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Resumo

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um importante
enteropatdgeno bacteriano responsavel por casos de diarreia aquosa aguda ou
persistente em criancas e adultos, mundialmente. At¢é o momento, foram
descritos inumeros fatores de viruléncia para esse patotipo, tanto de origem
plasmidial quanto cromossomal. Uma caracteristica amplamente discutida sobre
as cepas deste grupo é sua heterogenicidade genética. Contudo, o padrdo de
adesao agregativa (AA) em arranjo de “tijolos empilhados” e a formagéo de um
espesso biofilme observados in vitro sdo caracteristicas sempre presentes nessa
categoria. InUmeras adesinas, toxinas e proteinas associadas a viruléncia desta
classe foram descritas, além de mudltiplos fatores que contribuem para
inflamacéo induzida pela presenca de EAEC. O trabalho refere-se a uma revisao
bibliografica, com objetivo de apresentar dados acerca desta classe de
patbgenos emergentes e seus fatores de viruléncia descritos até o momento,
além de trazer informacGes a respeito da sua identificacdo, diagndstico e
patogénese. Os artigos selecionados para confeccdo deste trabalho foram
obtidos através do servico PubMed pertencente a National Library of Medicine
(NLM) e Science Direct, utilizando os termos EAEC, pathogenesis, virulence
factors, durante o periodo compreendido entre 1985 e 2021.

Palavras-chave: Revisao bibliografica; EAEC; Escherichia coli enteroagregativa,

patogenicidade bacteriana.



Abstract

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an important bacterial
enteropathogen responsible for cases of acute or persistent watery diarrhea in
children and adults worldwide. Several virulence factors have been described for
this pathotype, both of plasmidial and chromosomal origin. Like broadly
discussed in the literature this pathogen displays genetic heterogeneity amongst
these isolated strains. However, the aggregative adhesion (AA) pattern in a
"stacked-brick" arrangement and the formation of a thick biofilm observed in vitro
are features always present in this pathovar. Distinct adhesins, toxins, and
virulence-associated proteins have been already described, and multiple factors
contribute to inflammation induced by the presence of EAEC. This bibliography
review brings as the main objective to discuss currently published data about this
class of emerging pathogens and their virulence factors described; as well as
basic information about their identification, diagnosis, and pathogenesis. The
articles selected for this study were obtained through the PubMed service
belonging to the National Library of Medicine (NLM) and Science Direct, using
the terms EAEC, pathogenesis, virulence factors, during the period from 1985 to
2021.

Keywords: Bibliography review; EAEC; Enteroaggregative Escherichia coli,

bacterial pathogenesis.
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1. Introducéo

1.1. Escherichiacoli

O género Escherichia contempla bacilos gram-negativos, anaerobicos
facultativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A maioria das cepas de
Escherichia coli vivem de forma comensal e inofensiva no intestino de
hospedeiros mamiferos, e raramente provocam manifestacdo de doenca em
individuos saudaveis. Porém, algumas cepas adaptadas adquiriram atributos de
viruléncia, que conferiram a capacidade de colonizar novos nichos e causar um
largo espectro de doencas como infecgbes intestinais (doencas
diarreicas/entéricas), infeccbes do trato urinério, além de sepses e meningites
(Kaper et al., 2004; Gomes et al., 2016).

E.coli é capaz de colonizar o trato gastrointestinal humano horas apés o
nascimento, integrando a microbiota devido a suas habilidades de adaptacdo ao
ambiente e suas mudancas, sendo reconhecida portanto, pela sua versatilidade
(Kaper et al., 2004; Leibach et al., 2013). A relacao entre E.coli e o hospedeiro é
definida como mutualismo, em que as cepas recebem nutrientes a partir do muco
intestinal, bem como protecédo frente a condicdes de estresse, transporte e
disseminacdo. Em contrapartida, promovem beneficios através da prevencéao do
estabelecimento de nichos de colonizagéo por patégenos, através da producao
de bacteriocinas e outros mecanismos (Tenaillon et al., 2010).

As cepas patogénicas sao divididas entre aquelas capazes de causar
infeccdes intestinais - Intestinal pathogenic E. coli (IPEC) - e extra intestinais -
Extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) -, além disso sao classificadas em
subcategorias de acordo com suas caracteristicas patogénicas como
manifestacbes clinicas da doenca, fatores de viruléncia e o background
filogenético (Leibach et al., 2013).
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1.2. Escherichia coli diarreiogénicas

Doencas diarreicas sdo uma preocupacdo em relacdo a saude publica em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, acometendo milhares de
individuos de todas as idades por ano. Vale destacar que a diarreia esta
associada como uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
recém-nascidos e criangas com idade inferior a 5 anos e a mortalidade idosos
acima de 70 anos (Troeger et al., 2018). Cepas de E. coli que sdo capazes de
causar diarreia sdo classificadas como um dos mais importantes agentes
etioldgicos da doenca, e recebem o nome de E. coli diarreiogénicas (Gomes et
al., 2016).

Figura 1: Patogénese das cepas de E.coli diarreiogénicas.

Microcolony

S ~ Systemic absorbtion

EPEC EHEC ETEC
d @ ‘
Biofilm formation
m T Lm_ 0
Lysis m/ Migratior
acuol Cytoplasmic Into
vat‘:'u_ <l - movement adjacent
~g:3_.' cell
Cytotoxing and enterotoxins o=
(including ShET1, Pic, EAST1,Pet) WU'“F"MDH
EAEC EIEC DAEG

Fig.1l: Esquema da patogénese das E.coli diarreiogénicas. a) EPEC adere
aos enterqcitos e forma um pedestal. b) Cepas de EHEC induzem lesdes do tipo
A/E e produzem toxinas absorvidas de forma sistémica. c) Bactérias

classificadas como ETEC liberam enterotoxinas termolabeis (LT) e/ou
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termoestaveis (ST). d) Cepas de EAEC aderem ao epitélio do intestino formando
um biofilme espesso. e) EIEC invade as células do epitélio intestinal através da
formacédo de um fagossomo, se multiplica e migra para células adjacentes. f) A
patogénese de cepas de DAEC é a transducdo de sinal capaz de induzir os
enterdcitos a manifestarem projecdes celulares que englobam a bactéria (Kaper
et al., 2004).

Os diferentes patotipos sao classificados em categorias de acordo com o
sitio de colonizacéo, mecanismos de viruléncia e sintomas clinicos associados a
infeccdo, além de serem distinguidas pelo antigeno O (lipopolissacarideo) e H
(flagelar). Dentre essas categorias, encontram-se: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
produtora de toxina de Shiga (STEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E.
coli enteroagregativa (EAEC) (Nataro e Kaper, 1998; Kaper et al., 2004; Gomes
et al., 2016).

1.2.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

O termo E. coli enteropatogénica foi utilizado inicialmente em 1995 por
Neter e colaboradores para descrever um grupo de cepas relacionadas a surtos

de diarreia em criancas durante os anos 1940 e 1950 (Gomes et al., 2016).

A patogénese se inicia quando cepas de EPEC aderem aos enterécitos
do intestino delgado, destruindo a arquitetura das microvilosidades induzindo
lesdes histopatologicas caracteristicas A/E (attaching and effacing), com
degeneracdo do citoesqueleto das células intestinais acompanhada de uma

resposta inflamatdria e diarreia (Kaper et al., 2004).

E. coli enteropatogénicas podem ser classificadas de acordo com a
presenca do plasmideo EAF (EPEC adherence factor) que codifica fimbrias do
tipo IV e a auséncia deste em tipicas e atipicas, respectivamente (Gomes et al.,
2016).
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Figura 2: Interacéo entre cepas de E. coli enteropatogénica (EPEC) e os
enterocitos.

a

Microcolony

EPEC

Fig.2: Um modelo de trés estagios foi proposto para descrever a
patogénese de cepas de EPEC: formacdo do padrdo localizado de adesédo
(microcol6nias), transducdo de sinal e, por fim interacdo com a célula do

enterdécito via formacéo de pedestal. (Kaper et al., 2004; Gomes et al., 2016).

1.2.2. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Cepas de E. coli enterotoxigénica sdo caracterizadas a partir da producao
de duas enterotoxinas LT (heat-labile) e ST (heat-stable), reconhecidas como
fatores de colonizacédo (Gomes et al., 2016). Sado capazes de provocar diarreia
aguosa durante a infancia e sao a principal causa de diarreia entre viajantes em

paises desenvolvidos (Kaper et al., 2004).

ETEC coloniza a superficie do intestino delgado e, em seguida elabora e
secreta enterotoxinas termolabel (LT) e/ou temoestavel (ST) aumentando a

secrecao de muco intestinal provocando diarreia aquosa (Kaper et al., 2004).

Cepas dessa classe de E.coli sdo reconhecidas pela sua heterogeneidade
fenotipica a partir da ampla diversidade da composicao do lipopolissacarideo
(LPS) e flagelina (H), além dos fatores de colonizacdo (CF) (Gomes et al., 2016).
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1.2.3. Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

E sabido que cepas de Escherichia coli enteroinvasiva sdo relacionadas
a Shigella spp no que diz respeito a sua constituicdo bioquimica, genética e
patogénica (Nataro e Kaper, 1998). Essa categoria de E. coli diarreiogénica pode
provocar colite inflamatdria invasiva, disenteria, mas, na maioria dos casos de

infeccéo, apresentam diarreia aquosa (Kaper et al., 2004).

Inicialmente, cepas de EIEC invadem as células epiteliais do colon,
provocando a lise do fagossomo, multiplicando-se no espaco intracelular e,
posteriormente migrando para célula adjacente. O fendtipo invasivo e a
sobrevivéncia no trato gastrintestinal podem ser atribuidos ao plasmideo de
viruléncia com aproximadamente 213 Kb (pInv), similar ao encontrado em cepas
de Shigella flexneri (Kaper et al., 2004).

1.2.4. Escherichia coli produtora de Toxina de Shiga (STEC)

Cepas de STEC sao reconhecidas pela habilidade de produzir variantes
da toxina de Shiga (Stx) - inicialmente identificada em bactérias da espécie
Shigella spp. -, e por causar colite hemorragica e Sindrome Hemolitica Urémica
(SHU) (Kaper et al., 2004). E. coli sorotipo O157:H7 foi a primeira cepa
relacionada a casos de colite hemorragica e SHU, no inicio dos anos 1980, apés
um grande surto de origem alimentar, a partir da ingestdo de hamburgueres

malpassados (Nataro e Kaper, 1998).

E. coli produtora de toxina de Shiga também sédo capazes de provocar
lesdes do tipo A/E, no célon, semelhantes as provocadas por EPEC. O ponto
principal da sua patogénese envolve a producdo de Stx, cuja absorcdo é

sistémica, acarretando complica¢gBes graves ao hospedeiro (Kaper et al., 2004).

O mecanismo de citotoxicidade associado a toxina de Shiga engloba a
producdo no coélon e absorcdo na corrente sanguinea do hospedeiro, que
encaminha a toxina para os rins. Assim, Stx provoca lesdes no endotélio e obstrui
a microvasculatura renal a partir da sua toxicidade e inducdo da producao de

citocinas e quimiocinas que resultam na inflamacao dos rins. O dano provocado
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pode resultar na Sindrome Hemolitica Urémica, caracterizada pela presenca de

anemia hemolitica, trombocitopenia e por fim, faléncia renal (Kaper et al., 2004).

Cepas de STEC possuem uma subcategoria conhecida como EHEC, cuja
toxina de Shiga € responsavel pela sua viruléncia, além de apresentar a ilha de

patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte Effacement) (Kaper et al., 2004).

1.2.5. Escherichia coli difusamente aderente (DAEC)

Escherichia coli difusamente aderente € definida pela presenca do padrao
de adesao difuso observado em monocamadas de células HEp-2. A maioria das
bactérias pertencentes a essa classe de patdégenos é capaz de produzir uma
adesina fimbrial denominada F185, pertencente a familia Dr de adesinas (Kaper
e Nataro, 1998).

Cepas de DAEC produzem um efeito de transducdo de sinal nos
enterécitos do intestino delgado, que, por sua vez manifestam projecdes
celulares que envolvem a bactéria (Kaper et al., 2004).

2. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

E. coli enteroagregativa (EAEC) € amplamente reconhecida como agente
causador de casos de diarreia mucoide aguda ou persistente, que pode durar 14
dias ou mais (Kaper et al., 2004; Harrington et al., 2006). EAEC foi inicialmente
associada a casos de diarreia persistente em criangcas de paises em
desenvolvimento (Nataro et al., 1987), desde entdo, diversos relatos surgiram
relacionando cepas de EAEC como importante causa de diarreia aguda ou
persistente presente em populacbes pediatricas em paises desenvolvidos e
individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além de
provocar diarreia aguda em viajantes, e, ainda surtos de origem alimentar, sendo
reconhecido, dessa forma, como enteropatdgeno emergente (Huang et al., 2004;
Estragada-Garcia e Navarro-Garcia, 2012). Notavelmente, um grande surto de
origem alimentar que provocou colite hemorragica e sindrome hemolitica
urémica (SHU), ocorreu na Alemanha em 2011, acometendo em torno de 3800
individuos, associado a cepa de E. coli EAEC sorotipo O104:H4 (Bielaszewska
etal., 2011).
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Figura 3: Padrao Adesao Agregativa (AA) em cultura celular.

Fig 3: Padrdo em formato de “tijolos-empilhados” observado quando
cepas de EAEC séo cultivadas em células HEp-2 (Jensen et al., 2014).

Figura 4: Interacdo entre E. coli enteroagregativa (EAEC) com célula
epitelial do intestino.
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\ 4
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Fig.4: EAEC adere ao epitélio do intestino grosso e delgado, formando
uma camada espessa de biofilme e secretando enterotoxinas e citotoxinas. AAF,

Fimbrias de Adesdo Agregativa; EAST1, toxina E. coli enteroagreativa; Pic,
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protease; Pet, serinoprotease; ShET1, enterotoxina de Shigella (Kapper, et al.,
2004).

Este patotipo € definido pelo padrdo de adesao agregativa (AA), em que
uma bactéria adere a outra na configuragado de “tijolos empilhados”, observado
em culturas de células HEp-2. Esse padréo de adesao foi estabelecido em 1987
por Nataro et al., durante um estudo em que distinguiu a adesao “difusa” descrita
previamente, em adesao difusa verdadeira e adesao agregativa (Gomes, et al.
2016). Posteriormente, em 1995, Nataro e colaboradores demonstraram que,
apos a exposicdo de voluntéarios a diversas cepas de EAEC, a cepa 042, sorotipo
044:H18, originalmente identificada em uma crianca diagnosticada com diarreia
no Peru (Nataro et al.,, 1985), foi capaz de provocar a doenca em todos 0s
voluntérios testados, tornando-se assim o protétipo da classe, utilizada em
diversos estudos a respeito da viruléncia, patogenicidade e genética desta
categoria (Estragada-Garcia e Navarro-Garcia, 2012). Recentemente, em 2010,
Chaudhuri e colaboradores realizaram a caracterizacdo gendmica para cepa
protétipo EAEC 042.

A natureza heterogénea desta categoria se da pois nem todas as cepas
sdo capazes de provocar doenca no hospedeiro humano por possuirem
importantes diferencas quando sdo analisados sorotipos, marcadores genéticos
de viruléncia e grupos filogenéticos. Dessa forma, apenas aquelas que
apresentam fatores de viruléncia especificos sdo capazes de provocar diarreia
(Gomes, et al., 2016; Jenkins, 2018). InUmeras adesinas, toxinas e proteinas
associadas a viruléncia foram descritas em diferentes cepas de EAEC, porém a
prevaléncia dos genes codificadores é altamente variavel dentre os isolados,

com localizac@es distintas (Navarro-Garcia e Elias, 2011).

2.1. Patogénese

O desenvolvimento da patogénese ainda nao foi completamente
elucidado, as informacgBes disponiveis na literatura descrevem que ocorre em
trés estagios: (1) adesdo intima do epitélio intestinal - padrdo de aderéncia
agregativa (AA) na forma de “tijolos empilhados” - e a formacdo de um espesso

biofilme, (2) producéo e liberagdo de enterotoxinas e citotoxinas, além de (3)
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induzir a inflamacdo da mucosa. Vale ressaltar que no primeiro estagio, as
fimbrias de aderéncia agregativa (AAF) medeiam tanto a adesdo quanto a
formacdo de biofilme. (Harrington et al., 2006; Navarro-Garcia e Elias, 2011,

Estragada-Garcia e Navarro-Garcia, 2012).

2.2. Diagnostico

O ensaio de adesdo em células HEp-2 & um dos mais utilizados para a
investigacdo de E. coli diarreiogénicas, e foi primeiramente descrito por Cravioto
e colaboradores em 1979, e, corresponde ao método de referéncia para
diagnéstico de infeccbes associadas a EAEC, a partir da identificacéo do fenétipo
AA caracteristico (Nataro e Kaper, 1998; Estrada-Garcia e Navarro-Garcia,
2012). Infelizmente, esse método apresenta uma série de limitagcdes, incluindo a
necessidade de laboratérios equipados e que possuam as linhagens celulares
requeridas, além de pessoal capacitado. Por fim, ndo é possivel distinguir cepas
patogénicas de ndo patogénicas a partir deste ensaio (Estrada-Garcia e Navarro-
Garcia, 2012).

Técnicas moleculares tem sido empregadas na identificacao de cepas de
EAEC, como PCR (Polymerase Chain Reaction), a partir da amplificacdo de
genes de viruléncia especificos dessa classe de patdgenos, como 0 gene de
origem cromossomal aaiC, presente em uma ilha genémica, que codifica o
sistema de secrec¢do tipo IV ou entdo os genes aggR e aatA. Ainda assim, a
heterogeneidade genética dos isolados dificulta a classificacdo entre cepas

patogénicas e ndo patogénicas (Jensen et al., 2014).

2.3. Padrao de Adesao Agregativa (AA)

A habilidade de adesdo € intercedida pelas fimbrias de aderéncia
agregativa (AAF), que possuem cinco variantes relatadas (I, II, I, IV e V)
(Jenkins, 2018). A expressdo de AAF é mediada pelo ativador transcricional
AggR — membro da familia AraC de ativadores transcricionais (Kapper et al.,
2004), presente em plasmideos de alto peso molecular designados pAA
(Navarro-Garcia e Elias, 2011; Estrada-Garcia e Navarro-Garcia, 2012). A

biogénese das AAFs emprega a via de secrecdo chaperona-proteina usher.



23

Assim, as fimbrias sdo consideradas integrantes da superfamilia Afa-Dr de
adesinas, que incluem cepas de E. coli uropatogénica e diarreiogénicas,
seguindo sua arquitetura genética que consiste em chaperona, proteina usher,

subunidade acessoéria e principal (Navarro-Garcia e Elias, 2011).

Existem outros fatores de adesdo como as proteinas associadas a
membrana (MAPs — Membrane Associated Proteins), conhecidas como
adesinas nao fimbriais. Dentre elas, podemos destacar a aggregative protein 58
(Ap58), codificada pelo plasmideo presente em cepas de EAEC O111:H12,
associada a capacidade de adesdo e hemaglutinacdo em células animais
(Monteiro-Neto et al., 2003; Huang et al., 2004).

2.4. Surtos

Diversos surtos de gastroenterite oriundos da alimentacéo, relacionados
a EAEC foram reportados ao longo dos anos (Estragada-Garcia e Navarro-
Garcia, 2012). Notavelmente, um surto de origem alimentar transcorreu no
Japdo, na cidade de Tajimi, em que 2697 criancas em idade escolar
desenvolveram diarreia severa no ano de 1993, os isolados apresentaram o
padrao de adeséo agregativa (AA) em ensaios utilizando HEp-2. Nesse caso néo
foi possivel identificar qual alimento foi a fonte de contaminacdo, uma vez que
0s ensaios de isolamento de microrganismos realizados nas amostras néo
apresentaram positividade para os sorotipos isolados nas fezes dos pacientes
(Itoh et al., 1997) Também no Japdo, outro surto ocorreu em um instituto de
policia, no ano de 2005, em que, quatro individuos e um cozinheiro apresentaram
contaminacdo por EAEC através da andlise de amostra fecal (Harada et al.,
2007).

Em 1995, um surto ocorreu em um bercario na Sérvia, no qual as cepas
de EAEC foram identificadas através de ensaios com linhagem celular HEp-2, e
classificadas como pertencentes ao sorotipo O4, em 12 bebés dos 19 que
apresentaram febre, diarreia e perda de peso. Amostras das méaos e vestimentas
dos funcionarios, itens presentes nos ambientes da enfermaria e sala de
operacgao, foram coletadas a fim de identificar a fonte de contaminag&o, porém

nao houve crescimento de nenhum enteropatégeno nos ensaios. Entretanto, nas
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amostras de fezes coletadas das mées, uma delas apresentou positividade para

o sorotipo atribuido ao surto (Cobelji¢ et al, 1996).

No ano de 2008, na Italia, um surto ocorreu apos individuos hospedados
em um resort apresentarem gastroenterite em decorréncia do consumo de queijo
ndo pasteurizado. Um estudo do tipo coorte retrospectivo identificou o laticinio
como provavel fonte de contaminagdo. Cepas de EAEC foram identificadas nas
amostras fecais de 7 pessoas, e foram caracterizadas como pertencentes ao
sorotipo 092:H33, testando positivo para 0s genes aggR, aat, aap e setlA

através da técnica de PCR (Scavia et al., 2008).

Ja no Reino Unido podemos destacar algumas intercorréncias: no ano de
1994, 4 surtos de origem alimentar foram identificados, no primeiro, 19 individuos
desenvolveram diarreia apés refeicdo em um restaurante, bem como no
segundo, em que 14 individuos foram afetados. Ja no terceiro surto, um grupo
consideravel de pessoas (51) foram afetadas apds uma conferéncia. Por fim, a
quarta ocorréncia se deu apds um jantar de Natal, no qual 53 dos presentes
desenvolveram doenca (Smith et al., 1997). Em margo de 2013, um surto de
gastroenterite ocorreu no norte da Inglaterra apos um festival de comida. Cerca
de 430 casos reportaram manifestacdo de doenca, incluindo sintomas como
diarreia persistente e dor abdominal. Alguns casos foram associados a cepas de
Salmonella, porém a maior parte foi atribuida a EAEC, identificada através de

PCR pela presenca do gene aggR (Dallman et al., 2014).

Outro surto associado a EAEC sucedeu na Alemanha no ano de 2011, em
qgue a cepa de EAEC sorotipo 0104:H4, produtora da toxina de Shiga (Stx2), foi
responsavel por 3842 casos de diarreia. Dentre eles, 855 (22%) individuos
desenvolveram Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) e 54 morreram (Buchholz,
et al., 2011; Bielaszewska et al, 2011). Devido ao aumento acelerado do nimero
de individuos infectados pelo microrganismo e acometidos por manifestacdes
gastrointestinais severas, rapidamente, o genoma da cepa responsavel pelo
surto foi sequenciado demonstrando uma combinagdo Unica entre EAEC e
STEC, em que a E.coli enteroagregativa foi lisogenizada pelo fago codificador
da toxina de Shiga 2a (Bielaszewska et al., 2011; Gomes et al., 2016). A cepa

em questao mostrou a capacidade de formar biofilme na conformacao de “tijolos
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empilhados” em cultivos celulares, além de testar positivo para genes de
viruléncia especificos para EAEC, como aggR, aggA, setl, pic e aap
(Bielaszewska et al., 2011).

2.5. Reservatorios

O reservatério de EAEC ainda ndo esta claramente definido, mas, é
amplamente aceito o hospedeiro humano (Jensen et al., 2014). Contudo,
estudos presentes na literatura procuraram estabelecer a relagéo entre cepas de
EAEC isoladas de seres humanos e animais como bezerros, leitbes e cavalos
(Uber et al., 2006), além de galinhas (Trung et al., 2016) e, em ambos 0S casos
foi possivel observar que as cepas presentes em amostras fecais de humanos
carregavam o gene aggR (EAEC tipicas) e outros marcadores de patogenicidade
enquanto as obtidas dos animais foram classificadas como atipicas pela
auséncia do gene supracitado, bem como de outros marcadores de viruléncia,

apresentando menor potencial patogénico para hospedeiros humanos.

Outro ponto importante a ser discutido esta relacionado a forma de
transmissao de doencas diarreicas provocadas por cepas de EAEC, que ocorre
pela rota fecal-oral através de alimentos ou agua contaminados (ltoh et al.,
1997). Um estudo investigou o crescimento e sobrevivéncia de Escherichia coli
enteroagregativa em diferentes tipos de agua: mineral em garrafas e agua de
fontes naturais. As bactérias foram inoculadas em ambos os tipos de agua, e a
cada trés dias houve andlise de viabilidade de cepas de EAEC. Foi possivel
observar que cepas de EAEC mantiveram sua viabilidade por até 60 dias em
temperaturas de 4, 10 e 23°C. Além disso, &gua com presenca de minerais como
calcio e magnésio promoveram maior taxa de sobrevivéncia das cepas em
comparacéo a aguas de fontes naturais (Vasudevan et al., 2003). E sabido que
folhas frescas sdo um importante vetor ambiental para patégenos humanos,
dessa forma, uma pesquisa conduzida por Berger e colaboradores (2009),
procurou estabelecer o nivel de interacdo entre cepas de EAEC e folhas de
racula (Eruca vesicaria). Os fenotipos de adeséao obtidos foram classificados em
alto, moderado e baixo. Foi possivel identificar uma sutil formacéo de agregados

bacterianos por toda superficie de folha e uma densa adesédo bacteriana a célula
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guarda dos estbmatos. Ademais, 0s pesquisadores investigaram os fatores
relacionados a capacidade de adesdo da bactéria as folhas de salada. Os
resultados obtidos demonstraram que AAF, essencial a adesédo de cepas de
EAEC a mucosa intestinal humana, é fundamental a interagdo dessas bactérias
com folhas de racula. Assim, foi possivel concluir que o consumo de folhas
frescas contaminadas pode levar a ingestdo de células bacterianas bem como

ocasionar a infeccdo em hospedeiros humanos.

Diante das informacdes apresentadas, surgiram a questdes que
direcionaram o objetivo desse trabalho. Assim, essa revisdo apresenta
relevancia na medida que mostra evidéncias cientificas sobre a capacidade
virulenta atribuida a essas cepas e oferece escopo a elaboracdo de hipéteses
de combate ao progresso da patogénese e estabelecimento da infecdo em seres
humanos, tornando-se fonte de informacéo para o desenvolvimento de terapias

farmacoldgicas futuras.
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3. Objetivos

O objetivo deste trabalho é apresentar evidéncias cientificas presentes na
literatura especifica acerca dos principais fatores de viruléncia descritos até o
momento para a classe de E.coli enteroagregativa (EAEC), sua relacdo com o
desenvolvimento da patogénese e sua classificacdo como enteropatdégeno

emergente.
Levando em consideracéo os seguintes questionamentos:

Por que as cepas pertencentes a categoria EAEC sé&o classificadas como

geneticamente heterogéneas?

Quais os fatores de viruléncia decisivos para o desenvolvimento da

patogénese?

Qual a implicacao da categorizacdo de EAEC como um enteropatégeno

emergente?

Estes possibilitaram a elaboracdo de uma discussao interessante a
respeito de como cepas de E. coli enteroagregativa sdo capazes de provocar
doenca no hospedeiro e quais 0s mecanismos empregados, além de ressaltar

sua importancia como causador de doencas diarreiogénicas.
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4. Metodologia

4.1. Tipo de Estudo

O presente documento trata-se de uma revisdo narrativa da literatura,
também denominada de revisdo bibliografica tradicional ou exploratoria. Essa
metodologia de estudo tem por objetivo mapear e analisar o conhecimento a
respeito de uma questdo abrangente. Nao apresenta critérios rigorosos ou
sisteméticos para busca de evidéncias cientificas e sua avaliagdo, estando
sujeita a uma selecdo arbitraria das publicacdes, ou seja, passivel de viés do
autor (Cordeiro et al., 2007).

Vale ressaltar que os estudos que adotam essa metodologia tém como
enfoque a educacdo continuada, permitindo ao leitor obter e atualizar o
conhecimento a respeito de um assunto especifico, de forma rapida e objetiva
(Rother, 2007).

A escolha do método de revisdo foi baseada na necessidade de uma
ampla visdo acerca dos dados presentes na literatura a respeito do objeto de

estudo.

4.2. Critérios de selecao e inclusédo de fontes bibliogréaficas

A fim de responder as questdes norteadoras deste trabalho, foram
acessadas as plataformas PubMed pertencente a National Library of Medicine
(NLM) e Science Direct para selecao das fontes bibliograficas. Utilizando o painel
de busca, no més de outubro de 2021, foi feita a pesquisa aplicando os termos
delimitantes EAEC, pathogenesis e virulence factors para o levantamento de
dados no intervalo de anos entre 1985 e 2021, com os filtros review articles,

clinical trial e research articles.

Os critérios de inclusdo dos artigos envolveram a analise do titulo do
trabalho, leitura do resumo e pertinéncia frente ao objeto de estudo. Os artigos
que nado eram especificos para Escherichia coli enteroagregativa foram

descartados.
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Apébs a procura e selecdo do material a ser utilizado, houve a leitura do
mesmo, 0 que possibilitou a elaboracdo de um texto coeso, que compds 0s

resultados e a discussao deste documento.
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5. Resultados e Discussao

Com intuito de promover uma discussao com base nas questdes
norteadoras deste trabalho, apos o levantamento de informacdes acerca do
objeto de estudo na literatura, houve uma estruturacéo dos topicos com base no
desenvolvimento da patogénese de EAEC, bem como dos fatores de viruléncia

envolvidos, e, por fim a abordagem do termo “enteropatégeno emergente”.

5.1. Fatores de Viruléncia

Escherichia coli enteroagregativa é reconhecida como um importante
patétipo causador de diarreia ao redor do mundo. Essa classe de bactérias &
definida pela habilidade de formar um espesso biofilme na forma de “tijolos
empilhados” em culturas celulares HEp-2 (Nataro e Kaper, 1998; Estrada-Garcia

e Navarro-Garcia, 2012).

Inimeras adesinas, toxinas e proteinas associadas a viruléncia de cepas
de EAEC vem sendo identificadas e descritas a fim de compreender qual papel
desempenham durante a patogénese, bem como qual seu papel na inflamacao
induzida em hospedeiros humanos. Vale ressaltar que os fatores de viruléncia
descritos ndo estdo presentes em todas as cepas, contribuindo, dessa forma
para a heterogeneidade genética atribuida a essa classe de patégenos (Navarro-
Garcia e Elias, 2011; Estrada-Garcia e Navarro-Garcia, 2012).

De acordo com a literatura o desenvolvimento da patogénese ocorre por
etapas, sendo a primeira delas, a adesdo a mucosa intestinal promovida pelas
Fimbrias de Adeséo Agregativa (AAF), que possuem 5 variacfes na subunidade
pili (AAF/I a AAF/V) (Bernier et al., 2002; Boisen et al., 2008; Czezulin et al.,
1997; Jagnsson et al., 2015; Nataro et al., 1992). Porém para que as fimbrias
possam exercer sua funcao é necessaria a presenca da proteina dispersina que
altera a carga eletrostatica da membrana bacteriana, (Sheikh et al., 2002;
Velarde et al., 2007), possibilitando as fimbrias de se estenderem, ultrapassando
a parede celular emergindo, portanto, no meio externo, de forma a se conectar

a componentes da matriz extracelular. O padrdo de adesdo agregativo
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observado para estas cepas ocorre pela adesao intima as células epiteliais do

intestino e entre as préprias bactérias.

Figura 5: Desenvolvimento da Patogénese de EAEC.

Intestinal lumen

o o o G

Fig. 5: O desenvolvimento da patogénese de EAEC ocorre por etapas
identificadas por numeros na ilustracéo. (1) Aglutinacdo de cepas de EAEC. (2)
Adeséo intima ao epitélio intestinal, seguida pela colonizacao. (3) Formacao do
biofilme. (4) Secrecdo de toxinas, de forma a promover danos ao epitélio. (5)
Estruturagéo de nova camada de biofilme (Jensen et al., 2014).

A etapa seguinte envolve a formacdo de um espesso biofilme,
caracteristica marcante de cepas de E. coli enteroagregativa, relacionada ao
sucesso da colonizagdo da camada mucosa do intestino, principalmente na
porcdo do colon. A capacidade de formacado de biofilme torna-se fundamental
para patogenicidade de EAEC, uma vez que é associada ao atributo de causar
diarreia mucoide aguda ou persistente devido a estimulacdo da hipersecrecéo
de muco, reduzindo a capacidade absortiva de nutrientes pelo epitélio intestinal,
além de possibilitar a evasdo das bactérias do sistema imune do hospedeiro,
aliado ao fato de impedir a entrada de farmacos antibidticos (Estrada-Garcia e

Navarro-Garcia et al., 2012; Jensen et al., 2014).

Uma vez que o biofilme esta estabelecido, ocorre a secrecdo de toxinas,
gue por sua vez, desempenham um papel fundamental para o desenvolvimento

de diarreia mucoide, caracteristica clinica notavel de infec¢cbes por EAEC
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(Estrada-Garcia e Navarro-Garcia et al., 2012; Harrington et al, 2006). Os efeitos
citotoxicos observados em infec¢des por Escherichia coli enteroagregativa estéo
relacionados principalmente a secrecdo de serinoproteases SPATEs (Serine
Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae) (Henderson et al., 1998). Os
autoransportadores sdo divididos em duas classes filogenéticas diferentes:
SPATEs 1, que apresentam efeitos citotoxicos para células epiteliais e
contemplam proteinas codificadas pelos genes pet, sigA e sat, e SPATESs 2, que
compreendem proteinas codificadas pelos genes pic e sepA (Henderson et al,
1998; Boisen et al., 2011). Vale ressaltar que os genes codificadores de SPATEsS

possuem origem tanto cromossomal quanto plasmidial (Jensen et al, 2014).

Assim como as SPATEs, outras toxinas sao secretadas promovendo
danos ao epitélio intestinal. A EAST1 (E. coli heat-stable enterotoxin 1),
codificada pelo gene astA, presente no plasmideo pAA, € caracterizada como
uma enterotoxina termoestavel semelhante a toxina ST de ETEC, capaz de
promover um aumento da concentracdo de cGMP intracelular (Savarino et al.,
1993; Ménard e Dubreuil, 2002). Ja a enterotoxina ShET1 (Shigella enterotoxin
1), codificada pelos genes setAB, localizado na fita antisenso ao gene pic esta

associada ao acumulo de liquido no intestino (Fasano et al., 1995).

Dessa forma, ocorre o estabelecimento da infec¢do bacteriana no
hospedeiro humano, promovendo efeitos citotoxicos e enterotoxicos,
responsaveis pela manifestacéo clinica associada a EAEC, a diarreia.

5.1.1. Regulador Transcricional AggR

Inimeros fatores de viruléncia foram atribuidos as cepas de EAEC de
acordo com a literatura, entretanto, nenhum deles esta presente em todas as
cepas patogénicas. Porém, um numero consideravel de fatores contribuintes
para patogenicidade dessas cepas, possuem origens plasmidiais e
cromossomais e estao sob o controle do Regulador Transcricional AggR (Nataro,
2005; Dudley et al., 2006; Harrington et al, 2006).

O gene aggR localizado no plasmideo pAA, € responsavel por codificar o
regulador transcricional AggR, relacionado as proteinas da familia AraC. Dessa

forma, AggR controla diversas funcdes celulares bacterianas tais como
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metabolismo, resposta ao estresse e principalmente, a sintese de fatores de
viruléncia (Dudley et al., 2006). Vale ressaltar que AggR promove a ativacao da
sua propria transcricdo, bem como de genes como aafDA, aap, e aatPABCD,
responsaveis pela codificacdo das Fimbrias de Adesdo Agregativa, proteina
antiagregativa dispersina e o sistema de transporte ABC, respectivamente (Elias
et al., 1999; Sheikh et al., 2002; Nishi et al., 2003).

E importante salientar que AggR n&o esta restrito ao plasmideo pAA
(Dudley et al., 2006), sendo atribuido a regulacdo do operon aai (AggR —
activated island) presente na llha de Patogenicidade (PAIl) inserida no locus de
pheU no cromossomo bacteriano. Assim, AggR foi caracterizado como um
regulador global dos genes de viruléncia em EAEC, definindo, portanto, a
classificacdo entre cepas tipicas que contém o regulon e cepas atipicas, com a

auséncia do mesmo (Harrington et al., 2006; Dudley at al., 2006).

5.1.2. Fimbrias

A primeira etapa da patogénese atribuida a inGmeros enteropatogenos
bacterianos envolve a colonizacdo do trato gastrointestinal, mediada
principalmente por fatores especificos de ades&o. Assim, no caso das cepas de
EAEC, a adesado nas células da mucosa intestinal é promovida pela presenca
das Fimbrias de Aderéncia Agregativa (AAF), cujos genes estdo presentes nos
plasmideos de alto peso molecular denominados pAA (Nataro et al., 1992;
Czezulin et al., 1997; Boisen et al., 2008). As fimbrias ligam-se a componentes
da matriz extracelular das células epiteliais como a laminina, colageno 1V,

citoqueratina 8 e fibronectina, promovendo o fenétipo AA (Farfan et al, 2008).

Segundo a literatura, 0s genes responsaveis pela codificacdo das AAFs
estdo sob controle do regulador global AggR. Além disso, as AAFs estdo
relacionadas a familia Dr de adesinas, uma vez que sua biogénese depende da
presenca de uma chaperona periplasmatica, uma proteina de membrana usher
e, por fim duas subunidades, acesséria e principal (Servin et al., 2005; Boisen et
al., 2008). Até o momento, 5 variagdes da subunidade pili das fimbrias foram
descritas, sendo elas: AggA (AAF/I), AafA (AAF/II), Agg3A (AAF/III), Agg4A
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(AAF/IV) e Agg5A (AAF/V) (Bernier et al., 2002; Boisen et al., 2008; Czezulin et
al., 1997; Jgnsson et al., 2015; Nataro et al., 1992).

Em 1988, Vial e colaboradores realizaram a caracterizacdo de cepas de
EAEC e concluiram que para cepa prototipo 17-2 a expressao do fenotipo de
adesdo agregativa estava associada a presenca do plasmideo pAAl composto
por 60 MDa. Posteriormente, utilizando a mesma cepa Nataro et al. (1992),
evidenciaram a existéncia de uma fimbria disposta em feixes de diametro
medindo 2 a 3 nm, denominada AAF/I, codificada por um conjunto de genes
designados aaf, organizados em duas regifes, contidos no plasmideo pAAl. A
primeira regido contém cluster dos genes aggDCBA, que codificam o pili (aggA),
a proteina usher (aggC), a chaperona (aggD) e outra proteina (aggB) (Nataro et
al., 1993). Ja a segunda regido, contém o regulador transcricional AggR,
necessario para expressdo da AAF/I. Vale ressaltar que as regifes sédo
separadas por um segmento de 9 kb, que corresponde aos genes de EAST1
(Nataro et al., 1993; 1994).

Em relacdo a AAF/II, esta foi descrita na cepa protétipo de EAEC 042, e
possui diferencas morfoldgicas e genéticas em relacdo a AAF/I. Sua estrutura
composta por feixes semirrigidos, responsaveis pelo padrdo AA observado em
cultura celular. Os genes que codificam AAF/II estdo inseridos no plasmideo
pAA2 (65 MDa) e estao dispostos em duas regides com um intervalo de 12 kb
(Czeczulin et al., 1997). A primeira regido é composta pelo cluster de genes que
codificam a chaperona (aafD), o pili (aafA) e por fim o ativador transcricional
AggR. A segunda regido contém os genes AafC e AafB, que codificam, a
proteina usher e criptica, respectivamente (Elias et al., 1999).

Bernier e colaboradores (2002), identificaram na cepa de EAEC 55989 a
fimbria AAF/IIl. Sua fungdo, assim como as demais & promover a adesao
agregativa tanto as células epiteliais do intestino, como entre as cepas
bacterianas. Essa fimbria é codificada pelo operon agg-3, semelhante ao operon
de adesinas denominado Afa presente em E. coli uropatogénica (UPEC) (Servin,
2005), e esta disposta em filamentos individuais longos e flexiveis. Em relagdo a

organizagdo genética, apresenta semelhancas a AAF/I, com o cluster de genes
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agg-3A, agg-3B, agg-3C, agg-3D. O gene homdlogo a aggR esta localizado a
jusante do gene agg-3A (Bernier et al., 2002).

No ano de 2008, Boisen, et al. descreveram uma nova adesina presente
no plasmideo pO86AL1, responsavel pelo fendtipo AA, na cepa de EAEC C1010-
00, a qual denominaram HdaA. Porém, apesar de apresentar uma organizagao
genética similar Afa-Dr, a andlise da sequéncia demonstrou que a adesina
pertence a um grupo filogenético distinto do formado pelas demais variantes de
AAF. Paralelamente, HdaA ndo possui o dominio N-terminal caracteristico das
adesinas da familia Dr (Boisen et al., 2008). Ainda assim, na literatura alguns
estudiosos consideram a denominagao AAF/IV (Farfan et al., 2008).

Recentemente, Jonson e colaboradores (2015) identificaram o gene
agg5A no isolado clinico C338-14, responséavel pela codificagdo de AAF/V. O
estudo demonstrou que assim como 0s outros quatro tipos de AAFs, AAF/V é
responsavel por promover o padrdo de aderéncia agregativa e a formacéo de
biofilme. Além disso, sua expressdo depende do ativador transcricional AggR.
Vale ressaltar que a jusante do gene agg5A, trés fases de leitura aberta (ORFs)
idénticas aos genes acessorios de AAF/IIl, add3D, agg3C e agg3B foram

identificadas (Jonson, et al., 2015).

5.1.3. Dispersina

Dispersina é classificada como uma proteina imunogénica formada por
10.2 kDa de massa, que foi inicialmente identificada na cepa protétipo de
Escherichia coli 042 (Sheikh et al., 2002). A proteina é codificada pelo gene aap
(anti-aggregation portein) e esta sob controle do ativador transcricional AggR. A
transcricdo de aap gera uma sequéncia sinal que é secretada pelo sistema de
transporte tipo ABC (Aat) presente no plasmideo pAA2. A proteina permanece
ligada de forma néo-covalente a superficie bacteriana de EAEC 042 (Sheikh et
al., 2002; Nishi et al., 2003; Velarde et al., 2007).

Seu mecanismo de agao envolve a neutralizacdo de cargas na membrana
externa da bactéria, superando a atracdo eletrostatica entre as Fimbrias de

Adeséo Agregativa (AAF) carregadas positivamente e o lipopolissacarideo (LPS)
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que apresenta carga negativa. Dessa forma as fimbrias ficam livres pela
superficie bacteriana, promovendo a dispersdao das bactérias na mucosa
intestinal (Velarde et al., 2007; Moraes et al., 2020).

Recentemente, foi demonstrado a dispersina é capaz de ligar-se ao
plasminogénio, que por sua vez é ativado, tornando-se uma potente protease
degradando substratos fisioldgicos como redes de fibrina e proteinas da matriz
extracelular, promovendo a disseminacdo de bactérias para outros tecidos e

orgaos (Moraes et al., 2020).

5.1.4. Biofilme

Segundo a literatura, a formacédo de um biofilme espesso mediado pela
presenca de AAFs é um fendtipo caracteristico e determinante de cepas de
EAEC, e esta relacionada com o sucesso da coloniza¢cdo da camada mucosa do
intestino. Ademais, o estabelecimento do biofilme é associado a capacidade de
causar diarreia mucoide aguda ou persistente devido a estimulacdo da
hipersecrecdo de muco, além de reduzir a absorcao de nutrientes pelo epitélio
intestinal (Estragada-Garcia e Navarro-Garcia et al., 2012). A estrutura também
é considerada um importante mecanismo de sobrevivéncia, uma vez que auxilia
na evasao de mecanismos de defesa do sistema imune do hospedeiro, além da

acado de alguns antimicrobianos (Jensen et al., 2014).

Figura 6: Formacéo de biofilme.

—_
-
~
=
1
-
3
BN
5
>
]
S
’

3
A3

- ¥
T
)
3%,
g-:’ ==

{ ! L * o fi-ﬂf '?*4‘:‘




37

Fig. 6: A formacéo do biofilme ocorre por etapas, com a adeséo inicial ao
epitélio intestinal, adesao irreversivel, seguida do processo de maturacdo. Por
fim, ocorre a disperséo das bactérias para colonizacdo e formacédo de um novo

biofilme em outros sitios. (Sheikh et al., 2008).

A formacdo do biofilme ocorre em cinco estdgios: i) aproximacdo
reversivel das bactérias até a superficie da célula epitelial através dos fluidos ou
motilidade flagelar, que geralmente ocorre apdés a superacdo da barreira
eletrostatica entre o organismo e a superficie promovida pela proteina dispersina
(Velarde et al., 2007; Moraes et al., 2020) , ii) ligacéo irreversivel da cepa ao
epitélio através da interacdo com adesinas especificas e as fimbrias (Boisen et
al., 2008; Sheikh, et al., 2008; Izquierdo et al., 2014), iii) desenvolvimento da
arquitetura, iv) evolucdo para formacéo biofilme maduro, vale ressaltar que é
nesse estagio que substancias que servem como matriz adesiva sdo produzidas
pelas cepas bacterianas a fim de captar os nutrientes do meio, v) por fim, ocorre
o desprendimento de algumas bactérias paro o ambiente ao redor, que retornam
ao seu estado inicial para promover a formag¢do de um novo biofilme (Houdt e
Michiels, 2005).

Um estudo realizado por Mohamed et al. (2007), procurou estabelecer a
relacdo entre 0s genes de viruléncia presentes em isolados clinicos de EAEC em
viajantes e a capacidade de formar biofilme. Uma vez que aggR € um regulador
global que controla tanto genes de origem cromossomal quanto plasmidial, as
cepas de EAEC gue continham os genes aap, astA, irp2, pet e setlA com ou
sem AggR foram analisadas. As cepas que possuiam o regulador transcricional
produziram um biofilme mais acentuado do que aquelas que ndo o continham.
Dessa forma, foi possivel sugerir que aggR regula outros genes essenciais para
a formacéo de biofilme, além disso, Sheikh et al. (2001), comprovaram que a
proteina Fis contribui para a formacéo de biofilme através da biogénese das
Fimbrias de Adesao Agregativa tipo Il, ativando a expresséo de aggR.

5.1.5. Sistemas de Secrec¢éo e Vesiculas Bacterianas

Um fator intimamente ligado ao processo de patogénese de cepas de E.
coli, envolve a capacidade de sintetizar e secretar proteinas como SPATES e
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enterotoxinas. Nesse contexto, as bactérias possuem sistemas de secrec¢ao cuja
funcdo envolve o transporte de substratos para o meio extracelular sendo
fundamentais para viruléncia bacteriana e estabelecimento da colonizacdo do
trato gastrointestinal. Ao todo foram descritos nove sistemas de secrec¢ao do tipo
| ao IX classificados com base na sua arquitetura e mecanismo de transporte.
Em bactérias gram-negativas, os sistemas de secrecdo do tipo | (T1SS), Il
(T3SS), tipo IV (T4SS) e VI (T6SS) secretam proteinas em uma etapa até o meio
extracelular. Os demais tipos — Il (T2SS) e V — inicialmente importam as
proteinas para o espago periplasmatico via Sec ou Tat para entdo ocorrer a
translocacdo através da membrana externa (Tseng; Tyler e Setubal, 2009;

Journet e Cascales, 2016).

Em relacéo a cepas de E.coli enteroagregativa, o sistema de Secrecao do
Tipo VI (T6SS) foi identificado em duas formas denominadas de Scil e Sci2,
expressos sob diferentes condicdes. O cluster sci2 de genes € regulado pelo
ativador transcricional AggR, enquanto o cluster scil € expresso sob controle
duplo dos reguladores: Fur (ferric uptake repressor) e Dam (DNA adenine
methylase). Sua funcdo envolve a secrecdo de toxinas em células alvo
eucaribticas ou procariotas, através de uma cauda contractil responséavel por
impulsionar uma agulha molecular carregada de proteinas em células alvo. Na
literatura, estudos relatam que bactérias equipadas com esse aparato colonizam
um ambiente com maior eficiéncia além de obter recursos com maior facilidade

(Brunet; Bernard e Cascales, 2020).

Outro mecanismo importante relacionado a secrecdo de fatores de
viruléncia envolve vesiculas de membrana externa, do inglés OMVs (Outer
Membrane Vesicles). Essas nanoestruturas esféricas sdo formadas durante o
crescimento bacteriano através da formacéo de bolhas na membrana externa
bacteriana a partir de um disturbio no envelope celular. O contetdo das vesiculas
consiste em um “coquetel” de viruléncia composto por proteases, adesinas,
hemolisinas e toxinas, que por sua vez fica protegido da degradacao pela acao
de enzimas presentes nas células alvo e outros fatores como agéo do sistema
imunoldgico do hospedeiro. As OMVs liberam as substancias contidas em seu

[limen através de trés mecanismos distintos, 1) lise proximal, difusdo e
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internalizacao, Il) por fusdo ou entédo Ill) por endocitose, relacionado a cepas
patogénicas (Kulp e Kuehn, 2010; Kusmann et al., 2015).

Um fator importante associado as vesiculas € sua capacidade de
imunomodulacédo. Esse fenbmeno ocorre devido a composicdo da membrana
dessas estruturas, semelhante a das bactérias, que contém PAMPs (padrbes
moleculares associados a patdgenos) como lipopolissacarideo (LPS),
peptideoglicano, flagelina e porinas, que sédo identificados pelos receptores TLRs
(Toll-like receptors) presentes nas células dos hospedeiros desencadeando uma
cascata de sinalizacéo e acionamento da resposta imune (Kulp e Kuehn, 2010;
Kusmann et al., 2015).

Na literatura existem diversos relatos a respeito da producdo dessas
vesiculas em bactérias patogénicas — Pseudomonas aeruginosa, EHEC e EAEC
além de cepas ndo patogénicas como E.coli integrantes da microbiota (Kusmann
et al., 2015).

5.1.6. SPATE (Serino Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae)

Os autotransportadores pertencem a uma familia de proteinas secretadas
por bactérias da familia Enterobacteriaceae via sistema de secrecao tipo V, e
compreendem trés dominios principais: o peptideo sinal formado por 48 a 59
residuos de aminodacidos, responsavel por marcar as proteinas com destino ao
periplasma, o dominio passageiro N-terminal, considerado um sitio catalitico
formado pelos residuos Ser/His/Asp, com atividade similar a tripsina,
responsavel pelas caracteristicas funcionais proteoliticas da proteina e, por fim,
um dominio B-barril na porcdo C-terminal, que permite a secrecdo da proteina
através da formacdo de poros fundamentais para translocacdo da enzima
através da membrana externa bacteriana (Henderson et al., 1998; Henderson et
al., 2004; Ruiz-Perez e Nataro 2014).

Estudos sugerem que as SPATEs estdo envolvidas em processos
distintos de degradacéo de substratos intra e extracelulares, o que desencadeia
diversos efeitos nas células dos hospedeiros e promovem diversas funcdes

virulentas tais como adesdo bacteriana, citotoxicidade, enterotoxicidade,
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atividade de mucinase e ainda, formagé&o de biofilme (Ruiz-Perez e Nataro, 2014;
Andrade et al., 2017). A familia de serinas proteases autotransportadoras é
dividida em duas classes distintas com base na sua filogenética e atividade
biolégica. A primeira classe envolve as proteinas com fungao citotdxica, incluindo
Pet, Sat, SigA, EspC e EspP. Em relacdo a classe I, sdo apresentadas as
proteinas imunomoduladoras, como Pic, Tsh, Vat, SepA, EatA, EpeA e Espl
(Ruiz-Perez e Nataro, 2014).

Pet (Plasmid-encoded toxin) foi originalmente identificada no plasmideo
de Aderéncia Agregativa pAA2 da cepa protétipo EAEC 042 (Eslava et al., 1998).
A protease foi classificada como entereotoxina/citotoxina, termolabil composta
por 108 kDa, capaz de promover acumulo de fluido, lesbes necroéticas e
hemorragicas no epitélio intestinal, além de causar a disrup¢éo do citoesqueleto
das células através da clivagem da proteina a-fodrina (Henderson et al., 1999;

Canizalez-Roman e Navarro-Garcia, 2003).

SigA (Shigella IgA-like protease homologue) é uma proteina de 139.6 kDa
que foi inicialmente encontrada na ilha de patogenicidade she (PAl), pertencente
a Shigella flexneri 2a (Al-Hasani et al., 2000), e foi associada a EAEC através da
presenca do gene sigA em isolados clinicos como é o caso da cepa EAEC C227-
11, responsavel pelo surto na Alemanha em 2011 (Rasko et al., 2011). Essa
SPATE demonstrou efeitos citopaticos em cultura celular além de contribuir para

o acumulo de fluido no intestino em coelhos (Al-Hasani et al., 2000).

A proteina de 107 kDa, Sat (Secreted autotransporter toxin), foi
primeiramente identificada na cepa UPEC CFT073, e, posteriormente em
isolados de EAEC (Boisen, et al., 2009; Guyer et al, 2000). Estudos in vitro
demonstraram sua capacidade de provocar elongacdo e desprendimento das
células do seu suporte, além da atividade proteolitica em relacdo a a-fodrina
(Guyer et al., 2000; Maroncle, et al., 2006). Ademais, outras fun¢gdes foram
descritas como a inducdo de autofagia e o comprometimento da juncdo de
células epiteliais intestinais (Lievin-Le Moal et al., 2011).

Pic (Protease involved in intestinal colonization) é caracterizada por ser
uma proteina extracelular com 109.8 kDa, originalmente identificada em Shigella

flexneri 2A e, em seguida cepas de EAEC (Henderson et al., 2011). Apresentou
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atividade de mucinase, hemaglutinagdo nos enterdécitos, degradacéo do favor V
de coagulacdo, imunomodulacdo e colonizacdo provocando hipersecrecao de
muco (Henderson et al., 1999; Harrington et al., 2009). Além disso, Abreu et al.
(2015) demonstraram a capacidade de Pic evadir o sistema imunolégico do
hospedeiro através da clivagem de proteinas do sistema complemento.

SepA (Shigella extracelular protein A) é uma proteina de 110 kDa,
codificada por plasmideo inicialmente encontrada em Shigella flexneri e,
posteriormente em isolados de EAEC (Benjelloun-Touimi et al., 1995; Boisen et
al., 2009). Segundo o estudo promovido por Benjelloun-Touimi (1995), ao
infectar coelhos com cepa mutante de Shigella para o gene sepA, houve
atenuacdo de acumulo de fluidos, atrofia da camada mucosa e diminuicdo da
inflamacé&o tecidual, em comparacéo a cepa selvagem M90T, sugerindo a funcao

dessa serinoprotease

E importante salientar que isolados clinicos tipicos e atipicos de EAEC
apresentam combinacdes distintas de SPATEs, contribuindo para sua
heterogeneidade genética (Andrade et al., 2017).

5.1.7. Toxinas

Cepas de Escherichia coli enteroagregativa sintetizam e secretam, além
das SPATEs, outras toxinas que induzem danos ao epitélio intestinal,
promovendo a manifestacédo dos sintomas clinicos observados em infeccdes por
EAEC. Codificado pelo gene setlBA, de origem cromossomal, ShET1 (Shigella
enterotoxin 1) foi inicialmente identificada em Shigella flexneri 2A (Fasano et al.,
1995). A funcéo dessa toxina ndo foi amplamente estudada em EAEC, entretanto
em cepas de S. flexneri promove o acumulo de liquidos de forma significativa em

alca ligada de coelho em meio empobrecido de ferro (Henderson et al., 1999).

Outra importante enterotoxina secretada por E. coli enteroagregativa,
EAST1 (E. coli heat-stable enterotoxin 1) possui baixo peso molecular, apresenta
homologia em relagdo a toxina ST de ETEC, é sensivel a atividade de proteases,
parcialmente termoestavel, imunogénica e € geneticamente distinta de ST
presente em cepas de ETEC (Savarino et al., 1991). Codificada pelo gene astA

presente no plasmideo pAA, e sua funcéao envolve a interacdo com a molécula
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de adenilato ciclase, promovendo um aumento intracelular de cGMP, que por
sua vez induz a alteracdo no transporte de ions provocando uma resposta

secretoria (Savarino et al., 1991; 1993).

5.1.8. Sinalizac&o quimica via sistema de 2-componentes QseBC

A sinalizacdo quimica, ou quorum sensing, realizada pelas bactérias
consiste na comunicacdo entre células com o objetivo de traduzir e transmitir
informagdes acerca do ambiente de colonizacdo, desencadeando a regulacao
da expressdo de genes relacionados a adaptacdo e sobrevivéncia do
microrganismo. QseC, € um sensor histidina quinase de membrana interna, que
detecta e responde aos hormonios de estresse do hospedeiro, Epinefrina (Epi)
e Norepinefrina (NE), assim como ao Autoindutor-3 (Al-3), produzido por
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Desse modo, ocorre a ativacdo do
seu regulador de resposta citoplasméatico QseB, resultando em uma cascata
regulatéria, diretamente envolvida no desenvolvimento da patogénese (Ribeiro
et al., 2019; 2021).

Esse sistema de sinalizacao quimica é codificado pelo operon qseBC cuja
transcricdo € regulada por QseB. O sensor histidina quinase € composto por dois
dominios transmembrana, sendo um deles ATPase, que possibilita sua atividade
de fosfatase. QseC possui a capacidade de se autofosforilar e transferir um
grupamento fosfato para o regulador de resposta QseB, ativando por sua vez, a
transcricdo de genes relacionados a motilidade a partir da sua ligacao na regiéo
promotora de FIhD, que codifica 0s genes pertencentes ao operon flagelar
(Clarke; Sperandio, 2005).

Em enterobactérias, esta amplamente distribuido o sistema QseBC,
atuando diretamente na regulacdo da expressao de genes de viruléncia de
diversos patogenos humanos, tais como cepas de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC), no qual QseC identifica as moléculas de estresse
do hospedeiro e ativa a transcricdo de genes de viruléncia presentes na ilha de
patogenicidade LEE, responsaveis pela motilidade e producdo da toxina de
Shiga (Hughes et al., 2009). Além disso, estudos recentes identificaram o papel

de QseC no desenvolvimento da patogénese de EAEC 0104:H4, relacionada ao
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surto de CH e SHU na Alemanha em 2011, constatando que a sinalizac&o
quimica através desse sistema influencia a capacidade de colonizacdo e
expressdo de genes de viruléncia dessa cepa, tornado QseC um alvo para o
desenvolvimento de terapias farmacoldgicas de combate a infeccdo por EAEC
(Ribeiro et al., 2019; 2021).

De acordo com as informacgBes dispostas, é possivel concluir que a
literatura traz um consenso a respeito da heterogeneidade genética atribuida as
cepas de Escherichia coli enteroagregativa, uma vez que baseado nos ensaios
de comparacdo entre composi¢cdo genética em isolados clinicos, ndao houve
prevaléncia de uma conformagao de genes de viruléncia em detrimento de outra.
Em relacdo aos fatores de viruléncia envolvidos no desenvolvimento da
patogénese, 0s autores entram em convergéncia em relacao a funcionalidade,
entretanto, devido a ampla diferenca entre a composi¢cdo genética dentre as
cepas € dificil determinar aqueles de fato imprescindiveis para que ocorra o
sucesso da infeccdo. Vale ressaltar que apesar da divisdo entre cepas tipicas e
atipicas pela presenca de AggR, ainda assim, as que possuem o regulador
transcricional ndo apresentam homogeneidade quanto a disposi¢cao dos genes
de viruléncia, assim como as que nao portam o gene aggR (Andrade et al., 2017;
Boisen et al., 2009; Boisen et al., 2011; Chaudhuri et al., 2010; Estrada-Garcia e
Navarro-Garcia, 2012; Herrington et al., 2006; Jensen et al., 2014; Nataro et al.,
1995).

Destaca-se, ainda, que os fatores de viruléncia estdo intimamente
relacionados as manifestacdes clinicas observadas em individuos acometidos
pela diarreia provocada devido a infeccéo por cepas de EAEC, sugerindo nao
apenas sua importancia para patogénese dessas cepas, mas, também tornando-

se alvo para desenvolvimento de terapias futuras (Meza-Segura et al., 2020).

5.2. Enteropatdégeno emergente

Escherichia coli enteroagregativa foi incialmente isolada em um caso
agudo de diarreia infantil em Lima no Peru (Nataro et al., 1987), e desde entéo
tem sido associada como agente etiologico de diarreia endémica e epidémica ao
redor do mundo (Cobelji¢ et al, 1996; Itoh et al., 1997; Smith et al., 1997; Nataro
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e Kaper, 1998; Harada et al., 2007; Scavia et al., 2008; Buchholz, et al., 2011;
Bielaszewska et al, 2011; Lanata et al., 2013; Dallman et al., 2014).

O termo enteropatdégeno emergente é frequentemente empregado a fim
de designar cepas de EAEC uma vez que o conceito de emergente vem da
nocéo de que ha um aumento consideravel de surtos de diarreia aguda e/ou
persistente em paises em desenvolvimento, principalmente entre criancas e
pacientes HIV-positivos, bem como surtos em paises desenvolvidos e segunda

causa mais comum de diarreia entre viajantes (Huang et al., 2004; Nataro, 2005).

Certos patogenos, incluindo EAEC, causam nao apenas diarreia mucoide
aguda e persistente, mas possuem a habilidade de permanecer no intestino do
hospedeiro humano, induzindo uma condicao cronica de inflamacéo (Okhusen e
DuPont, 2010). Devido a heterogeneidade das cepas de EAEC e da resposta
imune do hospedeiro, nem todas as infec¢des sdo sintomaticas (Huang et al.,
2004). Assim, EAEC pode incitar uma colonizacdo assintomatica provocando
inflamag&o intestinal cronica com auséncia de diarreia, e, dessa forma provocar
desnutricdo e problemas no crescimento e desenvolvimento em criangas
(Steiner et al., 1998; Navarro-Garcia e Elias, 2011).

Atualmente, os estudos envolvendo isolados clinicos de EAEC procuram
entender a composicao genética dessas cepas, bem como a divisdo dos pacotes
de genes de viruléncia, para agilizar o diagnéstico, identificar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos e sua alta prevaléncia em casos de diarreia
cronica, a complexidade da morbidade gerada pelo patégeno em distintas
comunidades, além de infeccdes extra intestinais (Lima, Medeiros e Havt, 2018;
Bamidele, Jiang e DuPont, 2019; Dias et al., 2020; Joffré e Rojas, 2020; Modgil
et al., 2021).
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6. Conclusao

Com base nas informacdes expostas nessa reviséo, € possivel responder
0S questionamentos levantados no inicio deste documento, uma vez que as
cepas de Escherichia coli enteroagregativa possuem inumeras variacdes no seu
pacote de genes de viruléncia e caracteristicas fenotipicas dentre os isolados,
definindo essa classe de bactérias como heterogénea, o que dificulta a sua
identificacdo e classificacdo. Entretanto, os fatores de viruléncia destacados ao
longo da discussdo tornam-se relevantes a medida que apresentam certa
prevaléncia dentre as cepas. Dessa forma, a caracterizacdo dos genes de
viruléncia torna-se importante por possibilitar o desenvolvimento de terapias
farmacoldgicas a fim de prevenir e tratar infec¢des reduzindo o contingente de

individuos acometidos.

Por fim, a classificacdo desta cepa como enteropatégeno emergente é
fundamental por destacar a relevancia da cepa a partir da ideia de
aumento/ascensao de casos de diarreia aguda e/ou persistente em diferentes
contextos, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento,
incentivando pesquisadores para a implementacdo de novas técnicas de
diagnéstico, identificacéo perfis de resisténcia a antimicrobianos e a prevaléncia
em casos de diarreia cronica e surtos de origem alimentar e entre viajantes além
da determinacdo de alvos moleculares para acdo dos farmacos existentes e

novos compostos em desenvolvimento.
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