RESSALVA

Atendendo solicitacao da autora, o texto
completo desta Tese sera disponibilizado
somente a partir de 30/11/2023.



‘v»j“
~
unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pés-graduacao em Biociéncias e Biotecnologia

Aplicadas a Farmacia

TAMARA RENATA MACHADO RIBEIRO

O papel da sinalizacio quimica via sensor histidina quinase QseC na viruléncia

de Escherichia coli enteroagregativa Stx+

Araraquara — SP
2021



TAMARA RENATA MACHADO RIBEIRO

O papel da sinalizacdo quimica via sensor histidina quinase QseC na

viruléncia de Escherichia coli enteroagregativa Stx+

Tese apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Biociéncias e Biotecnologia aplicadas a Farméacia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho™ para obtenc¢do do titulo de Doutora em
Bacteriologia.

Orientador: Prof. Dr. Cristiano Gallina Moreira

Araraquara — SP
2021



M1490

Machado Ribeiro, Tamara Renata.

O papel da sinalizacdo quimica via sensor histidina quinase QseC na
viruléncia de Escherichia coli enteroagregativa Stx+ / Tamara Renata
Machado Ribeiro. - Araraquara: [S.n.], 2021.

127 f. 1l

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pos
Graduagdo em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia. Area de
Bacteriologia.

Orientador: Cristiano Gallina Moreira.

1. Escherichia coli enteroagregativa. 2. Sinalizagdo quimica. 3.
Viruléncia. I. Moreira, Cristiano Gallina, orient. II. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagéo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030081P7
Esta ficha ndao pode ser modificada



&%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA )
\ 4 #
;
;

unesp*

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: O papel da sinalizacdo quimica via sensor histidina quinase QseC na viruléncia de
Escherichia coli enteroagregativa Stx+

AUTORA: TAMARA RENATA MACHADO RIBEIRO
ORIENTADOR: CRISTIANO GALLINA MOREIRA

Aprovada como parte das exigéncias para obtencédo do Titulo de Doutora em BIOCIENCIAS E
BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA, area de conhecimento: Bacteriologia pela Comissdo
Examinadora:

Prof. Dr. CRISTIANO GALLINA MOREIRA (Participagao Virtual)
Departamento de Ciencias Biologicas / Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Araraquara — UNESP

Prof. Dr. WALDIR PEREIRA ELIAS JUNIOR (Participacao Virtual)
Laboratorio de Bacteriologia / Instituto Butantan

Profa. Dra. JULIANA PFRIMER FALCAO (Participacao Virtual)
Anédlises Clinicas Toxicolégicas e Bromatoldgicas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
USP

Profa. Dra. KATIA SIVIERI (Participacao Virtual)
Departamento de Ciéncias Bioldgicas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP- Araraquara

Araraquara, 30 de novembro de 2021

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara -
RODOVIA ARARAQUARA-JAU, KM 1 - CP 502, 14800903
http://www2.fcfar.unesp.br/#!/pos-graduacao/biociencias-e-biotecnologias-aplicadas-a-farmacia/CNPJ: 48.031.918/0025-00.



DEDICATORIA

A minha mée Cinira, pelo suporte e encorajamento durante toda a minha trajetoria
académica.

Ao meu filho Ari Neto, que esteve ao meu lado do ensino médio ao doutorado e nunca foi um
obstaculo para eu seguir meu caminho, mas, sim, um incentivo para que eu nunca desistisse

dos meus sonhos. Vocé é luz na minha vida.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Cristiano Gallina Moreira, pela oportunidade de trabalharmos juntos e por toda a
confianca depositada em mim durante o desenvolvimento desta tese.

A FCFAr/UNESP, a FAPESP (processos n° 2014/06779-2 ¢ 2019/03049-7), a CAPES (Cédigo
de Financiamento 001) e ao DAAD (Deutscher Akademischer Austauschdienst), pelo apoio
institucional e financeiro que viabilizaram a realizagao desta pesquisa.

Ao Dr. Waldir Pereira Elias Junior, pela oportunidade de colaboragao e por todo o apoio durante
toda a minha jornada académica.

A Dra. Katia Sivieri, pela oportunidade de colaboragdo e por todo o suporte durante os
experimentos com o0 SEMH®.

Aos professores Dra. Juliana Pfrimer Falcao, Dr. Wilton Rogério Lustri, Dra. Roxane Maria
Fontes Piazza e Dra. Tais Maria Bauab, pela oportunidade de colaboragao.

A todo o Instituto de Infectologia da Universidade de Miinster, pelo apoio durante o meu
estagio. Em especial, ao Dr. Christian Ruter, pela oportunidade de trabalharmos juntos, pela
confianca e pelos ensinamentos.

A minha amiga Theresa Meyer, por todo o acolhimento e suporte durante a minha estadia na
Alemanha.

A toda equipe do Laboratorio de Pesquisa em Patogenicidade e Sinalizagcao Quimica Bacteriana
(PASIQUIBAC), pela cooperagao durante toda a minha trajetéria. Em especial, agradeco a
minhas amigas Bruna Cardinali Lustri, por me apoiar incondicionalmente durante todos esses
anos de trabalho, e a Isabela Mancini Martins, que também sempre esteve ao meu lado.

Ao meu amigo Mateus Kawata Salgaco, pela oportunidade de colaboragado e por todo o suporte
prestado durante o desenvolvimento do meu trabalho com o SEMH®.

A minha amiga Amanda Aparecida Seribelli, pela amizade e oportunidade de colaboragao.

A minhas alunas de Iniciagcdo Cientifica, Carollina Mazza Abramo Oliveira e Lais Verdi dos

Santos, pela oportunidade de trabalharmos juntas.



Ao meu companheiro e pai dos meus filhos, Cesar Eduardo Valentino, por acreditar nos meus
sonhos e me dar todo o suporte necessario para que eu chegasse até aqui.

Aos meus familiares e amigos, por todo encorajamento e suporte imprescindiveis sempre que
necessario.

Aos meus queridos filhos de quatro patas, Lili, Rebeca e Bidu, pela companhia e amor

incondicional.



“Sem sonhos, a vida ndo tem brilho. Sem metas, os sonhos ndo tém alicerces. Sem
prioridades, os sonhos ndo se tornam reais. Sonhe, trace metas, estabeleca prioridades e
corra riscos para executar seus sonhos. Melhor € errar por tentar do que errar por se omitir!
N&o tenha medo dos tropecos da jornada. ”

Augusto Cury


https://www.pensador.com/autor/augusto_cury/

RESUMO
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) esta envolvida em casos de diarreia aguda e
persistente (>14 dias) em criangas ¢ adultos de paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
Possui um padrdo de adesdo exclusivo em cultivo de células epiteliais, denominado ades&o
agregativa (AA). Sao descritas adesinas e toxinas nos mecanismos de patogenicidade de EAEC.
A formacéo de um espesso biofilme, mediada principalmente por fimbrias de adesao agregativa
(AAF), é caracteristica marcante desse patotipo. A EAEC 0104:H4 Stx+ foi responsavel por
um grande surto de colite hemorrégica e sindrome hemolitica urémica (SHU) em 2011, na
Alemanha. A cepa foi considerada um hibrido EAEC/EHEC, pois havia sido lisogenizada com
um fago que codifica para a toxina de Shiga, comumente encontrada em EHEC (Escherichia
coli enterohemorragica). Foi evidenciada uma combinacdo altamente patogénica a humanos,
devido ao seu elevado potencial de causar SHU. As bactérias utilizam sinalizagdo quimica
mediada por sistemas de 2 componentes para se comunicarem com o hospedeiro e sua
respectiva microbiota, de modo a regularem seus mecanismos de sobrevivéncia. O sistema
QseBC encontra-se diretamente relacionado, em enterobactérias, com a regulacdo da expressao
de fatores de viruléncia em importantes patégenos humanos. Sua sinalizacdo ocorre via
Autoindutor-3 (Al-3), produzido por bactérias, Epinefrina (Epi) e Norepinefrina (NE),
horménios adrenérgicos do hospedeiro. Trabalhos anteriores evidenciaram que o blogueio da
via de sinalizacdo do sistema QseBC por LED209 diminui a expressdo de genes de viruléncia
em bactérias Gram-negativas. Essa molécula atua especificamente em QseC, néo interfere no
crescimento dos patdgenos e ndo apresenta toxicidade para modelos animais. O objetivo deste
estudo foi investigar a sinalizacdo quimica na viruléncia de EAEC O104:H4 Stx+ e Stx- via
sensor histidina quinase QseC in vitro e in vivo. Foram realizados nocautes génicos via vetor
suicida pJP5603 para caracterizacdo fenotipica e de expressdo génica, bem como ensaios in
vivo para avaliar a cinética da infeccdo na auséncia e presenca de LED209. A interrupcdo dessa
via mediada por QseC resultou na reducdo da formacdo de biofilme e de adesdo em células
Caco-2, na alteracdo de expressao de importantes fatores de viruléncia, bem como na menor
eficiéncia na colonizacdo in vivo para a cepa C227-11 (Stx+). Por outro lado, as mesmas
diferencas ndo foram observadas para a cepa BA3826 (Stx-). Além disso, foi evidenciado um
importante papel de QseC para a cepa C227-11 (Stx+) na diminuicdo da captacdo de vesiculas
de membrana externa por células intestinais, assim como na modulag¢do da microbiota intestinal
humana. Desta forma, conclui-se que QseC é um excelente alvo para o desenvolvimento de

terapias, assim como o uso de LED209, para a cepa C227-11 (Stx+).

Palavras-chave: Escherichia coli enteroagregativa. Sinalizacdo quimica. Viruléncia.



ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is involved in cases of acute and persistent diarrhea
(>14 days) in children and adults from developed and developing countries. It has a unique
adhesion pattern in epithelial cell cultures, called aggregative adhesion (AA). There are several
adhesins and toxins in the pathogenicity mechanisms of EAEC. The formation of a thick
biofilm, mediated mainly by aggregative adhesion fimbriae (AAF), is a hallmark of this
pathotype. EAEC 0104:H4 Stx+ was responsible for a major outbreak of hemorrhagic colitis
and hemolytic uremic syndrome (HUS) in 2011 in Germany. The strain was considered an
EAEC/EHEC hybrid, as it was lysogenized with a phage that codes for a Shiga toxin, commonly
found in EHEC (enterohemorrhagic Escherichia coli). A highly pathogenic combination to
humans has been shown, due to its high potential to cause HUS. These bacteria employ
chemical signaling mediated by 2-component systems to communicate with the host and its
microbiota, in order to regulate their survival mechanisms. The QseBC system in enterobacteria
is directly related with the regulation of the expression of virulence factors in important human
pathogens. The signaling occurs via Autoinducer-3 (Al-3), produced by bacteria, Epinephrine
(Epi) and Norepinephrine (NE), host adrenergic hormones. Previous studies have shown that
blocking the signaling pathway of the QseBC system by LED209 results in the lower expression
of virulence genes in Gram-negative bacteria. This molecule acts precisely on QseC sensor
kinase, it does not interfere with the growth of pathogens and has no toxicity for animal models.
The aim of the study was to investigate chemical signaling in the virulence of EAEC 0104:H4
Stx + and Stx- via histidine kinase QseC sensor in vitro and in vivo. Gene knockouts were
generated via pJP5603 suicide vector, and it was used to perform phenotypic and gene
expression assays, as well as in vivo assays to assess the infection kinetics in the absence and
presence of LED209. Disruption of this QseC-mediated pathway resulted in reduced biofilm
formation, altered expression of important virulence factors, and reduced in vivo colonization
efficiency for the C227-11 (Stx +) strain. On the other hand, these differences were not observed
for the BA3826 (Stx-) strain. Furthermore, QseC showed to have a role in the uptake of outer
membrane vesicles by intestinal cells and modulation of the human intestinal microbiota.
Therefore, the QseC sensor kinase is an excellent target for the development of novel therapies,
as well as the use of LED209 in the C227-11 (Stx +) outbreak strain.

Keywords: Enteroaggregative Escherichia coli. Chemical signaling. Virulence.
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1. Introducao

1.1. Escherichia coli diarreiogénicas

A diarreia infecciosa é um problema global de saude publica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012), sendo em 2016 a oitava causa de morte entre pessoas de todas as
idades (>1,6 milhdo) e a quinta entre criancas menores de 5 anos (446.000) (GBD 2016
DIARRHOEAL DISEASE COLLABORATORS, 2018). Embora esta doenca seja de
distribuicdo mundial, os paises com baixa renda e infraestrutura sanitaria precaria, sdo 0s mais
afetados, apresentando altos indices de morbidade e mortalidade (MILLS, 2014; GBD
DIARRHOEAL DISEASES COLLABORATORS, 2017). Nos paises em desenvolvimento,
Escherichia coli encontra-se entre os agentes infecciosos bacterianos mais frequentemente
isolados em casos de diarreia e estd envolvida em grande parte dos 6bitos relacionados a essa
doenca (LANATA et al., 2013).

A Escherichia coli € um membro da familia Enterobacteriaceae, caracterizada como
uma bacilo Gram-negativo e o anaerdbio facultativo mais abundante na microbiota intestinal
humana (BOOP et al.,, 1999; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Embora estejam
amplamente presentes em individuos saudaveis e tenham estabelecido uma relacdo simbiotica
bem sucedida, algumas linhagens passaram a apresentar caracteristicas de viruléncia especificas
e se desviaram do seu nicho ancestral (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006). Cepas
patogénicas de E. coli se adaptaram a novos nichos e podem causar uma grande variedade de
doencas infecciosas intestinais e extraintestinais como infecgdes do trato urinario (UTI),
septicemias e meningites (CLEMENTS et al., 2012). De modo geral, essas cepas compartilham
fatores de viruléncia e podem ser agrupadas de acordo com seu antigeno O (lipopolissacarideo)
e H (flagelar) e, em alguns casos, o antigeno K (capsula) ( KAPER; NATARO; MOBLEY,

2004).
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As cepas associadas exclusivamente a infecgdes intestinais séo conhecidas como E. coli
diarreiogénicas e sdo agrupadas tradicionalmente em seis grandes categorias, ou patétipos, bem
caracterizados: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora de toxina de Shiga
(STEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998; KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). Embora essa classificagdo para E. coli diarreiogénicas seja
mundialmente utilizada, caracteristicas genéticas distintas entre organismos do mesmo
patétipo, levou a necessidade da divisdo de alguns deles em subcategorias, como é o caso de
EAEC e EPEC, classificadas em tipicas e atipicas, além de EHEC, que passou a ser classificada
como STEC (Escherichia coli produtora de toxina de Shiga) (HARRINGTON; DUDLEY;

NATARO, 2006; ROBINS-BROWNE et al., 2016).

1.2. Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

As cepas de E. coli produtoras de toxina de Shiga sdo classificadas como STEC ou E.
coli verotoxigénica (VTEC), por apresentarem citotoxicidade em células Vero
(KONOWALCHUK; SPEIRS; STAVRIC, 1977; CLEMENTS et al., 2012). A toxina de Shiga
foi descrita pela primeira vez em 1898 por Kioshi Shiga, em Shigella dysenteriae type 1. Em
seguida, sua potente funcdo citotdxica em coelhos foi reportada por dois grupos distintos de
pesquisa (SHIGA, 1898; KAPER; O’BRIEN, 2014). Porém, somente em torno de 80 anos
depois, essa toxina (Stx1), foi identificada em E. coli, relacionada a casos esporadicos e a um
grande surto de colite hemorragica (CH) e sindrome hemolitica urémica (SHU), caracterizada
por anemia hemolitica, trombocitopenia e faléncia renal (KARMALI et al., 1983; O’BRIEN et
al., 1983). Posteriormente, foi evidenciado que 0s genes que codificam essas toxinas
encontram-se em bacteriéfagos lambda e foram classificadas em dois importantes grupos

sorologicamente distintos, designados Stx1 e Stx2, apresentando ainda, varia¢des dentro deles
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gue sdo indicadas por letras minusculas (JACKSON et al., 1987; SCHEUTZ et al., 2012). No
entanto, a variante Stx2 est4 mais relacionada com o desenvolvimento de casos graves, como a
SHU (FRIEDRICH et al., 2002; LUNA-GIERKE et al., 2014; BOISEN et al., 2015).

A toxina de Shiga é uma das mais potentes citotoxinas conhecidas e é caracterizada
como uma toxina do tipo A:B, cujo mecanismo de acao consiste na inibi¢do da sintese proteica
das células alvo. Inicialmente, ocorre a ligacdo da subunidade B preferencialmente ao receptor
Gb3 (globotriacilceramida), amplamente encontrado no endotélio vascular renal e nas células
epiteliais do intestino. Através de endocitose, a Stx atinge o citoplasma, onde ocorre a ativagdo
da subunidade A, que possui atividade de N-glicosidase e, ao interagir com a subunidade 60S
do rRNA eucaridtico, leva a remocdo de um residuo de adenina da fracdo 28S. Sendo assim,
todo esse processo resulta em uma alteracdo no sitio aminoacil do ribossomo, interrompendo o
processo de alongamento proteico e, consequentemente, de traducdo (MELTON-CELSA,
2014). A Stx, ao ser produzida no célon, pode causar danos locais como a CH, ou ainda,
atravessar a corrente sanguinea e alcancar os rins, causando a SHU. Esses danos sdo causados
através da toxicidade direta e da inducgdo local da inflamacdo, resultando na produgdo de
citocinas e quimiocinas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Em alguns casos, a Stx pode
atingir ainda, o endotélio vascular do sistema nervoso central, resultando em danos
neurolégicos (TRACHTMAN et al., 2012).

A EHEC, uma subcategoria de STEC, além de produzir Stx, possui outros fatores de
viruléncia, que em conjunto com essa potente citotoxina a tornam extremamente virulenta a
humanos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Esta categoria € conhecida por produzir uma
lesdo histopatologica denominada A/E (attaching and effacing), cujos genes envolvidos estéo
localizados na ilha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte Effacement), também presente
em EPEC. Essa lesdo é caracterizada por uma adesao intima da bacteéria as células do epitélio
intestinal, mediada pela adesina intimina, resultando no rearranjo dos filamentos de actina

através de proteinas efetoras secretadas pelo Sistema de Secrecdo do Tipo Il (T3SS)
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(MCDANIEL et al., 1995; ELLIOTT et al., 1998). Sendo assim, a presenca dessa ilha de
patogenicidade diferencia a EHEC das demais cepas de STEC, além de conferir um perfil mais
virulento a essa subcategoria (ROBINS-BROWNE et al., 2016).

Rebanhos bovinos sdo reservatérios naturais de STEC, no entanto, outras espécies de
ruminantes como ovelhas e cabras, também podem albergar esses patdgenos em seu sistema
digestivo e espalha-los no ambiente através de suas fezes. Sendo assim, o consumo de agua,
alimentos crus ou malcozidos, contaminados com as fezes desses animais, € a forma mais
comum de transmissdo desse patogeno para 0 homem (PATON; PATON, 1998; TORRES,

2016).

1.3. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Durante um estudo epidemioldgico desenvolvido por Nataro (1987) sobre a etiologia de
diarreia aguda em criancas no Chile, algumas cepas isoladas de E. coli apresentaram um padrédo
de adesdo distinto em cultivo de células epiteliais HEp-2, designado adesdo agregativa (AA).
Sendo assim, foi estabelecido o termo E. coli enteroaderente para estes isolados (NATARO et
al., 1987). Posteriormente, esse patotipo foi reclassificado como E. coli enteroagregativa

(EAEC) (BAUDRY et al., 1990).
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Figura 1. Padrdo classico de adesdo de EAEC.

Fig. 1. Padrdo classico de adesdo agregativa (AA) de EAEC, semelhante a tijolos empilhados,

em cultivo de células epiteliais HeLa. A barra de escala representa 10 um (DIAS et al., 2020).

O padrdo de adesdo AA (Fig. 1) é caracterizado por bactérias ligadas umas as outras,
assim como a superficie de células epiteliais do intestino e a superficie de laminulas na auséncia
de células, formando agregados heterogéneos semelhantes a tijolos empilhados (NATARO et
al., 1987). Além disso, essa caracteristica permite sua diferenciacdo dos demais patétipos de E.
coli diarreiogénicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A EAEC é um importante agente etioldgico de diarreia aguda e persistente, em criangas
e adultos de paises desenvolvidos e em desenvolvimento e, ainda, tem sido associada a casos
esporéadicos da doenca e a surtos de origem alimentar (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO,
2006; HUANG et al., 2006; JENSEN et al., 2014). Além disso, a EAEC tem sido descrita em
casos de diarreia do viajante (ADACHI et al., 2001; JIANG et al., 2002; HUANG et al., 2007;
PASCHKE et al., 2011; LAAVERI et al., 2014), como patdgeno oportunista em portadores do
virus do HIV (PAVIA et al., 1992; MAYER; WANKE, 1995; DURRER et al., 2000;
GASSAMA-SOW et al., 2004; SAMIE et al., 2007) e em casos de diarreia persistente em
criancas malnutridas de paises subdesenvolvidos (LIMA et al., 1992; STEINER et al., 1998;

OPINTAN et al., 2010). Desta forma, a EAEC é considerada um patdgeno emergente de
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distribuicédo global (HUANG et al., 2006; ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012;
ESTRADA-GARCIA et al., 2014; JENKINS, 2018).

O conhecimento acerca dos estdgios da patogenicidade de EAEC tem sido obtidos
através de estudos in vitro, modelos animais, pacientes infectados durante surtos e casos
esporédicos, além de estudos com voluntérios humanos (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-
GARCIA, 2012; PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013). No entanto,
sua patogénese ndo é bem definida, uma vez que os potenciais fatores de viruléncias ndo se
encontram distribuidos de forma homogénea entre os isolados dessa categoria (NATARO;
STEINER; GUERRANT, 1998; HUANG et al., 2006; ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-
GARCIA, 2012; JENKINS, 2018). Ainda assim, a patogénese de EAEC pode ser descrita
basicamente em trés estagios: (I) ocorre a adesdo abundante da bactéria a mucosa intestinal e a
camada de muco; (I1) multiplicacdo, estimulo da hipersecrecdo de muco e a formacgdo de um
espesso biofilme; (111) lesdo da mucosa intestinal a partir da inducéo da resposta inflamatéria e
liberacdo de toxinas. Por fim, pode-se observar quadros de diarreia aguda ou persistente (> 14
dias), aquosa e presenca de muco (NATARO; KAPER, 1998; NATARO; STEINER,;
GUERRANT, 1998).

O método cléssico e ainda utilizado para detec¢do de EAEC é o ensaio de adesdo em
células epiteliais HEp-2 ou HeLa (NATARO; KAPER, 1998). No entanto, esse ensaio
demanda conhecimento em cultura de células, treinamento especifico e necessita de laboratério
especializado para sua realizacdo. Como alternativa, foi desenvolvida uma sonda genética de
um fragmento do plasmideo pAA denominada CVD432. Posteriormente, evidenciou-se que
esse fragmento correspondia ao gene aatA, que faz parte de um cluster de cinco genes
(aatPABCD) codificadores do Sistema ABC de Secrecéo, entdo, a sonda foi renomeada com o
nome do gene correspondente (BAUDRY et al., 1990; NISHI et al., 2003). No entanto, sua
sensibilidade e especificidade podem variar de acordo com o grupo isolado, por conta da grande

heterogeneidade genética dessa categoria (BAUDRY et al., 1990; DEBROY et al., 1994,
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GOMES et al., 1998; BOISEN et al., 2008). Recentemente, foi desenvolvido pelo Laboratério
de Referéncia da Unido Europeia (EU-RL) o método de deteccdo de EAEC em amostras de
alimentos e fezes via q-PCR , a partir da amplificacdo do gene plasmidial aggR, um ativador
transcricional, e o gene cromossomal aaiC, que faz parte do cluster de genes aai que codificam
0 Sistema de Secrecédo do Tipo VI (PANEL ON BIOLOGICAL HAZARDS, 2015).

A cepa protétipo 042 de EAEC (044:H18) foi isolada de um individuo com diarreia no
Peru e, a maioria dos fatores de viruléncia cromossomais e plasmidiais, foram inicialmente
caracterizados nessa cepa. Além disso, durante o desenvolvimento de um estudo, a EAEC 042
foi capaz de causar diarreia em voluntarios humanos (NATARO et al., 1985; NATARO et al.,
1995; CZECZULIN et al., 1999).

A formagdo de um espesso biofilme mediado principalmente por fimbrias de aderéncia
agregativa (AAF), assim como por outras fimbrias e adesinas ndo-fimbriais, € um notavel
fendtipo de EAEC. Além disso, essa caracteristica é considerada crucial para o estabelecimento
da patogénese e pode estar associada aos casos de infeccdo persistente, como ja reportado na
literatura (HICKS; CANDY; PHILLIPS, 1996; NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998;
SHEIKH et al., 2001; WAKIMOTO et al., 2004; PEREIRA et al., 2007; TOKUDA et al.,
2010).

As AAFs sdo relacionadas as adesinas da familia DR, que sdo estruturalmente
constituidas por uma chaperona, proteina usher, subunidade acessoria e principal. Essas
adesinas interagem com a molécula decay-accelerating fator (DAF) associada ao epitélio
intestinal e urinario, ou ainda, podem se associar a componentes de matriz extracelular das
células epiteliais intestinais, como colageno do tipo IV, laminina, citoqueratina 8 e fibronectina
(NOWICKI et al.,, 1990; NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998; SERVIN, 2005;
FARFAN; INMAN; NATARO, 2008; CROXEN; FINLAY, 2010; IZQUIERDO et al., 2014).
Até 0 momento, foram descritas cinco variantes de AAF (I-V) e, todas elas, estdo codificadas

em um plasmideo de alto peso molecular denominado pAA e sob a regulacdo do ativador
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transcricional AggR (NATARO et al., 1992; CZECZULIN et al., 1997; ELIAS et al., 1999;
BERNIER.; GOUNON; LE BOUGUENEC, 2002; JONSSON et al., 2015). Recentemente, em
um estudo realizado na Dinamarca com isolados clinicos de EAEC, seis deles apresentaram
duas variantes de AAF (I11 e V) no mesmo plasmideo pAA (Jgnsson et al., 2017). Além disso,
foram descritas adesinas ndo fimbriais de membrana externa como a aggregative protein 58
(Ap58), na EAEC O111:H12 e Hral na EAEC 042, ambas envolvidas no padrdo AA
(MONTEIRO-NETO et al., 2003; BHARGAVA et al., 2009).

O ativador transcricional AggR, um regulador positivo pertencente a familia AraC de
reguladores, estd envolvido na ativacdo da expressdo de genes de viruléncia tanto no
cromossomo quanto no plasmideo de EAEC, incluindo os genes das AAFs (NATARO et al.,
1994; SHEIKH et al., 2002; NISHI et al., 2003; DUDLEY et al., 2006; MORIN et al., 2013).

Imediatamente a montante do gene que codifica o AggR, encontra-se o gene aap (anti-
aggregation protein) que codifica a proteina dispersina, envolvida na dispersdo da bactéria na
superficie da mucosa intestinal. Esta proteina, assim como o Sistema de Secre¢do do Tipo ABC
(complexo Aat), responsavel por sua translocacdo através da membrana externa bacteriana,
estao localizados no plasmideo pAA e sob a regulagdo do AggR. A dispersina ¢ uma proteina
carregada positivamente que, ao se ligar de forma ndo covalente ao LPS (lipopolissacarideo),
neutraliza sua carga negativa, permitindo assim que as AAFs, que sdo carregadas positivamente,
possam se dispersar pela superficie dos enterdcitos e se ligar a outras regides do intestino
(SHEIKH et al., 2002; NISHI et al., 2003; VELARDE et al., 2007; HUANG et al., 2008). No
entanto, essa proteina também pode ser encontrada em DAEC e E. coli ndo-patogénica
(MONTEIRO et al., 2009).

As cepas de EAEC, assim como 0s outros patotipos de E. coli diarreiogénicas, UPECs
e Shigella sp., codifcam um importante grupo de toxinas conhecidas como SPATE (Serino
Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae), que apresentam funcbes na evasdo do

sistema imune, danos a mucosa e colonizacdo (DUTTA et al., 2002; HENDERSON et al.,
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2004). As serinoproteases sdo enzimas que possuem um sitio catalitico na regido N-terminal
composto por Ser/His/Asp, com atividade semelhante a tripsina. De modo geral, essas proteinas
s&o compostas por um peptideo sinal, que é reconhecido pelo Sistema Sec de Secre¢do e permite
sua passagem através da membrana interna bacteriana, um dominio passageiro (que possui as
caracteristicas funcionais da proteina) e um dominio B-barril na porgdo C-terminal, que forma
um poro necessario para a translocacao da toxina através da membrana externa (HENDERSON
et al., 1999; HENDERSON et al., 2004; BOISEN et al., 2009). Em EAEC, como exemplos de
SPATEs frequentemente encontradas podemos citar: Pet (Plasmid-encoded toxin), com efeito
citotdxico e enterotoxico (ESLAVA etal., 1998; ELIAS et al., 1999; VILLASECA et al., 2000;
CANIZALEZ-ROMAN; NAVARRO-GARCIA, 2003); Pic (Protein involved in colonization),
com atividade de mucinase, hemaglutinacdo, imunomodulacao e colonizagdo (RAJAKUMAR,;
SASAKAWA,; ADLER, 1997; HENDERSON et al., 1999; HARRINGTON et al., 2009;
MUNERA et al., 2014); Sat (Secreted autotransporter toxin), com atividade citotoxica,
enterotdxica, inducdo de autofagia e comprometimento das juncbes de células epiteliais
intestinais (GUYER et al., 2000; GUYER et al., 2002; MARONCLE et al., 2006; LIEVIN-LE
MOAL etal., 2011; VIEIRA et al., 2020). Além disso, os isolados de EAEC podem apresentar
um ndmero e combinacdo variados de serinoproteases (ANDRADE et al., 2017).

Além das SPATEs, outras toxinas também podem ser produzidas por cepas de EAEC. A
EAST]1, codificada pelo gene astA no plasmideo pAA, é uma enterotoxina termo-estavel (ST)
homdloga a de ETEC e esta relacionada ao aumento dos niveis de cGMP intracelular
(SAVARINO et al., 1993; SAVARINO et al., 1996). A enterotoxina do tipo A:B, ShET-
1(Shigella enterotoxin 1), esta relacionada ao acimulo de fluidos no intestino e ¢ codificada
pelos genes setAB localizados na fita antisenso ao gene pic (FASANO et al., 1995). Os genes
que codificam estas toxinas estdo inseridos em uma ilha de patogenicidade de 117 kb presente
no locus do tRNA pheU. Além disso, nessa mesma ilha estdo contidos os genes aai (AggR-

actived island), assim denominados por serem regulados pelo AggR e que, aparentemente,
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compde o Sistema de Secrecdo do Tipo VI (T6SS). O papel desses genes nos mecanismos de
patogenicidade de EAEC ainda precisam ser esclarecidos (DUDLEY et al., 2006).

Foi identificada na cepa protétipo 042, e em outros isolados de EAEC, a hemolisina E
(HIyE) formadora de poros, relacionada a atividade litica e citotoxica. No entanto, essa
hemolisina também pode ser encontrada em E. coli ndo-patogénica e seu papel em EAEC
permanece indefinidlo (CHAUDHURI et al., 2010; ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-
GARCIA, 2012). Na mesma cepa, esta presente o gene irp-2, que codifica a proteina Irp-2
(Iron-repressible high-molecular weight 2), relacionada a producdo de um sider6foro em
Yersinia enterocolitica (SCHUBERT et al., 1998).

De modo geral, a diarreia causada por EAEC ¢ autolimitante, mas no caso da doenca
persistente se faz necessario o uso de antibidticos. No entanto, tem sido evidenciado um alto
numeros de cepas de EAEC multidroga resistentes (MDR), bem como produtoras de beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL), além do aumento da resisténcia a quinolonas e a outras
categorias de antimicrobianos. Sendo assim, as alternativas terapéuticas tornam-se cada vez
mais reduzidas (VILA et al., 2001; OUNDO et al., 2008; AMAYA et al., 2011; ASLANI et al.,

2011; GUIRAL et al., 2011; KONG; HONG:; LI, 2015; IMUTA et al., 2016).

1.4. Escherichia coli enteroagregativa O104:H4 Stx+

Em 2011, ocorreu um grande surto de CH e SHU, que se iniciou na Alemanha e se
espalhou por outros paises da Europa. Inicialmente, acreditou-se que o provavel agente
etioldgico fosse a EHEC, por historicamente estar envolvida em surtos de larga escala com
essas caracteristicas. No entanto, foi constatado que se tratava de uma EAEC do sorotipo
0104:H4 lisogenizada com um fago que codifica a toxina de Shiga 2a, tipicamente encontrado
em STEC como a EHEC, sendo assim, a cepa foi considerada um hibrido entre as duas

categorias. Durante o periodo de surto, 3816 pessoas adoeceram e, entre elas, 54 morreram e
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22% desenvolveram a SHU (BIELASZEWSKA et al., 2011; FRANK et al., 2011). A provavel
fonte de contaminacdo foi atribuida ao consumo de saladas contendo brotos de feno-grego,
germinados a partir de sementes importadas do Egito (BUCHHOLZ et al., 2011). No mesmo
periodo, foi reportado um surto na Franga com 15 casos de CH, sendo que 8 deles
desenvolveram SHU. A cepa de EAEC 0104:H4 isolada durante esse periodo é geneticamente
relacionada a cepa do surto Alemao, além de compartilhar o provavel veiculo de contaminacao,
uma vez que também na Franca, foram utilizadas as mesmas sementes compradas do Egito
(GAULT etal., 2011).

A EAEC 0104:H4 Stx+ possui caracteristicas classicas dessa categoria, tais como 0s
genes aggA (fimbria de adesdo agregativa 1), aggR (ativador transcricional), aap (dispersina),
setl (shigella enterotoxin 1), pic (protein involved in colonization), astA (toxina EAST1), aap
(dispersina), aai (T6SS), aat (Sistema de Secrecdo ABC) e o plasmideo de viruléncia pAA
identificado pelo gene aatA (BIELASZEWSKA et al., 2011; FRANK et al., 2011). Além disso,
estdo presente Lpf 1 e 2 (fimbria polar longa de STEC) e Iha (adesina de STEC homologa a
IrgA de Vibrio cholera) (BIELASZEWSKA et al., 2011), previamente identificadas tanto em
EHEC como em outras cepas de E. coli (TARR et al., 2000; TORRES et al., 2002; TORRES
et al., 2009).

Essa cepa alberga também as trés SPATES Pic, SigA e SepA. Inicialmente, baseado em
um trabalho publicado por Boisen et. al. (2009), acreditou-se que essa seria uma rara
combinacdo dessas toxinas em uma Unica cepa (BOISEN et al., 2009). No entanto, um trabalho
recente publicado por ANDRADE et. al. (2017), evidenciou que os diferentes isolados de
EAEC apresentam um numero e combinagdo diversificados de SPATEs (ANDRADE et al.,
2017). SigA é uma proteina de 139.6 kDa e esta localizada no cromossomo da EAEC 0104:H4
Stx+. Essa SPATE foi identificada pela primeira vez na ilha de patogenicidade she de Shigella
flexneri 2a e esta relacionada a efeitos citopaticos em células epiteliais HEp-2 e enterdcitos,

além de acimulo de fluidos no Iumen intestinal (AL-HASANI et al., 2000). De localizacédo
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plasmidial e com 110 kDa, SepA, uma das serinoproteases encontradas nessa cepa de surto,
também foi identificada inicialmente em S. flexneri e, posteriormente, em cepas de EAEC. Ela
esta associada ao desenvolvimento de processos inflamatérios e acimulo de fluidos intestinais

(BENJELLOUN-TOUIMI; SANSONETTI; PARSOT, 1995; BOISEN et al., 2009).

Figura 2. Modelo de patogénese de EAEC O104:H4 Stx+.
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Fig. 2. Formacgédo de um espesso biofilme e producdo de muco, aumento da permeabilidade
intestinal mediado pela AAF-1, inducdo de processo inflamatério, citotoxicidade e translocacdo

da toxina de Shiga para a corrente sanguinea (BOISEN et al., 2015).

Outra notavel caracteristica desta cepa € a presenca de um plasmideo que codifica uma
ESBL, o gene blaCTX-M-15, resultando em resisténcia a penicilinas e cefalosporinas. E ainda,
apresenta resisténcia acido nalidixico (quinolona), sulfametoxazol-trimetoprim (sulfonamida),
tetraciclinas e estreptomicina (aminoglicosideo) (BIELASZEWSKA et al., 2011; FRANK et
al., 2011).

Desta forma, foi evidenciada uma cepa capaz de formar um espesso biofilme e produzir
toxinas, assim como a potente toxina de Shiga (Fig. 2), tornando-se uma combinagédo

extremamente bem sucedida e virulenta a humanos (BOISEN et al., 2015).
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1.5. Sinaliza¢do quimica via sistema de 2-componentes QseBC

Em bactérias, a sinalizacdo quimica € também conhecida como quorum sensing e se
assemelha a sinalizacdo via horménios em mamiferos (FUQUA; WINANS; GREENBERG,
1994; FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1996; HUGHES; SPERANDIO, 2008). Os
microrganismos empregam a comunicagdo célula a célula de modo a detectar, processar e
traduzir informacgdes do ambiente, levando a regulacdo da expressao de fatores que permitam
uma rapida adaptacao as mudangas ambientais, garantindo assim, sua sobrevivéncia (PARKER,;
SPERANDIO, 2009). Este fendmeno foi identificado pela primeira vez na regulacdo da
bioluminescéncia de Aliivibrio fischeri em simbiose com diversos animais marinhos e, desde
entdo, tem sido demonstrado o seu papel nos mecanismos de regulacdo génica de forma
multifatorial em diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (NEALSON; PLATT;
HASTINGS, 1970; WATERS; BASSLER, 2005).

Esse tipo de comunicacdo € caracterizado pela secrecdo e deteccdo de pequenas
moléculas sinalizadoras, semelhantes a horménios e conhecidas como autoindutores (Al). A
quantidade dessas moléculas estd diretamente relacionada ao numero de células dessa
populacdo no ambiente. Sendo assim, é possivel identificar quando uma certa densidade
populacional, ou quorum, foi estabelecido, levando os microrganismos a agirem em escala
populacional, com respostas rapidas e unificadas, favorecendo a sua sobrevivéncia (FUQUA;
WINANS; GREENBERG, 1994; MILLER; BASSLER, 2001; BASSLER, 2002). Dentre 0s
mecanismos regulados por este sistema, encontram-se a formacdo de biofilme, esporulacao,
bioluminescéncia, atividades metabolicas, biossintese de moléculas antibioticas, motilidade,
competéncia, diferenciacdo celular, interacdo com o hospedeiro, regulacdo da expressdo de
fatores de viruléncia, entre outros (SCHAUDER; BASSLER, 2001; BASSLER; LOSICK,

2006).
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O sistema de sinalizagdo via autoindutores ocorre basicamente a partir da ligacdo de
uma molécula sinalizadora a um receptor presente na superficie ou no interior da célula
bacteriana, que ativa um regulador de resposta (RR) citoplasmatico, iniciando assim, agdes
coordenadas a nivel de expressdo génica (BASSLER; LOSICK, 2006). Os sistemas de quorum
sensing sdo agrupados basicamente em quatro categorias: peptideos autoindutores (AIP), Al-
1/LuxIR, Al-2/LuxS e Al-3/Epinefrina/Norepinefrina. No entanto, existem outros sistemas
como por exemplo, a sinalizagéo via PQS (Pseudomonas quinolone signal), caracterizada como
2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona em Pseudomonas aeruginosa (PESCI et al., 1999; MILLER;
BASSLER, 2001; HUGHES; SPERANDIO, 2008).

Os sistemas de peptideos autoindutores (AIP) sdo mediados por oligopeptideos
modificados, produzidos e secretados por bactérias Gram-positivas, permitindo a comunicagdo
intra e interespecifica. Essas moléculas se ligam a receptores histidina quinase transmembrana,
resultando na fosforilacdo e ativacdo de um RR citoplasméatico (BASSLER, 2002). Em
Staphylococcus aureus, o AIP é sintetizado pelo gene agrD, que atinge a membrana direcionado
por uma sequéncia N-terminal, onde ocorre a clivagem da por¢do C-terminal pela
endopeptidase AgrB. Ocorre ainda, a remocao da por¢do N-terminal e o peptideo modificado
se liga a uma molécula de cisteina. Ao ser exportado para o exterior celular, o AIP modificado
é detectado pelo receptor AgrC que fosforila seu RR AgrA, resultando na ativacdo da expressao
génicade S. aureus (NOVICK etal., 1995; MILLER; BASSLER, 2001; WATERS; BASSLER,
2005).

No entanto, essa comunicacdo via sinalizacdo quimica pode ocorrer a partir de
moléculas produzidas pelo hospedeiro, o que caracteriza uma comunicagdo intrarreinos
(RUMBAUGH, 2007; HUGHES; SPERANDIO, 2008). Esse tipo de comunicacdo pode ser
observado no sistema Al-3/Epinefrina/Norepinefrina, mediado pelo sistema de dois
componentes QseBC, descrito inicialmente em EHEC (SPERANDIO; TORRES; KAPER,

2002; SPERANDIO et al., 2003). O sistema QseBC & composto pelo sensor histidina quinase
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QseC, localizado na membrana bacteriana e um RR cognato, localizado no citoplasma e
denominado QseB. Este Sistema responde a sinais ambientais como aos hormonios de estresse
do hospedeiro mamifero presentes no intestino, epinefrina (Epi) e norepinefrina (NE). A
epinefrina € sintetizada no sistema nervoso central e medula adrenal, atingindo o intestino
através da corrente sanguinea, ja a norepinefrina é sintetizada pelos neurdnios adrenérgicos do
sistema nervoso entérico (FURNESS, 2000; PURVES et al., 2001; SPERANDIO et al., 2003).
Além disso, responde também ao autoindutor 3 (Al-3), uma molécula sinalizadora produzida
por bactérias (SPERANDIO et al., 2003; PARKER; SPERANDIO, 2009).

Os hormonios Epi e NE desempenham um papel importante na manutencdo da
homeostase intestinal, como na regulacdo do peristaltismo, fluxo sanguineo, secrecéo de cloreto
e de potassio. Esses dois hormonios se ligam aos receptores acoplados a proteina G (GPCRS)
encontrados na membrana das celulas de mamiferos, resultando em uma cascata regulatoria
com ativacéo de alvos intracelulares (GILMAN, 1987; HORGER; SCHULTHEISS; DIENER,
1998; ELDRUP; RICHTER, 2000; FREDDOLINO, 2004). As bactérias ndo apresentam
receptores homdlogos a este, sendo assim, conseguem detectar hormdnios do hospedeiro
através de sensores histidina quinase (HK), que sdo amplamente distribuidos entre bactérias e
trabalham em conjunto com RR, formando um sistema de dois componentes. Ao detectar um
sinal ambiental especifico, a proteina HK autofosforila um residuo conservado de histidina, em
seguida, transfere esse fosfato para um residuo de aspartato presente no seu regulador de
resposta cognato, que na maioria das vezes desempenha a fungédo de ativador transcricional
(STOCK; ROBINSON; GOUDREAU, 2000; CLARKE et al., 2006; READING et al., 2009).

Inicialmente, acreditou-se que o Al-3 poderia ser um composto aromatico aminado,
similar as catecolaminas, uma vez que sua sinalizagdo em EHEC ¢ agonista a NE e Epi e, assim
como para esses hormdnios, pode ter sua atividade via QseC bloqueada por antagonistas
adrenérgicos (SPERANDIO et al., 2003; CLARKE et al., 2006). A producéo do Al-3 foi

evidenciada ainda, em E. coli comensal, EPEC, Klebsiella pneumoniae, Shigella sp.,
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Salmonella sp., e Enterobacter cloacae (WALTERS; SIRCILI; SPERANDIO, 2006). No
entanto, somente duas décadas depois de sua descoberta, esse autoindutor pdde ser
caracterizado em EHEC como uma molécula de pirazinona derivada de treonina desidrogenase
(Tdh). Analogos de Al-3 foram também caracterizados em bactérias Gram-negativas como V.
cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenemase, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium, assim como em
bactérias Gram-positivas como Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (VRE),
Enterococcus gallinarum, Staphylococcus aureus resistente a meticiclina (MRSA) e 0 nédo
patogénico Bacillus subtilis. Portanto, esses dados podem evidenciar que diversas bactérias sédo
capazes de sintetizar analogos do Al-3, sugerindo que esses padrdes podem facilitar os efeitos
de sinalizac&o diferencial entre as espécies (KIM et al., 2020).

O sistema QseBC é codificado no operon gseBC, sendo a transcri¢do deste regulada
por QseB. QseC é uma proteina de 50 kDa, que possui dois dominios transmembrana, um
dominio HK conservado, um dominio EAL e um dominio ATPase, que permite sua atividade
de fosfatase (CLARKE; SPERANDIO, 2005a; CLARKE et al., 2006). Homologos de QseC
estdo presentes em ao menos 25 patdgenos Gram-negativos, além de ja ter sido evidenciada a
sua participacdo nos mecanismos de patogenicidade de muitas dessas bactérias (RASKO et al.,
2008; KENDALL; SPERANDIO, 2016).

Em EHEC, onde esse sistema é amplamente descrito (Fig. 3), foi demonstrado que QseC
detecta os sinais Al-3/Epi/NE, se autosfosforila e transfere um fosfato para o seu regulador de
resposta QseB, que se liga diretamente na regido promotora de FIhD, regulador mestre do
operon flagelar, resultando na ativacdo da transcricdo de genes envolvidos na motilidade
(CLARKE; SPERANDIO, 2005b). No entanto, pode ocorrer uma regulacdo cruzada, onde
QseC ativa 0 RR KdpE, que se liga na regidao promotora de Ler, regulador mestre das ilha de
patogenicidade LEE, regulando assim a transcri¢do desses genes (NJOROGE; SPERANDIO,

2012). Além disso, QseC tem um papel na ativacdo da expressdo da toxina de Shiga e do efetor
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EspFU, envolvido na polimerizacao de actina, através da ativacdo de QseF, o RR do sensor HK
QseE. Esse sensor também detecta Epi e NE, aléem de SO4 e POs (READING et al., 2007,

HUGHES et al., 2009).

Figura 3. Modelo de sistemas de 2 componentes em EHEC.
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Fig. 3. Sistemas de dois componentes QseBC e QseEF na regulacéo da transcricdo de genes
envolvidos na montagem do Sistema de Secrecéo do Tipo 111, motilidade e produgéo da toxina

de Shiga. As siglas A/NA representam Epi/NE (KENDALL; SPERANDIO, 2016). Adaptado.

Um estudo com uma biblioteca de 150.000 moléculas, realizado pelo nosso grupo,
identificou que uma delas possui atividade inibidora de QseC, denominada posteriormente
LED209 [N-fenil-4-(3-feniltioureia)benzenosulfonamida]. Em ensaios in vitro e in vivo,
demonstrou-se que o bloqueio de QseC por LED209 inibiu a expressao de importantes fatores
de viruléncia em EHEC, S. Typhimurium e Francisella tularensis (RASKO et al., 2008), além
de resultar em percentual maior de sobrevivéncia dos animais infectados com esses patdgenos
Gram-negativos (CURTIS et al., 2014). Sendo também, brevemente reportada sua atividade

para a inibicdo da formagdo de biofilme em isolados clinicos multidroga-resistentes (MDR) de
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Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, E. coli uropatogénica e EAEC (CURTIS et
al., 2014). Essa abordagem pode ser considerada promissora no controle da disseminacéo de
microrganismos patogénicos MDR, uma vez que LED209 n&o interfere no crescimento
bacteriano e, consequentemente, ndo exerce forte presséo seletiva para linhagens resistentes.
Ademais, atua somente na via de transducdo de sinal bacteriano, ndo demonstra atividade em
receptores de células eucaridticas e ndo proporciona toxicidade em modelos animais. Portanto,
abre perspectivas para uma possivel utilizagdo na clinica futuramente (RASKO et al., 2008;

CURTIS et al., 2014).

1.6. Vesiculas de membrana externa bacteriana

As bactérias Gram-negativas empregam diferentes mecanismos para secretar seus
fatores de viruléncia e atingir seu alvo, podendo ocorrer através dos sistemas de secrecdo e
vesiculas de membrana externa (OMVs, do inglés Outer Membrane Vesicles) (GERLACH;
HENSEL, 2007, AMANO; TAKEUCHI; FURUTA, 2010). As OMVs sdo geralmente
estruturas esféricas que apresentam um tamanho variavel entre 20 e 250 nm, originadas durante
0 crescimento bacteriano, a partir de bolhas formadas em sua membrana externa
(SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015). As células de bactérias Gram-negativas possuem um
envelope que consiste em duas membranas, a membrana externa e a membrana citoplasmatica,
além de um espaco periplasmatico entre as duas membranas. A membrana externa bacteriana
atua como uma barreira celular e é composta basicamente por LPS (lipopolissacarideos),
fosfolipideos, lipoproteinas, porinas e receptores. A membrana citoplasmatica é composta por
uma bicamada fosfolipidica, com uma importante funcdo de barreira eletroquimica. O
periplasma possui uma camada de peptideoglicano, proteinas e enzimas e € um ambiente
oxidativo, ndo contendo fontes de energia como ATP e GTP, sendo o peptideoglicano

responsavel por conferir forma a célula e prote¢do durante mudangas na pressdo osmoticas e
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contra o estresse mecanico (AMANO; TAKEUCHI; FURUTA, 2010; SCHWECHHEIMER,;
KUEHN, 2015). O Iumen das OMVs pode ser composto por contetdo periplasmatico e
citoplamatico, além de moléculas de DNA e RNA (AMANO; TAKEUCHI; FURUTA et al.,

2010; KUNSMANN et al., 2015; SIOSTROM et al., 2015; KOEPPEN et al., 2016).

Figura 4. Formagéo de OMVs.
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Fig. 4. Modelo esquematico da producdo de OMVs (Outer Membrane Vesicles) através da
formacdo de bolhas na membrana externa bacteriana, apds um distarbio no envelope celular.
Formacdo de OIMVs (Outer-Inner Membrane Vesicles) e EOMVs (Explosive Outer Membrane
Vesicles) através da lise celular por moléculas de endolisina liberadas por fagos (TOYOFUKU;

NOMURA; EBERL, 2019). Adaptado.

A produgdo dessas vesiculas foi evidenciada em diversas bactérias patogénicas como
Pseudomonas aeruginosa, EHEC, EAEC, assim como em cepas ndo patogénicas de E. coli
comensal e probidtica (KUEHN; KESTY, 2005; AMANO; TAKEUCHI; FURUTA, 2010;
KUNSMANN et al., 2015; CANAS et al., 2018). Notavelmente, as OMVs transportam
diversos fatores de viruléncia como proteases, adesinas, hemolisinas e toxinas, que sdo

protegidos por sua associagcdo com as vesiculas, que matem sua integridade frente aos efeitos
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ambientais adversos, como a resposta do sistema imune do hospedeiro. Sendo assim, o
transporte realizado pelas OMVs contribui para o estabelecimento da colonizagdo bacteriana e
para o0 desenvolvimento da patogénese (MASHBURN-WARREN; WHITELEY, 2006;
AVILA-CALDERON et al., 2015). Foi reportado anteriormente que as OMVs podem utilizar
trés mecanismo distintos para liberar o seu conteido nas células alvo, sendo estes: 1) lise
proximal, difusdo e internalizacdo; Il) fusdo; I11) endocitose, sendo este Ultimo particularmente
relacionado as bactérias patogénicas (KULP; KUEHN, 2010).

Além disso, as OMVs possuem caracteristica imunomoduladoras por transportarem
PAMPs (padres moleculares associados a patdégenos), como LPS, peptidoglicano, flagelina e
porinas de membrana externa. Deste modo, apds o reconhecimento desses PAMPs pelos TLRs
(Toll-like receptors), ocorre uma cascata de sinalizagdo de resposta imune do hospedeiro, a
partir da producdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (ELLIS; KUEHN, 2010;
KAPARAKIS-LIASKOS; FERRERO, 2015). No entanto, além de sua importancia na
patogénese, as OMVs também desempenham um importante papel nos mecanismos de
sobrevivéncia bacteriana, como defesa e resisténcia, comunicacdo e aquisi¢do de nutrientes
(KULP; KUEHN, 2010; TOYOFUKU; NOMURA,; EBERL, 2019).

Embora a biogénese das OMVs esteja sendo descrita por mais de 50 anos, seu processo
exato de sintese e a selecdo de seu contetdo interno, ainda ndo foram completamente elucidados
(KABACK, 1974; TOYOFUKU; NOMURA; EBERL, 2019). E proposto que as vesiculas
formadas a partir de bolhas que se originam na membrana externa de células viaveis, ocorram
basicamente a partir de disturbios no envelope celular, causados por qualquer desequilibrio na
sintese de peptideoglicano, ou ainda, atraves da intercalacdo de moléculas hidrofobicas na
membrana externa, como certos antibidticos (Fig. 4). Existem também, evidéncias de que
vesiculas possam ser produzidas apos a lise celular por liberacdo de endolisinas derivadas de
fagos, que degradam o peptideoglicano, levando a ruptura da celula e ao rearranjo da

membrana, resultando na formacdo dessas estruturas (TOYOFUKU; NOMURA; EBERL,
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2019). Sabe-se que, além de influéncia genética, diferentes condi¢cBes ambientais como
temperatura, disponibilidade de nutrientes, fase de crescimento, disponibilidade de ferro e
oxigénio, estresse oxidativo, bem como os efeitos de antibidticos que atuam na membrana
bacteriana e compostos genotoxicos, estimulam o processo de formacdao de vesiculas (KUEHN;
KESTY, 2005; KULP; KUEHN, 2010; MACDONALD; KUEHN, 2013; ORENCH-RIVERA,;
KUEHN, 20186).
Dessa forma, essa via se torna um alvo interessante de estudo para compreender 0s

mecanismos de patogenicidade em cepas de EAEC.

1.7. Microbiota intestinal humana

O trato digestivo humano hospeda centenas de espécies de microrganismos que Sao
coletivamente conhecidos como microbiota. A microbiota intestinal € um ecossistema
complexo e dindmico que inclui bactérias, arqueias, virus, fungos e protozoarios (CLAESSON
et al., 2012). Especificamente no colon, existe a maior e mais diversa populagdo microbiana no
intestino humano, estimando-se que existam aproximadamente 10 células bacterianas por
grama de contetdo luminal (FRICK; AUTENRIETH, 2013). Esta comunidade é composta
predominantemente por bactérias (Fig. 5) dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, seguido por
Proteobacteria e Actinobacteria (HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012).
A composicdo da microbiota intestinal pode influenciar as funcdes dos sistemas cardiovascular,
nervoso e endocrino (NEUMAN et al., 2015; ZHANG et al., 2015; SHARON et al., 2016).
Além disso, a microbiota oferece muitos beneficios para a salde humana, como no
desenvolvimento do sistema digestivo e imunologico, producdo de vitaminas, metabolizacéo e
disponibilizagdo de nutrientes, além de protecdo contra patdgenos invasores (SEKIROV;
FINLAY, 2009; MCKENNEY; KENDALL, 2016). Assim, o desequilibrio nessa populacdo

microbiana, conhecida como disbiose, pode resultar em maior suscetibilidade ao
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desenvolvimento de doengas infecciosas e cronicas (BUFFIE; PAMER, 2013; BYNDLOSS;

PERNITZSCH; BAUMLER et al., 2018).

Figura 5. Principais filos bacterianos que compdem a microbiota intestinal.
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Fig. 5. Bacteroidetes e Firmicutes representam os filos mais abundantes, seguido pelos filos

Proteobacteria e Actinobacteria (MCKENNEY; KENDALL, 2016). Adaptado.

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo os principais metabdlitos da fermentacdo
de polissacarideos por bactérias anaerdbias no colon, e acetato, propionato e butirato
representam cerca de 90% a 95% de sua composicdo (BERGMAN, 1990; MACFARLANE;
MACFARLANE, 2003). Os AGCC desempenham um papel importante na manutencdo da
saude intestinal, como protecdo, fonte de energia e homeostase fisioldgica (TAN et al., 2014).
O acetato é o principal AGCC produzido no célon e 0 mais abundante na corrente sanguinea
(LOUIS et al., 2007; KOH et al., 2016). Sua principal atividade no c6lon é a diminui¢éo do pH,
efeitos anti-inflamatdrios, aumento do fluxo sanguineo e melhor captacédo de oxigénio, além de
ser utilizado como substrato para a producdo de butirato por outras bactérias da microbiota,
durante o processo de cross-feeding (HAVENAAR, 2011; RIOS-COVIAN et al., 2016). O
propionato esta relacionado com a diminui¢cdo do pH do cdlon, contribui na prevencdo da
proliferacdo de células cancerigenas e na inducdo da apoptose dessas células na regido

colorretal, além de possuir efeitos anti-inflamatorios (AL-LAHHAM et al., 2010; RIOS-
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COVIAN et al., 2016). O butirato, por sua vez, é a fonte preferencial de energia dos colondcitos,
diminui o pH, estimula a proliferagdo de células epiteliais saudaveis, esta envolvido na protecdo
contra cancer de colon e colite, melhora a funcdo da barreira intestinal ao estimular a formagao
de mucina, peptideos antimicrobianos e proteinas que compde as juncdes das células epiteliais,
apresenta propriedades anti-inflamatorias, estimula a absor¢do de agua e sodio e reduz o
desgaste oxidativo no célon (HAMER et al., 2008; CHANG et al., 2014; BAXTER et al.,
2019). A diminuicdo do pH no co6lon pelos AGCC possui diversos efeitos fisioldgicos, como
diminuicdo da solubilidade dos sais biliares, aumento da absor¢do de minerais, diminuicdo da
absorcdo de amonia, além de inibir o crescimento de patgenos (RIVIERE et al., 2016).
Existem muitas limitacbes no uso de modelos animais para investigar a infeccdo por
EAEC, devido a falta de reprodutibilidade da patogénese in vivo, bem como limites éticos para
a realizacdo de ensaios clinicos (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS,
2013). Como alternativa, temos 0 SEMH® (Simulador do Ecossistema Microbiano Humano),
que pode ser utilizado como um modelo coldnico de infecgéo in vitro (MOLLY; WOESTYNE;
VERSTRAETE, 1993; MOLLY etal., 1994), uma ferramenta que contribui para a investigagdo
das modificagOes da microbiota intestinal durante um processo infeccioso. Embora 0 SEMH®
ndo possua condicdes idénticas aquelas encontradas no hospedeiro, como células intestinais e
camada de muco, este sistema simula condicdes fisioldgicas, como pH, temperatura, tempo de
transito intestinal e composicdo da microbiota, tornando-se uma excelente maneira de
correlacionar a complexa interacdo entre a microbiota intestinal humana e patdgenos
(POSSEMIERS et al., 2004).

Trabalhos recentes na literatura tém evidenciado a importancia de se compreender a
intrinseca relacdo patdgeno-hospedeiro mediada pela sinalizagdo quimica, que permeia a
comunicagdo inter-reinos e intrarreinos (KENDALL; SPERANDIO, 2016). Identificar os
mecanismos envolvidos na cascata de patogenicidade é de suma importancia para que se possa

compreender a funcdo de sistemas ainda néo elucidados em cepas de grande relevancia clinica.
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Dessa forma, desvendar o papel de QseC em EAEC Stx+, esclarecerd mecanismos ainda nédo
estabelecidos na literatura cientifica para esta categoria de Escherichia coli diarreiogénica,
assim como a sua direta relagdo com o hospedeiro e interagdo com a microbiota durante o

desenvolvimento de seus processos infecciosos.
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6. Conclusoes

A sinalizacdo quimica mediada por QseC apresenta influéncia no desenvolvimento da
patogénese de ambas as cepas de EAEC 0104:H4 Stx+ e Stx-, no entanto, por mecanismos
distintos. Sendo assim, se faz necesséria a compreensdo mais ampla acerca do papel detalhado
do sensor quinase QseC, conjuntamente com o regulador de resposta QseB, na regulacao desses
mecanismos em EAEC.

Visivelmente, demonstramos aqui que o bloqueio dessa via de sinalizacdo na cepa
C227-11 (Stx+), resultou em um desequilibrio na expresséo de fatores de viruléncia e menor
habilidade de colonizacdo in vivo, além de uma menor internalizacdo de OMVs em linhagem
de células intestinais, ou seja, influencia o estabelecimento incial do processo patogénico. Além
disso, permitiu o restabelecimento da microbiota intestinal humana, aumento da producéo de
acetato e niveis equilibrados de propionato e butirato, assim como uma menor producdo de Stx,
durante a infec¢do no modelo coldnico in vitro SEMH®.

Finalmente, nossos resultados enfatizam o importante potencial de QseC como um dos
alvos de estudos no desenvolvimento de novas terapias para infecgdes por EAEC,
principalmente levando em consideracéo a sua condicao de bloqueador da cascata de viruléncia

desses patdgenos.
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