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RESUMO

Genes codificadores de fatores de viruléncia, inflamacao e avaliacao
nutricional da infeccao intestinal associada com Escherichia coli
enteroagregativa em criancas de Fortaleza, Ceara, Brasil. lla Fernanda Nunes
Lima. Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia, do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Ceara. Novembro de 2008. Orientador: Profe. Dr. Aldo
Angelo Moreira Lima.

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um pat6tipo de E. coli que tem sido cada vez
mais identificado como agente etiolégico das doengas diarréicas. Esse trabalho teve
como objetivos determinar a prevaléncia de EAEC e investigar a importancia de alguns
genes associados a viruléncia no grau de severidade das doencas diarréicas causadas
pelo microorganismo, além de avaliar o impacto dessas infeccdes na inflamacao
intestinal e no estado nutricional de criancas carentes de Fortaleza, Ceara. Criancas na
faixa etaria entre 2 e 36 meses, com histérico ou ndo de diarréia nos ultimos 14 dias,
tiveram suas medidas antropométricas avaliadas e suas amostras fecais coletadas. O
diagnostico de EAEC foi realizado por reagdo de polimerase em cadeia (PCR) dos
genes aaiC (cromossomal) e aatA (plasmidial). Amostras positivas foram pesquisadas
quanto a presenca dos genes de viruléncia aggR (regulador transcricional), aap
(dispersina), pic (enterotoxina), pet (enterotoxina) e astA (enterotoxina). A sequéncia
nucleotidica do gene aggR foi analisada através de seqlienciamento. Aliquotas fecais
foram submetidas a quantificagcao de lactoferrina (LFF) e citocinas (IL-4, IL-10, TNF-a. e
IFN-y) através de reagdo imunoenzimatica (ELISA). Esse estudo analisou 83 criangas
com diarréia (casos) e 83 criangcas sem diarréia (controles). EAEC foi encontrada na
mesma propor¢ao entre ambos os grupos (41,0%). Criangas com diarréia apresentaram
reducdo significativa na espessura da prega cuténea, indice de massa corporal e
escores-z peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ), mas a presenca da bactéria
ndo foi associada com alteragdes nos indices antropométricos analisados. Entre as
amostras positivas para EAEC, ndo houve diferenga quanto a presenca isolada dos
fatores de viruléncia pesquisados nas criancas que desenvolveram ou nao diarréia.
Avaliando as freqliiéncias desses genes em combinacgao, cepas de EAEC expressando
0S genes aggR, aap, pic, pet e astA foram isoladas em freqiiéncia superior significativa
de criangcas doentes quando comparadas com cepas de EAEC expressando somente
aggR, aap, pic e astA (excluindo o gene pel). A analise da sequéncia codificadora do
gene aggR apresentou 27 polimorfismos em um uUnico nucleotideo (SNPs), distribuidos
entre cinco amostras caso e trés controles. Mais de 80,0% das criangas estudadas
apresentaram inflamagao intestinal caracterizada por elevados niveis de LFF,
independente da presenca de diarréia e EAEC. Todas as criangas com diarréia
associada com EAEC apresentaram altas concentragcdes de LFF. Niveis basais de
citocinas fecais foram observados entre criancas de ambos os grupos. A variabilidade
na presenca dos fatores de viruléncia pesquisados ratifica a heterogeneidade das cepas
de EAEC. A combinagao de genes codificadores de fatores de viruléncia mostrou que a
presenca do pet estd associada com a doenca causada por EAEC. A infeccédo pela
bactéria ndo causou impacto significativo nos indices antropométricos analisados. As
elevadas concentracdes observadas de LFF sugerem a existéncia de fatores adicionais
desencadeadores do processo inflamatério.

Palavras-chave: Diarréia, Escherichia coli enteroagregativa, Genes de viruléncia.



ABSTRACT

Virulence factor coding genes, inflammation and nutritional evaluation of
intestinal infection associated with enteroaggregative Escherichia coli in
children from Fortaleza, Ceara, Brazil. lla Fernanda Nunes Lima. Thesis
submitted to the Pos-Graduation Program of Pharmacology, from Department of
Physiology and Pharmacology, from School of Medicine, from Federal University of
Ceara. November 2008. Professor: MD PhD Aldo Angelo Moreira Lima.

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is a pathotype of diarrheagenic E. coli, which
has increasingly been identified as an etiological agent of diarrheal disease. This
purpose of this study is to determine the prevalence of EAEC and examine the
importance of some virulence-related genes in the severity of the diarrheal disease
caused by this microorganism, and further evaluate the impact of these infections on
intestinal inflammation and the nutritional status of poor children from Fortaleza, Ceara.
Children aged 2 to 36 months, with and without an occurrence of diarrhea in the previous
14 days, had their anthropometric data evaluated and their stools collected. Diagnosis of
EAEC was done by polymerase chain reaction (PCR) of the aaiC (chromosomal) and
aatA (plasmidial) genes. Positive samples were further analyzed for the presence of the
virulence genes aggR (transcription regulator), aap (dispersin), pic (enterotoxin), pet
(enterotoxin) and astA (enterotoxin). The nucleotide sequence of aggR gene was also
analyzed by sequencing. Aliquots of stool samples were quantified for lactoferrin (LFF)
and cytokines (IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-y) by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). This study analyzed 83 children with diarrhea (cases) and 83 children without
diarrhea (controls). EAEC was found in the same proportion in both groups (41.0%).
Children with diarrhea presented with significantly reduced skin thickness, body mass
index and weight-for-age (WAZ) and weight-for-height (WHZ) z-scores. However, the
presence of the bacteria was not associated with changes in the analyzed
anthropometric measures. Among the positive samples for EAEC, there was no
difference in the presence of the isolated virulence genes in the children with or without
diarrhea. Observing the frequencies of these genes in combination, EAEC strains
carrying the aggR, aap, pic, pet and astA genes together were isolated in significantly
higher frequencies from sick children when compared to EAEC strains expressing only
aggR, aap, pic, and astA (excluding petf). Nucleotide sequence analysis of the aggR
gene presented 27 polymorphisms of a single nucleotide (SNPs), distributed among five
case samples and three control samples. More than 80.0% of studied children had
intestinal inflammation characterized by elevated levels of LFF, regardless of the
presence of illness and EAEC. All children with diarrhea associated with EAEC
presented with high concentrations of LFF. Basal levels of fecal cytokines were observed
among children from both groups. Variability in the presence of the evaluated virulence
factors confirms the heterogeneity of EAEC strains. The combination of the virulence
related genes expressed showed that pet has an association with illness caused by
EAEC. The infection by this bacterium did not cause significant impact on the
anthropometric index analyzed. The high concentrations of LFF observed suggest that
there may be additional factors triggering the inflammatory process.

Keywords: Diarrhea, Enteroaggregative Escherichia coli, Virulence genes.
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1 INTRODUCAO



1.1 MORBIDADE E MORTALIDADE CAUSADA POR DOENCAS DIARREICAS

As doencas diarréicas constituem um importante problema mundial,
especialmente entre criancas na faixa etaria de até cinco anos de idade. Atualmente,
com o reconhecimento de seu impacto a longo prazo, as doengas diarréicas estao
entre as principais ameacas a saude infantii em paises em desenvolvimento
(GUERRANT et al., 2002b; KEUSCH et al., 2006).

Durante as ultimas décadas, a mortalidade ocasionada por essas doengas
vem declinando, o que pode ser atribuido a diversos fatores, tais como o advento da
terapia de re-hidratacdo oral (TRO) e a elevagédo das taxas de amamentagao, além
de melhoria dos fatores nutricionais (FAGUNDES-NETO; SCALETSKY, 2000;
KOSEK; BERN; GUERRANT, 2003; PETRI JR. et al, 2008; UNICEF, 2003;
VICTORIA et al., 2000; WHO, 1998). A Tabela 1 mostra a reducdo do numero de
mortes causadas pelas doengas diarréicas, de cerca de cinco milhdes em 1976 para
aproximadamente 1,6 milhdo em 2002. Dados de um levantamento feito por
Monteiro e Schmitz (2004) no Distrito Federal confirmaram essa queda no cenario
nacional brasileiro. No periodo compreendido entre os anos de 1990 e 2000, houve
uma redugao de 72,8% na proporcao de 6bitos atribuidos as doengas infecciosas e
parasitarias em criangas no primeiro ano de vida. No inicio do estudo, estas doengas
constituiam a segunda causa de morte na faixa etaria analisada, passando a ocupar
o quarto lugar em 2000. Apesar do declinio, as diarréias foram responsaveis por
17.300 mortes no ano de 2002 em nosso pais e representaram em torno de 15% de
todas as mortes infantis naquele ano (WHO, 2003; 2004-GBD).

Enquanto as taxas de mortalidade ocasionadas pelas doencas diarréicas
tém declinado, a morbidade tem permanecido constante e até aumentado em
algumas faixas etarias. Criancas menores de cinco anos de idade apresentam de
2,8 a 6,3 episddios diarréicos anualmente (GUERRANT et al., 2002a; KOSEK;
BERN; GUERRANT, 2003; WHO, 2003). No Brasil, essa realidade nao é diferente.
Um estudo transversal realizado no estado de Pernambuco observou a ocorréncia
de 3,9 episddios de doencgas diarréicas/crianga/ano. De 2074 criangas menores de
cinco anos investigadas, 19,8% apresentaram diarréia nos 15 dias anteriores a

pesquisa, 6,1% necessitaram de atendimento ambulatorial e 2,7% tiveram que ser



hospitalizadas. Anualmente, as doengas diarréicas sdo responsaveis por 24,4% dos
atendimentos ambulatoriais e por 35,3% de todas as internacées de criancas
menores de cinco anos de idade em Pernambuco (VASCONCELOS; BATISTA
FILHO, 2008). No Rio de Janeiro, a taxa de prevaléncia de diarréia entre 104
criangas provenientes de familias de baixa renda foi de 55,7% (BORGES et al.,
2007). Na Bahia, pesquisadores acompanharam diariamente durante um ano 84
criancas com até 40 meses de idade, residentes em areas carentes de Salvador, e
relataram a ocorréncia de 2,8 episédios diarréicos/crian¢ca/ano. Em média, cada
crianga sofreu 11,1 dias de diarréia e cada episddio durou 3,9 dias. A maior
incidéncia foi observada entre criangas menores de um ano (MELO et al., 2008). No
Ceara, um estudo de quase quatro anos de duracao identificou mulheres gravidas e
visitou a casa do recém-nascido trés vezes por semana. As criangas acompanhadas
tiveram uma média de 5,25 episddios diarréicos/crian¢ca/ano e passaram 27 dias
com diarréia anualmente (LIMA et al., 2000). De acordo com Melo et al. (2007), o
pequeno intervalo entre as visitas € essencial para uma avaliagdo correta desse
importante problema de saude. Condi¢des socio-econbémicas precarias estdo entre
os principais fatores de risco associados a ocorréncia de doencas diarréicas
(FERRER et al., 2008).

Apesar de serem mais comuns em paises em desenvolvimento, as
doencas diarréicas também representam um problema em paises desenvolvidos.
Casos esporadicos sao freqlientes nesses paises e representam a segunda causa
mais comum entre as doencas infecciosas, com um a dois episédios/pessoa/ano
(STEINER; SAMIE; GUERRANT, 2006). Nos Estados Unidos, ocorrem entre 211 e
375 milhdes de episddios diarréicos anualmente, resultando em 73 milhdes de
consultas médicas, 1,8 milhdes de hospitalizagées e 3100 dbitos. Estima-se que isto
represente em torno de US$6 bilhdes gastos a cada ano com cuidados médicos e
perda de produtividade (GUERRANT et al., 2001).



TABELA 1 — Estimativas de mortalidade causada por diarréia em criancas de paises

em desenvolvimento.

Mortes por ano

Fonte Ano de estimativa (milhGes)

Rhode (1984) 1976 5
Snyder; Merson (1982) 1980 4,6
Institute of Medicine (1986) 1986 3,5
Martines; Phillips (1993) 1990 3,2
Bern et al. (1992) Década de 1980 3,3
World Bank (1993) 1990 2,5
Murray; Lopez (1997) 1997 2,4-2,9
Kosek; Bern; Guerrant (2003) Década de 1990 2,1-4,7
Parashar et al. (2003) Década de 1990 1,7-3,0
Murray et al. (2001) 2000 1,3
WHO (2002) 2001 1,4
WHO (2003) 2002 1,6

Fonte: Adaptado de Podewils et al., 2004.
1.2 DEFINICAO DAS DOENCAS DIARREICAS

A diarréia consiste em uma alteragdo do movimento e do transporte de
fluidos e eletrélitos intestinais, caracterizada por uma elevacao no volume fecal, na
quantidade de agua e/ou na freqUéncia das evacuacdes (FORDTRAN, 1967;
GUERRANT et al., 2001). O volume final de agua presente nas fezes determina a
consisténcia normal do bolo fecal, que apresenta variacdes entre os individuos e
pode variar, ainda, ha mesma pessoa, de acordo com a alimentagédo. Essa variagao
complica a definicdo de diarréia (BLACK; LANATA, 2002). Segundo a Organizagao
Mundial de Saude (2005a), diarréia € a ocorréncia de trés ou mais evacuagdes
pastosas ou liquidas no periodo de 24 horas. A consisténcia das fezes € mais



relevante do que o nimero de evacuacoes e a eliminacao de fezes formadas néo é
definida como diarréia. De acordo com Keusch et al. (2006), considera-se como 48

horas o intervalo de separacao entre dois episodios diarréicos.

1.3 EPITELIO GASTROINTESTINAL E BARREIRA FUNCIONAL

O epitélio gastrointestinal atua como uma das interfaces primarias entre o
organismo e 0 ambiente exterior e sua integridade é critica para a saude humana
(GEWIRTZ et al,, 2002; MADARA, 1997). Além de desempenhar as fung¢des de
digestdo e absorcdo dos nutrientes e secrecdo de agua e eletrdlitos, o trato
gastrointestinal (TGl) constitui a linha de frente na defesa contra os microorganismos
potencialmente patogénicos que sao capazes de se desenvolver no lumen intestinal,
enquanto mantém um estado nao-responsivo em relagdo a microbiota comensal e
aos antigenos alimentares (FIELD, 2003; HOOPER et al, 1998; WERSHIL;
FURUTA, 2008).

O TGl é formado por uma variedade de tipos celulares unidos através de
juncoes intercelulares, formando uma delgada camada celular de epitélio colunar
simples, que se dobra, formando as criptas e os vilos (MADARA; TRIER, 1994). As
criptas contém uma populacdo de células pluripotentes, localizadas na sua base,
que sao capazes de se diferenciar em todos os tipos celulares. Essas células
especializadas migram em dire¢éo ao topo das vilosidades, de onde sao eliminadas
dias depois (CHENG; LEBLOND, 1974; MADARA; TRIER, 1994).

As jungées intercelulares, que ligam os enterécitos adjacentes formando
uma camada celular, ttm como fungéo primordial a formagédo de barreiras seletivas
que permitem a geracdo e manutencdo de composicdes distintas entre os
compartimentos teciduais. As células epiteliais intestinais s&o unidas umas as outras
através juncgdes firmes (tight junctions — TJs), juncdes aderentes (adherens junctions
— AJs), juncbes de comunicagédo (gap junctions — Gap) e desmossomos. As TJs
representam a principal barreira paracelular para o movimento de agua, solutos e
células imunes, estabelecendo polaridade e prevenindo a mistura de componentes
entre os compartimentos apical e basolateral dos enterécitos (FIGURA 1)
(ANDERSON; VAN ITALLIE, 1995; CAPLAN; SEO-MAYER; ZHANG, 2008;



FANNING; MITIC; ANDERSON, 1999). No inicio da década de 60, utilizando
imagens estaticas de microscopia eletrénica, as TJs foram conceituadas como uma
estrutura adesiva formando uma barreira absoluta e sem qualquer tipo de regulacao
no espaco paracelular. Estudos posteriores revelaram que as TJs sdo estruturas
dindmicas passiveis de alteragdes estruturais que adaptam seu estado funcional sob
uma variedade de circunstancias fisiologicas e patoldgicas (CEREIJIDO, 1992;
FASANO; NATARO, 2004).

Em analises mais avangadas, as TJs, que circundam a parte superior da
superficie lateral de cada enterdcito, apareceram como uma série de pontos de
contato célula a célula. Esses contatos sdo estruturas transmembranas continuas
em fileiras, que formam longas ramificagées, circuncidando as células e interagindo
com estruturas similares de células vizinhas. Diversas proteinas componentes das
TJs tém sido identificadas nos ultimos anos e sua estrutura atual € mostrada na
Figura 1, embora essa lista esteja provavelmente incompleta (ANDERSON; VAN
ITALLIE, 1995; CEREIJIDO, 1992; FASANO; NATARO, 1994).

A primeira proteina associada com as TJs foi descrita por Furuse et al.
(1993). Utilizando membranas enriquecidas de jungdes de figado de galinha como
antigeno para a producao de anticorpos monoclonais especificos, eles identificaram
uma proteina de aproximadamente 65kDa e a designaram de ocludina. Técnicas de
imunofluorescéncia e microscopia eletrénica mostraram que a proteina localizava-se
exclusivamente nos pontos de contato da membrana de células epiteliais e
endoteliais. A ocludina € composta por quatro dominios transmembrana, dois
dominios extracelulares e uma longa cadeia carboxi-terminal citoplasmatica. A forma
fosforilada parece ser predominante dentro das TJs. Experimentos subsequentes
com células embrionarias pluripotentes knockout sugeriram a existéncia de outros
componentes responsaveis pelo funcionamento das TJds (FASANO; NATARO, 2004;
SAITOU et al., 1997).
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FIGURA 1 — Representacao esquematica mostrando as juncdes intercelulares que
unem enterécitos adjacentes, compostas pelas juncbes firmes (TJs), juncdes
aderentes (AJs), desmossomos € jungdes de comunicacao (Gap) (1A). As Tds
delimitam os compartimentos apical e basolateral dos enterécitos e suas estruturas
transmembranares formam longas ramificacées, que circuncidam as células e
interagem com estruturas similares de células vizinhas (1B). Representacao
esquematica do complexo protéico que compde as TJs, incluindo as proteinas
transmembrana ocludina, claudina e molécula de adesao juncional (JAM). Esse
complexo inclui, ainda, varias proteinas citoplasmaticas, como as zonulinas (ZO),
cingulina e 7H6 (1C).

Fonte: Chandran et al., 2003 (1A); Anderson; Van ltallie, 1995 (1B); Huber; Egleton;
Davis, 2001 (1C).

As evidéncias sobre a existéncia de outras proteinas componentes das
TJs levou Furuse et al. (1998) a re-examinar as fracdes isoladas de figado de
galinha e detectar uma fracdo de 22kDa prdoxima a fragdo da ocludina. Duas
seqliéncias peptidicas distintas foram obtidas, sendo denominadas de claudinas 1 e
2. As claudinas formam fibrilas e, a semelhancga da ocludina, também apresentam a
capacidade de interagir com as células vizinhas. Atualmente, varios outros tipos de
claudinas tém sido descritos, sendo as claudinas 2 a 5 as mais encontradas no



intestino. Cada uma delas apresenta caracteristicas seletivas de permeabilidade
(FURUSE; SASAKI; TSUKITA, 1999; RAHNER; MITIC; ANDERSON, 2001).

Uma terceira proteina da membrana foi identificada por Martin-Padura et
al. (1998). A molécula de adesao juncional (junctional adhesion molecule — JAM)
apresenta um unico dominio transmembrana e dois dominios extracelulares com
pontes de enxofre, similar aos receptores das imunoglobulinas. Apesar de sua
participacdo na adesdo célula a célula ter sido descrita, sua fungdo na barreira
permanece desconhecida (FASANO; NATARO, 2004).

As zonulinas (ZO) constituem um complexo de proteinas citoplasmaticas
ligadas as TJs. ZO-1 é a proteina periférica de membrana que tem ligacao direta
com a cadeia carboxi-terminal citoplasmatica da ocludina e estudos sugerem que ela
também apresenta ligacdo com o citoesqueleto através da espectrina (FURUSE et
al., 1994; ITOH et al., 1993; STEVENSON et al., 1986). Varias fungdes fisiologicas
sao atribuidas ao sistema zonulina, dentre elas a regulagdo do movimento de fluido,
macromoléculas e leucécitos entre o lumen intestinal e a corrente sanguinea e a
protecao contra microorganismos (FASANO, 2001).

Outras proteinas citoplasmaticas, que interagem com o citoesqueleto de
actina, tém sido implicadas na transducao de sinais e na adesao celular, embora
suas funcdes especificas na regulagdo da permeabilidade das TJs permanegam
incertas. Dentre elas, destacam-se a cingulina, 7H6, proteinas ligantes de guanosina
trifosfato (GTP) (Rab13 e Rab3B) e tirosino-quinases (c-Src e c-Yes) (TSUKITA et
al., 1991; WEBER et al., 1994; ZAHRAQUI et al., 1994; ZHONG et al., 1993).

1.4 CLASSIFICACAO DAS DOENCAS DIARREICAS

Ainda nao existe uma classificacdo Unica para as doencas diarréicas. Elas
podem ser classificadas, de acordo com o grau dos sintomas, em leves, moderadas
e severas (CHINA CDC, 2005). A presencga de desidratagdo, que consiste na perda
de 250mL/Kg/dia ou mais de agua através das fezes, € um parametro importante na

avaliagédo do grau da doenca. Esse volume excede o volume total de plasma e fluido



intersticial e pode levar a morte, caso a terapia de reposicdo nao seja instituida
(CHINA CDC, 2005; KEUSCH et al., 2006).

Quanto a etiologia, as doencas diarréicas podem ser divididas em
infecciosas, quando existe a associagdo de um microorganismo patogénico, e nao
infecciosas. Estas podem ser subdivididas em alimentares (decorrentes da ingestao
de alimentos ndo recomendados com conseqlente ma-absorcdo dos nutrientes
ingeridos), sintomaticas (resultantes da complicacdo de outras doencas), alérgicas
(decorrentes de reagdes imunolégicas em resposta a um alérgeno presente no
alimento ingerido) e outras (todas as diarréias ndo infecciosas, que nao se
enquadram nos parametros mencionados anteriormente) (CHINA CDC, 2005).

A duracdo da doenca € outro critério empregado na classificacao.
Considera-se como agudo o episodio diarréico com duragao igual ou inferior a 14
dias. Episédios com duragdo superior a duas semanas sao classificados como
persistentes. Alguns autores denominam as diarréias persistentes de longa duracao
como crénicas. Nao existe um consenso entre o intervalo de tempo para que uma
doenca diarréica passe a ser considerada como crbnica, sendo as duracoes
superiores a 30 e 60 dias os limites normalmente empregados (CHINA CDC, 2005;
GUERRANT et al., 2001).

1.5 CONSEQUENCIAS DAS DOENCAS DIARREICAS

Com o advento da TRO, os ébitos causados por diarréias agudas tém
reduzido, entretanto os quadros diarréicos persistentes tém emergido como as
principais causas de morbidade e mortalidade por doengas diarréicas (BHUTTA et
al., 2008; KOSEK; BERN; GUERRANT, 2003; LIMA et al, 1992; 2000; LIMA;
GUERRANT, 1992; MCAULIFFE et al, 1986). As diarréias persistentes sao
responsaveis por aproximadamente metade do numero total de 6bitos causados por
doencas diarréicas e, apesar de representarem somente 8 a 11% dos casos da
doencga, estdo implicadas em 34 a 50% dos dias de diarréia (LIMA et al., 2000;
SCHORLING et al., 1990b).



Nosso grupo de pesquisa, em parceria com a Universidade da Virginia
(UVa), vem realizando trabalhos de vigilancia das doencas diarréicas na populacao
infantil pobre da cidade de Fortaleza-CE desde 1978 e tem observado que as
diarréias persistentes e algumas infec¢des entéricas especificas estdo associadas
com a ruptura da barreira intestinal, provocando alteragdes na sua fung¢do absortiva
e predispondo criancas a uma maior carga diarréica (GUERRANT, R. L. et al., 1999;
LIMA et al., 2000; SCHORLING et al., 1990a; STEINER et al., 1998).

Em uma avaliacéo longitudinal prospectiva de 315 criangas provenientes
de uma comunidade carente em Fortaleza, Ceard, nosso grupo observou que a
desnutricdo esta associada a um maior risco para as doengas diarréicas. Cada
queda do escore-z (desvio padrdo) de peso-por-idade (weight-for-age — WAZ) ou
altura-por-idade (height-for-age — HAZ), que avaliam o déficit do estado nutricional, é
seguido por um aumento de 11,8 a 12,5% no numero de episddios
diarréicos/criangca/ano e um aumento de 15 a 17% em numero de dias de diarréia,
mesmo quando controlado por idade e incidéncia anterior de diarréia pela regressao
linear de Poisson (MOORE et al, 2000). Por sua vez, as doengas diarréicas,
principalmente os quadros diarréicos persistentes, estdo associadas com um maior
risco para a desnutricdo e um aumento na freqiéncia e duragdo de novos episédios
diarréicos em criangas (GUERRANT et al, 1992b; 2002b; 2008; KOSEK; BERN;
GUERRANT, 2003; LIMA et al., 1992; 2000; SCHORLING et al., 1990a). Os efeitos
dessas enfermidades no subsequiente estado nutricional, bem como o efeito do
estado nutricional anterior na freqléncia e duracdo da doenca tém sido
documentados por diversos autores, demonstrando, assim, a importancia do ciclo
vicioso das diarréias e da desnutricdo na populacao infantil (ALASFOOR et al., 2007;
BLACK; BROWN; BECKER, 1984; HUMPHREY, 2008; WEISSTAUB; ARAYA,
2008).

Outra importante descoberta do nosso grupo € o impacto a longo prazo
das doencas diarréicas e infeccdes entéricas na populacao infantil. A ocorréncia de
diarréias persistentes e de algumas infec¢des entéricas assintomaticas nos primeiros
anos de vida pode prejudicar o crescimento da crianga, bem como seu

desenvolvimento fisico e cognitivo.



O primeiro estudo a longo prazo realizado observou a aptidao fisica e a
funcdo cognitiva de criangas na faixa etéria entre seis e nove anos, que foram
acompanhadas durante os primeiros dois anos de vida. O teste de Harvard mostrou
um decréscimo na aptidao fisica correlacionado diretamente com o numero total de
episédios de diarréia nos primeiros dois anos de vida. Na andlise preliminar da
funcdo cognitiva, utilizando testes apropriados, como o McCarthy Draw-A-Design,
Wechsler Intelligence Scales for Children e o Backward Digit Span Test, pontuagdes
significantemente menores foram observadas em criangas com elevadas taxas de
episédios diarréicos nos dois primeiros anos de vida, ocorridos quatro a sete anos
antes da realizagao dos testes (GUERRANT, D. I. et al., 1999).

Com o aprofundamento desse trabalho inicial, os autores observaram uma
associacao altamente significativa entre as doencgas diarréicas no inicio da infancia e
o crescimento linear da crianca, determinado pelo escore HAZ. Episddios de diarréia
persistente nos primeiros dois anos de vida mostraram ter associagcdo com um déficit
de crescimento de 1,5 a 4cm aos 4 a 6 anos de idade nessas criancas (MOORE et
al., 2001).

Estudos complementares demonstraram que a idade de inicio da crianca
na escola e a idade por ano escolar sao significantemente atrasadas pelas doencas
diarréicas no inicio da infancia. Estes achados confirmam os prejuizos causados
pela ocorréncia de diarréias no inicio da vida, uma vez que tais parametros de
rendimento escolar sdo utilizados pelos economistas para predizer a produtividade
econdmica (GUERRANT et al., 2002b).

Trabalhos complementares do nosso grupo e de outras equipes de
pesquisa confirmaram os prejuizos nos indices antropométricos, na fungdo cognitiva
e no rendimento escolar das criangas apds a ocorréncia de doengas diarréicas no
inicio da infancia (AGNEW et al., 1998; BERKMAN et al., 2002; BUSHEN et al.,
2007; CHECKLEY et al., 1997; 1998; 2002; 2003; LORNTZ et al., 2006; LUNN,
2000; MOORE et al., 2007; NEWMAN et al., 2001; NIEHAUS et al., 2002; PATRICK
et al., 2005; SANTOS et al., 2008; SCHORLING; GUERRANT, 1990; WALKER et al.,
2007). Dados de um periodo de 20 anos de avaliacao diaria de criangas de cinco

paises ratificaram a influéncia dos episédios diarréicos no crescimento infantil. A



possibilidade de ocorréncia (odds ratio) de nanismo aos 24 meses de idade
aumentou significativamente com cada episddio diarréico e com cada dia de diarréia

ocorrido nos dois primeiros anos de vida (CHECKLEY et al., 2008).

Pelo menos dois mecanismos tém sido propostos na tentativa de explicar
as consequéncias das diarréias persistentes ocorridas no inicio da vida. A atrofia
parcial das vilosidades intestinais, caracterizada por redugdo no numero e
comprimento das microvilosidades, alteracées nas bordas dos enterécitos, perda do
glicocdlice e encurtamento dos vilos, reduziria a digestdo e absorcdo da lactose e
provavelmente de outros nutrientes (BARBOZA JR. et al., 1999; FAGUNDES-NETO
et al., 2000; LIMA et al., 1997). Alternativamente, os danos a fungcéo de barreira da
mucosa permitiiam a passagem de macromoléculas para a mucosa e 0 sangue,
ativando uma resposta imune local e sistémica com conseqlentes mecanismos
inflamatoérios (LIMA et al, 1997). A redugcdo na absor¢cdo de nutrientes e/ou a
ocorréncia de inflamacgao intestinal prolongadas poderiam ocasionar o dano ao

desenvolvimento da criang¢a a longo prazo (LUNN et al., 2000).

Essa relevancia da integridade do TGI nos primeiros anos de vida tem sido
descrita por varios autores. Como outras espécies de animais, principalmente
mamiferos, os seres humanos apresentam expressivo desenvolvimento cerebral e
formacdo de sinapses durante os primeiros dois anos apdés 0 nascimento
(DOBBING, 1984; 1985; 1990; DOBBING; SANDS, 1981; 1985; KATZ; DAVIES;
DOBBING, 1982; PETRI JR. et al., 2008). Dessa forma, a absorcdo de nutrientes
nessa fase da vida é essencial para garantir o crescimento e desenvolvimento do
corpo, cérebro e das sinapses neuronais que determinam a capacidade humana
(PETRI JR. et al., 2008). O atraso no tempo de formacao das sinapses pode ser
irreversivel (DOBBING, 1990).

1.6 ETIOLOGIA DAS DOENGCAS DIARREICAS

Para ser um agente etiolégico de doengas diarréicas, um microorganismo
precisa ter as capacidades de ser transmitido das fezes de um individuo infectado
para a boca de outro e de sobreviver no pH é&cido estomacal. Além disso, um

patdégeno entérico deve ser um bom colonizador, ser habil na competigdo por



nutrientes e ser capaz de interagir com as células intestinais para induzir a secre¢ao
de agua e eletrolitos (FASANO, 1999; FASANO; NATARO, 2004; KEUSCH et al.,
2006).

Uma variedade de microorganismos, tais como bactérias, parasitas e
virus, preenchem estes requisitos e estd associada com a etiologia das doencas
diarréicas. Eles diferem na rota entre as fezes e a boca e no numero de
microorganismos necessarios para causar infeccdo e doenca. Alguns nao sao
adaptados para infectar um hospedeiro especifico, podendo causar doenga em
humanos e animais, inclusive os domésticos, o que facilita a transmissao para o
homem (DHAMA et al., 2008; KEUSCH et al., 2006; RWEGO et al., 2008). A
freqiéncia de isolamento desses agentes varia de acordo com a localizagao
geografica, nivel sécio-econdmico (paises desenvolvidos e subdesenvolvidos),
idade, estado imunolégico, tempo de aleitamento materno, diferentes estagcées do
ano, urbanizacao e, até mesmo, dentro de uma populagcédo. A técnica diagndstica
empregada e o local de coleta (comunidade ou hospital) também influenciam na
freqliéncia de associacao dos diferentes enteropatégenos como causa de diarréia
(KEUSCH et al., 2006; PETRI JR. et al., 2008).

Nos paises desenvolvidos, a grande maioria dos episédios diarréicos é
causada por agentes virais, que apresentam caracteristicas sazonais. Alguns
autores sugerem a possibilidade de transmissdo desses agentes através de fomites
e secrecdes respiratérias (FRAGOSO; KUMAR; MURRAY, 1986; PODEWILS et al.,
2004; PARASHAR et al., 1998). Nos paises em desenvolvimento, as bactérias e
parasitas sdo mais prevalentes, sendo o primeiro grupo mais comum, embora
evidéncias sugiram o aumento da importancia dos agentes virais entéricos nesses
paises. Em virtude das condi¢ées higiénico-sanitarias, criangcas de paises em
desenvolvimento sdo expostas muito cedo a uma ampla variedade de patdégenos
entéricos, principalmente os bacterianos, sofrendo varios episédios diarréicos como
resultado dessa exposicao (PODEWILS et al., 2004).

Inimeros microorganismos sao facilmente transmitidos por via oro-fecal e
sdo descritos como agentes etiolégicos das doencas diarréicas. Os principais

patdégenos bacterianos causadores de diarréia sdo Escherichia coli, Shigella spp.,



Campylobacter spp., Vibrio spp., € Salmonella spp.. Dentre as causas parasitarias
podemos citar Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica e
Cyclospora cayetanenesis. Rotavirus, norovirus e sapovirus sao 0s principais virus
associados com diarréia. Outros virus entéricos sdao também importantes nesta
etiologia, tais como coronavirus, torovirus e enterovirus. Enteropatégenos como
Entamoeba dispar, Vibrio spp., Yersinia spp., Listeria spp. e Clostridium spp. sao
reportados em menor freqiéncia (BROOKS et al., 2006; GHOSH et al, 1990;
GUERRANT et al, 1983; GUY; XIAO; HORGEN, 2004; HUNTER et al., 2004;
MANDOMANDO et al, 2007; MORENO et al, 2008; NATARO et al, 2006;
NIANGUE-BEUGRE et al., 2006; PARKS et al., 1999; PODEWILS et al., 2004;
PONTUAL et al., 2006; SAMIE et al., 2006a; 2006b; 2007a; 2007b; 2008; SAXENA;
MITTON; POLLOK, 2008; SCHORLING et al., 1990b; SHERMAN; TARR, 2005;
STEINER; THIELMAN; GUERRANT, 1997; SULIK et al., 2007; TALAL et al., 2000;
VARGAS et al., 2004; VERNACCHIO et al., 2006).

Como descrito acima, nosso grupo de pesquisas tem concentrado seus
trabalhos no estudo de quadros diarréicos persistentes. Os trabalhos realizados
desde 1989 tém revelado, além do impacto dessas patologias na populagao
estudada, os agentes etiol6gicos, que sao distintos dos patdégenos associados com
as diarréias agudas. As principais etiologias de diarréia persistente encontradas em
nosso meio sdo E. coli enteroagregativa (EAEC), Cryptosporidium spp. e Giardia
lamblia, ao contrario dos casos agudos, em que predominam E. coli enterotoxigénica
(ETEC), rotavirus e torovirus (FANG et al.,, 1995; KOOPMANS et al., 1997; LIMA et
al., 1992; LIMA; GUERRANT, 1992; NEWMAN et al., 1994; 1999). Essa diferenca
entre 0s microorganismos causadores de diarréias agudas e persistentes tem sido
descrita por outros autores em diferentes partes do mundo (MANRIQUE-ABRIL et
al., 2006; MARANHAO et al., 2008; PETRI JR. et al., 2008; SOUZA et al., 2002;
THAPAR; SANDERSON, 2004)

Atualmente, inUmeros trabalhos relatam a relevancia de amostras de E.
coli patogénicas entre casos diarréicos em todo o mundo (BUERIS et al., 2007;
COHEN et al, 2005; FERRAZ, 2003; GUION et al., 2008; HUNTER, 2003;
MOSSORO et al., 2002; OKEKE et al., 2000b; PRESTERL et al., 2003; SCALETSKY



et al., 2002; SCHULTSZ et al., 2000; SPANO et al., 2008; TORNIEPORTH et al.,
1995; VALENTINER-BRANTH et al., 2003; VARGAS et al., 1998).

1.7 Escherichia coli

E. coli € um bacilo Gram-negativo, mével, membro da familia
Enterobacteriaceae, tribo e género Escherichia (FIGURA 2) (BETTELHEIM et al.,
1994; KONEMAN et al., 2001). A utilizacdo de meios seletivos, que inibem o
crescimento de bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas exigentes, e a
incubacdo a 37°C, sob atmosfera aerdbia, permitem o crescimento seletivo dos
membros dessa familia a partir de amostras fecais e sua diferenciagdo morfoldgica.
A identificagcédo final exige etapas adicionais, como testes bioquimicos e sorologia
(KONEMAN et al., 2001).

FIGURA 2 - Micrografia eletronica de
varredura de E. coli em cultura, mostrando sua
morfologia em bacilo.

Fonte: Rocky Mountain Laboratories, NIAID,
NIH, 2008.

O microorganismo foi descrito pela primeira vez pelo pediatra alemao
Theodor Escherich, em 1884, que observou a presenca do bacilo e de outros
microorganismos ao examinar fezes humanas em microscopio durante um estudo de
15 meses. Escherich denominou o bacilo de Bacterium coli commune (bacilo comum

do célon) e provavelmente ndo imaginou a complexidade do microorganismo que ele



acabara de descobrir (KHAN; STEINER, 2002; SHULMAN; FRIEDMANN; SIMS,
2007). Atualmente, E. coli € a espécie bacteriana mais comumente isolada nos
laboratérios clinicos (KONEMAN et al., 2001).

A bactéria coloniza o TGl humano dentro de horas ap6s o0 nascimento e la
permanece durante toda a vida do individuo em uma relacdo de beneficios para
ambos (DRASAR; HILL, 1974). O bacilo é altamente competidor no seu nicho
comensal, a camada mucoide das células colénicas, compreendendo o
microorganismo anaerobio facultativo predominante na microbiota intestinal humana.
Trabalhos com E. coli foram pioneiros no campo da genética bacteriana e, apesar do
grande numero de estudos genéticos e fisioldgicos realizados com essa espécie, 0s
mecanismos que garantem o0 sucesso dessa relagdo ainda sao pouco
compreendidos (DONNENBERG, 2000; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
NATARO; KAPER, 1998). Uma hipdtese sugerida por Sweeney et al. (1996) é que a
E. coli utilizaria o gliconato presente no célon de maneira mais eficiente quando
comparada aos outros microorganismos, o que daria a essa espécie uma vantagem

nutricional em relagao as outras.

Cepas comensais de E. coli permanecem, em geral, confinadas ao Iimen
intestinal e raramente causam doencas, exceto em individuos imunocomprometidos
ou nos casos em que ha lesdo da barreira gastrointestinal, como na peritonite, por
exemplo. Entretanto, alguns clones de E. coli altamente adaptados tém adquirido
fatores de viruléncia especificos, que os conferem uma elevada capacidade de
adaptacao a novos nichos e lhes permitem causar um amplo espectro de doencgas
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO; KAPER, 1998). Esses fatores de
viruléncia podem ser adquiridos através de elementos genéticos transmissiveis de
uma célula para outra, como transposons, plasmideos, bacteriofagos e ilhas de
patogenicidade. Tais elementos genéticos podem permanecer separados do acido
deoxirribonucléico (deoxyribonucleic acid — DNA) cromossomal bacteriano ou podem
integrar-se a ele. Somente algumas combinacdes de fatores de viruléncia persistem
e tornam-se patétipos especificos de E. coli capazes de causar doenca em
individuos saudaveis (DONNENBERG, 2000; FASANO, 2002; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).



E. coli é reconhecida como um patégeno entérico desde 1898, quando se
observou a aglutinacao do soro de pacientes com diarréia na presenca de isolados
do microorganismo de outros pacientes durante 0 mesmo surto. A mesma reacao
nao foi observada nos pacientes sem diarréia (KHAN; STEINER, 2002). A infeccao
por E. coli patogénica pode permanecer restrita a superficie da mucosa ou
disseminar-se por todo o corpo, resultando em trés tipos de sindromes clinicas:
doenca diarréica, infec¢do do trato urinario e sepse/meningite. E. coli uropatogénica
(UPEC) € o tipo mais comum de E. coli extra-intestinal (ExPEC), embora tenha sido
observado um crescimento na importadncia do patétipo associado a meningite e
sepse (MNEC) nos ultimos anos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO;
KAPER, 1998). A participacao de E. coli em infecgbes nosocomiais também tem sido
descrita (ALY; AL-MOUSA; AL ASAR, 2008). Quatro tipos de E. coli patogénicas
intestinais foram descritas no inicio da década de 80:

1. E. coli enterotoxigénica (ETEC) — associada a diarréia dos viajantes, é caracterizada por
uma diarréia aquosa, com caimbras abdominais leves, acompanhadas ou nao por
vomitos e desidratacao;

2. E. coli enteropatogénica (EPEC) — responsavel por diarréia com grande quantidade de
muco, pouco sangue, febre baixa, mal-estar e vomitos, que geralmente ocorre em
criangas;

3. E. coli enteroinvasora (EIEC) — disenteria caracterizada por febre, colite, tenesmo,
sangue, muco e leucécitos fecais;

4. E. coli enterohemorragica (EHEC) — caracterizada por diarréia sanguinolenta com
leucécitos e dor abdominal, que pode evoluir para sindrome hemolitico-urémica (dano
renal agudo, trombocitopenia e anemia hemolitica microangiopatica) (HUANG et al.,
2004; KONEMAN et al., 2001).

Com o desenvolvimento do teste de aderéncia em células humanas,
descrito abaixo, dois novos patétipos foram descritos: E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (NATARO et al., 1987).

EAEC tem sido cada vez mais reconhecida como agente etiolégico de
diarréia infantil, principalmente em quadros persistentes (NATARO; KAPER, 1998).
Nas préximas segbes serdo abordados temas relacionados a EAEC, incluindo o

histérico da descricdo da bactéria e de sua associagdo com o desenvolvimento de



diarréia, epidemiologia, o papel dos fatores de viruléncia descritos, fisiopatologia,

manifestacdes clinicas, diagnéstico e caracterizacdo das cepas.

1.8 Escherichia coli ENTEROAGREGATIVA (EAEC)

1.8.1 Historico

Em 1979, Cravioto et al. relataram a adesao de cepas de EPEC a cultura
de células derivadas de carcinoma laringeo humano (HEp-2) e a utilidade de tal
caracteristica na diferenciagdo desse tipo de E. coli. Alguns anos depois, Scaletsky,
Silva e Trabulsi (1984) e Nataro et al. (1985), utilizando células derivadas de
carcinoma cervical humano (HelLa), além de HEp-2, observaram que cepas de E.
coli nao-EPEC também aderiam a monocamada celular, porém apresentando um
padrdo de aderéncia distinto. Enquanto as cepas de EPEC apresentavam um
padrao de aderéncia localizado (LA), denotando a presenca de micro-colénias na
superficie celular, as cepas ndao-EPEC aderiam difusamente por toda a superficie da
monocamada de células (FIGURA 3). No mesmo ano, Mathewson et al. (1985)
reportaram a associagcdo de cepas nao-EPEC aderentes as monocamadas de
células HEp-2, entdo denominadas E. coli enteroaderentes, com doenca diarréica
em adultos viajando pelo México. Outro trabalho do grupo demonstrou a capacidade
de uma dessas cepas de causar diarréia em adultos voluntarios (MATHEWSON et
al., 1986).

Nataro et al. (1987) analisaram os padrées de aderéncia de cepas de E.
coli isoladas a partir das fezes de 154 criangas com diarréia e 66 controles
provenientes do Chile. Os autores observaram diferengas no padrdo de aderéncia
das cepas nao-EPEC, dividindo o fendtipo difuso em duas categorias: agregativa e
difusa verdadeira. As cepas com aderéncia agregativa (AA), designadas E. coli
enteroaderente-agregativas, foram caracterizadas por uma auto-aglutinagéo
bacteriana tanto na superficie da monocamada celular quanto na superficie de vidro
utiizada como suporte para o crescimento das células HEp-2, com uma
configuragdo semelhante a “tijolos empilhados”. Por sua vez, a aderéncia difusa
verdadeira (DA) foi designada como a aderéncia bacteriana difusa sobre toda a

superficie da monocamada celular, com pouca agregacdo e pouca aderéncia a



lamina de vidro (FIGURA 3). Além da divisdao em duas categorias, esse estudo
detectou cepas agregativas com maior freqiiéncia no grupo dos casos quando
comparado aos controles (33% versus 15%, p<0,0002), sendo o primeiro trabalho a
propor que EAEC poderia ser um microorganismo patogénico. Cepas de DAEC nao
foram associadas com diarréia nesse estudo. Simultaneamente, Mathewson et al.
(1987), ao analisar um grupo caso-controle de criangas mexicanas, sugeriram que E.
coli enteroaderente seria um importante enteropatégeno pediatrico. Um ano depois,
Vial et al. (1988) demonstraram que as cepas de E. coli enteroaderentes estudadas
pelo grupo de Mathewson apresentavam os mesmos padrdes de aderéncia (AA e
DA) descritos por Nataro.

FIGURA 3 - Padrées de aderéncia de E. coli em células HEp-2. Padrdao de
aderéncia localizado (LA), com a presenca de micro-colénias na superficie celular,
caracteristico de E. coli enteropatogénica (EPEC) (1A); aderéncia bacteriana difusa
(DA) sobre toda a superficie da monocamada celular, com pouca agregacao e pouca
aderéncia a lamina de vidro, de E. coli difusamente aderente (DAEC) (1B);
configuracdo em “tijolos empilhados” (AA) caracteristica de E. coli enteroagregativa
(EAEC), com auto-aglutinagéo bacteriana nas superficies da monocamada celular e
do vidro utilizado como suporte para o crescimento das células HEp-2 (1C e 1D).
Fonte: Campos; Franzolin; Trabulsi, 2004 (1A); lla Fernanda Nunes Lima (1B, 1C e
1D).



Atualmente, os termos enteroaderente e enteroaderente-agregativa foram
substituidos pelos termos especificos “enteroagregativa” e “difusamente aderente”
(NATARO; KAPER, 1998).

1.8.2 Morbidade

A inconsisténcia de associagao entre EAEC e diarréia no final da década
de 80 e inicio dos anos 90 gerou duvidas quanto a sua fungcdo como patégeno
humano (OKEKE; NATARO, 2001). Enquanto alguns autores da época reportaram a
associacao entre a presenca da bactéria e a doenca (BHAN et al., 1989abcd;
BHATNAGAR et al., 1993; BOUZARI et al., 1994; CRAVIOTO et al., 1991; FANG et
al., 1995; JALLAT et al, 1993), outros encontraram percentuais semelhantes de
prevaléncia do microorganismo entre criancas doentes e saudaveis (ALBERT et al.,
1995; BAQUI et al., 1992; ECHEVERRIA et al., 1992; GOMES; BLAKE; TRABULSI,
1989; MAGALHAES et al., 1992; MORELLI et al., 1994). De acordo com Law e Chart
(1998), a discrepancia entre os resultados poderia ser explicada pela variacao
geografica na distribuicdo do microorganismo, pelo emprego de diferentes técnicas
diagnésticas e devido a fatores do hospedeiro, como idade e estados nutricional e
imunoloégico. Outra hipétese sugerida pelos autores seria a existéncia de cepas
avirulentas de EAEC, sendo que somente algumas cepas especificas seriam
capazes de causar doenca. A realizacdo de um estudo com voluntarios que
ingeriram quatro cepas diferentes de EAEC mostrou que apenas uma delas era
capaz de causar diarréia, confirmando a heterogeneidade desse grupo bacteriano
(NATARO et al., 1995).

Atualmente, EAEC € um reconhecido enteropatégeno causador de diarréia
infantil persistente em paises em desenvolvimento, contexto no qual sua patogénese
foi originalmente definida (OKEKE; NATARO, 2001). Inumeros autores tém relatado
a associagao do microorganismo com quadros diarréicos com duragao superior a 14
dias (BARDHAN et al., 1998; GEYID; OLSVIK; LIUNGH, 1998; KOOPMANS et al.,
1997). Segundo Henry et al. (1992), a identificacdo de EAEC nas fezes no inicio da

diarréia é preditivo do prolongamento do episddio.



Como a maioria dos trabalhos precursores que identificaram EAEC como
agente etioldgico diarréico foi realizada em paises em desenvolvimento, a idéia
inicial era de que esse patdgeno somente era encontrado em tais paises (OKEKE;
NATARO, 2001). Entretanto, a bactéria tem sido cada vez mais associada com a
doenca em paises desenvolvidos, estando relacionada especialmente com casos
agudos e surtos em criangas e adultos (HUANG et al., 2006; NATARO et al., 2006;
SCAVIA et al., 2008). No maior surto até entédo reportado, 2697 criangas japonesas
estudantes de 16 escolas diferentes apresentaram diarréia aguda severa apos
ingestdo de merenda escolar contaminada (ITOH et al.,, 1997). A ocorréncia de
diarréia aguda causada por EAEC também tem sido descrita em paises em
desenvolvimento (BUERIS et al., 2007; MORENO et al.,, 2008; PEREIRA et al.,
2007; PIVA et al., 2003; PRESTERL et al., 2003; SCALETSKY et al., 2002). Smith et
al. (1994) testaram 113 cepas de E. coli isoladas a partir de amostras fecais de
adultos com diarréia, coletadas em diferentes paises durante 25 anos de estudos.
Os autores observaram que 85 delas apresentaram padrao de AA em células HEp-2
e hibridizaram com sondas especificas para esse fenétipo. Das 85 cepas de EAEC
identificadas nesse trabalho, 36 foram isoladas de casos esporadicos e 49 de nove
surtos diarréicos. Além disso, EAEC tem sido identificada em casos de diarréia de
vigjantes de paises desenvolvidos para paises subdesenvolvidos e pacientes
infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ADACHI et al., 2002;
BOUCKENOOGHE et al., 2000; BROOK et al., 1994; DURRER et al., 2000;
GASCON et al., 1998; HUANG et al., 2007; JIANG et al., 2002; MAYER; WANKE,
1995; POLOTSKY et al.,, 1997; SAMIE et al., 2007b; VARGAS et al., 1998; VILA et
al., 2000; WANKE et al., 1998).

Em Fortaleza, EAEC €& a principal bactéria causadora de diarréia
persistente na infancia, como demonstrado pelo trabalho realizado por Lima et al.
(2000). Entretanto, o bacilo foi encontrado em propor¢des similares entre casos
(diarréia aguda e persistente) e controles. Em um estudo caso-controle com criangas
abaixo de cinco anos publicado no mesmo ano, na Tanzéania, também ndo houve
associagdo do microorganismo com doenca (GASCON et al., 2000). Apesar de ser
claramente associada com diarréia em alguns individuos, em outros, esse
microorganismo parece causar apenas infeccdo sub-clinica ou colonizacao

intestinal. Segundo Steiner et al. (1998), criangcas com infec¢des sintomaticas e, até



mesmo assintomaticas, causadas por EAEC podem apresentar inflamacao intestinal

e prejuizos ao desenvolvimento.

Uma pesquisa realizada em hospitais americanos detectou EAEC como o
agente bacteriano mais comum de diarréia e significantemente associado com a
doenca (p<0,02). O microorganismo causou doenca em pacientes de todas as
idades (NATARO et al., 2006). Em 798 criangas com diarréia atendidas em hospitais
alemaes, EAEC representou 9,5% de todos os patégenos bacterianos identificados e
nao foi diagnosticada em nenhuma das criangas do grupo controle. A idade média
das criancgas infectadas pelo bacilo foi de 15 meses (HUPPERTZ et al., 1997). Entre
criancas africanas, a diarréia causada por EAEC foi mais comum na faixa etéria
entre seis e 24 meses (PRESTERL et al., 2003). Um estudo caso-controle realizado
com criangas nigerianas com até cinco anos de idade obteve uma prevaléncia do
microorganismo de 39% entre 0s casos e 27,7% entre os controles (p<0,04).
Quando estratificado por idade, EAEC foi significantemente mais isolado de casos
em criangas com mais de seis meses. Todas as criangas com idade superior a 15
meses em que EAEC foi detectada pertenciam ao grupo dos casos (OKEKE et al.,
2000a).

1.8.3 Fatores de Viruléncia

Os mecanismos através dos quais EAEC causa diarréia ndo sao
completamente compreendidos, entretanto, muitos genes relacionados a viruléncia

do microorganismo tém sido descritos (PIVA et al., 2003).

1.8.3.1 Adeséo

A aderéncia agregativa a mucosa intestinal é o primeiro passo na infecgao
por EAEC. Inumeros fatores de viruléncia tém sido associados com a capacidade de
adesao de EAEC (HUANG et al., 2004).

Nataro et al. (1992), empregando técnicas genéticas que permitiram o
desenvolvimento de cepas mutantes, clonaram um fragmento de 12Kb do plasmideo

de 65MDa (designado plasmideo AA ou pAA), que confere o fenétipo AA a EAEC,



previamente descrito por Savarino et al. (1991) e Vial et al. (1988). O fragmento foi
clonado da cepa protétipo de EAEC 17-2, isolada de uma crianga com diarréia
aquosa no Chile, e foi introduzido na cepa de E. coli ndo aderente HB101. A analise
da cepa mutante através de microscopia eletrénica identificou a presenga de uma
estrutura fimbrial flexivel, de cerca de 2nm de didmetro, denominada fimbria de
aderéncia agregativa | (aggregative adherence fimbriae | — AAF/I). Pesquisas in vitro
demonstraram o papel de AAF/I na aderéncia agregativa em células HEp-2, na auto-
aglutinagéo bacteriana em caldo de cultura e na atividade de hemaglutinagdo de
eritrécitos humanos (NATARO et al., 1992). Estudos posteriores identificaram duas
regides plasmidiais, separadas por um intervalo de 9Kb de DNA, responséaveis pela
sintese de AAF/I na cepa 17-2. A regidao um contém 0s genes necessarios para a
sintese e montagem, incluindo a subunidade estrutural da fimbria. A regido dois
codifica um ativador transcricional de AAF/l, denominado de regulador da aderéncia
agregativa de EAEC (EAEC aggregative adherence regulator — aggR) , que mostrou
homologia com outros genes reguladores positivos da expressao de fimbrias em E.
coli. Adesao, auto-aglutinacao e hemaglutinagdo somente foram observadas quando
ambas as regides estavam presentes na mesma bactéria (NATARO et al., 1993;
1994; SAVARINO et al., 1994).

No ano seguinte, a cepa 17-2 mostrou-se avirulenta, por ndo causar
diarréia em um estudo com adultos voluntarios. Nesse estudo, somente a cepa de
EAEC 042 foi capaz de causar a doenga e sua analise por microscopia eletrdnica e
hibridizacdo revelou que ela nao expressava AAF/I (NATARO et al, 1995).
Czeczulin et al. (1997) reportaram que apenas uma minoria das cepas de EAEC
expressava AAF/I e identificaram uma segunda fimbria de aderéncia agregativa
(aggregative adherence fimbriae |l — AAF/Il), distinta morfolégica e geneticamente de
AAF/I. Apesar de também ser codificada em duas regides distintas do plasmideo e
de ter sua expressao controlada pelo gene aggR, AAF/Il mostrou-se uma fibra rigida
de 5nm de didmetro e a sequéncia de DNA de sua subunidade estrutural apresentou
apenas 25% de identidade com a subunidade estrutural de AAF/I. Harrington et al.
(2005) reportaram a liberagao de IL-8 de células epiteliais intestinais causada por

algum componente fimbrial da cepa 042, sugerindo uma participacdo da adesina na



resposta inflamatéria causada por EAEC. A Figura 4 mostra os dois tipos de

fimbrias expressos pelas cepas de EAEC.

FIGURA 4 - Fotomicrografia de transmissdo eletrénica mostrando as
fimbrias de aderéncia agregativa AAF/I, estrutura fimbrial flexivel de cerca
de 2nm de diametro (4A), e AAF/II, fibra rigida de 5nm de diametro (4B),
entre as EAECs.

Fonte: Nataro et al., 1992 (4A); Okeke; Nataro, 2001 (4B).

A identificacdo do fenotipo agregativo em cepas de EAEC que néao
produziam estruturas fimbriais caracteristicas ou que nao hibridizavam com sondas
especificas sugeriu a presenca de fatores de adesdo adicionais (BAUDRY et al.,
1990; DEBROQY et al., 1994; KNUTTON et al., 1992; YAMAMOTO et al., 1991).
Debroy et al. (1995) sugeriram a associagao de uma proteina da membrana externa,
expressa na presenca do plasmideo AA, com a aderéncia de EAEC. Wai, Takade e
Amako (1996) reportaram uma Unica proteina da membrana externa, com 38kDa,
que apresentou funcdo importante na aderéncia agregativa das cepas de EAEC

estudadas. Monteiro-Neto et al. (2003) identificaram uma proteina plasmidial da



membrana externa de EAEC O111:H12, com 58kDa, que denominaram Ap58,
associada com as capacidades de aderéncia e hemaglutinacdo. Apesar da
descricdo de fatores de aderéncia nao fimbriais, estudos genéticos tém sido
realizados somente com as AAFs. Recentemente, duas outras fimbrias de aderéncia
agregativa (aggregative adherence fimbriae Ill — AAF/IIl e aggregative adherence
fimbriae IV — AAF/IV) foram descritas (BERNIER; GOUNON; LE BOUGUENEC,
2002; BOISEN et al., 2008).

1.8.3.2 Dispersao

A capacidade de adesao representa um passo fundamental na viruléncia
de EAEC, entretanto mecanismos patogénicos adicionais sao requeridos para o
desenvolvimento dos sintomas diarréicos (LAW; CHART, 1998).

Outro fator de viruléncia importante na infeccao causada por EAEC ¢é a
dispersina. Czeczulin et al. (1999) reportaram a existéncia de um gene localizado na
seqUéncia imediatamente anterior a do gene aggR no plasmideo AA e o
denominaram de proteina secretada U de EAEC (EAEC secreted protein U — aspU).
Embora nao soubessem a funcao dessa proteina, o gene aspU foi detectado em
80% das cepas de EAEC testadas. Em 2002, Sheikh et al. caracterizaram esse
gene, descrevendo a proteina de baixo peso molecular secretada (10,2kDa),
imunogénica, que também tem sua codificacao regulada pelo gene aggR. De acordo
com os autores, a proteina reveste a superficie bacteriana e permanece associada a
ela através de ligagbes nao-covalentes, promovendo sua dispersdo pela mucosa
intestinal, estabelecendo novos focos de infeccao e, consequientemente, facilitando
a colonizagdo. O mecanismo proposto para essa disperséo inclui a neutralizacao da
carga altamente hidrofébica das fimbrias de aderéncia agregativa (aggregative
adherence fimbriae — AAFs). Essa hidrofobicidade favoreceria a auto-aglutinacdo da
bactéria em ambiente aquoso. A analise através de microscopia eletronica revelou
alteracdes morfoldgicas nas AAFs na auséncia da proteina de baixo peso molecular.
Cepas mutantes exibiram elevado padrao de agregacao em cultura de células e na
superficie da mucosa intestinal. Em virtude desse fenétipo, os autores renomearam
0 gene de proteina anti-agregacdo de EAEC (EAEC anti-aggregation protein — aap)
e denominaram a proteina secretada de dispersina. Velarde et al. (2007) analisaram
a estrutura da dispersina e sugeriram que sua ligacdo nao-covalente com EAEC



ocorre através do lipopolissacarideo bacteriano e confirmaram sua funcao de

neutralizacao da atracao eletrostatica entre as AAFs e a superficie bacteriana.

A regulacdo Unica da expressdao de dois fatores de colonizacao foi
considerada comum pelos autores, entretanto o uso do mesmo regulador para
expressar tanto as adesinas quanto um modulador negativo de adesao foi
considerado intrigante (SHEIKH et al., 2002). Estudos posteriores revelaram que a
dispersina é secretada no espaco periplasmatico e seu transporte através da
membrana bacteriana externa é realizado por um complexo transportador da familia
de proteinas transportadoras ABC, que também ¢é codificado em uma regido
plasmidial sob controle do gene aggR. Essa regido, denominada aat-P ABCD, inclui
cinco genes, dentre os quais se destacam uma permease da membrana interna
(aatP), uma proteina de ligacdo a adenosina trifosfato (ATP) (aatC) e uma proteina
da membrana externa semelhante a TolC (aatA) (NISHI et al., 2003).

Alguns autores tém proposto o termo “EAEC tipica” para designar a
bactéria que carrega o gene regulador aggR e o termo “EAEC atipica” para as cepas
que carecem desse gene (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO, 2005).

1.8.3.3 Citotoxinas e Enterotoxinas

Ao estudar o plasmideo AA da cepa 17-2, Savarino et al. (1991),
utilizando modelo in vitro de mucosa ileal de coelho em cédmara de Ussing,
identificaram um gene que codifica uma enterotoxina termo-estavel, que eles
denominaram de enterotoxina termoestavel 1 de EAEC (enteroaggregative
Escherichia coli heat-stable enterotoxin 1 — EAST-1). Essa proteina composta por 38
aminoacidos apresenta homologia estrutural a toxina termo-estavel de ETEC (STa),
ambas apresentando quatro residuos de cisteina, mas com diferencas genéticas e
imunolégicas (SAVARINO et al., 1991; 1993). A funcdo exata dessa enterotoxina na
secrecao causada por EAEC ainda ndo esta clara, entretanto trabalhos com
amostras positivas para EAST-1 demonstram que ela parece contribuir para a
diarréia aquosa e esta presente em 40% das cepas de EAEC. Segundo Uzzau e
Fasano (2000), essa enterotoxina provoca secreg¢do de CI, através da ativagdo de
monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). Apesar disso, a presenca de cepas de



EAEC expressando a toxina foi similar entre doentes e pessoas saudaveis
(NATARO; KAPER, 1998). Trabalhos posteriores demonstraram que o gene astA,
que codifica a proteina EAST-1, esta presente em outras categorias de E. coli, tendo
sido reportada em 38% de cepas ndo-patogénicas (MENARD; DUBREUIL, 2002;
SAVARINO et al., 1996; YAMAMOTO; ECHEVERRIA, 1996). Cepas de E. coli
produzindo EAST-1 tém sido associadas com diarréia em varios estudos (FLORES
et al., 2008; JAIN et al., 2008; YATSUYANAGI et al.; 2003; ZHOU et al., 2002).

Alguns autores tém demonstrado efeitos citotdéxicos causados por EAEC
em células HEp-2 durante o teste de adeséo, na superficie epitelial intestinal
humana em cultura e em monocamadas de células intestinais polarizadas (HICKS;
CANDY; PHILLIPS, 1996a; KNUTTON et al, 1992; NATARO et al, 1996).
Pesquisadores mexicanos e americanos analisaram dois surtos de EAEC em
hospitais mexicanos e observaram a presengca de necrose na mucosa ileal de
criangas que morreram durante esses surtos. A partir do sobrenadante da cultura
das amostras isoladas no periodo, eles identificaram duas proteinas de alto peso
molecular (108kDa e 116kDa), que induziram acumulo de fluido e efeitos citotoxicos
em modelo de alga ileal de rato. As proteinas foram encontradas em abundancia no
sobrenadante da cultura das amostras do surto e foram detectadas no soro dos
pacientes infectados (ESLAVA et al., 1993). Uma das proteinas (108kDa) causou
diminuigao da resisténcia elétrica de mucosa intestinal de rato montada em Céamara
de Ussing, além de dano tecidual in vitro. Esse efeito ndo foi observado com a cepa
042 desprovida do plasmideo AA, sugerindo que essa era uma proteina sintetizada
por um gene plasmidial (NAVARRO-GARCIA et al., 1995; 1998). Essa enterotoxina
foi clonada, sequenciada e caracterizada pelo mesmo grupo, que a denominou de
toxina codificada por plasmideo (plasmid-enconded toxin — Pet). A analise da
seqliéncia génica revelou que essa toxina pertencia a sub-familia das serino-
proteases auto-transportadoras secretadas por espécies da familia das
Enterobacteriaceae (SPATES), representando a primeira enterotoxina entre as
SPATEs (ESLAVA et al., 1998). As SPATEs apresentam como caracteristica
principal a presenga do sistema de secregéo contido dentro do precursor da propria
proteina a ser secretada (HENDERSON; NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998).
Henderson et al. (1999b) sugeriram a participacdo de Pet no efeito citotdxico de
EAEC 042 em cultura de tecido intestinal humano ao observar que a cepa mutante



(deletada da capacidade de produzir a proteina) gerou significantemente menos
anormalidades na mucosa, caracterizadas por dilatacdo no diametro de abertura das
criptas, arredondamento celular, desenvolvimento de fissuras entre as criptas e
diminuicdo da camada mucoide. Os autores relataram, ainda, que o dano a linhagem
celular epitelial de adenocarcinoma de colon humano (T84) nao foi dependente
exclusivamente da toxina, sugerindo a participacao de outros mecanismos de EAEC,
além do Pet, no dano a mucosa. Navarro-Garcia et al. (1999; 2001; 2007ab)
reportaram a inducdao na contracao do citoesqueleto e perda das fibras de actina,
seguidos por arredondamento e descolamento de monocamadas em células
epiteliais de colon humano (HT29/C1) e em HEp-2 causados por Pet. Segundo os
autores, a internalizagao via endocitose, o transito através do sistema vesicular e a
atividade serino-protease da toxina sdo essenciais na geracdo dos efeitos
citopaticos. Villaseca et al. (2000) reportaram os efeitos citotoxicos de Pet na
membrana de eritrcitos e em células HEp-2, causando a degradacéo das cadeias
de proteinas componentes do citoesqueleto celular. Canizalez-Roman e Navarro-
Garcia (2003) confirmaram a acdo do Pet na clivagem de a-fodrina, levando a

desorganizagao do citoesqueleto de células epiteliais.

A segunda proteina de alto peso molecular (116kDa) descrita pelos
pesquisadores durante o surto mexicano, foi clonada e sequienciada por Henderson
et al. (1999a), que a denominaram de proteina envolvida na colonizagéo intestinal
(protein involved in intestinal colonization — Pic). Pic, outro membro da familia das
SPATEs envolvido na infecgado por EAEC, € o Unico fator de viruléncia cromossomal
descrito em EAEC. Ele é sintetizado como um precursor, que € processado durante
a secrecado pelo mecanismo de sistema autotransportador, liberando a proteina
madura. Experimentos in vitro revelaram seu efeito de mucinase, de resisténcia
sérica e hemaglutinagdo (HENDERSON et al., 1999a). Evidéncias sobre a existéncia
de fatores de viruléncia cromossomais em EAEC foram sugeridas por Czeczulin et
al. (1999). Essa toxina, inicialmente descrita em amostras de Shigella flexneri, vem
sendo cada vez mais observada em cepas de EAEC e UPEC (ABE et al.,, 2008;
GUTIERREZ-JIMENES; ARCINIEGA; NAVARRO-GARCIA, 2008; HEIMER et al.,
2004; PARHAM et al., 2004). Behrens, Sheikh e Nataro (2002) relataram que ela é
sintetizada por um gene localizado em uma regido cromossomal altamente

conservadora. Seu mecanismo de acao ainda é desconhecido, mas testes com



células epiteliais demonstraram que, ao contrario de Pet, Pic ndo causa efeitos
citopaticos e nao cliva as proteinas do citoesqueleto. Além disso, Pic ndo degrada as
proteinas de defesa do hospedeiro presentes na camada mucéide intestinal, como
imunoglobulina A (IgA) e lisozima. A integridade do dominio serino-protease é
requerida para seu efeito mucinolitico, que é dose-dependente. A ligagéo entre Pic e
a mucina foi bloqgueada competitivamente por um monossacarideo constituinte da
cadeia oligossacaridica da mucina, o que sugere que sua atividade de hemaglutinina
pode ter alguma semelhanca com as lectinas. Sua atividade de mucinase foi
reduzida apés a remocdo do &cido sidlico da mucina (GUTIERREZ-JIMENES;
ARCINIEGA; NAVARRO-GARCIA, 2008). Pic parece promover a colonizacdo
intestinal de EAEC em ratos, através de mecanismos ainda desconhecidos
(NATARO, 2005).

Recentemente, Mendez-Arancibia et al. (2008) demonstraram que 20,9%
dos isolados de EAEC oriundos de criangas diarréicas na Tanzania secretavam uma
toxina autotransportadora secretada (secreted autotransporter toxin — Sat),
inicialmente descrita em cepas de UPEC e DAEC (GUYER et al, 2000;
HENDERSON; NATARO, 2001). Alguns autores tém evidenciado seu efeito
citotoxico em cultura de células urinarias (GUYER et al., 2002; TADDEI et al., 2005).
A atividade enterotoxica de Sat foi descrita em tecido intestinal de ileo de coelho
montado em camara de Ussing, com acumulo de liquido nas algas e necrose nos
vilos (TADDEI et al., 2005). Maroncle et al. (2006) sugeriram que o mecanismo de
acao de Sat seria similar ao descrito para o Pet, com entrada da toxina nas células
epiteliais do hospedeiro e clivagem da espectrina. A integridade da atividade serino-
protease seria essencial para a desorganizacdo do citoesqueleto, mas nao para a
liberacao da proteina madura. Guignot et al. (2007) reportaram a acao de Sat em
cultura de células epiteliais intestinais polarizadas. A toxina promoveu lesdées nas
TJs, induzindo rearranjos nas proteinas ZO-1, ZO-3 e ocludina e aumentando a
permeabilidade paracelular, sem interferir com a resisténcia elétrica transmembrana.

Os efeitos foram novamente dependentes da atividade serino-protease.

Dutta et al. (2002), ao comparar as proteinas SPATEs, identificaram uma
homologia na sequéncia de aminoacidos variando entre 35 e 55%. Pet e Sat

causaram alteragdes morfoldgicas similares em cultura de células epiteliais e a



clivagem das sub-unidades de a- e p-espectrina, confirmando seus efeitos
citopéticos in vitro. Além disso, Pet mostrou-se capaz de clivar a pepsina, o que
seria Util na passagem da bactéria pelo estdbmago, caso essa atividade seja
comprovada in vivo. Pic confirmou sua atividade mucinolitica. As trés toxinas
mostraram a capacidade de clivar o fator de coagulagdo V humano, atividade até
entdo ndo descrita em EAEC.

Outras toxinas tém sido descritas na infeccdo causada por EAEC. A
enterotoxina de Shigella 1 (Shigella enterotoxin 1 — ShET1) é uma toxina oligomérica
inicialmente descrita em Shigella flexneri, codificada pelo gene set e com atividade
toxica em modelo de alga ileal de coelho (FASANO et al., 1995). Henderson et al.
(1999a) identificaram a presenga desse gene na fita oposta da mesma regido
cromossomal que codifica a proteina Pic de EAEC. A producao de uma hemolisina
tem sido observada por EAEC in vitro (GOMES; ABE; MARQUES, 1995; HAQUE et
al., 1994). Cepas mostrando tal atividade hibridizaram com uma sonda especifica
para o gene hly, um gene cromossomal determinante da producédo de hemolisina em
E. coli (MARQUES et al., 1995; WELCH; HULL; FALKOW, 1983). A presenca de
genes codificadores de sider6foros em Yersinia sp. e de uma toxina letal ao
citoesqueleto (cytolethal distending toxin — cdt), inicialmente descrita em espécies de
Campylobacter e Shigella, também tem sido descrita em cepas de E. coli, incluindo
EAEC (ALBERT et al., 1996; SCHUBERT et al., 1998; 2000; SUZART et al., 2001).

1.8.3.4 Inflamacéao

Em estudos preliminares realizados com criancas da area pobre de
Fortaleza observou-se haver associacdo entre a infeccdo por EAEC e danos ao
crescimento, que foi independente da presenca de diarréia. Essa observagao
levantou a hip6tese de que a EAEC produziria uma resposta inflamatéria no intestino
com implicagdes fisiologicas além da inducdo de diarréia. Em suporte a essa
hipétese, as criancas infectadas por EAEC tiveram niveis elevados de lactoferrina
(LFF), interleucina (IL)-1 (IL-1) e IL-8 fecais, comparados as coortes controles, que
ndo tiveram diarréia nem os patdgenos entéricos detectaveis. Esta inflamacao foi

novamente independente da presenca de diarréia (STEINER et al., 1998).



Na tentativa de entender a inflamacao induzida por EAEC, observou-se
que a cultura do sobrenadante da bactéria causava a liberagdo de IL-8 de células de
carcinoma de célon humano (Caco-2) in vitro. Tal liberacao era mediada através de
um fator sollvel, termo-estavel e de alto peso molecular (STEINER et al.,, 1998).
Dois anos mais tarde, essa liberagdo foi atribuida a um componente do flagelo
bacteriano, um novo tipo de flagelina, que foi clonada e seqienciada pelo mesmo
grupo de pesquisa (STEINER et al., 2000). Trabalhos subsequentes identificaram o
receptor Toll-like 5 (Toll-like receptor-5 — TLR5) como a proteina do hospedeiro
responsavel pela inflamagéo induzida pela flagelina, observando duas regiées nao-
adjacentes da flagelina de EAEC que atuam através da ativagao da proteina ativada
por mitogeno (MAP) quinase p38 dependente do TLR5 para a secrecdo de IL-8
(DONELLY; STEINER, 2002; GEWIRTZ et al., 2001; HAYASHI et al., 2001; KHAN;
KANG; STEINER, 2004).

Desde entdo, a interacao flagelina / TLRS tem sido considerada crucial
para o reconhecimento da resposta imune inata de microorganismos potencialmente
patogénicos. Entretanto, a importancia clinica dessa interacdo permanece
relativamente desconhecida. A Unica doenga em que um defeito na sinalizacdo do
TLR5 tem mostrado relevancia é na pneumonia causada por Legionella
pneumophila. Um estudo de casos e controles de uma epidemia holandesa dessa
bactéria mostrou uma resposta diminuida a flagelina em voluntarios heterozigotos
para TLR5 392 stop, sugerindo que esta mutacdo poderia atuar de uma maneira
negativa dominante. Um polimorfismo em um Unico nucleotideo (single nucleotide
polymorphism — SNP) na posi¢cao 1174 do gene desse receptor, ocasionando a troca
de uma citosina por uma timina nessa posi¢cao, causa uma alteragdo no aminoacido
392, resultando em um cédon de parada. Essa mutagédo resulta em um receptor
defeituoso ao nivel do dominio extracelular e causa a perda do dominio

transmembrana e da sinalizagdo com a porg¢ao citoplasmatica (HAWN et al., 2003).

Uma fungdo mais direta para a inflamacao observada na diarréia causada
por EAEC, mas néo na infecgdo assintomatica, foi sugerida por um estudo de SNPs
no gene da IL-8 em viajantes americanos para o México. A ocorréncia de um SNP
comum na regiao promotora (-251) da IL-8 foi fortemente associada com uma maior

severidade de diarréia por EAEC. Pacientes com o genédtipo AA apresentaram



significantemente maiores concentracées de IL-8 fecal (JIANG et al.,, 2003). Esse
genotipo tem sido previamente associado com aumento da transcricdo de IL-8 em
infecgdes por outros microorganismos (HAMAJIMA et al., 2003; HULL; THOMSON;
KWIATKOWSKI, 2000; MA et al., 2003).

1.8.4 Fisiopatologia

O curso da doenca seguindo uma infeccao por um patégeno entérico pode
envolver quatro niveis de manifestacdo fenotipica: 1) infeccdo do hospedeiro
humano; 2) desenvolvimento de sintomas diarréicos; 3) inflamagéao intestinal e ma-
absorcdo; 4) desenvolvimento de sequielas a longo prazo (GUERRANT et al.,
2002a). HA um amplo espectro no curso da infeccdo apds a exposicdo aos

patdégenos, bem como na natureza e severidade dos sintomas a curto e longo prazo.

A patogénese da infeccao causada por EAEC permanece incerta. O
principal obstaculo na definicdo do mecanismo pelo qual o microorganismo causa
diarréia é a heterogeneidade das amostras. Numerosos fatores de viruléncia tém
sido reportados como relevantes na patogénese da infeccao, entretanto a presenca
desses fatores ndo € comum a todas as cepas de EAEC. O microorganismo tem
sido claramente associado com diarréia em alguns individuos, mas em outros
parece causar infeccao sub-clinica ou apenas colonizacao intestinal (HUANG et al.,
2004).

Baseados em estudos in vitro e com animais, alguns autores sugerem a
ocorréncia de trés estagios (FIGURA 5). Inicialmente, haveria aderéncia da bactéria
a mucosa intestinal e/ou a sua camada mucoide através das AAFs ou outros fatores
de aderéncia do microorganismo. Em seguida, ocorreria um aumento na produgéo
de muco pela bactéria e pelas células do hospedeiro, que seria depositado como um
biofilme na superficie dos enterécitos. Conseqlientemente, haveria uma resposta
inflamatéria com liberagcdo de citocinas e secrecao intestinal (HARRINGTON;
DUDLEY; NATARO, 2006; HUANG et al., 2004; KHAN; STEINER, 2002; NATARO;
KAPER, 1998).



O sitio da infeccao por EAEC no intestino humano permanece incerto.
Yamamoto, Echeverria e Yokota (1992) relataram a adesdo de EAEC a mucosa
ileal. Para Knutton et al. (1992), EAEC adere as mucosas do ileo e célon. Por sua
vez, Hicks, Candy e Phillips (1996a) relataram que EAEC é capaz de aderir aos
intestinos delgado e grosso. A adesao ocorreu preferencialmente a mucosa jejunal,
apesar do microorganismo também ter aderido ao ileo e célon (HICKS; CANDY;
PHILLIPS, 1996b). Segundo Nataro e Kaper (1998), os resultados discrepantes
obtidos poderiam ser resultantes das diferentes técnicas utilizadas pelos autores na
cultura intestinal, como utilizacdo ou ndo de fixagdo das mucosas com formalina
antes da adicdo de EAEC e diferentes tempos de incubagéo.

‘ Outias toxinas ‘
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FIGURA 5 — Representacdo esquematica dos trés estagios sugeridos para a
patogénese da infeccao por EAEC. |) aderéncia da bactéria a mucosa intestinal e/ou
a sua camada mucodide atraves das AAFs ou outros fatores de adesao; Il) aumento
na produgdo de muco pela bactéria e pelas células do hospedeiro, com a formacao
de biofilme na superficie dos enterdcitos. lll) resposta inflamatoéria.

Fonte: Adaptado de Khan; Steiner, 2002.



Estudos com cultura de mucosa intestinal humana, modelos animais e
voluntarios tém demonstrado excesso na secrecao de muco intestinal e a formagéao
de biofilme apds a infeccao por EAEC (HICKS; CANDY; PHILLIPS, 1996a; NATARO
et al., 1995; TZIPORI et al., 1992; VIAL et al. , 1988). A funcao dessa caracteristica
importante do microorganismo na fisiopatologia da doenca € incerta, mas alguns
autores sugerem que o muco facilitaria a multiplicacdo da bactéria e a colonizacao
intestinal. Além disso, a camada de muco seria capaz de proteger EAEC dos
mecanismos de defesa do hospedeiro e de outros microorganismos da microbiota
intestinal (ELLIOTT; NATARO, 1995; KHAN; STEINER, 2002). Mudangas na
concentracdo intracelular de calcio aumentaram a secre¢cdo de muco na infecgao
causada por Helicobacter pylori (MICOTS et al., 1993). Segundo Baldwin et al.
(1992), o tratamento de células HEp-2 com EAEC causa elevagao do nivel de calcio,
provavelmente em decorréncia da agdo de uma hemolisina, o que poderia favorecer
a producéo de muco (LAW; CHART, 1998).

O dano a mucosa intestinal péde ser observado por meio da incubacéo in
vitro de mucosa intestinal infantil, obtida através de biépsia, com EAEC (HICKS;
CANDY; PHILLIPS, 1996a). A inflamagédo causada por EAEC pbdde ser observada
em criancas e em estudos com animais (STEINER et al., 1998; VIAL et al., 1988).

Evidéncias sugerem que algumas cepas de EAEC teriam a capacidade de
invadir a superficie da mucosa (ABE et al., 2001; BENJAMIN; FEDERMAN; WANKE,
1995). Utilizando testes de invasdo bacteriana e microscopia eletrénica, Pereira et
al. (2008) relataram a internalizagdo de EAEC pelas células epiteliais intestinais
Caco-2 e T84, sugerindo que essas cepas poderiam utilizar a invasdo a célula do
hospedeiro como mecanismo na colonizagdo da mucosa intestinal. O bacilo
mostrou-se capaz de sobreviver intracelularmente por até 72 horas. Segundo os
autores, tal estratégia poderia conferir vantagens ao microorganismo, uma vez que
ele estaria protegido contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e do
tratamento com antibiéticos. Essa capacidade de colonizagdo, sobrevivéncia e
multiplicagéo intracelular de EAEC poderia facilitar o desenvolvimento de diarréia

persistente associado ao microorganismo.



1.8.5 Manifestacoes Clinicas

As manifestacdes clinicas das infecgcdes causadas por EAEC variam
desde infecgbes assintomaticas a quadros diarréicos agudos e persistentes, de
intensidade leve a severa (HUANG et al., 2004). A dose infecciosa exata necessaria
para causar doenca é desconhecida, mas a realizagcdo de um estudo com adultos
voluntarios mostrou que a ingestdo de 10'°UFC de EAEC foi capaz de provocar
diarréia em trés dos cinco adultos que ingeriram o microorganismo. O periodo de
incubagdo nesses voluntarios que desenvolveram diarréia variou de sete a 22 horas,
com meédia de 14 horas (NATARO et al., 1995). Outros autores relatam um periodo
de incubagao de oito a 18 horas (HUANG et al., 2004).

Em geral, a doenca caracteriza-se por diarréia aquosa, que pode ser
associada com dor abdominal e febre baixa (HUANG et al., 2004; OKEKE; NATARO,
2001). Estudos realizados na india tém relatado a associagdo do microorganismo
com diarréia secretéria (BHAN et al., 1989b; PAUL et al.,, 1994). Nos Estados
Unidos, Nataro et al. (2006) ndo encontraram uma apresentagdo clinica
caracteristica das infeccoes por EAEC. Pacientes infectados pelo bacilo
apresentaram diarréia aquosa, com febre, vomito, dor abdominal e generalizada,
sintomas freqlientemente relatados por pacientes nao infectados por EAEC. Dor
abdominal foi o principal sintoma relatado por criancas com diarréia aguda aquosa
causada por EAEC na Alemanha. Algumas criancas desse estudo, que
desenvolveram diarréia persistente pelo bacilo, tiveram uma perda de peso
significativa durante a doenga e recuperaram 0 peso inicial apos a eliminagdo da
bactéria do intestino (HUPPERTZ et al., 1997). A presenca de sangue nas fezes foi
reportada em 1/3 das criangas colonizadas com EAEC no México (CRAVIOTO et al.,
1991). A associacao de EAEC com diarréia sanguinolenta também foi reportada por
Benitez et al. (1991). No Gabao, criangas com EAEC desenvolveram diarréia severa
e apresentaram vémitos. A temperatura média observada foi de 37,6°C, variando
entre 36,5 e 40,5°C. Um pequeno percentual dessas criangas apresentou sangue
fecal (PRESTERL et al., 2003). No Brasil, Steiner et al. (1998) encontraram que a
infeccdao por EAEC foi comumente associada com diarréia persistente e com a
presenca de lactoferrina e das citocinas pré-inflamatérias IL-8 e IL-1B nas fezes. A

natureza inflamatéria da infeccdo por EAEC também foi reportada por



Bouckenooghe et al. (2000). Turistas americanos e europeus apresentando diarréia
apds viagens para México e india apresentaram presenca significante de leucécitos,

sangue oculto e lactoferrina fecais.

A variabilidade nos sinais e sintomas bem como na duragdo da doencga é
atribuida a heterogeneidade das cepas de EAEC, a dose de bactéria ingerida bem

como aos fatores do hospedeiro (HUANG et al., 2004).
1.8.6 Diagndstico e Caracterizacao das Cepas de EAEC

O padrao ouro no diagnostico de EAEC continua sendo a avaliagédo do
padrdo de aderéncia em células HEp-2 (NATARO; KAPER, 1995; OKEKE;
NATARO, 2001). Diferentes técnicas tém sido propostas para a realizacao desse
teste, com variagcbes na superficie de crescimento das células, no grau de
confluéncia da monocamada, no numero de lavagens realizadas, no numero e
duragéo de incubagdes (CLAUSEN; CHRISTIE, 1982; MATHEWSON et al., 1985;
NATARO et al., 1987; PEREIRA et al., 2007). Entretanto, os resultados de estudos
comparativos mostraram que a técnica original descrita por Cravioto et al. (1979),
que consiste em um periodo Unico de incubacao das células com a bactéria durante
3 horas, sem lavagens nem mudanca de meio durante a avaliacao, € mais eficaz na
diferenciagdo entre os trés padrdes de aderéncia (DA, LA e AA) (HAIDER et al.,
1992; VIAL et al., 1990). O crescimento de EAEC para incubagdo com a linhagem
celular deve ser realizado em cultura estatica a 37°C, para expressao maxima das
fimbrias de adesédo (NATARO et al., 1992). A manutencao de uma linhagem celular
saudavel e sem contaminagdo requer pessoal treinado, com consideravel
experiéncia e trabalho em tempo integral (TORTORA et al.,, 2000). Uma vez que
utiliza colbnias cultivadas a partir das amostras fecais e necessita ser realizado em
mais de uma coldnia, a avaliacdo do padrdo de aderéncia nao permite o teste de um
grande numero de amostras clinicas simultaneamente (LAW; CHART, 1998; HUANG
et al., 2004). Além disso, outros patdgenos entéricos parecem compartilhar com
EAEC o fenotipo agregativo, o que torna necessaria a confirmagdo da espécie
bacteriana antes da realizacao do teste do padrdao de aderéncia (OKEKE; NATARO,
2001). A fixacdo da monocamada celular de HEp-2 com formalina previne o

descolamento das células durante o teste, aumenta a disponibilidade das células



HEp-2 e diminui o risco de contaminacao, sem alteracdo na capacidade de adesao
de EAEC (MIQDADY et al., 2002; SPENCER et al., 1997). Quando comparada a
técnica tradicional, o teste de adesdo com células fixadas com formalina mostrou
sensibilidade entre 92 e 98%, com especificidade e valor preditivo positivo de 100%
e valor preditivo negativo de 83 a 96% (MIQDADY et al., 2002). Apesar dos bons
resultados, esse método ainda necessita de validacdo antes de poder ser
empregado na identificacdo de EAEC (HUANG et al., 2004).

Na tentativa de facilitar o diagnostico das infecgées por EAEC, muitos
autores recorreram a biologia molecular. Baudry et al. (1990) desenvolveram uma
sonda, chamada CVD432, especifica para uma regido do plasmideo AA da bactéria.
Evidéncias anteriores sugeriram a presenca desse grande plasmideo com alto grau
de homologia entre a maioria das cepas de EAEC (VIAL et al., 1988). Na primeira
avaliagdo realizada, os autores encontraram 89% de sensibilidade e 99% de
especificidade da sonda em relacdo ao padrao ouro na identificacdo de EAEC
(BAUDRY et al., 1990). Estudos posteriores confirmaram a alta especificidade da
sonda mas diferiram quanto a sensibilidade, que variou entre 15 e 90% (BOUZARI et
al., 2001; FARUQUE et al., 1992; GIOPPO et al., 2000; GOMES et al., 1998; OKEKE
et al., 2000b; RICH et al, 1999). Desde entdo, outras sondas especificas para
diferentes regides do DNA de EAEC tém sido desenvolvidas e testadas (DEBROY et
al., 1994; RICH et al., 1999).

Desde a publicagdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por Saiki
et al. (1985), inumeros testes diagndsticos utilizando essa reacdo tém sido descritos
(WRIGHT; WYNFORD-THOMAS, 1990). A amplificagdo do segmento do DNA de
EAEC que hibridiza com a sonda CVD432 forneceu resultados rapidos, simples e
altamente sensiveis (DURRER et al., 2000; DUTTA et al., 1999; SCHMIDT et al.,
1995). Tsukamoto (1996) propds um método diagnostico para EAEC baseado na
amplificacdo do gene aggR. Cerna, Nataro e Estrada-Garcia (2003) desenvolveram
um multiplex PCR para o diagnéstico simultaneo de trés alvos plasmidiais, aggR,
aap e o segmento que hibridiza com a sonda CVD432. A grande dificuldade do
diagnéstico de EAEC através de PCR consiste na escolha de seqiéncias de DNA
alvo correspondentes a um gene conservado para o desenvolvimento de iniciadores

especificos, o que é dificultado pela heterogeneidade das cepas (BAUDRY et al.,



1990). O aprimoramento das técnicas de extracao do DNA fecal e da estabilidade do
acido nucléico bacteriano diminui o custo e o trabalho na realizagdo de PCR para
deteccao de enteropatdogenos (AMAR et al., 2005; HOLLAND et al., 2000). Técnicas
moleculares nao substituem os métodos convencionais, mas constituem uma boa
alternativa de diagndstico, principalmente na detecgdo de microorganismos de dificil
cultivo. A possibilidade de realizacdo dos testes diretamente das fezes economiza
tempo e trabalho laboratorial. Além disso, permitem um estudo mais detalhado da
infeccdo ao fornecer informacdes sobre a caracterizacdo da interagdo patdégeno-
hospedeiro e a distribuicdo de genes possivelmente determinantes da ocorréncia da
doenca (FOXMAN; RILEY, 2001).

InUmeros métodos ndo-moleculares tém sido descritos na caracterizagéo
de cepas de EAEC, como testes imunologicos para deteccao de imunoglobulinas
contra EAEC, produgéo de colicina e hemolisina, sorotipagem, coloragao da capsula,
testes de hemaglutinacdo e de agregacdo na presenca de sulfato de aménia,
producao de biofilme e microarray, entre outros (AL-KHALDI et al., 2002; BANGAR,;
BALLAL, 2008; CHART et al., 1997; GREENBERG et al., 2002; JENKINS et al.,
2005; JIANG et al., 2002; OKEKE et al., 2000b; RICH et al., 1999; SPENCER,;
SMITH; CHART, 1999; SUTJITA et al., 2000)

O diagnostico definitivo de EAEC ocorre através da identificagdo da
bactéria a partir das fezes do doente, 0 que ndo garante sua associagdo como
agente etiolégico responsavel pelos sintomas. Considera-se EAEC como causa da
diarréia quando o paciente desenvolve a doenga durante um surto documentado do
microorganismo, quando o isolado pertence a um sorotipo ja associado com doencga
ou quando a bactéria é isolada repetidamente, principalmente se o paciente
apresenta diarréia persistente e na auséncia de diagnéstico de outro enteropatdégeno
(NATARO; KAPER, 1995; OKEKE; NATARO, 2001).



2 JUSTIFICATIVA



As doencas diarréicas ainda representam um relevante problema de
saude publica, gerando uma elevada demanda sobre os servicos ambulatoriais e,
secundariamente, sobrecarregando a rede hospitalar (VASCONCELQOS; BATISTA
FILHO, 2008). Além dos prejuizos econémicos, a ocorréncia de infec¢des intestinais
freqlentes e desnutricdo infantil causam aumento das necessidades metabdlicas,
ma-absorcao intestinal, distdrbios no transporte e re-captacdo de nutrientes
essenciais a saude humana e inflamagédo. O impacto desse ciclo vicioso a longo
prazo inclui danos fisicos e cognitivos, além de prejuizos a absorcao de drogas

necessarias ao tratamento de outras doencgas sérias (GUERRANT et al., 2008).

Criangas de paises em desenvolvimento s&o particularmente susceptiveis
as doengas diarréicas em decorréncia das mas condi¢gées de saneamento basico em
que vivem (MONKEMULLER; WILCOX, 2001). Relatérios da Organizagdo Mundial
da Saude mostram a importancia dessas doengas como causa de morbidade e
mortalidade infantil nos ultimos anos. Juntamente com as infeccdes respiratérias, as
doencas diarréicas estdo entre as principais causas de morbi-mortalidade em
criangas abaixo de cinco anos em paises em desenvolvimento (WHO, 1995b; 1996;
1997; 1998; 1999; 2000; 2001; 2002; 2003; 2004; 2005b). A melhoria das condi¢des
higiénico-sanitarias permanece um grande desafio nesses paises. Atualmente, 1,1
bilhdo de pessoas ndo tém acesso a agua potavel e cerca de 2,5 bilhdes, 40% da
populagdo mundial, carecem de saneamento basico adequado. Como resultado,
mais de 4500 criangas menores de cinco anos de idade morrem todos os dias por
doengas facilmente evitaveis, sendo a diarréia uma das mais comuns (PANDEY,
2006; WHO, 2007).

Considerando o papel das doengas diarréicas na populacao infantil, torna-
se de fundamental importancia o estudo de tais quadros infecciosos. Este trabalho
teve como base estudos preliminares de campo, desenvolvidos por nosso grupo de
pesquisa desde 1989. Tais estudos forneceram informagdes importantes sobre a
magnitude das enfermidades entéricas em comunidades desfavorecidas da cidade
de Fortaleza, Ceard, definindo os principais agentes etioldégicos, os mecanismos
relevantes e o impacto dessas doencas no estado nutricional, na funcéao absortiva,
na barreira funcional intestinal e no desenvolvimento fisico e cognitivo infantil. Os

prejuizos a longo prazo ocasionados pelas doencas diarréicas no inicio da infancia



podem ser bastante dispendiosos, sendo, entdo, imprescindivel a realizacdo de

estudos mais detalhados que possam fornecer dados Uteis sobre essas doencas.

Escherichia coli enteroagregativa € um importante patégeno entérico
causador de diarréias persistentes na infancia em muitas partes do mundo, incluindo
as favelas de Fortaleza, e desde entdo vem sendo associada com surtos diarréicos
(HUANG et al., 2006; LIMA et al., 2000; OKEKE; NATARO, 2001). O grande impacto
das infec¢cOes causadas por esse microorganismo em criangas tem sido descrito,
sendo observada associacdo de infecgbes sintomaticas e assintomaticas com
inflamacéo intestinal e prejuizos ao crescimento (STEINER et al., 1998).

Estudos prévios sobre as infec¢des causadas por EAEC tém sugerido que
genes especificos do microorganismo poderiam influenciar o curso da infecgéao
(NATARO, 2005; NATARO; KAPER, 1998). Apesar das informagdes disponiveis, o
papel dos fatores genéticos permanece obscuro. Tendo em vista a heterogeneidade
das cepas de EAEC e a associagdo do microorganismo com diarréia apenas em
alguns individuos, esse trabalho fornece uma grande oportunidade de definir a
importancia de alguns fatores de viruléncia no grau de severidade das doengas

diarréicas causadas por EAEC.

Postulamos que certas diferencas genéticas, como a presenca de genes
de viruléncia e/ou polimorfismos em certos genes do microorganismo, interferem no

curso da infecgao.



3 OBJETIVOS



3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) e o papel
de seus genes de viruléncia, bem como avaliar o impacto das infeccoes
causadas pelo microorganismo na inflamacao intestinal e no estado nutricional
entre casos (criancas com diarréia) e controles (criancas sem diarréia)
residentes nas comunidades Gongalves Dias e Parque Universitario, em

Fortaleza, Ceara.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia de EAEC entre criancas, com e sem diarréia,

residentes em comunidades carentes de Fortaleza, Ceara;

Determinar o impacto nutricional da infeccao por EAEC em criangas com diarréia

e naquelas apenas colonizadas pela bactéria;

Avaliar a relacao entre a presenca dos genes de viruléncia aggR, aap, pic, pet e
astA na inducéo de diarréia por EAEC,;

Definir a influéncia de polimorfismos no gene aggR entre as cepas de EAEC
diagnosticadas a partir de amostras fecais de casos e controles no curso da
infecgao;

Avaliar a ocorréncia de inflamacao nas infecgdes causadas por EAEC, através
da avaliagdo de lactoferrina e citocinas (interleucinas 4 e 10, fator de necrose

tumoral alfa e interferon gama) fecais.



4 MATERIAL E METODOS



4.1 DESCRICAO DO ESTUDO
4.1.1 Consideracgoes Eticas

Esse estudo constitui um dos objetivos do projeto de pesquisa intitulado
“Intervencdo com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil’, que foi
aprovado com recomendacdes pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) (registro n°. 12729, processo n° 25000.017262/2006-38, parecer n°.
760/2006) em 14 de julho de 2006 e recebeu parecer favoravel do Comité de Etica
em Pesquisa da UFC (COMEPE/UFC) (oficio n°. 550/2006, protocolo n°. 238/05) em
22 de setembro de 2006, apds atendimento das recomendacdes exigidas (ANEXOS
A e B). O inicio das atividades foi autorizado pelo COMEPE/UFC em 31 de outubro
de 2006 (oficio n°. 701/06) (ANEXO C).

4.1.1.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO D) foi
revisado e aprovado pelo COMEPE/UFC (oficio n°. 550/2006, protocolo n°. 238/05)
em 22 de setembro de 2006 e em 25 de maio de 2007 (complementagdes, oficio n®.
407/07) (ANEXOS B e E).

Os pais ou responsaveis forneceram um consentimento por escrito,
assinando um documento que descrevia os objetivos do trabalho, os procedimentos
a serem realizados com a crianga, os riscos e beneficios da participagdo no estudo,
questdes relacionadas a confidencialidade e telefones de contato em caso de
duvidas. Todos eles receberam uma copia do termo.

4 1.1.2 Confidencialidade dos Dados

As criangas receberam numeros codificados, ndo sendo identificadas pelo
nome em nenhum documento do estudo. Os dados foram mantidos em local seguro
no Sistema de Seguranca e Gerenciamento de Dados (SSGD), na Unidade de
Pesquisas Clinicas/Instituto de Biomedicina (UPC/IBIMED), na UFC.



4.1.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado em duas areas carentes vizinhas, a comunidade
Goncalves Dias e o Parque Universitario, localizadas na zona urbana da cidade de

Fortaleza, capital do estado do Ceara.

O Ceara esta localizado na regidao nordeste do Brasil e apresenta uma
area territorial de 148.825,602Km?, dividida entre 184 municipios. De acordo com os
dados do censo populacional de 2000 e da contagem da populacdo de 2007
realizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populacao
estimada do estado € de 8.125.286 habitantes.

Fortaleza esta situada no litoral do Ceara e tem como limites o oceano
Atlantico ao norte, as cidades de Maracanau, Pacatuba e ltaitinga ao sul, Aquiraz e
Eusébio a leste e Caucaia a oeste, compreendendo uma area territorial de 313Km?.

Segundo o IBGE, a cidade abriga uma populacao de 2.431.415 habitantes.

A comunidade Gongalves Dias estd localizada a 1Km de distancia da
Unidade de Pesquisas Clinicas / Instituto de Biomedicina (UPC/IBIMED), localizada
na Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza.
Gongalves Dias compreende uma area de quatro quarteirbes habitados por 1826
pessoas (dados de fevereiro de 1993), dos quais 247 (13,5%) sdo criangcas com até
cinco anos de idade (FIGURA 6).

O Parque Universitario, situado a cerca de 5Km ao sul da UPC/IBIMED, é
composto por 3.420 residéncias e uma populacao de 11.018 habitantes, de acordo
com um censo realizado na comunidade em 2006 (FIGURA 6). Destes, 2.755
(25,0%) sao menores de 12 anos e 504 (4,6%) sao criangcas na faixa etaria entre
dois e 36 meses. Um levantamento realizado em 2007 com 330 residéncias do local
revelou que 198 (60,0%) delas sao compostas por até quatro compartimentos, 253
(76,7%) contam com até dois quartos, 122 (37,0%) tém banheiros com descarga e
264 (80,0%), agua encanada. Quase 3/4 (238 - 72,1%) das familias pesquisadas

vivem com renda mensal de até dois salarios minimos.
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FIGURA 6 — Localizacdo geografica das comunidades Goncalves Dias e Parque Universitario, situadas a cerca de 1 e 5Km,
respectivamente, da Unidade de Pesquisas Clinicas / Instituto de Biomedicina (UPC/IBIMED), da Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza. Gongalves Dias esta localizada a aproximadamente 3°74’ ao sul da linha do
Equador e 38°55’ a oeste do meridiano de Greenwich. A comunidade Parque Universitario esta situada a cerca de 3°44’ ao sul da
linha do Equador e 38°34’ a oeste do meridiano de Greenwich.

Fonte: Prefeitura Municipal de Fortaleza.




4.1.3 Critérios de Inclusao e Exclusao da Populacao do Estudo

A selecao dos participantes do estudo foi baseada nos seguintes critérios
de inclusao:
= Criangas com idade variando entre dois e 36 meses;
= Criangas residentes em um dos dois locais de estudo;

= Obtengdo de consentimento escrito do pai ou responsavel pela crianga.

Foram excluidas do estudo criangas que ndo obedeceram a qualquer um
dos critérios de incluséo.

4.1.4 Tipo e Periodo do Estudo

Este foi um estudo do tipo observacional, analitico, caso-controle, realizado
durante um periodo de 16 meses, de marco de 2007 a julho de 2008. A coleta de
dados e amostras de fezes foi realizada entre os meses de margo a julho de 2007,
periodo do ano chuvoso e com maior incidéncia de casos diarréicos na cidade de
Fortaleza (FACANHA; PINHEIRO, 2005).

4.2 TRIAGEM, ENTREVISTA E PREENCHIMENTO DA FICHA EPIDEMIOLOGICA

Cada participante do estudo foi inscrito individualmente por integrantes de
um grupo experiente, constituido por uma enfermeira e por agentes de saude
treinados, que moram na area e sdo bem conhecidos das familias. Esse grupo foi
responsavel, ainda, por toda a coleta de dados e amostras.

No momento da triagem, os pais ou responsaveis, apos serem informados
sobre os dados constantes no TCLE (ANEXO D), assinaram o documento e foram
entrevistados para o preenchimento da ficha epidemioldgica (formulario ambiental e
socio-econémico — ANEXO F). As criangas foram, entdo, submetidas a um breve
exame fisico para obtencdo das medidas antropométricas, como descrito a seguir.



Informacdes sobre ocorréncia de diarréias nos ultimos 15 dias anteriores a
visita, nimero e tipo de evacuacoes por dia foram obtidas através da entrevista e

utilizadas na definicdo dos grupos caso e controle (ANEXO G).

4.3 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

A equipe de campo mediu estatura, peso, circunferéncia braquial e
espessura da prega cutanea de todas as criancas. A afericdo da estatura foi
realizada com as criangas descalcas na posicao vertical, utilizando-se um
antropémetro com precisdo de 0,icm. As criangas menores de dois anos foram
medidas deitadas, na posicao supina (medida do comprimento). Para afericdo da
massa corporal, as criangas foram pesadas trajando roupas leves e descalgas,
utilizando-se uma balanca digital portatil. A circunferéncia do brago foi obtida através
do emprego de uma fita métrica confeccionada em material flexivel e resistente,
especifica para a medicdo de circunferéncias e para uso pediatrico. A fita foi
utilizada aderida a pele, na altura do ponto médio braquial. A medida da espessura
da prega cutdnea foi medida a partir do ponto médio posterior do braco nao

dominante, com o uso de um paquimetro.

As medidas antropométricas foram convertidas em escores-z de HAZ,
WAZ e peso-por-altura (weight-for-height — WHZ), utilizando software
antropométrico. Estes escores-z antropométricos correspondem ao numero de
desvios padrdo acima ou abaixo do valor médio fornecido pelo National Center for
Health Statistics (NCHS, National Health and Nutrition Examination Survey, Centers
for Disease Control and Prevention, Hyattsville, MD) e International Reference
Population (Global Database on Child Growth and Malnutrition, World Health
Organization, Geneva, SZ). O célculo do indice de massa corporal (IMC) foi
realizado dividindo-se o peso (Kg) pela altura (m) ao quadrado.

4.4 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS DE FEZES

Apl6s os procedimentos de triagem, assinatura do TCLE, entrevista,
preenchimento da ficha epidemiolégica e medidas antropométricas, os pais ou

responsaveis receberam um copo de plastico, estéril, apropriado para a coleta de



fezes e foram orientados pela equipe de campo sobre o procedimento de coleta. No
dia seguinte, 0 membro da equipe retornou a residéncia da criangca para o
recebimento da amostra coletada. Caso o espécime fecal ndo tivesse sido coletado,
0 grupo de campo retornava a residéncia por até cinco dias Uteis consecutivos,
quando a crianga era, entdo, excluida do estudo por falta de material. A amostra
coletada foi armazenada entre 2 e 8°C e, no prazo maximo de quatro horas,
transportada em caixa térmica contendo gelo para o Laboratério de Doencas
Infecciosas (LDI), da UPC/IBIMED, da Faculdade de Medicina, da UFC.

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS FECAIS

Ao chegar ao laboratério, as amostras foram acondicionadas na
temperatura entre 2 e 8°C até seu processamento. No maximo seis horas apés a
coleta, os espécimes fecais foram observados quanto aos seus aspectos,
aliquotados em dois tubos estéreis com capacidade para 1,8mL e armazenados
abaixo de -70°C para posterior extracdo do DNA fecal e realizagdo de outros testes
descritos abaixo.

Uma aliqguota do material restante foi empregada no diagndstico de
helmintos e protozodrios através de microscopia fecal. Inicialmente, foi realizada
uma concentracdo dos parasitas fecais, para melhorar a sensibilidade do exame
direto para parasitas intestinais (ZIERDT, 1978; 1984). Utilizou-se o Fecal Parasite
Concentrator Kit (Evergreen, Los Angeles, CA), que se baseia no método de Ritchie
modificado (concentracéo pelo alcool-éter). O éter age como solugédo excretora para
a gordura fecal e demais detritos, e o formol age como anti-séptico, resultando em
uma boa concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp., cistos de protozoarios,

larvas e ovos de helmintos.

Para a identificacdo de ovos de helmintos e cistos de protozoarios nas
amostras de fezes, foi preparado um esfregaco a partir do material concentrado,
como descrito por Brown e Neva (1983). Uma mistura de 1:1 desse material com
solucdo salina foi misturada com 1 gota de Lugol e examinada entre lamina e

laminula. Essa preparagéo foi, entdo, examinada sob microscoépio optico (Eclipse E-



200, Nikon Corporation, Chiyoda, TO) em aumento de 10X para identificacdao de

helmintos e em aumento de 40X para identificacdo de protozoarios.

Outro esfregaco feito a partir do material concentrado foi corado através
da técnica de Ziehl-Nieelsen modificada para a pesquisa de Cryptosporidium spp.. O
esfregaco foi inicialmente corado com o corante primdrio carbol-fucsina, descorado
com uma mistura de alcool-acido e contra-corado com azul de metileno. Como os
oocistos de Cryptosporidium spp. sao alcool-acido resistentes, eles retém a cor do
corante primario, diferenciando-se dos demais materiais fecais que se coram com a
coloracdo de fundo do contra-corante (HENRIKSEN; POHLENZ, 1981). A Figura 7
mostra o fluxograma corresponde as etapas realizadas desde a triagem das criangas
incluidas no estudo até o processamento das amostras fecais obtidas.

| Triagem das criangas |

l

Assinatura do Teimo de Consentitnento Livie e Esclarecido {TCLE)

l

Estatura
[ Medidas antropométiicas | Peso o X
Circunferencia braquial
\L Espessura da prega cutanea
| Coleta de amostia de fezes |
e & T
i) Cancentragao do matetial tecal
(Fecal Parasite Concentrator Kit,
Aliquotas para exuag:io Evergreen. Los Angeles. CA)
de DNA e testes
posteriores
Pesquisa de helmintos e Pesquisa de
outios protozoarios Cryptosporidittn spp.

FIGURA 7 — Representagdo esquematica das etapas realizadas desde a triagem
das criangas incluidas no estudo ao processamento das amostras fecais.



4.6 EXTRACAO DO DNA FECAL

O DNA fecal foi extraido utilizando o Q/IAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA), seguindo as instru¢des do fabricante. Cerca de 200mg ou 200uL de
fezes foram incubadas com 1,4mL de tamp&o ASL, que promove a lise celular e
remove substancias inibidoras presentes nas fezes. Para prevenir a degradacéo do
DNA, a solugé@o de lise foi adicionada antes do descongelamento das amostras
fecais. A mistura foi agitada por 1 minuto ou até que as amostras estivessem
totalmente homogeneizadas e foi, entdo, incubada por 5 minutos a 95°C. A elevagao
da temperatura é recomendada pelo fabricante e tem o objetivo de facilitar a agao do
tampao em células dificeis de lisar, aumentando em trés a cinco vezes a

concentracéao final de DNA.

O lisado foi homogeneizado por 15 segundos e centrifugado por 1 minuto
para precipitagdo das particulas fecais. Em seguida, 1,2mL do sobrenadante foram
transferidos para um novo tubo de 2mL contendo InhibitEX, um componente do kit
em forma de comprimido, que adsorve inibidores de PCR e substancias lesivas ao
DNA presentes nas fezes. A transferéncia do comprimido a partir de sua embalagem
original para o tubo foi realizada sem contato direto para evitar a contaminacao
cruzada. O tubo contendo o lisado e o comprimido foi agitado em um agitador de
tubos imediatamente e continuamente por 1 minuto ou até que o comprimido
estivesse totalmente dissolvido. A mistura foi incubada por 1 minuto a temperatura
ambiente com o objetivo de permitir a adsor¢cdo dos inibidores pela matriz. O
processo de remocgao dos inibidores foi finalizado por um passo de centrifugacao
durante 3 minutos. Todo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5mL

e submetido a uma nova centrifugagao por 3 minutos.

O processo de purificacdo do DNA envolveu, ainda, a digestdo de
proteinas, ligacdo do DNA a uma membrana de silica-gel, lavagens com tampdes
adequados para remocao de impurezas e eluicdo do DNA. Para a digestao das
proteinas, 200uL do sobrenadante foram transferidos para um tubo de 1,5mL
contendo 15uL de proteinase K. Em seguida, adicionou-se ao tubo 200uL de tampéao
AL, constituido de hidrocloreto de guanidina. Segundo Fonseca et al. (2006), a agao
desnaturante do hidrocloreto de guanidina poderia ser decorrente de elevagdes na



solubilidade de grupos da proteina na solugdo aquosa do desnaturante. A mistura
foi, entdo, aquecida a 70°C durante 10 minutos, temperatura e tempo adequados
para a acao dos desnaturantes. Para completar o passo de desnaturagéo protéica,
adicionou-se 200puL de etanol a 96-100%, que € um agente caotrépico anfifilico, com
um segmento hidrocarbonado hidrofébico (-CH2-CHz-) e um grupo hidrofilico (-OH).
Ele pode se misturar com a agua e acomodar melhor no solvente os grupos apolares
da proteina, atenuando a forga hidrofébica, de tal forma a desfavorecer o estado
nativo em detrimento do estado desnaturado (FONSECA et al., 2006).

Apbs centrifugagao rapida para remogéao de gotas presentes na tampa e
paredes do tubo, a mistura foi transferida para um tubo contendo um filtro composto
de uma membrana de silica-gel. O DNA foi adsorvido a membrana durante uma
breve centrifugacao (1 minuto). O filtro e o DNA foram transferidos para um novo
tubo coletor, sendo o filtrado descartado. As condigbes do lisado, como
concentracdo de sais e pH, dificultam a ligacdo de proteinas digeridas e outras
impurezas a membrana. Com o intuito de remover qualquer impureza residual, o
DNA adsorvido foi, entdo, lavado em dois passos de centrifugacdo. No primeiro
deles, 500uL do tampao AWH1 foram adicionados a membrana e submetidos a
centrifugacdo durante 1 minuto. A membrana ligada ao DNA foi transferida para um
novo tubo coletor e o filtrado foi descartado. No segundo passo de lavagem, 500uL
do tampao AW2 foram adicionados a membrana e submetidos a centrifugagéao
durante 3 minutos. Para que nenhum excesso de tampao permanecesse na amostra
antes da eluigédo final, o filtrado foi descartado e o filiro foi colocado de volta ao
mesmo tubo coletor e submetido a uma nova centrifugacdo de 1 minuto. A
membrana contendo o DNA concentrado e purificado foi transferida para um novo
tubo de 1,5mL. Adicionou-se, entdo, 200uL do tampéao de eluicdo AL e incubou-se
por 1 minuto a temperatura ambiente. A concentracdo de sal do tampao permite a
eluicdo do DNA ligado a membrana, livre de proteinas, nucleases, inibidores e
outras impurezas. A centrifugacdo durante 1 minuto completou o processo. O
produto obtido foi armazenado a -20°C em duas aliquotas contendo 100uL cada
uma para posterior analise. Todas as centrifugacoes foram realizadas a 20.000xg a
temperatura ambiente. Os passos da extracdo de DNA fecal estdo ilustrados na
Figura 8.
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FIGURA 8 — Fluxograma da técnica de extracao de DNA fecal utilizando o Q/Aamp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA).
Fonte: Adaptado do manual do usuério do QlAamp DNA Stool Mini Kit.

Essa técnica de extragdo foi escolhida em nosso laboratério apds a
realizacao de testes para quatro diferentes tipos de pré-tratamento. Avaliamos: 1)
pré-tratamento quimico — as fezes foram pré-tratadas com KOH 1M (50uL) e
dithiothreitol (DTT) 1M (18uL) durante 1 hora a 65°C, neutralizadas com HCI 25%
(8uL) e tamponadas com Tris-HCI 2M, pH=8,0 (80uL); 2) pré-tratamento fisico — as

amostras fecais foram submetidas a sucessivos ciclos de congelamento em



nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 95°C, ambos por 1 minuto
(um e trés ciclos foram testados); 3) pré-tratamento fisico + quimico — as fezes foram
tratadas com dois ciclos de congelamento/descongelamento antes de serem
submetidas ao tratamento quimico descrito anteriormente; 4) sem pré-tratamento
(SAMIE et al., 2007) . Todas as aliquotas foram, entdo, submetidas a extracédo do
DNA fecal com o QIAamp DNA Stool Mini Kit. A amplificacdo por PCR utilizando o
gene aggR de EAEC indicou diferengas entre as intensidades das bandas obtidas,
embora todos as técnicas testadas tenham possibilitado a visualizagdo da banda
pesquisada. Em virtude da maior intensidade da banda obtida ap6s a extragdo do
DNA fecal sem a adicao de uma etapa de pré-tratamento (banda 5) em comparacao
com as bandas resultantes dos outros métodos de extracao testados (bandas 1 a 4),
como mostra a Figura 9, essa foi a técnica escolhida para a realizagdo desse
trabalho, o que economizou tempo e trabalho laboratorial.

500pb —

FIGURA 9 — Comparacao de cinco métodos de extragdo de DNA a partir
de amostras fecais positivas para EAEC. As amostras foram pré-tratadas
com dois ciclos de congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido
seguido por tratamento alcalino com KOH e DTT (linha 1), tratamento
alcalino com KOH e DTT (linha 2), um ciclo de
congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido (linha 3), trés
ciclos de congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido (linha 4)
e sem pré-tratamento (linha 5). As amostras foram submetidas a extracao
de DNA através do QIAamp DNA Stool Mini Kit. A amplificacdo do gene
aggR foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose a 1,2% e
coloragdo com brometo de etidio. M = marcador molecular de 100pb; linha
6 = controle positivo (EAEC O42); linha 7 = controle negativo (agua).



4.7 QUANTIFICACAO DO DNA EXTRAIDO

A presenga de DNA foi confirmada no produto da extracado através de
espectrofotometria (BioPhotometer, Eppendorf, Westbury, NY). O teste indica a
qualidade e a quantidade do material ao final do processo. O DNA extraido foi
avaliado nos comprimentos de onda de 260, 280 e 320nm. A leitura em 260nm nos
fornece a quantidade de DNA da amostra como resultado da multiplicagédo do valor
observado pelo fator de diluicdo e pela constante 50 para leitura final na
concentracdo de mg/mL. A razdo 260/280nm fornece uma estimativa da qualidade e
pureza da amostra extraida, demonstrando se ela apresenta ou ndo contaminagao
de &cido ribonucléico (ribonucleic acid — RNA), proteina ou reagentes, como o acido
etilenodiamino-tetra-acético (ethylenediaminetetraacetic acid - EDTA), por exemplo.
A leitura em 320nm reduz a influéncia da leitura da absorbancia do background. A
leitura de DNA deve ter razdo 260/280>1,8 para demonstrar falta de contaminantes
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Quando o resultado da verificagdo nao foi

satisfatorio, realizou-se uma nova extragao antes da amplificagao.
4.8 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE EAEC

O diagnostico molecular de EAEC nas fezes foi baseado na pesquisa de
dois genes do microorganismo, um cromossomal (aaiC) e outro plasmidial (aatA). O
gene aaiC codifica uma proteina de 168 aminodacidos, que carece da sequéncia
sinalizadora N-terminal hidrofébica e ndo apresenta homologia aparente com
qualquer outro gene descrito no GenBank (National Center for Biotechnology
Information — NCBI, Bethesda, MD). Essa proteina é secretada por um conjunto de
16 genes cromossomais contiguos (aaiA a aaiP) regulados pelo gene plasmidial
aggR. Oito deles (aaiA, aaiB, aaiE, aaiF, aaid, aail, aaiN e aaiO) sao similares a
grupos de genes encontrados em outras bactérias Gram-negativas (DUDLEY et al.,
2006). A presencga desses genes em Vibrio cholerae foi descrita recentemente por
Pukatzki et al. (2006), que os denominaram de sistema de secregao tipo VI (type VI
secretion system — T6SS). Segundo os autores, outros cinco tipos de sistema de
secrecao (I a V) tém sido descritos nos organismos procariéticos, mas nenhum deles
esta associado a secregao de proteinas que nao apresentam o dominio N-terminal.
Além de EAEC e V. cholerae, somente Edwadsiella tarda tem sido reportada como



capaz de secretar esse tipo de proteina (SRINIVASA RAO et al., 2004). Apesar da
semelhanca estrutural, as proteinas secretadas por V. cholerae e E. tarda
apresentam apenas 21% de identidade quanto a sequéncia de DNA e ambas sao
completamente distintas da proteina codificada pelo gene aaiC de EAEC (DUDLEY
et al., 2006). O gene aatA codifica uma proteina da membrana externa semelhante a
TolC, uma proteina homotrimérica em forma de canal, especializada no transporte
de moléculas do meio intracelular para o extracelular, estando associada com o
efluxo de drogas (SHARFF et al., 2001; THANABALU et al., 1998; WANDERSMAN;
DELEPELAIRE, 1990). TolC e aatA apresentam apenas 25% de identidade na
seqléncia génica, entretanto ambas compartilham importantes determinantes
estruturais. Quando comparada a outras sequiéncias de DNA depositadas no banco
de dados do NCBI, o gene aatA nao apresenta qualquer homologia significativa. A
proteina codificada pelo gene aatA contém 412 amino&cidos e faz parte de um
complexo transportador responsavel pela secregcdo da dispersina através da
membrana bacteriana externa. A regido plasmidial responsavel pela codificacao do
complexo esta sob controle de aggR. O gene aatA coincide com o segmento
utilizado para o desenvolvimento da seqiéncia da sonda CVD432, primeira sonda
empregada no diagnostico de EAEC (NISHI et al., 2003). Esse par de iniciadores
voltado para a amplificacdo do segmento do DNA de EAEC que hibridiza com a
sonda CVD432 foi desenvolvido por Schmidt et al. (1995) e, desde entao, tem sido
utilizado por varios grupos de pesquisa no diagnostico de EAEC (DURRER et al.,
2000; DUTTA et al., 1999; NGUYEN et al., 2005; SVENUNGSSON et al., 2000)

A pesquisa dos genes aaiC e aatA a partir do DNA fecal foi realizada
utilizando o reagente AmpliTaq Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster,
CA), que contém todos os componentes necessarios para a PCR (DNA polimerase,
tampao salino, deoxinucleotideos, cloreto de magnésio e estabilizadores), exceto
iniciadores e DNA. Aos 12,5uL do reagente, foram adicionados 2,5uL de uma
solugdo de cada iniciador (2uM), 1 a 2,5uL de DNA fecal (dependendo da
concentracao de DNA fecal presente no produto final da extracao) e um volume de
agua miliQ autoclavada que completasse o volume final de 25uL da reagédo. Os
parametros usados na reagdo de PCR incluiram uma desnaturacéo inicial de 95°C

por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 57°C por 20



segundos, e 72°C por 1 minuto Uma extensao final foi realizada a 72°C por 10
minutos. Os fragmentos foram separados por eletroforese (aproximadamente 1h sob
voltagem constante de 80V) em gel de agarose a 1,2% e corados com brometo de
etidio para visualizacao e fotodocumentacdo sob luz ultravioleta (UV), através do
sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Os iniciadores
utilizados e os tamanhos dos produtos amplificados estdo descritos na Tabela 2. A
reacdo foi considerada positiva quando bandas de tamanho correto foram
observadas, sem a presenca de bandas extras. Considerou-se como EAEC
amostras apresentando um ou ambos 0s genes pesquisados. A cepa 042
(O44:H18), isolada de uma crianga com diarréia em Lima, no Peru, em 1983, € uma
cepa padrao de EAEC capaz de causar diarréia em voluntarios e foi utilizada como
controle positivo em todos os testes. A amostra de E. coli comensal HS, que nédo
causa diarréia em humanos, e agua foram utilizadas como controle negativo
(NATARO et al., 1995; 1996). As cepas controles nos foram fornecidas pelo Dr.
Richard Guerrant, da UVa.

4.9 PESQUISA DE GENES RELACIONADOS A VIRULENCIA

As amostras positivas para EAEC foram testadas quanto a presenca de
seqliéncias génicas codificadoras de fatores de viruléncia, que incluiram os genes
aggR, aap, astA, pic e pet. Os genes aggR e pet foram amplificados através de
reagdes uniplex, utilizando o AmpliTaq Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA), como descrito acima. Aap, pic e astA foram submetidos a uma
reacao de multiplex (QIAGEN Multiplex PCR Kit, Qiagen, Valencia, CA), seguindo as
instrugcoes do fabricante. O kit € composto por uma DNA polimerase pré-otimizada,
deoxinucleotideos e cloreto de magnésio diluidos em tampéo especifico. Seu
emprego possibilita a amplificagdo de dois ou mais produtos simultaneamente em
um unico tubo de reacdo. As reagdes de PCR incluiram um passo inicial de
desnaturacao (95°C), seguido por 35 a 40 ciclos de desnaturacao (95°C),
anelamento (aggR — 58°C, aap, pic, astA e pet — 55°C) e extensao (72°C), além de
uma extensao final (72°C). Os iniciadores utilizados nas reagdes estao descritos na
Tabela 2. Os produtos de PCR foram visualizados e fotografados (ChemiDoc XRS,

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) apés eletroforese em gel de agarose a 1,2% e



marcagao com brometo de etidio. A cepa protétipo de EAEC 042, que possui todos

0s genes descritos acima, foi utilizada como controle positivo; a cepa comensal HS e

a agua foram empregadas como controle negativo em todas as reacoes.

TABELA 2 — Genes alvo, iniciadores utilizados e tamanhos dos produtos obtidos.

L Produto
Gene Iniciadores Fonte
(pb)
Genes de Diagnodstico
aaiC ® (proteina que 5-ATTGTCCTCAGGCATTTCA-3’ Desenvolvidos
carece do dominio N- 5-ACGACACCCCTGATAAACAA-3’ 215 por Nosso
terminal) grupo
aatA® (proteina
integrante do 5-CTGGCGAAAGACTGTATCAT-3 Schmidt et al
complexo secretor da 5-CAATGTATAGAAATCCGCTGTT-3’ 630 1995 v
dispersina)
Genes de Viruléncia
Sheikh et al.,
aa b( roteina 5-ATGAAAAAAATTAAGTTTGTTATCTT-3’ 2002 (S)°
ap P 5-CGATATTATTTAACCCATTCGG-3' 356 Desenvolvido
dispersina)
por Nosso
grupo (A)°
aggR b (proteina 5-ATGAAATTAAAACAAAATATCGA-3’ Desenvolvidos
reguladora 5-TCATTGGCTTTTAAAATAAGTCAA-3 798 por Nosso
transcricional) grupo
Desenvolvido
b : 5'-GCCATCAACACAGTATATCCGA-3 por nosso
fesr’;]’i‘oézgtvegf)’mx'”a 5-GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT-3 112 grupo (S)° Piva
et al., 2003
(A)
b 5-TGACAGTGGATCAGGCGTGT-3' Desenvolvidos
pet” (enterotoxina) 5-TTCTGTGCGCCAAGAATGAC-3' 558 poérﬁgiso
Desenvolvidos
5-TTCAGCCGAAAGACGAAATCG-3’ DOF N0SSO
pic ? (enterotoxina) 5-TCTGCGCATTCATACCAACAT-3 517 grupo

@ Genes cromossomais
® Genes plasmidiais
©S =Senso

4 A = Anti-senso



4.10 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos de PCR destinados ao sequienciamento foram purificados
para a remocao de residuos de proteinas, RNA, sais, compostos quimicos
organicos, detergentes, excessos de deoxinucleotideos, iniciadores, enzimas,
tampbes e outros componentes capazes de prejudicar o desempenho do
sequenciador. O processo de purificagdo foi realizado através do QIAquick
Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA), seguindo as instru¢des do fabricante.

Uma aliquota do produto da reacdo de PCR foi misturada ao tampéo PBI,
composto por hidrocloreto de guanidina e isopropanol. O tampé&o foi adicionado em
um volume cinco vezes maior do que o volume do produto de PCR e a observagao
da cor da mistura, determinada pelo indicador de pH presente no tampéo, foi
analisada como um parametro na avaliacdo da qualidade do produto obtido. O
processo de purificagdo do DNA requer um pH<7,5 e nessa faixa de pH a mistura
apresenta uma cor amarela. A presenca de um pH da solugdo superior a esse
excede a capacidade de tamponamento da solugéo fornecida pelo kit, 0 que requer
sua correcao através do uso de acetato de sédio a 3M. Essa mistura foi aplicada a
um tubo coletor contendo uma coluna filtrante e cada amostra foi centrifugada. A
concentracao de sal e o pH da solugdo permitem a adsorcao eficiente do DNA pela
membrana de silica. O filtrado foi descartado e a coluna filtrante re-colocada no tubo
coletor. Adicionou-se 750uL do tampéo PE contendo etanol a 100% e centrifugou-
se. O filtrado foi descartado e novamente centrifugado. A lavagem com tampéao PE
tem o objetivo de remover as impurezas presentes no produto de PCR sem interferir
no DNA ligado a membrana. A realizacdo de uma lavagem adicional remove
qualquer residuo do tampao capaz de interferir com as reagdes enzimaticas do
sequenciamento. A membrana com o DNA ligado foi transferida para um novo tubo
coletor e eluida em 30uL do tampdo EB por centrifugacdo. A anadlise
espectrofotométrica foi utilizada para quantificar o DNA purificado. Todas as
centrifugacdes foram realizadas a 17.900xg por 1 minuto. A Figura 10 mostra a
representacao esquematica do processo de purificagdo dos produtos de PCR.



Produto de PCR

Remog¢do das impurezas comtampio PBI

Ligagio do DNA @ membrana de silica-gel

Lavagem 2x

2 Elui¢io

DNA purificado

FIGURA 10 — Fluxograma da técnica de purificacdo dos produtos de PCR
utilizando o QIAquick Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA).
Fonte: Adaptado do manual do usuério do QIAquick Purification Kit.

4.11 SEQUENCIAMENTO DO GENE aggR

Amostras positivas para o gene aggR foram analisadas quanto a variacao
genética nesse importante regulador transcricional de fatores de viruléncia
plasmidiais e cromossomais de EAEC. Os produtos obtidos a partir da reacao de
amplificagcdo para esse gene (descritos no item 4.7.) foram sequUenciados em
triplicata para a pesquisa de SNPs.



As reac6es de sequienciamento foram preparadas a partir do produto de
PCR purificado e foram realizadas no analisador genético ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems, Foster,CA). Estas reag6es continham para cada 1uL (aproximadamente
3 a 10ng de DNA para produtos de até 500pb) de produto de PCR purificado, 0,5uL
do reagente de reacao, 2,5uL de tampao salino, ambos fornecidos pelo BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster, CA), 2uL de
iniciadores (2uM) senso ou antisenso e agua miliQ autoclavada para completar o
volume final das reagdes (10uL). O reagente de reagéo utilizado contém uma enzima
especifica para esse tipo de reacdo e tampao salino, além de deoxinucleotideos

normais e modificados, marcados ou nao com fluorescéncia.

As amostras foram aplicadas em poc¢os individuais de uma placa com 96
pocos e submetidas a um processo de amplificagdo em um termociclador de placa
(MyCycler Personal Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). As
reacbes foram efetuadas de acordo com a seguinte programacado: desnaturacao
inicial a 96°C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos a 96°C por 30 segundos, 59°C por
30 segundos e 60°C por 4 minutos. Apos o término da reacdo, adicionou-se a cada
poco 40uL de isopropanol a 65%. Apds incubacado por 20 minutos a temperatura
ambiente, as amostras em placa foram centrifugadas em velocidade de 3000xg
durante 35 minutos. O sobrenadante foi descartado por inversdo das placas seguida
por centrifugacao invertida rapida durante 1 minuto a 3000xg. Para precipitacao dos
marcadores nao incorporados, acrescentou-se ao precipitado 150uL de etanol a
60% e centrifugou-se por 5 minutos em velocidade de 3000xg. O etanol foi
completamente removido por inversdo das placas seguida novamente de
centrifugacdo invertida por 2 minutos na velocidade de 3000xg. Em seguida, aplicou-
se a cada poco 20uL de formamida deionizada e ultra-pura (Hi-Di™ Formamide,
Applied Biosystems, Hercules, CA). Ao término da re-diluicdo das amostras em
formamida, as placas foram levadas novamente ao termociclador para aquecimento
a 96°C por 2 minutos e rapidamente resfriadas em gelo por mais 2 minutos.
Aplicadas ao sequenciador, as amostras tiveram tempo de inje¢do de 30 segundos a
2KV e a eletroforese procedeu com uma voltagem de 12,2KV por 1,5 hora. Os
resultados foram analisados a partir do programa Sequencer Scaner versao 1.0
(Applied Biosystems, Hercules, CA).



4.12 AVALIACAO DE LACTOFERRINA FECAL (LFF)

A concentracdo de LFF, um marcador sensivel e especifico da presenca
de inflamacéao intestinal expresso por neutréfilos ativados, foi avaliada através de
teste imunoenzimatico (enzyme linked immunossorbent assay — ELISA), utilizando o
IBD-Scan (Techlab, Blacksburg, VA) (KANE et al., 2003). Esse kit contém uma placa
para microensaio com pogos sensibilizados com anticorpos policlonais contra
lactoferrina. Diluigbes padronizadas das fezes (1:100 e 1:1000) foram adicionadas
aos pogos. Se estiver presente em niveis detectaveis, a lactoferrina se liga ao
anticorpo durante os 30 minutos de incubagao a 37°C. Apds lavagem, o conjugado,
composto de anticorpo policlonal conjugado com peroxidase, foi adicionado,
incubado por 30 minutos a 37°C, ligando-se a lactoferrina capturada durante a
primeira fase de incubagdo. Qualquer material nao-ligado foi removido através de
lavagens. Em seguida, o substrato da enzima (peroxido de hidrogénio) e uma
substancia cromogena (tetra-metil-benzidina) foram adicionados e incubados para
gerar uma reacao de cor, a partir de complexos enzima-anticorpo-antigeno,
formados na presenca de lactoferrina. A absorbancia, diretamente proporcional a
concentracdo de LFF presente, foi avaliada em um leitor de ELISA (Microwell
System Reader 230S, Organon Teknika, Durham, NC) a 450nm. Uma curva padrao
foi gerada através de lactoferrina humana purificada padrao (6,25 a100ng/mL) e foi
utilizada para confeccdo de um grafico de valores de absorbancia versus
concentracdo de lactoferrina, determinando a concentragdo de lactoferrina final nas
fezes. O resultado obtido foi codificado em escores: negativo (0 a 7,00ug/g de
fezes), positivo + (7,01 a 25,00ug/g de fezes), positivo ++ (25,01 a 50,00ug/g de

fezes), positivo +++ (>50ug/g de fezes)

4.13 QUANTIFICAGAO DE CITOCINAS FECAIS

Aliquotas das amostras fecais foram avaliadas quanto aos niveis das
citocinas antiinflamatérias IL-4 e IL-10 e pro-inflamatérias fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y), segundo técnica descrita por Alcantara et al.
(2003). As aliquotas de fezes foram removidas do freezer abaixo de -70°C,
descongeladas e diluidas em tampéao salina-fosfato (phosphate-buffered saline —



PBS) 1:2 (peso:volume), contendo inibidor de tripsina (1mg/mL) e fluoreto de
benzenosulfonil (1mg/mL) (Sigma, St. Louis, MOQO). Ap6s homogeneizacdo e
centrifugacdo por 10 minutos a 12.000xg, os sobrenadantes foram coletados e
testados para quantificacdo das citocinas fecais através dos seguintes Kits
disponiveis comercialmente: Human IL-4 Imunoassay, IL-10 EASIA, Human TNF-«
Imunoassay e Human IFN-y Imunoassay (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os kits se
baseiam em uma reacdo de ELISA e cada teste foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante. Amostras, padrdes e controles foram pipetados em pogos
pré-sensibilizados com anticorpos monoclonais especificos para cada citocina
pesquisada. Substancias nao-ligadas durante a primeira fase de incubacao foram
removidas através de sucessivas lavagens. Na seqiiéncia, os pocos foram
adicionados de anticorpo policlonal conjugado com estreptavidina-peroxidase, do
substrato da enzima (peroxido de hidrogénio) e da solugdo cromogena (tetra-metil-
benzidina). Essa enzima catalisa a redugéo do perdxido de hidrogénio e a reagéo €
sinalizada pela mudanga de cor gerada a partir da substancia cromogena. A
intensidade da cor desenvolvida ao final da reagéo é proporcional a concentracéo da
citocina ligada e foi avaliada em um leitor de ELISA (Microwell System Reader 230S,
Organon Teknika, Durham, NC) a 450nm. A geracao de uma curva padrao, através
de citocinas humanas purificadas de concentragbes conhecidas, possibilitou a
confeccdo de um gréafico de valores de absorbancia versus concentracdo de

citocinas, que foi utilizado para a quantificacéo final das citocinas fecais.

4.14 GERENCIAMENTO E ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram incorporados no computador duas vezes por duas
pessoas diferentes do SSGD, da UPC/IBIMED, UFC, e as digitagbes foram

comparadas através do programa Access (Microsoft Corporation, New York, NY).

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o Statistical Package for
Social Sciences versao 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Para a analise descritiva e
estatistica dos dados foram utilizadas tabelas e figuras e, no caso de variaveis
continuas, empregaram-se medidas de resumo. As figuras foram obtidas utilizando-

se o programa GraphPad Prism versao 4.00 para Windows (GraphPad Software,



San Diego, CA). Utilizou-se o programa Epilnfo versao 6.0 (Center for Diseases
Control, Atlanta, GA) para o calculo dos escores-z a partir das medidas

antropomeétricas.

O teste de Shapiro-Wilk foi empregado para verificar a normalidade dos
dados e o teste de Levene para checar a igualdade das variancias. Os testes nao
pareados t de Student foram utilizados para verificar a existéncia de diferencas entre
grupos de dados continuos e com distribuigao normal. No caso de ndo normalidade
da distribuicdo, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. O teste do Qui-quadrado foi
empregado para comparar a propor¢cdo de ocorréncia de uma variavel entre os
grupos. A correlagdo de Spearman foi utilizada para analisar a relagdo entre a
concentracdo de citocinas fecais e 0s escores-z, os niveis de citocinas fecais e as
caracteristicas da doenca e dessas com os escores-z. O nivel de significancia de 5%

foi empregado em todos os testes.



5 RESULTADOS



5.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

Durante os quatro meses de coleta, 325 criancas na faixa etaria entre dois
e 36 meses foram incluidas no estudo, sendo 43 residentes na comunidade
Goncalves Dias e 282 no Parque Universitario. As criangas foram provenientes de
295 residéncias, das quais 268 (90,9%) tinham apenas 1 crianga/residéncia, como
mostra a Tabela 3.

TABELA 3 - Distribuicdo da populagéo incluida no estudo de acordo com o local de
origem e 0 numero de criangas por residéncia.

Criancas por Gongalves Dias Parque Universitario Total
residéncia
Ne. % Ne. % Ne. %
1 35 11,9 233 79,0 268 90,9
2 2 0,7 23 7,8 25 8,5
3 0 0,0 1 0,3 1 0,3
4 1 0,3 0 0,0 1 0,3
Total 38 12,9 257 87,1 295 100,0

Em média, as residéncias abrigavam 5,5 moradores em 4,0
compartimentos, sendo 1,9 deles utilizados para dormir. A grande maioria das casas
era construida de alvenaria, abastecida com agua encanada e contava com sanitario
no seu interior (98,3%; 85,5% e 83,0%, respectivamente). Pouco mais de 1/3

(35,4%) utilizavam sanitario com descarga d'agua.

Considerando 297 fichas epidemiolégicas em que o quesito “renda familiar”
foi preenchido, 125 (42,1%) dessas familias sobreviviam com até um salario minimo
por més.



Em relacdo ao sexo das criancas, foi verificada uma predominancia do

sexo masculino (52,9%). A relacdo masculino/feminino foi de 1,14:1 (TABELA 4).

Quanto a idade, 67,4% das criancas incluidas nesse estudo tinham mais
de 12 meses. Apenas 11,4% delas apresentavam idade na faixa entre dois e seis
meses. As criangas tiveram, em média, 18,0 meses, variando de 2,0 a 35,9 meses
(TABELA 4).

TABELA 4 - Distribuigdo da populacao de estudo de acordo com

0 sexo e a idade.

Parametros Ne. %
Sexo
Masculino 172 52,9
Feminino 151 46,5
N&o informado 2 0,6

Idade (meses)

2-6 37 11,4
6-12 69 21,2
12-24 118 36,3
24 - 36 101 31,1
Total 325 100,0

Os indices antropométricos, que incluiram estatura, peso, circunferéncia
braquial e espessura da prega cutanea, foram obtidos em, pelo menos, 280 criangas
e, juntamente com a idade, foram utilizados para o calculo dos escores-z e do IMC.
As medidas de resumo dos indices antropométricos da populacdo estudada estédo

descritas na Tabela 5.



TABELA 5 — Medidas de resumo dos dados antropométricos coletados da

populacao de estudo.

Medidas antropométricas Ne. Média ;[)):dsrvéilg
Altura (cm) 280 81,9 9,1
Peso (Kg) 283 11,7 2,5
Circunferéncia do brago (cm) 280 16,0 1,8
Prega cutanea (mm) 281 7,4 1,8
IMC (Kg/m?) @ 280 17,4 1,9
HAZ® 280 -0,4 1,2
WAZ® 283 -0,1 1,3
WHZ® 280 0,6 1,2

#IMC = divisdo do peso (Kg) pela altura (m) ao quadrado;

® Os escores-z altura-por-idade (HAZ), peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ) foram
convertidos a partir da altura, peso e idade das criangas e os valores obtidos foram comparados com
o valor médio da populagéao.

A caracteristica das fezes foi observada nas amostras de 304 criangas.

Mais de 70% delas foram consideradas como formadas (TABELA 6).

TABELA 6 - Distribuicdo da populacdo de estudo segundo a
caracteristica das fezes coletadas.

Caracteristica das fezes Ne. %
Formadas 244 75,1
Semi-formadas 31 9,5
N&o formadas 13 4,0
Liquidas 16 4,9
N&o informado 21 6,5

Total 325 100,0




Quando questionados sobre a ocorréncia de diarréia nos ultimos 14 dias,
25,8% dos pais ou responsaveis responderam “sim” (TABELA 7).

TABELA 7 - Distribuicdo da populacdo de estudo quanto a ocorréncia
de diarréia nos ultimos 14 dias.

Ocorré,npia de dia_rréia nos Ne. %
ultimos 14 dias

Sim 84 25,8

Nao 241 74,2

Total 325 100,0

Como esse foi o critério adotado para a definicdo dos grupos a serem
analisados, as criancas incluidas nesse estudo foram divididas em casos (84) e
controles (241). A amostra de um dos casos nao foi utilizada na andlise por falta de
sequiiéncia no processamento laboratorial. As 241 criangas do grupo controle
receberam numeros randdémicos, que foram organizados em ordem crescente. As
primeiras 83 criancas da lista controle foram selecionadas para a realizacdo dos
testes. Dessa forma, esse estudo foi composto por 83 criancas-caso e 83 criancas-
controle.

5.2 CARACTERIZACAO DA SUB-POPULAGCAO CASO-CONTROLE

Entre as 83 criangas do grupo caso estudadas, 57,8% eram do sexo
feminino, resultando em uma proporcdo masculino/feminino de 0,7:1. Essa
predominancia do sexo feminino também foi observada entre o grupo de 83 criangas
aparentemente saudaveis analisadas. Como demonstrado na Tabela 8, os grupos
caso e controle ndo diferiram quanto ao sexo das criangas estudadas (p=0,486).

Em relacdo a idade das criancas analisadas, todos os grupos etéarios
entre dois e 36 meses foram incluidos. A maior propor¢éao de criangas foi observada



no grupo com faixa etaria entre 12 e 36 meses. Entre os casos, 72,3% das criangas
tinham idade superior a 12 meses. Entre os controles, esse percentual foi de 57,8%.
O grupo controle apresentou um maior percentual de criangas na faixa etaria entre
dois e seis meses (p=0,020) (TABELA 8).

TABELA 8 — Distribuicdo da sub-populagdo caso-controle segundo o sexo e a
idade.

Parimetros Casos Controles 0
Ne. % Ne. %
Sexo
Masculino 35 42,2 39 47,0
Feminino 48 57,8 43 51,8 0,486
N&o informado 0 0,0 1 1,2
Idade (meses)
2-6 3 3,6 14 16,9
6-12 20 24 1 21 25,3
0,020*
12-24 33 39,8 21 25,3
24 -~ 36 27 32,5 27 32,5
Total 83 100,0 83 100,0

*p<0,05

As medidas antropométricas altura, peso, circunferéncia do braco,
espessura da prega cutanea, IMC e escores-z, obtidas das criangas dos grupos
caso e controle, estdo resumidas na Tabela 9. Os grupos apresentaram diferenca
significativa quanto a espessura da prega cutadnea (p=0,040), IMC (p=0,035) e os
escores-z WAZ (0,023) e WHZ (p=0,014).



TABELA 9 — Medidas de resumo dos dados antropométricos coletados da sub-

populacao caso e controle.

Medidas antropométricas N, Média ;[)):dsrvéig p
Casos
Altura (cm) 71 82,7 8,1 0,180
Peso (Kg) 71 11,8 2,4 0,653
Circunferéncia do brago (cm) 71 15,7 1,4 0,076
Prega cutanea (mm) 71 7,1 1,9 0,040*
IMC (Kg/m?) 2 71 17,2 2,0 0,035*
HAZ ® 71 -0,6 1,3 0,339
WAZ"® 71 -0,3 1,3 0,023*
WHZ ° 71 0,3 1,3 0,014*
Controles
Altura (cm) 70 80,5 11,1
Peso (Kg) 73 11,6 2,9
Circunferéncia do brago (cm) 71 16,2 1,9
Prega cutanea (mm) 70 7,8 2,1
IMC (Kg/m?) 2 70 17,9 1,9
HAZ® 73 -0,4 1,2
WAZ® 73 0,2 1,3
WHZ ° 73 0,8 1,1

4IMC = divis&o do peso (Kg) pela altura (m) ao quadrado;

® Os escores-z altura-por-idade (HAZ), peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ) foram
convertidos a partir da altura, peso e idade das criangas e os valores obtidos foram comparados com
o valor médio da populagao;

* p<0,05



Em torno de 76% das amostras fecais analisadas de criancas com
ocorréncia de diarréia nos ultimos 14 dias, segundo informacdo dos pais ou
responsaveis, apresentaram-se formadas quando observadas durante o
processamento laboratorial. Apenas 6,1% delas apresentaram aspecto liquido. Entre
as criangas sem histérico de diarréia, esses percentuais foram de 79,5% e 6,1%,
respectivamente (TABELA 10).

TABELA 10 - Distribuicdo da sub-populacdo caso-controle segundo a
caracteristica das fezes coletadas.

Caracteristica das fezes Casos Controles

Ne. % Ne. %
Formadas 63 75,9 66 79,5
Semi-formadas 9 10,8 3 3,6
Nao formadas 3 3,6 4 4,7
Liquidas 5 6,1 5 6,1
Nao informado 3 3,6 5 6,1
Total 83 100,0 83 100,0

5.3 PREVALENCIA DE EAEC ENTRE CASOS E CONTROLES

Dos 83 casos analisados, 33 (39,8%) foram positivos no PCR para o gene
aaiC e 16 (19,3%) para o gene aatA, isoladamente ou em combinagdo. Entre os
controles, o percentual de positividade para os mesmos genes foi 31 (37,3%) e 19
(22,9%), respectivamente. Entre os 33 casos e 31 controles positivos para o gene
aaiC, 15 (45,5%) e 16 (51,6%), respectivamente, também foram positivos para aatA.
Apenas 1 caso e 3 controles foram positivos somente para o gene aatA. A Tabela 11
mostra a distribuicdo de positividade desses genes entre criangas dos grupos caso e

controle.



Como descrito no item 4.6 da secao Material e Métodos, o diagndstico
molecular de EAEC foi baseado na presenca de pelo menos um dos genes
pesquisados (aaiC e aatA). Considerando esse critério, 0s grupos caso e controle
nao diferiram quanto a positividade para EAEC (p=1,000). Dos 83 casos, 34 (41,0%)
foram positivos para EAEC. O mesmo percentual de positividade foi obtido entre o
grupo controle (TABELA 12). A Figura 11 exemplifica as bandas obtidas apos
amplificacdo dos genes aaiC e aatA. Os produtos foram visualizados apos
eletroforese, sob voltagem constante, em gel de agarose a 1,2% e coloracdo com

brometo de etidio.

TABELA 11 — Distribuicdo dos casos e controles quanto a positividade para os
genes aaiC e aatA através de PCR.

Casos Controles
Resultado da PCR Total
Ne. (%) Ne. (%)
Positivo somente para o gene aaiC 18 (21,7) 15 (18,1) 33
Positivo somente para o gene aatA 1(1,2) 3 (3,6) 4
Positivo para ambos os genes 15 (18,1) 16 (19,3) 31
Negativo para ambos os genes 49 (59,0) 49 (59,0) 98
Total 83 (100,0) 83 (100,0) 166

TABELA 12 — Distribuicdo dos casos e controles quanto a positividade para EAEC,

de acordo com o resultado da PCR para os genes aaiC e/ou aatA.

Casos Controles
Positivo para EAEC Total p
Ne. (%) Ne. (%)
Sim 34 (41,0) 34 (41,0) 68
1,000
Nao 49 (59,0) 49 (59,0) 98

Total 83 (100,0) 83 (100,0) 166




M1 23 456 78910 1112 13 1415161718 19

(N

500pb ? ' d - -
: i \

M1 23 456 7829 10 1112 13 1415161718 19

500pb—> '
B

FIGURA 11 — Visualizagdo das bandas obtidas apds amplificacdo por PCR dos
genes aaiC (11A) e aatA (11B), utilizados para o diagnostico de EAEC. Os produtos
obtidos apresentaram tamanhos de 215pb e 630pb, respectivamente. As amostras
foram submetidas a extragdo de DNA através do QIAamp DNA Stool Mini Kit. A
amplificagdo dos genes foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose a
1,2% e coloragcdo com brometo de etidio. M = marcador molecular de 100pb; linha 1
a 16 = amostras; linha 17 = controle negativo (agua); linha 18 = controle negativo
(amostra comensal HS); linha 19 = controle positivo (EAEC 042).

5.4 CARACTERIZACAO DA DOENCA DIARREICA

As criancas doentes com infeccdo confirmada por EAEC néo
apresentaram diferenca estatistica na duracdo da diarréia € no numero de
evacuagodes liquidas durante 24h quando comparadas as criangas doentes sem
infeccao por EAEC (p=0,752 e p=0,635, respectivamente). Entre os 83 casos
diarréicos estudados, a doenca durou, em média, 4,2 dias, variando de 1 a 18 dias.
As criangas tiveram, em média, 4,1 evacuagoes liquidas no periodo de 24h. O grupo
dos casos infectados com EAEC apresentou média de 4,3 dias com diarréia e 4,0
evacuagoes liquidas em 24h, enquanto nos casos nado-infectados com a bactéria

essas médias foram de 4,2 e 4,1, respectivamente. As médias de dias de diarréia e



do numero de evacuacdes liquidas em criangas infectadas ou nao por EAEC estédo
demonstradas na Figura 12.

Apenas 3 dos 83 casos (3,6%) apresentaram doenca com duragao
superior a 14 dias e foram classificados como diarréia persistente. Destes, 2/3
(66,7%) foram positivos para EAEC. Dos 80 casos de diarréia aguda pesquisados,
32 (40,0%) foram positivos para a bactéria através do método de diagndstico
molecular empregado (FIGURA 13).

p=0,752 p=0,635

T Jpositivo para EAEC
4- L B negativo para EAEC

)
dias de diarréia evacuacoes liquidas em 24h

FIGURA 12 — Caracterizagdo da doencga diarréica (duragdo em dias e numero de
evacuacoes liquidas no periodo de 24h) dos casos positivos e negativos para EAEC.
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FIGURA 13 — Numero de casos de diarréia com duragao superior a 14 dias entre
criangas doentes infectadas ou ndo por EAEC. DP = diarréia persistente; DA =
diarréia aguda.

5.5 AVALIACAO DAS MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Nao se observou associacao significativa entre EAEC e os escores-z em
nenhum dos grupos (casos: HAZ p=0,653; WAZ p=0,222 e WHZ p=0,087; controles:
HAZ p=0,129; WAZ p=0,124 e WHZ p=0,910) (FIGURA 14). O mesmo ocorreu com
os demais indices antropométricos avaliados (casos: circunferéncia braquial
p=0,972; prega cutanea p=0,896 e IMC p=0,060; controles: circunferéncia braquial
p=0,495; prega cutanea p=0,078 e IMC p=0,713) (FIGURA 15).

Quanto a severidade da doenca, pode-se observar na Figura 16,
utilizando a correlacdo de Spearman, que nao existe associacao entre os dias de
diarréia e o numero de evacuacOes liquidas nas ultimas 24h e os indices

antropométricos convertidos em escores-z pesquisados.
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FIGURA 14 — Comparacao das médias + erro padrdo dos escores-z altura-por-idade
(HAZ), peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ) entre casos e controles
positivos e negativos para EAEC. Os escores-z foram convertidos a partir da altura,
peso e idade das criangas e os valores obtidos foram comparados com o valor
médio da populagao.
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Il negativo para EAEC
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braquial (cm) (mm) (Kg/m?) braquial (cm) (mm) (Kg/m?)

Casos Controles

FIGURA 15 — Comparacdo das médias + erro padrdo da circunferéncia braquial,
espessura da prega cutadnea e indice de massa corpérea (IMC) entre casos e
controles positivos e negativos para EAEC.O IMC é resultante da divisdo do peso
(Kg) pela altura (m) ao quadrado.
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FIGURA 16 — Representagao grafica das correlagbes entre os escores-z altura-por-
idade (HAZ), peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ) e a severidade da
doencga, caracterizada pelo numero de dias com diarréia (16A, 16B e 16C) e de
evacuagoes liquidas em 24 horas (16D, 16E e 16F), entre criangas com diarréia. Os
escores-z foram convertidos a partir da altura, peso e idade das criangas e 0s
valores obtidos foram comparados com o valor médio da populagdo. A andlise da

associagao foi realizada através da correlacado de Spearman (r).




5.6 PESQUISA DOS GENES DE VIRULENCIA

Nao se observou diferenca estatistica quanto a presenca isolada dos
genes de viruléncia entre os grupos caso e controle. Entre as amostras positivas
para EAEC, o gene aggR foi detectado em 16 casos (47,1% - 16/34) e 17 controles
(50,0% - 17/34); o gene pet foi encontrado em 14 casos (41,2% - 14/34) e 7
controles (20,6% - 7/34); pic foi observado no mesmo nimero de casos e controles
(97,1% - 33/34); aap foi observado em 18 casos (52,9% - 18/34) e 20 controles
(58,8% - 20/34) e astA foi detectado na maioria das amostras de casos e controles
(97,1% - 33/34 e 88,2% - 30/34, respectivamente). Duas amostras do grupo controle
foram positivas para o gene aggR e negativas para aaiC. Algumas cepas de EAEC
carregavam o regulador aggR, mas careciam de seus genes regulados aap (2 casos
e 4 controles) e aatA (1 caso e 1 controle).

As Tabelas 13 e 14 mostram a distribuicdo de positividade dos genes
aggR, pet, pic, aap e astA, isoladamente e em combinacdo, entre as amostras
positivas para EAEC dos grupos caso e controle. Quando observadas as
freqliéncias combinadas dos genes pesquisados, houve associacado significativa
entre a presenca do gene pet e a doencga associada com EAEC (p=0,022) (TABELA
15). Os Anexos H e | trazem os resultados de positividade individuais de cada
amostra obtida a partir das criangas dos grupos caso e controle, respectivamente,
quanto aos genes pesquisados. A Figura 17 exemplifica as bandas obtidas apos
amplificacdo desses genes. Os produtos foram visualizados apds eletroforese, sob

voltagem constante, em gel de agarose a 1,2% e coloragdo com brometo de etidio.



TABELA 13 — Percentual de positividade dos genes codificadores de fatores de
viruléncia isolados entre amostras positivas para EAEC dos grupos caso e controle.

" Casos Controles
Positivo para genes de
viruléncia Total P
Ne. (%) Ne. (%)
Gene aggR
Sim 16 (47,1) 17 (50,0) 33
1,000
Nao 18 (52,9) 17 (50,0) 35
Total 34 (100,0) 34 (100,0) 68
Gene pet
Sim 14 (41,2) 7 (20,6) 21
0,114
Nao 20 (58,8) 27 (79,4) 47
Total 34 (100,0) 34 (100,0) 68
Gene pic
Sim 33(97,1) 33 (97,1) 66
1,000
Nao 1(2,9) 1(2,9) 2
Total 34 (100,0) 34 (100,0) 68
Gene aap
Sim 18 (52,9) 20 (58,8) 38
0,807
N&o 16 (47,1) 14 (41,2) 30
Total 34 (100,0) 34 (100,0) 68
Gene astA
Sim 33(97,1) 30 (88,2) 63
0,356
Nao 1(2,9) 4 (88,2) 5
Total 34 (100,0) 34 (100,0) 68




TABELA 14 - Percentual de positividade dos genes codificadores de fatores de

viruléncia em combinagdo entre amostras positivas para EAEC dos grupos caso e

controle.

Casos Controles

Genes de viruléncia Total

Ne. (%) Ne. (%)
Gene pic? 1(2,9) 0 (0,0) 1
Gene astA® 0 (0,0) 1(2,9) 1
Genes pic + aap 0 (0,0) 1(2,9) 1
Genes pic + astA | 10 (29,5) 7 (20,7) 17
Genes aggR + pet + pic 0 (0,0) 1(2,9) 1
Genes aggR + pic + aap 0 (0,0) 1(2,9) 1
Genes aggR + pic + astA 1(2,9) 2(5,9) 3
Genes pet + pic + astA 3(8,9) 2(5,9) 5
Genes pic + aap + astA 3(8,9) 5(14,7) 8
Genes aggR + pet + aap + astA 1(2,9) 0 (0,0) 1
Genes aggR + pet + pic + astA 1(2,9) 1(2,9) 2
Genes aggR + pic + aap + astA 5(14,7) 10 (29,5) 15
Genes pet + pic + aap + astA 1(2,9) 1(2,9) 2
Genes aggR + pet + pic + aap + astA 8 (23,5) 2(5,9) 10
Total 34 (100,0) 34 (100,0) 68

# Uma amostra do grupo caso foi positiva somente para o gene pic;

® Uma amostra do grupo controle foi positiva somente para o gene astA.



TABELA 15 — Comparacao da combinagao dos genes relacionados a viruléncia de

EAEC pesquisados na presenca / auséncia do gene pet.

Casos Controles
Genes de Viruléncia Total p

Ne. (%) Ne. (%)

Genes aggR + pic + aap + astA 5 (38,5) 10 (83,3) 15

Genes aggR + pet + pic + aap + 0,022*

99f+ P p P 8 (61,5) 2(16,7) 10
astA
Total 13 (100,0) 12 (100,0) 25
* p<0,05
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FIGURA 17 — Visualizagdo das bandas obtidas apds amplificacdo por PCR dos
genes codificadores de fatores de viruléncia aggR (17A), pet (17B), pic, aap e astA
(amplificados através de uma reagcdo multiplex — 17C). Os produtos obtidos
apresentaram tamanhos de 798pb, 558pb, 517pb, 356pb e 112pb, respectivamente.
As amostras foram submetidas a extracdo de DNA através do QlAamp DNA Stool
Mini Kit. A amplificagcdo dos genes foi visualizada através de eletroforese em gel de
agarose a 1,2% e coloragdo com brometo de etidio. M = marcador molecular de
100pb; linha 1 a 16 = amostras; linha 17 = controle negativo (agua); linha 18 =
controle negativo (amostra comensal HS); linha 19 = controle positivo (EAEC 042).



5.7 SEQUENCIAMENTO DO GENE aggR

Sete amostras de cada grupo foram submetidas a analise da seqiéncia
nucleotidica apds resultado positivo na PCR para o gene aggR (43,8% - 7/16 e
41,2% - 7/17 dos casos e controles, respectivamente). O par de iniciadores utilizado
na reacao foi desenhado para anelar exatamente nos cédons sinalizadores de
iniciacdo (ATG) e parada (TGA) de codificagdo da proteina, com o intuito de
amplificar ao maximo a sequiéncia codificadora do gene regulador aggR.

Dos 798 aminoacidos que compdéem o gene, 580 (72,7%) puderam ser
analisados e comparados com a sequéncia fornecida pelo NCBI, depositada no
GenBank com o codigo de acesso numero 232523, e com a cepa padrdao de EAEC
042, utilizada como controle positivo da reacdo. A analise dos nucleotideos
localizados entre as posicbes 63 e 643 do gene aggR revelou a existéncia de 27
SNPs. Cinco amostras do grupo caso (71,4% - 5/7) e trés do controle (42,9% - 3/7)
que foram seqlienciadas apresentaram, pelo menos, um nucleotideo polimérfico,
distribuidos entre os gendtipos homozigoto e heterozigoto. Nove polimorfismos
(34,6% - 9/26) foram observados na cepa padrao de EAEC O42. A Figura 18 ilustra
os resultados obtidos no seqlienciamento e a andlise dos genétipos homozigoto e
heterozigoto. A Tabela 16 mostra a posicdo dos SNPs encontrados nas amostras de

casos e controles, com os seus respectivos genoétipos.

Dos 27 SNPs encontrados, apenas 6 resultaram em aminoacidos
diferentes e com caracteristicas bioquimicas distintas dos aminoacidos originais.
Dezesseis deles ndo ocasionaram mudangas no aminodcido resultante e 5
originaram aminodacidos diferentes do original mas com caracteristicas bioquimicas
semelhantes (TABELA 17). A Figura 19 ilustra a seqlUéncia nucleotidica do gene
aggR, com seus respectivos aminoacidos codificados, e as mudangas resultantes da
ocorréncia dos 27 SNPs descritos.
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FIGURA 18 — Representagcédo grafica de um polimorfismo em um Unico nucleotideo (SNP) na posi¢cdo 300 do gene
regulador aggR. O DNA fecal foi extraido através do Q/Aamp DNA Stool Mini Kit e submetido a amplificacdo génica. O
produto de PCR foi purificado (QIAquick Purification Kit) e sequenciado no analisador genético ABI Prism 3100. A cepa
EAEC 042 é homozigota na posicao 300, apresentando uma timina (18A); uma das amostras seqlenciadas é
heterozigota nessa posigao (T/C) (18B), enquanto a outra € homozigota, com o genétipo C/C (18C).



TABELA 16 — Ocorréncia de polimorfismos em um unico nucleotideo (SNPs) do

gene aggR entre amostras dos grupos caso e controle positivas para EAEC.

N°. Seq. SNP (posicao) Amostra (genotipo) Grupo
1 Troca de C por T (130) 228 (T/T) Caso

89 (C/A) Controle

2 Troca de A por C (136) 99 (C/C) Controle
255 (C/C) Caso
3 Troca de A por G (159) 228 (G/G) Caso
4 Troca de C por T (200) 218 (C/T) Caso

EAEC 042 (C/C)

89 (T/C) Controle
99 (C/C) Controle
5 Troca de T por C (203) 165 (C/C) Caso
218 (T/C) Caso
228 (C/C) Caso
255 (C/C) Caso
89 (T/A) Controle
6 Troca de T por A (207) 99 (A/A) Controle
255 (A/A) Caso
89 (G/A) Controle
7 Troca de G por A (230) 99 (A/A) Controle
255 (A/A) Caso
8 Troca de G por A (264) 29595((PX;% anat;gle
EAEC 042 (T/T) Controle
87.(1/M) Controle
89 (C/T) c
ontrole
99 (T/T) Caso
9 Troca de C por T (300) 165 (T/T) Caso
202 (T/T) Caso
218 (C/T) Caso
228 (T/T) Caso
255 (T/T)



Continuagao da Tabela 16

N°. Seq. SNP (posicao) Amostra (gendtipo) Grupo
89 (T/A) Controle
10 Troca de T por A (342) 99 (A/A) Controle
255 (A/A) Caso
99 (A/A) Controle
11 Troca de C por A (375) 255 (A/A) Caso
89 (G/T) Controle
12 Trocade T por G (378) 99 (G/G) Controle
255 (G/G) Caso
EAEC 042 (A/A) Caso
165 (A/A)
13 Troca de C por A (379) 218 (C/A) Caso
228 (A/A) Caso
89 (A/G) Controle
14 Troca de A por G (396) 99 (G/G) Controle
255 (G/G) Caso
89 (A/G) Controle
15 Troca de A por G (400) 99 (G/G) Controle
255 (G/G) Caso
89 (C/T) Controle
16 Troca de C por T (438) 99 (T/T) Controle
255 (T/T) Caso
EAEC 042 (A/A)
165 (A/A) Caso
17 Troca de G por A (443) 228 (A/A) Caso
EAEC 042 (A/A)
89 (G/A) Controle
99 (A/A) Controle
18 Troca de G por A (444) 165 (A/A) 8228
218 (A/A) Caso
228 (A/A) c
(A/A) aso

255 (A/A



Continuagao da Tabela 16

N°. Seq. SNP (posicao) Amostra (gen6tipo)  SNP (posicao)
19 Troca de C por T (489) EAE1%5O(?|$_I_()T M Caso
HECOLEN  can
20 Troca de G por A (495) 218 (A/A) Caso
228 (A/A) Caso
89 (C/T) Controle
21 Troca de C por T (504) 99 (T/T) Controle
255 (T/T) Caso
EAEC 042 (T/T)
165 (T/T) Caso
22 Troca de C por T (506) 218 (T/T) Caso
228 (T/T) Caso
89 (C/C) Controle
23 Troca de A por C (507) 99 (C/C) Controle
255 (C/C) Caso
EAE&?&ZA()A/A) Controle
99 (A/A) Controle
24 Troca de G por A (516) 165 (A/A) gaso
218 (A/A) Caso
228 (A/A) Caso
255 (A/A)
89 (A/A) Controle
25 Troca de G por A (528) 99 (A/A) Controle
255 (A/A) Caso
89 (C/C) Controle
26 Troca de A por C (529) 99 (C/C) Controle
255 (C/C) Caso
89 (C/T) Controle
27 Troca de T por C (564) 99 (C/C) Controle
255 (C/C) Caso




TABELA 17 — Aminoacidos resultantes apés a ocorréncia de polimorfismos em um

unico nucleotideo (SNPs) do gene aggR entre amostras dos grupos caso e controle

positivas para EAEC.

N° Se SNP Amino&cido Aminoécido Caracteristica da
- 9€a. (posicao) original modificado mudanca
1 C-T (130) Leucina Fenilalanina Ambos hidrofobicos
e apolares
Aminoacido polar
) , o sem carga para
2 A-C (136) Asparagina Histidina aminoécido polar
basico (+)
3 A-G (159) Arginina Arginina -
4 C-T (200) Treonina Isoleucina Aminoacido polar
para apolar
5 T-C (203) Valina Alanina Ambos apolares
Aminoacido polar
) , - sem carga para
6 T-A (207) Asparagina Lisina aminoécido polar
basico (+)
7 G-A (230) Serina Asparagina Ambos polares sem
carga
8 G-A (264) Leucina Leucina -
9 C-T (300) Cisteina Cisteina -
10 T-A (342) Alanina Alanina -
11 C-A (375) Isoleucina Isoleucina -
12 T-G (378) Aspartato Glutamato Ambos polares e

acidos (-)



Continuacao da Tabela 17

N° Se SNP Aminoacido Amino&cido Caracteristica da
- 9€a. (posicao) original modificado mudanga
Aminoacido polar
) A , basico (+) para
13 C-A (379) Histidina Asparagina aminoécido polar
sem carga
14 A-G (396) Arginina Arginina -
Aminoacido polar
15 A-G (400) Treonina Alanina sem carga para
aminoacido apolar
16 C-T (438) Asparagina Asparagina -
17 G-A (443) Arginina Lisina Ambos polares ©
basicos
18 G-A (444) Arginina Arginina -
19 C-T (489) Serina Serina -
20 G-A (495) Lisina Lisina -
21 C-T (504) Asparagina Asparagina -
Aminoacido polar
22 C-T (506) Treonina Isoleucina sem carga para
aminoacido apolar
23 A-C (507) Treonina Treonina -
24 G-A (516) Lisina Lisina -
25 G-A (528) Lisina Lisina -
26 A-C (529) Arginina Arginina -
27 T-C (564) Asparagina Asparagina -




Aminoacidos M K L K Q N I E K E I I K I N N I R I
Nucleotideos - AAA TTA AAA CAA AAT ATC GAA AAA GAG ATT ATA AAA ATT AAC AAT ATC AGA ATA 57

Aminodcidos H Q Y T Y L Y T S N C T I D Y Y T K E
Nucleotideos CAT CAG TAC ACT GTA CTA TAT ACA TCT AAT TGT ACA ATC GAT GTA TAC ACA AAA GAA 114
Aminodcidos G S N T Y L R N E L I E L E R G I N I
Nucleotideos GGA AGC AAT ACA TAT CTT AGA AAT GAA CTC ATA TTT CTT GAG AGA GGA ATA AAT ATA 171
Aminodcidos S Y R L Q K K K S T Vv N P I I A I R L
Nucleotideos TCA GTA AGA TTG CAA AAG AAG AAA TCA AEA GTA AAE CCA TTT ATC GCA ATC AGA TTA 228
Aminoacidos S S D T L R R L K D A L M I I Y G I S
Nucleotideos AGC AGC GAT ACA TTA AGA CGC CTA AAG GAT GCC CTG ATG ATA ATA TAC GGA ATA TCA 285
Aminoacidos K A\ D A C S C P N W S K G I I v A D A
Nucleotideos AAA GTA GAT GCT TGC AGT TGT CCG AAT TGG TCA AAA GGA ATA ATT GTA GCT GAT GCT 342
Aminoacidos D D S A\ L D T F K S I D H N D D S R I
Nucleotideos GAC GAT TCT GTA TTA GAT ACA TTC AAG AGT ATC GAT EAT AAT GAT GAT TCA AGA ATT 399
Aminoacidos T S D L I Y L I S K I E N N R K I I E
Nucleotideos éCT TCA GAT TTG ATA TAT CTT ATA TCA AAG ATC GAA AAC AAC AGG AAA ATT ATA GAG 456
Aminoacidos S I Y I S A A\ S F F S D K v R N T I E
Nucleotideos TCA ATT TAT ATA TCG GCT GTA AGC TTC TTT TCC GAT AAG GTC AGA AAC AQA ATC GAG 513
Aminodcidos K D L S K R W T L A I I A D E I N Vv S
Nucleotideos AAG GAC TTA TCA AAG AGA TGG ACT CTA GCT ATT ATT GCA GAT GAA TTT AAT GTA TCA 570
Aminoacidos E I T I R K R L E S E Y I T F N Q I L
Nucleotideos GAG ATA ACA ATA AGG AAA AGA CTT GAG TCA GAG TAT ATT ACT TTT AAC CAG ATC CTT 627
Aminodcidos M Q S R M S K A A L L L L D N S Y 0 I
Nucleotideos ATG CAA TCA AGA ATG AGC AAA GCA GCA TTIG CTG TTG CTT GAT AAC TCA TAT CAG ATA 648
Aminodcidos S 0 I S N M I € F S S T S Y F I R I F
Nucleotideos TCA CAG ATA TCT AAT ATG ATA GGA TTT TCC AGT ACA TCA TAT TTC ATT AGG CTT TTT 741
Aminodcidos A\ K H I G I T P K Q E L T Y I K S 0

Nucleotideos  GTA AAA CAT TTT GGC ATA ACA CCA AAA CAA TTC TTG ACT TAT TTT AAA AGC CAA [HEB 798

FIGURA 19 — Sequéncia nucleotidica do gene aggR, obtida do NCBI, com seus respectivos aminoacidos codificados, e as
localizagbes dos 27 polimorfismos em um unico nucleotideo (SNPs) encontrados. Em vermelho — cédons de iniciagcdo e parada,
Em amarelo — SNPs encontrados, Em negrito e sublinhado — SNPs resultando em aminoacidos diferentes dos originais e com
mudanca de caracteristica bioquimica.



5.8 AVALIACAO DE LACTOFERRINA FECAL (LFF)

A grande maioria das criancas apresentou niveis de LFF acima do limite
considerado normal (86,7% - 72/83 dos casos e 82,9% - 69/82 dos controles). Entre
as criangas doentes, houve associagao significativa entre a presenca de EAEC e
elevados niveis de LFF (p=0,014), desde que nenhuma criangca com EAEC do
grupo-caso apresentou niveis de LFF basais (FIGURA 20). Essa associagao nao foi
observada quando se comparou as concentracoes de LFF e a presenca dos genes
de viruléncia aggR, pet, pic, aap e astA entre amostras positivas para EAEC dos
grupos caso e controle (FIGURAS 21 a 25).
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FIGURA 20 — Concentracao de lactoferrina fecal entre os casos e controles positivos
e negativos para EAEC. A lactoferrina foi quantificada através de ELISA utilizando-
se o kit utilizando o /BD-Scan. Os resultados obtidos foram codificados nos
seguintes escores: negativo (0 a 7,00ug/g de fezes), positivo + (7,01 a 25,00ug/g de
fezes), positivo ++ (25,01 a 50,00ug/g de fezes), positivo +++ (>50ug/g de fezes).
*p<0,05
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FIGURA 21 — Concentragao de lactoferrina fecal entre os casos e controles positivos
para EAEC e positivos ou negativos para o gene aggR. A lactoferrina foi quantificada
através de ELISA utilizando-se o kit utilizando o IBD-Scan. Os resultados obtidos
foram codificados nos seguintes escores: negativo (0 a 7,00ug/g de fezes), positivo +
(7,01 a 25,00ug/g de fezes), positivo ++ (25,01 a 50,00ug/g de fezes), positivo +++
(>50ug/g de fezes).
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FIGURA 22 — Concentragao de lactoferrina fecal entre os casos e controles positivos
para EAEC e positivos ou negativos para o gene pet. A lactoferrina foi quantificada
através de ELISA utilizando-se o kit utilizando o IBD-Scan. Os resultados obtidos
foram codificados nos seguintes escores: negativo (0 a 7,00ug/g de fezes), positivo +
(7,01 a 25,00ug/g de fezes), positivo ++ (25,01 a 50,00ug/g de fezes), positivo +++
(>50ug/g de fezes).
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FIGURA 23 — Concentracao de lactoferrina fecal entre os casos e controles positivos
para EAEC e positivos ou negativos para o gene pic. A lactoferrina foi quantificada
através de ELISA utilizando-se o kit utilizando o /IBD-Scan. Os resultados obtidos
foram codificados nos seguintes escores: negativo (0 a 7,00ug/g de fezes), positivo +
(7,01 a 25,00u9/g de fezes), positivo ++ (25,01 a 50,00ug/g de fezes), positivo +++

(>50ug/g de fezes).
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FIGURA 24 — Concentragao de lactoferrina fecal entre os casos e controles positivos
para EAEC e positivos ou negativos para o gene aap. A lactoferrina foi quantificada
através de ELISA utilizando-se o kit utilizando o /IBD-Scan. Os resultados obtidos
foram codificados nos seguintes escores: negativo (0 a 7,00ug/g de fezes), positivo +
(7,01 a 25,00ug/g de fezes), positivo ++ (25,01 a 50,00ug/g de fezes), positivo +++

(>50ug/g de fezes).
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FIGURA 25 — Concentracao de lactoferrina fecal entre os casos e controles positivos
para EAEC e positivos ou negativos para o gene astA. A lactoferrina foi quantificada
através de ELISA utilizando-se o kit utilizando o IBD-Scan. Os resultados obtidos
foram codificados nos seguintes escores: negativo (0 a 7,00ug/g de fezes), positivo +
(7,01 a 25,00u9/g de fezes), positivo ++ (25,01 a 50,00ug/g de fezes), positivo +++
(>50ug/g de fezes).

5.9 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS FECAIS

Dos 83 casos e 83 controles, 22 aliquotas fecais de cada grupo foram
testadas quanto aos niveis de citocinas. Pela Figura 26, pode-se observar que néao
houve diferenga estatistica entre casos e controles quanto a média das
concentracbes de IL-4 (p=0,908, mediana dos casos=5,1pg/mL, mediana dos
controles=5,7pg/mL), IL-10 (p=0,857, mediana dos casos=0,0pg/mL, mediana dos
controles=0,3pg/mL), TNF-a (p=0,563, mediana dos casos=8,0pg/mL, mediana dos
controles=13,0pg/mL) e IFN-y fecais (p=0,839, mediana dos casos=20,3pg/mL,
mediana dos controles=18,0pg/mL). Nao houve associacdo estatistica entre os
niveis fecais das citocinas e a severidade da doenga, caracterizada pela duracao da
diarréia em dias (IL-4 — r=0,005 e p=0,984; IL-10 — r=0,243 e p=0,976; TNF-o0 —
r=0,393 e p=0,071; IFN-y—r=0,129 e p=0,567) e numero de evacuagdes liquidas em
24h (IL-4 — r=0,013 e p=0,953; IL-10 — r=0,058 e p=0,796; TNF-a — r=0,071 e
p=0,752; IFN-y — r=0,033 e p=0,894).
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FIGURA 26 — Quantificagdo dos niveis fecais das citocinas IL-4, IL-10, TNF-a e

IFN-y (pg/mL) entre criancas dos grupos caso e controle. As citocinas foram
quantificadas através de ELISA utilizando-se os kits Human IL-4 Imunoassay, IL-10

EASIA, Human TNF-o Imunoassay e Human IFN-y Imunoassay (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

5.10 AS CO-INFECCOES

Dos 34 casos positivos para EAEC, 6 (17,6%) foram positivos para
parasitas intestinais através da microscopia fecal. Entre os controles, 5 (14,7%)
foram positivos para helmintos e/ou protozoarios. Entre os casos, esse percentual foi
de 17,6% (6). A associacdo EAEC e Trichuris trichiura foi a mais encontrada
(TABELA 18).



TABELA 18 — Distribuicdo da ocorréncia de co-infecgcbes com parasitas em

casos e controles positivos para EAEC.

Casos Controles
Co-infecgoes ? Total
Ne. (%) Ne. (%)
EAEC + Endolimax nana 1(2,9) 0 (0,0) 1
EAEC + Giardia lamblia 0 (0,0) 2 (5,9) 2
EAEC + Ascaris lumbricoides 2 (6,0) 1(2,9) 3
EAEC + Trichuris trichiura 1(2,9) 2 (5,9) 3
EAEC + Entamoeba coli + A.
lumbricoides + T. trichiura 1(2.9) 0(0,0) 1
EAEC + E. coli+ G. lamblia + T. trichiura 1(2,9) 0 (0,0) 1
Total 6 (17,6) 5(14,7) 11

? A pesquisa de parasitas fecais foi realizada através de microscopia a partir do concentrado
fecal.



6 DISCUSSAO



A diarréia infantii € um problema mundial, que apresenta variacoes
regionais substanciais na prevaléncia dos patdégenos associados com sua etiologia,
no grau de prevencado obtido e na disponibilidade de meios de diagnéstico e
tratamento (GUERRANT et al., 2001). Os primeiros estudos realizados sobre o
impacto da morbi-mortalidade causada por essa doenga analisaram criangas com
até cinco anos de idade residentes nos paises da Africa, Asia e América Latina e
reportaram a ocorréncia de 744-1000 milhdes de episédios diarréicos e
aproximadamente cinco milhées de mortes a cada ano, com base na populagcao
estimada nos anos 80. Estudos posteriores relataram um declinio nas taxas de
mortalidade infantil atribuidas as doencas diarréicas nas ultimas décadas, fenémeno
ndo observado com a morbidade associada a essas doengas (FAGUNDES-NETO;
SCALETSKY, 2000).

Apesar de nao distinguir classe social, raca ou sexo, as doencas
diarréicas afetam mais comumente criancas de paises em desenvolvimento,
havendo uma relacao direta entre a pobreza e o niumero e severidade dos episédios
diarréicos. A pobreza esta, em geral, associada com condi¢cdes higiénico-sanitarias
insatisfatérias, aglomeracédo de pessoas habitando a mesma residéncia, estocagem
inadequada dos alimentos e dificuldade de acesso a agua potavel em quantidade
suficiente e a disposi¢ao apropriada dos dejetos fecais, além de co-habitacdo com
animais domésticos que podem abrigar muitos patégenos humanos (KEUSCH et al.,
2006). Aproximadamente 1/5 da populagdo mundial sobrevive com até US$ 1 por dia
e a metade com até US$ 2. Cerca de 1,7 milhdes de mortes que ocorrem a cada ano
sédo atribuidas a condicbes precdrias de higiene e de abastecimento de &gua,
destacando-se as diarréias infecciosas. Nove em cada dez dessas mortes ocorrem
em criangas de paises em desenvolvimento (WHO, 2002). Recentemente, uma
analise do perfil da ocorréncia de doengas em 192 paises revelou que um percentual
entre 13 e 37% delas, dependendo da regido, sdo atribuidas a fatores ambientais,
podendo ser prevenidas através de melhorias na qualidade do ar e nas condigdes
higiénicas, sanitarias e de fornecimento de agua (PRUSS-USTUN; BONJOUR;
CORVALAN, 2008). Além da caréncia de saneamento basico, a pobreza restringe
tanto a disponibilidade de uma dieta nutricional balanceada, apropriada para a fase
de desenvolvimento infantil, quanto a possibilidade de modificagdo alimentar durante

o curso da diarréia, essencial para o reparo ao dano causado a mucosa



gastrointestinal. O impacto das doencas diarréicas nas criangas de paises pobres é
exacerbado pela dificuldade de acesso rapido e adequado aos servicos de saude
durante o periodo da doenca (KEUSCH et al., 2006).

Varios trabalhos tém relatado as consequiéncias das infecgdes entéricas,
mesmo as assintomaticas, e da desnutricdo ocorridas nos primeiros anos de vida no
crescimento e desenvolvimento das criangas. As doengas diarréicas infantis estao
associadas com prejuizos ao ganho de peso e altura, com conseqliente risco para o
desenvolvimento de desnutricdo, que, por sua vez, gera um aumento na frequéncia
e duragdo de novos episodios diarréicos. O impacto desse ciclo vicioso a longo
prazo inclui disturbios metabdlicos, com deficiéncias na absor¢cdo e re-captacao
intestinal de nutrientes e drogas, gerando danos fisicos e cognitivos e dificuldade no
tratamento de outras doencas sérias (GUERRANT et al., 2008).

A desnutricao e seus problemas associados atingem todas as idades,
mas sado0 mais prevalentes entre criancas com até cinco anos de idade. A
Organizagao Mundial de Saude estima que cerca de 27% das criangas nessa faixa
etaria sofram desse mal, que foi responsavel por 138 milhdées de anos de vida
saudavel perdidos por morte prematura ou incapacidade (disability associated life
years — DALY), 9,5% do total global de DALYs no ano de 2001 (WHO, 2002). Além
dos prejuizos a longo prazo, as doencgas diarréicas sobrecarregam 0S Servicos
ambulatoriais e hospitalares, gerando custos econdmicos consideraveis
(GUERRANT et al., 2001; VASCONCELOS; BATISTA FILHO, 2008).

O TGI normal regula a absorgédo e secrecao de agua e eletrélitos de
acordo com as necessidades fisioldgicas corporais. Mais de 98% do volume de agua
que chega ao intestino diariamente séo re-absorvidos (KEUSCH, 2001). As TJs séao
estruturas dindmicas, capazes de adaptacdo a diversas condigdes fisiologicas e
patoldgicas, e representam a principal barreira entre os enterdécitos, controlando o
movimento de agua e solutos entre o Iumen intestinal e o espaco intersticial
(ANDERSON; VAN ITALLIE, 1995). Um elevado numero de microorganismos tem se
mostrado capaz de exercer efeitos lesivos diretos e indiretos as TJds e a outras

estruturas intestinais, comprometendo, assim, o papel do epitélio intestinal como



mediador central na interacdo entre o organismo e o ambiente externo (FASANO;
NATARO, 2004; GEWIRTZ et al., 2002; UZZAU; FASANO, 2000).

EAEC é um importante enteropatégeno associado com a etiologia de
diarréia infantil. Esse patotipo de E. coli é definido pelo padrdo de aderéncia
observado quando o microorganismo é incubado com células HEp-2, caracterizado
por uma auto-aglutinagdo bacteriana na superficie da monocamada celular e no
suporte utilizado para o crescimento das células, assumindo uma configuracao
semelhante a “tijolos empilhados” (HUANG et al, 2004; LAW; CHART, 1998).
Apesar de representar o padrédo ouro no diagnostico de EAEC, esse método €
limitado, uma vez que ndo é capaz de distinguir entre isolados patogénicos e nao-
patogénicos da bactéria (COHEN et al., 2005). O diagnéstico dos agentes
etiolégicos envolvidos com as doencas diarréicas € de suma importancia no
armazenamento de dados epidemioldgicos, constituindo uma ferramenta valiosa de
saude publica, util na elaboracao de programas de controle, manejo dos casos e

prevencao dessas doencas (KEUSCH et al., 2006).

Cepas de E. coli capazes de causar diarréia foram os primeiros patégenos
para 0s quais os métodos moleculares de diagnéstico foram desenvolvidos. Eles
representam as técnicas mais populares e confidveis na diferenciacdo entre os
membros da microbiota intestinal e os microorganismos patogénicos, além de
permitir a distingdo entre os ultimos (NATARO; KAPER, 1998).

A PCR constitui o principal avango no diagnéstico molecular de
patdégenos, incluindo E. coli. A principal vantagem dessa técnica € a grande
sensibilidade na deteccgéo in situ de seqiéncias-alvo especificas do microorganismo
pesquisado, através da construcdo de iniciadores que amplificam uma sequéncia
nucleotidica de tamanho conhecido a partir do DNA isolado do patdgeno.
Ultimamente, indmeros iniciadores tém sido desenvolvidos com sucesso para a
pesquisa dos patétipos de E. coli causadores de diarréia. O método permite, ainda, a
identificacdo de genes relacionados com a viruléncia e de seus produtos,
diferenciando microorganismos que parecem ser idénticos e gerando novas
perspectivas para o estudo da epidemiologia das doencas diarréicas. Entretanto,

inUmeras substancias presentes nas fezes apresentam interferéncia com a reacao,



reduzindo sua sensibilidade. Grandes progressos tém sido obtidos nos ultimos anos
nas técnicas de extracdo do DNA fecal para a remocao desses inibidores e no
desenvolvimento de iniciadores e métodos baseados na PCR (HOLLAND et al.,
2000; KEUSCH et al., 2006; NATARO; KAPER, 1998; PETRI JR., et al., 2008;
WRIGHT; WYNFORD-THOMAS, 1990).

Esse estudo avaliou criangcas na faixa etaria entre dois e 36 meses
residentes em duas comunidades pobres, localizadas na zona urbana da cidade de
Fortaleza, Ceara. Com o intuito de determinar a prevaléncia de EAEC, o papel de
seus fatores de viruléncia e o impacto das infecgbes diarréicas nessa populagéo,
amostras fecais foram coletadas de criangas com e sem a doenca e submetidas ao
diagnostico molecular, através de PCR, para a pesquisa da presenga do

microorganismo e de seus genes codificadores de fatores de viruléncia.

Foram analisadas criancas de todas as idades compreendidas na faixa
etaria entre dois e 36 meses. O grupo controle apresentou um maior percentual de
criancas entre dois e seis meses de idade quando comparado ao grupo dos casos, 0
que pode ja era esperado em virtude da protecdo conferida pelo leite materno,
alimentagdo predominante nessa faixa etaria. O leite materno, especialmente o
colostro, apresenta elevadas concentragées de imunoglobulinas, com predominancia
da IgA. Esses anticorpos integram-se a mucosa gastrointestinal, dificultando a
aderéncia e colonizagdo da mucosa do trato digestivo infantil por patégenos
entéricos. Outras células imunes, como macréfagos, neutrofilos e eosindfilos, e
substancias com propriedades probidticas e antibidticas, como a lisozima e o fator
bifido, também estdo presentes no leite materno e contribuem para a sua
caracteristica protetora, combatendo a instalagédo de agentes envolvidos na etiologia
das doencas diarréicas (ARAUJO et al., 2007).

As fezes foram coletadas apds evacuacao espontanea em recipientes de
boca larga, estéreis, fechados através de tampa hermética, apropriados para a
coleta e armazenamento do material até seu processamento. A coleta de uma
amostra de fezes ja emitida é uma medida nao-invasiva, que nao representa
qualquer risco fisico para os participantes e, em geral , fornece material de qualidade

e em quantidade suficiente para a deteccdo de microorganismos e realizacdo de



testes adicionais, quando necessario. Cohen et al. (2005) compararam a utilizagao
de fezes ja emitidas e swabs fecais na pesquisa de E. coli através de técnicas
microbiolégicas e moleculares e ndo observaram influéncia do tipo de amostra no

resultado obtido.

O diagnéstico molecular de EAEC foi baseado na amplificacdo de dois
genes bacterianos que nao apresentam homologia com outras sequéncias
nucleotidicas até entdo conhecidas. O gene aaiC, recentemente descrito por Dudley
et al. (2006), esta localizado no DNA cromossémico da bactéria, que é organizado
em formato circular, compactado cerca de 1000 vezes e ocupa em torno de 15% do
volume celular (REYES-LAMOTHE; WANG; SHERRATT, 2008). O gene aatA é
utilizado na pesquisa de EAEC desde 1990, quando Baudry et al. desenvolveram a
primeira sonda especifica para o diagnostico do microorganismo. O segundo par de
iniciadores empregado nesse trabalho foi construido por Schmidt et al. (1995) e &
voltado para a amplificacdo do segmento do DNA plasmidial de EAEC que hibridiza

com essa sonda.

A prevaléncia de EAEC observada nesse estudo foi similar entre casos e
controles (41,0%). As taxas de prevaléncia da bactéria entre criancas com diarréia
relatadas na literatura variam de 8 a 51% em paises em desenvolvimento (BHAN et
al., 1989bc; BHATNAGAR et al., 1993; BOUZARI et al., 1994; BROOKS et al., 2006;
CRAVIOTO et al., 1991; GONZALEZ et al., 1997; HENRY et al., 1992; KANG;
MATHAN; MATHAN, 1995; NATARO et al., 1987; OKEKE et al., 2000a; PAUL et al.,
1994; RATCHTRACHENCHAI et al., 2004) e de 2 a 4% em regides desenvolvidas
(CHAN et al., 1994; HUPPERTZ et al., 1997; NATARO et al., 2006). No Brasil, as
taxas descritas sdo de 11,1 a 45% (BUERIS et al., 2007; GIOPPO et al., 2000;
MORENO et al., 2008; PEREIRA et al., 2007; PIVA et al., 2003; SCALETSKY et al.,
2002; SOUZA et al., 2002). A identificagcdo do microorganismo em percentuais
semelhantes entre grupos de criangcas doentes e aparentemente saudaveis é
reportada desde os primeiros estudos realizados com EAEC, fato responsavel pelas
incertezas quanto a sua fungdo como patégeno humano durante os primeiros anos
apdés sua descricdo. Trabalhos de diferentes regides geograficas registram a
ocorréncia de EAEC entre zero e 34,8% de criancas sem desordens
gastrointestinais aparentes (BHAN et al, 1989bc; BHATNAGAR et al., 1993;



BOUZARI et al., 1994; BUERIS et al., 2007; GIOPPO et al., 2000; GONZALEZ et al.,
1997; HENRY et al., 1992; HUPPERTZ et al., 1997; KANG; MATHAN; MATHAN,
1995; MORENO et al.,, 2008; NATARO et al., 1987; 2006; OKEKE et al., 2000a;
PAUL et al., 1994;PEREIRA et al., 2007; PIVA et al., 2003; SCALETSKY et al., 2002;
SOUZA et al., 2002).

O primeiro estudo sobre a carga da doenca causada por EAEC em paises
industrializados foi realizado em Londres, na Inglaterra. Chan et al. (1994) isolaram o
microorganismo a partir de criangas doentes em freqiéncia semelhante a de outros
patdogenos diarréicos classicos. Utilizando técnicas de biologia molecular
combinadas com a avaliagdo do padrdo de aderéncia, Huppertz et al. (1997)
reportaram uma prevaléncia de 2% do microorganismo entre criangas menores de
16 anos de idade admitidas em duas unidades hospitalares da cidade de Warzburg,
Alemanha. Nenhuma das 580 criangas do grupo controle foi positiva para EAEC.
Nataro et al. (2006), ao analisar pacientes atendidos em hospitais nas cidades de
Baltimore e New Haven, nos Estados Unidos, relataram prevaléncias de 5,3 e 4%
entre os casos e de 1,9 e 1,3% entre os controles, respectivamente. Apesar da
reduzida prevaléncia quando comparada as taxas descritas em paises em
desenvolvimento, EAEC foi a causa bacteriana de diarréia mais comum entre a
populacao pesquisada. Em um estudo realizado por Cohen et al. (2005), EAEC foi
isolada 2,8 vezes mais de criangas americanas com diarréia quando comparadas a

criangas sem a patologia (IC=1,6-4,8, p<0,001).

A prevaléncia de EAEC entre as criangcas de Fortaleza vem sendo
avaliada por nosso grupo de pesquisa desde o ano de 1992. Cinco trabalhos
baseados em vigilancia domiciliar e hospitalar foram realizados desde entao,
fornecendo prevaléncias da bactéria que variaram entre 10 e 68% entre criancas
doentes (FANG et al., 1995; KOOPMANS et al., 1997; LIMA et al., 1992; 2000;
WANKE et al, 1991). A pesquisa mais recente sobre a freqiéncia do
microorganismo em nossa cidade foi desenvolvida em uma das comunidades
estudadas nesse trabalho (Gongalves Dias) e, a semelhanga dos nossos resultados,
Lima et al. (2000) reportaram prevaléncias semelhantes de EAEC entre casos e

controles.



Em relacdo a duracdo da doenca, apenas 3,6% dos casos estudados
foram classificados como diarréia persistente. Destes, 66,7% foram positivos para
EAEC. Entre os casos agudos, a bactéria foi encontrada em um percentual de 40%.
Em virtude do reduzido nimero de casos diarréicos persistentes incluidos nesse
estudo, ndo houve diferenca entre a média dos dias de diarréia observados entre
casos infectados ou ndo com EAEC. O mesmo ocorreu com 0O numero de
evacuacgdes liquidas no intervalo de 24h. A severidade da doenga causada pela
infeccdo por EAEC envolve uma complexa interacdo patégeno-hospedeiro e varia
desde apenas colonizagdo intestinal ao desenvolvimento de diarréia persistente
(HUANG et al., 2004). A associagdo do microorganismo em casos de diarréia
persistente em paises subdesenvolvidos foi o contexto inicial no qual EAEC foi
descrita (OKEKE; NATARO, 2001). Muitos autores continuam relatando esse tipo de
associacao (BARDHAN et al., 1998; FANG et al., 1995; GEYID; OLSVIK; LUUNGH,
1998; KOOPMANS et al., 1997). Porém, a bactéria tem sido cada vez mais
encontrada em casos diarréicos agudos. Através de uma meta-andlise, Huang et al.
(2006) examinaram 354 estudos sobre EAEC publicados no periodo compreendido
entre agosto de 1985 e janeiro de 2006. Ap6s selecao pelo critério de inclusao
utilizado, pesquisa da associacdo entre diarréia aguda e a excrecdo de EAEC, 41
estudos do tipo caso-controle foram incluidos. Os autores concluiram que EAEC é
uma importante causa de doenca diarréica aguda entre diferentes sub-populacdes
residindo tanto em paises subdesenvolvidos quanto em regides desenvolvidas. As
variadas manifestagcbes clinicas desenvolvidas apds a exposicdo ao patégeno
poderiam ser explicadas através da heterogeneidade desse grupo bacteriano, com a
existéncia de cepas virulentas e avirulentas, além do tamanho do inéculo ingerido,
da resposta imune, fatores nutricionais e susceptibilidade genética do hospedeiro
(HUANG et al., 2004; LAW; CHART, 1998).

A antropometria € uma ferramenta simples, ndo-invasiva e de baixo custo
empregada para avaliar tamanho, propor¢des e composicdo do corpo humano.
Considerando a importancia e o significado dessas medidas, a antropometria pode
ser utilizada como preditora da saude, bem-estar, nutricdo, desempenho e
sobrevivéncia dos individuos e da populacdo em geral (WHO, 1995a). As curvas de
crescimento vém sendo utilizadas ha muito tempo pelos pediatras na avaliacdo da

saude e do desenvolvimento infantil (DIBLEY et al., 1987). No campo nutricional, as



medidas relacionadas a altura, peso e espessura da camada de gordura subcutanea
tém sido empregadas como indicadores classicos de desnutricdo e obesidade. As
aplicagbes da antropometria incluem, ainda, a avaliacao de respostas fisiologicas a
doencas e intervencodes. Os indices antropométricos representam uma combinagéo
dessas medidas e sdo essenciais para sua interpretacao, visto que o valor absoluto
isolado de uma medida nao apresenta qualquer significado (WHO, 1995a).

As medidas antropométricas estatura, peso, circunferéncia braquial e
espessura da prega cutanea foram obtidas de criangas classificadas em ambos os
grupos estudados. As medidas estatura e peso foram convertidos em escores-z, que
sé@o calculados baseados em valores de referéncia disponiveis e avaliam essas
medidas em fung¢do da idade da crianga. A principal vantagem desse sistema é a
possibilidade de calculo da média e desvio padrdo da populacado estudada (WHO,
1995a). O IMC foi outro indice antropométrico utilizado. Criangas com diarréia
apresentaram reducao significativa na espessura da prega cutanea, IMC e escores-z
WAZ e WHZ. A observacao de casos e controles positivos e negativos para EAEC
nao evidenciou impacto da infeccdo sintomatica ou assintomatica causada pela
bactéria no estado nutricional. Os indices antropométricos analisados também nao
mostraram relagdo significativa com a severidade da doenga, caracterizada pelo
namero de dias de diarréia e de evacuacdes liquidas no periodo de 24h. As
consequiéncias dos casos diarréicos persistentes na populacédo infantil tém sido
reportadas. Os estudos revelam a existéncia de um ciclo vicioso, em que as
diarréias, principalmente os quadros diarréicos persistentes, exacerbam a
desnutricdo e esta aumenta a incidéncia e a duragcédo de novos episodios diarréicos
(ALASFOOR et al., 2007; BLACK; BROWN; BECKER, 1984; GUERRANT et al.,
1992b; 2002b; 2008; KOSEK; BERN; GUERRANT, 2003; HUMPHREY, 2008; LIMA
et al, 1992; 2000; MOORE et al, 2000; 2001; SCHORLING et al, 1990a;
WEISSTAUB; ARAYA, 2008). Um estudo caso-controle analisou criangas indianas e
observou uma associacdo entre reduzido WAZ e a ocorréncia de diarréia
persistente. Essa reducdo nao foi relatada entre criancas que desenvolveram
diarréia aguda nem naquelas que nao apresentaram a doenca (BHANDARI et al.,
1989). A associacdo entre desnutricdo e diarréia persistente também foi relatada
entre criangas nigerianas (SODEINDE et al., 1997). Lima et al. (2000), em um estudo

desenvolvido em nossa cidade que acompanhou criangas desde o0 nascimento,



reportaram um impacto negativo da diarréia persistente nos escores-z WAZ e WHZ.
A associagdao com a doenca s6 nao foi observada com o escore-z HAZ, que é um
marcador de desnutricdo a longo prazo. A falta de associacao entre a doenca e os
indices antropométricos obtidos nesse trabalho pode ser resultante do elevado

percentual de casos diarréicos agudos analisados.

A fisiopatologia da infecgdo causada por EAEC permanece obscura,
entretanto muitos candidatos a fatores de viruléncia tém sido descritos como
capazes de influenciar o curso da infeccdo (NATARO, 2005; NATARO; KAPER,
1998). Na tentativa de avaliar o papel de alguns genes codificadores de fatores de
viruléncia no grau de severidade das doencas diarréicas causadas por EAEC, esse
trabalho pesquisou a presenca dos genes aggR, pet, pic, aap e astA entre as
amostras positivas para o microorganismo de ambos os grupos. Nenhum dos genes
isolados apresentou diferenga significativa na freqiéncia obtida entre casos e
controles. Entretanto, quando foram observadas suas freqiiéncias combinadas, a
presenca do gene pet foi associada com a doenca causada por EAEC. Cepas
carregando os genes aggR, pet, pic, aap e astA foram isoladas em freqiéncia
significativamente superior a partir das amostras fecais de criangas doentes,
enquanto que cepas carregando os genes aggR, pic, aap e astA foram mais

encontradas em criangas do grupo controle.

Ao contrario de outros estudos publicados, o gene aggR foi detectado
somente em 47,1% dos casos e 50% dos controles nesse trabalho. Esse resultado é
surpreendente, visto o papel regulador que o gene exerce sobre outros fatores
plasmidiais e cromossomais de EAEC. Alguns autores tém, inclusive, sugerido a
utilizacdo da pesquisa desse gene em combinagdo com outras sequéncias génicas
e/ou com a avaliagao do padrao de aderéncia como critério no diagnéstico de EAEC,
0 que poderia sub-estimar a prevaléncia do microorganismo (CERNA; NATARO;
ESTRADA-GARCIA, 2003; SAMIE et al., 2007b; SARANTUYA et al., 2004). Andlises
epidemioldgicas prévias tém evidenciado o isolamento de amostras carregando o
gene aggR mais freqlentemente de pacientes com diarréia do que em individuos
sem patologias gastrointestinais, sugerindo a importancia desse gene regulador
como marcador de viruléncia entre as cepas de EAEC (HUANG et al., 2007;
SARANTUYA et al., 2004). Na Nigéria, Okeke et al. (2000a) relataram a presenga do



gene em 100% das cepas de EAEC isoladas tanto de criancas doentes quanto das
aparentemente saudaveis. Apesar de nao estar presente em todas as cepas de
EAEC, o gene aggR é detectado exclusivamente entre amostras desse grupo
bacteriano (BOUZARI; JAFARI; ZAREPOUR, 2005). O termo “EAEC atipica” tem
sido proposto por alguns autores para designar as cepas de EAEC que néao
apresentam o gene aggR (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO, 2005).

Apesar de ter sido observado em freqiéncia duas vezes maior nos casos
(41,2%) quando comparados aos controles (20,6%), o gene pet isoladamente néo
mostrou diferenga estatistica entre os grupos. A prevaléncia do gene descrita na
literatura varia de 0 a 73,7% (BOUZARI; JAFARI; ZAREPOUR, 2005; ESLAVA et al.,
1998; GIOPPO et al., 2000; HUANG et al., 2007; OKEKE et al., 2000a; PEREIRA et
al., 2007; PIVA et al., 2003; PRESTERL et al., 2003; VILA et al., 2000). Eslava et al.
(1993; 1998), que descreveram a existéncia da proteina resultante no sobrenadante
da cultura de amostras de EAEC isoladas durante dois surtos no Meéxico e,
posteriormente, clonaram, sequenciaram e caracterizaram o gene, observaram que
apenas 15% das cepas de EAEC obtidas durante esses surtos foram positivas para
pet. Esse baixo percentual de freqiiéncia do gene foi observado, ainda, entre cepas
isoladas de viajantes espanhodis com diarréia (4,3%) (VILA et al., 2000). Quando
foram comparadas as prevaléncias do gene entre casos e controles, pet foi
detectado em percentuais que variaram de 1 a 43,8% entre individuos com diarréia e
de 0 a 48,2% entre grupos aparentemente saudaveis. Em nenhum desses estudos,
o gene foi associado com a doenca (HUANG et al.,, 2007; OKEKE et al., 2000a;
PEREIRA et al., 2007; PIVA et al., 2003). Alguns autores tém reportado a deteccao
do pet entre outros patétipos de E. coli diferentes de EAEC (BOUZARI; JAFARI,
ZAREPOUR, 2005; HUANG et al., 2007; PRESTERL et al., 2003).

O gene pic foi detectado em percentuais semelhantes de amostras de
EAEC extraidas de ambos os grupos (97,1%). Essa é a mais elevada taxa de
prevaléncia reportada para o gene na literatura. Entre viajantes espanhdis que
desenvolveram ou ndo diarréia, o gene foi detectado em uma freqiiéncia de 56,5%.
O reduzido numero de individuos assintomaticos incluidos em tal estudo nao
permitiu a determinacdo da importancia de pic no desenvolvimento da diarréia

causada pela infeccdo por EAEC. Outro ponto relevante nesse trabalho foi a



deteccao de cepas apresentando o gene mas sem a produgcao da proteina. De
acordo com os autores, esse gene seria altamente prevalente, porém, o
desenvolvimento de mutagdes poderia abolir a expressao do fator. A semelhanca do
gene pet, pic foi detectado entre outras categorias de E. coli (VILA et al., 2000). Dois
trabalhos realizados no Brasil apresentaram resultados diferentes quanto a
associacdo do gene com a diarréia causada por EAEC. Piva et al. (2003)
observaram haver diferenga significativa na deteccao de pic entre criangas doentes
e controles (56,4% versus 0%) com idades variando de zero a 24 meses, atendidas
em trés unidades hospitalares de Brasilia. Essa associagdo nao foi relatada entre
adultos com diarréia. Pereira et al. (2007) ndo encontraram associagdo entre a
presenca do gene e o desenvolvimento da doenca entre criangas com até cinco
anos de idade atendidas em hospitais localizados na mesma cidade.

O gene aap, codificador da proteina dispersina, foi observado em
proporcoes similares entre amostras fecais de criangas com e sem diarréia (52,9% e
58,8%, respectivamente). Em virtude de sua recente caracterizagao (SHEIKH et al.,
2002), pouco existe descrito na literatura sobre a prevaléncia desse gene entre as
cepas de EAEC. O gene aap estd localizado na seqiéncia nucleotidica
imediatamente anterior a do gene aggR no plasmideo AA e sua transcricao e
secrecao estdo sob controle desse regulador (CZECZULIN et al., 1999; SHEIKH et
al., 2002). Segundo Cerna, Nataro e Estrada-Garcia (2003), essa regidao plasmidial €
encontrado especificamente entre as cepas de EAEC, o que levou os autores a
desenvolverem uma reagdao de PCR multiplex baseada em trés genes do plasmideo
AA (aatA, aggR e aap) para o diagndstico molecular de EAEC. A andlise de 28
cepas previamente diagnosticadas como EAEC revelou que 86% delas foram
positivas para pelo menos um dos trés genes pesquisados através do multiplex.
Essa especificidade do gene aap entre as cepas de EAEC foi ratificada por Bouzari,
Jafari e Zarepour (2005). Recentemente, Samie et al. (2007b) empregaram a técnica
de multiplex desenvolvida no diagnostico de EAEC entre adultos e criangas em
Venda, na Africa do Sul, e encontraram um percentual de positividade de 16,5%
para um ou mais dos genes. A semelhanca dos resultados descritos por Bouzari,
Jafari e Zarepour (2005), esse trabalho detectou algumas cepas de EAEC obtidas
tanto dos casos quanto dos controles que foram positivas para o gene aggR e
negativas para os genes sob seu controle.



Um elevado percentual de cepas de EAEC associadas ou nao com
diarréia apresentaram reagao positiva para o gene astA (97,1% dos casos e 88,2%
dos controles). A semelhanca do que ocorreu com o gene pic, essa freqliéncia
supera as taxas descritas na literatura. O gene astA foi detectado em 59,6% € 44,7%
de cepas de EAEC isoladas de criangas africanas e brasileiras, respectivamente
(GIOPPO et al., 2000; PRESTERL et al., 2003). A pesquisa da associacao do gene
com a doenga tem mostrado resultados controversos. Enquanto Pereira et al. (2007)
observaram a ocorréncia do gene em uma frequéncia duas vezes maior entre
criangas-caso do que entre controles (27% versus 14,1%, p<0,05), Okeke et al.
(2000a) relataram a deteccao de astA em 23,3% e 20,7% das cepas de EAEC
isoladas de criangas nigerianas doentes e saudaveis, respectivamente (OR=1,6;
IC=0,57-4,6). Piva et al. (2003) observaram uma prevaléncia superior de astA entre
criancas doentes quando comparadas a adultos doentes (82% versus 57,9%). Entre
residentes em paises desenvolvidos viajando para o México, india e Guatemala,
amostras de EAEC carregando os genes aggR, aap e astA foram identificadas mais
freqientemente nas fezes de individuos que desenvolveram diarréia (p<0,05).
Isolados de EAEC com dois ou trés desses genes foram associados com diarréia
quando comparados a isolados que nao apresentaram nenhum desses fatores de
viruléncia (p<0,05) (HUANG et al., 2007). A detecgao de astA em outros patétipos de
E. coli, inclusive em cepas comensais, tem sido descrita (HUANG et al., 2004;
KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). A proteina codificada por astA foi relatada em
proporcoes significativas de isolados de E. coli provenientes de criangas de paises
em desenvolvimento (SAVARINO et al., 1991). Presterl et al. (2003) reportaram a
existéncia do gene em 13% das criangas africanas com diarréia sem diagnostico de
EAEC. Vila et al. (2000) encontraram astA entre cepas de EAEC, DAEC e E. coli
ndo-patogénicas isoladas de viajantes espanhdis. Nos trés grupos de
microorganismos, o gene foi detectado em freqliiéncia superior entre amostras dos
controles. Essa toxina parece ser comum na populagéo de E. coli, ndo sendo restrita
a EAEC. Sua contribuicdo na viruléncia e diarréia causada por EAEC permanecem
incertos, uma vez que os dados sugerem que ela é insuficiente para causar a
doenca na auséncia de outro fator de viruléncia (PRESTERL et al., 2003; VILA et al.,
2000).



A variagado na presenga dos diferentes genes codificadores de fatores de
viruléncia entre cepas de EAEC isoladas de casos e controles confirmam a
heterogeneidade do grupo. A presenca dos fatores pesquisados nem sempre esta
relacionada com a doencga. Segundo Huang et al. (2007) e Presterl et al. (2003), o
namero desses genes presentes nas cepas poderia ser um marcador de viruléncia e
a combinacao de genes plasmidiais resultaria no aumento da viruléncia das cepas.
Nesse trabalho, inUmeras cepas de EAEC isoladas que apresentaram mais de um
dos genes de viruléncia pesquisados foram extraidas de amostras de criancas
aparentemente saudaveis. A combinacéo de até quatro (aggR, pic, aap e astA) dos
cinco genes analisados ndo mostrou associagdo com a doenga causada por EAEC.
Entretanto, a presenca de gene pet em combinacdo com os demais genes foi
observada com maior freqiiéncia entre criangas com diarréia associada com EAEC.
Nenhum dos fatores de viruléncia pesquisados mostrou-se conservado entre todas
as cepas de EAEC e trés deles (pic, pet e astA) nao sao exclusivos da categoria.
Segundo Okeke e Nataro (2001), isso dificulta a definicdo genotipica de EAEC e o
desenvolvimento de um modelo acurado de fisiopatologia da doenca. Todas as 68
cepas de EAEC analisadas mostraram similaridade com alguma das sequéncias
génicas testadas. Apesar disso, como nenhum dos cinco genes pesquisados
apresentou associacdo com a diarréia, torna-se necessario o teste dessas cepas

para outros marcadores de viruléncia plasmidiais e cromossomais conhecidos.

No intuito de observar a ocorréncia de SNPs no gene regulador aggR e a
possivel influéncia desses polimorfismos no desenvolvimento da doencga, sete
amostras de EAEC de cada grupo, positivas para o gene aggR por PCR, foram
submetidas a analise de sua sequéncia génica. O seqlenciamento foi realizado no
analisador genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, Foster,CA), que utiliza
como principio a técnica descrita na década de 80. Fragmentos de DNA marcados
com fluorescéncia sdo gerados através de reagdes enzimaticas. Essas sequéncias
apresentam nucleotideos modificados, apresentando um grupo hidrogénio no
carbono 3 ao invés de uma hidroxila, substituicdo que previne a adicado de novos
nucleotideos (SANGER et al., 1981). Os fragmentos obtidos sdo separados através
de eletroforese capilar de alta performance e detectados dentro de capilares
delgados preenchidos com gel (COHEN; NAJARIAN; KARGER, 1990; DROSSMAN
et al., 1990; HEIGER; COHEN; KARGER, 1990; LUCKEY et al., 1990; SWERDLOW;



GESTELAND, 1990). O desenvolvimento desse método de deteccao permitiu a
reducdo do tempo requerido para a separacdo dos fragmentos, que constituia a
grande limitagdo da tecnologia anterior, baseada na deteccdo de fluorescéncia
através de laser em conjunto com a eletroforese em gel convencional (DROSSMAN
et al,, 1990; LUCKEY et al., 1990). Pesquisas na tentativa de melhorar a matriz para
a separacao do DNA tém resultado no desenvolvimento de polimeros que permitem
o0 sequenciamento de sequéncias nucleotidicas cada vez maiores (BARBIER;
VIOVY, 2003; DETWILER; HAMP; KAZIM, 2004).

Dessa forma, 72,7% dos 798 aminoacidos que compdem a sequiéncia do
gene aggR puderam ser analisados. Das 14 amostras sequenciadas, 71,4% dos
casos e 42,9% dos controles apresentaram, pelo menos, um nucleotideo alterado e,
no total, 27 SNPs foram descritos na sequiiéncia analisada. Os nucleotideos
sequienciados a partir das amostras foram comparados com a sequéncia padrao do
gene aggR de EAEC, publicada no NCBI, e com a cepa controle positivo de EAEC
042, cuja sequéncia nucleotidica apresentou nove polimorfismos em relacdo a
seqliéncia depositada no GenBank. Dos 27 SNPs observados, apenas seis
resultaram na codificagdo de um aminodcido diferente e na alteragdo das
caracteristicas bioquimicas em relacdo ao aminoacido original. A influéncia de SNPs
em genes do hospedeiro no curso da doenca tem sido descrita na infeccao por
EAEC e outros microorganismos, como Legionella pneumophila, Mycobacterium
tuberculosis, Helicobacter pylori e virus sincicial respiratério (HAMAJIMA et al., 2003;
HAWN et al., 2003; HULL; THOMSON; KWIATKOWSKI, 2000; JIANG et al., 2003;
MA et al., 2003). Alguns autores tém reportado que mutagdes em genes de
Edwardsiella tarda, Salmonella typhimurium, Mycobacterium bovis e Escherichia coli
associada com septicemia em porcos poderiam afetar a viruléncia dessas bactérias
(COLLINS et al., 2003; DAIGLE; FAIRBROTHER; HAREL, 1995; LUCAS et al.,
2000; SRINIVASA RAO; LIM; LEUNG, 2003; SRINIVASA RAO et al., 2004).
Entretanto, o papel de polimorfismos em genes de EAEC é completamente
desconhecido. A realizacdo de estudos mais detalhados sera necesséaria para
esclarecer a fungdo dos SNPs aqui descritos no curso da infeccdo causada por
EAEC.



A classificagdo da doenca diarréica em inflamatéria e nao-inflamatéria tem
importante implicacdo terapéutica (BOUCKENOOGHE et al., 2000). A pesquisa de
leucocitos fecais tem sido empregada como marcador de diarréia causada por
patégeno invasor desde que Harris, DuPont e Hornick (1972) sugeriram que a
ruptura da mucosa colbnica resultaria na liberagdo de leucécitos nas fezes. A
marcacao com azul de metileno distingue claramente os leucdcitos dos debris fecais.
Apesar de bastante utilizada, a pesquisa de leucécitos fecais através do uso do azul
de metileno requer a analise de fezes frescas pouco tempo apds a coleta. A
utilizagdo de LFF como marcador da infiltragdo de leucécitos na mucosa intestinal
surgiu como alternativa a pesquisa de leucécitos fecais na triagem da doenca
diarréica inflamatéria (GUERRANT et al.,, 1992a). LFF é uma glicoproteina de
80kDa, ligante do ferro, que compde os granulos secundarios dos neutréfilos
polimorfonucleares (PMNs) (GUERRANT et al., 1992a; KANE et al., 2003). Embora
esteja presente em alguns liquidos corporais, como saliva (4,7 a 26ng/uL) e muco
vaginal (3,8 a 218ug/mg), LFF pode ser encontrada em concentracdes
substancialmente mais elevadas em pacientes com enterite inflamatoria, a partir do
nuamero de leucocitos tipicamente vistos nesses individuos (COHEN et al., 1987;
GUERRANT et al., 1992a; TENOVUO et al, 1986). Essa glicoproteina nao é
detectada em linfécitos e mondcitos, sendo encontrada em granulos especificos nos
PMNs, e sua concentracdo € proporcional ao numero de leucdcitos fecais. LFF
mantém-se estavel nas amostras fecais mesmo apds os processos de transporte,
estocagem e destruicdo morfolégica dos leucécitos (GREEN; KIRKPATRICK; DALE,
1971; GUERRANT et al., 1992a; MASSON; HEREMANS; SCHONNE, 1969).

Huicho et al. (1996) realizaram uma extensiva meta-analise para avaliar a
sensibilidade e especificidade dos diferentes marcadores de infeccdo entérica como
preditores da existéncia de um patégeno invasor e concluiram que a pesquisa de
LFF é o mais acurado entre os testes. A comparacao dos trés testes de triagem fecal
(pesquisa de leucocitos, sangue oculto e LFF) com amostras de 125 criangas
apresentando diarréia aguda revelou uma sensibilidade superior de LFF quando
comparada a pesquisa de leucécitos fecais ou sangue oculto na detecgéo de diarréia
infantil invasiva (HUICHO et al., 1997). O valor da pesquisa de LFF como preditor de
um episodio diarréico inflamatério foi ratificado em amostras fecais de criangas

colombianas com diarréia aguda, onde esse teste apresentou sensibilidade e



especificidade comparaveis a pesquisa de leucécitos fecais (RUIZ-PELAEZ;
MATTAR, 1999). Venkataraman et al. (2003) reportaram a utilizagcdo desse teste
como altamente sensivel para a triagem de infeccbes causadas por enteropatégenos

invasores.

A grande maioria das criancas desse estudo apresentou elevados niveis
de LFF, independente da presenca de EAEC e do desenvolvimento de diarréia
(86,7% dos casos e 82,9% dos controles). Todas as criangas com infecgao por
EAEC que desenvolveram a doencga apresentaram concentragdes de LFF acima do
limite considerado como negativo (p=0,014). Nenhum dos genes de viruléncia
pesquisados apresentou associagdo com as concentracdes de LFF. Alguns estudos
tém fornecido evidéncias da associagdo da infeccdo por EAEC com uma resposta
inflamatodria intestinal. Em um estudo realizado em nossa cidade, criancas infectadas
pela bactéria, com doenga sintomatica ou assintomatica, apresentaram elevados
niveis fecais de LFF e das citocinas pré-inflamatérias IL-8 e IL-1B (STEINER et al.,
1998). A ocorréncia de inflamagao intestinal no curso da infeccao por EAEC foi
sugerida, ainda, entre viajantes americanos e europeus para o México e india. A
positividade no teste para LFF nos casos foi estatisticamente significante quando
comparada ao resultado obtido entre turistas com infec¢cdo assintomatica ou sem
infeccao por EAEC (BOUCKENOOGHE et al., 2000; GREENBERG et al., 2002). Os
elevados niveis de LFF entre casos e controles negativos para EAEC observados
nesse trabalho poderiam ser explicados pela infecgdo por outros patégenos
invasores, ndo pesquisados nesse estudo, ou pela existéncia de outros fatores

associados ao recrutamento de leucdcitos para a mucosa intestinal.

Muitos estudos tém sugerido que a producao local de citocinas exerce
papel importante na mediagéo da inflamagdo na mucosa intestinal (ALCANTARA et
al., 2003). As citocinas sao proteinas reguladoras, que possuem acgao pleiotropica e
muitas delas apresentam um espectro de acdes sobrepostas (VILCEK, 2003). Uma
grande variedade de células periféricas e centrais, imunologicas ou nao, sao
capazes de produzir citocinas, tais como os mondcitos, macréfagos, linfécitos T e B,
células exterminadoras (natural killer — NK), astrécitos e células endoteliais
vasculares (ABBAS; POBER, 2000; JONES et al., 1995; VILCEK, 2003). As citocinas

coordenam componentes complexos da resposta imunoldgica, incluindo as



respostas inata e adaptativa. Na resposta inata, elas exercem papel na ativagao de
neutrofilos, células NK e macrofagos. Posteriormente, na resposta adaptativa, as
citocinas auxiliam na ativacao de células T e B, macréfagos, neutréfilos e eosindfilos.
Em conjunto, esses aspectos da resposta inflamatéria fornecem anticorpos e
defesas celulares imediatas nao-especificas e, posteriormente, especificas contra as
infeccoes (ABBAS; POBER, 2000).

As citocinas podem ser classificadas, segundo suas agdes ou
propriedades, em pro-inflamatérias e antiinflamatérias. As primeiras promovem a
ativagcdo do processo inflamatdrio, auxiliando na eliminacdo de patdégenos e na
resolucdo do processo inflamatério. A elevagdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatoérias leva a ativacdo dos macréfagos, células NK, linfécitos T e B,
proliferacéo de células T e B, além de proliferacao e secrecao de imunoglobulinas.
Ao nivel sistémico, essas citocinas demonstraram induzir febre e aumentar a sintese
de proteinas da fase aguda. Localmente, promovem o recrutamento de células
inflamatoérias para os sitios da inflamacdo. Por sua vez, o segundo grupo de
citocinas reduz a resposta inflamatéria através da diminuicdo das citocinas pro-
inflamatérias e da supressao da ativacdo de mondcitos (REMICK, 2003). As
citocinas podem ser classificadas, ainda, de acordo com o tipo de linfécito T auxiliar
que as produzem (T auxiliar 1 =T helper 1 (Th-1) ou T auxiliar 2 — T helper 2 (Th-2)).
Os linfocitos Th-1 liberam citocinas que ativam macroéfagos, células NK, neutréfilos,
linfécitos citotdxicos, ampliando, assim, a resposta imunologica celular e exercendo
acao predominantemente pré-inflamatéria. Por outro lado, as citocinas Th-2 ampliam
a resposta humoral por meio da ativacdo das células B e sado principalmente
antiinflamatérias. O equilibrio entre as citocinas pro- e antiinflamatérias € essencial
para a manutencdo da homeostase no organismo e seu desequilibrio (Th1 versus
Th2) esta envolvido na patogénese de muitas doencas humanas (CIZZA et al.,
2001).

Vinte e duas amostras fecais de cada grupo foram testadas quanto aos
niveis das citocinas antiinflamatérias IL-4 e IL-10 e pré-inflamatérias TNF-a e IFN-y,
nao sendo observada diferenca entre as concentracbes obtidas em casos e
controles. Os niveis fecais das citocinas também n&o mostraram associagdo com a

severidade da doenca. Apesar de n&o ter sido observado nesse trabalho, elevados



niveis de marcadores de inflamagao intestinal tém sido descritos em criangas
brasileiras com doenca diarréica (ALCANTARA et al, 2003). Como apenas 8
amostras fecais positivas para EAEC foram analisadas de cada grupo, nao foi
possivel observar uma associacdo especifica do microorganismo com a

quantificacao fecal das citocinas.

O componente inflamatdrio no curso da infecgdo causada por EAEC tem
sido atribuido principalmente a flagelina, proteina componente do flagelo do
microorganismo, que seria capaz de provocar a liberacao de IL-8 através de ligacao
com o TLR5 do hospedeiro (STEINER et al., 2000). A infeccdo de monocamadas
celulares intestinais com cepas de EAEC 042 revelou que esse componente do
flagelo bacteriano € responsavel pela secrecao de outras citocinas, que incluem IL-6,
IL-1, TNF-a, oncogenes relacionados ao crescimento alfa e gama (growth-related
oncogene — GRO), molécula de adesao intercelular 1 (inter-cellular adhesion
molecule — ICAM) e fator estimulante de granulécitos e macrofagos (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor — GM-CSF). Entretanto, cepas de EAEC 042
que apresentaram delecédo do gene da flagelina mantiveram a capacidade de causar
a liberacao de IL-8, sugerindo a participacdo de outras estruturas bacterianas no
desenvolvimento da inflamacado (HARRINGTON et al., 2005). Os mecanismos de
EAEC que podem estar associados ao dano a mucosa, com consequiente
inflamacéao, incluem aderéncia celular, secrecdo de toxinas, formagdo de camada
mucdide e, possivelmente, invasdo celular (HARRINGTON et al, 2005; HICKS;
CANDY; PHILLIPS, 1996a; NATARO; KAPER, 1998; NATARO et al., 1995). Varios
autores tém relatado a quantificagdo de niveis elevados de citocinas fecais em
pacientes infectados por EAEC e por outros enteropatégenos (ALCANTARA et al.,
2003; BOUCKENOOGHE et al., 2000; JIANG et al., 2002; RAQIB et al., 1995ab;
STEINER et al., 1998). A ocorréncia de SNPs em regides regulatérias de alguns
genes de citocinas tém mostrado influéncia no tipo de resposta imune desenvolvida
em diferentes condicdes patolégicas (DASER et al., 1996; HOBBS et al., 1998;
ROSENWASSER, 1999). Esses polimorfismos poderiam explicar, pelo menos em
parte, as variagdes observadas nas manifestagdes clinicas apds a exposicdo a um
patégeno entérico (HUANG et al., 2004).



A ocorréncia de co-infecgdes intestinais entre diferentes bactérias e
destas com virus e parasitas em criancas doentes ja foi relatada em outros trabalhos
em percentuais que alcancaram os 44%. Entre os controles, a identificacdo de
infeccdes mistas chegou aos 7,2% (CHAN et al., 1994; FANG et al., 1995; PEREIRA
et al., 2007; SOUZA et al., 2002). Brooks et al. (2206) reportaram a existéncia de
infeccbes por cepas de E. coli patogénicas em combinagdo com outros
microorganismos em 28% dos pacientes apresentando diarréia aguda, atendidos em
quatro centros rurais do Quénia. No presente estudo, a ocorréncia de co-infeccoes
com EAEC e parasitas intestinais foi observada em um percentual de 17,6% entre os
casos e 14,7% entre os controles. A andlise microscépica do concentrado fecal
permitiu a identificacdo de Ascaris lumbricdides, Endolimax nana, Entamoeba coli,
Giardia lamblia e Trichuris trichiura. Nenhuma das criangas apresentou infecgéo por
Cryptosporidium. A presenga de infecgdes mistas entre EAEC e outras bactérias e

virus nao foi investigada nesse trabalho.

Esse estudo demonstra o papel relevante de EAEC na colonizagéao
intestinal e no desenvolvimento de diarréia entre criangas carentes de Fortaleza. A
variabilidade na presenca de genes descritos como codificadores de fatores de
viruléncia do microorganismo confirmam a heterogeneidade desse grupo bacteriano.
A grande freqiiéncia do gene pet, em combina¢cao com outros genes relacionados a
viruléncia do microorganismo, em cepas isoladas de criancas com diarréia por EAEC
demonstra a importdncia desse gene na fisiopatologia da doenga causada pela
bactéria. Sugerimos uma analise mais aprofundada sobre a influéncia dos inUmeros
polimorfismos detectados na seqUéncia nucleotidica do gene regulador aggR de
EAEC. Dada a alta prevaléncia da bactéria entre casos e controles, sdo necessarios
novos estudos para avaliar o impacto nutricional da infecgdo por EAEC. Em relacdo
a inflamacao, os elevados niveis de LFF detectados na grande maioria das criangas
estudadas sugerem a existéncia de fatores adicionais desencadeadores do processo
inflamatoério. A quantificagdo dos niveis fecais de citocinas diferentes daquelas
avaliadas nesse trabalho pode esclarecer aspectos da inflamacéo intestinal
associada a infec¢ao por EAEC.



7 CONCLUSOES



A prevaléncia de EAEC encontrada na populacao estudada foi de 41,0% entre

0s casos e 41,0% entre os controles;

Criangas com diarréia apresentaram reducao significativa na espessura da prega
cutéanea, IMC e nos escores-z WAZ e WHZ quando comparadas a criangas sem

a doenga,;

A presenca ou auséncia de EAEC nos casos ndo causou alteracao significativa
nos parametros nutricionais avaliados. Achados similares foram observados
entre criancas do grupo controle. Essa conclusdo é limitada pela elevada
prevaléncia de EAEC nos casos e controles e pelo tamanho da amostra
analisada;

Os genes codificadores de fatores de viruléncia aggR, aap, pic, pet e astA foram
identificados isoladamente em propor¢gdes semelhantes entre cepas de EAEC

isoladas das fezes de criancas que desenvolveram ou nao diarréia;

A combinacao de genes codificadores de fatores de viruléncia mostrou que a
presenca do pet estd associada com a doenca causada por EAEC, o que
demonstra a importancia desse gene na viruléncia do microorganismo e no

desenvolvimento de diarréia;

Um percentual elevado de cepas de EAEC isoladas de casos e controles
apresentou polimorfismos na seqiéncia nucleotidica do gene aggR, mas os
dados sugerem que nao existe um polimorfismo especifico associado com o

curso da infeccao;

Criangcas com e sem diarréia, independente da presenca de EAEC e de seus
genes de viruléncia, apresentaram elevado grau de inflamagao intestinal,
caracterizado pelos niveis de LFF;

A presenca de EAEC esta significantemente associada com uma maior
freqiéncia de positividade e uma concentragdo elevada de LFF em pacientes

com diarréia quando comparados com 0s controles;

Criancas dos grupos caso e controle apresentaram niveis fecais semelhantes
das citocinas IL-4, IL-10, TNF-o e IFN-y.
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ANEXO A

Bt aISTERID DA SAUDS

y i
:E- e Cangalho Haclanst da Sadac
: .H& *"'”’; Comissbo Mactonal 2a Erica om Pesquisa - CONEP

FLRECER HW® T60/2006

FRegisiro CONER: 12729 (Bsie n® deva sef Sifade nas cormespondincias relemenies = esia projeic)

Ragisiro CEP: 238/05 Processo n® 25000.017262/2006-38
Projeto de Peasquisa: “Imenengdo com micronutniantas ¢ impacio & longo prazo no
Grasil.” Protogalo (Re-ICIOR)  DMID 05-0077 . versdo 3.0 — Tradugao revisada erm
2301 1/2005. Pesquisador Responsivel: D Aldc Angelo Boreira Lima

Inetituicda; Universidade Fadueral do Ceard /GE

Pairocinador: Mational insttute of Allergy and Infectious Diseases - NIAID

Area Temdtice Especial: Genétics Humana; Cooperacao Estrangeira

AD S8 proceder a analise das respostas ao Parecer CONEP n® 352/2008, refmalnte &
projeto de pesquisa supracitado, considerou-se em geral atendidas/esclarecidas a
maioria das questces. Ne anlanto cabam ainda as seguinies consideragdeas:

1. A resposila referente 5 questdo 5 deve ser melhor esciarecida no Termo de
Ceonsentimanto  Livve @ Esclarecido, devendo eslar explicitada s
regponsabliidade do pesquisador mediante qualquer dano. NAD basta apenas a
cilagdo quanto ao dirgda a reclamar lapgalmente.

Com relagdo & quastis 8, tui anexado o encaminhamento solicitando andlise o
parecer do Comité de Etica aa Universidade da Virginia, EUA (pais de origem).
Aguarda-se, portanto, o documanto deé aprovacio por Comité de Etica em
Pesquisa desse pais

Quanlo & questao 7, © pesquisador concorda com as cilaghes das resolugues
do CMS referentes & nterrupgdo do estudo. Entretanto, deve estar esclarecido
no proprio paragrafo da pag. 45 do prolocolo as referénclas as rasolugdes efou
anexar declaragao de Jue caso haja necessidade de inlerrupcao do estudo. a
masma se dara conforme o disposto nos Hens 11372 & VIL1S.T da Res
CNS196/26 @ nam IIl.2.%e” da Res. NS 251/67.

4. A quesiad B foi parciamente atendida. Nos critéros de inglusio nao foi feita a
refaréncia aos 2000 familisres que serao doadores do matarial genético,

Em atendimento & questas 14, relativa a0 Termo de Consentiments Livre e
Esclarecido- TCLE, toram apresentados dois TCLE (um para a pesquisa com
micronutrienies & ouuo para a pesquisa genglica) em atendimento aos sub-
fens da referida questao, porém com datas de versdo de 08/04/2005, anterior
& versao apresentada inicialmente (23/11/2005) e anlerior & data do Parecer
CONEP 352/2006 (datado de 20/04/2008). Egclarecer. Entanda-se Que as
versoes do TCLE devem constar data posterior a0 parecer da CONEPR.

6. No TCLE especiiico para a pasquisa para micronutrientes, deve ser axciiida a
frase que considera como beneficio u assisténcia médica gratvita @ o
fornecimento gratuite dos suplemantos em (aste. Esie fato poderia =
congiggrado como inlingene & aulonamia pois pade ser considerada uma



Com, Pargcar CONEPR N® 760/2006

possivel INdugas =0 el da pesquisa, infringindo a sua gutonomia, uma voz

que n&o se caracleriza realnente como beneficio para os sujeilos, ja que o
acesso a fratamento deve ser gdrentido a todos. Tal frase poderia ser coiocada
. pOr exemplo, num item deneminado "custos”.

|

Ne TOLE especilich para a pesquisa genélca néo cebe referbneias a
adminisliagao do medicamento em estudo, mencicnada em alguns itens,
Rever

Oiante do exposto, « Comissde Naclonal de Etica em Pesquisa — CONEP, de
Guordd com as etribuigoes definidas na Res. CNS 196/96 manifesta-se pela
agrovagao do projelo da pesquisa propasto, com & seguinle recomendacao a ser
acompanhada pelo CEP gue informara 3 CONEP:

+ Que sejam alenthidas as quesides acima, antes do inicio do estudo,

Situagde: Protocoto aprovado com recomendacao

Brasilia, 14 de juino de 2008,

¥ .
© WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEPR/CME/MS



ANEXO B

Universidads Fedaral do Ceard
Comité de Ebca em Pesguisa

Of. N° 550/2006 Fortaleza, 22 de setembro de 2006
Protocolo n® 238/05

Pesquisador responsavel: Aldo Angelo Moreira Lima

Dept®./Servigo: Universidade Federal do Ceara-UFC

Titulo do Projeto: “Intervengdo com micronutrientes e impacto a longo no
Brasil” Protocolo (Re-ICDR) DMID 05-0071

Levamas ao conhecimento de V.S® que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Macional de Sadde — Ministério da Saude, Resolugdo n®196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o protocolo versao 3.0 —
tradugdo revisada em 23/11/2005 e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do projeto supracitade na reunido do dia 26 de janeiro de
2008.

Outrossim, informamos, gue apos atendidas as recomendagoes
feitas pela Comissdoc Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP no
parecer 760/2008, o referido estudo foi aprovado.

Atenciosamente,
/
-
~
!

fernando A Frota Bezoma
Cogrdenador do Comisl
i Elits am Pesjuesh
COMEPEMIFC



ANEXO C

Universidade Faderal do Caars
Comité de Elica em Pesquisa

Of. N* 701/06 Fortaleza, 31 de outubro de 2008

Prezado Doutor,

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara —
COMEPE de acordo com as Resoluctes 196/96 e complementares, aprovou na
reuniao do dia 26 de outubro de 2006 a autorizagdo para inicio das atividades do
estudo 238/05 "Intervengao com Micronutrientes e impacto a longo prazo no Brasil”.

Atenciosamenis,

i Femanda A Trota Bezerna
Ciordunvasdor g0 Comis:
de Elica em Pesqusd
COMEPEFG

Ao Dr. Aldo Angelo Moreira Lima
Investigador

ANEXO D



Intervenglo com Micronutrientes e impacto & Longo Prazo no Brasil
Pargue Uiniversitdrnio, Estudo Bazeado na Comunidads
(P Objefivos 1a, 2a, Zb e 2c do estudo)

Nome do Parbcipanta M* Casa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O que estamos tentando descobrir:

Estamos convidando vood, sua cranga & 1edos o8 moradorss de sus casa para paricipar de uma
pesquisa de gendlica para infecgdes gastnnlestinais & impedimento de crescimento @ desenvolvimento. Esle
estudo tem colaboraclo intlemacional entre a Universidade Federal do Ceard e a Universidade da Virginia, nos
Estados Unidos. Células da boca, amostras de fezes e dados antropoméincos serio coleladas para serem
examinadas. Faremos lestes de DNA nestas amosiras coletadas para ver as caraclensticas hereditdnas que
podem previamente produzir infecgdes gastnntestinals ou impedimento do Crescimento & desenvolamento.

O objietive deste estudo & aprender sobre a tendéncia para infecgdes gastrinlestinais & seus efeitos
no desenvolvimento. O objelive do tesie genélico ¢ identificar os falores que contribuem para o
desgnvalvimento de cerias dosngas.

Planejamos axaminar detalhadamente & gendtica @ as razdes no ambiente das diaméias da
primedra infancia, Para fazer este fipo de teste, os investigpadores obterfio informagbes sobre todos os
moradores da casa, pessoas da familia ou ndo. Para maior protecio, os investigadores ndo revelardo
informagies médicas ou pessoais sobre nenhum participante do esludo. Para paricipar deste estudo vocs
deve cONCOrdar em leslanmos as caractersliicas gendlicas hereditanas realizadas nas amostras.,

Vocd, sua crianga e todos os moradores da casa foram selecionados porgue moram no Pamgue
Universiténo ou na Comunidade Gongalves Dias, bem como es80 &m nosso estudo em andamento,

O que acontecera:

Existem duas partes para este estudo:

1. Um profissional de saGde (enfermeira e/ou agente de salde) visitard sua casa & coleland duas amostras de
fezes (uma no penoedo chuvoso & oulra no perniodo seco) de 1odos 05 moradores da Casa, quando possivel,

2. Um profissional de sadde (enfermeira e/ou agenie de saide) coletard células bucais de todos os residentes
{uma leve escovacdo de dentro da sua bochecha serd realizada) &fou uma técnica de enfermagem coletard
uma amostra de sangue aproximadamente de Smi de todos residentes da casa, quando possivel;

3. Medidas antropoméincas serdo retiradas de todos o5 moradores da casa, quando possivel;

4. Um psicdlogo aplicard alguns testes que avaliam a capacidade de resolver problemas em Sua cnancga que
ja faz parte de um estudo nosso;

Exclusbes:

A psicdloga do estudo fard uma andlise clinkca para definir a particpacio, Sua crianca ndo poderd
paricipar do esiudo se apresentar evidéncias de maiores desordens newropsiquidincas ou inabilidade para
participar de um tesle padronizado ou 5& tiver s¢ mudado para umda érea diferente,

Beneficios:

Mio existem beneficios dirstos pela pamicipacio neste estudo, embora outras pessoas PoSSam
algum dia e beneficiar da pesquisa a ser realizada usando suas amositras. Vocd néo recebera beneficios
financewros S8 as suas amosiras usadas na pesquisa levarem ag desénvobimento de um produlo comercial.

Riscos:

NEO @a51em nscos S00ais, pHcHiogicos ou COMUMtanos deste estudo.
Confidencialidade:

A confidencialidade & a privacidade dos seus dados ou de sua crianga sero resguardados, segunado
nommas elicas brasileiras.

Responsabilidade e Compensagio em Caso de Danos:

Se aiguém de vocks apresantar qualquer dand como resultado dwrelo do estudo, vocé devera
entrar em contato com o Dr. Aldo Lima no telefone: 33668437 para receber a terapia necessdna, Qualquer
dano resullante de sua participacio serd avalado e iratado de acordo com 03 beneficios e assisténcia integral
que vool passa a ter direito ao assinar este formuldno de consentimento e enfrar na pesquisa, pois todo dang
mediante o estudo ¢ de inteira responsabilidade do pesquisador.

Para quem ligar:

Se vool tem: (1) alguma questdo sobre 0 estudo, por favor igue para Dr Aldo ALM. Lima, Unidade
die Pesquisa Clinica, UFC (Tel: 33688445) (2) alguma questdo sobre seus direitos como paricipants de um
esiudo, por favor ligue para Comilé de Etica em Pesquisa da UFC (COMEPE), Tel.: 3386.8346, ou pega a
enfermeira do estudo para ajudar vood a conlatar com as passoas ciladas acima.
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Dirwito de desistin;

Sua participagio, de sua crianca e de 1odos 05 moradores de casa noste estudg & completamente
woluntana, Voces sBo livies para se reticar do estudo a qualquer momenta sem préejuizos. Apenas avise a um
dus medicos ou enfenmeiras que wocds nio desejam continuar panicipanda do estudo.

Mumers total de participantes e duragdo da participagho:
O nomero total de paricipantes para este prolocolo esld estimade em 2000 pessoas. A
panicipacio estard completa depois da finalizacio dos testes Que avaliam a capacidade de resolver problemias.

Nome do Sujeito

{Se < 18 anos)

— i i
Pai ou Guardido Logal Pai ou Guardido Legal ddi mm/ ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)

) i
Movador 1 Movador 1 ddf mm/ ano
{(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)

! f
Moradar 2 Moradar 2 dd! mm/ anc
{NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)

i ]
Marador 3 Merador 3 dd/ many ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATLURA)

! !
Marador 4 Morador 4 ad/ mmy ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)

) il
Morador 5 Morador 5 ddf mmy ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)

! 1
Morador B Morador 6 dd/ mm/ ano
(NCHIE LETRA FORMA) (ASSINATURA)

i |
borador 7 Marador T ddf mim' ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)

! f
Morador & Morador 8 dal mm anao
(NOME LETRA FORMA) {ASSINATURA)

! 1
Moradar 9 Morador 8 dd/ mam' ano
{NOME LETRA FORMA) ASSINATURA)

f !
Moradar 10 Maorador 10 dd/ mmy ang
(MNOME LETRA FORMA) qASSINﬁTUHﬂ.}

) f
Assinalura da Testemunha dad! mm' ano
Iy !
Assinatura do Membro da Pesquisa ddi mimv ano

Werska: Ud 05 2007

{ Vierssio: (0 )
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ANEXO E

Universidade Federal da Ceara
Comaé de Elica em Pesquisa

Of. N° 407/07 Fortaleza, 25 de maio de 2007

Prezado Doutor,

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara —
COMEPE de acordo com as Resolugbes 196/96 e complementares, aprovou na
reunido do dia 24 de maio de 2007 o TCLE com complementagio nos itens 1, 2, 3
referente ao estudo 238/05 intitulado: “Intervengao com micronutrientes e impacto a
longo prazo no Brasil™

- MaonLent
P dy Constl

Ao Dr. Aldo Angelo Moreira Lima
Investigador



ANEXO F

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS Casa_l D

INSTITUTO DE BIOMEDICINA 001
Projeto: UFC e UVa / CNPq - Genética Primeiro
COMEPE: 238/05 Farmulana

FORMULARIO AMBIENTAL E SOCIO-ECONONOMICO DO PEDIGREE

A. Dados Demogrificos:
I. Enderego: Mo, Bloco: GD{ » PU{ 3

2. Quanto iempo mora neste enderego

B. Informagiio da Familia:
|. Quantas pessoas moram na casa?
2. Quantos compartimentos possui a residéncia?
3. Quanios compartimentos sdo utilizados para dormir?
4. Alguém da casa é fumante? {1 =sim; 2 = ndo)
5. Quantas pessoas tem hibito de fumar nacasa? _ ( Jpai, ( Imie, { Joutros, { Jirmio
6. Vocé € responsivel pela preparagio dos alimentos na casa? (1 =sim; 2 = ndo)
7. Antes de preparar os alimentos vocé tem tempo de lavar as mdos? (1 =sim; 2 = o)
8. Alguém da familia € hipertenso? ___ (1=Sim, 2=Niio); Quem? { )pai, { Jmée, ( Jfilhos, { ) outros
9. Alguém da familia é diabético? __ (1=Sim, 2=Nao); Quem? ( Jpai, { Jmae, ( Milhos, { ) outros

. Condigtes Socio-Econimicas e Sanitsirias:
1. Tipo de casa? (I = taipa; 2 = alvenaria; 3 = mista)

2. A dgua para beber é proveniente de onde? (1 = sim; 2 = ndo)

a) encanada em casa?,.....
b) chafariz?........ccceccuininns
c) bomba®.........comemeeemen

d) pogodcacimba?............

&) CAMOLAT.. o cmsasninnstuanins
f) lagoa, riacho ou rio......

g) dgua mineral (engarrafada)
h} outro, especificar:

3. Quando vocé (ou sua crianga) bebe dgua, normalmente esta dgua vem diretamente da
Lomeira’? {1 =sim; 2 = nio)
Se ndlo, indicar com (1 = sim; 2 = nio) se practicam as procedéncias abaixo listadas:
a) Agua fervida?
b) Usa filtro na tormeira?
¢) Agua refrigerada?
d) Qutra, especificar:

4. Exiiste recipiente na casa para guardar a dgua de beber? {1 = sim; 2 = ndo)
Se sim, ¢sta 0 mesmo normalmente coberto? (1 = sim; 2 = nlio)
Quantas pessoas bebem dgua do mesmo recipiente?

Rué Cofonal Hunes de Mela. 1318 - CEP: 80 430-370 - € P 3229 - Aodelfe Tedlils. Fartalega, Cesrd, Brasil
Fone: ($3) B3 30288 8437 = Faw: [55) 85 336868 0443 = somail: ibimed@uaiazmail com, br

Versdo: 3
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (4354 [D
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS >

INSTITUTO DE BIOMEDICINA 001
Prajeto RE-ICIDR Primeire
Intervengio Com Micronutnientes e Impacto A Longo Prazo Mo Brasil Formuldric

OMID: 05-0071 e COMEPE: 23805

3. Cual o tipo de sistema de sanitario que existe em sua casa?
a) Tipo de sanitdrio: (1 = com descarga d dgua; 2 = fpssa: 3 = sem sanitanio)

by Onde esta localizado o saniirio do Gamilin: *

| = dentro de casa  F = dentre ¢ Tora da casa 8 = desconhecido
= = fora da casa 4 = owtro, Especificar -
¢} O sanitino ¢ companilhado com outrais) Bmiliaisy? (1 = sim: 2 = ndod

d) Existe hoje dgua em casa para lavar mios no banheiro ou proximo so mesmo?

(1= sim. I = ndo)

) Existe hoje sabdo no local para lavar as mdos? (1 = sim: 2 = nlio)

Favor de usar os nimeros abaixo para responder 03 ilens a ¢ b da guestdio &, que serilo sobre
Coisas que as pessoas muito ocupadas normalmente ndo tem tempo para fazer:

I'= geralmente B0090% 3 = alpumas veres, <50% & = desconhecdo
2 = wsualmente, 3060% 4 = nunca, <3%

6. Qual a frequéncia com que criangas < 3 anos de idade defecam ao redor da casa?
(responde com: 1-9)

7. Ma casa existe algum animal? {1 = sim: 2 = niio: 9 = desconhecido)
Se sim, assinale o tipoe de animal:
CArgmdid e
O Cuachorro
O Gao
O Galinha =
O Owwro. Especificar;

8, Qual ¢ aproximadamente, a renda mensal da familia? (e salarios minimos)
| = <|/ 2= |Mals2 J=12al 4= |al
d=2a3 6=3a3j T=25 % = desconhecado
Responsivel; [hana:
/! !

Rus Cofonel Nunes de Melo, 1315 - CEP 60, 430-270 - & P 3228 = Rodollo Teadis. Farialezs, Cears Biasil
Fone (58) 85 3386 B437 - Fax (55) 85 3306 S445 = e-muil ibimad Fvelosmail com b

Wersdo: (03
Dara: 01 Mar 07



ANEXO G

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIDADE DE PESCUISAS CLINICAS & INSTITUTO DE BIOMEDSC,

Progeto: UFC & LWV § CHPY - Gondbca
Falle )

COLREFE

1* Formulbrio de Colets de Fezes o Dados A
Pedigres
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ANEXO H - Distribuicao dos genes codificadores de fatores de viruléncia aggR, pet,
pic, aap e astA entre as amostras positivas para EAEC provenientes de criancas do

grupo dos casos.

Ne. Ne. Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene
seq. ident. aaiC aatA aggR pet pic aap astA

1 41 + - + - + + +
2 46 + - - - +

3 48 + - - - + - +
4 64 + - - - + - +
5 73 + + + - + + +
6 80 + + + - + - +
7 81 + - - - + - +
8 92 + + + + + + +
9 93 + - - - + + +
10 94 + + + + + + +
11 111 + - - - + - +
12 115 + - - + + - +
13 116 + + + + + + +
14 124 + + + + + - +
15 134 + - - + + + +
16 150 + + + + + + +
17 156 - + - - + + +
18 159 + - - - + - +
19 163 + - - - + - +

20 165 + + + + + + +
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Continuagdo do Anexo H

Ne. Ne. Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene
seq. ident. aaiC aatA aggR pet pic aap astA

21 166 + + ¥ . : N .
22 202 + + ¥ + + . .
23 218 + + ¥ N s - .
24 223 + . : s ; : N
25 226 + + + : . N .
26 228 + + ¥ + . . N
27 233 + . : + . : "
28 255 + + + : . N .
29 279 + i : : N N .
30 300 + + + : N N .
31 317 + . : : . i .
32 319 + . : : + . .
33 325 + i : : N ] .

34 337 + - . . " : "
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ANEXO | — Distribuicdo dos genes codificadores de fatores de viruléncia aggR, pet,
pic, aap e astA entre as amostras positivas para EAEC provenientes de criancas do

grupo dos controles.

Ne. Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene

N$€d-  ident. aaiC aatA aggR pet pic  aap  astA
1 14 + - - . + i *
5 26 N ] : : . + .
3 29 N ] . : . + .
4 32 N ] : : . + .
5 35 N ] : : . + .
6 75 + - - - + i *
7 87 + + * - ¥ ; ¥
8 89 + + + ] * * *
9 96 + - : * * ] *
10 99 + + ¥ + + + +
11 107 + - - - + . +
12 117 + + + - + + +
13 125 + + + - ¥ ] *
14 135 + + - ) ¥ ¥ *
15 158 + + - ) ¥ ¥ *
16 176 + + + - ¥ * ¥
17 193 + - ; - ¥ ] ¥
18 201 + + + ) * * *
19 205 - + + * ¥ * ¥

20 212 + - - + + - +
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Continuagao do Anexo |

Ne. Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene

NS89 ident. aaiC aatA aggR pet  pic  aap  astA
21 234 + + + - * * ¥
22 245 + - - - + - *
23 251 + - - + + * *
24 256 + - - - * ) *
25 259 + + + - * * *
26 264 + + + + * ) *
27 278 - + - - * *

28 282 - + + + *

29 298 - + + - * *

30 311 + - - - - ; *
31 320 + + + - + * *
32 322 + + + - + * *
33 323 + - - - + - *

34 340 + + + - + + +
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ANEXO J - RESUMOS EM CONGRESSOS

Lima, I. F. N.; Quetz, J. da S.; Havt, A.; Mota, R. M. S.; Nataro, J. P.; Guerrant,
R. L.; Lima, A. A. M. Prevalence of enteroaggregative Escherichia coli (EAEC)
and its virulence-related genes in stool samples from Northeastern Brazil using
molecular diagnostic method. 1° Simpdsio Internacional de Microbiologia
Clinica, Gramado, Rio Grande do Sul, 2008. Disponivel em CD-Rom.
Apresentacao em péster.

Quetz, J. da S.; Lima, I. F. N.; Havt, A.; Mota, R. M. S.; Guerrant, R. L.; Lima, A.
A. M. Campylobacter jejuni identification by PCR and ELISA, and its correlation
with nutritional parameters in children from Northeast of Brazil. In: 1°. Simpésio
Internacional de Microbiologia Clinica, Gramado, Rio Grande do Sul, 2008.
Disponivel em CD-Rom. Apresentacao em péster.

Havt, A.; Quetz, J. da S.; Lima, I. F. N.; Mota, R. M. S.; Guerrant, R. L.; Lima, A.
A. M. Evaluation of retinol supplementation on nutritional status, intestinal barrier
function and cytokines concentrations in stool samples of children in the
Northeast of Brazil. In: XVIII Congreso de la Asociacion Latinoamericana de
Farmacologia, Il Congreso Iberoamericano de Farmacologia, XXX Reunion
Anual de La Sociedad de Farmacologia de Chile, XXIII Reuniéon Anual de La
Sociedad Chilena de Ciencias Fisiolégicas, Coquimbo, Chile, 2008. p. 111.
Apresentacao em péster.

Lima, I. F. N.; Quetz, J. da S.; Havt, A.; Guerrant, R. L.; Lima, A. A. M. Detection
of fecal pro- and anti-inflammatory cytokines in children with diarrheal diseases
from Northeast of Brazil. In: XVIIl Congreso de la Asociacion Latinoamericana
de Farmacologia, Ill Congreso Iberoamericano de Farmacologia, XXX Reunién
Anual de La Sociedad de Farmacologia de Chile, XXIII Reuniéon Anual de La
Sociedad Chilena de Ciencias Fisiolégicas, Coquimbo, Chile, 2008. p. 115.
Apresentacao em péster.

Havt, A.; Lima, I. F. N., Quetz, Carvalho, E. B., Berkley, L.; Sheikh, J.; Nataro, J.
P.; Guerrant, R. L.; Lima, A. A. Multiplex PCR assay for Escherichia coli
diagnosis using DNA extracted from stool samples. In: 20th International
Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Fortaleza, Ceara, 2008.
p. 98. Apresentacado em péster.

Lima, A. A. M.; Lima, I. F. N.; Carvalho, E. B.; Lima, N. L.; Oria, R. B.; Guerrant,
R. L. Evaluation of glutamine, arginine and zinc serum concentrations with
intestinal barrier function, inflammation and growth: a cross-sectional study in
children from Northeast of Brazil. In: World Congress of Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (WCPGHAN), Foz do lIguacu,
Parana, 2008. p. 25. Apresentacao em poster.

Havt, A.; Lima, I. F. N.; Quetz, J. S.; Nataro, J. P.; Guerrant, R. L.; Lima, A. A. M.
Evaluation of primers to detect the virulence genes aggR, aap and aaiC from
enteroaggregative E. coli using real time PCR. In: World Congress of Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (WCPGHAN), Foz do Iguacu,
Parana, 2008. p. 26. Apresentacao em pdster.
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Lima, A. A. M.; Lima, I. F. N.; Quetz, J. S.; Binda, A. H.; Carvalho, E. B.; Lima, N.
L.; Orid, R. B.; Guerrant, R. L. Evaluation of glutamine, arginine and zinc serum
concentrations with intestinal barrier function, inflammation and growth in children
from Northeast of Brazil. In: DMID International Research in Infectious Diseases
Annual Meeting, Bethesda, Maryland, 2008. p. 12. Apresentagao oral.

Havt, A.; Lima, I. F. N.; Quetz, J. S.; Nataro, J. P.; Guerrant, R. L.; Lima, A. A. M.
Evaluation of primers to detect the virulence genes aggR, aap and aaiC from
enteroaggregative E. coli using real time PCR. In: DMID International Research
in Infectious Diseases Annual Meeting, Bethesda, Maryland, 2008. p. 39.
Apresentacao em péster.

Aguiar, C. V.; Lima, I. F. N.; Vieira, C. M. G.; Lima, A. A. M.; Pinkerton, R. ;
Oria,Rr. B.; Guerrant, R. ApoE deficiency causes behavioral and intestinal barrier
impact in malnourished ApoE knock-out mice. In: XXI Reunidao Anual da
Federacao de Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE), Aguas de Lindoia,
Sao Paulo, 2006. p. 63. Apresentagdo em péster.

Siqueira, F. J. W. S.; Maciel, J. G.; Aguiar, C. V.; Brito, J. R. M.; Lima, I. F. N.;
Lima, A. A. M.; Braga Neto, M. B.; Brito, G. A. C.; Oria, R. B. Efeito da glutamina
e alanil-glutamina nas alteragbes da barreira morfofuncional intestinal em
camundongos tratados com antiretrovirais. In: XXI Reunido Anual da Federagao
de Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE), Aguas de Linddia, Sdo Paulo,
2006. p. 63. Apresentacao em poster.

Lima, I. F. N.; Maciel, J. G.; Aguiar, C. V.; Siqueira, F. J. W. S.; Braga Neto, M.
B.; Maciel, A. A. F. L.; Brito, G. A. C.; Oria, R. B.; Lima, A. A. M. Modulagao da
alanil-glutamina nas alterag6es induzidas por nelfinavir na migracao de células
intestinais in vitro enabarreira morfofuncional intestinal in vivo em camundongos.
In: XXI Reuniao Anual da Federagado de Sociedades de Biologia Experimental
(FeSBE), Aguas de Linddia, Sdo Paulo, 2006. p. 114. Apresentagdo em poster.

Maciel, A. A. F. L.; Braga Neto, M. B.; Castro, I. C.; Maciel, J. G.; Lima, I. F. N.;
Lucena, H. B. M.; Carvalho, E. B.; Brito, G. A. C.; Oria, R. B.; Lima, A. A. M.
Modulagdo do retinol na apoptose e necrose induzida pela toxina A do
Clostridium difficile em células intestinais epiteliais. In: XXI Reunido Anual da
Federacao de Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE), Aguas de Lindbia,
Sao Paulo, 2006. p. 114. Apresentacao em péster.

Maciel, A. A. F. L.; Braga Neto, M. B.; Castro, I. C.; Oliveira, B. B.; Lima, I. F. N.;
Lucena, H. B. M.; Carvalho, E. B.; Oria, R. B.; Lima, A. A. M. Retinol estimula a
migragdo e protege a inibicdo da proliferacdo induzida pela toxina A do
Clostridium difficile em células epiteliais intestinais de ratos. In: XXI Reunido
Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE), Aguas
de Lindoia, Sao Paulo, 2006. p. 114. Apresentacao em péster.
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ANEXO K — ARTIGOS CIENTIFICOS EM PREPARAGCAO

1. Diagnostic of enteropathogens by direct DNA extraction and PCR from human
stool samples.

2. New multiplex PCR method for the detection of enteroaggregative,
enteropathogenic and enterotoxigenic Escherichia coli from stool samples.

3. Direct detection of enteroaggregative Escherichia coliin human feces by Real-
Time PCR.

4. Prevalence and distribution of virulence genes among strains of
enteroaggregative Escherichia coli isolated from children in Northeastern
Brazil.

5. A case-control study of enteroaggregative Escherichia coli infection in
Brazilian children.
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ANEXO L - PROJETOS DE PESQUISA APROVADOS

1. Titulo do Projeto: Predisposicao genética e seu impacto na deficiéncia mental e
intervengdo com micronutrientes em criangas com diarréia e desnutricdo no
Nordeste do Brasil.

Fonte Financiadora: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq)

Periodo: 2006-2008

Funcao: Pesquisadora

2. Titulo do Projeto: Escherichia coli enteroagregativa, Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. em Fortaleza, Ceara, Brasil: genes de viruléncia e polimorfismo
genético de mediadores pro-inflamatorios.

Fonte Financiadora: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq)

Periodo: 2007-2009

Funcao: Pesquisadora

3. Titulo do Projeto: Evaluation of a diagnostic enteric card for management of
diarrhea in a clinical site in Fortaleza, Brazil.
Fonte Financiadora: National Institutes of Health (NIH)
Periodo: 2007-2008
Funcao: Pesquisadora

4. Titulo do Projeto: Estudo da etiologia de diarréia infanti no Semi-Arido
Brasileiro.
Fonte Financiadora: Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP)
Periodo: 2009-2012
Funcao: Pesquisadora

5. Titulo do Projeto: Etiology, risk factors and interactions of enteric infections and
malnutrition and the consequences for child health and development.
Fonte Financiadora: Foundation for the National Institutes of Health (FNIH)
Periodo: 2009-2014
Funcao: Pesquisadora



