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RESUMO

SILVA, Cecilia Maria Ferreira da Captura e ativacéo de plasminogénio por
Pseudomonas aeruginosa. 2002. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade
de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2002.

A afinidade pelo plasminogénio (Plg) por cepas de Pseudomonas aeruginosa laboratoriais
e clinicas, isoladas de sangue e de fezes de individuos assintomaticos, foi avaliada por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A ligacdo de Plg a po¢os de microplacas de ELISA revestidas com
os indculos bacterianos foi significativamente superior a ligacao a po¢os controle ndo revestidos
(p<0.001). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre a captura de Plg pelas cepas de
sangue ou de fezes, o que sugere a presenca de receptores de superficie para Plg seja
constitutiva. A ligacao do Plg a cepa fimbriada PAK e a sua mutante isogénica ndo fimbriada
PAK/p- foi semelhante, sugerindo que as fimbrias do tipo 1V ndo sejam relevantes na captura
de Plg . A adicdo de acido e--aminocaproico aos testes reduziu significativamente (p<0.001) a
captura de Plg pelas cepas PAK e PAK/p-, evidenciando que a ligacdo do zimogénio aos
receptores bacterianos é lisina-dependente e sugerindo a importancia dos dominios “kringle”
na ligacdo da molécula aos micro-organismos. A participacdo de ompitinas na captura de Plg
por P. aeruginosa foi pesquisada pela técnica de Western-blotting. Todas as 14 cepas estudadas
apresentaram fracGes proteicas, com pesos moleculares entre 30 e 60 kDa, capazes de ligar Plg
com alta especificidade. A capacidade de ativacdo do Plg associado as células bacterianas foi
pesquisada pelo tratamento dos micro-organismos aderidos a pogos de microplacas de ELISA
com Plg, ativador uroguinase (u-PA) e com o substrato cromogénico da plasmina. Em paralelo,
pocos contendo bactérias aderidas foram tratados apenas com Plg e com o substrato
cromogeénico, para avaliacdo da capacidade intrinseca dos micro-organsimos de gerar plasmina.
As 14 cepas estudadas apresentaram variavel capacidade de degradacdo do substrato, em
presenca de u-PA. Duas cepas, uma isolada de fezes e a outra de sangue, apresentaram
capacidade significativamente superior a das demais em degradar o substrato, inclusive
independentemente da presenca de u-PA, sugerindo a existéncia de um ativador endégeno
ligado ao corpo bacteriano. Os resultados de ensaios preliminares sugeriram que este ativador
seja uma serino-protease uma vez que ndo pode ser inibido pela adicdo de EDTA aos testes.
Finalmente, foi pesquisado o efeito da captura e ativacao de Plg na capacidade proteolitica de
P. aeruginosa e, consequentemente, em seu potencial de invasdo. Géis de fibrina contidos em
tubos de Durhan ou em insertos Millicell-PCF foram expostos a suspensdes bacterianas tratadas
com plasmina. Como controle, outros géis foram expostos a bactérias ndo tratadas com
plasmina. Nos dois modelos experimentais, a presenca da plasmina conferiu maior invasividade
aos micro-organismos, detectada em 3 horas. Com base nos resultados obtidos, sugerimos que,
in vivo, a captura do Plg e sua ativagdo possam favorecer a degradagédo de barreiras teciduais
do hospedeiro, como coagulos e membranas basais, e a disseminagao bacteriana, no curso de
processos infecciosos invasivos por P. aeruginosa.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Captura e ativacdo de plasminogénio. Ativadores

bacterianos de plasminogénio. Metastase bacteriana.



ABSTRACT

SILVA, Cecilia Maria Ferreira da. Binding and activation of plasminogen to Pseudomonas
aeruginosa. 2002. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro.

This study was carried out to assess the affinity for plasminogen (Plg) by ELISA of
Pseudomonas aeruginosa laboratory and clinical strains isolated from blood of septicemic
patients or from stools of asymptomatic carriers. The Plg binding to ELISA microplate coated
wells with 14 different bacterial strains was significantly higher (p<0.001) than the binding to
uncoated control wells. The Plg binding by blood strains did not differ from the binding by
stool strains, suggesting that the expression of Plg receptors on P. aeruginosa surface is
constitutive. No difference in the Plg binding was detected between the piliated PAK strain and
the isogeneic nonpiliated mutant PAK/p-, suggesting that type IV pili is not a main adhesin
accountig for Plg binding to P. aeruginosa cells. The inclusion of e-aminocaproic acid in the
assays reduced significantly the Plg binding to PAK and PAK/p- strains indicating that Plg
binding to surface P. aeruginosa receptors is lysin dependent and suggesting a role for the
kringle domains in the Plg capture by bacterial cells. By Western-immunoblotting assays,
several P. aeruginosa low molecular weight outer membrane proteins (from 30 to 60 kDa) were
seen to react with Plg, suggesting that P.aeruginosa Plg surface receptors are omptins.To
ascertain whether bacteria-bound Plg could be activated to plasmin, bacteria-coated microplate
wells were incubated successively with Plg and with the urokinase (u-PA) activator. The
bacteria- associated proteolytic activity was assessed by the addition of a chromogenic plasmin
substrate. In parallel, other bacteria-coated microplate wells were exposed only to Plg and to
the chromogenic substrate, to assess the intrinsic capability of the bacteria to generate plasmin.
Most strains were shown to activate Plg in plasmin in presence of u-PA. Two clinical strains,
one from blood and the other from stools, exhibited a marked capability to generate plasmin in
the absence of u-PA, suggesting the existence of an endogenous cell surface Plg activator. The
results from preliminary studies carried out in the presence of EDTA suggest that this P.
aeruginosa Plg activator is a bacteria-bound serine protease. Finally, the role of Plg binding
and activation to plasmin in the bacterial proteolytic activity and invasiveness was assessed by
inoculating fibrin gels prepared in Durhan tubes or in Millicell inserts with plasmin-coated and
uncoated bacteria. The presence of surface-bound plasmin enhanced significantly the P.
aeruginosa capacity to invade the fibrin gells, detected as early as 3h after the infection. Based
on these results, we suggest that in vivo, the binding of Plg to P. aeruginosa surface may
represent a mechanism that could enhance the bacterial metastasis through normal host tissue
barriers, such as fibrin clots and basal membranes, in the course of invasive infectious processe

Keywords:  Pseudomonas aeruginosa. Plasminogen binding and activation. Bacterial

plasminogen activators. Bacterial metastasis.
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INTRODUCAO

Patogenia e determinantes de viruléncia de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram negativo pertencente a familia
Pseudomonadaceae, de distribuicdo ubiqua e cosmopolita. Seus habitats naturais séo solo,
agua, ambientes marinhos e superficies de algumas plantas. Nos ambientes aquaticos, ocorre
sob a forma plancténica livre, com intenso movimento natatorio. Ao contrario, em superficies
umidas, é frequentemente encontrada aderida a suportes sob a forma de biofilmes (Watnick e
Kolter, 2000).

P. aeruginosa pode ainda ser encontrada como flora de diferentes espécies animais. No
homem, a taxa de colonizacdo em pacientes internados em Unidades de Tratamento Intensivo
pode ser de até 34% dos individuos, dependendo do sitio pesquisado e também da ocorréncia
de certas condi¢cbes predisponentes, como a pressao seletiva de antibioticos (Bonten et al.,
1999).

A grande capacidade de adaptacdo explica a ampla distribuicdo de P. aeruginosa na
natureza. Embora habitualmente exibam metabolismo oxidativo, podem também crescer em
auséncia de O, desde que fontes de nitratos, que atuam como aceptores de elétrons, estejam
presentes no ambiente (Chayabutra e Lu-Kwang, 2000). Suas exigéncias nutritivas séo
minimas e podem crescer até mesmo em agua destilada. Também possuem uma ampla faixa

de temperatura étima de crescimento, variando de 37° a 42°C (Koneman et al., 1997).

Apesar de sua ampla distribuicdo na natureza, P. aeruginosa raramente causa infec¢do
em individuos sadios. Ao contrario, é importante agente de doenca infecciosa em pacientes
com comprometimento de seus mecanismos de defesa ou portadores de lesdes primarias, sendo
isolada em infeccGes de diversos sitios, como pele, tecidos moles, o0ssos, articulacdes, trato
urinario, ouvidos, valvulas cardiacas, trato respiratdrio, sangue, sistema nervoso central e olhos
(Murray et al., 1995).

P.aeruginosa é também um dos micro-organismos Gram negativos mais comumente
isolados em infeccOes hospitalares, tendo sido responsabilizado por 16% dos casos de
pneumonias nosocomiais, 12% das infec¢Bes urinarias hospitalares, 8% das infecgdes pos-
cirurgicas e 10% das bacteremias (Van Delden e Iglewski, 1998). Em um levantamento mais
recente, realizado por Hsueh et al. (2002), foi identificado como o agente bacteriano de

infeccdes hospitalares mais frequente, depois de Candida spp. e Staphylococcus spp.
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Em nosso meio P. aeruginosa destaca-se como um importante patégeno humano. Em
estudos realizados em um hospital pablico da cidade do Rio de Janeiro, no periodo de 1995 a
1997 foi o segundo micro-organismo mais prevalente em infec¢fes nosocomiais, tendo sido
responsavel por 18,5% dos casos. Considerando-se o numero total de isolamentos de P.
aeruginosa, 38,6% dos casos foram procedentes de enfermarias de Clinica Médica, 20,4% de
enfermarias de Cirurgia Geral e 15,9% de Unidades de Tratamento Intensivo. Os sitios de
isolamento mais frequentes foram as feridas cirdrgicas (22,0%) e tratos respiratérios inferior
(20,4%) e superior (13,6%), enquanto 4,5% das amostras foram isoladas de sangue de pacientes
septicémicos. De um modo geral, as amostras isoladas apresentaram elevados niveis de

resisténcia aos aminoglicosidios e cefalosporinas (De Moraes et al., 2000).

As infecgOes por P. aeruginosa podem levar a altas taxas de mortalidade, da ordem de
30% em pacientes neutropénicos e naqueles que sofreram transplante de medula dssea e da
ordem de 38% nos casos de pneumonias e septicemias em pacientes artificialmente ventilados
(Van Delden e Iglewski, 1998).

A ocorréncia e a importancia clinica de P. aeruginosa podem ser explicadas por sua
viruléncia multifatorial e complexa, relacionada a inumeras peculiaridades que variam com o
sitio de infeccdo, condi¢des especificas do hospedeiro e com o fen6tipo das cepas, que pode ser
invasivo, nas cepas isoladas de sangue, em condi¢gbes como neutropenia induzida, ou
citotoxico, naquelas isoladas de trato respiratorio (Tang et al.,1996; Fleiszig et al., 1997,
Hirakata et al., 2000).

Os principais determinantes de viruléncia de P. aeruginosa podem ser classificados como

fatores de colonizagdo e exoenzimas.

Entre os fatores de colonizacdo destacam-se as fimbrias do tipo 1V (Doig et al., 1988),
flagelos (Arora et al.,1996 ) e adesinas ndo fimbriais, como o glicocélix (Lazdunski, 1998), o
exopolissacarideo dos alginatos das cepas mucoides (Watnick e Kolter, 2000) e as proteinas

da membrana externa (Carnoy et al.,1994; Plotkowski, Tournier e Puchelle, 1996) .

As exoenzimas de P. aeruginosa sdo secretadas por trés diferentes vias. A do tipo | que
depende da acéo de trés proteinas exportadoras de produtos bacterianos do meio intracelular
para 0 meio extracelular, como a protease alcalina, sem a participacdo de componentes
intermediérios presentes no espaco periplasmatico. Estas trés proteinas sdo o transportador
ABC, localizado dentro da membrana interna, codificado pelo gene aprD, a proteina MFP,

codificada pelo gene aprE, a qual possibilita a continuidade entre as membranas interna e
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externa, e uma terceira proteina, codificada por aprF, que aflora como um poro na membrana
externa (Lazdunski, 1998, Starthopoulos et al., 2000).

A via secretdria do tipo Il depende de um regulon codificante para cerca de 12 proteinas
Xcp, homologas a GSP (General Secretory Pathway- Via Secretoria Geral) de outras bactérias
Gram negativas. Essas proteinas sdo exportadas em duas etapas. Inicialmente as proteinas
bacterianas, acopladas a um peptideo sinal, atravessam a membrana interna. J& no periplasma,
esse complexo é parcialmente fragmentado e reconhecido pela maquinaria de secrecdo que
promove sua passagem pela membrana externa. Essas proteinas sdo translocadoras de sinais e
estdo envolvidas na biossintese de precursores das pili do tipo IV e na secrecdo de fatores de
viruléncia, como elastases, exotoxina A, citotoxinas formadoras de poros e hemolisinas, como

a fosfolipase C e lecitinases (ramnolipideos) (Lazdunski, 1998; Bleves et al., 1999).

A via secretdria do tipo 111 depende de um regulon codificante para cerca de 20 proteinas.
Seu mecanismo de exportagdo, extremamente complexo, possibilita a secre¢ao das exoenzimas
Exo S, Exo T, Exo Y e Exo U, dotadas de atividade citotoxica para diferentes tipos celulares, e
dependem do contacto entre as células bacteriana e hospedeira (Lazdunski, 1998 ; Coburn e
Frank,1999).

Também sdo determinantes de viruléncia de P. aeruginosa pigmentos sideréforos, como
a pioverdina, a piocelina, um outro pigmento dotado de potencial redox, a piocianina, € 0
lipopolissacaridio da parede celular bacteriana (Meyer et al., 1996; Tang et al., 1996;
Lazdunski, 1998).

A expressdo fenotipica de muitos dos fatores de viruléncia de P. aeruginosa é coordenada
por sistemas de sinalizacdo célula—célula conhecidos como “quorum sensing”. Foram
identificados em P. aeruginosa dois tipos de sistemas “quorum sensing” interativos, chamados
de las e rhl. Esses sistemas envolvem moléculas sinalizadoras, do tipo homoserina—lactona ou
quinolonas, e proteinas ativadoras da transcrigdo especifica de alguns genes, codificantes para
as elastases Las A e Las B, exotoxina A, protease alcalina, ramnolipidios, alginato e proteinas
xcp da via de secregdo do tipo II. Sob o controle desses sistemas “quorum sensing”, a sintese
e secrecdo de exoprodutos sdo condicionadas a densidade populacional bacteriana, somente
ocorrendo quando os micro-organismos atingem a fase de crescimento exponencial, o que
favorece o0 escape dos patdégenos aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Glessner et al.,
1999; Kievit e Iglewsky, 2000).

A multirresisténcia a antimicrobianos encontrada em muitas cepas de P. aeruginosa

também é apontada como um importante determinante de viruléncia. Pode ser favorecida por
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multiplos fatores, como a presséo seletiva decorrente da manutencgéo de elevadas concentragdes
de antimicrobianos no ambiente. Esse mecanismo é especialmente importante nas cepas
isoladas de ambiente hospitalar. Além disso, os biofilmes decorrentes da producéo de alginatos
podem conferir impermeabilidade a antimicrobianos (Van Delden e Iglewski, 1998; Watnick e
Kolter, 2000; Brooun, Liu e Lewis, 2000).

Apesar da producdo de inumeros fatores de viruléncia, dos sofisticados sistemas
reguladores de sua producdo e de sua elevada resisténcia a antimicrobianos, P. aeruginosa ainda
permanece um micro-organismo oportunista. Assim, as infecgdes primarias causadas por esse
micro-organismo restringem-se, habitualmente, a tecidos previamente lesados (de Bentzmann,
Plotkowski e Puchelle, 1996). Embora na maior parte das vezes essas infeccdes localizadas
regridam, seja em decorréncia de resposta imune do hospedeiro ou de terapia antimicrobiana

bem sucedida, em outras, se observa a disseminagéo sistémica da infeccéo.

Diversos autores tém procurado correlacionar a afinidade de P. aeruginosa por tecidos
lesados a interacdo do micro-organismo com os componentes das matrizes extracelulares (de
Bentzmann, Plotkowski e Puchelle, 1996). Essas interacGes envolvem etapas como aderéncia
e degradacdo dos componentes da matriz extracelular por enzimas proteoliticas (Heck,
Morinasa e Abrahamson, 1986; Bejarano et al., 1989). No entanto, em um estudo em que
coelhos foram inoculados com cepas produtoras e ndo produtoras de proteases, ndo foi
verificada correlacéo perfeita entre a producao dessas enzimas e a capacidade de disseminacgéo

de cepas de P. aeruginosa (Ziegler e Douglas, 1979).

O sistema fibrinolitico humano

Em condicoes fisioldgicas, lesdes de tecidos humanos sdo seguidas por uma série de eventos
celulares e bioquimicos que visam restabelecer a arquitetura e funcéo tissular. Entre os eventos
mais precoces destaca-se a formacdo de um codgulo compacto de fibrina e plaquetas agregadas.
Essa estrutura neoformada é responsavel pela hemostasia que é imprescindivel a evolugdo
satisfatoria do processo de reparacdo tissular (Ruggeri, Dent e Saldivar, 1999; Tapper e
Herwald, 2000). Em fase posterior do processo reparatorio, o coagulo de fibrina é dissolvido
por um sistema fibrinolitico que depende da acdo de uma serino-protease, a plasmina. Esta é
gerada pela conversdo de um precursor presente no plasma, o plasminogénio, pela agdo de
ativadores teciduais (t-PA, Tissue plasminogen activator ) ou de ativadores do tipo uroquinase

(u-PA, urokinase-type plasminogen activator), (Broder et al., 1991; Tapper e Herwald, 2000).
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O plasminogénio é uma glicoproteina desprovida de atividade enzimética, sintetizada no
figado, abundante no plasma e em fluidos tissulares. Sua concentragéo plasmatica em adultos
varia de cerca de 180 a 200 pg/mL (2 uM). E formado por uma cadeia Gnica com peso
molecular em torno de 92 kDa, contendo 791 amino&cidos, sendo o &cido glutdmico o
aminoacido presente em sua extremidade N terminal (Glu-plasminogénio). Fisiologicamente,
mediante um evento autocatalitico espontaneo, ocorre a clivagem entre 2 residuos de lisina
(Lis”" — Lis®), que resulta na remocéo de um peptidio contendo o residuo de acido glutdmico
terminal e na maior estabilidade da molécula. Desse modo, a molécula de Glu- plasmina ou
Glu-plasminogénio € autoconvertida na forma que contém lisina como aminoacido N terminal,
chamada de Lis-plasmina ou Lis-plasminogénio (Ullberg et al.,1992; Lahteenmaki et al.,1995;
Gonias, 1996) (Figura 1).

Os ativadores de plasminogénio agem clivando a molécula do zimogénio entre os residuos
Arg®®°-val*®l dando origem a duas cadeias, A e B, unidas por duas pontes dissulfeto (Figura
1). Essa nova configuracao, em cadeia dupla, confere a molécula a atividade proteolitica que
caracteriza a plasmina.

A cadeia A do plasminogénio abriga cinco algas triplas (chamadas de dominios “kringle”)
gue funcionam como os sitios responsaveis pela interacbes ndo covalentes entre o
plasminogénio/plasmina e diferentes moléculas, como a2 anti-plasmina, fibrinogénio, fibrina,
fibronectina, trombospondina, vitronectina, gangliosidios, receptores da superficie celular e
residuos de lisina ou seus analogos sintéticos, como o acido amino caproico (Ullberg, Kronvall
e Wiman, 1989) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura do plasminogénio

GLU-PLASMINOGENIO Dominios "kringle"

Acéo da Sitio de agéo da tPA,,

plasmina UPA e estreptoquinase
N

LIS-PLASMINA

!

SITIO ATIVO
Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura do plasminogeénio.

N e C representam as regides amino e carboxi terminais da molécula, respectivamente. O sitio
catalitico é composto pelos aminoacidos serina (S), acido aspartico (D) e histidina (H). A
ligacdo Arg-Val (VR) € clivada pelos ativadores do plasminogénio dando origem a molécula
enzimaticamente ativa da plasmina, formada por duas cadeias peptidicas. A clivagem do Glu-
plasminogénio entre os dois residuos de lisina (KK) da origem a molécula Lis plasminogénio,
mais susceptivel a ativagdo por tPA e uPA. Adaptado de Lottenberg R, Minning-Wenz
DMinning-Wenz D, Boyle MD. Capturing host plasmin(ogen): a common mechanism for

invasive pathogens? Trends Microbiol. v.2, p, :20-4, 1994


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lottenberg%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8162432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minning-Wenz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8162432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minning-Wenz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8162432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minning-Wenz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8162432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boyle%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8162432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8162432
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A cadeia B exibe a atividade proteolitica da plasmina, que é uma serino- protease capaz de
digerir, além de fibrina, proteinas da matriz extracelular e da membrana basal, como laminina
e outras glicoproteinas ndo colagenosas (Ullberg et al.,1992) .

Quanto as moléculas ativadoras de plasminogénio, t-PA € a principal molécula envolvida na
dissolucéo de coagulos de fibrina enquanto u-PA estad mais relacionado com a ativagdo de
plasminogénio que favorece a invasdo de barreiras teciduais por diferentes tipos celulares
(Stepanova e Tkachuk , 2002).

O ativador t-PA é uma proteina ativa, de cadeia simples e com cerca de 70 kDa,
produzido e secretado por células endoteliais. Possui dois dominios “kringle”, um dominio
semelhante ao do fator de crescimento epidérmico (EGF, Epidermal Growth Factor ) e um
dominio amino terminal homdlogo ao sitio ligador de fibrina presente na molécula de
fibronectina e que, junto com o dominio “kringle” 2, confere alta afinidade para fibrina. Seu
sitio ativo, como o de outras serino-proteases, contém a triade His®??, Asp®* e Ser*’®, Plasmina,
calicreina e o fator Xa da via de coagulagdo clivam a ligagdo Arg?”>.Leu 2’® convertendo a
molécula em outra com cadeias duplas, unidas por duas pontes dissulfeto.

Essa forma de t-PA de cadeia dupla é muito mais ativa sobre substratos cromogénicos e atua
mesmo na auséncia de fibrina. Entretanto ambas as formas de t-PA ativam plasminogénio com
igual intensidade. Na presenca de moléculas de plasminogénio aderidas a fibrina, a capacidade
catalitica de t-PA aumenta em cerca de 1000 vezes (Dobrovolsky e Titaeva, 2002; Parfyonova,
Plekhanova e Tkachuk, 2002)

O ativador u-PA € uma proteina semelhante a tripsina. Muitas células eucarioticas secretam
uma forma de u-PA inativa, de cadeia Unica com 54 kDa. A por¢do N- terminal da molécula é
homologa a do EGF e é seguida por dois dominios “kringle”. A carboxila terminal encerra o
sitio ativo, contendo a triade His?®*, Asp®® e Ser®®. A cadeia simples de u—PA também pode
ser clivada por calicreina e plasmina na regido Lis'®- 11e!®® convertendo-a na forma ativa,

composta por duas cadeias unidas por uma ponte dissulfeto (Dobrovolsky e Titaeva, 2001).

O ativador u-PA interage com um receptor especifico encontrado em diversos tipos de
células eucarioticas, como monocitos, neutrdfilos, granuldcitos, linfécitos T ativados, células
endoteliais, hepatocitos, fibroblastos, queratinocitos, células do mdsculo liso, dendriticas e
ainda em diversas células tumorais. Este receptor, chamado u-PAR, é uma glicoproteina com
cerca de 45a 65 kDa, ligada ao receptor CD 87 ( Cluster of Differentiation, grupamento de
diferenciacéo 87) da membrana celular por meio de uma ancora de residuos de glicosil inositol
fosfato. Possui em sua porcdo extracelular 3 dominios contendo o motivo lisina. Além da

interacdo com o ativador u-PA, u-PAR também interage com integrinas, vitronectina e
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cininogénio e exerce papel importante no recrutamento de neutrofilos durante processos

inflamatdrios /infecciosos (Godar e Stockinger, 2000).

Fisiologicamente, a modulagdo da atividade fibrinolitica é exercida pelos inibidores da
ativagcdo do plasminogénio (PAI-1 e PAI-2 Plasminogen activator inhibitor-1 and 2) e por
proteinas antagonistas da atividade da plasmina, como o2-antiplasmina e a2-macroglobulina
Isso ocorre porque, em fase fluida, o inibidor PAI -1 compete com o plasminogénio ligando-
se ao seu principal ativador, o t-PA. Também em fase fluida , a atividade da plasmina é inibida
pela acdo da a2- antiplasmina (Figura 2). Coletivamente, as proteinas capazes de inibir a
atividade de serina proteases, como a plasmina, sdo chamadas de serpinas (serina protease
inhibitors) (Parkkinen, Hacker e Korhonen, 1991). Assim, o balanco entre os niveis de
ativadores de plasminogénio, dos inibidores PAI-1 e PAI-2 e da a2- antiplasmina controlam a
formagéo e a atividade da plasmina (Tapper e Herwald, 2000).

Além de sua atuacdo nos processos de reparacao/regeneracao tecidual, o sistema fibrinolitico
participa na regulacdo de eventos como a migracdo celular no curso da embriogénese e do
remodelamento de tecidos. E também importante durante a angiogénese, aterogénese e

metéstase de células tumorais (Davidson e Benn, 1996; Chavakis et al., 1998).

Uma consequiéncia da ligacdo do plasminogénio/plasmina a receptores celulares ou a rede
de fibrina é sua modificacdo conformacional. Esta modificacdo tanto favorece a acdo dos
ativadores quanto protege a plasmina da acdo do inibidor fisiolégico oo antiplasmina,
possibilitando a manutencédo de sua atividade proteolitica (Ullberg, Kronvall e Wiman., 1989
; Verlich et al.,1998).

Além da capacidade de degradar a fibrina, varias outras atividades bioldgicas sdo atribuidas
a plasmina, como a ativacdo do sistema complemento e de proenzimas, como as colagenases
latentes e precursores de metaloproteases das matrizes extracelulares. Como consequiéncia da
atividade proteolitica, sdo gerados produtos que afetam a permeabilidade dos vasos sangiineos
colaborando para um acumulo de células inflamatorias (Lottenberg, Minning-Wenz e
Byle,1994; Ploplis et al.,1998) .
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Figura 2. Representacdo esquematica da ativagdo e regulacao da atividade do

sistema fibrinolitico humano.

. ENDOTELIO

DIMEROS D DE
FIBRINA

Imagem adaptada de Francis, C. W., & Marder, V. J. Concepts of Clot Lysis. Annual Review

of Medicine, v. 37 p., 187- 204, 1986.d0i:10.1146/annurev.me.37.020186.001155

Durante infecgdes bacterianas, o hospedeiro responde com uma variedade de mecanismos,
que podem ser modulados por micro-organismos ou produtos de seu metabolismo. Nas
infeccbes graves, como a sepsis, 0s sistemas de coagulacdo e fibrinolitico sdo alvos dessas
modulagfes. As cascatas de ativacdo de ambos o0s sistemas sdo disparadas nos sitios tissulares
infectados. Em algumas situacdes, o sistema fibrinolitico desempenha papel importante

evitando o acimulo de fibrina e a faléncia de 6rgaos vitais (Tapper e Herwald, 2000).

Algumas células eucarioticas, como plaquetas, mondcitos, granuldcitos, linfécitos B e T, séo
capazes de ligar plasmina/ plasminogénio em suas superficies. Como consequéncia, ocorre
aumento na concentracdo da enzima ativa no microambiente, o que pode ser importante para
facilitar o acesso de células sanguineas inflamatorias ao sitio onde se desenrola o processo.
Também no curso da resposta imune a agentes infecciosos, a ativacdo de plasmina nas
superficies de células de defesa facilita a sua migracéo através das barreiras de fibrina formadas
pelas defesas do hospedeiro (Ullberg et al., 1992, Ploplis et al., 1998).
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Estudos in vitro realizados com culturas de células endoteliais humanas, que expressam
receptores para plasminogénio, mostraram que receptores para u-PA estdo presentes,
localizados nos sitios de adesédo célula-célula e nos contatos focais. A adi¢do de plasminogénio
e u-PA aessas células causou retracdo das culturas. Como consequiéncia, foi observada a perda
da integridade dos contatos de adesdo célula-célula e focais, com subsequente alteracdo da
permeabilidade da cultura e exposicdo da membrana basal sub-endotelial, que se tornou
suscetivel a protedlise (Conforti et al., 1994; Chavakis et al.,1998).

A maioria das células tumorais produz grandes quantidades de ativadores de plasminogénio
e de seus receptores, sendo capazes de disparar a saturacdo autdcrina dos receptores para u-PA

e seus precursores pro u-PA (Figura 3).

Figura 3. Representacdo esquematica da ativacdo de plasminogénio por u-PA emuma célula

neopasica

Producdo de UPA e
saturacao dos
receptores u PA-R

0)

Legenda : Uroquinase (u-PA) fixa-se a receptores celulares. O plasminogénio é
ativado e a plasmina ativa promove a invasdo de células neoplésicas através da

matriz extracelular.
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A ativacdo de plasminogénio na superficie de células neoplasicas aderidas a células
endoteliais causa retracdo do endotélio, favorecendo a penetracdo de células tumorais e a
degradacdo de glicoproteinas da matriz extracelular. Outra conseqiéncia da ativacdo de
plasminogénio nas neoplasias é a ativacdo de metaloproteases, que dissolvem colagenos e de
fatores de crescimento e estimuladores dos hepatécitos pelos ativadores u-PA e t-PA (Davidson
e Benn, 1996).

Captura e ativacdo do plasminogénio por patdgenos bacterianos

A estreptoquinase, uma proteina produzida por Streptococcus pyogenes, tem sido
amplamente utilizada por vérias décadas no tratamento de doencas cardiovasculares com o
objetivo de dissolver coagulos. Entretanto, somente em 1987, estudos pioneiros estabeleceram
uma correlacdo entre a sua producéo e a capacidade de disseminacdo do S. pyogenes favorecida
pela captura de plasmina. Nesse estudo, os autores descreveram a presenca de um receptor
presente na superficie da célula bacteriana especifico para plasmina (Lottenberg, Broder e
Boyle,1987). Nos anos que se seguiram, foram descritos outros receptores com afinidade
especifica para sitios da molécula do plasminogénio, contidos em alguns dos dominios
“Kringle”, tanto em bactérias Gram positivas, como Streptococcus pneumoniae e outros alfa
hemoliticos, S. equisimilis e beta hemoliticos do grupo G (Ullberg, Kronvall e Wiman,1989),
quanto em Gram negativas, como enterobactérias, Haemophilus. influenzae e Moraxella
catarrhalis (Ullberg et al.,1990) .

Cepas de Neisseria meningitidis e N. gonorrhoeae também foram capazes de ligar e ativar
plasminogénio. Na superficie das cepas de N. meningitidis testadas, as analises das interagdes
receptor — ligante caracterizaram a presenca de dois tipos de receptores. Do primeiro tipo, foram
encontrados cerca de 3 000 a 6 000 receptores por célula bacteriana, com constante de
dissociagdo (Kq ) da ordem de 50 nM. Do segundo tipo, foram encontrados de 10 000 a 20 000
receptores por bactéria. Apesar de mais numerosos, esse segundo tipo de receptores apresentou
afinidade inferior a do primeiro, com Kg de 200 nM. Os valores referentes a afinidade foram

ligeiramente inferiores aos valores dos receptores detectados em cepas de Staphylococcus
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aureus, mas foram praticamente 0s mesmos encontrados em estreptococos beta hemoliticos
dos grupos A, C e G. (Ullberg et al., 1992).

Ullberg, Wiman e Kronvall, 1994 mostraram que além dos receptores para plasminogénio,
N. meningitidis e H. influenzae apresentavam também receptores para o ativador tecidual t-PA
e que nenhuma das cepas testadas apresentava receptores para ativadores do tipo uroquinases
(u-PA). Ao contrario, em cepas de Borrelia burgdorferi, além de receptores para
plasminogénio e plasmina, foram também detectados receptores para ativadores do tipo u-PA
(Fuchs et al., 1994; Klempner et al., 1995;Coleman et al.,1995).

Atualmente a relacdo de micro-organismos capazes de interagir com proteinas do sistema
fibrinolitico humano é extensa e inclui, além dos ja citados, S. aureus (Zavision, White e
Bramley, 1997; Santala et al., 1999), Escherichia coli (Parkkinen e Korhonen, 1989; Korhonen
et al., 1992; Lottenberg et al., 1992), Yersinia pestis (L&hteenméki et al., 1998; Kutyrev et al.,
1999), Salmonella enterica sorovariante Typhimurium (Kukkonen et al., 1998), Helicobacter

pylori (Ljungh, 2000) e Mycobacterium tuberculosis (Monroy et al., 2000) .

No curso dos processos infecciosos, acredita-se que 0 contato de micro-organismos com
membranas basais, reservatorios de alguns precursores do sistema fibrinolitico no hospedeiro
humano (Kukkonen et al., 1998; L&hteenméki et al., 1998), seguida da ativacdo de
plasminogénio nas superficies bacterianas, possa favorecer a disseminacdo bacteriana através

dos tecidos do hospedeiro (Lahteenmaki et al., 1993; Lahteenmaki et al., 1995).

Varios modelos foram propostos visando explicar a invasividade bacteriana via ativacdo do
sistema fibrinolitico. Tanto para micro-organismos Gram positivos quanto para Gram
negativos, as opinides convergem para a existéncia de duas vias que podem ser utilizadas
simultaneamente ou ndo. Uma delas é dependente da ativacdo de plasminogénio por meio de
ativadores enddgenos do hospedeiro. Na outra, 0s micro-organismos produzem seus proprios
ativadores de plasminogénio (Lottenberg, Minning-Wenz e Boyle, 1994).

Na via pela qual a invasividade bacteriana foi relacionada a ativagéo do sistema fibrinolitico
com a participagéo dos ativadores do hospedeiro, o plasminogénio, os ativadores ou até mesmo
a plasmina sdo capturados por receptores da superficie bacteriana (Lottenberg, Minning-Wenz
e Boyle, 1994, Sjobring, Pohl e Olsen, 1994; Lahteenmaki et al., 1995).

Diversas moléculas da superficie bacteriana tém sido apontadas como receptores para o0
plasminogénio/plasmina e, portanto, relacionadas a atividade proteolitica de superficie

bacteriana in vitro. Alfa enolases anélogas a gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH)



25

sdo capazes de ligar plasmina a bactérias do género Streptococcus (Broder et al. , 1991; Wang
e Lottenberg, 1994).

Algumas adesinas bacterianas, como a proteina M de S. pyogenes (Ringdahl e Sjobring,
2000), flagelos (Lahteenméki et al., 1993), fimbrias S de E. coli (Parkkinen, Hacker,
Kornhonen, 1991; Korhonen et al., 1992), fimbrias G de E. coli , fimbrias do tipo 1 de S.
enterica sorovariante Thyphimurium (Kukkonen et al.,1998) e fimbrias curli de S. enterica
(Sjobring, Pohl e Olsen, 1994), exibem estruturas filamentosas, morfologicamente similares a
fibrina, o principal alvo do sistema fibrinolitico, e sdo capazes de ligar plasminogénio ou t-
PA.

Outras moléculas bacterianas capazes de ligar plasminogénio sdo proteinas da membrana
externa, como a OspA de B. burdorferi (Fuchs et al.,1994) , de H. pylori (Ljungh, 2000) e

proteinas solUveis e da parede celular de M. tuberculosis (Monroy et al., 2000) .

Estudos in vitro mostraram que o acido e- amino caproico ( EACA), um anélogo sintético
da L-lisina, utilizado terapeuticamente como inibidor da protedlise induzida pela plasmina
(Tapper e Herwald, 2000), foi também capaz de inibir a fixa¢do de plasminogénio/plasmina as
superficies bacterianas, evidenciando o envolvimento dos residuos de lisina no processo
(Lahteenmaki et al., 1993; Conforti et al., 1994; Coleman et al.,1995; Kukkonen et al., 1998;
Monroy et al., 2000) .

De modo semelhante ao observado em células eucaridticas, em estudos experimentais em
que o plasminogénio foi imobilizado na superficie de células bacterianas, foi observado um
aumento na sua ativacdo devido a variacBes conformacionais da molécula ocorridas apds sua
ligacdo aos receptores, facilitando a acdo dos ativadores t-PA e u-PA (Ullberg et al., 1992;
Lahteenmaki et al ., 1995).

Também em estudos realizados com micro-organismos, foi observado que a adi¢éo de o-2
antiplasmina a bactérias que apresentavam plasmina fixada ndo foi capaz de inibir a atividade
protedsica da enzima. Esses resultados foram atribuidos a ocupacao dos dominios “kringle” da
molécula de plasmina, que possuem afinidade tanto para os receptores celulares como para o
principal inibidor fisioldgico da plasmina (Lottenberg, Minning-Wenz e Boyle, 1994; Coleman
etal., 1995).

Nas interacGes com o sistema fibrinolitico mediadas por estreptoquinase e estafiloquinase, a
plasmina ativa pode ser capturada por receptores bacterianos com afinidade por essa molécula
(Wang e Lottenberg,1994; Santala et al.,1999).
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Ao contrario dos ativadores enddgenos do plasminogénio, a estreptoquinase nao possui a¢do
enzimatica sobre o zimogénio e a ativagao é decorrente da formagao de um complexo equimolar
entre as duas moléculas. A interacdo entre dominios da estreptogquinase e do plasminogénio
induz rearranjos intramoleculares no plasminogénio com geracdo do sitio ativo da serino-
protease. Sendo assim, a estreptoquinase ndo € inibida pela a¢do dos inibidores da ativacao de
plasminogénio (PAI-1 e PAI-2) e também € capaz de disparar a ativacdo de plasminogénio
generalizada e ndo regulada em fase fluida. Além disso, sua acdo nédo é dependente da fixacédo

do plasminogénio a fibrina ou a receptores celulares (Reed et al.,1999).

Apbs a ativacdo do plasminogénio pela estreptoquinase e/ou por ativadores do hospedeiro,
a plasmina pode ser capturada pelos receptores de superficie bacterianos analogos a GAPDH
que possuem residuos carboxi — terminais de lisina expostos em sua superficie. Também nesse
caso, a plasmina ligada esta protegida da acéo de o.2-antiplasmina e o2-macroglobulina (Broder
et al., 1991; Lottenberg et al., 1992; Lottenberg, Mining-Wenz e Boyle, 1994). Portanto, a
secrecdo de estreptoquinase in vivo pode gerar grande quantidade de plasmina que se imobiliza

na superficie dos micro-organismos, conferindo-lhes atividade proteolitica.

Um outro importante ativador bacteriano de plasminogénio é produzido por Y. pestis. Trata-
se da protease Pla, uma adesina para componentes da membrana basal e matriz extracelular de
mamiferos ancorada a membrana externa bacteriana e codificada por genes plasmidiais. Essa
adesina exibe alto grau de homologia para Omp T de E. coli (Kutyrev et al., 1999). Em 1998,
Lahteenmaki e colaboradores observaram que embora a producdo de Pla aumente a adeséo de
Y. pestis a laminina da matriz extracelular, a adi¢céo e ativacdo de plasminogénio foi necessaria
para que ocorresse a degradacdo da matriz. Esta observacao levou a sugestdo de que a plasmina
ativada por Pla favoreceria a migracdo desses micro-organismos atraves das barreiras teciduais

do hospedeiro .

Interacgdes de P. aeruginosa com plasminogénio

P. aeruginosa possui um amplo espectro de adesinas para glico-conjugados de mamiferos,
algumas delas evolutivamente conservadas e compartilhadas com outros micro-organismos.

Entre as adesinas descritas destacam-se as fimbrias (Doig et al., 1988), flagelos (Arora et al.,
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1996; Arora et al., 2000) e proteinas de membrana externa (Carnoy et al., 1994; Plotkowski,
Tournier e Puchelle, 1996 ).

As pili do tipo 1V, presentes nas cepas de P. aeruginosa com fenétipo aderente, possuem
afinidade para receptores contendo residuos de asialo GM1 do epitélio respiratorio (Saiman e
Prince, 1993; Bryan et al., 1999; Comolli et al., 1999). A flagelina dos tipos a e b de P.
aeruginosa, que sao altamente conservadas (Arora et al., 2000), também tem afinidade por
residuos de asialo GM1, entre outros receptores (Feldman et al., 1998). Quanto as proteinas de
membrana externa, apresentam afinidade pela mucina respiratoria (Carnoy et al., 1994), por
componentes da matriz extracelular (Plotkowski, Tournier e Puchelle, 1996; Roger et al., 1999;
Rebiére-Huiet et al., 1999) e por moléculas receptoras de células epiteliais respiratdrias (Roger
et al., 1999; Plotkowski et al., 2001). Ao menos em tese, existe a possibilidade de que algumas

das adesinas de P. aeruginosa possam funcionar como receptores para plasminogénio.

Em estudo realizado por Ullberg et al. (1990) foi observado que sete de dez cepas de P.
aeruginosa testadas foram capazes de ligar plasminogénio. Esse estudo revelou a existéncia de
cerca de 8 000 sitios de ligacdo por bactéria, com constante de dissociacdo da ordem de 60 a
80 nM. Mais ainda, a afinidade desses receptores para o plasminogénio foi superior a afinidade
de receptores de células eucaridticas, como ja fora também observado para estreptococos.
Entretanto, a natureza dos receptores e ativadores de plasminogénio envolvidos ndo foi
caracterizada. Também nao foi definida a possivel participacdo dessa capacidade de ligacdo do

plasminogénio com a invasividade bacteriana.

E possivel que a mobilizagio precoce de sistemas proteoliticos pré-formados no hospedeiro,
a competicdo por receptores para ativadores de plasminogénio das células de defesa e o escape
aos mecanismos de controle fisioldgicos da fibrindlise possam interferir no curso das infeccdes
causadas por P. aeruginosa agregando mecanismos de viruléncia e abreviando o tempo
necessario para a invasao de tecidos e fluidos corporais. Assim, estudos correlacionando o
fendtipo de cepas com a possibilidade de utilizacdo desses mecanismos, bem como a
caracterizagdo dos possiveis receptores e ativadores envolvidos no processo, podem fornecer
auxilio para a compreensdo da patogénese e para o controle das infeccdes causadas por P.

aeruginosa.
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1 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos :

Pesquisar a afinidade por plasminogénio nas cepas de P. aeruginosa colonizadoras do trato
intestinal e isoladas de infecgdes sistémicas.

Pesquisar a possivel participacdo de fimbrias e proteinas de membrana externa na afinidade
de P. aeruginosa por plasminogénio.

Pesquisar a ativacdo de plasminogénio por ativadores do sistema fibrinolitico humano,
gerando plasmina ativa, nas diferentes cepas de P. aeruginosa.

Identificar e caracterizar a natureza de eventuais ativadores endogenos de plasminogénio

presentes nas cepas de P. aeruginosa estudadas.

Pesquisar a participagdo da plasmina ativa ligada aos micro-organismos em sua

invasividade.
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2. MATERIAIS E METODOS

2. 1. Cepas bacterianas

Foram utilizadas nesse estudo, as cepas laboratoriais de referéncia PAK (cepa piliada) e
PAK/p- (cepa ndo piliada, obtida pela delecdo do gene pil que controla a sintese da pilina),
fornecidas pelo Dr. Paranchych (Universidade de Alberta, Canadd). Foram também utilizados
isolados clinicos de sangue e de fezes de pacientes assintomaticos, fornecidos pela Dra.
Elizabeth de Andrade Marques (Laboratério de Bacteriologia do Hospital Universitario Pedro
Ernesto da UERJ).
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Tabela 1 : Cepas testadas neste estudo.

FEZES SANGUE CEDIDAS
NUmero no NUmero no NUmero no NUmero no Cepas de
trabalho LABAC trabalho LABAC referéncia
F1 F 2926 s1 S 269 PAK (piliada)
F2 F 3040 S2 S272 PAKI b
(ndo piliada)
F3 F 6320 S3 S 305
F4 F 5788 S4 S 373
F5 F 2728 S5 S 856
F6 F 6176 S6 S 641
F7 F 2075 S7 S 194
F8 F 2601 S8 S 200
F9 F 9295 S9 S 225
F10 F 9799 S10 S 226
F11 F 1939 S11 S214
F12 F 776 S12 S 285

Os estoques das cepas foram conservados a partir do crescimento por 24 horas a cerca de
37°C em agar CLED (Merck), de onde foram preparadas suspensdes bacterianas concentradas
de cada cepa, em trypticase soy broth (TSB; Difco Laboratories ) contendo 20% de glicerol e

mantidas em freezer ,a 70° C negativos.

Para a realizacdo dos testes, as bactérias foram cultivadas por uma noite em TSB e
submetidas a centrifugagcdo em centrifuga clinica (IEKE) a 3900 r.p.m. por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos ressuspensos em diferentes solucdes,

conforme o teste a ser executado. As densidades Opticas das suspensdes bacterianas foram
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padronizadas em espectrofotometro (Micronal) de forma a apresentarem A e nm = 0,1,
contendo cerca de 108 UFC/ mL.

2. 2. Captura do plasminogénio

2. 2. 1. Aderéncia das bactérias a pocos de microplacas de ELISA

Inicialmente, 100 pL das suspensdes bacterianas padronizadas em tampé&o
carbonato (0,1M; pH 9,6) foram adicionados a pocos de microplacas de poliestireno (Poly-
Sorp, Nunc), seguindo-se a incubacdo durante uma noite a cerca de 4 °C. A seguir, 0S po¢os
foram ringados trés vezes com 200 pL de salina tampéo fosfato 0,01 M, pH 7,2 (PBS) contendo
0,05 % (vol/vol) de Tween 20 (Sigma) (PBS-T), para remo¢do dos micro-organismos ndo
aderidos. Os poc¢os contendo os micro-organismos aderidos foram entdo tratados por 2 horas
em temperatura ambiente com 100 pL de tampéo carbonato contendo 2% (p/v) de soroalbumina
bovina (BSA; Sigma A 7030). Ap6s o bloqueio, 0s pocos foram submetidos a mais trés lavagens
com 200 pL de PBS-T .

Para sabermos se as cepas PAK e PAK/p- apresentavam igual capacidade de aderéncia aos
pocos das microplacas, e se a presenca de fimbrias seria capaz de interferir nesse processo,
100pL de cada uma das suspensdes bacterianas em tampdo carbonato estéril foram adicionados
aos pocos de microplacas. Ap6s incubacdo por uma noite a cerca de 4 °C, os pogos foram
lavados por 3 vezes com 200 pL de PBS-T estéril para remocao das bactérias ndo aderidas. A
seguir, os pocos foram tratados por 10 minutos a temperatura ambiente com 100 pL de Triton
X-100 a 0,1 % em PBS estéril, para remover as bactérias aderidas. O contetdo de cada po¢o foi
homogeneizado, diluido e plagueado em quadruplicata em agar CLED, para determinacdo da

concentracdo de bactérias aderidas.
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2.2.2. Teste de ELISA

A ligacdo do plasminogénio na superficie das diversas cepas de P. aeruginosa foi avaliada
por uma variacdo da técnica de ensaio imunoenzimético (ELISA) em fase solida proposta por
Plotkowski, Tournier e Puchelle (1996).

Aos pocos de microplacas contendo as diferentes cepas bacterianas aderidas e saturados
com BSA foram aplicados 100 pL de solucdo contendo plasminogénio humano purificado
(Sigma) a 25 pg/ mL em PBS-T contendo de 1% (p/v) de BSA (PBS-T-BSA). Ap6s incubacéao
por 1 hora a cerca de 37 °C, os pocos foram rincados trés vezes consecutivas com 200 L de
PBS-T. Seguiu-se a incubacdo com 100uL de solucdo de anticorpos policlonais de coelho anti-
plasminogénio humano (Calbiochem) diluida a 1:2500 em PBS-T-BSA, a cerca de 37 °C, por
1 hora. Apds mais trés lavagens com 200 pL de PBS-T, os pocos foram incubados por 1 hora a
cerca de 37 °C com 100 pL de solucdo de anticorpos secundarios anti-1gG de coelho conjugados
a peroxidase (Sigma) e diluidos a 1: 5 000 em PBS-T-BSA. Apos 3 lavagens com 200 uL de
tampdo PBS-T, a atividade da peroxidase foi detectada pela incubacao, com 100 pL do substrato
cromogénico O-fenileno diamina-2 HCI (OPD; Abbott), por até 10 minutos em temperatura
ambiente e em auséncia de iluminagcdo. Apds a interrupcdo da reacdo com 100 pL acido
sulfdrico 1 N, foi determinada A 90 nm dos diversos pogos em espectrofotdmetro tipo leitor de
ELISA (BioRad). A reprodutibilidade dos resultados foi avaliada pela execucdo dos testes em
triplicata, em pelo menos duas ocasides diferentes.

Como controles negativos foram usados pogos onde : i) a etapa de incubacdo com o
plasminogénio foi suprimida ap6s a incubagdo das células bacterianas aderidas com 100 pL de
tampdo carbonato contendo 2% de BSA,; ii ) a etapa de incubacdo com a solu¢édo de anticorpos
anti-plasminogénio humano foi substituida pela incubacdo com 100 pL de PBS-T-BSA 1% ; iii
) a etapa inicial de incubacdo com as suspensdes bacterianas foi suprimida. Como controle
positivo, em substitui¢do ao inoculo bacteriano, alguns pogos das microplacas foram incubados
com solugdo de plasminogénio a 25 pg/ mL em tampé&o carbonato por uma noite a cerca de 4
°C.
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2. 2. 3. Teste de inibicdo da captura de plasminogénio

Com o interesse em identificar os dominios envolvidos nas possiveis interacdes da
superficie bacteriana com o plasminogénio, foram realizados com as cepas de referéncia PAK
e PAK/ p-, testes de ELISA, como descrito acima, com a seguinte modificagdo : aos pogos
das microplacas de ELISA contendo células bacterianas aderidas foram adicionados 100 pL
da solucédo de plasminogénio contendo um analogo da L-lisina , o acido € amino caproico
(Sigma) em concentragdes crescentes ( 0,01; 0,1 e 1 M ). Seguiram-se as incubagGes com 0s
anticorpos primarios e secundarios e a revelagdo da reacdo com solucdo de OPD, como

descritas no item 2. 2. 2. Esse teste foi realizado em triplicata, em uma Unica ocasido.

2.3 Ligacdo de plasminogénio a proteinas de membrana externa de P. aeruginosa

A captura de plasminogénio pelas diferentes proteinas de membrana externa bacteriana,
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme seu peso

molecular, foi avaliada por metodologia de “Western — blotting” .

2. 3. 1. Obtencdo dos extratos de proteinas de membrana externa

Para a preparacao dos extratos de parede bacteriana, contendo as proteinas de membrana
externa, foi utilizada a metodologia proposta por Carnoy et al., (1994). Ap6s o cultivo das
diversas amostras bacterianas em 250 mL de TSB a cerca de 37 °C, por uma noite, as culturas
foram centrifugadas a 10 000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C, em centrifuga refrigerada (Hitachi
CR 21). Ap06s duas lavagens com PBS, cada 1 g dos sedimentos foram tratados com 3 mL de
solucdo extratora contendo 50 mM de citrato de sodio (pH7,4), 0,1% (p/v) de Zwittergent 3-14
(Calbiochem), 1 mM de fenil metil sulfonil fluoreto (Sigma) e 10 mM de EDTA (Sigma). Apos
incubacdo durante 25 minutos a 45 °C, seguiu-se nova centrifugacdo a 10 000 r.p.m. por 30
minutos a 4 °C. Os sobrenadantes, contendo as proteinas de membrana externa, foram

recolhidos e submetidos a dialise contra 4gua destilada contendo 0,2% (p / v) de azida sodica
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por uma noite a cerca de 4 °C. Finalmente, as proteinas foram liofilizadas e solubilizadas em
agua destilada estéril, de modo a se obter uma concentracdo padronizada de 10 mg / mL para

cada cepa.

2. 3. 2. SDS PAGE das proteinas de membrana externa

Inicialmente, 100 pLdos extratos proteicos de cada amostra bacteriana foram diluidos em
300 pL do tampdo de amostra contendo 4 mL de agua destilada, 1 mL de Tris-HCl a 0,5 M
(pH 6.8), 0,8 mL de glicerol, 1, 6 mL de solucdo de SDS a 10% (p/v), 5% de 2 - B
mercaptoetanol e 0,2 mL de azul de bromofenol a 0,25% (p/v). Apds fervura por 5 minutos,
15 uL de cada preparacdo (contendo cerca de 37,5 g de proteinas) foram aplicados a pistas
do gel de poliacrilamida a 15%. Seguiu-se a eletroforese a 200 V por 45 minutos em sistema
Mini Protean Il (BioRad), usando tampdo de corrida Tris a 0,3 % (p/v) contendo glicina a
0,144 % (p/v) , pH 8.3 e SDS a 0,1 % (p/v). Como padrao de referéncia para a determinacéo
dos pesos moleculares das proteinas bacterianas foi utilizado o kit de calibragéo de baixo peso
molecular da Gibco BRL.

Apos a eletroforese, os géis foram submetidos a eletrotransferéncia para membranas de
nitrocelulose (Immoblon-NC; Millipore), utilizando-se o sistema Mini Protean Il por 1 hora,
sob corrente que variou de 250 a 340 mA .

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas eletrotransferidas foram bloqueadas
por uma noite a cerca de 4 °C em tamp&o PBS contendo 0,05% (v/v) de Tween 20 e 2% (p/v)
de BSA (PBS-T-BSA 2%).

2. 3. 3. Western-blotting das proteinas de membrana externa

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas de membrana externa bacteriana
foram incubadas com solucéo de plasminogénio marcado com biotina a 2,5 pg/mL em PBS-T-
BSA 1% por 1 hora em temperatura ambiente, sob agitacéo.

Apos trés lavagens com PBS-T sob agitacdo (a primeira por 10 minutos e as demais por 5
minutos), as membranas foram incubadas com PBS-T-BSA 1%, por cinco minutos, sob

agitacdo e em temperatura ambiente. A seguir, as membranas foram expostas a solucdo do
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conjugado estreptavidina - peroxidase (Amersham) a 1: 2 500 em PBS-T-BSA 1%, por 1 hora,
a temperatura ambiente e sob agitagdo. Apo6s mais trés ringagens com PBS-T, como descrito
acima, as membranas foram incubadas com uma solucdo contendo 0,1% de imidazol (Sigma),
0,1 % de diaminobenzidina (Sigma) e 0,1 % de peroxido de hidrogénio, para a revelacdo das
possiveis bandas reativas.

Como controle negativo, a etapa de incubacdo das membranas contendo as proteinas de
membrana externa com a solucdo do complexo plasminogénio-biotina em PBS-T-BSA 1% foi
substituida pela incubacdo com a solucéo diluente.

A reprodutibilidade dos resultados foi avaliada pela execugéo dos testes em duas ocasides

distintas.

O conjugado plasminogénio-biotina foi preparado conforme metodologia proposta por
Ternynck e Avrameas (1991). A aliquotas de 1 mL de solucdo de plasminogénio humano a 1
mg/ mL em bicarbonato de sodio a 0,1 M foram acrescidos 10 pL de solugdo de hidroxi
succinimida de biotina (Sigma) a 0,1 M em dimetil sulféxido (DMSO; Sigma). Apo6s
incubacdo por 1 hora em temperatura ambiente, a solucdo foi dializada contra PBS 0, 01 M,
durante 1 noite, a cerca de 4 °C, com agitacdo continua, para eliminacdo da biotina ndo

conjugada.

2. 4. Ativacao do plasminogénio

2.4.1. Testes colorimétricos para deteccdo da ativacdo do plasminogénio

A ativacao do plasminogénio ligado as células bacterianas aderidas a po¢os de microplacas
de ELISA foi avaliada por ensaio colorimétrico em que foi detectada a clivagem do substrato
cromogénico da plasmina, tosil-glicil-prolil-lisina 4-acetato de nitroanilida (Chromozym PL,;
Roche), segundo uma adaptacdo da metodologia descrita por Klempner et al. (1995).

A adsorc¢éo das células bacterianas aos pog¢os das microplacas de ELISA e a saturacdo dos
pocos com BSA foram realizados como descrito no item 2. 2. 1. A dois conjuntos de trés pogos
contendo cada uma das cepas bacterianas em estudo foram adicionados 100 pL de solucéo de
plasminogénio humano purificado a 25 pg / mL em PBS-T-BSA. Apo6s 1 hora a cerca de 37 °C,

seguiram-se trés lavagens com 200 pL de PBS-T e adicdo de 100 uL do ativador uroquinase
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(Sigma) na concentracdo de 10 pg/mL, aos pocos de apenas um dos conjuntos de cada cepa
bacteriana. Aos pocos do outro conjunto de cada cepa foram adicionados apenas 100 pL de
PBS. Apds incubacdo por 1 hora a cerca de 37 °C, os poc¢os foram ringados trés vezes com 200
puL de PBS-T e tratados com 100 pL do substrato da plasmina Chromozyn PL a 500 uM,
preparado segundo instrucdes do fabricante. Apds incubagdo por 24 horas a 37 °C, seguiu-se a
determinacédo da A 405 nm dos diferentes pogos, em espectrofotdmetro tipo leitor de ELISA.
Como controle negativo, pocos sem bactérias aderidas, saturados com tampéo carbonato
contendo 2% de BSA, foram incubados com plasminogénio, uroguinase e com o substrato da
plasmina. Foram realizados também controles onde pogos com cepas aderidas foram saturados
com tampéo carbonato-BSA 2%, rin¢ados e incubados apenas com o substrato cromogénico.

Como controle positivo, pocos revestidos na véspera dos testes com 100 L de solucdo de
plasminogénio a 25 pg/ mL, em tampdo carbonato, foram incubados com a solugéo de
uroguinase e expostos ao substrato cromogénico.

Para o preparo da solucdo do substrato na concentracdo utilizada no teste, 1 parte do
substrato a 5 mM em 100 mM de glicina em agua destilada contendo 20% de Tween 20, foi
acrescida de 8 partes de tampdo Tris a 50 mM, preparado conforme especificacbes do
fabricante, e de 1 parte de solucéo salina a 0.9 %.

A reprodutibilidade dos resultados foi avaliada pela execucao dos testes em duplicata, em

trés ocasioes diferentes.

2. 4. 2. Efeitos do EDTA na ativacdo do plasminogénio por P. aeruginosa

Para caracterizar a natureza de ativadores endogenos de plasminogénio presentes em
P. aeruginosa (se serino ou metaloproteases), foram realizados testes em que EDTA, na
concentragdo final de 10 mM, foi adicionado as solucGes de plasminogénio utilizadas para o
tratamento das células bacterianas aderidas aos pocos das microplacas e de uroquinase. Seguiu-
se a realizacdo dos testes, como descrito. A reprodutibilidade do teste foi avaliada pela

execucao em triplicata e em trés ocasides diferentes.
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2.5 Influéncia da captura e ativacdo de plasminogénio por cepas de P. aeruginosa na
degradacéo e invasividade de gel de fibrina

A capacidade proteolitica de bactérias contendo plasmina em sua superficie, e o potencial
de invasividade a ela relacionado, foram estudados utilizando-se a cepa de referéncia piliada
PAK ap0s tratamento com plasminogénio e ativador estreptoquinase, em modelos que tentaram
reproduzir, in vitro, condi¢fes semelhantes aquelas encontradas por um micro-organismo frente

as barreiras fisioldgicas do hospedeiro, tais como a presenca de coagulos de fibrina

2. 5. 1. Preparacdo de géis de fibrina em insertos MilliCell — PCF

Um dia antes da realizacdo dos testes, 300 pL de solucdo de fibrinogénio (Sigma) a 3 mg/
mL em &gua destilada foram adicionados a insertos para cultura de células MilliCell- PCF
(Millipore; didametro de 12 mm; poro de 3um) e tratados com solucgdo de trombina (Sigma) na
concentracdo final de 10 U/ mL. Seguiu-se incubac&o a cerca de 37° C por 24 horas, até ocorrer

a completa formacdo do gel de fibrina.

2. 5. 2. Preparacdo das suspensdes bacterianas

A partir do sedimento obtido ap6s o crescimento da cepa de referéncia PAK por 24 horas
foram preparadas suspensdes bacterianas em PBS, com A ss0nm = 0,4 , contendo glicose a 2%
(p/v) (PBS-G). A aliquotas de 1 mL dessas suspensdes foram adicionados 50 pL de solucdo de
plasminogénio humano a 100 pug / mL, em PBS-G. Como controle negativo, a outras aliquotas
de 1 mL das mesmas suspensdes, foram adicionados apenas 50 pL de PBS-G. Apds 1 hora de
incubacdo a 37 °C, as suspensdes foram centrifugadas durante 5 minutos em centrifuga
Eppendorf a 14000 r.p.m., seus sobrenadantes foram removidos e 0s micro-organismos tratados
com plasminogénio foram ressuspensos em 100 pL de solugdo de estreptoquinase (Sigma) a
100 U/ mL em PBS-G. As celulas bacterianas controle foram ressuspensas em 100 pL de PBS-
G . Apo6s 1 hora de incubacdo a 37 °C os 2 tipos de suspensdes bacterianas foram centrifugados
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por 5 minutos a 14 000 r.p.m., os sobrenadantes foram removidos e aos sedimentos foram
adicionados 200 pL de PBS-G. Ap6s nova centrifugacdo e remogdo dos sobrenadantes os
sedimentos obtidos foram ressuspensos em 500 pL de PBS-G contendo EDTA a 10 mM (PBS-
G-EDTA). Aliquotas de 20 pL das suspensdes bacterianas foram submetidas a diluicdes
seriadas e plaqueamento em CLED, para determinacgdo da concentragdo de micro-organismos
viaveis.

Para confirmar a presenca de plasmina na superficie das células bacterianas, aliquotas de 10 pL
da suspensdo de bactérias tratadas com plasminogénio e estreptoquinase, e aliquotas da
suspensdo controle contendo bactérias nao tratadas, foram depositadas na superficie de laminas
de vidro. Apds a secagem, as preparacGes foram fixadas com metanol em temperatura ambiente
por 10 minutos e tratadas com PBS contendo 1% de BSA (PBS-BSA 1%) por 5 minutos. A
seguir, as laminas foram incubadas durante 1 hora em temperatura ambiente com solucdo de
anticorpos de coelho anti-plasminogénio humano, diluidos a 1: 2500 em PBS-BSA 1%. Os
anticorpos nao fixados foram removidos mediante trés lavagens. Seguiu-se uma nova incubacéo
com PBS- BSA 1% por 10 minutos e incubacdo com anticorpos anti-IgG de coelho conjugados
a peroxidase (Sigma) diluidos a 1:5000 em PBS- BSA 1% por 1 hora em temperatura ambiente.
Apb6s mais trés lavagens, as laminas foram tratadas com solucdo reveladora contendo
diaminobenzidina a 0,1%, imidazol a 0,1 % e peroxido de hidrogénio a 0, 1% em agua destilada,
por cerca de 10 minutos. Apds ringagem com &gua destilada, as laminas foram secas e

observadas em microscépio éptico (Axioplan Il; Zeiss) , com objetiva de aumento 100x.

2. 5. 3. Teste quantitativo de invasdo dos géis de fibrina

Para realizacdo do teste, os insertos recobertos com os géis de fibrina, preparados como

descrito no item 2.5.1, foram colocados em pogos de microplacas de 4 pogos (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de insertos Millicell-PCF introduzidos em pocos de microplaca para

cultura de células de 4 pocos.

Inserto
- Millicell-PCF

microblaca

A conjuntos de 2 insertos foram aplicados 100 L das suspensdes de células bacterianas
revestidas com plasmina, preparadas como descrito no item 2. 5. 2, enquanto a outros 2
insertos foram adicionados 100 pL das suspensdes controle. Seguiu-se a adi¢do de 500 pL de
PBS-G aos pocos das microplacas contendo os insertos. Apds incubagdo em estufa comum a
cerca de 37 °C por 3, 4 e 5 horas, foram recolhidas, de cada pogo contendo os insertos,
aliquotas de 10 pL para plagueamento direto em quadruplicata em CLED e aliquotas de 20
UL que, apods diluicdes sucessivas, foram também plagueadas em quadruplicataem CLED. Os
testes foram executados em duplicata em 3 ocasides distintas.

Apo6s o término dos experimentos, 0s géis contidos nos insertos foram fixados com

glutaraldeido a 2,5% (v/v) em tampao fosfato 0,1M, pH 7, 4 para processamento e observacao

microscopica.

2. 5. 4. Preparacdo de géis de fibrina em tubos

Em paralelo aos testes quantitativos de invasividade, foram também realizados testes de
invasdo em tubo. Na véspera da execucdo dos testes, a tubos de Durhan foram adicionados 400
ML de solugdo de fibrinogénio a 3 mg/ mL em &gua destilada, contendo 1% (v/v) de solugdo de
cloreto de trifenil tetrazélio a 1% (TTC; Riedel de Haen AG-Seelze). A seguir, foram acrescidas

10 U/mL de trombina. Os tubos com os géis foram mantidos em estufa a 37 °C por cerca de 24
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horas, até a completa polimerizacdo da fibrina. A reducdo do TTC acrescido ao gel pelos micro-
organismos, e o resultante aparecimento de coloragdo rosa, foi um recurso utilizado para

favorecer a visualizacdo da invasividade bacteriana.

2.5. 5. Testes de invasdo dos géis de fibrina em tubos

Suspensbes da cepa PAK de P. aeruginosa foram tratadas com plasminogénio e
estreptoquinase ou com PBS-G, como descrito no item 2. 5. 3. Seguiu-se centrifugacéo a 14
000 rpm por 5 minutos. Ap6s a remoc¢do dos sobrenadantes, 2 pL dos sedimentos foram
inoculados, com micropipeta introduzindo-se levemente a extremidade das ponteiras até cerca
de 2 mm da superficie dos géis. Os tubos foram mantidos a cerca de 37 °C e observados ap0s
diferentes periodos de incubacdo. Esse teste foi realizado em duplicata em apenas uma ocasiéo.

2.6. Efeito da captura do plasminogénio na invaséo de culturas de células

2.6. 1. Cultura de células ECV- 304

A linhagem de células endoteliais ECV 304, espontaneamente imortalizadas (Takahashi,
Sawasaki e Hata, 1990), foi gentilmente cedida pela Dra.Veronica Morandi, do Departamento
de Biologia Molecular e Genética da UERJ, Rio de Janeiro. Inicialmente, as células foram
cultivadas em garrafas de 25 cm? a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO2, em meio F12
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gibco- BRL), gentamicina a 50 pg/mL (Central
de Medicamentos; CEME ) e anfotericina B a 2,5 pg/ mL (CEME) (meio suplementado), até a
formacéo de um tapete confluente, identificado pela observacdo das culturas em microscopio
optico invertido. Seguiu-se a lavagem com PBS-G, tripsiniza¢cdo com 5 mL de solucéo contendo
tripsina a 0,1 % e EDTA a 0,01% e preparo de uma suspensdo, em meio suplementado,

contendo 4,4 x 10 ° células/mL. Aliquotas de 200 pLda suspenséo foram adicionadas a insertos



41

Transwell (Costar; poros com didmetro de 3 um) colocados em pogos de microplaca de 24
pocos, contendo 600 pLde meio suplementado. Foram realizadas trocas do meio de cultura a
cada 48 horas de incubacdo, a 37 °C, em estufa com atmosfera de 5% de COg, até a total
confluéncia das monocamadas celulares. Nessa etapa, 0 meio de cultura foi removido e 0s
tapetes foram ringcados com PBS-G para que recebessem os indculos bacterianos. A integridade

das monocamadas foi avaliada por observa¢do em microscépio optico invertido.

2.6. 2. Teste quantitativo de invasdo das monocamadas de células ECV 304

por P. aeruginosa revestidas com plasmina

Inéculos da cepa PAK de P. aeruginosa foram tratados com plasminogénio e
estreptoquinase, como descrito no item 2. 5. 2, ou ndo tratadas (controle). Seguiu-se a
preparacdo de suspensées em meio meio F12 contendo 10% de soro fetal bovino. Aliquotas de
100 pL de cada uma das suspens@es foram adicionadas a conjuntos de 2 insertos contendo
culturas confluentes de células ECV. Células controle néo infectadas foram incubadas com 100
pL de meio de cultura F12 com 10% de soro fetal bovino. Aos pogos das microplacas que
continham os insertos, foram adicionados 600 puL de meio F12 contendo 10% de soro fetal
bovino. Ap6s periodos de 3, 4 e 5 horas de incubagdo em estufa CO2 a 37° C, foram recolhidas,
de cada compartimento inferior dos sistemas, aliquotas de 10 pL para plagueamento em
quadruplicata em meio CLED e aliquotas de 20 puL, que ap0s dilui¢Bes sucessivas, foram
também plaqueadas em quadruplicata em CLED. Esse teste foi realizado em duplicata em
apenas uma ocasiéo.

Ao término do experimento, 0 meio de cultura e ocrescimento bacteriano foram removidos.
As células ECV contidas nos insertos foram fixadas com glutaraldeido a 2,5% em tampédo

fosfato 0,1M para processamento e observagao microscopica.
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2. 7. Microscopia Optica dos géis de fibrina e de monocamadas de células

infectadas por P. aeruginosa tratadas ou ndo com plasminogénio

Apos a fixagdo com glutaraldeido a 2,5 % , os géis de fibrina ou as culturas de células ECV
foram ringados com PBS e posteriormente com &gua destilada, pds-fixados com solucgdo de Os
O4 a1l % em &gua destilada , ringadas, desidratadas em concentracdes crescentes de etanol e
incluidos em resina do tipo Epon (Electron Microscopy Science).  Apds a completa
polimerizacdo da resina, foram feitos cortes semifinos das prepara¢fes em ultramicrétomo
(Reichert S), com espessurade 1 um. Os cortes semifinos foram corados com azul de toluidina

a 1% e observados ao microscopio optico.

2. 8. Andlise estatistica

Foi realizada pelo emprego de diferentes testes estatisticos (t de Student, t de Mann Whitney
U, andlise de variancia de Bonferroni e Dunnett ), utilizando-se o aplicativo Prism2.exe, verséo

Junho de 1996. Foram considerados significativos valores de P < 0,05.
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3. RESULTADOS

3. 1. Aderéncia de P. aeruginosa aos pogos das microplacas de ELISA

Todas as cepas estudadas aderiram aos pogos das microplacas utilizadas. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada entre o nimero de células bacterianas das cepas de
referéncia PAK e PAK/p- recuperadas dos pogos das microplacas (p> 0,05 pelo teste t de Mann
Whitney U ), o que mostra que a presenca de fimbrias ndo infuenciou na aderéncia ao

poliestireno. A figura 6 abaixo mostra o potencial de aderéncia das cepas PAK e PAK/p- .

Figura 6. Aderéncia das células bacterianas das cepas PAK e PAK/p- a poc¢os de microplaca
de ELISA

Bactérias adicionadas

D Bactérias aderidas

PAK PAKad PAK/P- PAK/P-ad
PAK PAK/p-

Legenda : Aderéncia de células bacterianas das cepas PAK e PAK/p- a pogos de microplaca
de ELISA. Os dados representam as médias das UFCs presentes nas suspensoes
adicionadas aos pocos (bactérias adicionadas) e das UFCs recuperadas apés o tratamento
dos pogos com detergente (bactérias aderidas) + os erros padroes das médias obtidas em

trés ensaios realizados em triplicata.
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3. 2. Captura de plasminogénio por cepas de P. aeruginosa

Todas as cepas estudadas capturaram o plasminogénio. Na figura 7 sdo apresentados 0s
percentuais médios da A a9 nm dos pocos revestidos com as diferentes cepas bacterianas,

considerando a A 490nm dos pogos revestidos com o plasminogénio como 100%.

Figura 7. Captura de plasminogénio por cepas clinicas isoladas de fezes, de sangue e pelas

cepas laboratoriais PAK fimbriada e PAK/ p- ndo fimbriada
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Legenda: Captura de plasminogénio por cepas clinicas isoladas de fezes (A) e de sangue (B)
e pelas cepas laboratoriais PAK fimbriada e PAK/ p- ndo fimbriada (C). Os dados
representam as médias = 0s erros padrdes dos percentuais médios da A 490 nm d0S pPOgOS
revestidos com as cepas bacterianas , considerando a A 90nm d0S pogos revestidos com o

plasminogénio como 100%. Dados obtidos em 2 ensaios realizados em triplicata
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Os pocos teste contendo suspensdes bacterianas aderidas deram origem a valores médios de
absorbéancia significativamente superiores (p< 0,001 pelo teste t de Mann Whitney U) aos
valores obtidos nos controles negativos (po¢os em que as bactérias aderidas ndo foram tratados
com plasminogénio ou ainda pocos que nao continham bactérias mas que foram tratados com
plasminogénio). Ao contrario de nossa expectativa, a captura de plasminogénio pelas cepas
isoladas de fezes foi semelhante a das cepas de sangue.

A observacéo da figura 7 C mostra que a aderéncia do plasminogénio a cepa fimbriada PAK
foi semelhante a da cepa mutante isogénica ndo fimbriada PAK/p-. Esse resultado sugere que

em P. aeruginosa as fimbrias ndo sdo estruturas responsaveis pela captura de plasminogénio.

3. 3. Inibicdo da captura de plasminogénio

A incubacdo das cepas PAK e PAK/p- com solucBes de plasminogénio contendo
concentracdes crescentes do &cido € aminocaproico (EACA) inibiu significativamente (p<0.001
pelo teste de comparacdo mdltipla de Dunnett) a captura de plasminogénio, sugerindo a
participacdo dos dominios “kringle” ligadores de lisina nas interagdes entre o plasminogénio e
a superficie bacteriana (Figura 8). Novamente, nenhuma diferenca estatisticamente significativa
foi observada entre o comportamento da cepa fimbriada PAK e de sua mutante ndo fimbriada
PAK/p-



46

Figura 8. Inibig&o da captura de plasminogénio pelas cepas PAK e PAK/p- por diferentes

concentragfes do acido amino caprdico (EACA)..
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Legenda: Inibig&o da captura de plasminogénio pelas cepas PAK e PAK/p- por diferentes
concentracdes do acido amino caproico (EACA). Os dados representam as médias + 0s

desvios padrdes dos resultados obtidos em um ensaio realizado em triplicata.

3.4. Captura do plasminogénio por proteinas de membrana externa

Uma vez que a presenca de fimbrias ndo foi um fator determinante da capacidade de P.
aeruginosa de capturar o plasminogénio, foi pesquisada a participagdo de proteinas da
membrana externa bacteriana pela técnica de “Western blotting”. Como pode ser observado na
figura 9, véarias bandas proteicas de baixo peso molecular (entre 40 e 30 kDa) e outras de cerca
de 70 kDa, identificadas em todas as cepas bacterianas, foram capazes de ligar plasminogénio.

Algumas cepas apresentaram, também, proteinas reativas de cerca de 60kDa.
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Figura 9. Perfil de proteinas de membrana externa das diferentes cepas de P. aeruginosa

corado pelo Comassie Blue e reatividade das proteinas de membrana externa, adsorvidas em

membrana de nitrocelulose com o plasminogénio marcado com biotina
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Legenda : A. Perfil de proteinas de membrana externa das diferentes cepas de P. aeruginosa

apos coloracdo pelo Comassie Blue. B. Reatividade das proteinas de membrana externa

adsorvidas em membrana de nitrocelulose com o plasminogénio marcado com biotina

mostrando varias bandas reativas. C. Controle negativo (membrana ndo exposta ao complexo

plasminogénio-biotina) mostrando apenas uma banda reativa inespecifica, de cerca de 70 k Da.

Na figura 9 C é apresentada a reatividade observada na membrana controle negativo, ndo

expostas ao plasminogénio biotinilado, tratadas apenas com o complexo estreptavidina-

peroxidase e posteriormente com a solucdo reveladora. Como pode ser observado, apenas a

proteina de cerca de 70 kDa de todas as cepas foi evidenciada, sugerindo tratar-se de uma

reatividade inespecifica.
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3. 5. Ativacdo do plasminogénio na superficie de P. aeruginosa

A conversdo de plasminogénio em plasmina foi avaliada por testes em que células das
diferentes cepas bacterianas aderidas a pocos de microplacas foram tratadas com solucéo de
plasminogénio e com o ativador do tipo uroquinase e comparadas com células bacterianas
controle submetidas apenas ao tratamento com plasminogénio quanto a capacidade de degradar
0 substrato cromogénico da plasmina. Como controle negativo foram utilizados pogos sem
bactérias aderidas, incubados com plasminogénio, urogquinase e com o substrato da plasmina.
Os resultados obtidos sdo mostrados na figura 10.

A A 05 nm dos pogos contendo as células bacterianas tratadas com uroquinase foi
significativamente superior aquelas obtidas nos pocos contendo bactérias nao tratadas com o
ativador uroquinase, com excecao das cepas PAK, S3, S4, S5, S6 e F4. Embora as cepas
tratadas com uroquinase tenham degradado mais substrato da plasmina que as cepas né&o
tratadas, a hidrdlise do substrato por algumas das cepas nao tratadas foi significativamente
superior a detectada nos pocos controle negativo (p<0.05 pelo teste ANOVA de Dunnett; dados
ndo mostrados), sugerindo que as bactérias por si s6 foram capazes de ativar o plasminogénio
em plasmina. Esta hipétese foi reforcada pelos resultados obtidos com as cepas F4 e S6 que
apresentaram altos niveis de degradacdo do substrato, independentemente da presenca do

ativador uroquinase.
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Figura 10. Degradacéo do substrato cromogénico da plasmina pelas diferentes cepas revestidas

com plasminogénio, apds tratamento ou ndo com uroquinase
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Legenda: As barras correspondem as médias das A 40snm £ erro padréo dos resultados obtidos
em 6 testes realizados em duplicata. Controle positivo, A 405 nm Obtida em pocos revestidos
com plasminogénio ap6s ativacdo com u-PA ; controle negativo, A 105 nm Obtida em pogos sem
bactérias aderidas e tratados com plasminogénio e u-PA. * , ** e *** p<(,5; 0,01 e 0,001,
respectivamente, pelo teste t de Mann Whitney, quando a A 05 nm d0S POcos revestidos com
bacterias tratadas com u-PA foi comparada a A 405 nm d0s pocos revestidos com bactérias néo

tratadas com u-PA.

Na tentativa de avaliar a participacdo de metaloproteases secretadas por P. aeruginosa
(elastases e protease alcalina) na degradacdo do substrato cromogénico pelas cepas F4 e S6, a
capacidade de hidrolise do substrato por essas cepas ap0s sua incubagdo com plasminogénio e

posteriormente com o substrato da plasmina em presenca de EDTA foi comparada com a
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capacidade de hidrolise do substrato por micro-organismos incubados na auséncia do quelante
de cations divalentes EDTA. Os resultados obtidos, apresentados na figura 11, mostram que 0
EDTA a 0,01 M nao exerceu qualquer acdo inibitdria sobre a capacidade das cepas F4 ou S6 de
degradar o substrato cromogénico da plasmina, sugerindo haver pouca ou nenhuma

participacdo de metaloproteases bacterianas na degradacéo do substrato cromogénico.

Figura 11 : Degradacao do substrato cromogénico da plasmina pelas cepas F4 e S6 revestidas
com plasminogénio (P), na presenca (u-PA+) , auséncia (u-PA-) de urogquinase e em presenca

ou auséncia de EDTA
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Legenda : As barras correspondem as médias das A 05 nm Obtidos em 2 testes realizados em
triplicata. Controle positivo, A 45 nm Obtida em pogos revestidos com plasminogénio apds
ativagdo com u-PA ; controle negativo, A 405 nm Obtida em pocos sem bacterias aderidas e
tratados com plasminogénio e u-PA. Quando comparados pelo teste de comparacdo mdaltipla de
Bonferroni, os valores de A 405 nm dos controles positivos bem como os de cepas tratadas com

EDTA e ndo tratadas ndo apresentaram diferencgas significativas, sendo p> 0,05.

A avaliacdo da possivel degradacéo inespecifica do substrato cromogénico da plasmina pelas
cepas F4 e S6 foi realizada em um Unico teste em que pogos de microplacas revestidos com
células bacterianas foram incubados, por 24h, com o substrato cromogénico. Seguiu-se
determinagéo da A 405 nm dos sobrenadantes. Como mostrado na figura 12, nenhuma degradacao

do substrato pode ser detectada.
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Figura 12: Evolucéo dos valores de A 405 nm dos sobrenadantes dos pogos de microplacas
revestidos com as cepas F4 e S6 ap0s incubagdo com o substrato cromogénico da plasmina,

ao longo de 24 horas de incubacao..
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Legenda: Os dados correspondem as médias + desvios padrGes obtidos em dois ensaios

distintos realizados em triplicata

3. 6. Efeito da captura e ativacdo de plasminogénio por P. aeruginosa na

invasao de géis de fibrina

Células bacterianas da cepa PAK tratadas com plasminogénio e com o ativador
estreptoquinase foram comparadas com células ndo tratadas em sua capacidade de invadir géis
de fibrina. Antes da realizacdo do teste, no entanto, a presenca de plasminogénio na superficie
das células bacterianas utilizadas nos testes de invasividade foi confirmada por teste
imunoenzimatico. Aliquotas das suspensdes de bactérias tratadas com plasminogénio e
estreptoquinase ou ndo tratadas foram depositadas em laminas de vidro e expostas
sucessivamente as solucdes de anticorpos anti-plasminogénio e do complexo anti-lgG de
coelho-peroxidase e, finalmente, a solucéo reveladora contendo DAB. Como controle negativo,
foram utilizados esfregacos ndo expostos ao anticorpo anti-plasminogénio ou esfregacos

tratados com plasminogénio mas ndo expostos ao anticorpo primario.
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Enquanto as bactérias tratadas com plasminogénio mostraram-se intensamente coradas
(figura 13) os esfregacos controle, ndo tratados com plasminogénio ou ndo tratados com

anticorpo primario, ndo apresentaram qualquer imunomarcacao (resultado ndo mostrado).

Figura 13. Fotomicrografia Optica mostrando a imunolocalizacdo de plasminogénio na

superficie de células bacterianas da cepa PAK.

3. 6. 1. Testes quantitativos de invasdo de géis de fibrina

A capacidade fibrinolitica da cepa de referéncia PAK foi estudada determinando-se a
concentracdo de bactérias presentes nas solucdes contidas nos pocos de microplacas contendo
insertos MilliCell-PCF recobertos com gel de fibrina e infectados com suspensdes bacterianas
tratadas ou ndo com plasminogénio e com o ativador estreptoquinase, apés incubacéo por 3, 4
e 5 horas.

Em todos os testes realizados, o tratamento das suspensfes bacterianas com plasminogénio
e com seu ativador favoreceu significativamente a passagem dos micro-organismos através do
gel de fibrina. Nos pocos contendo geéis infectados por suspensdes tratadas a presenca de micro-
organismos foi detectada apos 3 horas de incubagdo. Ao contrario, nos pogos contendo géis
infectados por suspensdes ndo tratadas, somente apds 5 horas de incubacdo foi detectada a
presenca de micro-organismos, em concentracdes muito inferiores as detectadas nos pogos “

teste” apds igual periodo de incubagao (figura 14).
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Figura 14. Capacidade de invasdo dos géis de fibrina de células da cepa PAKe PAKp-
tratadas com plasminogénio e estreptoquinase (T) e de bactérias controle ndo tratadas (C).
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Legenda : Os dados acima representam as médias + erros padréo da concentracdo bacteriana
nos pogos contendo os insertos recobertos com os geéis de fibrina obtidos em um experimento

tipico realizado em duplicata.

Figura 15. Fotomicrografia 6ptica de um corte de um dos géis de fibrina (GF) sobre a
membrana (M) do inserto, apds 5 horas de incubagdo com suspensdo da cepa PAK néo

tratada com plasminogénio e ativador

Legenda : A imagem mostra o aspecto de um gel de fibrina sobre a membrana de
policarbonato do inserto, apés incubacdo por 5 horas com bactérias ndo tratadas com o
plasminogénio. Observa-se a presenca de inUmeros micro-organismos no interior do gel que,

ao fim do periodo de incubagdo, permaneceu perfeitamente preservado.
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3.6.2. Teste de invasdo de géis de fibrina contidos em tubos de Durhan

A observacdo dos tubos de Durhan contendo géis de fibrina inoculados com suspensdes da
cepa PAK de P. aeruginosa mostrou que células tratadas com plasminogénio e
estreptoquinase foram capazes de invadir os géis apds apenas 3 horas de incubacao a cerca de
37° C (Figura 16 A). Ao contrario, nenhum sinal de nvasdo foi observado nos tubos
inoculados com células bacterianas néo tratadas com plasminogénio e o inéculo bacteriano
permaneceu localizado.

A invasividade dos micro-organismos contendo plasminogénio/plasmina em sua superficie
foi mais evidente ap6s 24 horas de incubacdo (Figura 16 B). Além disso, nos tubos inoculados
com bactérias tratadas com plasminogénio/estreptoquinase, foi observada a liquefacao parcial
do gel de fibrina (Figura 16 C).
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Figura 16 Fotografias de tubos de Durhan contendo géis de fibrina inoculados com células
bacterianas da cepa PAK, tratadas com plasminogénio e estreptoquinase (P+) ou ndo tratadas

(P-) apds incubacdo por 3 horas (A) e por 24 horas (B e C)

Legenda: No tubo P+ em A a difusdo dos micro-organismos no gel enquanto no tubo P- o
crescimento bacteriano permaneceu restrito ao sitio de inoculagdo (seta). Observe, também, em
C a liquefacéo parcial da fibrina (seta).
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3. 7. Efeito da captura e ativagdo do plasminogénio por P. aeruginosa na
invasdo de monocamadas de células ECV-304

Culturas confluentes de células ECV-304 cultivadas sobre membrana semipermeével de
insertos Transwell foram infectadas com suspensdes da cepa PAK tratadas com plasminogénio
e estreptoquinase e com suspensdes bacterianas ndo tratadas. Apos periodos de 3, 4 e 5 horas
de incubacdo, aliquotas de 20 pL do meio de cultura presente nos pogos que continham o0s
insertos foram diluidas e plaqueadas para determinacdo da presenca e concentra¢do de micro-
organismos viaveis. Apds a remocdo da Ultima aliquota, as células infectadas com os dois tipos
de suspensdes bacterianas e também células controle ndo infectadas foram fixadas e
processadas para observacao microscopica.

Surpreendentemente, ap6s 3 horas de incubagdo, concentragdes igualmente elevadas de
bactérias foram recuperadas dos pocos das microplacas contendo os insertos infectados com as
suspensdes microbianas tratadas e ndo tratadas com plasminogénio (resultados ndo mostrados).

A observacdo de cortes das culturas em microscopio éptico auxiliou a compreensdo dos
resultados acima descritos. Tanto nas culturas infectadas com bactérias tratadas com
plasminogénio quanto nas culturas infectadas com bactérias ndo tratadas, foram observadas
extensas areas de destruicdo das monocamadas (figura 17 B e C).

Ao contrario, nas culturas controle ndo infectadas, as monocamadas apresentaram-se bem
preservadas (figura 17 A), sugerindo gue a destruicdo das células das culturas infectadas possa
ter sido decorrente da secrecdo de exoprodutos bacterianos, como proteases, responsaveis pela
perda das juncdes intercelulares nas células infectadas, as quais possibilitariam a passagem de

micro-organismos para 0s compartimentos inferiores dos sistemas Transwell.
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Figuras 17. Fotomicromicrografias Opticas (x 1000) de monocamadas de células ECV-304
ndo infectadas (A) e infectadas por 5 horas com suspenséao da cepa PAK tratada com

plasminogénio e estreptoquinase (B) e com bactérias controle ndo tratadas (C)

PR e

Legenda: Observa-se tanto em B quanto em C a desorganizagdo das culturas resultante da

destruicdo das jungdes intercelulares e perda da morfologia caracteristica das células (x 1000).
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4- DISCUSSAO

Desde a década de 80, a interacdo de diversos patdgenos humanos com proteinas do sistema
fibrinolitico vém despertando crescente interesse. Diversos autores evidenciaram, na superficie
bacteriana, a presenca, de receptores para plasminogénio/ plasmina e moléculas ativadoras de
plasminogénio. Foi também descrita a producdo de ativadores de plasminogénio por varios
micro-organismos, tanto Gram positivos quanto Gram negativos (L&hteenméki, Kuusela e
Korhonen, 2001).

Patdgenos humanos apresentam ainda, outras vias de interferéncia no sistema fibrinolitico
humano, como a capacidade de inducdo da producdo de moléculas ativadoras de plasminogénio
por células eucarioticas. A exemplo, Zavision, White e Bramley (1997) mostraram que células
epiteliais de glandulas mamarias infectadas por S. aureus produziram altos niveis de u-PA, o
mesmo ocorrendo com mondcitos humanos apos infeccdo por B. burgdorferi (Fuchs et al.,
1996). Além disso, o tratamento de mondcitos com preparacdes purificadas da proteina de
superficie A (Osp A) de B. burgdorferi, ou com seu analogo sintético, resultou na inducdo da
super expressdo do receptor para u-PA (u-PAR/CD87) na superficie celular e também na
liberacdo de uma forma soltvel de u-PAR, detectada nos sobrenadantes das culturas (Coleman,
Gebbia e Benach, 2001) .

Acredita-se que a alternancia entre os fenétipos planctonico e aderente de bactérias, bem
como a biossintese coordenada de determinantes de viruléncia induzidos por estimulos
ambientais e controlada pela densidade populacional bacteriana, somadas as interacGes dos
micro-organismos com células e/ou mediadores do hospedeiro, exercam influéncia na

capacidade invasiva de P. aeruginosa.

Como P. aeruginosa produzem proteases com largo espectro de acdo, capazes de degradar
diversos componentes da matriz extracelular (Heck, Morihara e Abrahamson, 1986), parece
razoavel supor que a producdo dessas enzimas interfiram na invasividade bacteriana. No
entanto, em um estudo experimental com coelhos, nenhuma diferenca foi observada quanto a
capacidade de causar infeccOes invasivas e de produzir vasculite (Ziegler e Douglas, 1979),
entre cepas produtoras de proteases e outras ndo produtoras. Mais recentemente, Hirakata et
al. (2000) mostraram que cepas isoladas de sangue apresentaram maior potencial de atravessar

culturas confluentes de células epiteliais da linhagem MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)
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que cepas isoladas de secre¢des respiratorias. No entanto, essa maior invasividade ndo pode ser

correlacionada a atividade citotdxica dos micro-organismos e permaneceu sem explicagao.

Os resultados dos dois estudos mencionados nos levaram a pesquisar a contribuigcdo da
reatividade com o plasminogénio na invasividade de P. aeruginosa e também a avaliar se cepas
isoladas de sangue de pacientes septicémicos, em tese dotadas de potencial invasivo,
apresentam reatividade diferente daquela exibida por cepas colonizadoras, em tese nao

invasivas.

Na primeira etapa de nosso trabalho foi investigada a afinidade de P. aeruginosa pelo
plasminogénio e a participacéo das fimbrias nessa afinidade. Para atingir esse segundo objetivo,
a capacidade de captura do plasminogénio por células da cepa fimbriada PAK foi comparada a

de sua mutante isogénica nao fimbriada PAK/p-.

E sabido que micro-organismos distintos, dentro de uma mesma espécie, podem diferir em
sua capacidade de aderir a superficies inertes. Além disso, pode-se supor que mutacdes
induzidas visando a supressdo de determinadas caracteristicas fenotipicas, como a expressao de
fimbrias, possam resultar na supressé@o de outras caracteristicas bacterianas, como a capacidade
de aderéncia a superficies inertes. Como pogos de microplacas de ELISA serviram de suporte
para grande parte dos testes realizados neste estudo, a igual capacidade de aderéncia das cepas
PAK e PAK/p- as microplacas era um pré-requisito indispensavel para o estabelecimento dos
modelos experimentais. Por isso, suspensdes contendo iguais concentracdes das cepas PAK e
PAKI/p- foram adicionadas aos pocos das microplacas. Apds incubacdo em geladeira, a cerca
de 4°C, as suspendes foram removidas, os pogos foram lavados e posteriormente tratados com
solucdo de detergente para remocdo dos micro-organismos aderidos. Seguiu-se a diluicdo

sucessiva das suspensdes obtidas e seu plaqueamento, para determinacdo do numero de UFCs.

Os resultados obtidos nestes testes iniciais mostraram que a capacidade de aderéncia da cepa
selvagem fimbriada ao plastico foi semelhante a de sua mutante isogénica nao fimbriada. Esses

resultados concordam com aqueles descritos por outros autores.

Estudando o comportamento de cepas selvagens e mutantes defectivas na biossintese de
pilina, O’ Toole e Kolter (1998) observaram que as pili do tipo 1V desempenharam importante
papel na aderéncia de P. aeruginosa, contrapondo-se aos efeitos de for¢as repulsivas exercidas
por parte de microambientes inertes ou vivos. Foi ainda observado que estas estrututras sao
essenciais & formacdo de microcoldnias e responsaveis pela penetracdo em substratos sélidos
(gracas ao fendmeno designado de “twtching motility”), nos estagios iniciais da formagao dos

biofilmes. Entretanto, foi verificado que cepas mutantes ndo piliadas, apesar de incapazes de
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formar microcol6nias, foram capazes de aderir satisfatoriamente a superficies de polivinil.
Vallet et al. (2001) também mostraram que cepas ndo piliadas de P. aeruginosa, obtidas por
mutacdes induzidas na cepa PAK, quando cultivadas em meios de cultura pouco enriquecidos
e sob temperaturas inferiores a 37 °C, foram capazes de aderir a superficies de plastico com

eficiéncia de 88%, quando comparadas a da cepa selvagem piliada.

Em nosso estudo, a etapa de aderéncia das diferentes cepas bacterianas ao plastico foi
realizada em temperatura de cerca de 4 °C, em geladeira, e em tamp&o com pH basico. Como a
aderéncia da cepa PAK/p- foi semelhante a de PAK, € possivel que, sob as condi¢es ambientais
utilizadas em nossos testes, outras adesinas que nao as pili do tipo IV possam ter possibilitado
a aderéncia ao substrato das microplacas pelas cepas clinicas de P. aeruginosa utilizadas,

mesmo aquelas eventualmente ndo portadoras de fimbrias.

A etapa seguinte de nosso estudo consistiu na pesquisa da afinidade de cepas bacterianas
isoladas de pacientes com infeccdes disseminadas ou de individuos assintomaticos, pelo
plasminogénio. Surpreendentemente, todas as cepas estudadas, independentemente do sitio de
isolamento ou mesmo da eventual presenca de fimbrias, mostraram afinidade semelhante pelo
plasminogénio. Em todos os ensaios, ndo foram observadas reacdes cruzadas entre as células
bacterianas aderidas aos poc¢os das microplacas com o anticorpo especifico para plasminogénio
ou com o conjugado anti-lgG-peroxidase utilizado. Da mesma forma, o grau de aderéncia
inespecifica do plasminogénio aos pocos de microplacas ndo revestidas com células
bacterianas, mas tratados com solucdo de BSA em tampdo carbonato também foi
consideravelmente baixo. Os resultados obtidos com esses controles negativos atestam que a
ligacdo do plasminogénio a todas as cepas bacterianas estudadas foi especifica, indicativa da
presenca de receptores para o plasminogénio. Além disso, a semelhanga dos valores de Aago
nm obtidos ap6s a exposicdo sucessiva das bactérias ao plasminogénio, ao anticorpo anti-
plasminogénio, ao complexo anti-lgG-peroxidase e a solugdo de OPD sugere que 0s receptores
de superficie de P. aeruginosa para plasminogénio sejam estruturas constitutivas e, por

conseguinte, bem conservadas.

Neste trabalho, como em muitos outros encontrados na literatura especializada, a captura do
plasminogénio por P. aeruginosa pode ser inibida por um analogo da L-lisina, o &cido ¢
aminocaproico. Essa inibicdo foi tomada como indicativo de que a ligacdo do plasminogénio

as celulas de P. aeruginosa também é mediada pelos 5 dominios “kringle”, que ligam residuos
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de lisina presentes e expostos nas extremidades carboxila terminais dos diversos receptores de
plasminogénio (Lahteenmaki, Kuusela e Korhonen, 2001).

A capacidade de P. aeruginosa de capturar plasminogénio ja fora descrita, em 1990, por
Ullberg et al. que utilizou metodologia sensivel, na qual foi empregado plasminogénio marcado
com o isétopo radioativo do iodo. Os autores mostraram que 7 de 10 cepas testadas foram
capazes de ligar plasminogénio. No entanto, nenhuma informacgéo quanto a procedéncia das
cepas de P. aeruginosa estudadas foi informada. Além disso, embora a presenca de receptores
especificos para plasminogénio tenha sido detectada e quantificada, sua natureza nao foi
caracterizada. Ao contrario, em nosso estudo, foi pesquisada a participacdo das fimbrias na
captura do plasminogénio. Esta pesquisa foi direcionada pela existéncia de varios estudos que
mostraram a participacdo de estruturas de superficie filogeneticamente compartilhadas, como
fimbrias e flagelos, na afinidade de bactérias pelo plasminogénio, principalmente em espécies
da familia Enterobacteriaceae (revisto por Lahteenmaki, Kuusela e Korhonen, 2001). Em
nosso trabalho, nenhuma diferenca entre a reatividade das cepas piliada PAK e ndo piliada
PAK!/ p- foi observada. Este achado descartou a participacdo direta das fimbrias na captura do
plasminogénio por P. aeruginosa e direcionou a procura de outros ligantes, presentes na

superficie bacteriana.

Como diversos estudos também apontavam a participacdo de proteinas da membrana externa
de bactérias Gram negativas, inclusive algumas ndo pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
(Lahteenmaki, Kuusela e Korhonen, 2001), foi pesquisada a importancia dessas proteinas na

afinidade de P. aeruginosa pelo plasminogénio.

O fracionamento das proteinas de membrana externa das cepas de P. aeruginosa usadas
nesse estudo por SDS-PAGE, seguido pela técnica de “Western-blotting” mostrou a afinidade
especifica de varias bandas proteicas, de 30 a 60 kDa, pelo plasminogénio. Proteinas de
membrana externa de outros micro-organismos com afinidade para o plasminogénio e
apresentando pesos moleculares semelhantes, foram evidenciadas por diversos autores,
sugerindo gue as proteinas de P. aeruginosa reativas possam ser compartilhadas entre bactérias
Gram negativas. Fuchs et al. (1994) identificaram em B. burgdorferi uma proteina de superficie,
chamada Osp A, que funciona como adesina para o plasminogénio. Posteriormente
caracterizaram a existéncia de duas diferentes fracGes de Osp A, com alta e baixa afinidade para

o plasminogénio, de 24 e 20 kDa, respectivamente (Coleman et al.,1995).
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Yarzébal et al.(2000) também evidenciaram a participacdo de proteinas de membrana
externa de H. pilori, com baixo peso molecular, cerca de 58,9 kDa como os receptores para o
plasminogénio .

Proteinas de baixo peso molecular apresentando afinidade para o plasminogénio também
foram identificadas por Monroy et al. (2000) na parede celular de M. tuberculosis (30, 60 e 66
kDa) e por Yavlovich, Higazi e Rottem (2001), na membrana plasméatica de Micoplasma
fermentans (de 32 e 55 kDa).

Uma vez demonstrada a afinidade das cepas de P. aeruginosa estudadas por plasminogénio,
foi pesquisada a capacidade de ativagdo do plasminogénio ligado as células bacterianas por
ativadores exdgenos, como descrito em outros micro-organismos. A capacidade de ativacdo de
plasminogénio pelo ativador uroquinase foi demonstrada em todas as cepas em estudo,

independentemente do seu sitio de isolamento.

Em paralelo a incubacdo sucessiva de bactérias revestidas com plasminogénio com
uroguinase e com o substrato da plasmina, 0os micro-organismos revestidos foram expostos
diretamente ao substrato, sem exposicdo prévia ao u-PA., para avaliacdo de sua capacidade
intrinseca de gerar plasmina. Nos poc¢os das microplacas contendo algumas das cepas estudadas,
a degradacdo do substrato Chromozyn pelos micro-organismos tratados com u-PA néo diferiu
daquela apresentada por células bacterianas ndo tratadas com o ativador. Duas cepas, uma
originaria de fezes e outra de sangue, mereceram especial atencdo por terem apresentado
elevada capacidade de degradacdo do substrato cromogénico. A auséncia de degradacdo
inespecifica do substrato observada em pocos das microplacas em que as bactérias foram
incubadas isoladamente com o substrato cromogénico, na auséncia de plasminogénio, sinaliza
para a presenca de um ativador enddgeno presente na superficie das células bacterianas. A alta
especificidade para o Chromozyn e a resisténcia a agdo do quelante de cations divalentes EDTA

foram tomados como indicios de que este ativador endégeno seja uma serino-protease.

Recentemente, em estudo visando a caracterizacdo de proteases de P. aeruginosa, uma
serino-protease extracelular, designada como protease IV, foi caracterizada e acrescida a
enorme lista de fatores de viruléncia produzidos por P. aeruginosa (Engel et al.,
1998).Caballero et al. (2001).

Embora em nosso trabalho o ativador enddgeno de plasminogénio evidenciado pareca estar
ligado as células bacterianas, ndo se pode excluir a possibilidade de que esta(s) serino-

protease(s) seja(m) secretada(s) para o meio extracelular. Sendo assim, a pesquisa da producéo
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de protease IV nos sobrenadantes de cepas clinicas de P. aeruginosa é assunto de interesse
para futuros estudos.

A presenca de uma protease de superficie sob controle plasmidial, designada como Pla e
com cerca de 35 kDa, foi identificada no género Yersinia . Sua acéo é semelhante a de u-PA e
t-PA, clivando a molécula de plasminogénio na ligacdo Argseo - Val se1 (Kutyrev et al., 1999).
Além de ativar plasminogénio, Pla também exibe discreta atividade de coagulase (Beesley et
al., 1967). Estudos comparativos usando cepas com fenotipo Pla+ e mutantes defectivas
mostraram que a presenca dessa protease aumentou significativamente a aderéncia de Yersinia
a matriz extracelular e a membrana basal. Verificou-se, também, que a adi¢cdo de plasminogénio
conferiu elevada capacidade de degradacdo e de invasdo dessas estruturas (Lahteenmaki et
al.,1995; Lahteenmaki, Kuusela e Korhonen, 2001).

A influéncia da aquisicdo e posterior ativacao de plasminogénio na superficie de patdégenos
bacterianos durante processos de invasdo de tecidos hospedeiros vem sendo estudada in vivo e
in vitro. A transmigracao de patdgenos bacterianos mediada pela ativacdo de plasminogénio
apos sua aderéncia a componentes de matriz extracelular e membrana basal ¢ um fenbmeno
similar ao descrito no curso da disseminacdo de células neoplasicas . Por esse motivo, tem sido
denominada de "metéastase bacteriana”, com o objetivo de diferenciar dos processos de invasdo
bacteriana ja conhecidos, dependentes da interacdo com receptores de fagocitos e seu
carreamento por estas células (Korhonen et al. 1992).

Em nosso trabalho, a importancia da captura do plasminogénio no potencial de metastase de
P. aeruginosa foi, inicialmente, investigada pela avaliacdo da capacidade de degradacédo de

géis de fibrina, por ser a fibrina o substrato preferencial da plasmina.

Os testes quantitativos forneceram fortes evidéncias da facilitacdo da invasdo dos géis pela
cepa PAK revestida com plasminogénio, quando incubada em presenca do ativador
estreptoquinase. Essa facilitagdo refletiu-se particularmente no tempo de incubagéo requerido
para que 0S micro-organismos pudessem transpor as barreiras do modelo experimental
utilizado. Enquanto as células bacterianas nao tratadas com plasminogénio precisaram de cerca
de 5 horas para atravessar os géis de fibrina e as membranas dos insertos Millicell-PCF, as
bactérias revestidas com plasminogénio e tratadas com o ativador estreptoquinase exigiram
apenas 3 horas de incubagdo. Além disso, o numero de UFCs encontrado apos 5 horas de
incubacéo foi indiscutivelmente muito superior ao detectado nos compartimentos inferiores dos
insertos que continham géis de fibina inoculados com micro-organismos controle (ndo tratados

com plasminogénio). A realizacdo dos experimentos em presenca de EDTA possibilitou a
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exclusdo da hipdtese de que a degradacdo da fibrina tivesse sido decorrente da acdo de
metaloproteases produzidas por P. aeruginosa, como elastase e protease alcalina.

Além do teste quantitativo de degradacdo da fibrina, foram também realizados testes
qualitativos, em tubos de Durhan, que possibilitaram a visualizagdo da invaséo, e posterior

hidrolise dos geis de fibrina.

Estudos experimentais envolvendo micro-organismos de diversas espécies bacterianas tem
mostrado a degradacdo de glicoproteinas da matriz extracelular e da membrana basal
decorrente da ativacdo de plasminogénio ligado as células microbianas. A exemplo, células de
H. influenzae revestidas com plasmina degradaram eficientemente proteinas ndo colagenosas
da membrana basal, como laminina, fibronectina e vitronectina radiomarcadas. Degradaram,
também, matrizes extracelulares secretadas por células endoteliais e epiteliais em cultura in
vitro . A aprotinina, um importante inativador de serino-proteases, inibiu o processo (Virkola
et al., 1996). Resultados similares foram obtidos com S. typhimurium (L&hteenmaki et al.,
1995), B. burgdorferi (Coleman, Roemer e Benach, 1999) e E. coli expressando 0 gene

codificante do ativador Pla (L&dhteenméki et al., 1998) .

Estudos em que foram utilizadas preparacfes de Matrigel, um composto que contém 0s
principais componentes das membranas basais, como laminina, colageno do tipo IV e
proteoglicanas, também mostraram intensa atividade proteolitica bacteriana mediada pela a¢éo
da plasmina na superficie de S. tiphimurium (Lahteenmaki et al., 1995) , E. coli (Korhonen et
al., 1992) H. influenzae (Virkola et al. , 1996) e S. pneumoniae ( Ebberhard et al., 1999).

Além de conferir a micro-organismos a capacidade de degradar glicoproteinas da matriz
extracelular, Santala et al. (1999) mostraram que S. aureus revestidos com plasmina ativaram
procolagenases (pro-MMP-1) presentes na matriz extracelular. A geracdo da enzima ativa
resultou na degradacdo de colagenos, compostos resistentes a acdo da plasmina propriamente

dita, favorecendo, potencialmente, a disseminagédo bacteriana pelos tecidos hospedeiros

A aquisicdo de atividade proteolitica de superficie, mediada pela plasmina ativa, além de
favorecer a degradacdo/invasdo da matriz extracelular, parece favorecer também a invasao de
monocamadas de células eucarioticas in vitro. Como exemplos de estudos pode-se citar aqueles
que evidenciaram a invasdo de B. burgdorferi através de monocamadas de células endoteliais
(Coleman et al., 1995) e outros realizados com S. aureus que foram capazes de invadir
monocamadas de células do epitélio mamario bovino, a partir de sua adesao a receptores basais
preferencialmente, atingindo posteriormente as regides apicais das monocamadas celulares
(Zavision, White e Bramley, 1997).



65

Em nosso trabalho, a capacidade da cepa PAK de P. aeruginosa revestida por plasmina de
atravessar barreiras epiteliais foi pesquisada pela incubacdo de células bacterianas com
monocamadas de células da linhagem ECV-304, que apresentam caracteristicas mistas de
células endoteliais e epiteliais, cultivadas sobre membranas de insertos Transwell. Nossas
tentativas resultaram em fracasso pois tanto as culturas infectadas com bactérias revestidas com
plasmina quanto aquelas infectadas com bactérias controle (ndo tratadas com plasminogénio e
estrptoquinase) apresentaram importante arredondamento das células bem como a presenca de
inimeras células descamadas, sugestivas da perda das juncdes intercelulares. Como os periodos
de infeccéo foram prolongados, e o teste foi realizado na auséncia de EDTA para evitar a agcao
do quelante sobre as junc@es intercelulares, é possivel que os micro-organismos tenham
produzido metaloproteases, sabidamente dotadas de largo espectro de acdo, ou outro fator de
viruléncia determinante do sofrimento das células hospedeiras. Assim, pretendemaos, no futuro,
repetir estes ensaios utilizando cepas bacterianas defectivas na producgéo de elastase e protease

alcalina.

A importancia da captura do plasminogénio/plasmina na viruléncia bacteriana também ja foi
demonstada em estudos in vivo. Assim, hd 10 anos Sodeinde et al. (1992), utilizando um
modelo experimental de infeccbes cutaneas, mostraram a importancia da ativacdo do
plasminogénio na invasividade de Y. pestis. Mais recentemente, Li et al. (1999), utilizando um
modelo experimental de infeccdes cutaneas em camundongos, mostraram a existéncia de
correlacdo direta entre a presenca de receptores para moléculas ativadoras de plasminogénio na
superficie de células de Streptococcus do grupo A e o potencial de invasividade dos micro-
organismos. Quando animais transgénicos deficientes na producdo de plasminogénio, foram
utilizados, essa correlacdo deixou de existir. Finalmente, Coleman et al. (1997) mostraram que
a presenca de plasminogénio é necessaria para o estabelecimento de espiroquetemia em
camundongos infectados com B. burgdorferi. Os autores mostraram também, que bactérias
utilizando mecanismos proprios independentes dos ativadores dos organismos hospedeiros
capazes de capturar plasminogénio e gerar plasmina associada a sua superficie, apresentaram
maior facilidade de causar infecgdes invasivas. Assim, a identificacdo em nosso estudo de que
16% das cepas clinicas de P. aeruginosa estudadas, além de capturar plasminogénio,
apresentaram uma serino-protease de superficie capaz de gerar plasmina abre novas
perspectivas para a compreensdo dos mecanismos determinantes da patogénese destes micro-

organismos oportunistas.
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CONCLUSOES

Tanto cepas de referéncia de P. aeruginosa, piliada ou ndo piliada, quanto cepas clinicas,
provenientes de fezes de individuos assintomaticos e de sangue de pacientes sépticos, foram
capazes de capturar plasminogénio humano.

O comportamento homogéneo de todas as cepas estudadas em relacdo a interacdo com
plasminogénio sugere a existéncia de receptores constitutivamente expressos em P.
aeruginosa.

A ligagéo do plasminogénio aos receptores das cepas PAK e PAK/p- foi lisina-dependente,
implicando na participag@o dos dominios “kringle” do plasminogénio, dominios estes ligadores
de residuos expostos de lisina.

Diversas fracdes proteicas de baixo peso molecular (entre 30 e 60 kDa), detectadas em todas
as cepas estudadas, reagiram especificamente com o plasminogénio, sugerindo a participagao
dessas “omptinas” como os provaveis receptores de superficie de P. aeruginosa para o
plasminogénio .

Como ocorre na extensa maioria das vezes em que patdgenos capturam plasminogénio do
hospedeiro, a presenca de ativador exdgeno uroquinase resultou na expressdo de atividade
proteolitica associada a superficie de todas as cepas bacterianas incluidas no estudo.

Duas cepas apresentaram ativador enddgeno de plasminogénio associado a superficie das
células bacterianas. Devido a sua especificidade para o substrato da plasmina e resisténcia a
acdo inibitéria do EDTA, acredita-se que esse(s) ativador(es) pertenca(m) a classe das serino-
proteases.

A incorporacdo de plasmina na superficie da cepa PAK, in vitro, promoveu a degradacédo de
géis de fibrina contidos em tubos ap6s 3 horas de incubacéo e favoreceu a migracéo bacteriana
através de géis de fibrina contidos em insertos Millicell- PCF.

Monocamadas de células da linhagem ECV-304 mostraram-se extremamente susceptiveis a
infeccdo pela cepa PAK, o que impediu o estabelecimento de uma perfeita correlagdo entre a
aquisicdo de plasmina na superficie bacteriana e 0 aumento na sua capacidade de migracdo em

monocamadas celulares .
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PERSPECTIVAS

A existéncia de receptores que possibilitem a ligacdo de P. aeruginosa diretamente aos
ativadores de plasminogénio, como uroquinase e t-PA permanece a ser investigada.

Ainda permanece em aberto, como objeto de futuros estudos, a quantificagdo de receptores
para plasminogénio ou seus ativadores em P. aeruginosa.

Sdo oportunos estudos da cinética de ativacdo do plasminogénio por P. aeruginosa, bem
como estudos objetivando avaliar diferencgas no grau ativacao de plasminogénio por outros tipos
de ativadores, como estreptoquinase e principalmente t-PA.

E também de interesse que estudos futuros do (s) ativador (es) enddgeno(s) de
plasminogénio, ligado(s) a superficie de P. aeruginosa evidenciado(s) nesse estudo, fornecam
maiores informacdes quanto as suas propriedades fisicoquimicas, sua eventual ocorréncia em
fase soluvel e sua participacdo na invasividade de P. aeruginosa.

A degradacédo de fibrina mediada pela aquisi¢cdo de plasmina na superficie de P. aeruginosa
abre novas perspectivas de estudos visando investigar a digestdo de componentes da matriz
extracelular como laminina, sulfato de heparana, fibronectina. .

E oportuno também o desenvolvimento de novos modelos de estudo da capacidade de
metastase bacteriana, utilizando outras linhagens de células endoteliais além de ECV-304, bem
como cepas defectivas na producao de proteases .

E também de interesse a realizaco de estudos visando & investigacio da super expressao de
receptores para u-PA em linhagens de células endoteliais, em resposta a infec¢bes por cepas
clinicas de P. aeruginosa. Finalmente, a utilizacdo de modelos in vivo infectados com cepas de
P. aeruginosa produtoras do(s) ativador(es) enddgeno(s), principalmente aqueles envolvendo
a comparacdo da susceptibilidade a infeccdo bacteriana de linhagens de animais normais e
mutantes defectivos na producdo de plasminogénio, possibilitara a validacdo dos resultados

obtidos nos testes in vitro.
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Abstract

The interaction of Pseudomonas aeruginosa with plasminogen (Plg) is herein reported. Plg bound similarly to laboratory and clinical
P. aeruginosa isolates from blood of scpticemic paticnts and stools of asymptomatic carricrs. No difference in Plg capture was detected
between the piliated PAK strain and its isogenic nonpiliated mutant. Western immunoblotting results suggested that low molccular weight
nonpilus adhesins from the bacterial outer membranes accounted for the Plg capture, Bacteria-bound Plg was converted to bioactive plasmin
in the presence of exogenous urokinase-type Plg activator. The presence of surface-bound plasmin enhanced significantly the P. aeruginosa
capability to invade fibrin gels and a reconstituted basement membrane matrix. These findings support the concept that Plg capture by
P. aeruginosa may represent a mechanism which offers advantages to bacterial invasiveness through tissue barriers.

© 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: P. aeruginosa: Baclerial invasiveness: Plasminogen: Fibrinolysis

1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa is the epitome of an opportu-
nistic pathogen of humans. The bacterium almost never
infects uncompromised tissues, yet there is hardly any tissue
that it cannot infect, if the tissue defenses are compromised
in some way. In compromised patients most P. aeruginosa
infections are composed of three stages: bacterial attach-
ment and colonization, local invasion and disseminated
systemic infections. The broad range of proteolytic enzymes
produced by P. aeruginosa [1] is likely to [avor the spread
of the bacteria throughout the host organism. However, in a
study investigating the relationship between the production
of proteases and the course of infection in neutropenic
rabbits, protease-negative P. aeruginosa strains were as
invasive as prolease producers and some elastase-negalive
strains were associated with a high incidence of vasculitis

* Corresponding author. Tel.: +355-21-2587-6380; fax: +355-21-2587-
6476.
E-mail address: meplot@uerj.br (M.C. Plotkowski).

0882-4010/§ - see [ront matler © 2003 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi:10.1016/.micpath.2003.09.006

[2]. These results suggested the existence of additional
mechanisms favoring P. geruginosa invasiveness.

Plasmin is a trypsin-like serine proteinase that plays a
major role in hemostasis by mediating the digestion of fibrin
blood clots. Plasmin can also digest other proteins,
including laminin, a major component of basement
membranes. Plasminogen (Plg), the zymogen form of
plasmin, is activated by the tissue-type (tPA) and the
urokinase-type (uPA) Plg activators (PA) [3]. Activation ol
Plg depends on the cleavage of the Arg®**-Val®®' peptide
bond, resulting in a molecule exhibiling two peptide chains,
which remain connected by disulfide bridges. The A chain
contains live triple-loop structures (kringles) that mediate
the interaction of plasmin (ogen) with a variety of ligands
and with the plasmin physiological inhibitors a2-antiplas-
min (a2-AP) and a2-macroglobulin  (a2-M), via
lysine-binding sites in the kringle domains and exposed
COOH-terminal lysines in the receptor molecules.

Receptors for Plg have been detected on the surface of all
types of leukocyles, platelets and on other types of somatic
cells. Activation of cell-bound Plg generates localized
pericellular proteolytic activity that may [avor cell
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migration in a number of physiological and pathological
processes, such as embryonal development, inflammation,
wound healing and metastatic invasion of basement
membranes by cancer cells [3].

Although Plg in solution is poorly susceptible to host
aclivators, immobilization on fibrin clots or on eukaryotic
cell surfaces is associated with conlormational changes,
with increased susceptibility to PA-mediated activation and
with increased resistance to the physiological inhibitors o2-
AP and a2-M.

Recently, it became evident that several Gram-positive
and Gram-negative invasive pathogens also exhibit Plg
receptors (reviewed in Ref. [4]). Activation of Plg bound to
bacterial surface is supposed to enhance virulence by
turning bacteria into proteolytic organisms. A microorgan-
ism with plasmin bound to its surface is likely to escape
easily [rom a (ibrin network that serves Lo contain a focus of
infection. Immobilized plasmin may also [avor the degra-
dation of extracellular matrix (ECM) proteins, [acilitaling
the bacterial invasiveness [5].

In this report, we described Plg binding to different
strains of P. aeruginosa isolated from infected patients and
from asymptomatic carriers and demonstrated that the
binding is mediated by nonpilus adhesins from the bacterial
outer membranes. Bound Plg could be converted to active
plasmin on the surface of P. weruginosa cells. We also
showed that bacterial migration through [ibrin and Engel-
breth—Holm—-Swarm (EHS) reconstituted basement mem-
brane matrices was greatly enhanced by the presence of
surface-associaled plasmin. Based on these resulls we
speculate that the formation of surface-associated plasmin
may enhance P. aeruginosa invasiveness through host
tissues.

2. Results
2.1. Plg capture

A number of P. aeruginosa strains were Llested for their
ability to bind Plg by a modified enzyme-linked immuno-
sorbent assay [6] in which microtiter wells coated with the
different isolates were exposed to Plg and to anti-Plg
antibodies. The results obtained are exhibited in Fig. 1 as the
percentage of the Ao ,m detected in microtiter wells coated
with Plg (positive control; 1.735 * 0.3), normalized as
100%. Mean uptake value detected in wells uncoated with
bacteria but coated with BSA (negative control) represented
10.4 £ 0.3% of the Ay nm detected in posilive control
wells. All strains isolated from stools of asymptomatic
carriers and from blood of septicemic patients reacted
substantially with Plg, with uptake values ranging from
95.7 = 8.6 to 77.5 £5.2% and from 91.5 = 9.1 to
68.4 = 8.1% for stool and blood isolates, respectively.
Bacterial isolates from blood and stools did not differ from
each other in their ability to bind Plg, as determined by
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Fig. 1. Binding of Plg to P. aeruginosa isolates from stools of asymptomatic
carriers (A) and blood of septicemic patients (B) and to laboratory piliated

PAK und nonpiliated PAK/p- strains (C). Figures show the percentage ol

the Ao nm Obtained in microtiter wells coated with the different isolates,
selling the Aygp e Oblained in wells coated with Plg as 100%. Data
represent mean values = SEM of two assays carried out in triplicate.

a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
Dunnett test. No difference in Plg binding was observed
between the piliated strain PAK (94.9 = 8.8%) and the
isogenic non-piliated mutant PAK/p- (95.0 = 10.0%; Fig.
1C). The surface structures of bacteria are known to
interfere with their binding to solid surfaces [7]. To
ascertain that the microtiter wells coated with PAK and
PAK/p- contained similar amount of bacterial cells, wells
were submitled (o mild detergent treatment, Lo desorb bound
bacteria, and the content of each well was plated to
determine the concentration of adherent bacteria. Since no
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difference in the number of adherent microorganisms was
detected between PAK (7.5 X 10* = 1.8 CFU/well) and
PAK/p- (5.9 X 10* = 3.5 CFU/well), our finding that these
two strains did not differ from each other in their ability to
bind Plg was taken as an cvidence that Plg capture by
P. aeruginosa is not mediated by pili. The Plg specilic
binding to the surface of P. aeruginosa cells was further
substantiated by the immunoperoxidase staining of Plg-
treated bacteria (data not shown). Plg bound to bacteria after
an incubation period as short as 10 min, and the binding
increased substantially with time (Fig. 2A). e-Aminocaproic
acid (EACA), a lysine analog known to inhibit Plg uptake
by various bacteria |5], was a very ellicient inhibitor of Plg
capturc by PAK and PAK/p- P. aeruginosa (Fig. 2B},
suggesting that the binding is specific and that the lysine-
binding sites of the Plg kringle domains are involved in the
bacteria-Plg interaction. This is of importance because
o2-AP, the main physiological inhibitor of plasmin, also
binds to the lysine-binding sites of kringle domains 1-3.

A

100+
_ —e—PAK
[<]
k= —0— PAK/p-
£ 754
8
o
=
% 507
Q
[=8
—
o
2 257

C T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Incubation (min)

B [ Untreated
— EACA 0.01M
- . B EACA 0.1M
T 751 |
8
2
= 504
8
Q.
k]
B 25 ., .
B 77| D7) wimm

PAK PAK/p-

Fig. 2. Kinetics of the Plg capture by piliated PAK and nonpiliated PAK/p-
P. aeruginosa strains (A) and effect of the lysine analogue CACA in Plg
capture by PAK and PAK/p- strains (B). Figures show the percentage of the
A o0 nm Obtained in microtiter wells coated with the dillerent sirains, setting
the Aygp nm Oblained in wells coated with Plg as 100%. Dala represent mean
values £ SEM of two assays carried out in triplicate. *# <X 0.001 when
data obtained in the presence of EACA were compared with those from
untreated wells.

Therefore, P. aeruginosa-bound Plg is likely to be protected
from o2-AP binding and from host regulation.

2.2. Multiple polypeptides from P. aeruginosa
outer surfuce bound Plg

Since no association between the expression of pili and
Plg capture could be established, we next investigated the
role of proteins from the bacterial outer surface (OSPs) as
receptors for Plg through the analysis of bacterial extracts
by SDS—PAGE and Western blolting. When polyacryl-
amide gels were stained with Coomassie blue. bacterial
extracts exhibited a complex array ol polypeptide chains,
with molecular masses ranging from =24 to 120 kDa
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Tig. 3. Interaction of bacterial outer surface proteins (OSPs) with Pla. (A)
Coomassie blue stained SDS—-PAGE analysis of polypeptides from the
outer surface of the different P, geruginosa isolates, (B) Western blotting
analysis ol the binding of biolynilated-Plg to the baclerial polypeptides.

Note that OSPs from all isolates exhibite only minor differences in their
Plg-reactive profiles. (C) Negalive controls in which the incubation of

nitrocellulose sheets with biotinylated Plg was omitted. Molecular masses
are indicated on the left in kilo daltons.
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(Fig. 3A). Western blot analysis with biotinylated Plg
showed that OSPs isolated from PAK, PAK/p- and the
different clinical isolates exhibited only minor differences in
their Plg-reactive profiles (Fig. 3B). All strains exhibited
several reactive low molecular weight proteins, with
molecular mass ranging {rom 30 to 40 kDa. Most strains
exhibited also a =65-68 kDa reactive doublet. With the
exception of the 68 kDa polypeptide, no other band
appeared when the incubation with biotynilated Plg was
omitted and the nitrocellulose membranes were incubated
only with the streptavidin—HRP complex (Fig. 3C). This
result indicated that the reaction was dependent on the
previous interaction of blotted proteins with Plg. No band
was scen when blots were incubated with biotin instead of
biotinylated Plg or when blots were incubated with Plg in
the presence of 0.1 M EACA (data not shown). These
results [urther confirmed the specificity ol the reaction and
the role of lisine residues in Plg binding to P. aeruginosa.

2.3. Conversion of Plg to plasmin on the surface
of bacterial cells

To determine whether Plg-bound to P. aeruginosa could
be converted lo enzymatically active plasmin, bacteria-
coated microtiter wells were (reated successively with Plg,
with urokinase (uPA + ) or PBS (uPA — ) and (inally with a
plasmin synthetic substrate (Chromozyn PL). After incu-
bation, the hydrolysis of the substrate was measured
spectrophotometrically. Controls were run without uPA
and Plg, to assess a direct bacterial degradation of the
substrate. As shown in Fig. 4, most uPA-treated bacteria
exhibited a mild ability to cleave the chromogenic substrate,
generating significantly higher amounts of colored products
than those generated in wells uncoated with bacteria but
treated with Plg, uPA and the Plg substrate (negative
control; Ayps ;m = 0.170 = 0.020). For most isolates, the
plasmin activity generated by uPA + bacteria was
significantly higher than the activity generated by uPA —
microorganisms. Two bacterial isolates, one from blood
(B6) and the other from stools (S4), exhibited a market
capability to generate plasmin in the absence of uPA similar
to the capability of uPA-treated bacteria, suggesting these
isolates may contain an intrinsic Plg activator that could
convert the zymogen into the active enzyme. Work to test
this hypothesis and characterize this activity is in progress.

2.4. Plasmin-coated P. aeruginosa exhibited
in vitro enhanced invasiveness

To ascertain whether bound plasmin may contribute to
bacterial invasiveness, PAK P. aeruginosa untreated or
treated successively with Plg and streptokinase, to generate
proteolytic activity at the surface of bacterial cells, were
inoculated in Millicell-PCF inserts covered with fibrin gels.
After different incubation periods, samples collected from
the wells containing the inserts were diluted and plated, to
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Fig. 4. Conversion ol Plg o plasmin on the surface of P. aeruginosa isolates
from stool (A) and blood (B) and on the surface of reference strains (C), in
the presence (UPA 4 ) or in the absence (uUPA — ) ol exogenous uPA.
Positive control represents the Ayos oy Obtained in microtiter wells coated
with Plg after incubation with uPA and the chromogenic substrate. Data
represent mean values = SEM of six assays carried out in duplicate.
P =2 0.05 (%), 0.01 (*%) and 0.001 (**%) when data obtained with uPA +
bucteria were compared with those from uPA — bacteria.

assess bacterial penetration through the gels. As shown in
Fig. SA, the bacterial concentrations in the microtiter wells
conlaining inserts infected with Plg-treated PAK strain
(Plg + ) were significantly higher than the concentrations
detected in wells containing inserts inoculated with
untreated bacteria (Plg — ). Similar results were obtained
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Fig. 5. Matrix penetration by plasmin-coated bacteria. Data in (A) represent
the concentration of Plg-treated (Plg + ) and PBS-treated (Plg — ) PAK
P. aeruginosa detected in microtiter wells containing fibrin-coated
Millicell-PCF inserts, after different incubation periods. (B) Light
micrograph of fibrin gels contained in glass tubes stab-inoculated with
plasmin-coated (P + ) and uncoated bacteria, after 3 h incubation period.
Arrows show the diffuse and localized bacterial growth in tubes inoculated
with Plg- and PBS-freated bacteria, respectively. Data in (A) represent
means values + SEM obtained in a typical assay carried out in triplicate.

with inserts covered with the EHS reconstituted basement
membrane matrix. The bacterial concentrations detected at
4 h post-infection in microtiter wells containing inserts
infected with Plg + bacteria (1.3 = 0.3 X 10* CFU/ml)
were significantly higher than in wells containing untreated
microorganisms (7.2 = 0.2 X 10? CFU/ml). To further
investigate the advantage conferred by plasmin to bacterial
penetration of fibrin matrices, plasmin-coated and uncoated
bacteria were stab-inoculated in the upper surface of fibrin
gels contained in glass tubes. After 3 h of incubation, diffuse
bacterial growth was seen away from the site of inoculation
in gels inoculated with plasmin-coated bacteria whereas in
gels inoculated with uncoated microrganisms, growth was
seen only at the site of inoculation (Fig. 5B).

3. Discussion

Proteolytic activity of infecting agents is an important
factor in the pathogenesis of infectious diseases contributing
to local damage of host tissues, microbial spread through
tissue barriers and metastasis into secondary infection sites
[8].

P. aeruginosa produces aggressive metalloproteases that
are highly active against collagenous and non-collagenous
proteins of ECM [1]. However, the production of these
proteases depends upon gquorum sensing, that allows the
bacterial community to modulate gene expression in
accordance with cell density [9]. At the beginning of the
infectious processes, when P. aeruginosa finds itself within
its host at a low cell density and does not initiate the
elaboration of their own protease, the interaction with
components of protease-dependent cascade pathways of
their hosts can confer upon bacteria the ability to escape
easily from a fibrin network and hydrolyse matrix proteins,
permitting their spread through connective tissues.

A number of pathogenic bacteria have binding sites for
human Plg [4]. Since plasmin-derived surface protease
activity allows both normal and tumor cells to cross tissue
barriers and invade tissues [10], it has been postulated that
the ability to bind Plg might correlate with the bacterial
invasive potential as well.

In the beginning of the years 90 Ullberg et al. [11]
demonstrated that 70% of 10 P. aeruginosa isolates bound
125 Jabeled Plg. A single Plg receptor was detected, with
affinity reported to be 1-2 orders of magnitude higher than
the affinity of receptors detected on eukaryotic cells.
However, this receptor was not characterized on the
molecular level and the effects of Plg capture on bacterial
virulence had not yet been established. Therefore, the
purpose of this study was to further investigate the
interaction of P. aeruginosa with Plg.

Our data established that all blood and stool
P. aeruginosa isolates, as well as the type collection PAK
and PAK/p- strains bound Plg, suggesting that affinity for
Plg might be a stable genetic bacterial property. This finding
is in tone with a recent study showing that clinical and
environmental P. aeruginosa possess a highly conserved
genome [12]. Plg bound to the surface of all P. aeruginosa
isolates was activated by exogenous uPA and plasmin that
was generated on the surface of the bacteria cells retained its
bioactivity.

P. aeruginosa is known to produce several different
adhesions (reviewed in Ref. [13]) and this large repertoire of
ligands may confer a great degree of plasticity and
adaptability in its interaction with the host. Among these
adhesins, pili seem to be one of the most importants. Since
in most Gram-negative bacteria, pili and flagella form a
major class of Plg receptor molecules [4], we first evaluated
the role of pili in P. aeruginosa interaction with Plg by
comparing the Plg capture by a nonpiliated strain with that
of its piliated parental strain. Both bacteria bound Plg
similarly, suggesting the existence of a nonpilus ligand. To
characterize P. aeruginosa monpilus Plg ligand(s), we
examined the interaction of electrophoretically separated
proteins from the surface of all bacterial strains, obtained by
mild detergent extraction, with biotin-labeled Plg. All
strains exhibited several reactive low molecular weight
proteins, with molecular mass ranging from 30 to 40 kDa.
Multiple Plg-binding low molecular weight cell surface
proteins have also been detected in other human pathogens.
Borrelia burgdorferi has been shown to bind Plg via a 20—
22kDa [14] and a =~31kDa [15] cell surface protein.
Mycobacterium tuberculosis exhibits four Plg-reactive cell
wall proteins of 30—66 kDa [16] whereas two Plg-reactive
peptides of =32 and 55 kDa were detected in cell extracts
of Mycoplasma fermenta [17].

A key requirement of the pathways leading to bacterial
escape from a fibrin network is that the bacteria-associated
enzyme functions in the presence of host physiological
inhibitors [18]. In preliminary studies, the treatment of Plg-
coated P. aeruginosa isolates with human plasma, which
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contain high concentrations of the plasmin inhibitors a2-
macroglobulin (2.5 mg/ml) and a2-antiplasmin (60—70 mg/
ml) [3], had no effect on the degradation of the plasmin
chromogenic substrate (data not shown). This result
suggests that once generated on the surface of bacterial
cells, plasmin was protected from inhibition, probably
because the lysine binding site used for cell adhesion was
identical or in close proximity to the site targeted by the
plasmin inhibitors, as reported for other microorganisms
[19].

Taken together, our results suggest that P. aeruginosa, by
capturing and activating host Plg in the infected host may
acquire a selective advantage for crossing tissue barriers and
causing disseminated infections. However, the full range of
biologic consequences of our observations is yet to be
defined.

As P. aeruginosa usually enters the host at a site of tissue
injury and local inflammation, it is conceivable that Plg can
be bound shortly after entry of the organisms and
subsequently converted to plasmin by activators released
in the inflammatory focus or by endogenous activator,
favoring the bacterial invasiveness. P. aeruginosa elastase
is known to inactivate human proteinase inhibitors [20]. The
combined ability of bacteria to create proteolysis, to
inactivate protease inhibitors and to adhere to target
molecules of proteolysis may significantly enhance bacterial
migration in the body (4).

4. Material and methods
4.1. Bacterial strains and culture conditions

Piliated P. aeruginosa and the pilus-lacking isogenic
PAK/p- strains, constructed by gene replacement, were
kindly provided by Dr Parenchych (University of Alberta,
Canada). The other strains used have been freshly isolated
from blood of septicemic patients or from stools of
asymptomatic carriers. Bacteria were grown overnight at
37°C in Trypticase Soy Broth (Difco Laboratories),
harvested by centrifugation and ressuspended in 0.1 M
carbonate buffer (pH 9.6) or in 0.01 M phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7.2) to Aggpnm = 0.1, corresponding to
10° CFU/ml. Bacterial concentration was confirmed by
quantitative culture on Trypticase Soy Agar (Difco).

4.2. Plg binding assays

Bacterial suspensions in carbonate buffer (100 wl per well)
were used to coat the wells of polystyrene microplates (Poly-
sorp, Nunc). Following overnight incubation at 4 °C, the wells
were rinsed once with 200 pl of PBS containing 0.05% (v/v)
Tween 20 (Sigma Chemical Corp.; PBS-T) and incubated with
2% bovine serum albumin (BSA; Sigma A7030) in carbonate
buffer for 2h at room temperature. Thereafter, wells were
washed three times with 200 w1l of PBS-T and incubated with

Plg (Sigma) at 25 pg/ml in PBS-T containing 1% BSA (PBS-
T—1% BSA). Following incubation for different periods at
37 °C, the wells were rinsed three times with 200 .l of PBS-T
and successively incubated for 1 h with an anti-Plg antibody
(Calbiochem) at 1:2500 in PBS-T-BSA and with an anti-
rabbit IgG-peroxidase conjugate (Sigma) at 1:5000 in PBS-
T-BSA. Peroxidase activity was revealed with hydrogen
peroxide and O-phenylenediamine (OPD). The enzymatic
reaction was stopped with HCI and read spectrophotometri-
cally at 490nm. The Plg binding was expressed as the
percentage of the A4oo nm Of positive control wells that were
coated with Plg at 25 pg/ml in carbonate buffer, quenched
with 2% BSA in carbonate buffer and incubated succesively
with the anti-Plg antibody, with the anti-rabbit IgG—
peroxidase complex and with OPD. In negative controls, (i)
the Plg addition to bacteria-coated wells was suppressed or (ii)
Plg was incubated with wells uncoated with bacteria but
coated with BSA in carbonate buffer.

To assess the participation of lysine residues in Plg
binding to P. aeruginosa, incubation of bacterial cells with
Plg was also done in the presence of 0.01 and 0.1 M
g-aminocaproic acid (EACA; Sigma), a lysine analog.

4.3. Bacterial desorbing assay

The surface properties of bacteria are known to interfer
with their binding to solid surfaces. To ascertain that similar
amount of cells of PAK and PAK/p- strains bound to the
microtiter wells, 100 pl of PAK and PAK/p- suspensions in
sterile carbonate buffer were added to microtiter wells.
Following overnight incubation at 4 °C, the wells were
washed five times with sterile PBS-T, to remove unbound
bacteria, and treated for 30 min at room temperature with
100 1 of 0.53% Triton X-100 in sterile PBS, to desorb
adherent bacteria. The content of each well was mixed,
diluted and plated to determine the concentration of
adherent bacteria.

4.4. Plg activation assay

Microtiter wells were coated with P. aeruginosa cells
in carbonate buffer, and incubated with Plg at 25 pg/ml
in PBS-T—1% BSA, as described above. Following 1 h at
37 °C, the wells were rinsed three times with 200 .l of PBS-
T and incubated with 100 pl of uPA (Sigma) at 10 p.g/ml in
PBS for 1 h at 37 °C. Following three washes with PBS-T,
the bacteria-coated wells were exposed to 100 pl of the
plasmin chromogenic substrate Chromozym PL (tosyl-
glycyl-prolyl-lysine-4-nitranilide acetate; Roche Diagnos-
tic) at 500 wM: After incubation at 37 °C for 24 h, the
hydrolysis of the substrate, resulting in the formation of 4-
nitroaniline, was measured spectrophotometrically at
405 nm. Controls were run without uPA, to assess an
intrinsic bacterial ability to activate Plg, and without uPA
and Plg, to assess a direct bacterial degradation of the
substrate.
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4.5. Interaction of bacterial outer surface proteins with Plg

To investigate whether nonpilus ligands with affinity for
Plg are proteins from the outer membranes of P. aeruginosa
cells, bacterial outer surface proteins (OSPs), extracted as
described by Carnoy et al. [21], were analysed by SDS—
PAGE with a Minigel system (Mini-Protean II; BioRad
Laboratories) under non-reducing conditions. The 10-kDa
protein ladder calibration kit (Gibco BRL) was used as a
protein size standard. After electrophoresis, proteins were
electrotransferred to nitrocellulose sheets (Immobilon N;
Millipore Corporation). Nitrocellulose replicas were incu-
bated overnight at 4 °C in PBS-T—2% BSA, washed once
with PBS-T and incubated for 1 h at room temperature with
biotin-labeled Plg, prepared as described by Ternyck and
Avraneas [22], and used at a concentration of 2.5 pg/ml in
PBS-T—-1% BSA. The blots were washed four times for
10 min each with agitation and exposed to a streptovidin—
peroxidase complex (Amersham) at 1:2500 in PBS-T—-1%
BSA for 30 min at room temperature. Binding of Plg to
bacterial OSPs was detected by developing the reactive
bands with a solution containing imidazole (Sigma),
hydrogen peroxide and 3,3 diaminobenzidine (Sigma) at
0.1%. In negative controls, the incubation of nitrocellulose
sheets with biotinylated Plg was omitted.

4.6. Bacterial coating with active plasmin

PAK P. aeruginosa grown overnight in TSB were
harvested by centrifugation, resuspended in PBS to
Ageo om = 0.4 and treated successively for 1 h with Plg at
25 pg/ml and with streptokinase (Sigma) at 100 U/ml in
PBS. After centrifugation, bacterial pellets were resus-
pended in PBS containing 10 mM EDTA, to inhibit the
activity of P. aeruginosa metalloproteases. Control bacteria,
untreated with Plg and streptokinase, were also suspended in
EDTA-containing PBS.

4.7. Matrix penetration by plasmin-coated bacteria

Two different approaches were used to investigate
whether active plasmin bound to bacterial surface would
confer invasive ability to bacterial cells. In the first, 300 pl
of fibrinogen (Sigma) at 3 mg/ml and thrombin (Sigma) at
final concentration of 10 U/ml were pipetted onto the
membranes of culture chamber Millicell-PCF inserts
(12 mm diameter; 3 wm pore size; Millipore). After gelling
overnight at 37 °C, 100 pul of the plasmin-coated or
uncoated bacterial suspensions, prepared as described
above, were pipetted on the fibrin gels whereas 100 ul of
PBS were added to the microplate wells containing the
fibrin-coated culture chamber inserts. Three samples of
10 pl, collected from each bottom wells at 1 h intervals
during 5 h incubation period at 37 °C, were serially diluted
and plated on Cled agar, to assess bacterial penetration
through the fibrin gels. The limit of detection was

1 x 10> CFU per ml of sample. In a few assays, Millicell
inserts coated with 100 wl of an extract of the EHS tumor
containing 10 mg of protein/ml were exposed to 100 .l of
the plasmin-coated or uncoated bacterial suspensions. In the
second approach used to determine the effect of bound
plasmin on P. aeruginosa invasiveness, 2 ul of the
suspensions of plasmin-coated and uncoated bacteria in
EDTA-containing PBS were stab-inoculated, with a micro-
pitte, in the upper 2 mm of fibrin gels contained in glass
tubes. The tubes were observed after different incubation
periods at 37 °C.

4.8. Statistical analysis

Differences between means were determined by the
Mann Whitney test, unless otherwise indicated. A P value of
<C0.05 was considered significant.
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