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RESUMO

Introducéo: Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é uma das principais causas de diarreia
em criangcas de paises em desenvolvimento e apresentaalta taxa de variabilidade genética.
Objetivo: caracterizar a distribuicdo dos genes relacionados a viruléncia de EPEC e copatdgenos
em associacdo com déficit fisico, enteropatia, diarreia e deficiéncia de micronutrientes em
criangas residentes na cidade de Fortaleza-CE. Material e Métodos: um estudo caso-controle de
desnutricdo foi realizado em 402 criancas de 6-24 meses de idade na cidade de Fortaleza,
CE/Brasil. Este estudo fez parte de um estudo multicéntrico intitulado “Etiologia, Fatores de
Risco e Interacbes de InfeccBes Entéricas e Desnutricdo e as Consequéncias para a Salde
Infantil”, ou estudo MAL-ED. Os casos foram definidos como criangas desnutridas através do
indice de escore Z de baixo peso para idade (WAZ <-2) e os controles foram definidos como
criangas nutridas pelo escore Z (WAZ > -1) de baixo peso para idade. Amostras dessas criangas
foram coletadas e os dados antropométricos e epidemioldgicos foram identificados de cada
crianga. Foir ealizada extracdo de DNA bacteriano oriundas de amostras fecais de 402 criancas,
no periodo de agosto de 2010 a maio de 2013. A deteccdo de EPEC foi realizada através de PCR
multiplex, por meio dos genes eaeA e bfpA. Uma ampla avaliacdo molecular de enteropatégenos
foi realizada, e as criancas positivas para EPEC foram investigadas para 18 genes de viruléncia
(VGRs) usando cinco painéis de PCRs multiplex. Resultados: EPEC foi detectada em 30.3% da
populacdo do estudo, com proporgdes semelhantes entre casos e controles. InfeccGes por aEPEC
apresentaram maior prevaléncia 67.2% (82/122). Criancas infectadas com EPEC mostraram
valores de WHZ significativamente mais baixos do que criancas sem infeccdo por EPEC
(p=0.0495). O gene de viruléncia espD, um translocador de proteinas do T3SS, foi associado
(p=0.0001) a desnutricdo em criancas positivas para EPEC. Os genes espD, nleBe ler (p= 0.0001;
p=0.0004; p=0.0018), foram associados a criancas positivas para aEPEC. Campylobacter spp. Foi
associada ao grupo caso em crian¢as com EPEC por uma analise univariada (p=0.0290; OR=0.22;
1C95%=0.05-0.082). A presenca dos biomarcadores MPO (p=0.0078) e CD14s (p=0.0001) foram
associados ao grupo controle. Conclusdo: aEPEC apresentou uma elevada prevaléncia; EPEC
apresentou uma diminuicdo em HAZ comparado com criancas sem infec¢do; Coinfecgdo de
Campylobacter ssp. foi associada com desnutricéo.

Palavras-chave: Escherichia coli. Desnutri¢do. Viruléncia. Diarreia.



ABSTRACT

Introduction: Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is one of the main causes of diarrhea in
children in developing countries and has a high rate of genetic variability. Objective: to
characterize the distribution of genes related to EPEC virulence and copathogens in association
with physical deficit, enteropathy, diarrhea and micronutrient deficiency in children living in the
city of Fortaleza-CE. Material and Methods: a case-control study of malnutrition was carried out
in 402 children aged 6-24 months in the city of Fortaleza, CE/Brazil. This study was part of a
multicenter study entitled “Etiology, Risk Factors and Interactions of Enteric Infections and
Malnutrition and the Consequences for Child Health”, or the MAL-ED study. Cases were defined
as malnourished children using the underweight-for-age Z-score index (WAZ <-2) and controls
were defined as nourished children using the underweight-for-age Z-score (WAZ > -1) index.
Samples from these children were collected and anthropometric and epidemiological data were
identified for each child. Bacterial DNA extraction from fecal samples of 402 children was
performed, from August 2010 to May 2013. EPEC detection was performed using multiplex PCR,
using the eaeA and bfpA genes. A comprehensive molecular evaluation of enteropathogens was
performed, and EPEC-positive children were investigated for 18 virulence genes (VGRs) using
five panels of multiplex PCRs. Results: EPEC was detected in 30.3% of the study population,
with similar proportions between cases and controls. aEPEC infections had a higher prevalence
67.2% (82/122). Children infected with EPEC showed significantly lower WHZ values than
children without EPEC infection (p=0.0495). The espD virulence gene, a T3SS protein
translocator, was associated (p=0.0001) with malnutrition in EPEC-positive children. The genes
espD, nleBe ler (p=0.0001; p=0.0004; p=0.0018), were associated with aEPEC-positive children.
Campylobacter spp. It was associated with the case group in children with EPEC by a univariate
analysis (p=0.0290; OR=0.22; 95%CI=0.05-0.082). The presence of biomarkers MPO
(p=0.0078) and CD14s (p=0.0001) were associated with the control group. Conclusion: aEPEC
had a high prevalence; EPEC showed a decrease in HAZ compared to children without infection;
Coinfection of Campylobacter ssp. was associated with malnutrition.

Keywords: Escherichia coli. Malnutrition. Virulence. Diarreia.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes entéricas sdo de grande importancia para a satde publica mundial,
caracterizando-se pela ruptura da barreira intestinal a partir da acdo de bactérias, virus ou
parasitas, e estima-se que um terco das criancas de paises em desenvolvimento é
acometido por infeccOes entéricas, com ou sem eventos diarréicos envolvidos
(GUERRANT et al., 2013). Quando associadas a eventos diarreicos, € considerada a
segunda causa de morte em criancas abaixo de cinco anos em todo o mundo (LAMBERT]I
etal., 2012).

Um importante fator de risco para a ocorréncia de diarreias infecciosas € a
desnutricdo, devido ao comprometimento dos mecanismos de defesa imunoldgica. Em
contrapartida, infecgbes entéricas persistentes podem prejudicar a capacidade absortiva
do individuo, levando a um quadro de desnutricdo. Dessa forma, é desencadeado o que
alguns autores referem como ciclo vicioso diarreia-desnutricdo (MOOREzet al., 2010;
GUERRANT, 2001).

As relagdes causais entre infecdo e desnutricdo foram confirmadas em modelos
animais, onde infecgdes entéricas com patégenos como Cryptosporidium ou Escherichia
coli enteroagregativa causam enteoropatia e crescimento retardado. Este ciclo vicioso €
frequentemente relacionado a disfuncdo entérica ambiental, condicdo caracterizada por
um conjunto de alteracdes inespecificas do intestino delgado sem manifestacGes clinicas
evidentes, que afetam criangas provenientes de familias com baixo nivel socioeconémico
com elevada taxa de contaminagdo ambiental, auséncia de saneamento basico, ingestdo
alimentar deficiente e desmame precoce (FAGUNDES-NETO et al., 2003;
GUERRANTet al., 2013). Neste contexto, emerge também a necessidade da mudanca do
tipo de problema a ser investigado. Em vez de focar atencédo para diarreia, a colonizacéo
intestinal por patdégenos parece causar danos silenciosos, por vezes assintomaticos, até
pouco tempo ndo desvendados (BARTELT et al., 2013).

O impacto a longo prazo das doengas diarreicas e infec¢bes entéricas na populacdo
infantil tem sido cada vez mais investigado. Varios estudos tém mostrado uma
contribuicdo importante do microbioma intestinal para as consequéncias das infeccdes
entéricas e desnutricdo (BLANTON et al., 2016; LINDSAY et al., 2105; MILLION et
al., 2017). A ocorréncia de diarreias persistentes e algumas infec¢bes entéricas

assintomaticas nos primeiros anos de vida podem prejudicar o crescimento da
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crianca, bem como o seu desenvolvimento fisico e cognitivo. (BERKAMAN, 2002;
NIEHAUS, 2002; FISCHER,2012). Estudos sugerem ainda que criangas com
crescimento prejudicado e repetidas infecces entéricas sdo mais propicias a desenvolver
obesidade e comorbidades cardiovasculares (DEBOERet al., 2012; GUERRANT et al,
2013). Ainda, doencas diarreicas geram uma elevada demanda sobre os servicos
ambulatoriais e, secundariamente, sobrecarregando a rede hospitalar (VASCONCELOS
et al., 2008). Neste sentido, 0 impacto econémico destas condigdes é aparentemente
negligenciado (BARTELT et al., 2013).

Neste contexto, o projeto internacional multicéntrico “Etiologia, Fatores de Risco
e InteracBes de InfeccBes Entéricas e Desnutricdo, e as Consequéncias para a Saude
Infantil: Um consoércio global para o estudo da Desnutricdo e Doengas Entéricas™ (do
inglés “Etiology, Risk Factors, and Interactions of Enteric Infections and Malnutrition
and the Consequences for Child Health; A Global Consortium for the Study of
Malnutrition and Enteric Diseases, MAL-ED”) foi desenvolvido com o objetivo de
investigar efeitos da desnutricdo, infeccéo entérica e mecanismos associados no impacto
do desenvolvimento infantil fisico, cognitivo e imunoldgico (Investigadores do MAL-ED
etal., 2014).

Considerando a importancia da EPEC na etiologia das infecgdes entéricas e a
necessidade de elucidar o impacto deste patégeno em criangas com quadro clinico nao
relacionado a diarreia moderada a severa, foram necessarios estudos de associacdo de
determinantes genéticos com dados clinicos, laboratoriais e epidemioldgicos a fim nestas

populagdes.

A coincidéncia de Efeitos relacionados a desnutricdo infantil, inflamacéo
intestinal e infecgdes entéricas com ou sem eventos diarreicos por varios micro-
organismos pode ser avaliada de forma mais direcionada aos patégenos EPEC tipica e
EPEC atipica.

Tendo em vista o papel da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) nas doencas
diarreicas na populacdo infantil, torna-se de fundamental importancia do estudo desse
patdgeno. Este trabalho teve como base determiner as sociagcBes entre determinants
genéticos de EPEC emcriangas do estudo MAL-ED, assim como avaliar o impacto da

infeccdo por EPEC em criancas nutridas e desnutridas e investigar a importancia de
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alguns fatores de viruléncia na inducdo da desnutricdo de EPEC, ajudando a entender o

curso da infeccdo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESNUTRICAO INFANTIL: Impacto no mundo e no Brasil

A nutricdo é um fator importante para uma boa salde. Nos paises em
desenvolvimento, a desnutricdo infantil € o principal problema de saude publica e uma
das principais causas de morbidade e mortalidade infantil. Para a desnutri¢do, as criangas
com menos de cinco anos de idade sdo as mais vulneraveis, cerca de 150 milhdes de
criancas menores de cinco anos de idade tém baixo peso para a sua idade. A Organizacgédo
Mundial de Saude (OMS) estima-se que cerca de 20 milhdes de criancas nascem com
baixo peso a cada ano (BLACK et al., 2013; OMS, 2000). A desnutri¢cdo nas primeiras
fases da vida pode aumentar o risco de infeccdes, juntamente com a diminuicdo do
desenvolvimento mental e cognitivo. O efeito da desnutricdo infantil € duradouro e vai
além da infancia. A desnutricdo durante a idade precoce diminui o desempenho
educacional e a produtividade do trabalho e aumenta o risco de doencas cronicas na idade
avancada (BLACK et al., 2013; OMS, 2013).

No Brasil, a analise no Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional do
Ministério da Saude revela que, em 2013, as taxas de desnutri¢do aguda e crbnica estavam
estimadas em 4,71% e 10,8%, respectivamente. No entanto, a distribuicdo da desnutricdo
apresenta diferencasa regionais, onde o Norte e Nordeste apresentam as maiores
prevaléncias (BRASIL, 2014).

A desnutricdo infantil persistente € considerada parte de um ciclo vicioso de
infeccOes recorrentes, com ou sem diarreia, tem sido associado a diversas consequéncias
negativas ao desenvolvimento humano, como, retardo no crescimento, prejuizo cognitivo
e na capacidade absortiva intestinal, comprometendo os mecanismos imunoldgicos e
agravando a progressdo da doenca (GUERRANT et al., 2013; KAU et al., 2011).
Algumas alteracdes na microbiota intestinal que podem impactar ou ser impactadas por
respostas imunes, infeccdo e estado nutricional foram reconhecidas como parte do ciclo

vicioso (Figura 1).
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Figura 1-Ciclo vicioso envolvendo diarreia e desnutricao.
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Fonte: Adaptado de Guerrant, R. L., et al., Nutrition Reviews. 2008 Sep; 66(9): 487-505.

Infecgdes enteropatogénicas repetidas ou infec¢des subclinicas podem danificar o
intestino e produzir uma condigdo que alguns pesquisadores tém chamado de “Disfungéo
Entérica Ambiental” caracterizada por um conjunto de alteracdes morfoldgicas e
funcionais do intestino delgado, sem manifestacdes clinicas evidentes, em individuos
guem vivem em situacdo de risco com alta contaminacdo ambiental por enteropatogenos,
auséncia de saneamento basico, desmame precoce e deficiéncia alimentar (HARPER et
al., 2018).

Os sinais mais comuns de desnutri¢do infantil s&o os sinais clinicos e as medidas
antropométricas. Em criangas, o estado nutricional é medido por escores Z, que
incorporam medidas antropométricas de altura/comprimento e/ ou peso, de acordo com
os Padrdes de Crescimento Infantil da Organizagdo Mundial da Saude. A desnutrigcdo
infantil é classificada como aguda ou cronica. A aguda ou de baixo peso (do inglés,
wasting) é definida por escores Z de baixo peso para altura (WHZ) e é dividida em

moderada, com escores de WHZ entre dois e trés desvios padrdo abaixo da mediana (> -
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2 a 3) e grave, com medidas WHZ > -3. Enquanto a desnutri¢cdo crénica ou nanismo (do
inglés, stunting) é definida por escores Z (HAZ) de altura para a idade> -2, resultante de
uma condigdo subdtima de saude e/ou nutricdo. Em contrapartida, a subnutricdo é
definida com o indice de baixo peso para idade (WAZ), ou seja, € influenciado tanto pelo
indice WHZ como pelo indice HAZ, culminando numa interpretacdo complexa (Tabela
1) (ACF, 2010; OMS, 2017).

Tabela 1. Escores-Z antropomeétricos utilizados para avaliar o estado nutricional.

indices Diagnostico Percentil Escore Z % déficit de

antropométricos nutricional mediana

Altura / Idade

| Desnutrigdo HAP HAZ HAM
(“height-for-age”) crénica
(“stunted”)
Peso / Idade Déficit ponderal WAP WAZ WAM
(“weight-for-age”) isolado

(“underweight”)

(“weight-for-height”)

Peso/ Altura -
Desnutricdo aguda WHP WHZ WHM

(“wasted”)

2.2 Escherichia coli

A bacteria Escherichia coli € um bacilo Gram negativo, positivos para producéao
de indol, anaerdbio facultativo, portanto capaz de crescer em aerobiose e anaerobiose,
preferencialmente a 37°C, geralmente isolado a partir de amostras fecais por
plagueamento em meios seletivos e diferenciais, como, por exemplo, o 4gar MacConkey,
onde crescem coldnias de coloracdo rosa, indicando fermentagdo da lactose), oxidase
negativa e apresenta cepas movies (CROXEN et al., 2010). E um membro da familia
Enterobacteriaceae, género Escherichia tendo sido descrita pela primeira vez por

Theodore Escherichem 1885, que a denominou de Bacterium coli commune, indicando a
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ocorréncia universal desta bactéria no intestino de individuos saudaveis (NATARO;
KAPER, 1998; RODRIGUEZ-ANGELEZ, 2002; VIDAL et al., 2007).

Ainda que seja considerado um habitat natural da flora intestinal, algumas cepas
de E. coli tem conquistador fatores de viruléncia especificos que lhes conferem a
capacidade de se adaptar a novos nichos e se tornar um patégeno altamente adaptado
capaz de causar um amplo espectro de doencas, desde gastro enterite, infecgdes extra
intestinais do tratourinario, corrente sanguinea e sistema nervoso central (KAPER et al.,
2004; CROXEN; FINLAY, 2010; TORRES, 2010).

A figura 2 mostra a contribuicdo de elementos genéticos méveis para a evolugéo de E.
coli patogénica. Fatores de viruléncia de E. coli podem ser codificado por véarios
elementos genéticos moveis, incluindo transposons, enterotoxina estavel ao calor,
plasmideos, enterotoxina termo labil e fatores de invasdo, bacteriofago e ilhas de
patogenicidade. O locus de apagamento (LEE) de EPEC/EHEC e de outras E. coli
também podem sofrer delecOes resultando em “buracos negros”, pontos de mutagdes ou
outros rearranjos de DNA que podem contribuir para a viruléncia. Essas adicOes, delecdes
e outros alteracdes genéticas podem dar origem a formas patogénicas de E. coli capazes
de causar diarreia (EPEC, EHEC, EAEC e DAEC), disenteria (EIEC), syndrome
hemolitico-urémica (EHEC), infec¢bes do tratourinario (UPEC) e meningite (MNEC)
(KAPER et al., 2004; CROXEN; FINLAY, 2010; TORRES, 2010).
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Figura 2— Contribuicdo dos elementos genéticos moveis para evolugdo de E. coli
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Diarreia PAILEE iy Shiga toxina Infecgio do trato urindrio
I |
Sindrome hemolitica urémica

Fonte: (Adaptado de KAPER et al., 2004, v.2, p.134)

Enterotoxina ST

Com base nos sintomas e fatores de viruléncia especificos, Escherichia coli
diarreiogénicas sao classificadas em seis categorias: Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC), Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), Escherichia coli enterohemoragica
(EHEC) ou Escherichia coli produtora de toxinashiga (STEC), Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e Escherichia coli
difusamente aderente (DAEC) (CROXEN; FINLAY, 2013). Esta classificacdo tem por
base 0s mecanismos de patogenicidade, syndromes clinicas, caracteristicas
epidemioldgicas e interacdo com linhagens celulares (NATARO; KAPER, 1998).

As Escherichia coli diarreiogénicas (ECD) apresentam-se como um dos principais
agentes infecciosos nos casos de diarreia e desnutricdo infantil (ALI et al., 2014;
ROGAWSKI et al., 2017; TANIUCHI et al., 2013).

Nos proximos tdpicos serdo abordados temas relacionados a EPEC, incluindo o

historico da descricdo da bactéria e de sua associacdo com o desenvolvimento de diarreia,
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epidemiologia, o papel dos fatores de viruléncia descritos, fisiopatologia, diagnostico e

caracterizagdo das cepas.

2.3 Escherichia colienteropatogénica (EPEC)

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é uma das principais causas de diarreia
infantil e em paises em desenvolvimento, foi descrita, pela primeira vez em 1955, quando
uma série de cepas de E. coli, epidemiologicamente associadas a surtos nas décadas de
1940 e 1950, foram descritas (NETER et al., 1955).

Um fendtipo caracteristico da EPEC é a inducdo de uma histopatologia distinta
conhecida como lesdo de insercdo e apagamento (A / E), que é caracterizada pelo
apagamento das microvilosidades intestinais e a adesdo intima da bactéria a superficie
epitelial do hospedeiro (NATARO et al., 1998).

2.3.1 Definicdo, classificacéo e diagnostico

EPEC foi inicialmente classificada com base na sua identificacdo por meio de
testes sorolégicos dos antigenos O e H e que se associou com o0s casos de diarreia infantil,
recebendo este nome a fim de se diferenciar este tipo virulento de E. coli das cepas
comensais presents na microbiota humana (TRABULSI et al., 2002; VIDAL et al., 2007;
WONG et al., 2011; ARENAS-HERNANDEZ et al., 2012). Um fenotipo caracteristico
da EPEC ¢ a induc¢do de uma histopatologia distinta conhecida como lesdo de insercéo e
apagamento (A /E), que € caracterizada pelo apagamento das microvilosidades intestinais
e a adesdo intima da bactéria a superficie epitelial do hospedeiro (NATARO et al., 1998).
Apds entrar no trato gastrointestinal, a EPEC adere a mucosa do intestine delgado e grosso
e pelo menos trés etapas para a patogénese foram descritas (OCHOA et al., 2008).As
cepas de EPEC sédo capazes de produzir esta lesdo A/E devido a determinantes especificos
de viruléncia codificados por um plasmideo denominado “EPEC Adherence Factor”
(EAF) e por um ailha de patogenicidade cromossomal chamada de “Locus of Enterocyte
Effacement” (LEE) (ARENAS-HERNANDEZ et al., 2012; CROXEN; FINLAY, 2010;
DEAN et al., 2005; NATARO; KAPER, 1998).

Neste contexto, o diagndstico de EPEC tem se baseado em técnicas moleculares
que investiguem a presenca de gene eaeA (codificador da adesina intimina), sendo

classificadas como EPEC tipica ou atipica pela presence ou auséncia do gene bfpA



28

(codificador da pili formadora de feixe), respectivamente (DONNENBERG et al., 2013).
Esta classificagdo € inicialmente baseada na presenca do plasmideo EAF (fator de adesdo
EPEC) (pEAF) (TRABULSI et al., 2002). O gene bfpA é um locu importante codificado
no plasmideo, com o bfpA codificando o pilus formador de feixe tipo IV, que promove a
formacéo de mricocoldnia bacteriana (BIEBER et al., 1998). As cepas de tEPEC sdo mais
homogéneas em seus tragos de viruléncia do que aEPEC.

A maioria das cepas tipicas produzem os fatores de viruléncia codificados pela
regido LEE e pelo plasmideo EAF (TRABULSI et al., 2002). aEPEC pode possuir toxina
estavel ao calor e outros fatores de viruléncia ndo codificados no LEE, como uma
hemolisina (TRABULSI et al., 2002). EPEC pretence a sorotipos O:H especificos e pelo
menos treze grupos O sdo representativos dessas cepas: 026, 039, 055, 086, 088, 0103,
0111, 0114, 0119, Ol125ac, 0126, 0127, O128ab, 0142, 0145, 0157 e 0158
(TOZZOLI et al., 2014). Algumas cepas de aEPEC estdo mais intimamente relacionadas
a E. coli produtora de toxina Shiga, em suas caracteristicas genéticas e propriedades de
viruléncia. As cepas de tEPEC e aEPEC tambem tém padrdes de aderéncia diferentes.
Enquanto cepas de tEPECexibem o padrdo de aderéncia localizado, as cepas de aEPEC
podem produzir uma aderéncia do tipo localizada, uma aderéncia difusa ou um padréo de
aderéncia agregativo (TRABULSI et al., 2002). As tEPEC sé&o raramente encontradas em
animais e oshumanos sdo o principal reservatorio, enquanto aEPEC esta presente em
animais saudaveis e doentes e em humanos (HERNANDES et al., 2009; TRABULSI et
al., 2002).

Os casos de diarreia causados por EPEC variam de infec¢des subclinicas a fatais
(TORRES et al., 2010). As cepas de tEPEC podem causar diarreia secretora abudante
com muco e perdas significativas de agua e eletrolitos nas fezes (ARENAS-
HERNANDEZ et al., 2012). Além disso, aEPEC pode levar a grave ma absorcdo de
nutrientes, que evolui para o agravamento nutricional e persisténcia da diarreia
(FAGUNDES-NETO et al., 2000). Para aEPEC, o papel como patégeno diarreiogénico
em doengas ainda é controverso. Acredita-se que a patogenicidade de aEPEC possa estar
relacionada aos sorotipos (GOMES et al., 2010).

2.3.2 Epidemiologia
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Estima-se que a EPEC seja reponsavel por 5 a 10% das diarreias infantis em paises
em desenvolvimento, como Brasil, Chile, Peru e Ird (OCHOA et al., 2008). Por muitos
anos, tEPEC foi considerada fortemente associada a diarreia infantil em paises em
desenvolvimento. Em varios estudos, tEPEC foi considerada a principal causa de diarreia
endemica em criangas com menos de um ano de idade e foram consideradas raras em
paises industrializados, onde aEPEC parecia ser uma causa maisimportante de diarreia
(AFSETet al., 2003; TRABULSIet al., 2002). A frequéncia da infeccdo por tEPEC
diminui com o aumento da faixa etaria e os adultos raramente apresentam episodios
diarreicos (OCHOA et al., 2008). Isso pode ser devido ao desenvolvimento da imunidade
ou a perda de receptores que interagem com algumas adesinas especificas. Embora as
cepas de tEPEC fossem o0s principais agentes de diarreia aguda em criancgas até a década
de 1990, ha um declinio em muitos paises (TRABULSI et al., 2002).

O estudo Global Enteric Multicenter (GEMS) foi um estudo de caso-controle de
base populacional incluindo sete paises na Africa e na Asia com o objetivo de identificar
a etiologia, a carga e a mortalidade por diarreia aguda, moderada e grave em criangas com
menos de cinco anos de idade (KOTLOFF et al., 2013). Na maioria dos locais de estudo
do GEMS, as cepas de tEPEC ndo estavam entre 0s principais patdgenos que causam
diarreia aguda, moderada e grave. As raz0es para a reducao dos casos ndo saoc onhecidas,
mas podem ser decorrentes de melhorias nas medidas de satde publica como: condigdes
sanitarias, intervencdes ativas, terapia e controle de infec¢des hospitalares (TOZZOLI et
al., 2014; TRABULSI et al., 2008). No entanto, a infeccdo por tEPEC parece estar
associada a um risco 2,8 vezes maior de morte entre criancas de 0-11 meses (KOTLOFF
etal., 2013).

Estudos sugerem que aEPEC sdo mais prevalentes do que tEPEC em ambos 0s
paises desenvolvidos e em desenvolvimento (OCHOA et al., 2012; SANTOS et al.,
2019). E foram consideradas raras em paises industrializados, onde aEPEC parecia ser
uma causa maisimportante de diarreia (AFSETet al., 2003; TRABULSIet al., 2002). No
geral aEPEC foram responsaveis por 78% de todos os casos de EPEC em criancas
menores de 5 anos de idade com diarreia (com base em um estudo) (OCHOA et al., 2008).

aEPEC continua sendo frequentemente detectada em paises em desenvolvimento
e paises industrializados até hoje (OCHOA et al., 2011). De modo frequente, aEPEC esta
associada a diarreia e em alguns paises superaram as infeccdes por tEPEC.

A distribuicdo dos agentes patogénicos no ambiente hospitalar representa 0s casos

mais graves. Neste contexto, EPEC foi a segunda causa mai scomum de diarreia depois
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de rotavirus (OCHOA et al., 2012). No entanto, ha variacGes regionais e temporais
importantes. Com base em um estudo, EPEC foi responsavel por 29,4% de diarreia em
criancas menores de 5 anos de idade (SANTOS et al., 2019).

Entretanto, ainda ha certa controvérsia sobre a patogenicidade desse micro-
organismo, pois alguns trabalhos ndo encontraram diferencas significativa na prevaléncia
desse patdégeno em criangas com ou sem diarreia (OCHOA; CONTRERAS, 2011;
RAJENDRAN et al., 2010).

Cada ano EPEC é responsavel por milhares de mortes em todo o mundo,
principalmente em lactentes e criancas jovens. Comparando-se 0s aspectos clinicos de
diarreia causada por EPEC contra outros agentes patogénicos, as crian¢as com EPEC sdo
mais propensas a deixar de responder a terapia de reidratacdo oral (TRO), tém intolerance
ao leite de vaca, necessitam de hospitalizacdo e desenvolvem diarreia persistente
(FAGUNDES-NETO; SCALETSKY, 2000).

2.3.3 Patogénese

EPEC induz uma lesdo histopatoldgica caracteristica conhecida por lesdo A/E, o
qual é caracterizado por uma ligacdo intima de bactérias a superficie epitelial e a
destruicdo do enterécito. A lesdo A/E se manifesta na destruicdo das microvilosidades
intestinais, adesdo intima e acentuada reorganizacdo das proteinas do citoesqueleto dos
enterdcitos, culminando no aparecimento de estruturas na forma de pedestais sobre as
quais a EPEC se encontra intimamente aderida (NATARO; KAPER, 1998). Existem trés
estagios na patogénese de EPEC (Figura3): Aderéncia inicial; Translocacao de proteinas
bacterianas e Fixa¢do bacteriana intima com a formacéo de pedestal (CHEN; FRANKEL,
2005; GARMENDIA et al., 2005; NATARO; KAPER, 1998; VALLANCE; FINLAY,
2001).

Figura 3 —Representacdo esquematica dos trés estagios de patogénese de EPEC.
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1)Aderéncia Localizada (mediada pelo BFP); 2) Transducdo de sinal (montagem do
TTSS e injecdo de proteinas efetoras); 3) Aderéncia intima (mediada pela interacéo entre
a intimina e seu receptor tir), que promovem alteragbes no citoesqueleto e o
estabelecimento da leséo A/E.

No primeiro estagio da patogénese, o contato inicial entre EPEC e a célula
hospedeira é mediado por fimbrias do tipo IV, expressas na superficie bacteriana e
denominadas bundle forming pili (BFP). Essas fimbrias promovem a formagao de micro
colbnias com aderéncia localizada em culturas de células epiteliais (GIRON; HO;
SCHOOLNIK, 1991). Os genes que codificam BFP estdo localizados no plasmideo EAF
(EPEC adherence factor) (BALDINI et al., 1983), que contém 14 genes (SOHEL et al.,
1996; STONE et al., 1996). O gene bfpA codifica a principal subunidade pili de BFP
(DONNENBERG et al., 1992). Nesta etapa, EPEC forma microcolonias compactas na
superficie das células devido ao BFP, que permite a ligacdo bactéria-bactéria (NATARO;
KAPER, 1998; CROXEN; FINLAY, 2013).

Ap0s a aderéncia inicial de EPEC ao enterocito, ocorre a montagem do T3SS, que
forma um poro na membrana da célula hospedeira para que ocorra a injecdo de varias
proteinas secretadas (espS) e a uma protein bacteriana translocada denominada Tir, no
citoplasma da célula hospedeira. O T3SS consiste em uma estrutura basal cilindrica que

abrange as duas membranas da célula bacteriana, e o peptidioglicano, ligado a uma agulha
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oca, seguido por filamentos (Figura4) (NATARO; KAPER, 1998; VALLANCE;
FINLAY, 2000; PIZARRO-CERDA; COSSART, 2006; WAGNER et al., 2010).

Figura 4 — Representacdo esquematica do Sistema de Secrecdo do Tipo IlI.
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Fonte: Adaptado de PIZARRO-CERDA & COSSART, 2006.

O terceiro e ultimo estéagio da infeccdo de EPEC é caracterizado pela Lesdo A/E,
que tem como caracteristica a aderéncia intima da bacteria na superficie do enterdcito,
devido a destruicdo das microvilosidades intestinais e formacdo de uma estrutura
semelhante a pedestal (Figura 5) (NATARO; KAPER, 1998; PIZARRO-CERDA;
COSSART, 2006; CROXEN; FINLAY, 2013; CLEMENTS et al., 2012). O fator que
participa da adesdo intima de EPEC com as células epiteliais é a intimina, produto do
gene eaeA, uma proteina de membrana externa de peso molecular igual a 94 kDa (JERSE;
KAPER, 1991). Esta protein liga-se ao receptor Tir (translocated intimin receptor),
também inserido por sistema de secre¢do do tipo Il (T3SS). O dominio citoplasmatico
de Tir interage com a proteina adaptadora Nck que sinaliza as moléculas N-WASP
(Proteina neural da sindrome de Wiskott-Aldrich) e o complexo Arp 2/3 (Proteinas
relacionadas a actina 2/3). Assim, o citoesqueleto de actina é reorganizado e resulta na
formacéo da estrutura de pedestal e da lesdo A/E (GRUENHEID et al., 2001).

Figura 5- Estagio da infeccdo por EPEC e ainteracdo entre intimina/Tir.
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Todo este mecanismo complexo de patogenicidade apresentado por EPEC
acarreta o desenvolvimento da doenca diarreica pela dramatic perda da atividade de
absorcdo pela microvilosidade, fato ocasionado devido a lesdo A/E causada pela bactéria,
levando o estabelecimento da diarreia devido a méa absorcéo dos nutrientes (AFSET et
al., 2003). No entanto, apesar do conhecimento sobre a diversidade de efeitos no qual
EPEC atua no hospedeiro, 0 mecanismo complete pelo qual esse patdégeno induz a diarreia
ainda n&o foi totalmente elucidado (LAPOINT; CONNOR; BURET, 2009).

2.3.4 Fatores de Viruléncia de EPEC

A viruléncia da EPEC depende principalmente do sistema de secre¢édo do tipo 3
(relacionadoaos genes esc e sep), capaz de liberar proteinas efetoras dentro das células
intestinais, alterando fungOes celulares que culminam na morte celular. Os genes
relacionados a viruléncia que contribuem para os mecanismos patobioldgicos da doenga
EPEC estdo localizados principalmente na ilha de patogenicidade denominada locus de
apagamento de enterécitos (LEE) (Figura 6). Genes localizados no LEE codificam
componentes estruturais de um aparelho de secrec¢éo-translocacgéo do tipo 111, fatores que

permitem a bacteria aderir intimamente as células epiteliais intestinais (genes eae e tir),
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proteinas segregadas e efetoras (genes espF, espG, espH, map e espZ) e proteinas
translocadoras (genes espA, espB e espD) os mais importantes descritos (OCHOA et al.,
2012). Além disso, outros genes nédo localizados no LEE também estdo envolvidos na
modulacdo dos principais processos celulares, incluindo a inibicdo de proteinas
endoplasmaticas (espl e nleA), sinalizacdo do reticulopro-inflamatorio (nleB, nleC, nleD
e nleE) e fagocitose (espJ e nleH) que favorecem a colonizagdo e doenca por EPEC
(DEAN et al., 2009; WONG et al., 2011). Neste contexto, hd uma complexa rede de
intense regulacdo transcricional deste aparato génico (FRANZIN et al., 2015). Estes
efetores sdo altamente conservados na lesdo A/E promovendo a aderéncia de bactérias e
de actina e rearranjos para alterar a funcdo de barreira epitelial e potencial de membrane
mitocondrial, entre outros eventos celulares (GARCIA-ANGULO et al., 2012).

Figura 6- Fatores de Viruléncia e suas func¢des na patobiologia da infec¢do por EPEC
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A figura 6 destaca alguns dos principais fatores de viruléncia de EPEC e suas
respectivas fungdes relacionadas a patobiologia da infeccdo por EPEC. O gene Ler é um
auto regulador negativo do locus de apagamento de enterocitos (LEE), no qual vérios
genes de viruléncia de EPEC sdo localizado, incluindo componentes do sistema de

secrecdo do tipo 111 (T3SS), sendo assim, Ler pode atenuar a viruléncia de cepas de EPEC;
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0 gene Map é uma protein efetora codificada por LEE que altera as fun¢Ges mitocondriais
das células; o gene cesT € um importante gene para o T3SS, o que facilita a colonizacdo
intestinal por EPEC; o gene espB é um componente do T3SS e induz a morte de celulas
imunes; o0 gene espP é um auto transportador de serina-protease que contribui para a

formacéo de biofilme e a modulacdo da defesa do hospedeiro.

Uma das grandes preocupacdes em relacdo a viruléncia de EPEC é devido ao forte
parentesco evolutivo com Escherichia coli enterohemorragica — EHEC, bacteria
zoonotica capaz de causar diarreia mais severa, devido a presenca da toxina Shiga. A
vigilancia ativa com investigacdo gendmica destas bactérias (EPEC e EHEC) séo
essenciais para entender a ecologia e patogénese associada (HARTLAND et al., 2013).

O T3SS, a intimina, e o Tir sdo determinants essenciais na adesdo intima do
patdgeno. Um processo que requer a insercdo Tir para a membrane plasmatica,
dependente de T3SS, para atuar como um receptor para a ligacdo bacteriana através da
interacdo da intimina (KENNY, 2002). No entanto, a interacdo Tir-intimina também
desencadeia cascatas de sinalizacdo que conduzem a respostas, incluindo a fosforilagéo
de fosfolipases do hospedeiro, e recrutamento de proteinas do citoesqueleto, beneficiando
a aderéncia bacteriana. Intimina também pode subverter processos celulares
independentemente de Tir (KENNY, 2002; DEAN et al, 2006; MA et al, 2006;
CAMPELLONE, 2010).

Map (protein mitocondrial), ndo tem como alvo apenas mitocndrias da célula
hospedeira, mas também contribui para a ruptura da funcdo da barreira das células
epiteliais, um processo associado a diarreia (MA et al., 2006).

Os genes efetores ndo-LEE-codificados (Nle) estdo agrupados em seis ilhas de
patogenicidade no genoma bacteriano. Os efetores Nle conhecidos sdo: NleA-H,
EspG2/0rf3, Cif, Espj e EspL. NleA (também chamado de Espl) € relato do como inibidor
de proteinas de secrecdo; EspJ inibe a fagocitose; NleE e NleH ativa proteinas da
imunidade inata (DENG et al, 2004; GARMENDIA et al, 2005; DEAN et al, 2009).

A capacidade das bactérias para administrar proteinas efetoras para células
hospedeiras é dependente da presenga de um sistema de translocacdo que compreende
filamentos que se estendem a partir da superficie bacteriana as membranas das células do
hospedeiro. Em EPEC, escF, espA, espB e espD sao hipoteticamente para formar este
aparelho de translocacdo das proteinas (LUO; DONNENBERG, 2006). O gene cesT €
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necessario para a secrecao eficiente de varios efetores do tipo 3 codificados dentro e fora
do LEE (THOMAS et al., 2005).

EspB é uma parte importante da maquinaria T3SS, contribuindo para ainjecéo de
varias proteinas efetoras no hospedeiro, e também induzir a morte cellular em células do
Sistema imunolégico (BAUMANN et al., 2018). E um fator de viruléncia essencial de
EPEC em seres humanos e em modelos animais (DENG et al., 2004). Juntamente com
espA, espD e espB forma o aparelho de translocagdo. Sem estas proteinas e sem a proteina
citoplasmatica espL, proteinas efetoras sdo secretadas mas ndo translocadas (LUO;
DONNENBERG, 2006). espA forma uma estrutura em forma de agulha que se projeta a
partir da superficies bacteriana a membrane plasmaética da célula hospedeira. Apds a
ligacdo bacteriana, espB e espD interagem na formagdo de poros na membrana do
hospedeiro (LUO et al, 2006).

Entre as muitas proteinas efetoras translocadas, Tir desempenha um papel critico
na ligacdo intima atraves da ligacdo a intimina proteina da membrana externa
(HARTLAND et al., 2013). Enquanto a interagdo intimina-Tir tem sido intensamente
estudada, nem todas as proteinas efetoras contribuem para a lesdo A/E e alteracdes do
citoesqueleto. Revelou-se que vérias proteinas efetoras desempenham um papel na
atenuacao da resposta inflamatéria (NEWTON et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

O sequenciamento de isolados de EPEC tem possibilitado um maior entendimento
da relacdo evolutiva destas cepas, caracterizando grupos gendmicos especificos (HAZEN
et al., 2013; HAZEN et al., 2014; RAJESWARI et al., 2015). Além disso, a grande
maioria dos estudos analisa isolados de EPEC em casos de diarreia moderada a severa,
principalmente associados a casos que necessitaram atendimento médico/hospitalar
(DONNENBERG et al., 2015), apontando a necessidade de estudos de associacdo de
determinants genéticos de cepas da comunidade, com diarreia leve, desnutricdo e

enteropatia prevalentes.

3. JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia da EPEC na etiologia das infec¢Oes entéricas e a
necessidade de elucidar o impacto deste patdogeno em criancas com quadro clinic de

desnutricdo ndo relacionado a diarreia moderada a severa, sdo necessaries estudos de



37

associacdo de determinants genéticos com dados clinicos, laboratoriais e
epidemioldgicos.

A coincidéncia de efeitos relacionados a desnutri¢éo infantil, inflamacéo intestinal
e infeccdes entéricas com ou sem eventos diarreicos por Varios micro-organismos pode
ser avaliada de forma mais direcionada aos patégenos EPEC tipica e EPEC atipica.

Tendo em vista o papel da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) nas doengas
diarreicas e desnutricdo na populacdo infantil, torna-se de fundamental importancia o
estudo desse patdgeno. Este estudo teve como base definir a prevaléncia de EPEC nas
criancas do estudo MAL-ED, Brasil, assim como avaliar o impacto da infec¢do por EPEC
em criangcas com e sem desnutricdo e investigar a importancia de alguns fatores de
viruléncia na inducdo de desnutricdo por Escherichia coli enteropatogénica (EPEC),

ajudando a entender o curso da infeccao.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar os genes relacionados a viruléncia de Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC) em associacdo com déficit fisico, enteropatia, diarreia e deficiéncia de

micronutrientes em criancas residentes na cidade de Fortaleza-CE.

4.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver completo painel de genes de viruléncia de EPEC por ReacOes
Multiplas em Cadeia da Polimerase;

e Realizar reaces de PCR-multiplas para o diagnostico de genes de viruléncia de
EPEC;

e Determinar a prevaléncia de EPEC entre casos (criangas desnutridas) e controle
(criancas nutridas) residentes na cidade de Fortaleza-CE;

e Caracterizar a distribuicdo dos determinates: populacional, socioeconémico,
dados antropométricos, e clinicos na infeccdo por EPEC em criangas nutridas e
desnutridas residentes em Fortaleza-CE;

e Determinar associacoes entre infecgdes por EPEC e outros patdgenos em criancas
nutridas e desnutridas;

e Avaliar a presenca de biomarcadores de inflamacéo intestinal nos grupos caso e
controle, tais como: Mieloperoxidase (MPO), Neopterina (NEO), alpha-1-
antitripsina (ALA), gene regenerador 1 (REG1B) e calprotectina (CALPRO).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Populacéo de Estudo

As criancas serdo provenientes de grande estudo multicéntrico internacional
intitulado “Etiologia, Fatores de Risco e Interagdes de Infec¢des Entéricas e Desnutrigao,
e as Consequéncias para a saude infantil: Um consércio global para o estudo da
Desnutri¢do e Doengas Entéricas” (do inglés “Etiology, Risk Factors, and Interactions of
Enteric Infections and Malnutrition and the Consequences for Child Health; O Global
Consortium for the Study of Malnutrition and Enteric Diseases, MAL-ED”) e teve
aprovaco no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (COMEPE
n® 246/09). O MAL-ED tem como objetivo investigar as multiplas interacGes entre
infecgdo entérica, desnutricdo, funcdo intestinal e efeitos sinérgicos relacionados ao
desenvolvimento fisico, cognitivo e resposta imune. Caracteriza-se por um grande estudo
coorte que analisa criancas desde o nascimento até os 2 anos de idade provenientes de 8
paises, onde os indices de desnutricdo e enteropatia ambiental sdo altos (Bangladesh,
Brasil, india, Nepal, Paquisto, Peru, Africa do Sul e Tanzania). O estudo analisou 1.600
criancas, sendo 200 de cada pais participante. A primeira crianca do estudo entrou em

novembro de 2009, enquanto a Ultima coleta de amostra ocorreu em fevereiro de 2014.

Além disso, no Brasil e em Bangladesh, ha dois estudos caso-controle, onde séo
analisadas criancas de 6 a 18 meses de idade: desnutridas (determinado pelo peso por
idade em escores Z (WAZ) <-2) ou nutridas (controles pareados por idade, sexo e bairro
de residéncia apresentando WAZ >-1). No Brasil, 0 estudo caso-controle utilizou criancas
do Instituto da Promoc¢do da Nutricdo e do Desenvolvimento Humano (IPREDE), uma
clinica especializada em desnutricdo infantil em Fortaleza. O estudo coorte foi realizado

na comunidade Parque Universitario.
5.2 Descric&o do Estudo e Consideracdes Eticas

O presente estudo foi realizado no periodo de agosto de 2010 a maio de 2013, com
um total de 402 criangas participantes, sendo determinados 201 casos e 201 controles,
sendo definidas como controle criancas nutridas, que apresentaram weight-for-age z score
(WAZ) > - 1, e como casos criangas desnutridas, apresentando WAZ < -2. Foram
incluidas no estudo criangas de dois-24 meses de idade saudaveis sem historico de doenca

especifica e sem febre, que tiveram o consentimento dos pais ou responsaveis. Os critérios
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de exclusdo utilizados foram criangas que necessitaram de hospitalizacdo prolongada ou
tiveram graves problemas de satde, tais como virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
tuberculose, doenca neonatal, doenca renal, insuficiéncia cardiaca crbnica, doenga
hepatica, fibrose cistica, condi¢cdes congénitas ou enteropatia (por exemplo, doenca de
Crohn, doenca celiaca, colite ulcerativa ou doenca de ma absorcao) diagnosticada por um
meédico, e por fim, a crianga ter um dos pais ou cuidador primario com deficiéncias

cognitivas ou com menos de 16 anos de idade (LIMA et al., 2014).

Em relacdo a confidencialidade e a privacidade dos dados das criancas foram
resguardadas, segundo normas éticas brasileiras. As criancas receberam numeros
codificados, em nenhum momento do estudo essas criangas tiveram seus nomes
divulgados. Os dados foram guardados em local seguro do no Sistema de Seguranga e
Gerenciament de Dados (SSGD), na Unindade de Pesquisas Clinocas/Instituto de
Biomedicina (UPC/IBIMED), na UFC.

Este estudo foi aprovado com parecer favoravel pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (COMEPE/UFC) (oficion®. 246/09), descrito em Anexo
1. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2) foi assinado pelos

pais ou responsaveis da crianca e obtido pelo agente de saude.
5.3 Coleta de Dados

A incluséo de criancas do estudo iniciou-se a partir do nascimento, sendo coletada
data de nascimento, sexo, peso, altura, circunferéncia da cabeca, informacgdo sobre
aleitamento e manifestagdes clinicas, tais como: vémito, febre e diarreia. Vigilancia ativa
sobre doencas infecciosas, condi¢Ges de salde e alimentacdo da crianca foi realizada em
visitas as casas duas vezes por semana. Visitas adicionais em variados intervalos por
agentes de saude para coleta de informacgdes sobre vacinacdo, dieta, medidas
antropomeétricas e testes cognitivos, além de coletas de urina e sangue para analises de
biomarcadores e um swab com fezes em meio de transporte Cary-Blair das criancas do
estudo. A primeira coleta de fezes foi realizada apds a entrada da crian¢a no estudo e a
segunda coleta, apds trés meses a primeira coleta. Todas essas informacGes foram
coletadas a partir do formulario padronizado (Anexo 3) e respondido pelos pais ou
responsaveis pela crianga. As amostras foram transportadas ao Laboratorio de Doencas
Infecciosas (LDI), da UPC/IBIMED, da Faculdade de Medicina, UFC.Em todos 0s oitos

centros, as criangas foram acompanhadas até os 24 meses de vida.
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5.4 Isolamento das cepas bacterianas

Em cada centro, as amostras fecais foram transportadas em meio Cary-Blair para
0 Laboratério de Microbiologia, da UPC/IBIMED, sendo semeadas em meio
MacConkey, e mantidas na estufa a 37°C por até 18h. Coldnias fermentadoras de lactose
com morfologia indicativa de Escherichia coli foram coletadas para diagndstico
molecular de E. coli diarreiogénicas (E. coli enteroagregativa - EAEC, E. coli
enteropatogénica - EPEC, E. coli enterotoxigénica - ETEC, E. coli enterohemorrégica -
EHEC e E. coli enteroinvasiva EIEC) por deteccdo de genes especificos em Reacdo em
Cadeia da Polimerase. Estas col6nias foram isoladas em agar triptona de soja (TSA) e
mantidas em estufa a 37°C por até 18h, em seguida, foi realizado teste indol com as
colonias (BD DMACA Indole, Fisher Scientific) obedecendo ao manual do fabricante.
Foi feito um pool de cinco coldnias indol positivo e realizou-se em seguida, a extragéo de

DNA destas col6nias através do método de ebulicéo.
5.5 Extracédo de DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada a partir do pool de cinco colonias
teste indol positivo para E. coli pelo método de ebuli¢do, de acordo com Boisenet al.,
2012. As col6nias foram incubadas com 1mL de agua deionizada do tipo MilliQ
(Millipore — Billerica, MA, USA) autoclavada e acrescida de 5uL de Triton X-
100.Emseguida, a solucdo foi agitada fortemente por 1 minuto em vortex até que as
col6nias estivessem totalmente homogeneizadas. A solucéo foi incubada por 20 minutos
a 95°C.0 lisado foi homogeneizado novamente por 15 segundos e centrifugado por 10
minutos. Emseguida, 1mL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf

e armazenado a -20°C até sua utilizacdo para o diagnostico molecular.
5.6 Quantificacdo do DNA extraido

A presenca de DNA foi confirmada no produto da extracdo através do
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c, da ThermoScientific. O teste indica a qualidade e a
quantidade do material ao final do processo. O NanoDrop 2000c emprega um sistema de
retencdo de amostras, que utiliza micro volumes (1-2ul) entre duas superficies de
medicdousando as propriedades da tensdo superficial de liquidos, sem a utilizacdo de
capilares, reduzindo o tempo de medigdo. Neste caso, ndo é necessario diluir a amostra

(Thermo Fisher Scientific, 2009). O DNA extraido foi avaliado nos comprimentos de
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onda de 260 e 280nm. A razdo 260/280nm fornece uma estimativa da qualidade e pureza
da amostra extraida, demonstrando se ela apresenta ou ndo contaminagdo de &cido
ribonucleico (ribonucleic acid — RNA), proteina ou reagentes, como o 4cido

etilenodiamino-tetra-acético (ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA).
5.7 Diagnostico Molecular de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Foi utilizada a técnica de Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) do tipo
Multiplex para a deteccao dos genes de diagnostico. A técnica de Multiplex-PCR € uma
das variantes do PCR que usa multiplos pares de iniciadores de DNA para a detec¢éo de
varios genes em uma Unica reagdo, ocorrendo assim, a amplificacdo simultanea de
sequéncias de DNA de tamanhos diferentes. Cada reacdo incluia 12,5ul da enzima
Multiplex PCR Mastermix, 1ul do mix de pares de iniciadores especificos para 0s genes
de cada agente mencionado (Tabela 2), 5,5ul de agua mili-Q autoclavada, 2l de solugéo
Q e 4pl de DNA da amostra. Primer mix é constituido 0,4uM de primers de Escherichia
coli enteroagregativa (EAEC), 0,4uM Escherichia coli enteopatogénica (EPEC), 0,4uM
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), 0,4uM Escherichia coli enteroinvasiva
(EIEC) e 0,4uM Escherichia coli produtora de toxinashiga (EHEC). No protocolo do
multiplex-PCR foi incluido um passo inicial de desnaturacdo (95°C) por 15 minutos,
seguido por 40 ciclos com as seguintes etapas: desnaturacdo (95°C) por 30 segundos,
anelamento (55°C) por 30 segundos e extensdo (72°C) por 30 segundos, e por fim uma
extensdo final (72°C) por 10 minutos e manutenc¢éo a 4°C. Este protocol foi desenvolvido
pelo grupo dos pesquisadores americanos Eric Houpt e Mami Taniuchi, da Universidade
da Virginia, Estados Unidos (Houptet al., 2014).



Tabela2. Descricdo dos genes relacionados a virulénciautilizados no estudo.
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- Produto
Gene Iniciadores (PB) Fonte
F:
espB ATGGCAGCAAAAGAGCCTAA
179 (PB) | Santosetal., 2019
(Z221555.1) R:
ATGGTCACCACATTGCAAGA
F:
espD
TGCCGGGTTAAAAATAGCTG 304 (PB)
(AF022236.1) Santos et al., 2019
' R: TGCAAGCTCTGGCTATCCTT
F:
Tir CTGCAGCGACCTCATCATAA
535 (PB) | Santosetal., 2019
(AF013122.1) R:
GATGCGAAGGGAAATGCTAT
F:
nleB ATATCGCCCTGTAGCGGATG
252 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
GAAAGGGTATCAAGCGGCAT
F:
Map AGTCCAACGGCAATGGTAGG
357 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
AAAGCGCGATACAACAGCCT
F:
espJ TAACCACCACTCCCACACCA
514 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
CCAGAAACAGTCAGGCTGGA
F:
espL TCAGGCCCTTCAAAATGGAC
661 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:

ACCTAAGCGAGTTCAGCGGA
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espC

F: TGATTCCGGGGCTTATTTTG

118 (PB
(U69128.1) R: CTCATTCCTGGTATGCCGGT °8) Santos et al., 2019
F:
espZ CACTGGCAGCCACAATCAAT
169 (PB) | Santosetal., 2019
(AF022236.1) R:
GCAATGTGTGTTGACGACCC
F:
espH GCCATGCGTCATGGAATAAG
274 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
TATGGAGGCGTTACGAAGGC
F:
Ler TGCGAGAGCAGGAAGTTCAA
168 (PB) | Santosetal., 2019
(AF200363.1) R:
TGAAGAAGGGCAGACCTGGT
F:
espG GGGCCTACACCATTCAGCTC
280 (PB) | Santosetal., 2019
(AF453442.1) R:
AGAAGCAGCAACGGCCATAT
F:
nleE CAGGGCGTGTCCCCTATAAA
371 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
TGTGAGCTTCCGGACATTTG
F:
nleF CCAACAAGTGGTTCTTCAGCA
485 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
AAATGCCTCGTGGAAGGATG
F:
cesT TGTGGAAAATTCCCGACAGA
119 (PB) | Santosetal., 2019
(AB246811.1) R:

TCAGGAGCACAATCGCTGTT
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F:
espP AGCCACAGATGGAGCTGGTT
222 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
GAACGGAGAAACGGTTCTGC
nleD F: TTCGTTTCCAGGGGACTGAT Santos et al., 2019
R: 348 (PB)
(FM180568.1) AAATGGGGAGCGTTTGAAAG
F:
nleC CATTTCGTGATGCCGTAAGC
434 (PB) | Santosetal., 2019
(FM180568.1) R:
ATGCAGAGCCAGAACGTGAA

5.8 Avaliacéo de Genes de Viruléncia

As amostras positivas para EPEC foram testadas quanto a presenca de 18genes
relacionados a codificacdo de fatores de viruléncia (GRVs), amplamente investigados na
literatura, completando um completo painel de viruléncia deste patdgeno: espB, espD, tir,
espC, espZ, espL, Ler, map, espG, espH, nleE, nleF, nleB, nleC, nleD, espJ, cesT e espP
(Tabela 3).

Os painéis de PCR-Multiplex utilizados neste estudo foram descritos em estudo
de Santos et al., 2019. Todos os genes foram amplificados através de Rea¢6es multiplas
em Cadeia da Polimerase (Figura 7), utilizando a enzima Master Mix PCR Multiplex
Platinum® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), com o seguinte protocolo: (1) 2
minutos de desnaturacdo inicial a 95°C, (2) com 40 ciclos de 30 segundos de desnaturacao
a 95°C e 90 segundos de anelamento com a temperature adequada para cada painel de
reacdo e 60 segundos de extensdo 72°C e (3) extensdo final de 10 minutos por 72 °C,
utilizando equipamento MyCyclerTM thermal cycler (BioRad Laboratories, Hercules,
CA).. O kit é composto por uma DNA polimerase pré-otimizada, deoxinucleotideos e
cloreto de magnésio diluido em tampao especifico. Seu emprego possibilita a
amplificagdo de dois ou mais produtos simultaneamente em um Gnico tubo de reacdo. Os
iniciadores utilizados nas reagdes estdo descritos na Tabela 3. Os produtos de PCR foram
visualizados e fotografados em transiluminador ChemiDoc XRS (Bio-RadLaboratories,
Hercules, CA) ap0s eletroforese em gel de agarose a 3% e marcagcdo com corante Brometo
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de Etidio (0,5ug/ mL) por aproximadamente 15 minutos. A cepa protétipo de EPEC

2348/69, que possui todos 0s genes descritos acima, foi utilizada como controle positivo;

e a agua foi empregada como controle negativo em todas as reagdes.

Figura 7: Visualizagdo das bandas obtidas apds amplificagdo por PCR dos genes de fatores de

viruléncia.

500 pb

MM- Marcador
molecular
P1-PCR Multiplex 1
P2- PCR Multiplex 2
P3-PCR Multiplex 3
P4- PCR Multiplex 4
P5- PCR Multiplex 5

Tabela3: Genes de viruléncia investigados do estudo com suas respectivas fungdes elucidadas.

Gene Descricao Fonte

espB Proteina efetora secretada pelo T3SS Donnenberg, 2006
espD Proteina efetora secretada pelo T3SS Donnenberg, 2006

tir Receptor translocado de intimina Hartland et al., 2013
espC EnterotoxinaespC Abreu, 2012
espZ Bloqueador de translocacgéo de efetores de Ochoa et al., 2008
T3SS
espL Proteina efetora ndo codificada por LEE Donnenberg, 2006
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Dean et al., 2005

ler Regulador global de LEE
" Proteina efetora (alteracdo da morfologia Ochoa et al., 2008
ap A
da mitocondria)
s Proteina efetora (destruicdo de Ochoa et al., 2008
es
P microtubulos e ruptura de tight junctions)
espH Proteina efetora (polimerizagdo de actina) Ochoa., 2008
nleB Proteina efetora B ndo codificada por LEE | Carcia-Anguloetal,
2012
nleE Proteina efetora E ndo codificada por LEE Garcia-Anguloet al.,
2012
nleF Proteina efetora F ndo codificada por LEE Garcia-Anguloet al.,
2012
nleC Proteina efetora C néo codificada por LEE Garcia-Anguloet al.,
2012
Paa Proteina associada a lesdo A/E Zhang et al., 2011
nleD Efetora ndo codificada Garcia-Anguloet al.,
2012
Proteina efetora ndo codificada por LEE Garcia-Anguloet al.,
espJ o : 2012
(inibicdo de fagocitose)
T Chaperona modificadora de diversos Thomas et al., 2005
ces
efetores de T3SS
espP Serino-protease autotransportadora Abreu, 2012

5.9 Analise de coinfeccéo

Foi realizado o Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA), no qual foi

utilizado para adeteccdo de Campylobacter, Adenovirus, Astrovirus, Rotavirus

(ProSpecT, Remel, Lenexa, KS, USA), Cryptosporidium, Giardia e Entamoeba
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histolytica (TechLab, Blacksburg, VA, USA), onde a metodoliga obedeceu o maual do
fabricante.

5.10 Detec¢do de Biomarcadores de Inflamacéao

Os biomarcadores de inflamagdo foram medidos em amostras fecais (alfa-1-
antitripsina, mieloperoxidase, neopterina e gene de regeneragao 1 - REG1B) e amostras
de soro (amildide sérica A - SAA, proteina intestinal de ligacdo de &cidos graxos - I-
FABP, proteina de ligacéo lipopolissacaridica LBP, forma solivel de CD14 - sCD14 e
calprotectina) por Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimética (ELISA). Os Kits para
substancias do soro foram adquiridos da HycultBiotech (Uden, Holanda), enquanto os
kits de lactoferrina, alfa-1-antitripsina, mieloperoxidase, neopterina e REG1B foram
adquiridos da TechLab (Blacksburg, Estados Unidos), Immuchrom (Heppenheim,
Alemanha), Immundiagnostik (Bensheim, Alemanha), GenwayBiotech (San Diego,
Estados Unidos) e TechLab (Blacksburg, Estados Unidos), respectivamente. Todos 0s

procedimentos foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante.

As amostras de fezes foram diluidas e adicionadas a poc¢os de microtitulacdo
revestidos com anticorpos especificos, seguido de incubacdo com um conjugado de
peroxidase. A adicao do substrato promoveu reacdes colorimétricas que foram terminadas
por uma solucdo de parada cida e lidas a 450 nm em espectofotdbmetro. As amostras de
soro para SAA, I-FABP, LBP, sCD14 e calprotectina foram diluidos 50x, 100x, 1000x,
80x, 500x, respectivamente, seguindo as recomendagdes do fabricante. Amostras de fezes
para alfa-1-antitripsina, mieloperoxidase, neopterina e reg1B foram diluidos 500x, 10X,
100x e 10000x, respectivamente. As curvas padrdes fornecidas pelo kit foram utilizadas

para quantificacdo do analito.

5.11 Andlise de Dados

Os testes de associagdes de genes de viruléncia de EPEC com diferentes dados
clinicos, laboratoriais e epidemioldgicos foram realizados a partir do uso das informacdes

coletadas ao longo do estudo MAL-ED. Condic¢des como déficit fisico, déficit cognitivo,
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diarreia, enteropatia edeficiéncia de micronutrientes foram relacionadas a EPEC e seus
genes de viruléncia. Medidas antropomeétricas, dosagem de biomarcadores de inflamagé&o
(como lactoferrina, neopterina, mieloperoxidase e alfa-1-antitripsina). Todos os dados
gerados foram codificados em planilha Excel, MICROSOFT® (New York, NY, USA).
As analyses estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism (GraphPad
software, versdo 5.01, San Diego, CA, EUA). O teste de Fisher foi empregado para
comparar a propor¢do de ocorréncia de uma variavel entre osgrupos. O interval de
confianca foi de 95% e o teste foi considerado estatisticamente significante quando P <
0.05. Para a analise descritiva dos dados foram empregadas tabelas e figuras. Para as
analises de biomarcadores de inflamacg&o, foram utilizadas a media e o erropadrdo, por
meio do teste U Mann-Whitney.

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizagdo da populacéo do estudo e prevaléncia de EPEC

Durante o periodo deste estudo, 402 criancas na faixa etaria de dois-24 meses
foram analisadas, sendo 50% (201/402) criancas desnutridas, grupo caso. E 50%
(201/402) criancas nutridas, grupo controle. Nado houve diferenca estatisticamente

significante para os genes de diagnostico entre nutridos e desnutridos (Tabela 4).

Tabela4. Prevaléncia de genes de diagnostico de EPEC entre nutridos e desnutridos

Casos n= 201 (%) Controles n= 201 (%) Total n=402 (%) Pvalue  OddsRatio 95% IC
eaeA 26 (12.9) 35 (17.4) 61 (15.1) 0.2660 0.70 0.40-1.22
bfpA 10 (4.97) 11 (5.47) 21 (5.22) 1.0000 0.90 0.37-2.18

eaeA + bfpA 21(10.4) 19 (9.45) 40 (9.95) 0.8679 111 0.58-2.14
Total 57 (28.3) 65 (32.3) 122 (30.3)

6.2 Caracterizacdo clinica

EPEC foi detectada em 30.3% (122/402) de todas as criancas, 53.2% (65/122)

eram criancas do grupo controle e 46,7% (57/122) criangas do grupo caso. Apenas 32,7%
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(40/122) foram classificadas como tEPEC, enquanto 67,2% (82/122) foram
diagnosticadas como aEPEC. Entre as criangas, 50,8% (62/122) eram do sexo masculino
e a faixa etaria era de6-24 meses (média, 11,71 meses; mediana, 10,62 meses), com 54,1%
(66/122) das criancgas sendo entre 6-12 meses. Ndo houve associagdo significativamente
estatistica entre infeccbes por EPEC e as criancas do grupo caso. Em relacdo a
amamentacao dessas criangas, 83,6% (102/122) tiveram contato com o colostro (Tabela
5).

Tabela 5. Caracteristicas da populagdo do estudo entre nutridos e desnutridos positivos para EPEC

Total Caso Controle
Caracteristicas (n=122) (n=57) (n= 65) P value
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo
Masculino 62 (50,8%) 33 (57,8%) 29 (44,6%)
0,1520
Feminino 60 (49,2%) 24 (42,2%) 36(55,3%)
Idade
6-12 meses 66 (54,1%) 22 (38,5%) 44 (67,6%) 0,0019**
13-24 meses 56 (45,9%) 35 (61,5%) 21 (32,4%) 0,5693
Amamentacao
Colostro 102 (83,6%) 40 (70,1%) 61 (93,8%) 0,0006***
Amamentacdo pré lactéa 20 (16,4%) 17 (29,9%) 4 (6,2%) 0,0621

*valores de p significativos

Avaliamos o impacto das infec¢des por EPEC no estado nutricional da populacéo
do estudo. Criancas com diagndstico positivo para EPEC apresentaram valores de HAZ
mais baixos do que criancas sem infecc¢éo por EPEC (P 0.5415). Ao compararmos dados
antropométricos, 0s escores Z entre 0s grupos caso e controle, criangas infectadas com
EPEC mostraram valores de WHZ significativamente mais baixos do que criangas sem
infeccdo por EPEC (-0.64 + 1.49 x -0.32 + 1.45; P 0.0495) (Tabela 6).
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De acordo com as respostas dos pais ou responsaveis ao formuléario sobre a

sintomatologia (Tabela 6), tosse foi 0 mais relatado com 63.9% (75/122), seguido por
vomito com 31.1% (38/122) e diarreia 30.3% (37/122). Dor de ouvido foi o sintoma

menos presente nas criangas com apenas 1.6% (2/122). N&o houve diferencas

significativas entre os grupos caso/controle e a sintomatologia dessas criangas.

Total Caso Controle
Parametros

(n=122) (n=57) (n=65) P value

Dados Antropométricos
HAZ(Média + SD) -1.762 + 1.404 -1.804 + 1.504 -1.744 + 1.360 0,5415
WAZ?(Média + SD) -1.341 +1.589 -1.227 +1.670 -1.390 + 1.553 0,4934
WHZ3(Média + SD) -0.5557 £+ 1.487 -0.6419+£1.494 | -0.3231 +1.452 0,0495*
Peso (kg; Média + SD) 8.283+1.714 8.088 + 1.540 8.366 + 1.780 0,1318

Sintomas

Diarreia 37 (30,3) 27 (47,3) 10 (15,3) 1,0000
VOmito 38 (31,1) 19 (33,3) 19 (29,2) 0,5159
Tosse 75 (63,9) 47 (72,3) 28 (49,1) 0,1640
Dor de ouvido 5 (4,09) 3(5,2) 2(3,1) 0,1664
Falta de ar 7(57) 6(9,2) 1(1,7) 0,6803

1 Height-for-age z-scores (HAZ), 2 weight-for-age z-scores (WAZ), 3 weight-for-height z score (WHZ).

*valores de p significativos

6.3 Distribuicéo dos genes de viruléncia entre os grupos nutridos e desnutridos

Foram pesquisados ao todo 18 genes de viruléncia de EPEC, a prevaléncia desses

genes analisados nos grupos caso e controle apresentaram-se de forma heterogénea.

A tabela 7 mostra a distribuicdo de positividade dos genes espB, espD, tir, espC,

espZ, espL, Ler, Map, espG, espH, nleE, nleF, nleB, nleC, nleD, espJ, cesT e espP,

isoladamente, entre as criangas positivas para EPEC dos grupos nutridos e
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desnutridos. Todas as 122 criancas do estudo foram positivas para pelo menos um
gene de viruléncia. Um total de 28.6% das criangas (35/122) foram positivas para até
nove VRGs diferentes. O gene mais prevalente foi 0 espB (79.5%), seguido por nleB
(72.9%), espP, tir (68.1%) e map (67.2%). O gene menos prevalente foi o nleF
(36.8%). Uma tabela completados VRGs de EPEC e sua prevaléncia pode ser visto

na tabela 7.

O gene espD é um gene translocador de proteinas do sistema T3SS, responsavel
pela sinalizacdo de reticulo pro-inflamatorio, foi associado a criangas desnutridas
(p=0.0001; OR=31.55; 1C95%= 11.5-86.5).

Ao compararmos a distribuicdo dos genes de viruléncia entre as criancas positivas
para tEPEC e aEPEC, observou-se que as amostras positivas para aEPEC continham
mais genes. Especificamente, criancas positivas para aEPEC forams
ignificativamente associadas a presenca dos genes espD, nleB e ler (p= 0.0001;
p=0.0004; p=0.0018), respectivamente (Tabela 8). A andlise das combinacbes dos
genes de viruléncia associadas ao grupo desnutrido ndo apresentou resultados

significativos.
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Genes de viruléncia Caso Controle
de EPEC NP (%) NP (%) Total (%) Pvalor OR 95% IC

espB 48 (84.2) 49 (75.3) 97 (79.5) 0.2661 1.741 0.70-4.32
espD 50 (87.7) 12 (18.4) 62 (50.8) 0.0001*** 31.55 11.5-86.5

tir 35(614)  48(738) 83(68.1) 01744 056  0.26-1.21
nleB 44 (77.1) 45 (69.2) 89 (72.9) 0.4145 1.50 0.66 — 3.39
map 43(754)  39(60.0) 82(67.2) 0.0835 204  0.93—4.47
espd 27(473)  33(50.7) 60(49.1) 07207 087  0.42-1.77
espL 21(36.8)  32(49.25) 53(434) 02016 060  029-1.24
espC 38 (66.6) 32 (49.2) 70 (57.3) 0.0668 2.06 0.98 —4.30
espZ 22 (38.5) 26 (40.0) 46 (37.7) 1.0000 0.94 0.45-1.95
espH 20(508)  31(47.6) 60(49.1) 08561 113  055-2.31

ler 23 (40.3) 37 (56.9) 60 (49.1) 0.0731 0.51 0.24 -1.05
espG 26 (45.6) 39 (60.0) 65 (53.2) 0.1459 0.55 0.27-1.14
nleE 20 (35.1) 34 (52.3) 54 (44.2) 0.0686 0.49 0.23-1.02
nleF 19(33.4)  26(40.0) 45(36.8) 04595 075  0.35-157
cesT 27(473)  23(35.3) 50(40.9) 02002 164  0.79-3.40
espP 43 (75.4) 40 (61.5) 83 (68.1) 0.1213 1.92 0.87-4.20
nleD 31 (54.3) 32 (49.2) 63 (51.6) 0.5908 1.23 0.60 — 2.50
nleC 22(385)  36(55.3) 58(47.5) 00718 050  0.24-1.04
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Genezgz\gggéncia EPEC tipica EPEC atipica Total ovalor  OR 05% 1
N° (%) N° (%)

espB 38 (66.6) 51 (62.2) 89 (72.9) 0.1581 054 0.24-1.23
espD 24 (60) 56 (68.2) 80 (65.5)  0.0001*** 0.11 0.04-0.28
tir 7 (17.5) 12 (14.6) 19 (15.5) 0.4547 0.61 0.22-1.69
nleB 25 (43.8) 49 (59.7) 74 (60.6)  0.0004*** 025 0.11-0.55
map 40 (70.1) 51 (62.1) 91 (74.5) 0.3067 0.64 0.28—1.46
espJ 18 (31.5) 26 (31.7) 44 (36.1) 0.3518 0.69 0.32-1.46
espL 22 (38.5) 18 (21.9) 40 (32.7) 02472 164 0.76-351
espC 28 (49.1) 40 (48.7) 68 (55.7) 0.2024 060 0.29-1.24
espZ 31 (54.3) 46 (56.1) 77 (63.1) 0.0901 0.49 0.23-1.03
espH 21 (36.80) 33 (40.2) 54 (44.2) 0.1456 056 0.27-1.16
ler 37(64.9) 58 (70.7) 95(77.8)  0.0018** 0.22 0.08-0.58
espG 24 (42.1) 34 (52.3) 58 (47.5) 0.2807 0.66 0.32—1.35
nleE 13 (32.5) 18 (27.6) 31 (25.4) 06773 0.77 0.33-1.75
nleF 7(17.5) 13 (20) 20 (16.3) 0.3288 056 0.20-1.51
cesT 27 (47.3) 32 (49.2) 59 (48.3) 08578 092 0.45-1.89
espP 35 (61.4) 50 (60.9) 85 (69.6) 0.0768 047 0.21-1.04
nleD 16 (40) 18 (27.6) 34 (27.8) 1.0000 1.01 0.46-2.25
nleC 19 (33.3) 23 (28.1) 42 (34.4) 0.0668 0.48 0.23-1.01
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Em relacdo aos enteropatogenos analisados, observamos uma alta prevaléncia de coenteropatdgenos em criancas com infeccdes com EPEC:

71.3% (87/122) e 51.6% (63/122) das criangas infectadas com EPEC apresentaram pelo menos um e dois outros copatdgenos, respectivamente.

Todas as amostars positivas para EPEC foram positivas para pelo menos outro patdégeno. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) foi o principal
copatogeno detectado 25.4% (31/122), seguido por EIEC/Shigellal8.9% (23/122) e Giardia lamblia 17.2% (21/122). Curiosamente,
Campylobacter spp. foi associada ao grupo caso (desnutricdo) em criancas com EPEC por uma anélise univariada (p=0.0290; OR=0.22;

1C95%=0.05-0.082) (Tabela 9). Nenhum copatdgeno foi associado a quaisquer sintomas clinicos.

Tabel&0lBridtribanitasvee copatdgenos em criangas nutridas e desnutridas

No. (%) de criangas AndlisesUnivariadas AnélisesMultivaridas
Copatdgenos Casos n=57 (%) Cor?:tg(;les TOta(L/:): 122 b value® OR 95% ClI P value® OR 95% ClI
(%0)
Bactéria
EAEC 15 (26.3) 16 (24.6) 31 (25.4) 0.8382 1.09 0.48-2.47 0.68 121 0.5-2.93
EIEC/ Shigella 11 (19.3) 12 (18.5) 23 (18.9) 1.0000 1.05 0.42-2.62 0.77 0.85 0.27-2.62
ETEC 8 (14) 4(6.2) 14 (11.5)  0.2227 249 070876  0.37 1.89 0.48-7.15
Campylobacter spp. 13 (22.8) 3(4.6) 16 (13.1) 0.0290* 0.22 0.05-0.82 0.03 0.22 0.06-0.84
Virus
Adenovirus 1(1.8) 1(1.5) 2 (1.6) 1.0000 114  006-1871  0.98 0.97 0.06-1643
Astrovirus 2 (3.5) 0 2 (1.6) 0.2116 5.90 0.27-125.6 1.00 17.46 -
Protozoarios
Entamoeba spp. 1(1.8) 1(1.5) 2 (1.6) 1.0000 114  006-18.71  0.98 0.97 0.06-16.43
Cryptosporidium spp. 1(1.8) 3 (4.6) 4 (3.3) 0.6221 0.36 0.03-3.65 0.35 0.30 0.02-3.71
Giardia lamblia 9 (15.8) 12 (18.5) 21(17.2)  0.8115 082 032213 049 0.70 0.25-1.93
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6.5 Analise de Biomarcadores

Em relacdo as andlises de deteccdo de biomarcadores de inflamacdo dos
grupos nutridos e desnutridos, a presenca dos biomarcadores MPO (p=0.0078) e
CD14s (p=0.0001) foram associados aos controles (Grafico 1). Ndo houve
associagédo significativa entre a deteccdo dos outros biomarcadores analisados
neopterina, REG-1B, FABP-1, IgA e IgG anti-LPS e alpha-1-antitripsina com 0s

grupos caso e controle.
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7. Discussao

A desnutricdo infantil constitui um importante problema de satde publica nos
paises em desenvolvimento, com consequiéncias agudas e, ainda mais frequentemente, de
longo prazo. No ano de 2010, 103 milhdes de criangas com idade menor que cinco anos
estavam desnutridas (MONTE et al., 2000). A desnutri¢do e seus problemas associados
atingem todas as faixas etarias, mas sdo mais prevalentes entre criangas com até cinco
anos de idade. A Organizacdo Mundial de Saude estima que cerca de 20 milhGes de
criangas nasga com baixo peso e que 150 milhdes de criangas menores de cinco anos de
idade tém baixo peso para sua idade (OMS, 2000). A desnutricdo infantil, incluindo
crescimento lento e deficiéncia em micronutrientes, cosntitui cerca de 35% das causas de

morte em criangas menores de cinco anos de idade (WHO, 2012).

A desnutricdo infantil € a principal causa de carga global de doencas, dentre as
principais causas de morte em criangas, 60% séo resultantes de diarreia, 53% de doencas
respiratdrias, 44% de sarampo e 57% de malaria s&o atribuiveis a desnutri¢do ao mesmo
tempo (CAULFIELD et al., 2004). As infecgdes entéricas estdo associadas com prejuizos
ao ganho de peso e altura, alto risco para desnutri¢cdo, que consequentemente, gera um
aumento na frequéncia e duracdo de novos episddios diarréicos. O ciclo vicioso entre
desnutricdo e diarreia é bastante conhecido e pode ocorrer associado as infecgdes
entéricas sem eventos de diarréia. Estudos no Brasil e Peru relataram o impacto em longo
prazo de diarréia sobre o desenvolvimento infantil, com efeitos prejudiciais sobre a
cognicdo e aprendizado (GUERRANT et al., 2002; ORIA et al., 2010).

EPEC esta entre os patdgenos mais importantes que infectam criancas menores de
dois anos de idade em paises em desenvolvimento. A prevaléncia de EPEC varia de
acordo com as diferencas na populacéo do estudo, faixa etéria, critérios de diagnostico, e
métodos usados para o diagndstico. Com base em métodos moleculares, a EPEC é
responsavel, em média, por 5 a 10% de episodios diarréicos em criangas. Quando o
diagnostico é feito com base no padréo de aderéncia, as taxas de prevaléncia sao mais
altas, em média 10-20%, com uma grande variabilidade entre os estudos (OCHOA et al.,
2008). Infec¢des por EPEC tém sido associadas a diferentes desfechos clinicos (SANTOS
et al., 2019), tornando-se um desafio para o entendimento da sua patobiologia. Contudo,

EPEC representa um grupo altamente importante de enteropatdgenos que apresentam
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uma alta variabilidade genética e uma alta prevaléncia em paises em desenvolvimento,

sendo uma das principais causas de diarreia persistente (LANATA, 2002).

O proposito deste estudo foi investigar a genética de EPEC e determinar sua
prevaléncia, os determinantes socioeconémicos, genéticos, o papel de seus fatores de
viruléncia, as coinfec¢bes que favorecem a infeccdo por EPEC e a presenca de
biomarcadores imunoinflamatorios, que podem ser responsaveis por resultados clinicos
em tEPEC e infec¢bes por aEPEC em criangas nutridas e desnutridas, com idade de seis
a 24 meses de vida. Para a deteccdo de EPEC, as técnicas de biologia molecular séo
importantes ferramentas de diagnostico (ALBERT et al., 2009; ARAUJO et al., 2007).

Com tais técnicas, torna-se praticavel a elucidacdo da epidemiologia de cada
categoria de E. coli diarreiogénicas, que pode, entdo, variar de acordo com a area
geografica (DUPONT, 2005; NATARO; KAPER et al., 1998; OKEKE, 2009; REYES et
al., 2010), uma vez que hoje os patdgenos intestinais possuem uma mobilidade sem
precedentes. Portanto, a vigilancia ativa da infeccdo intestinal é essencial para a
determinacdo do padrdo de cepas em circulacdo, a fim de determiner estratégias de
prevencdo e tratamento adequados para doencas associadas (NUNES et al., 2012;
PAYMENT; RILEY, 2002).

A prevaléncia de EPEC neste estudo foi de 30,3%, o que corrobora com dados de
um estudocaso/controle do grupo, onde foi analisado amostras de 1191 criangas com
idade entre dois e 36 meses da regido Nordeste do Brasil, no qual foi encontrada uma
prevaléncia de 28,2% de infec¢do por EPEC (SANTOS et al., 2019). A alta prevaléncia
de EPEC neste estudo foi caracterizada principalmente pela alta frequéncia de aEPEC em
vez de tEPEC. Estudos epidemiol6gicos ja haviam constatado uma frequéncia maior de
isolados de EPEC atipica quando comparadas a EPEC tipica (OCHOA et al., 2012;
SANTOS et al., 2019).

Em relagdo a colonizacdo do patdgeno, esta pode ser resultado de uma complexa
interacdo de fatores, como condi¢des ambientais, a idade da crianga, aleitamento materno,
os fatores de protecdo da mée e seu estado nutricional e imunoldgico do individuo,
incluindo a susceptibilidadedeste a infeccdo (CONTRERAS et al., 2010). No presente
estudo, foi demonstrado que aEPEC, 67,2% (82/122), era comun tanto em criancas do
grupo caso (desnutridas), como em criangas do grupo controle (nutridas), demonstrando

uma colonizagdo do patogeno, nessas Ultimas, sem a inducdo da doenca. Esses relatos
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também foram discutidos em estudos realizados anteriormente, tanto em paises
desenvolvidos, quanto em desenvolvimento (AFSET et al., 2003; BLANCO et al., 2006;
KNUTTON et al., 2001; OCHOA et al., 2008).

Com relacdo ao fator de amamentagdo, a OMS aconselha que esta ocorra até 0s
seis meses de idade da crianca, e que sO apos este period sejam realizados a introducgéo
de outros alimentos. Em estudo publicado em 2012 foi possivel verificar que criangas
com acesso ao colostro e amamentagdo exclusive até os seis meses de vida, tiveram uma
menor taxa de morbidade por infecgdes entéricas (KRAMER; KAKUMA, 2012). E no
presente estudo, demonstramos que, 83,6% (102/122) das criancgas tiveram contato com
o colostro, gerando uma maior protecdo contra infecgoes entéricas, o aleitamento materno
é frequentemente associado a um melhor desenvolvimento neuroldgico até o inicio da
idade adulta (AGOSTINI; BASELLI; MAZZONI, 2012), uma vez que a alta frequéncia
de infeccBes entéricas em criancas pode provocar deficits cognitivos (GUERRANT,
2013).

Estudos tém demonstrado que criancas amamentadas com leite materno
apresentam uma microbiota mais saudavel, quando comparadas as criangas que ndo
tiveram contato com o leite materno (WHARTO et al., 1994; TURIN, OCHOA, 2014).
A microbiota normal é estabelecida pela amamentacdo, que consiste em uma maior
protecdo contra doencas diarreicas e outras doencas, contribuindo para o0
desenvolvimento e a maturacdo do trato gastrointestinal (SCHIFFRIN, BLUM, 2002;
SOLIS et al., 2002).

Outro foco deste estudo foi a avaliagdo se as infec¢fes por EPEC poderiam ser
associadas a dados antropométricos do Z escore. Observamos uma diminui¢do do escore
HAZ em criancas infectadas com EPEC em comparacdo com aquelas criancas nao
infectadas com EPEC, e isto foi atribuido principalmente a alta frequéncia de aEPEC.
Além disso, a infeccdo por EPEC foi associada a diminui¢cbes de WHZ. De fato, este
estudo corrobora com o estudo de SANTOS et al., 2019, ondemostraosencargos da EPEC
sobre a desnutricdo. Dados do estudo MAL-ED reforcam a importancia de até infecgdes
entéricas assintomaticas como causa de comprometimento do crescimento em criangas
de paises em desenvolvimento (KOSEK et al., 2017; MAL-ED et al., 2017).

Quanto as caracteristicas clinicas das criangas do estudo, de acordo com as

respostas dos pais ou responsaveis, foram resumidos em diarreia (30,3%), vomito
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(31,1%), tosse (63,9%) e falta de ar (5,7%). Apenas 37 das criancas positivas para EPEC
tiveram diarreia com duracdo inferior a 14 dias. A diarreia do tipo persistente consiste em
um importante inductor da morbidade de infeccGes entéricas, pois esta amplia o risco de
entrada da crianca no ciclo vicioso disrreia-desnutricdo, mencionado anteriormente e ja
descrito como um limitante da capacidade absortiva intestinal, contribuindo para o deficit

fisico e cognitiva dessas criancas (WALKER et al., 2007).

A fim de elucidar aspectos que fazem parte da patogénese da infecgéo por EPEC,
este trabalho analisou 18 fatores de viruléncia distribuidos em cinco painéis de PCR
multiplex. Os painéis foram utilizados para a detec¢éo de genes relacionados a viruléncia
das criancas analisadas do presente estudo. A presenca dos genes de viruléncia
codificados pela ilha de patogenicidade éessencial para a capacidade de EPEC causar a
lesdo A/E, que é uma caracteristica dominante de tEPEC (MOHAMMA et al., 2013). Os
resultados deste e de outros estudos poderia apontar as diferencas evolutivas destes
isolados em relacdo ao rearranjo do genoma, devido a transferéncia horizontal de genes
(OCHOA et al., 2012).

Outro fator determinate da viruléncia de tEPEC é o regulador codificado pelo
plasmideo EAF, que estd envolvido no auto agregacdo e elevada expressdao do BFP,
proteinas e o gene tir durante a infeccdo (IIDA et al., 2010). Assim, as EPECs tipicas se
mostram mais homogéneas em suas caracteristicas de viruléncia quando comparadas as
cepas de aEPEC (TRABULSI et al., 2002). Porém, mesmo com o conhecimento das
diferencas de ambas as cepas, sdo escassos 0s dados disponiveis sobre a distribuicdo
geogréfica da EPEC tipica, provavelmente porque nem sempre esta cepa é distinguida
das formas atipicas nos estudos epidemioldgicos, especialmente em paises com recursos
limitados (SANTONA et al., 2013).

Por outro lado, houve um aumento na identificacdo de aEPEC tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento, apresentando uma prevaléncia de 10,5% na
Alemanha e 9,3% no Iran, dentre outros (ARAUJO et al., 2007; BLANCO et al., 2006;
HERNANDES et al., 2009). No Brasil, esta cepa tem sido cada vez mais relatada e
apontada como uma causa de diarreia em diferentes centros urbanos (ARAUJO et al.,
2007; FRANZOLIN et al., 2007; MORENO et al., 2010; SANTOS et al., 2019; SPANO

et al., 2008). Embora existam diferencas na populagéo estudada, a prevaléncia de aEPEC,



61

neste e em outros estudos, ressalta o surgimento dessas cepas no Brasil (LOZER et al.,
2013).

Por isso, este estudo analisou o papel de alguns dos genes de viruléncia de EPEC,
como espB, espD, tir, espC, espZ, espL, ler, Map, espG, espH, nleE, nleF, paa, nleC,
nleD, espJ, cesTe espP, de maneira isolada, entre as amostras positivas para EPEC dos
grupos caso e controle. Muitos destes genes compdem a patobiologia da EPEC, portanto,

sdo importantes para o estabelecimento do mecanismo da infeccao.

Observamos que os genes espB e nleB foram os mais prevalentes entre todas as
criancas infectadas por EPEC, com taxa de 79,5% e 72,9%, respectivamente, seguido por
tir (68,1%) e map (67,2%). Estes resultados corrobora com os dados da literatura, estudo

apresentou a detec¢do de 70% do gene espB (KIM et al., 2009).

O gene espB, € um component importante do T3SS, contibuindo para ainjecéo de
varias proteinas efetoras no hospedeiro, e também induz a morte celular em células do
sistema imunoldgico (BAUMAN et al., 2018). Embora ndo tenha sido associado com o
grupo caso, essas descobertas sugerem que esse gene € importante para a composicao da

viruléncia de EPEC e reforca a diferenca na patogénese entre tEPEC e aEPEC.

Ao analisar os genes de viruléncia com amostras de tEPEC e aEPEC, descobrimos
que os genes espD, nleB e ler foram associados significativamente com aEPEC,
mostrando que os genes localizados na ilha de patogenicidade podem ser associados aos
subgrupos de EPEC. Em geral, a bactéria aEPEC mostram uma variabilidade genética
maior do que as cepas de tEPEC (ABREU et al., 2013; SALVADOR et al., 2014).

A variacao da presenca de diferentes genes codificadores de viruléncia entre cepas
de EPEC isolados de casos e controles confirmam a heterogeneidade do grupo. A
presenca dos genes pesquisados nem sempre esta relacionada com a doenca. O nimero
de genes encontrados nas cepas pode ser um marcador de viruléncia das cepas. Neste
trabalho, inumeras amostras apresentaram mais de um dos genes de viruléncia
pesquisados (SANTOS et al., 2015). Na verdade, as interagcdes altamente complexas entre
as estratégias de viruléncia de EPEC e o processo inflamatério da resposta do hospedeiro
levam a diferentes resultados clinicos. Este trabalho segue a mesma proposta do estudo
de Santos et al., 2019 que correlacionam genes de viruléncia de EPEC com desnutri¢cdo

em criangas.
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Os diversos desfechos clinicos das infeccbes por EPEC também podem ser
influenciados pela infeccdo com outros copatdgenos. Portanto, um dos objetivos do
estudo foi investigar se os coenteropatdgenos podem se correlacionar com a infeccéo por
EPEC e seus resultados. Campylobacter spp. foram associados a desnutricdo. Estas
observacdes corroboram com estudos que destacaram a importancia das coinfecgdes na
diarréia associada a EPEC em criancas de paisesm em desenvolvimento (PLATTS-
MILLS et al., 2018). Além disso, observou-se EAEC como um importante copatdégeno
que pode exacerbar os efeitos de outras infecgdes entéricas em criancas (LIMA et al.,
2018). E importante lembra que EAEC e Campylobacter spp. foram os dois principais
enteropatdgenos associados a decréscimos de crescimento em um estudo multicéntrico
de etiologia e enteropatia ambiental de criancas em paises em desenvolvimento (MAL-

ED, 2017), e este estudo reforca a maior carga desses patdgenos.

Avaliamos a presenca de biomaracdores de inflamacdo intestinal nessas criancas,
o I-FABP é uma proteina de ligacdo aos acidos graxos presentes no epitélio intestinal, a
sua presenca no sangue, sugere lesdo da barreira intestinal (ADRIAANSE et al., 2013).
A presencga dos anticorpos IgA e 1gG anti-LPS sugere uma translocacdo microbiana
(GABE et al., 2001), ndo houve associacdo significativa entre a presenca desses

biomarcadores e 0s grupos caso e controle.

A analise dos biomarcadores MPO e CD14s foram associados ao grupo controle
(cirancas infectadas nutridas), sendo o MPO um marcador de migracdo de
polimorfonucleares, no qual indica processo inflamatério intestinal (HAMPTON,
KETTLE, WINTERBOURN, 1998). A proteina CD14s é uma proteina de fase aguda
envolvida na inibicdo do crescimento microbiano. Portanto, a associacdo da presenca
desses biomarcadores em criancgas nutridas sugere que ha uma boa resposta imunoldgica
na populagdo do estudo, no qual indica 0 ndo comprometimento das defesas imunoldgicas

do hospedeiro contra a infeccdo pelo patégeno.

Este estudo tem limitagdes, tais como: o protocolo do projeto MAL-ED néao
avaliou a associacdo entre doenca e desnutricdo em criangas, a falta de dados de
morbidade n&o foicoletados e dados da quantidade do consumo alimentar das criangas
ndo foram informados, o que poderia influenciar nos dados de desnutri¢cdo. As anélises
de biomarcadores ndo foram realizadas em todas as criancas do estudo. Além disso, outras

Entero bacteriaceae, especialmente outras cepas de E. coli diarreiogénicas, como EHEC
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e EAEC podem compartilhar sequéncias genéticas de viruléncia semelhantes com EPEC
(ANDRADE et al., 2017).

No entanto, é importante destacar que infeccBes entéricas podem ocorrer em
ambientes com altos niveis de contamina¢do ambiental. Além disso, as altas taxas de
coinfeccdes sugerem que outros patdgenos desempenham um papel nos resultados da
infeccdo e indicam uma provavel etiologia multifatorial de desnutricdo e enteropatia em

criancas infectadas com EPEC.
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8. Conclusao

Em concluséo, este estudo caracterizou infeccdes por EPEC em muitas criangas
nutridas e desnutridas de Fortaleza, CE. O estudo mostrou que aEPEC apresenta uma
elevada prevaléncia. E importante ressaltar que a infeccio de EPEC apresentou uma
diminuigdo em HAZ em comparagdo com criancas sem infecgdes por EPEC.
Contudo, o grupo caso foi associado a um WHZ mais baixo do que o grupo controle.
Além disso, usamos um painel para deteccdo de dezoito genes de viruléncia de EPEC.
Coinfeccdo de Campylobacter spp. foi associada com desnutricdo em criangas
infectadas com EPEC. Os dados apresentados neste estudo aumentam a compreensao
da carga e dos determinantes genéticos da infeccdo por EPEC em criancas de paises

em desenvolvimento.
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— CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DE UM ESTUDO DE PESQUISA -

De Que Trata Este Estmdo

Doutores da Universidade Federal do Ceard, no Brasil Usiversidade da Virgima, Unnersidade de Washmeton
Universidade John Hopking. nos EUA cstiio ientando sprender sobee as causas de desnutrig@io om crnangas poguenas em
noesos paises Desnulficio ¢ uma doenca onde ha uma quanidade inadequada de absorgSo dos nutrentes da comada que
ingerimos. lsto tem varnias causas. Uma causa ¢ a fala de scesso adequado a comida Em adgSo, desnutricdo ¢ associada a
infecgbes miestinas que pode mudar a utihirzagSo dos nutricntcs. E tambem possivel que 2 genética torme alsmmas criancas
mais suscetivels a despulngdo que outras.

Genes sdo feitos de matenal conhecido como DNA. E heranga de nossos pais ¢ os homens podem camegar os gemes de
mwilos microbics amigos quc moram cm aosso conpo. Este esforpo para aprender mans sobre 25 causas da desamtragio cm
criangas & um estudo de pesquisa

Este projeto for aprovado pelos cometés de ética om pesguisa nos paises onde sc fara o csindo, inchesive o Brasil

A razio para esic esiudo de pesquisa € que 2 desnutriclo ¢ um grande problema em nosso pais ¢ a panticpao de s
cnianga nesic cstudo talvez conduza 2 novos camimhos de prevencio on ratamento de desoutrigio Um possivel beneficio
dc sua participacio pode ser melhorar a saude de todos que momm cm mosso pais ¢ em outros paises.

Vook estd sendo convidado a participar desie estudo porgue a parncipacio de @ crianga talvez nos ayude 3 identificar o
ﬂm&nﬂﬁ}mm&mamzmktﬁ Esiz € o tempo onde 3 desmutngdo pode sor muito
comum ¢ pode conduzir & longo prazo inabilidade se ndo ratada

Os pesquisadores deste estudo sSo: Dr Aldo Lima (UFC-Brasil), Dr. Alvaro Madeiro (IPREDE-Brasil) e Dr
Richard Guerrant (U'Va-EUA)

Este estudo serd reahizado em Fortaleza, Brasil

-
Se woof aceitar que sua crianga participe deste cstndo nos farcmos o seguings:
= Avaliaremos sua crianga no periodo de seleciio e entio depois de 3. 6. 9 ¢ |2 meses (5 vezes) para
L. Medir sus altwra, peso ¢ circunferéncia da cabega:
2. Coletar nformagdes sobre praficas de abmentacSo de sua crianga.
e Avsharcmos sua crianga no periodo de selegio e entio deposs de 6 meses (2 vees) para:
I, Coletar uma pequena amosire de saliva (cquivalente & wma colher de cha) para isolar os penes da crianca (DNA)
na selecio apenas;
2 Cﬁxmmm#m{mhlumh'thjmmnmﬂtmu

3 &uﬁﬂ.vmﬂmjmpumm:ummcMmhﬂM:mMmut
resolver problemas
s Avaliaremos sua cnanga no periodo de selegdo ¢ entbo depois de 3 meses {2 vezes) para
1. Farer sua cniangs beber uma solugdo de agicar e coletar 2 urina dela § horas mais tarde:
2. Coletar amostra de fezes para identificar ¢ isolar micribios & estudar os penes dos microbios: das feres (DNA)L
*  Sc sua crianga for encaminhada a um centro de sainde, hospital ou médico, talvez possamos obter alguns esultados
= Abordarcmos voo? {méc) no inicio do esiudo para medir sus altwrs ¢ peso ¢ coletar ums pequens smostr de saliva
para molar seu gene (DNA) cfou sangue {cquivalenie 2 uma colher de chi) parz detcrmnar seu srupo ssnmEnco.
(Sua decisio cm participar nesta panie do estudo ¢ opcional ¢ nio afetars 3 panicipacio de sua crisnca)
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Armazenaremos 2 saliva, o sangue, unina, fezes e DNA de sua cnanga coletados como parte deste estudo em
cimeras seguras de armazenamento, @is como congelador, que ficam localizados em salss que podem spenas
serem acessados por algum membro de nossa equipe cientifica. Algumas dessas amosiras coletadas poderSio ser
enviadas a um laboratonio na Universidade da Virginm (EUA) para testes especalizados. Todas as amostras
serio codificadas com nimero, assim nio terd nenhuma identificacio das mformacies (isio & nome e endereco)
€ serfio esocadas com a3 amostras ou resultados de seus testes. Sc vocd mudar de idéia sobre manter sstas amostras
vock poderd enirar em conlato com a cquipe ¢ as amostras serio destruides. Caso vock comconde em participar desic
estudo suas amostras ficardo estocadas e sob a responsabulidade do grupo de esudo duramie ox cinco anos de realracio do
estudo.

Esta Pesquisa Poderd Ajudar-me?

Os bencficios para voof a0 enirar nesie estudo ¢ que poderemos determinar 3 causa da desmutricio de mus crianga
encaminhar-the para servigos de saide locais para ratamento apropriado. Sua crianga poderd ser bencficiada com 2
monitoracio ¢ 2 promogdo do peso que deverd acontecer 308 0, 3, 6, 9 ¢ [2m do estudo . O dowtor sfou o investigador
informard sobre qualquer situaSo durante o ¢sudo que tenha importincia para realizar cuidados médicos.

Esta Pesquisa Promove Algum Risco?

Consideramos que inda pesquisa envolvendo seres bumanos emvolve risco, mesmo que s¢ja minimo. Algem dano eventus]
poderd ser mediato on @rdio, comprometende o individuo ou a comumdade Pode ser que vood st sinta desconfortavel ap
responder o questiondrio e que vocd efou sua crianga pode T love & temponinia dor quando da colets de sangue. além de
poder surgir uma mancha roxa resultante do extravasamento de sangue para fora do vaso sanguinco

Garantia em Caso de Danos

Niio estid provisio indemizagio ou ressarcimenio a0 sujeiio partcipante deste estudo. porém o pesqusador responsivel
assume 3 responsabilidade de formecer 2 asmsténcia mtegral necessana reforente s complicagdes ¢ danos decormemics de
algum fisco previsto.

Como Minha Privacidade Seri Protegida?

Registros do estudo que o identificam (Ex.: Nome ¢ Enderego) seriio mantidos confidenciais ¢ fochados am um lsgar
scgurn so0b 2 respontabilidade do mvestigador principal local Como mzstrado acmma. 35 amosiras de o oienca = os
resuliados dos testes serdo codificados ¢ armarenados scparadamentc para 2 malise pelos mvestigadores que estio
diferentes locais do cstudo possa identificar sua crianca como doadora destas amostras.

Oulras pessoas que podem acessar os resultados dos scus tesies ¢ termo de consentimento sio 05 comués ¢ apincias
Como todos 03 testes serdo festos cm todes as amosiras coletadas as pessoas que mamspulario estas amostras ndo saberdo
quem a5 doou porgue elas serdo codificadas

Se vool assinar este formulino, vocé dard permissiio para divulgar 3 mformasSo a todos os posquisadores sulorizados ¢ a0
mﬂtmhﬂnuﬂ:dﬂ#tﬁummm&m,mnhmm
neste estudo, sera codificada, impossibilitando algnem seguir voof ou sua crianga, ou sca, sua privacxdade serd protegida.
libcrado somenie com sua permissio ¢ sem nenbuma informagio sus ou de Tus crianca associado 2 cle.

Eu Preciso Participar?

Vock nio precisa participar deste estudo sc ndo quiser. Isto significa participaciio volumaris Cabe 3 vocé decidir em estar
negte estudo de acondo com seu interesse. 5S¢ voct nio desgar partcper desic estudo ndo asme i formubing.

Viock pode misromper sua participacio no cstudo 2 qualquer hora. Se vood decadir retirar sua cnanga do cstudo enire em
contato com 35 agentss de saade ou com o pesquisador local para registrarmes sua saide Tembém nforme s vood desgar
que &3 amostras ¢ de sua crianca ja colctadas scjam destruidas ¢ oz dados removdos do banco de dados.
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Comité de em Pesquisa da UFC (COMEPE). tclefone: 3366 8338 Endercgo: Rua Cel Numes de Melo, 1127

Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-270.
Dr. Aldo Lima, Unidade de Pesquass Clinsca, UFC (elefone: 3366 8437),
Dr. Alvaro Madeiro, IPREDE (1elefone: 3218 4000)

Assinatura
Por favor, pergunie sobre todas as questdes que vocd precisar para ter certeza de que vocé eniendou o estudo antes de

NOME DO PARTICIPANTE NOME DO PARTICIPANTE DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA
QUEM OBTEVE O CONSENTIMENTO QUEM OBTEVE CONSENTIMENTO DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA)

Nota pars as Agentes de Swade: No caso de pewsons tletradas, 0 tenmo de consentimento scrd bdo pars vocd oo a prosengs dc ama
textemunhs (alo vinculads 20 estado) ¢ uma mmprowdo digital (do dado) sers obtds o lupar da swraturs A lestemumba tembém

procise axsnar oste formuléno
NOME DA TESTEMUNHA NOME DA TESTEMUNHA DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA)



