.3. Seleção por phage display do fragmento Fab anti-LT-I (Fab-LT) 

 

4.3.1. Amplificação do fago auxiliar (M13KO7) para Phage Display  

 

4.3.1.1. Expansão e precipitação do fago auxiliar 

 

A linhagem celular de  E. coli OmniMAX™ 2 T1R quimiocompetente (com marca 

de resistência a tetraciclina (tet5) por ser resistente a fagos T1 (Invitrogen) foi utilizada 

nesses experimentos (TONIKIAN et al., 2007). Estas células foram cultivadas em 2 

mL meio 2YT contendo 5 µg/mL tet5) e incubadas sob agitação a 200 rpm a 37 ºC por 

6–8 h, até uma densidade ótica de fase logarítmica (600 nm) entre 0,6-1,0. Em se-

guida, as células foram infectadas com 1:10 de fagos auxiliares M13KO7 (resistente 

a canamicina (Km)) (Invitrogen) incubado por 30 min a 37 ºC. Após o período de in-

fecção, a cultura foi transferida para 500 mL de meio 2YT km50 e incubadas a 37 ºC 

por 18 h.  

No dia seguinte, o cultivo foi centifugado a 4.000 x g por 10 min e o sobrena-

dante para a precipitação dos fagos foi incubado com 125 mL de PEG/NaCl por 20 

min em gelo.  Em seguida, foram centrifugados a 2.000 x g por 1 min. O sobrenadante 

foi retirado e os fagos sedimentados foram ressuspensos em 2 mL de PBS gelado e 

estéril em uma concentração final de 1 x 1013 fagos/mL. 
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4.3.1.2. Titulação do fago auxiliar 

 

Para certificar que, os fagos expandidos estavam na concentração de 1 x 1013 

fagos/mL foi realizada a sua titulação para verificar a quantidade de fagos viáveis a 

serem utilizados na seleção por phage display. 

Para isso, 1 colônia de OmniMAX™ 2 T1R foi cultivada em 2 mL meio 2YT/tet5 

e incubada sob agitação a 200 rpm a 37 ºC por 6–8 h, até uma densidade ótica de 

fase logarítmica (D.O.600nm < 1.0). Em seguida, como controle da célula OMNIMAX 

(que é resistente ao antibiótico tet), um inóculo de 1/100 das células bacterianas foi 

realizado em três tubos diferentes contento o meio 2YT e os antibióticos tet5, Km50 e 

ampicilina (amp100) incubadas a 37 ºC por 18 h. 

Doze diluições seriadas (log10) do fago auxiliar foram realizadas, este foi diluído 

em PBS estéril e 10 µL de cada diluição foi adicionado a 100 µL da célula OmniMAX™ 

2 T1R, mantidos posteriormente sob agitação por 30 min a 37 ºC. Em seguida, foram 

semeados 5 µL de cada diluição em três placas de LB ágar, cada uma contendo um 

dos seguintes antibióticos: tet5, Km50 e amp100. Estas placas foram incubadas a 37 ºC 

por 18 h. Posteriormente, para estimar quantas unidades de colônias foram formadas 

(UFC) foi realizado o seguinte cálculo: UFC x FD (fator de diluição) ÷ Volume aplicado.  

Para armazenamento de longo prazo, foi adicionado glicerol estéril a uma concentra-

ção final de 10% e armazenado a -80 ºC.  Para uso imediato, uma alíquota foi mantida 

a 4 ºC. 

 

4.3.2. Seleção de fagos contra antígeno imobilizado 

 
Uma placa de 96 poços (Maxisorp) foi sensibilizada com 100 μL/poço de 5 

µg/mL de toxina LT-I diluída em PBS e incubada a 4 oC, por 18 h.  A pré-adsorção de 

todos os ciclos de enriquecimento da seleção foi realizada com a toxina Stx2, que 

também apresenta uma estrutura do tipo AB5, a fim de evitar reatividade cruzada, au-

mentando a especificidade do Fab selecionado contra a toxina LT-I.  Assim, uma outra 

placa de 96 poços (Maxisorp) foi sensibilizada com 100 μL/poço de 5 µg/mL de toxina 

Stx2 diluída em PBS e incubada a 4 ºC, por 18 h.  

Um dia antes de todos os ciclos de seleções, as células bacterianas Omni-

MAX™ 2 T1R foram cultivadas em 3 mL de LB contento os antibióticos: tet5, Km50 e 

amp100 a 37 °C a 200 rpm, a fim de realizar o controle das mesmas  durante todos os 
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ciclos de seleção.  Além disso, para a etapa de infecção, uma colônia de OmniMAX™ 

2 T1R foi cultivada em 10 mL meio 2YT/tet5 e incubada sob agitação a 200 rpm a 37 

ºC por 6–8 h, até uma densidade ótica de fase logarítmica (D.O.600nm) entre 0,6-1,0. 

As placas após sensibilização foram bloqueadas com 200 μL/poço de tampão 

PBS 0,2% (PBS 0,01 M com 0,2% BSA) em temperatura ambiente, por 1 h, sob leve 

agitação. Durante o bloqueio a biblioteca foi preparada; para isso, 1 mL da biblioteca 

sintética F (concentração 1012) foi adicionada à 9 mL de PBS 0,01 M, seguida da adi-

ção de 2,5 mL PEG/NaCl e incubado no gelo, por 20 min. A biblioteca F foi centrifu-

gada a 4 ºC, 20 xg por 20 min, e o sobrenadante descartado e por fim, ressuspenso  

em PBT (PBS 0,01 M com 0,2% BSA e 0,05% Tween 80) (input).   

Após 1 h em tampão de bloqueio, a placa de pré-adsorção (Stx2) foi lavada 8 

vezes com tampão PBT e 100 µL da biblioteca F foi adicionada, incubada 1 h sob 

agitação. Em seguida, a placa de 96 poços contento a toxina LT-i foi lavada 4 vezes 

com PBT e a biblioteca F adsorvida na placa com Stx2 foi transferida para os poços 

contendo LT-I.  

A placa foi mantida por 1 h sob agitação e em seguida, os poços foram lavados 

8 vezes com PBT. Os fagos foram eluidos (output) com 100  µL  de  0,1  M  HCL por 

poço, incubados por 10 min em agitação, seguida da neutralização com 80 µL de Tris 

1M pH 11 por poço.  

Para determinar o número de fagos eluídos foi realizada uma diluição seriada 

em log10 do output em meio de cultura 2YT. Em uma nova placa de 96 poços, 90 μL 

de E. coli OmniMAX™ 2 T1R em fase estacionária (D.O.600nm < 1.0) foram adicionados 

(cultivadas previamente em meio 2YT/tet5), juntamente com 10 μL das diluições seri-

adas do output.  A placa com a bactéria infectada foi incubada a 37 oC, por 30 min, 

sob leve agitação. O volume de 5 μL das infecções foram semeados em placas de 

LB/Km50 e LB/amp100. Concomitantemente, 5 mL da cultura bacteriana foram infecta-

das com 500 μL do output e incubados a 37 oC por 30 min, o fago auxiliar M13K07 

(GE) foi adicionado numa proporção 1:1.000, seguido de incubação a 37 oC, por 1 h. 

Cabe ressaltar que o fago auxiliar é utilizado nesta etapa para fornecer os genes de 

replicação, montagem do capsídeo e liberação para os fagos que foram selecionados, 

que possuem o fragmento scFv de interesse, para que haja então, a sua expressão 

fusionados a proteína pIII.  

A cultura foi transferida pra 30 mL de meio fresco 2YT/amp100/Km50, próximo 

ciclo de seleção. Os ciclos de seleção para enriquecimento foram realizados quatro 
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vezes. A Figura 7 exemplifica os passos realizados na seleção do fragmento Fab-LT 

por técnica de phage display.  

 

Figura 7 - Ciclo de seleção do fragmento de anticorpo Fab contra a toxina LT-I, por 
técnica de phage display.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fonte: HENRIQUE, 2022.  
Num processo denominado Biopaning, 4 ciclos de enriquecimento foram realizados, seguindo-se as 
etapas de: 1. Seleção negativa contra outra toxina de estrutura AB5 (Stx2), ao qual a biblioteca sintética 
humana de fagos foi previamente exposta a este antígeno; 2. Exposição da biblioteca (pré incubada na 
seleção negativa) a toxina LT-I purificada; 3. Seleção dos fagos positivos apenas para a toxina LT-I; 4. 
Eluição dos fagos selecionados; 5. Amplificação dos fagos selecionados em células competentes de E. 
coli OmniMAX™ (resistentes ao fago T1) e adição do fago helper, para fornecer os genes de replicação, 
montagem do capsídeo e liberação dos fagos que possuem o fragmento de interesse, para que ocorra 
a expressão do fragmento contra a toxina LT-I na superfície da proteína estrutura pIII do fago. Quatro 
ciclos para enriquecimento foram realizados, iniciando-se cada ciclo a partir do input do ciclo anterior.  

 

4.3.2.1 Ensaio de ELISA para fagos 

 

Os inputs e outputs dos ciclos de enriquecimento da seleção foram analisados 

por técnica de ELISA. Poços da microplaca MaxisorpTM (Nunc, Rochester, NY, EUA) 

foram sensibilizados com 2,5 µg/mL das toxinas LT-I ou Stx2, bem como poços sen-

sibilizados apenas com PBS 0,2% (PBS 0,01 M com 0,2% BSA) e mantidos a 37 ºC 

por 2 h. Posteriormente, a microplaca foi lavada por 4 vezes consecutivas com PBST 

e bloqueadas com PBS 0,2% por 30 min. Em seguida, os poços da microplaca foram 

lavados e adicionada a diluição de 1:100 dos inputs e outputs de cada ciclo de enri-

quecimento da seleção dos fagos, incubados a temperatura ambiente por 1 h.  

Após lavagem com PBT, o HRP-anti-M13 conjugado à peroxidase (Sigma) na 

proporção 1:5.000 em tampão PBS 0,2% foram adicionados e incubados em 
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temperatura ambiente, por 30 min, sob leve agitação.  Por fim, a reação foi revelada 

com 100 μL/poço de tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma) por 15 min, sob agitação, 

sendo interrompida com 50 μL/poço de H3PO4 1 M. A leitura das absorbâncias foi 

realizada em leitor de microplacas no comprimento de onda de 450 nm. 
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5. RESULTADOS  
 

 

No que concerne a definição dos modelos in vitro (Caco-2) e in vivo (zebrafish), 

esses resultados foram analisados e apresentados no manuscrito “Heat-Labile Toxin 

from Enterotoxigenic Escherichia coli Causes Systemic Impairment in Zebrafish Mo-

del” publicado na revista Toxins e estão contidos no ANEXO I. Assim, seguem os 

resultados referentes a obtenção dos fragmentos de anticorpos recombinantes.  

 

5.1. Fragmento scFv-LT 

 

5.1.1. Vetor de expressão pscFv 

 

O vetor de expressão foi preparado com as enzimas de restrição NSiI e EagI. 

A clivagem com as enzimas pode ser observado pela amplificação do produto da re-

ação de PCR de 10.000 pb referente ao vetor de expressão pscFvHis-MBP (Figura 

8). Esse produto foi posteriormente purificado (Figura 9), apresentando uma concen-

tração de 150 ng/mL. 

 

Figura 8 - Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50.000) da 
extração DNA plasmidial e reação de restrição para liberação do vetor pscFvHis-MBP. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus. 2. DNA plasmidial extraído 3. Vetor pscFv com 10,000 pb e o 
inserto Stx2 com 850 pb.  
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Figura 9 - Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50.000) da 
extração de DNA plasmidial e purificação do vetor pScFvHis-MBP. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Vetor de expressão digerido e purificado.  
 

 

5.1.2. Junção dos domínios variáveis do scFv-LT 

 

Para padronizar as condições da PCR para amplificação dos domínios VL e VH, 

avaliou-se as temperaturas de anelamento de 50, 55 e 60 ºC para ambos os domínios. 

Das temperaturas avaliadas, as amplificações foram observadas em todas as tempe-

raturas testadas para o domínio VH (400 pb), mas, para o domínio VL (350 pb) a melhor 

temperatura em que ocorreu anelamento foi de 55 ºC (Figura 10). Dessa forma, essa 

temperatura foi utilizada em todos os ensaios subsequentes. 

Após obtenção dos produtos amplificados referentes aos domínios VH e VL, re-

alizou-se a purificação dos mesmos (Figura 11). 
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Figura 10 - Perfil eletroforético das amplificações dos domínios VL e VH submetidos a 
diferentes temperaturas de anelamento, visualizados em gel de agarose 1% corado 
com GelRed® (1:50000) padronização de VH e VL.  
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Amplificação por PCR de VH, submetido a temperatura de 
anelamento de 50°C; 3. Amplificação por PCR de VH, submetido a temperatura de anelamento de 55°C; 
4. Amplificação por PCR de VH, submetido a temperatura de anelamento de 60°C; 5. Amplificação por 
PCR de VL, submetido a temperatura de anelamento de 50°C; 6. Amplificação por PCR de VL, subme-
tido a temperatura de anelamento de 55°C; 7) Amplificação por PCR de VL, submetido a temperatura 
de anelamento de 60°C.  
 
 

Figura 11 - Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50000) da 
purificação dos domínios VH e VL do scFv-LT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus;2. PCR domínio VH 3. Purificação domínio VH 4. PCR domínio 
VL 5. Purificação domínio VL.  
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Por seguinte, o sequenciamento do tipo Sanger foi realizado para ambas as 

amplificações em aproximadamente 400 pb para o domínio VH e 350 pb para o domí-

nio VL.  Essa análise nos permitiu aferir que, para o domínio VL forward houve uma 

cobertura de 91% e identidade de 90.4% e para o domínio VL reverse, uma cobertura 

de 84% e identidade de 99.3 %. Para o domínio VH forward a cobertura foi de 95% e 

identidade de 100%; e para o domínio VH reverse a cobertura foi de 88% e identidade 

de 99.3%. Desta forma, conclui-se que as amplificações correspondem aos domínios 

VL e VH do scFv-LT. 

Para amplificação conjunta dos dois domínios, utilizou-se o iniciador oligonu-

cleotídeo de VL (forward) e oligonucleotídeo de VH (reverse). Ao analisar-se o perfil 

eletroforético com o do produto de amplificação para a junção dos domínios, espe-

rava-se amplificação entre 600 e 750 pb, no entanto, observou-se um tamanho muito 

abaixo com o de fragmento amplificado, bem como amplificações inespecíficas (Fi-

gura 12). 

 

Figura 12 -  Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50000) para 
a padronização da junção dos domínios VH e VL.  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. produto de PCR do domínio VH submetido a uma tempera-
tura de anelamento de 55 °C; 3. Produto de PCR do domínio VL, submetido a uma temperatura de 
anelamento de 55 °C; 4. Produto de PCR da junção do domínio VH e VL, submetido a uma temperatura 
de anelamento de 55 °C.  

 

A fim de minimizar a formação de estruturas secundárias, avaliou-se a utiliza-

ção de dimetilsulfóxido  (DMSO) nas concentrações de 0,75 e 1,5% nas reações de 

350 pb 

1 2 3 4 
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PCR, no entanto, os resultados se mantiveram (Figura 13). 

 

Figura 13 - Perfil eletroforético da amplificação dos domínios VH, VL, junção dos do-
mínios sem e com adição de 0,75 e 1,5% de DMSO, visualizados em gel de agarose 
1% corado com GelRed® (1:50000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Amplificação por PCR de VH; 3. Amplificação por PCR de 
VL; 4. Amplificação por PCR da junção dos domínios VL e VH; 5. Amplificação por PCR da junção de VL 
e VH com adição de 0,75% DMSO; 6. Amplificação por PCR da junção de VL e VH com adição de 1,5% 
DMSO.  

 

Visando diminuir as inespecificidades, trocou-se a enzima polimerase, dessa 

forma, utilizou-se a Q5® TAQ High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs) tanto na rea-

ção de PCR individual dos domínios quanto na junção dos mesmos, utilizando-se as 

condições padronizadas anteriormente. Os resultados obtidos demonstram amplifica-

ções entre 350 e 400 pb dos domínios separados, assim como amplificações de 650 

pb, o que sugere a junção dos domínios VL e VH (Figura 14). 
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Figura 14 - Perfil eletroforético da amplificação dos domínios VH e VL, bem como a 
junção dos domínios utilizando a Q5® TAQ High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs), 
visualizados em gel de agarose 1% corado com GelRed® (1:50000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 2, 3, 4, 5 e 6. Amplificação por PCR do domínio 
VH; 7. Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 8, 9, 10, 11. Amplificação por PCR do domínio 
VL; 12. Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 13 e 14. Amplificação por PCR da junção de 
VL e VH.  
 
 

A amplificação de 650 pb foi purificada (Figura 15) e submetida ao sequenci-

amento do tipo Sanger, as sequencias analisadas e as sequências de aminoácidos 

dos fragmentos foram comparados com as sequências nucleotídicas idealizadas para 

o scFv-LT. 

 

Figura 15 - Perfil eletroforético da amplificação dos domínios VH e VL, bem como a 
junção dos domínios utilizando a Q5® TAQ High-Fidelity DNA Polymerase, submeti-
dos a purificação.  Visualização em gel de agarose 1% corado com GelRed® 
(1:50000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HENRIQUE, 2022. 
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Amplificação por PCR do domínio VH, após purificação; 3. 
Amplificação por PCR do domínio VL, após purificação; 4. Amplificação por PCR da junção dos domí-
nios em scFv, após purificação.  
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Essa análise nos permitiu aferir que, para o domínio VL forward houve 91% de 

cobertura e 90.4% de identidade e, 84 % de cobertura e 99.3 % de identidade para o 

domínio VL reverse. Para o domínio VH forward a cobertura foi de 95% e 100% de 

identidade; e para o domínio VH reverse a cobertura foi de 88% e a identidade de 

99.3%. Tais resultados confirmam que os amplificados correspondem a formação do 

scFv-LT. 

 

5.1.3 Clonagem, indução e purificação do scFv-LT 

 

O fragmento da junção dos domínios foram inseridos cepas competentes de E. 

coli BL21plyS e DH5α, e das seis colônias obtidas, somente uma (C4) foi confirmada 

parcialmente por sequenciamento Sanger. Os genes dessa colônia positiva foram ex-

pressos pela indução de 0,01 M de IPTG seguido de purificação de afinidade ao ní-

quel, ao qual a purificação do scFv anti-LT de tamanho de 27 kDa foi confirmada por 

imunodetecção (Figura 16).  

 

Figura 16 - Frações proteicas da purificação do fragmento scFv-LT. A) Imunodetec-
ção utilizando anticorpo HRP/anti-FLAG. Membrana de nitrocelulose contendo as fra-
ções proteicas da purificação do fragmento scFv-LT em coluna de afinidade ao níquel 
e incubadas com o anticorpo HRP/anti-FLAG conjugado à peroxidase (1:5000).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HENRIQUE, 2022. 
Amostras: 1. Marcador de peso molecular Kaleidoscope™; 2. Fração da amostra que não ligou na 
coluna (volume morto/flow); 3. Fração coletada após lavagem da coluna do scFv-LT; 4. scFv-LT purifi-
cado; B) Nova purificação destas frações. 1. Marcador de peso molecular Kaleidoscope™; 2. Fração 
da amostra que não ligou na coluna (volume morto/flow); 3. Fração coletada após lavagem da coluna 
do scFv-LT; 4. scFv-LT purificado.  
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Componentes de mobilidade eletroforética relativa de 27 kDa foram observados 

no volume morto (flow), o que nos levou a uma nova purificação desta fração (Figura 

15 B), dessa forma ao final das duas eluições 2 mg/L de proteína foram obtidas.  

 
 

5.1.4 Reatividade do scFv-LT  

 

O fragmento de anticorpo scFv-LT purificado reconheceu por técnica de ELISA 

indireto seu antígeno alvo, a toxina LT e uma baixíssima reatividade foi observada 

com o controle negativo (Figura 17). O resultado das densidades óticas (D.O.) da 

reatividade com a toxina foram significativamente diferentes da D.O. do controle utili-

zado (p < 0.0001) pelo teste t de Student. 

Figura 17 - Ensaio de ELISA indireto da reatividade do scFv-LT frente a toxina LT-I 
purificada (2 μg/mL) e BSA (controle negativo). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: HENRIQUE, 2022. 
O tampão PBS com 0,5% de BSA foi utilizado como solução de bloqueio e o anticorpo HRP/anti-FLAG 
conjugado à peroxidase (diluído 1:5.000) utilizado como anticorpo secundário. Como solução revela-
dora foi utilizado TMB e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de ELISA.  
 

Este fragmento foi testado também por técnica de ELISA indireto frente a cepas 

bacterianas produtoras e não produtoras da toxina LT-I. Embora um pequeno número 

de cepas tenham sido testadas, os resultados são consistentes e observa-se uma 

diferença estatisticamente significativa entre as densidades óticas dos diferentes gru-

pos analisados (p = 0.0368). Além disso, as variâncias entre os dois grupos também 

são significantemente diferentes (p = 0.0011) (Figura 18). Convém salientar que, 

quando esses dados foram submetidos a análise de sensibilidade e especificidade 
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utilizando-se a curva ROC com a D.O. de corte de 0.085 temos uma sensibilidade de 

100% (variação de 66,37 a 100%) e uma especificidade também de 100% (variação 

de 47,82 a 100%). 

 

Figura 18 - Ensaio pela técnica de ELISA indireto da análise preliminar da reatividade 
do scFv-LT frente ao sobrenadante de cepas produtoras e não produtoras de toxina 
LT-I.  

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fonte: HENRIQUE, 2022. 
O tampão PBS com 1% de BSA foi utilizado como solução de bloqueio; 30 μg/mL do scFv-LT foi utili-
zado seguido do anticorpo HRP/anti-FLAG conjugado à peroxidase (diluído 1:5.000). Como solução 
reveladora foi utilizado TMB e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de ELISA.  

 
 
5.2  Seleção do fragmento Fab-LT 

 

5.2.1 Fago auxiliar (M13KO7) 

 

As células E. coli OmniMAX™ 2 T1R foram cultivadas, infectadas por 12 dilui-

ções do fago auxiliar e plaqueadas ágar semi-sólido. Como mostrado na Figura 19, o 

controle da OmniMAX™ 2 T1R estava dentro do esperado, apenas com crescimento 

no antibiótico tetraciclina. Por outro lado, a titulação dos fagos não foi conforme o 

esperado (1 x 1010 fagos/mL), houve apenas uma colônia na diluição de 10-10, o que 

resultou numa concentração de 2 x 1012 fagos/mL, menor do o esperado (1 x 1013 

fagos/mL). No entanto, essa concentração foi suficiente para utilizar na etapa de se-

leção. 
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Figura 19 - Titulação do fago auxiliar. (A) Controle da OMNIMAX nos antibióticos 
amp100, Km50 e tet5. (B) Titulação do fago auxiliar amplificado. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HENRIQUE, 2022. 
A esquerda, placa de amp100 mostrando ausência de crescimento  (como esperado); Placa a direita, 
tet5 mostrando crescimento em todas as diluições (como esperado); abaixo, a placa de km50; o círculo 
em vermelho aponta a última concentração que foi observada colônia.  

 

5.2.2 Seleção e ciclos de enriquecimento 

 

A seleção do fago contra o antígeno imobilizado utilizando a biblioteca sintética 

F foi realizada através de ciclos por técnica de ELISA. Uma diluição seriada em log10 

dos inputs e outputs de cada um dos quatro ciclos de seleção foram cultivados em 

placas de LB ágar contendo os antibióticos tet5, Km50 e amp100, conforme a Figura 20,  

para controle, bem como observar o possível enriquecimento de cada ciclo de sele-

ção. 
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Figura 20 - Figura representativa  da diluição seriada do input (1) e output (2) do 
primeiro ciclo de seleção, plaqueados em LBágar com os antibióticos (A) tet5; (B) 
amp100 e (C) km50. 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

                Fonte: HENRIQUE, 2022. 
                Esta etapa foi realizada nos quatro ciclos, para controle e análise de  
                enriquecimento das seleções. Fonte: HENRIQUE, 2022.  

 
Durante as análises dos inputs e outputs por técnica de ELISA, foi observado 

que a partir do segundo ciclo de seleção não havia mais enriquecimento (Figura 21), 

bem como não se observou crescimento de colônias na placa de Km50.  

 
Figura 21 - Ensaio pela técnica de ELISA para avaliar o enriquecimento dos  quatro 
ciclos de seleção realizados, analisando-se os inputs e outputs de cada round (Rd)/ci-
clo de seleção. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
  Fonte: HENRIQUE, 2022. 
  As placas foram sensibilizadas com 2,5 µg/mL de cada antígeno (LT e/ Stx2); uma diluição de 1:100     
  dos inputs e outputs de cada round foi utilizado; e o anticorpo anti-M13 HRP conjugado à peroxidase   
  (diluído 1:5000) foi utilizado como anticorpo secundário. Como solução cromógena foi utilizado TMB  
  (BD) e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de ELISA. 
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Diante de tais resultados, a técnica de ELISA foi realizada a fim de avaliar a 

funcionalidade das alíquotas da biblioteca utilizadas para seleção, bem como verificar 

a presença de partículas virais e fragmentos Fab na seleção contra a toxina LT-I.  Para 

tal, os conjugados a peroxidase anticorpo anti-M13 HRP (detecção da partícula viral) 

e anticorpo HRP/anti-FLAG (detecção do fragmento Fab) foram utilizados.  Nestas 

análises, os ciclos de seleção apresentaram reatividade apenas com o conjugado 

M13, o que demonstra a presença de partícula viral, principalmente nos inputs dos 

ciclos de seleção contra LT-I, porém, não apresentaram expressão de Fab na super-

fície (não reativos ao anticorpo HRP/anti-FLAG) (dados não mostrados); e a biblioteca 

F amplificada no Brasil não apresentou reatividade nesta técnica de ELISA (dados não 

mostrados).   
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Dentre os patotipos de DEC, a ETEC é um dos principais agentes etiológicos 

bacterianos causadores de diarreia, acometendo principalmente crianças menores de 

cinco anos de idade e viajantes (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; DUAN et al., 

2019). Os aspectos que merecem atenção com relação a esta doença, são o diagnós-

tico precoce, para o correto tratamento do paciente e controle do surto; e a abordagem 

terapêutica para a neutralização da toxicidade dos fatores de virulência produzidos 

por este patógeno. Neste sentido, há a necessidade da geração de anticorpos cada 

vez mais específicos e de alta afinidade para aplicações, tanto no diagnóstico quanto 

na terapia de diversas patologias, incluindo-se de ETEC (GENST et al., 2014; SIDHU; 

FELLOUSE, 2012; HOLLINGER; HUDSON, 2005).  

Um exemplo que evidencia a importância dos anticorpos, é a atual corrida mun-

dial por ferramentas terapêuticas e profiláticas contra o vírus SARS-CoV-2, o qual di-

versos tipos de anticorpos monoclonais, policlonais e recombinantes foram e estão 

em desenvolvimento pelas indústrias farmacêuticas e centros de pesquisas (CASE et 

al., 2020; PINTO et al., 2020; ROGERS et al., 2020; SHI et al., 2020; TIAN, et al., 

2020; WANG et al., 2020; WU, et al., 2020.) 

Deste modo, é notória a importância de gerar-se anticorpos cada vez mais es-

pecíficos e de alta afinidade para o desenvolvimento de ferramentas terapêuticas e 

diagnósticas de patologias de grande impacto na saúde mundial, como é o caso do 

patotipo ETEC.  

Neste contexto, e inserido na expertise e resultados anteriores do nosso grupo 

de pesquisa frente a obtenção de anticorpos recombinantes (MENEZES et al., 2011; 

LUZ et al., 2018, 2015; OZAKI et al., 2015) foi planejado um fragmento de anticorpo 

scFv contra toxina LT-I de ETEC para futura utilização em imunodiagnóstico. Esse tipo 

de fragmento possui vantagens interessantes para a sua utilização na detecção de 

antígenos alvo, principalmente por terem a possibilidade de serem expressos em sis-

temas bacterianos, diminuindo o custo final do produto (AHMAD et al., 2012). Neste 

âmbito, a sequência genética utilizada para a construção deste scFv-LT foi obtida em 

trabalhos anteriores (OZAKI et al., 2015), a partir anticorpos monoclonais (MENEZES 

et al., 2006, 2003) caracterizados por Rocha et al. (2013). 
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A orientação idealizada para o gene foi VL-ligante peptídico-VH, utilizando inici-

adores específicos, essa estratégia foi utilizada nos estudos de Luz et al. (2015; 2018) 

pois essa modificação possibilita que o CDR3 do domínio pesado fique livre para a 

ligação ao antígeno, já que este CDR parece ser a região mais importante para o 

reconhecimento do antígeno (ALMAGRO, 2004). Um ligante peptídico flexível 

(GTTAASGSSGGSSSGA) foi inserido para conectar os domínios VL e VH, permitindo 

a distância correta entre os domínios C-terminal e N-terminal, preservando a flexibili-

dade da molécula para uma melhor ligação ao antígeno e evitando sua dissociação 

(OZAKI et al., 2015; KIM et al., 2007). Os ligantes ricos em glicina e serina são mais 

flexíveis e usualmente mais utilizados para o desenho de scFv por possibilitar giros a 

ligação ao antígeno (KIM et al., 2007). 

O inserto foi clonado em um vetor de expressão específico para a obtenção de 

fragmentos do tipo scFv, denominado pscFvHIS-MBP (MURASE et al., 2003), que foi 

cedido pelos nossos colaboradores da Universidade de Toronto que o utilizam na ob-

tenção de anticorpos recombinantes. Este vetor possui uma cauda de histidina 

(6XHis), para a purificação por cromatografia de afinidade ao níquel e uma pequena 

cauda FLAG® (Sigma), composta por 8 aminoácidos hidrofílicos, que não interfere 

com a conformação e atividade da proteína fusionada; e propicia de 20 a 200 vezes 

mais sensibilidade à molécula para ensaios de diagnóstico (MURASE et al., 2003).  

A junção dos domínios VH e VL foi inserida neste vetor após inúmeras tentativas, 

onde foram obtidas seis colônias e somente uma (C4) foi confirmada parcialmente por 

sequenciamento Sanger, resultado da baixa qualidade do sequenciamento (dados 

não mostrados). Mesmo assim, decidiu-se induzir a expressão num volume de 1 L, 

pois a expressão do scFv poderia ser confirmado posteriormente por ensaios de imu-

nodetecção, conforme foi evidenciado posteriormente. A linhagem de E. coli BL21 foi 

utilizada como hospedeira, por suas características extremamente bem conhecidas e 

por ser mais comumente utilizada na produção de proteínas heterólogas pela indústria 

farmacêutica (PETSCH; ANPACH, 2000).  

Assim, o scFv-LT obtido foi expresso e purificado apresentando um rendimento 

de 2 mg/L de proteína.  Em uma primeira análise o scFv-LT mostrou-se reativo ao 

antígeno alvo. O scFv-LT reconheceu a toxina purificada, e o sobrenadante de cepas 

bacterianas produtoras da toxina LT-I. Além disso, não demonstrou reatividade cru-

zada frente ao sobrenadante de duas cepas produtoras de Stx1 e Stx2  (utilizadas 

como controle negativo), toxinas que também possuem uma estrutura do tipo AB5.  
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Cabe aqui ressaltar que as condições da técnica de  ELISA deverão ser aprimoradas, 

com a avaliação de outras concentrações e/ou outros tipos de bloqueio, a fim de me-

lhor padronizar o ensaio.  Além disso, este fragmento deverá ser caracterizado futu-

ramente, a fim de possibilitar a sua utilização em testes rápidos, como por exemplo 

de aglutinação em látex e teste imunocromatográfico/lateral flow para o diagnóstico 

de ETEC, pois buscamos futuramente eliminar a utilização de pAbs em nossos en-

saios imunológicos. Embora os pAbs confiram grande sensibilidade a testes diagnós-

ticos, por exemplo, sua produção é limitada, dependente da utilização de animais imu-

nizados. 

Além do fragmento scFv, também foi iniciada a seleção do fragmento Fab de 

anticorpos humanos contra a toxina LT-I por técnica de phage display a partir de uma 

biblioteca de Fab humana sintética. Atualmente, diversos anticorpos já foram gerados 

contra diferentes patógenos bacterianos utilizando a tecnologia de phage display, 

como por exemplo para Streptococcus pneumoniae (KIM et al., 2018); Streptococcus 

mutans e sobrinus (ALAM et al., 2018); Leptospira (MOHD ALI et al., 2021); Escheri-

chia coli produtora da toxina de Shiga (LUZ et al., 2015); Mycobacterium tuberculosis 

(YAN et al., 2020; KAWASAKI et al., 2019; HAMIDON et al., 2018) dentre outros.  

Para a obtenção deles via seleção phage display, se faz necessária a utilização 

de bibliotecas de anticorpos. Deste modo, a biblioteca sintética estabelecida nesse 

trabalho, denominada de F foi construída utilizando como molde um Fab anti-MBP (do 

inglês “maltose-binding-proteins”), com a sequência de um arcabouço humano otimi-

zado e diversificando os três CDR-H e o CDR-L3; e contém 3x1010 clones únicos de 

fagos (PERSSON et al., 2013). Esta biblioteca foi cedida por meio de um acordo de 

transferência de material (MTA) entre o Instituto Butantan e o Laboratório do Dr. 

Sachdev Sidhu da Universidade de Toronto (Canadá). Ela chegou ao Brasil via impor-

tação em gelo seco e no segundo semestre de 2021, foram iniciados os processos 

para a sua implementação pela primeira vez no Laboratório de Bacteriologia pela Dra. 

Daniela Luz. 

Como primeira etapa para seleção foi realizada a titulação do fago auxiliar 

(M13KO7). Este fago possui o restante do genoma viral responsável pela montagem 

das partículas virais pós replicação do material genético intracelularmente (ROTH et 

al., 2021; FRENZEL et al., 2014). Ele possibilita a propagação da biblioteca F, visto 

que ela foi gerada em fagemídeos (vetores que possuem a proteína pIII do fago M13 

logo após o sítio múltiplo de clonagem), o que possibilita a execução da expressão de 
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anticorpos fusionadas a proteína pIII (ROTH et al., 2021; FRENZEL et al., 2014 AH-

MAD et al, 2012; KNAPPIK et al., 2000). 

Os fagos M13 foram obtidos numa concentração menor do que a necessária 

para cobrir todos os clones da biblioteca; por isso foi necessário amplificar e gerar 

fagos auxiliares em maior número. Embora a concentração obtida foi menor do que o 

esperado (1 x 1012 fagos/mL) foi possível seguir com as etapas da seleção. Cabe 

ressaltar que além do fago auxiliar, outra etapa importante é a utilização de uma li-

nhagem celular bacteriana resistente a fago T1, como a E. coli OMNIMAX quimiocom-

petentes, utilizadas durante todo o processo de seleção, que carregam o genótipo 

tonA, que confere resistência à infecção por fagos T1 e T5 (TONIKIAN et al., 2007).  

A seleção contra a toxina LT-I foi realizada com quatro ciclos para enriqueci-

mento, no entanto, por técnica de ELISA não foi observado esse enriquecimento.  

Frente a tais resultados questionamos se nos ciclos haveria a presença de partículas 

virais e fragmentos Fab e os resultados observados pela técnica ELISA mostraram 

que os ciclos de seleção apresentaram reatividade apenas com o conjugado M13, o 

que demonstra a presença de partícula viral principalmente nos inputs dos ciclos de 

seleção contra LT-I, porém, não evidenciando a expressão de Fab na superfície (da-

dos não mostrados). A ausência de clones na seleção contra LT-I também levantou 

um questionamento sobre a viabilidade da biblioteca F amplificada. Sua funcionali-

dade foi analisada por técnica de ELISA a fim de detectar a presença de partícula viral 

(utilizando-se o conjugado anti-M13 HRP) bem como saber se estavam realizando o 

display correto do anticorpo (com a utilização do anti-FLAG HRP); como controle po-

sitivo, foram utilizadas as alíquotas das bibliotecas vindas do Canadá.  

Os resultados nos mostraram que a biblioteca F amplificada continha partículas 

virais, no entanto, não evidenciou a presença de Fab funcional na superfície, diferen-

temente do observado com as alíquotas vindas do Canadá, utilizadas como o contro-

les positivos, que demonstram-se reativas para os dois conjugados (dados não mos-

trados). 

Tais resultados justifica o não enriquecimento observado na seleção contra LT-

I, evidenciando que a biblioteca sintética amplificada no Brasil utilizada não estava 

funcional, impossibilitando a obtenção de clones. De toda forma, mesmo com o tempo 

exíguo conseguimos estabelecer o funcionamento da biblioteca F no laboratório de 

Bacteriologia do Instituto Butantan.   
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Além da geração de anticorpos, nosso trabalho teve também como objetivo va-

lidar a via LT-I em células Caco-2 e analisar a viabilidade do uso do modelo zebrafish 

para estudos com a toxina LT-I, avaliando-se inicialmente sua sensibilidade frente a 

toxina LT-I por via transdérmica e, posteriormente a migração sistêmica. Para que 

futuramente conseguíssemos utilizar tais modelos em nossos estudos com a toxina 

LT-I, principalmente analisar o potencial neutralizante dos anticorpos anti-LT gerados 

no presente trabalho.  

As células Caco-2 são uma linhagem celular bem estabelecida e utilizada em 

diversos estudos, incluindo-se com a toxina LT-I. Isto porque essas células expressam 

a maioria dos transportadores, enzimas metabolizadoras de drogas e receptores epi-

teliais normais, incluindo o gangliosídeo GM1 (LEA, 2015; JAHN; BIAZIK, BRAET, 

2011), principal receptor da toxina LT-I. Os estudos realizados por Jahn e colabora-

dores (2011) evidenciaram que a maior expressão desses receptores em células 

Caco-2 é dependente do aumento do número de passagens de cultura celular. 

Assim, no presente trabalho visualizou-se  a internalização da toxina LT-FITC 

por microscopia confocal na 62ª passagem das células. As análises referentes a estes 

ensaios são descritas no ANEXO I. Em suma, a análise ortogonal corroborou a pre-

sença da toxina LT-FITC associada à membrana e núcleo celular. Portanto, fica claro 

a partir desses estudos que a translocação da toxina da superfície apical para a ba-

solateral da célula epitelial requer endocitose e processamento em um ou mais com-

partimentos intracelulares, como já descrito em outros trabalhos (GUIDRY et al., 1997; 

CIEPLAK et al. 1995; LENCER  et al., 1995).  Nossos resultados corroboraram a via-

bilidade no uso das células Caco-2 para estudos posteriores, como por exemplo, na 

análise de neutralização da toxina LT-I por anticorpos.  

Ressalta-se que um outro estudo recente, de Hoffmannid e colaboradores 

(2021) reafirma a viabilidade na utilização de células Caco-2 para estudos com a LT.  

O estudo propôs um modelo de co-cultura entre as células Caco-2 e células HT29-

MTX do tipo caliciforme como modelo funcional do epitélio intestinal humano para es-

tudar os mecanismos da doença induzida pelas toxinas CT e LT, no entanto LT mos-

trou apenas um aumento na corrente de curto-circuito nas células Caco-2, indicando 

um aumento da secreção apical de cloreto.  

Com relação aos modelos animais, conforme já mencionado, diferentes mode-

los foram usados para examinar a colonização e patogênese (EVANS  et al., 1975; 

DEAN  et al., 1972; DE; BHATTACHARYA; SARKAR, 1956) da doença ou 
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imunogenicidade e eficácia de vacinas candidatas ETEC (BOLICK et al., 2018; LUIZ 

et al., 2015; ALLEN et al., 2006; BYRD, CASSELS, 2003; BYRD, MOG, CASSELS, 

2003). No entanto, esses modelos não mimetizam adequadamente todo o espectro 

da doença observada na infecção humana por ETEC e são ainda mais limitados, pois 

são difíceis de reproduzir ou requerem cirurgia como desfecho.  

Para contornar esse viés, apresentamos o modelo zebrafish que, possui inú-

meras características vantajosas e que pode ser uma importante ferramenta de tria-

gem para biomoléculas terapêuticas, medicamentos, candidatos a vacinas, entre ou-

tros. Com isso, aliado aos vários estudos de patologias em larvas e peixes adultos 

(NAG et al., 2018; RUNFT et al., 2013; VARAS et al, 2017; DEBNATH et al., 2013; 

SZABADY et al., 2009), bem como estudos específico de fatores de virulência produ-

zidos por bactérias diarreiogênicas, tendo como exemplo os estudos realizados por 

Saslowsky e colaboradores (2010) com toxina colérica (CT) produzida por Vibrio cho-

lera, que ocorria a intoxicação de embriões de zebrafish por absorção transdérmica 

de CT via teste de toxicidade aguda de embrião de peixe (FET), dessa forma no pre-

sente trabalho utilizou-se modelo zebrafish. 

De forma geral, os resultados e análises descritos no ANEXO I, mostram que, 

os embriões de zebrafish apresentaram sensibilidade a diferentes concentrações da 

toxina LT-I, quando submetidos à absorção transdérmica e, embora a letalidade tenha 

sido baixa foi observado fenótipos evidentes, principalmente edema na cavidade car-

díaca, vítelo, bem como curvatura da espinha e caudal, além de perda na pigmentação 

das larvas na maior concentração. Dada essa sensibilidade, antes de iniciarmos aná-

lises mais precisas com a toxina aplicada diretamente no intestino dos animais, para 

análises imuno-histoquímicas, decidimos analisar como seria a migração sistêmica da 

toxina LT-I/FITC. Visto que, LT-I também é descrita como potente adjuvante de mu-

cosa e sistêmico (HU et al., 2014; ALI et al., 2011; CONNELL, 2007; HAJISHENGAL-

LIS et al., 2005). 

Em nossos estudos em zebrafish foi observada a presença expressiva da to-

xina LT-I na cavidade cardíaca, vítelo e intestino, visualizada por microscopia de fluo-

rescência.  Esses resultados nos levam a sugerir que a toxina LT-I pode ter ação sobre 

o pericárdio dos animais, causando edema e disfunção cardíaca, e posteriormente 

com seu deslocamento, poderia atuar sobre os receptores no intestino dos animais, 

desencadeando distensão da região do vitelo, aumentando-a de volume e compri-

mindo a região intestinal. A presença de LT-I nestas regiões corrobora os fenótipos 
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observados devido à sua ação tóxica (tanto no FET quanto no teste de microinjeção) 

de edema cardíaco, vítelo e região intestinal.  Ressalta-se que a absorção transdér-

mica de LT-I pelo teste FET e a inoculação pela via sistêmica apresentaram fenótipos 

semelhantes durante o desenvolvimento dos embriões e larvas do zebrafish, suge-

rindo o mesmo tráfego da toxina, independente da sua via de inoculação. 

Os efeitos cardiotônicos observados em zebrafish trazem novos questionamen-

tos em relação a interação de LT-I com as células que integram o tecido muscular 

cardíaco, como as células do miocárdio, o que seria de extrema importância avaliar, 

principalmente em relação a segurança de novas formulações de LT como adjuvante, 

a fim de investigar se estas poderiam sofrer tropismo para a região cardíaca e gerar 

possíveis riscos cardiovasculares. Cabe salientar que no modelo zebrafish, exceto 

pela cardiotoxicidade após inoculação sistêmica do LT-I, os demais efeitos descritos 

em roedores foram observados em nossos estudos, apesar das vias empregadas, a 

toxicidade da LT-I é semelhante.   
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7. CONCLUSÃO  
 

 

O presente trabalho, propôs estabelecer estratégias para geração de dois dife-

rentes de anticorpos recombinantes, um fragmentos scFv e um Fab humano contra a 

LT-I de ETEC, por duas diferentes metodologias, o primeiro por técnica de PCR a 

partir da sequência genética de hibridomas previamente obtidos, e o segundo por se-

leção por Phage Display. Assim, foi obtido um promissor fragmento monovalente do 

tipo scFv-LT, produzido em bactérias, capaz de reconhecer tanto a toxina purificada 

quanto o sobrenadante de cepas bacterianas produtoras de LT-I. Bem como foi ob-

servada a viabilidade para futura seleção de fragmentos de anticorpos do tipo Fab 

humanos contra LT-I, a partir de uma biblioteca sintética por Phage Display implemen-

tada no Brasil. Assim, o scFv-LT obtido demonstra ser uma ferramenta promissora 

para utilização no diagnóstico de surtos causados por cepas de ETEC, assim como 

um futuro Fab-LT humano selecionado por phage display, poderá auxiliar no trata-

mento da intoxicação causada pela toxina LT-I. 

Além destes, podemos afirmar que, os modelos alternativos avaliados no pre-

sente trabalho, in vitro em células Caco-2 e in vivo em Zebrafish permitiram-nos validar 

e corroborar a viabilidade no uso das células Caco-2 para estudos posteriores com a 

LT-I; e demonstrar características até então não conhecidas da LT-I na sua relação 

com o hospedeiro em modelo Zebrafish. Deste modo, ambos podem servir como mo-

delos alternativos para futuros estudos com a LT-I de ETEC.  
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