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RESUMO

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é importante causa de diarréia infantil em comunidades
de baixa renda, onde, de maneira perversa, estdo associados fatores como subnutri¢do, condigdes
precarias de habitacao, falta de 4gua potavel e de rede de esgotos. Biopsias do intestino de pacientes
infectados com EPEC mostraram que as bactérias aderem a superficie do epitélio intestinal, na forma
de microcolonias localizadas localized adhesion (L/A), e, na célula infectada, causam lesdes tipicas
denominadas attaching and effacing (A/E). Essas lesdes caracterizam-se por gerar, na face apical
da célula, destruicao das microvilosidades e formagao do pedestal. Modelos in vitro, usando células
epiteliais como alvo e diferentes cepas ou mutantes de EPEC como agente infectante, revelaram
que a adesdo da bactéria a célula ocorre em trés estagios. O contato inicial entre EPEC e a célula
hospedeira ¢ mediado por pili formadores de feixes tipo IV (BFP) codificados por genes encontrados
em plasmidios de 50 MDa a 70 MDa, EAF, EPEC adherence factor (EAF). Seguem-se estagios
intermediarios de deslocamento de proteinas efetoras da bactéria para a célula alvo, mediados por
fatores tipo III (TTSS). Os genes necessarios para a formagdo de A/E e do pedestal encontram-se
dentro de uma ilha de patogenicidade denominada locus of enterocyte effacement (LEE). Durante
este estagio, ocorrem transducdo de sinais na célula hospedeira para ativagdo do sistema NF-kB,
produgdo de mediadores da inflamagéo e apoptose. No estagio final, EPEC adere mais intimamente
a célula epitelial. Essa aderéncia intima ¢ mediada pela interagdo entre uma proteina da membrana
externa da bactéria, a intimina, e seu receptor Tir, translocado da bactéria para a superficie das células
epiteliais. A interagdo intimina-Tir provoca rearranjo dos componentes do citoesqueleto — a-actina,
talina e ezrina— na regido da adesdo da célula infectada. EPEC induz vigorosa e persistente produgéo
de anticorpos em seres humanos que vivem em 4reas endémicas e em modelos animais imunizados
com vetores que expressam fatores de viruléncia ou com as proteinas recombinantes purificadas.
Essas observagdes reforcam as recomendagdes de organismos ligados a satide publica sobre a
importancia da amamentagdo do recém-nascido com leite materno e do desenvolvimento de vacinas
e anticorpos protetores para prevengao e tratamento de infeccoes causadas por EPEC.
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INTRODUCAO

Escherichia coli é abactéria comensal encontrada em maior quantidade no
intestino grosso (cerca de 10" bactérias). Hoje sdo conhecidas variantes de E. coli
que adquiriram viruléncia: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC).

EPEC, objeto desta revisdo, foi isolada de fezes de criangas e caracterizada
como causa dos surtos de diarréia infantil que ocorreram na década de 1940
(Bray, 1945). Essa bactéria tem sido matéria de estudos cujo objetivo é ampliar
informagdes sobre: sua distribuigdo geografica e epidemiologia; as condigdes de
vida que colocam certas comunidades sob risco de surtos de diarréia; seus fatores
de viruléncia; os mecanismos envolvidos na produgdo das lesdes intestinais ¢ da
diarréia e os métodos de diagnostico, prevencdo e tratamento. Ao contrario das
cepas comensais da flora intestinal normal, EPEC adquiriu genes que codificam os
fatores de viruléncia que a habilitam a infectar células hospedeiras.

Em um Simposio Internacional realizado em S&o Paulo, em 1995, os
especialistas propuseram a seguinte defini¢do para EPEC:

EPEC are diarrheogenic Escherichia coli that produce a characteristic
histopathology known as attaching and effacing (A/E) on intestinal cells and
that do not produce Shiga, Shiga-like, or verocytotoxins. EPEC of human origin
possess a virulence plasmid known as the EAF (EPEC adherence factor) plasmid
that encodes localized adherence on cultured epithelial cells mediated by the
Bundle Forming Pilus, while atypical EPEC do not posses this plasmid (Second
International Symposium on EPEC, 1995).

O objetivo desta revisdo ¢ analisar os principais mecanismos moleculares
e celulares desenvolvidos pela EPEC para aderir, sinalizar ¢ lesar enterocitos.
Fundamenta-se em dados consistentes recolhidos de trabalhos publicados em
revistas especializadas. As informagdes coligidas e analisadas estio distribuidas nos
quatro topicos desenvolvidos a seguir.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E EPIDEMIOLOGIA

EPEC ¢éimportante causade diarréiainfantil nos paises em desenvolvimento
¢ mesmo nos paises desenvolvidos continua a ser um problema de saiude publica
(Gomes et al., 1989; Gomes et al., 1991; Nataro & Kaper, 1998). Diarréias causadas
por EPEC em geral sdo mais severas do que as causadas por outros patdogenos,
com prevaléncia de obitos superior a 30% (Levine & Edelman, 1984; Senerwa
et al., 1989) e podem estar associadas a deficiéncias nutricionais (Thoren, 1983).
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Estima-se que, no Brasil, diarréias sejam a causa de mais de 200.000 6bitos anuais
de criangas, nos quais EPEC se encontra entre as principais causas (Gomes et al.,
1989; Gomes et al., 1991; Mangia et al., 1993). Os principais sintomas clinicos da
doenga causada por EPEC sdo diarréia aquosa acompanhada de febre, mal-estar
e vomitos (Levine, 1987). A maioria das cepas atipicas de EPEC ja foi isolada de
diferentes espécies de animais, ao contrario das cepas tipicas que, segundo os dados
até agora disponiveis, tém apenas os seres humanos como reservatorio (Nataro and
Karper, 1998; Rottner et al., 2005).

De acordo com a defini¢do de EPEC, a presenga do plasmidio EAF
caracteriza as cepas tipicas de EPEC, que se enquadram em sorotipos O:H bem
definidos (Kaper, 1996). A Organizagdo Mundial de Satde reconheceu, em 1989,
doze sorogrupos O, designados: 026, 055, 086, O111, 0114, 0119, 0125, 0126,
0127,0128, 0142, e O158. Nesses sorogrupos estdo incluidas cepas EPEC tipicas
e atipicas, E. coli enteroagregativas, além de outras variantes de E. coli causadoras
de diarréia (Campos et al., 1994; Rodrigues et al., 1996; do Vale et al., 1997;
Scotland et al., 1996). Os sorotipos de EPEC mais freqiientemente encontrados sdo:
055:H6, 086:H34, O111:H2, O114:H2, O119:H6, O127:H6, O142:H6, O142:
H34 (EPEC tipicas) e O26:H11, O55:H7, O55:H34, O86:H8, Ol11ac:H8, O111:
H9, O111:H25, O119:H2, O125ac:H6, O128:H2 (EPEC atipicas) (Trabulsi et
al., 2002). Esses dados foram recolhidos de estudos analogos conduzidos em Sdo
Paulo (Campos et al., 1994; Rodrigues et al., 1996; do Vale et al., 1996; Scotland
etal., 1996), no Reino Unido (Scotland et al., 1996), no Rio de Janeiro (Rosa et al.,
1998) ¢ na Italia (Giammanco et al., 1996). As cepas O55:H6, O111:H2, O119:H6
(EPEC tipicas) e 026:H11, O111ac:HS8 (cepas EPEC atipicas) sdo bactérias imoveis
(Trabulsi et al., 2002).

FATORES DE VIRULENCIA ENVOLVIDOS NA PATOGENIA DA LESAO
QUE EPEC PRODUZ NA CELULA HOSPEDEIRA

Distinguem-se, esquematicamente, trés estagios nas interacdes entre
EPEC e a célula hospedeira:

1. Contato inicial

O contato incial entre EPEC e a célula hospedeira ¢ denominado adesao
localizada ou, abreviadamente, LA (localized adhesion). LA tem sido analisada
essencialmente em culturas de células epiteliais. Ha evidéncias que indicam que
esse contato ¢ mediado por fimbrias do tipo IV, expressas na superficie bacteriana
e denominadas BFP (bundle forming pili) (Giron at al., 1991). Dados mais recentes
mostraram que BFP é um importante fator de viruléncia de EPEC (Bieber et al.,
1998). Fimbrias do tipo IV sdo estruturas filamentosas de 4-nm a 7-nm de didametro
que se agregam para formar feixes (Giron et al., 1991). Pili semelhantes sdo
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expressos por outras bactérias patogénicas como Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
cholerae e Neisseria gonorrhoeae (Strom & Lory, 1993) e participam nas interagoes
dessas bactérias com as células hospedeiras (Manning & Meyer, 1997).

Os genes que codificam para BFP estdo localizados em um plasmidio
de 50 MDa a 70 MDa denominado EAF (EPEC-adherence factor) (Baldini et al.,
1983), que contém um conglomerado de 14 genes que codificam para BFP (Sohel
et al., 1996; Stone et al., 1996) (Figura 1A). O primeiro gene do conglomerado,
bfpA, codifica a principal subunidade pili de BFP (Donnenberg et al., 1992). A
subunidade pilus (bundlin) de BFP ¢ expressa apds clivagem da proteina nativa da
qual deriva por uma peptidase codificada pelo gene bfpP (Zhang et al., 1994). Os
genes bfpD e bfpF do conglomerado génico BFP codificam presumiveis proteinas
ligantes de nucleotidios (Sohel et al., 1996; Stone et al., 1996). Mutantes de EPEC
em bfpF produzem LA com mais eficiéncia e aderem em maior nimero a célula-alvo
(Anantha et al., 1998). A mutacdo em bfpF impede a dispersao das bactérias incluidas
em LA e reduz, cerca de 200 vezes, a viruléncia da bactéria mutante em relacdo a
bactéria original testada em seres humanos voluntarios (Bieber et al., 1998).

A expressdao de BFP requer, além do conglomerado génico BFP, dois
outros fatores: o regulador global Per codificado pelo plasmidio EAF (Tobe et al.,
1996) e uma enzima periplasmatica requerida para a formagao de ligagdes dissulfeto
(Zhang & Donnenberg, 1996) (Figura 1A). A expressdo de BFP na superficie da
bactéria ¢ estimulada por sinais emanados do ambiente intestinal. Atinge niveis
maximos durante o crescimento exponencial da bactéria na temperatura de 37°C
e na presenca de ions Ca™. BFP também se expressa in vitro durante o cultivo de
EPEC em meios usuais de cultura de células epiteliais (Puente et al., 1996).

Modelos experimentais, usando culturas de células como alvo e cepas
de EPEC originais ou geneticamente modificadas como agente infectante, tém
permitido a investigagdo, com apreciavel nivel de detalhamento, de aspectos
importantes das interacdes entre EPEC e a célula hospedeira. A producdo de
mediadores da inflamagdo, a identificagdo de vias celulares de sinalizagdo e de
mecanismos de lesdo ou morte celular e os processos induzidos ou ativados por
EPEC tém sido estudados com o emprego de tais modelos.

Uma das variantes, o microensaio de transmigracdo de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) através de monocamadas de células (Parkos et al.,
1991), permitiu demonstrar que monocamadas de células da linhagem T84, apds
contato com EPEC, liberam fator(es) quimiotatico(s). A transmigragdo de PMN,
avaliada pela dosagem de mieloperoxidase (Parkos et al., 1991), ocorria quando as
células T84 eram infectadas com bactérias da cepa EPEC E2348/69 que expressa
os mediadores da inducdo LA. A cepa EPEC JPNI15, que ndo possui genes que
codifiquem estes mediadores, ndo induzia quimiotaxia para PMN. A transmigra¢ao
ndo era dependente de peptidios n-formilados, que sdo fatores quimiotaticos
produzidos diretamente por bactérias. Como cerca de 50% da atividade
quimiotatica dos sobrenadantes das culturas das células T84 infectadas com EPEC
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E2348/69 era inibida por anticorpos anti-IL-8, concluiu-se que IL-8 seria um dos
fatores quimiotaticos liberados (Savkovic et al., 1996). Experimentos realizados
subseqiientemente confirmaram que EPEC E2348/69 estimula, de maneira dose-
dependente, a produgao de IL-8 pelas células T84 (Savkovic et al., 1997).

1A
Proteinas da membrana interna | | Pré-pilis peptidases |
Proteina _@ ﬂ
ligante de

nucleotideos

Proteinas da Pilis similes
membrana Plasmidio
externa EAF

| PerB Genes reguladores

EAF probe| | PerC

1B

Genes escRSTU | escCJ | escV ‘ escN H Tir ‘CesTH eae H espADB ‘

Produtos Aparelho de secregéo tipo Il Intimina Proteinas
secretadas

Fonte: dados publicados por McDaniel et al. (1995); Sperandio et al. (1998)

Figura 1. Disposigao dos principais genes de viruléncia de EPEC: 1 A—no plasmidio
EAF, genes para bfp operon, genes per, ¢ genes dos fatores de viruléncia
tipo IV; 1B — no cromossomo, principais genes do locus LEE.

Aparticipagdo do sistema NF-«kB na produgao de IL-8 por EPEC, no mesmo
modelo experimental, foi investigada pelos métodos de Electrophoretic mobility
shift assay (EMSA) e supershifi EMSA usando-se as seqiiéncias oligoméricas
5%, 5 TCG AGC GGC AGG GGA ATT CCC CTC TCC 3’, especificas, que se
ligam com produtos de ativagdo de NF-xB e AP-1, 5 AGC TTA AAG CAT GAG
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TCA GAC ACCT 3’, ndo especificas, que servem de controle interno da ativagdo
(Rosette & Karin, 1995). Observou-se que o sistema NF-kB era ativado pela cepa
EPEC E2348/69 e ndo ocorria com a cepa comensal JM 109 mantida em laboratorio
ou com preparagdes de lipopolissacaridio (Savkovic et al., 1997). Na presenga
do competidor oligomérico especifico, a atividade ligante de NF-kB para DNA
celular ndo se expressava, mas o fazia virtualmente, sem restri¢oes, na presenga do
competidor ndo especifico AP-1.

Os experimentos foram ampliados visando identificar o envolvimento dos
presumiveis fatores de transcrigdo na produgdo de IL-8 por EPEC. Esses fatores
de transcri¢do, que capturam produtos de ativagdo de NF-kB antes que penetrem o
nucleo e se combinem com estruturas complementares do DNA, tém sido usados
como método eficiente e especifico para bloquear eventos dependentes de ativagdo
deste sistema (Eck et al., 1993; Lin at al., 1995). Oligonucleotidios fosforotiocilados
de fita dupla sdo eficientemente absorvidos pelas células ¢ permanecem no
citoplasma onde capturam especificamente fatores de transcri¢do e previnem seu
deslocamento para o nucleo e para a subseqiiente ligagdo com DNA (Bielinska et
al., 1990). Células T84 foram tratadas com o oligonucleotidio de captura, 5’ G GGG
ACT TTC CGC TGG GGA CTT TCC AGG GGG ACT TTC C 3’, que contém
o motivo de ligacdo para produtos de NF-«kB ativado, ou com o mutante sem este
motivo de ligagdo, 5> GTC TAC TTT CCG CTG TCT ACTTTC CAC GGT CTA
CTT TCC 3’, que ndo se liga com NF-«B antes da adi¢do de EPEC. Na presenga do
oligonucleotidio de captura, a produgio de IL-8 por EPEC era significativamente
inibida. O oligonucleotidio mutante ndo interferia na produgdo de IL-8. Esses
resultados demonstram conexdes entre as vias de sinalizagdo que levam a ativa¢do
de NF-kB e a produgdo de IL-8 (Savkovic et al., 1997).

Uma vez que as células do epitélio intestinal ndo reagem com E. coli ndo
patogénicas ou com lipolissacaridios purificados, a preocupagdo seria identificar os
fatores de viruléncia essenciais para a ativa¢ao do sistema NF-kB. Isso foi possivel
gracas a disponibilidade de cepas de EPEC geneticamente bem caracterizadas e
de mutantes especificamente criados para a realiza¢do de experimentos delineados
com tal objetivo, como JPN-15, CVD206 e UMD864. Observou-se que somente o
mutante CVD206, sem o gene eaeA, ativava fatores de transcri¢do de NF-«xB. Este
mutante, conquanto tenha sido incapaz de expressar intimina em sua superficie e de
induzir lesdes A/E (Jerse et al., 1991), ainda foi capaz de aderir frouxamente a célula
hospedeira, de ativar vias de transdugdo de sinais (Donnenberg & Kaper, 1992) e
de estimular transmigragdo de PMN (Savkovic et al., 1996). Em conjunto, esses
dados sugerem que a formacao de A/E ndo € requerida para a ativagdo de NF-«B.
Ao contrario, produtos do gene espB seriam essenciais para a estimulagdo de sinal
das vias de transdugdo nas células hospedeiras.

E. coli BI71/EAF ©, mas ndo B171/EAF ©, induz apoptose de células
HeLa conforme foi avaliado pelos seguintes métodos: a) reducio da atividade da
enzima mitocondrial succinato desidrogenase nas células apoptdticas detectada
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pelo teste de MTT (brometo de 3’-[4,5,-dimetiltiazol-2il]2,5-difeniltetrazolio); b)
marcagdo das células apoptoticas com anexina V; ¢) identificagdo e quantificagdo
das alteragdes nucleares tipicas de células apoptoticas como condensagdo da
cromatina e fragmentacdo do niicleo apds coloragdo do DNA com fluorocromos.

Essas alteracdes morfologicas eram acompanhadas por significativa
ativacdo de caspase-3, enzima importante na via de sinalizagdo citoplasmatica que
leva a apoptose. O bloqueio de BfpA associada a superficie de E. coli BI71/EAF @
com anticorpos IgY anti-BfpA inibe a apoptose. Esta observagio reforca a sugestdo
de que BFP ¢ essencial para a sinalizagdo intracelular que leva a apoptose (Melo
et al., 2005). BfpA, ao contrario, ndo parece ser essencial para iniciar ativagdo do
sistema NF-kB na célula hospedeira. Experimentos realizados in vitro, usando
EPEC B171/EAF® ¢ EPEC B171/EAF® como sinalizadores, células HeLa como
alvo e métodos que identificam produtos de ativa¢do do sistema NF-kB, revelaram
que BfpA ndo parece ser essencial, pelo menos para iniciar o processo de ativagdo
de NF-«xB. O método de EMSA supershift detectou p65/RelA formando complexo
com DNA nas células infectadas, tanto com EPEC B171/EAF® como com EPEC
B171/EAF©. Todavia, como a transativagdo de NF-kB dependente de gene reporter
foi estimulada mais pronunciadamente por EPEC B171/EAF @, ficou a sugestio
de que o fator de viruléncia BfpA poderia influenciar na regulacgo da atividade de
transcri¢do de NF-xB (Melo et al., 2005).

Experimentos in vitro realizados em paralelo ¢ usados para infectar células
epiteliais EPEC selvagem e a variavel mutante VD206 EPEC, sem a regido eaeA
que acomoda o gene que codifica para intimina, mostraram que a expressdo de
intimina ndo era necessaria para a inducdo de apoptose (Abul-Milh et al., 2001) e
para a ativagdo de NF-kB (Savkovic et al., 1997).

2. Adesao frouxa

Logo apos o contato inicial entre EPEC e a célulaalvo com formagdode LA,
seguem-se estagios que levam ao estabelecimento da lesdo celular patognomdnica da
infec¢o por EPEC, denominada artaching and effacing, abreviadamente A/E. Assim
que EPEC adere a superficie da célula epitelial, formam-se coldnias de bactérias que
a seguir se dispersam (Figura 2). A analise desse fenomeno bifasico, com o emprego
simultdneo de microscopias de imunofluorescéncia e imunoeletronica, revelou que
BFP passa por profundas modificagdes estruturais (Knutton et al., 1999). Logo que
BFP promove a agregacdo das bactérias entre si e organiza microcoldnias sobre a
célula epitelial (Figura 2), formam-se pilus bundles com cerca de 40nm de didmetro.
A seguir, os pilus bundles de BFP espessam-se, alongam-se e seus didmetros
podem aumentar até 100nm, formando uma rede frouxa tridimensional (Knutton
et al., 1999). A dispersdo da EPEC ¢ a transformacdo dos feixes de BFP de finos
e curtos para longos e espessos ndo ocorre na cepa E2348/69, que ¢ um mutante
em bfpF. BFP promove, portanto, a formagao e a dispersao das colonias de EPEC
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sobre a célula alvo. A fase de dispersdo requer BfpF e esta associada a profundas
modificagdes estruturais nos feixes de BFP.

@ ® .

Luz Intestinal
®e . (37°C; Ca”) Mt
@

Figura 2. Estagio inicial da infec¢io por EPEC. EPEC na luz intestinal (fase 1)
por influéncia de condigdes locais, 37° C e Ca™, por exemplo, aciona
genes bfpA do plasmidio a produzir BfpA componentes que formam
feixes (fase 2) para adesdo inicial da bactéria aos enterécitos e de
agregacdo entre as bactérias do grumo aderido (fase 3).

3. Adesdo firme

O mecanismo central na patogénese da EPEC ¢, como ja foi referido, a
lesdo A/E. Caracteriza-se pela aderéncia intima da bactéria a superficie das células
epiteliais, seguida de destrui¢do das microvilosidades, formacdo de pedestal e
agregacdo polarizada de moléculas de a-actina, talina, ezrina, bem como de outros
componentes do citoesqueleto situados abaixo do sitio de adesdo (Figura 3). A
habilidade de produzir A/E ndo se restringe a EPEC; tem sido observada também
em E. coli, produtora de Shiga toxina, e em outras espécies de bactérias (Nataro et
al., 1998; Pedroso et al., 1993; Knutton et al., 1989).

EPEC expressa um outro grupo de fatores de viruléncia que participa na
patogénese da lesdo A/E. Tais fatores sdo codificados por genes localizados numa
regido cromossOmica especifica de 35,5 kb, denominada LEE (Locus of enterocyte
effacement). A presenga de LEE € uma caracteristica comum entre os patdgenos
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que causam a lesdo A/E. Genes da regido LEE experimentalmente introduzidos
na cepa K-12 de E. coli, ndo virulenta, transformam-na em virulenta e capacitam-
na a induzir A/E (McDaniel & Kaper, 1997). A observagao indica que os fatores
bacterianos requeridos para a producdo de A/E sdo produtos codificados por genes
localizados nesta ilha de patogenicidade (Celli et al., 2000).

LEE contém genes que codificam um grupo de proteinas que se distribuem
em seis categorias principais: 1) reguladores transcricionais, tal como o regulador
de LEE ou Ler (Dean et al., 2005); 2) proteinas do Sistema de Secre¢do do Tipo III,
como EspA, EspB, EspD e EspF, denominadas em conjunto Esp; 3) translocadores;
4) chaperonas moleculares; 5) proteinas efetoras secretadas, incluindo o receptor
translocado de intimina, Tir; 6) intimina (Figura 1B). O canal transportador, organela,
de aproximadamente 0.7um de comprimento (Nougayrede et al., 2003), é organizado
pela associagdo de moléculas de EspA. Transfere moléculas efetoras como Tir, EspB
e EspD, também produzidas pela bactéria, para a superficie da célula hospedeira. Tir
funciona como receptor para intimina, enquanto EspB e EspD sdo usadas para formar
poros através dos quais outras presumiveis moléculas efetoras seriam introduzidas no
interior da célula (Knutton etal., 1998, Wolffet al., 1998, Wachter etal., 1999, Warawa
et al., 1999, Daniell et al., 2001; Ide et al., 2001, Shaw et al., 2001) (Figura 3). Uma
ATPase, denominada EscN e associada ao TTSS, participa desse mecanismo (Nataro
etal., 1998; Pedroso et al., 1993; Knutton et al., 1989; Trabulsi et al., 2002; Rosenshine
et al., 2000). TTSS ¢ também encontrado em outros patdgenos entéricos nos quais
exerce fungdes semelhantes (Chen & Frankel, 2005).

As principais proteinas efetoras responsaveis pelo desencadeamento da
adesdo intima e A/E sdo a intimina e seu receptor Tir. A interagdo intimina-Tir
permite a ancoragem da EPEC na superficie da célula hospedeira, inicia processos
de sinalizagdo celular e reorganiza os componentes do citoesqueleto para formar o
pedestal (Goosney et al., 2000).

Intimina é uma proteina de 94-kDa, codificada pelo gene eae, que se
expressa na membrana externa da bactéria. Analises das seqiiéncias dos 280
residuos de aminoacidos de sua porgéo C terminal, correspondente ao dominio que
interage com Tir, permitem distinguir moléculas de intimina encontradas em EPEC
e em STEC (Adu-Bobie et al., 1998). Ja foram descritos quatro subtipos de intimina:
a, 3,7, 6. Cada um deles pode estar relacionado com o tropismo tecidual da bactéria
para diferentes regides no intestino (Phillips & Frankel, 2000).

Um conjunto de 47 amostras enteropatogénicas de Escherichia coli,
previamente caracterizadas por sorotipo, fendtipo de aderéncia, habilidade de
induzir a formagdo da lesdo histopatologica e presenca das seqii€ncias genéticas
eae, bfp e EAF, foi analisado e comparado usando-se os seguintes critérios de
variabilidade: a) o perfil de fragmentacdo do DNA cromossdmico obtido pela
técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE); b) a mobilidade eletroforética das
isoenzimas (MLEE); c) a presenca de seqiiéncias de DNA daregido LEE (eae, espA,
espB, tir) e respectivos alelos. A amplificagdo das seqiiéncias especificas da regido
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LEE revelou 18 padrdes genéticos distintos. A tipagem do gene eae identificou os
alelos de intimina 3 (35%), y (12%) e o (12%). A maioria das amostras analisadas,
cerca de 42%, ndo expressava seqiiéncias tipaveis para intimina. A fragmentagéo do
DNA cromossdmico detectou um elevado polimorfismo genético entre as amostras
estudadas, ndo tendo sido observada correlagdo com os marcadores de viruléncia
investigados. Por outro lado, a andlise das variantes entre as isoenzimas sugeriu
uma distribui¢do clonal especifica de variantes genéticas do locus eae. Esses dados
sugerem que informagdes adicionais sobre o locus eae poderiam situa-lo como
marcador relevante na definicdo das relagdes genéticas entre as Escherichia coli
enteropatogénicas (Régua-Mangia et al., 2003).

A molécula Tir, apds ser inserida na célula hospedeira, ¢ fosforilada em
trés sitios distintos: em dois residuos de serina pela proteina quinase A (Warawa &
Kenny, 2001) e no residuo de tirosina-474 por uma quinase ainda ndo identificada
(Rosenshine et al., 1996; Kenny et al., 1997). A fosforilagdo do residuo de tirosina-
474 parece ser importante na remodelagem da actina e na formacgo do pedestal
(Kenny etal., 1997). Ha observagdes sugerindo que a reunido de moléculas de Tir em
aglomerados induz sua fosforilagdo (Rottner et al., 2005). O residuo de tirosina-474
permite a ligacdo direta das protéinas Nck (Nck-1 e Nck-2), proteinas adaptadoras
presentes na célula hospedeira (Gruenheid et al., 2001; Campellone et al., 2002).
Essas proteinas recrutam e se ligam diretamente ao dominio SH2 da proteina N-
WASP, relacionada com a sindrome neurologica de Wiskott-Aldrich. O complexo
Nck/N-WASP recruta e ativa diretamente as proteinas Arp2/3 relacionadas com a
actina (Nougayrede et al., 2003; Rottner et al., 2005). O complexo WASP/Arp2/3 se
localiza no topo dos pedestais induzidos por EPEC, sugerindo seu envolvimento no
processo de concentragdo e polimerizagdo de actina em filamentos (Sanger, 1996)
e, por conseqiiéncia, na patogénese da lesdo A/E (Kalman et al., 1999; Lommel et
al., 2001; Gruenheid et al., 2001).

O emprego da microscopia de fluorescéncia na patogenia das lesdes
AJ/E (Finlay, et al., 1992; Manjarrez-Hernandez, et al., 1991, Kalman, et al., 1999)
permitiu demonstrar o recrutamento e a associacao das moléculas a-actina, vinculina,
cortactina e talina na reorganizacao do citoesqueleto para formar o pedestal (Frankel
et al., 1998; Goosney et al., 2000; Cantarelli et al., 2001; Huang et al., 2002).

A interagdo Tir-intimina induz, nas células infectadas por EPEC, a
liberacdo de Ca' intracelular no citosol, a elevagdo dos niveis de inositol-3-fosfato
(IP,) e a fosforilagdo de fosfolipase C-y (Foubister et al., 1994; Dean et al., 2005).
IP, e fosfolipase C-y sdo mediadores do rearranjo morfoestrutural do citoesqueleto
(Chen & Frankel, 2005).

O pedestal exerce papel efetivo na adesdo firme de EPEC a superficie
da célula hospedeira. Pode ser uma estratégia desenvolvida pela bactéria para
permanecer no ambiente extracelular e ndo ser internalizada se, eventualmente,
aderir a superficie de fagdcitos profissionais (Goosney et al., 1999; Kenny et al.,
1997) (Figura 3C).
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3C

Figura 3. Desenvolvimento da adesdo firme entre EPEC e enterocito: Fatores
bacterianos sdo requeridos para producdo da lesdo A/E. 3A — Primeiro,
EPEC adere na superficie da célula alvo por meio dos feixes ricos
em BfpA, os quais promovem também agregacdo das bactérias entre
si reforcando a estabilidade dos grumos bacterianos. A seguir, ha a
transferéncia de moléculas bacterianas efetoras como Tir, EspB e EspD,
para a célula hospedeira através do sistema transportador do tipo III.
Tir funciona de receptor para intimina enquanto EspB e EspD formam
poros para transferéncia de outras moléculas efetoras para o interior da
célula hospedeira. 3B — A interagdo intimina-Tir induz processos de
sinalizagdo celular na célula hospedeira como ativagdo de fosfolipase
C (PLO), efluxo de inositol trifosfato (IP,) e liberagdo de Ca™, de seus
depositos para o citosol, e reorganiza os componentes do citoesqueleto
para formar o pedestal, através do recrutamento de moléculas de actina,
a-actina, talina, ezrina etc. O citoesqueleto se reorganiza formando-se o
pedestal sobre o qual se apdia a bactéria. 3C — Lesao A/E caracterizada
por aderéncia intima da bactéria na superficie das células epiteliais,
seguida de destrui¢do das microvilosidades e formagio de pedestal.

Os dados disponiveis sobre a resposta da célula hospedeira aos fatores de
viruléncia desenvolvidos por EPEC sdo compativeis com as informagdes ja obtidas
para outros patdgenos, como, por exemplo, producdo de fatores quimiotaticos,
estimulac@o de sinal das vias de transdugdo nas células hospedeiras e recrutamento
de células inflamatorias. Varios estudos usando diferentes modelos animais ou
sistemas in vitro tém identificado a interleucina IL-8 como um dos principais fatores
quimiotaticos que atraem PMN para o sitio de infec¢des ou de lesao tecidual (Hoch
et al., 1996). Células epiteliais respondem a patdgenos entéricos produzindo varios
mediadores da inflamagdo como TNF-a, que ¢ um fator estimulador de formagao
de coldnias para granulécitos/mondcitos (Jung et al., 1995), além de IL-8 (Savkovic
etal., 1997).
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IMUNIDADE INDUZIDA POR EPEC

A induc¢do de imunidade local nas mucosas ¢ critica na infancia. MALT
(mucosa-associated lymphoid tissue) inclui tanto os foliculos linfoides agregados
das placas de Peyer do ileo como foliculos linféides solitarios, dispersos na mucosa
e submucosa do apéndice e porcdo distal do intestino (Figura 4). A importincia
funcional desse compartimento de tecido linfoide ressalta-se pelo fato de que cerca
de 80% a 90% dos imundcitos produtores de imunoglobulinas (Igs) se encontram
nas mucosas e glandulas exocrinas (Brandtzaeg et al., 1999a).

Os produtos mais importantes desses imunocitos sdo IgA polimérica
(pIgA) e IgM pentamérica (pIgM). Ambos, pIgA e pIgM, possuem sitios de ligagdo
para receptores poliméricos de Igs (pIgR), denominados pegas de secregdo (PS),
que sdo essenciais para o transporte ativo da molécula de Ig através da célula
epitelial. O sitio de ligagdo pIgR/PS depende da incorporagdo covalente da cadeia
J na estrutura quaternaria dos polimeros na ocasido em que estdo sendo produzidos
pelos imundcitos.

A produgdo de pIgA e pIgM inicia-se com a tomada de antigenos (Ags)
soltiveis ou particulados pelas células M localizadas entre as células epiteliais da
mucosa. As células M transferem as moléculas de Ags para células apresentadoras
de Ags (APC). Depois de processados, peptidios imunogénicos associados a
produtos do complexo principal de histocompatibilidade da classe II sdo expostos na
superficie das células APC e apresentados a linfocitos T CD4*virgens. Da interagdo
e diferenciacdo entre diferentes subtipos de linfocitos resultam plasmocitos
produtores de Igs especificas para Ags recolhidos nas mucosas, além de células
de memoria (Figura 4). O aparecimento de anticorpos produzidos nas secregdes,
no colostro e no leite, reflete a importancia do eixo imunologico “MALT-glandula
mamaria-migragdo de linfocitos B” para a protegdo do recém-nascido (Goldblum et
al., 1996; Brandtzaeg et al., 1999a). A migracdo de linfocitos B ja comprometidos
com antigenos recuperados na mucosa intestinal para ganglios linfaticos
mesentéricos explica a presenca de pIgA e IgM circulantes especificos para estes
antigenos (Goldblum et al., 1996; Brandtzaeg et al., 1999b).

Dados epidemioldgicos indicam que, nas areas endémicas, a
diarréia causada por EPEC é mais comum e mais grave na primeira inféncia,
progressivamente menos freqiiente e mais branda na segunda e terceira infancias
e rara em adultos (Levine & Edelman, 1984). Ja o aparecimento de anticorpos
circulantes segue curso inverso: ndo sdo detectaveis na primeira infancia, aumentam
com a idade e atingem niveis mais elevados nos adultos (Neter et al., 1955). Admite-
se, portanto, que a exposi¢do a EPEC durante infancia produz imunidade contra
este patogeno. Esses dados sugerem que o desenvolvimento de vacinas contra
EPEC seria de utilidade em paises como o Brasil, onde, de maneira perversa, estdo
associados fatores como subnutri¢do, condi¢des precarias de habitacdo e falta de
agua potavel e de rede de esgotos.

Vol. 34 (3): 175-196. set.-dez. 2005 187



V\.v:.-.. ote, {8 célulaM
X & = X X\ S’S:. *'-. l #  Célula Dendritica
®

()
. o ® Linfocito T
c ® 19 . : ®© - L~ e Lo
S U 3 S L) > slgA
et e 0
= o ™ <@~ EPEC

()
{E} L 2 Antigenos

® Lamina Prépria:
\® @2@ QQQ) # eProcessamento de Ags
=\. ® .‘.*@ ® eSensibilizagdo de Linfocitos T e B
JL@ \® o

Migragéao para estruturas linféides secundarias

[} Diferenciagao da resposta:
@QQ))OQ:‘ ° Th1, Th2
L)
Q)@@ @O .’.0 Produgio IgG, IgA, IgM, IgE
©® ® Células NK

Figura 4. Representacdo esquematica dos trés principais compartimentos da
imunidade das mucosas: exclusdo antigénica, regulagdo imune e
mecanismos efetores.

Os imunodgenos que poderiam ser incluidos na formulagdo de vacinas
anti-EPEC, na forma de clones ou de subunidades, seriam alguns dos fatores de
viruléncia ja conhecidos, como os produtos de genes localizados no plasmidio EAF
e no locus EAE.

BfpA, subunidade dos feixes de BfpA, pelas atividades que exerce durante
as interagdes da EPEC com a célula hospedeira e pelas propriedades imunogénicas que
exibe, seria um dos candidatos a ser incluido na formulagdo da vacina anti-EPEC.

Um recombinante bfpA, referido como SL3261 (pBfpA), expresso
na cepa aroA de Salmonella typhimurium ¢ administrado por via oral para
camundongos BALB/c, evoca titulos elevados e persistentes de anticorpos anti-
BfpA (Schriefer et al., 1999). SL3261 (pBfpA) foi construido amplificando-se
por PCR copias da regido de bfpA obtidas do plasmidio EAF da cepa B171 de
EPEC. Apos subclonagem de uma copia intacta de bfp4 no vetor de expressdo
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pCYTEXP1I, o produto pBfpA foi usado para transformar a amostra nio patogénica
de Salmonella, aroA S. typhimurium, cepa SL3261, gerando S13261(pBfpA). Este
recombinante expressava S13261(pBfpA), como indicado pela presenca de uma
proteina de 21 kDa. A identidade da proteina recombinante, obtida com BfpA
nativa, foi determinada usando-se anticorpos anti-BfpA especificos.

Construcdes subseqiientes de plasmidios semelhantes em E. coli ndo
patogénica, usando forward and reverse primers de 32 bp de comprimento
correspondentes as terminagdes 5’ ¢ 3’ de hfpA de SI3261(pBfpA), permitiram
a obtengdo do plasmidio pEU84 (Quintana-Flores et al., 2002). A proteina
recombinante BfpA recuperada desse plasmidio foi usada como imundgeno em
galinhas poedeiras, induzindo-se titulos elevados de anticorpos IgY anti-BfpA. Os
anticorpos IgY, isolados e purificados da gema dos ovos, reconheciam de maneira
semelhante BfpA recombinante e nativa, bloqueavam a indugdo de LA no sistema
in vitro EPEC-células HeLa, inibiam o crescimento em cultura de EPEC B171/
EAF @, porém nao de EPEC B171/EAF ©), e discriminavam amostras de EPEC de
outras cepas de E. coli ndo patogénicas (Almeida et al., 2003). Essas observagdes
confirmaram o elevado poder imunogénico de BfpA (Schriefer et al., 1999).

A imunogenicidade dos fatores de viruléncia codificados por genes
em LEE estd também sendo investigada, principalmente nos aspectos relativos
a protecdo de mucosas. Assim, a amamentacdo de recém-nascidos tem sido
amplamente defendida por muitos pesquisadores como tratamento preventivo de
muitas infecgdes entéricas. Ja foi demonstrado que o colostro e o leite materno
contém plgA especificas para intimina, BfpA, EspA, EspB e Tir (Loureiro et al.,
1998; De Souza Campos Fernandes et al., 2002; Sanches et al., 2000).

Ha, portanto, possibilidade real de formula¢do de vacina anti-EPEC
usando-se segmentos gé€nicos de LEE ou EAF ou alguns de seus produtos como
BfpA, intimina e EspB.

SUGESTOES

* Extensdo de inquéritos epidemioldgicos sobre a incidéncia de diarréias
causadas por EPEC as outras regides de risco existentes no pais e que ainda ndo
foram catalogadas pelos 6rgdos governamentais de satide publica.

* Desenvolvimento de métodos de baixo custo, de execugao facil e rapida
e, necessariamente, seguros para a identificagdo de cepas patogénicas de E. coli em
amostras de fezes.

» Ampliac@o dos critérios de discriminagdo entre EPEC tipica e atipica.

* Identificagdo de outros eventuais fatores de viruléncia da bactéria.

* Analise da imunogenicidade dos fatores de viruléncia ja conhecidos
visando a formulacdo de vacinas de clones recombinantes ou de subunidades.
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* Construgdo de outros clones contendo genes que codifiquem fatores de
viruléncia de EPEC.

* Introdug@o de estratégias para a antecipagdo de surtos de diarréias nas
areas de risco. As informagdes que viessem a ser obtidas seriam valiosas para
o estabelecimento de medidas de prevengdo e tratamento. Entre essas medidas
incluir-se-ia a vacinagdo das gravidas. A inequivoca presenca de IgA anti-EPEC no
colostro (Parissi-Crivelli et al., 2000; Loureiro et al., 1998) ¢ o sucesso da vacinagdo
preventiva contra tétano umbilical, promovida pelo Ministério da Satde do Brasil,
justificam a sugesto.

PERSPECTIVAS

A fecunda atividade de pesquisa que esta sendo realizada com Escherichia
coli enteropatogénicas antecipa, com certa seguranga, algumas conquistas:

* Obtencdo de mais informagdes sobre as atividades biologicas e
as propriedades imunologicas dos fatores de viruléncia das Escherichia coli
patogénicas.

* Desenvolvimento de métodos de produgdo de reagentes para a
imunodeteccdo de cepas patogénicas.

» Formulagdo de vacinas eficientes.

* Mapeamento cuidadoso das areas de risco.

* Aquisicdo de informagdes tanto sobre o patdogeno como sobre as
populagdes que possam ser usadas como marcadores em epidemiologia genética.

UTOPIA

O desmonte das condi¢des perversas, anteriormente citadas, que favorecem
a emergéncia de surtos de diarréia infantil causada por EPEC, no Brasil, ndo parece
impossivel. Cuba, embora seja um pais pequeno com apenas 11 milhdes de
habitantes e, significativamente, muito mais pobre que o Brasil, ao associar reforgo
na infraestrutura dos servigos de satide publica com educagio e estimulo a ciéncia,
desmitificou esta utopia. Criou 60 universidades que hoje abrigam 220 centros de
pesquisa em ciéncia e tecnologia, graduou 700.000 estudantes e empregou 78.000
cientistas ou tecnologos para realizar projetos bem planejados nas diversas areas de
ciéncia e tecnologia. Com um programa de 13 vacinas obrigatorias desenvolvidas
no proprio pais conseguiu erradicar poliomielite (em 1962), malaria (em 1967),
tétano umbilical e difteria (na década de 1970). Sarampo, rubéola e caxumba foram
eliminadas na década 1990, enquanto tétano, doengas meningococicas, hepatite
B e leptospirose ja estio sob controle. Conquanto a incidéncia da tuberculose em
alguns paises seja da ordem de 100 casos/100.000 habitantes, em Cuba ¢ de 6,6
casos /100.000 habitantes. Obitos causados por diarréias foram reduzidos em cerca
de 95% (Guzman, 2005).
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ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC), instead of comensal Escherichia coli,
adhere, signalize and damage enterocytes

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important cause of diarrhea in
infants of low socioeconomic level living under conditions of malnutrition, poor
houses, deficient potable water supply and deficiency in sewer systems. Mortality
rates of 25% to 70% have been reported and the clinical illness is characterized
by vomiting, low-grade fever, and profuse watery diarrhea. Biopsies taken from
EPEC-infected patients show that EPEC adheres by clusters of bacteria to the
surface of intestinal epithelium this pattern of cell colonization is called /ocalized
adherence (L/A). After EPEC adhesion the cell microvilli are replaced by compact
microfilamentous structures known as pedestals that protrude from the cells surface
and cup individual bacteria. This typical cell lesion is referred as attaching and
effacing (A/E). Based on in vitro experimental models using cultured epithelial
cells as hosts and, as infecting agents, some wild type EPEC derivative strains,
which lack genes coding for virulence factors, a sequence of three stage events was
observed. The initial stage was the binding of EPEC to epithelial cells mediated by
the type IV bundle-forming pili (BFP). BFP is encoded by large 50-70 MDa EAF
(for EPEC adherence factor) plasmids. This stage was followed by the translocation
of EPEC effector proteins as EspA, EspB, and EspD from the bacteria to the cell,
a process that is mediated by the type III secretion system (TTSS). The genes
necessary for the formation of A/E and pedestal are contained within a 35-kbp
pathogenic island termed the locus of enterocyte effacement (LEE). Along this stage
occurs induction of signal transduction process in the host cells leading to activation
of the NF-kB system, production of mediators of inflammation or apoptosis. In the
final stage, EPEC is attached more intimately to the epithelial cells. This intimate
attachment is mediated by the interaction of a bacterial outer membrane protein,
intimin, and its translocated receptor, Tir. EPEC induce vigorous and sustained
antibody production both in patients recovering from infection and in animal models
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experimentally immunized with live recombinant vaccine expressing BfpA or with
purified recombinant BfpA protein. The reported presence of anti-EPEC antibodies
against the EPEC virulence factors in colostrums of mothers living in endemic areas
reinforces promotion of breast-feeding and development of vaccines and protective
antibodies for protection or treatment of infections caused by EPEC.

KEYWORDS: Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC). Infantile diarrhea.

Translocated intimin receptor, Tir, Intimin, Bundle forming pili.
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