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Resumo

Fibrose Cistica (FC) é uma doenga genética, autossbmica recessiva, caracterizada
por anormalidade no transporte eletrolitico. Pseudomonas aeruginosa é um importante
patdgeno oportunista, freqlientemente encontrado em pacientes com FC. Nesses pacientes,
a colonizagiio inicial € feita com a bactéria na forma ndio mucéide que, posteriormente,
converte-se & forma mucoide. O objetivo desse trabalho foi verificar comparativamente a
produgio de alguns fatores de viruléncia por P. aeruginosa em amostras mucéides e néo
mucéides isoladas de pacientes com FC e em amostras isoladas de pacientes nio portadores
de FC. O método para detectar hemolisina utilizou placas de agar sangue contendo 5% de
sangue de carneiro. A hidrélise da gelatina foi utilizada para detectar a produgdo de
gelatinase ¢ a produgfo de elastase foi observada em placas contendo 1% de elastina. A
presenga de pili foi analisada pelo método de microhemaglutinagéo e a capsula de alginato,
pelo método de PCR para identificar os genes algD e alglU. As linhagens nio mucodides
isoladas de pacientes com FC e aquelas isoladas de outros casos clinicos produziram as
exoenzimas gelatinase e elastase em maior freqiiéncia que as linhagens mucéides. A
produgéo de hemolisina e a presenga dos genes algD e algU foi semelhante nos trés grupos
- bacterianos.- O gene algD foi encontrade-em todas as linhagens estudadas e o ensaio de

microhemaglutinagdo néo foi satisfatorio para detectar a presenga de pili em P. aeruginosad.

vii



1. Introducio

A primeira descri¢do da Fibrose Cistica (FC) foi feita em 1938 por Anderson [citado
por Gilligan (43)]. Ele descreveu esta sindrome em criangas que nfo cresciam normalmente
€ que tinham a regido abdominal distendida, diarréia e palidez. A denominagdo “fibrose
cistica do pancreas “ fol derivada do fato de que criangas que morriam no periodo neonatal
tinham leses histopatologicas caracteristicas do pancreas. Posteriormente, alguns pacientes
morreram em decorréncia de infecgfio pulmonar ocasionada por Staphylococcus aureus.
Esses pacientes, primariamente, tinham infecgio na via respiratéria e depois no parénquima
pulmonar. Desta forma, Anderson descreveu os dois principais problemas fisiopatolégicos
encontrados na fibrose cistica: insuficiéncia pancreética e infecgio respiratéria. Em ambos,
ocorre produgdo de uma secregdo extremanente viscosa. No péncreas, essa secrecdo
provoca bloqueio dos ductos pancreaticos e incapacidade de secretar enzimas digestivas.
Na via respiratoria, a produgdo dessa secrecfio estd associada a infec¢io cronica com a

presenca de varios microrganismos.

1.1 Fibrose Cistica

A FC € uma doenga de cardter genético, autossdmica recessiva e geralmente letal. E
caracterizada por anormalidade no transporte eletrolitico, e encontrada em

aproximadamente 1 entre 2000 criangas caucasianas (15).

Em 1985, o gene responsével pela FC foi localizado no brago longo do cromossomo
7. O gene defeituoso possui 250 kb, 27 exons ¢ codifica uma proteina de transmembrana
com 1.480 aminodcidos, denominada regulador de condutincia de FC (CFTR) (47). Essa
proteina possul dois dominios transmembrana (TM), dois dominios de ligagdo a
nucleotideos (INBF) e um dominio central (R) (25). A CFTR funciona como um canal para

o ion cloro e pertence a familia de proteinas de transmembrana, que também inclui a
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glicoproteina P e o produto do gene de resisténcia a multidrogas, o qual reduz a eficacia da

quimioterapia para o cancer por excreg@o anormal de agentes quimioterapicos (121).

Govan & Deretic (47) afirmam que em muitas populagdes com FC, 70% dos
pacientes possuern uma mutagio onde um residuo de fenilalanina ¢ deletado na posicdo 508
da proteina de transmembrana de FC (25). Essa delegio ocorre em uma regido importante
da proteina € pode afetar a regulagio do transporte iénico para a superficie das células
epiteliais (63). A mutago ¢ chamada AF-508 e ¢ encontrada primariamente em pacientes
com doenga severa e esta relacionada & insuficiéncia pancreatica. Outras mutagdes nesse

gene ja foram caracterizadas (47).

Em pacientes com FC, ocorre redugio da permeabilidade ao fon cloro nas células
epiteliais da wvia respiratoria, glandulas sudoriparas, pancreas e outros tecidos. Esses
pacientes tém um suor tipicamente salgado. A habilidade dessas células em secretar cloro
em resposta ao agonista AMPc ¢ perdida ou severamente reduzida, contudo, outros canais
com propriedades de condutincia podem ser ativados por outros meios, incluindo

agonistas, os quais tém efeito mediado pelo nivel de calcio celular (32).

No pulm&o desses pacientes, devido ao defeito na regulacio do fon cloro, ocorre
uma desidratacdo da secregfo respiratoria, o que dificulta o batimento ciliar. Ha também
aumento da sulfatagdo dos proteoglicanos do muco. Essas moléculas modificadas podem
interagir com a bactéria ou seus exoprodutos, contribuindo para a viscosidade da secrecio
respiratéria (39). A desidratagdo da supetficie e o aumento da sulfatacio do glicocalix da
via respiratéria podem explicar o desenvolvimento de uma secreco persistente observada
na via respiratéria de pacientes com FC. Essa secre¢fio proporciona um meio favoravel para
o crescimento de microbios pois, nessas condigdes, a funcio mucociliar ndo & eficiente em
remover bactérias e outros patégenos (25). As principais bactérias que colonizam o pulmdo,
neses pacientes, s@o Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Haemophilus

influenzae.

A morte de pacientes com FC, em aproximadamente 90% dos casos, ¢ causada por

insuficiéncia respiratoria (5, 14, 43, 98). H4 episidios recorrentes de infecgfio pulmonar que
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causam danos teciduais irreversiveis devido ao excesso de liberagio de elastase por

neutrofilos e por P. geruginosa (5, 14).

Apés a descoberta da CFTR, houve progresso nas pesquisas e melhor entendimento
da microbiologia do pulmio do paciente com FC (133). Em 1992 camundongos mutantes
para FC foram desenvolvidos através de mutagio insercional (30, 33). O gene mutante foi
corrigido no camundongo € o primeiro processo de terapia génica foi formado utilizando

adenovirus e lipossomo (16, 23, 124).

1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sio bactérias gram-negativas, de 0,5um de largura por 1,5
a 3 pm de comprimento, contém de 1 a 3 flagelos polares, sGo méveis e nio apresentam
esporos (105). S@o aerdbicas, mas podem crescer em condigOes anaerébicas na presenga de
nitrato como aceptor de elétrons (103). Crescem bem em meios simples, sem exigir muitos
nutrientes (85, 103). Sdo encontradas no solo, na 4gua e nos alimentos. Também sdo

capazes de colonizar a pele e o intestino humano e animal (103).

Essas bactérias produzem vérios pigmentos, entretanto, a maioria das cepas sdo
produtoras de piocianina e pioverdina. A piocianina é uma fenazina derivada que pode
catalizar a conversdo de O, a superéxido e peréxido de hidrogénio, mais téxicos que o
oxigénio (103). Esse pigmento € soliivel na agua e no cloroférmio enquanto a pioverdina ou
 fluoresceina ¢ insoluvel no cloroférmio (105). A piocianina é considerada um fator de
viruléncia devido a sua capacidade de danificar tecidos endoteliais e também tem sido

usada no diagndstico de P. geruginosa (103).

P. aeruginosa possul resisténcia intrinsica a varios antibiéticos. Os mais efetivos
sdo os aminoglicosideos amicacina, gentamicina e tobramicina, o imipenem (B-lactimico) e
a aftazidina (cefalosporina de 3® geracdo). Esses antibidticos nfo sdo efetivos contra todas

as linhagens, ja existindo cepas resistentes (103).

P, aeruginosa ¢ considerada um importante patégeno oportunista (126), sendo

encontrada em dois grupos de pacientes: os imunocomprometidos por doengas de base ou
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pelo tratamento (FC e neoplasias) ¢ nos pacientes submetidos a procedimentos invasivos

(respiradores, sondas de via urinaria, etc) (70).

1.3 Fatores de Viruléncia da P. aeruginosa

1.3.1 Enzimas Proteoliticas

As enzimas proteoliticas produzidas por P. aeruginosa exercem um papel
importante na viruléncia durante a colonizagdo. Essas enzimas sdo classificadas em
protease alcalina e protease neutra. Elas contribuem para o desmoronamento das barreiras
fisicas do hospedeiro e aumentam a proliferacio bacteriana, fornecendo aminoécidos e
peptideos das proteinas teciduais as bactérias. Em estdgios mais avangados, podem
mterferir com o mecanismo de defesa imune por degradar imunoglobulinas. A protease
alcalina tem sua atividade méxima em pH entre 7 e 9, sendo inibida por compostos

quelantes como EDTA, bem como por metais pesados (70).

A protease neutra (elastase) € capaz de degradar a elastina, um dos principais
componentes dos tecidos. Essa enzima & muito encontrada no pulmio, e ¢ considerada um
importante fator de viruléncia, responsavel pelos danos teciduais pulmonares em pacientes
com FC (5, 70). A elastina corresponde a quase 30% do total de proteinas do tecido
pulmonar. Seu nome surge do fato que ela permite propriedades elasticas a érgios como o
- pulmfo, onde a entrada ¢ a saida de ar réquerém a contracio dos alvéolos. A elastina
também € um importante componente da parede dos vasos sanguineos, sendo responsivel

pelo poder de recuperagio da parede desses vasos (103).

Além da agdo sobre a elastina, a elastase pode degradar ou inativar importantes
tecidos e compenentes do sistema imune como, por exemplo, imunoglobulinas, fatores do
complemento, o inibidor da proteinase a, coldgeno e fibrina. A elastase também atua
sinergicamente com a protease alcalina para inativar as citocinas humanas y-interferon e o

fator de necrose tumoral-a (100).
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P. aeruginosa tem atividade elastolitica que parece ser devido a atividade
combinada de 2 enzimas: LasA e LasB (103). A elastase ou Las B ¢ uma metaloprotease de
zinco neutra, com agfo para um grande ndmero de substratos (81). Sua sequéncia e
estrutura cristalografica mostram semelhanca com a termolisina do Bacillus cereus (13, A
eficiente producg@o e o processamento de elastase requerem a presenca dos ions zinco e
calcio (87). Codificada por las B, a elastase € sintetizada como uma pré-proenzima de 53,6
kDa. Um peptideo de 2.4 kDa ¢ removido durante a translocagfio através da membrana. No
periplasma, a proelastase € rapidamente processada por clivagem autoproteolitica. O
propeptideo (18,1 kDa) permanece associado com o dominio maduro (33,1kDa), e ¢
translocado atraveés da membrana externa (13, 81). Devido a ligagdo do propeptideo 2
elastase madura, ocorre a inibigdo da atividade enzimatica, portanto, o propeptideo parece

impedir que a enzima torne-se ativa antes de sua secregio (13).

A protease Las A, codificada por lasd, foi primeiro identificada quando uma
mutacdo (las A1) em linhagens PAO1 resultou em deficiéncia na habilidade para degradar
elastina. A Las A secretada, aumenta a atividade da elastase, bem como de outras proteases
(termolisina e proteinase K). Essa protease tem atividade proteolitica que é aumentada na

presenga de outras proteases, especialmente a elastase codificada pelo gene Las B (103).

1.3.2 Hemolisinas

Duas hemolisinas podem ser excretadas por P. aeruginosa (48), diferindo quanto 4
.ccl).mp.osig.:ﬁo. é .allc; inodd de agir. Uma delas ¢ um glicolipideo de baixo peso molecular,
estavel ao calor e que atua solubilizando lipideos. A outra é uma proteina com atividade de
fosfolipase C, labil ao calor, e que cataliza a hidrélise de fosfatidilcolina a fosforilcolina e
diacilglicerol (7). Ambas séo excretadas na fase estacionaria sob condigdes de crescimento
limitadas por fosfato (70). Essas hemolisinas atuam em cooperacdio com a fosfatase
alcalina, liberando fosfato inorgénico de fosfolipideos (64). A fosfolipase C atua como
determinante de viruléncia na patogénese da infecgfio pulmonar (7). Liu et al.,1979 (68),
verificaram que a combinagdo de glicolipideo hemolitico e de fosfolipase C pode produzir

consideravel lesdo no tecido pulmonar durante a infeccdo no pulmio. Posteriormente,
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Southern et al., 1970 (116}, postularam que fosfolipase C pode aumentar a colonizagdo do
tecido pulmonar por F. aeruginosa, como também exercer um importante papel na
formagdo de lesGes da pele. A producdo de fosfolipase C ¢ controlada por dois loci génicos

localizados entre 22 e 23 min do cromossomo bacteriano (8).

1.3.3 Leucocidina

A leucocidina € uma proteina tdxica capaz de destruir e mudar a aparéncia dos
leucdcitos, tornando-os aumentados e seus segmentos nucleares fundidos. Essa proteina ¢
um polipeptideo de 27 000 Da excretada por P. ageruginosa por autélise. Ela atua na
membrana celular do leucdcito alterando a composigio de fosfolipideos e causando influxo
de calcio, 0 que resulta em fosforilagdo da membrana lisossémica e fuga do conteudo

lisossOmico para o citoplasma (70).

1.3.4 Pili

Pili (ou fimbria) é uma estrutura flexivel, semelhante a pélos de 6 a 8 mm de
didmetro, de diferentes tamanhos (1000 a 2500 nm) e presente na superficie de muitas P.
aeruginosa (70). Essa estrutura aumenta a viruléncia do microrganismo por permitir sua
aderéncia em superficies solidas (117), além de aumentar sua resisténcia em relagdo as
células fagocitarias (70).

~ P.aerugiriosa produz dois tipos de adesinas protéicas: pili e adesinas niio piliadas
(103). O pili ¢ similar ao da Neisseria gonorrhoeae, conhecido como pili tipo 1V (117).

O pili tipo IV contém aproximadamente 500-1000 subunidades, com base em seu
comprimento. E composto por um polimero de polipeptideos de cadeia unica. A subunidade
pilina de P. aeruginosa esta arranjada em hélice, com aproximadamente 5 subunidades por
giro circundando um longo filamento. O pili pode fazer adesdo através da interagio direta

da pilina com o tecido receptor ou pode utilizar subunidades menores, que sdo responsaveis

pelo reconhecimento do receptor e pela adeso (117).
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Alguns trabalhos (52, 97, 101) demonstraram o envolvimento de pili na adesdo
bacteriana. Os anticorpos monoclonais especificos para regides definidas do mondmero da
pilina e para peptideos sintéticos (correspondendo a peptideos especificos dentro da
subunidade de pilina) inibiram a ades@io bacteriana em células epiteliais ¢ também em
células da traquéia. As células respiratorias de pacientes com FC t8m mais GM]1 que as
c¢lulas normais € o0s organismos piliados mostraram-se 10 vezes mais virulentos que as

células ndo piliadas em modelos de camundongos queimados (117).

A perda de pili reduz a aderéncia as culturas de células epiteliais e células traqueais
bovinas, mas ndo elimina a adesdo 4 mucina ou a componentes da mucina. Entretanto,
mutagles no gene estrutural da pilina e algumas mutagSes regulatérias que eliminam a
expressdo de pili resultam na perda completa de aderéncia bacteriana em muitas células e
também na mucina, sugerindo que a expressdo de vérias adesinas de P. aeruginosa ¢
regulada por um ou varios elementos regulatorios comuns. Além da funcdo de mediar

aderéncia para cé€lulas epiteliais, o pili pode ser reconhecido por células fagocitéarias (117).

A presenga de glicoconjugados alterados na superficie de células epiteliais pode
atuar como receptores para a P. geruginosa. A mutagio em CFTR diminui a presenca de
acido sidlico nos glicolipideos e nas glicoproteinas da membrana apical dessas células
(103).

Existem evidéncias que sugerem que a anormalidade funcional do regulador de
condutancia de transmembrana de FC (CFTR) resulta em alteragdes na glicosilagio de
componentes epiteliais (31, 93, 101). Os lipideos e as proteinas de células epiteliais de
pacientes com FC apresentam reducfo de acido sialico como conseqiiéncia da limitacéo do
fon cloro e por remogdo do acido sidlico por neuraminidase produzida por P. aeruginosa
(103), tornando-se melhores receptores para o pili. Assim, células epiteliais de pacientes
com FC diferem daquelas de individuos normais, pois possuem um nlmero menor de
glicolipideos com 4acido sidlico, o que favorece o ataque de P. aeruginosa, por aumentar o
namero de receptores que reconhecem a sequéncia GalNAcB1-4Gal, presente nos
aminoglicosideos (GM1 asialo, GM2 asialo) e Cad asialo (61, 101). O pilj adere as células

epiteliais e as adesinas ndo piliadas & mucina (103).



Introducdo I

1.3.5 Exotoxina A

A exotoxina A (ETA) € conhecida como o componente mais toxico produzido por
P. aeruginosa, sendo encontrada em aproximadamente 90% dos isolados clinicos (70). O
mecanismo de ag¢do da toxina A é idéntico ao da toxina diftérica: ambas s3o nicotinamida
adenina dinucieotideo (NAD) glicosilases e ambas transferem a porgio adenina difosfato
(ADP} - ribose do NAD para um residuo de histidina do fator de alongamento 2, inibindo a
fase de alongamento da sintese protéica no ribossomo (119, 120). A toxina é excretada
como uma proenzima de 71.500 Da e expressa sua atividade enzimatica apos clivagem,
denaturagfo e redugéo proteolitica. A sintese de ETA ¢€ regulada por fons, e a sua expressfo

méxima € observada quando hé baixos niveis ou limitagdo de ions (70).

A exotoxina A ¢ capaz de se ligar a superficie celular através de uma glicoproteina
de 300 kDa (103). O papel da toxina A na patogénese de infeccdes por Pseudomonas é
sugerido por: (i) letalidade da toxina purificada em vérias espécies de animais; (ii) a
habilidade da antitoxina de proteger animais contra subsequentes ataques com linhagens
toxigénicas de Pseudomonas; (iii) a habilidade de inibir a sintese de proteinas in vitre e in
vivo; (iv) o decréscimo na fung¢do do fator de alongamento 2 no figado de camundongos
queimados ¢ infectados com linhagens toxigénicas; (v) diminmi¢io da viruléncia em
camundongos queimados que foram infectados por mutantes de P. aeruginosa que
perderam a capacidade de produzir toxina A, mas permanecendo similares as suas
linhagens parentais em todos os outros parametros (22).

Em humanos, os anticorpos para a toxina A tém sido encontrados em adultos
normais. O titulo de anticorpos aumenta quando ha bacteremia por Pseudomonas. A

manuten¢do da bacteremia tem sido relacionada ao aumento do titulo de antitoxina (70).

1.3.6 Exoenzima S

A exoenzima S € uma mono ADP-ribosiltransferase secretada por algumas
linhagens de P. aeruginosa (35, 39). Duas formas de Exo S podem ser encontradas, uma

com 53 kDa (Ex033) e outra com 49 kDa (ExoS). Essa tltima &, aparentemente, resultante
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da remogdo de um segmento de 4 kDa da forma que possui 53 kDa (69, 103). Essa
exoenzima tem sido associada ao estabelecimento da infecgdo, embora o seu papel na
patogénese da infecgdo ainda ndo esteja bem esclarecido (39). In vitro, a exoenzima S
cataliza a transferéncia de ADP-ribose de NAD+ para muitas proteinas celulares de
eucariotos. Seu principal substrato sio pequenas proteinas de ligacio ao GTP, de 21-25
KDa (18, 19). Essas proteinas funcionam como componentes centrais da regulacdo do
transporte de vesiculas intracelulares, da proliferagio e da diferenciagio celular (12). A
ADP-ribosilagdo dessas proteinas por exo S ndo parece alterar suas interagdes
nucleotidicas, mas pode afetar sua interacdo com outras proteinas celulares (18). A
atividade ADP-ribosiltransferase de exoenzima S foi detectada no fluido pleural de coelhos

infectados com P. aeruginosa.

A exo-S faz, preferencialmente, ADP-ribosilacio de duas proteinas extracelulares
do soro com massa molecular de 150 kDa e 27 kDa. A analise bioguimica mostra que a
proteina com 150 kDa € uma imunoglobulina (IgG) ¢ a proteina com 27 kDa é uma
apolipoproteina Al (58). Essa exoenzima pode ser ativada por uma proteina celular do
hospedeiro (103). Essa proteina € denominada FAS (fator de ativacfio da ExoS), um fator
necessario para a ADP-ribosilagdo (20). Essa molécula possui aproximadamente 29 kDa,
um ponto isoelétrico de 4.3 a 4.5, ¢ ¢ encontrada em grande quantidade nas células

eucarioticas (39).

1.3.7 Alginato

O alginato € um exopolissacarideo linear, o-acetilado e formado de acido L-
glicurdnico e de 4cido D-manurénico, unidos através de ligagio B-1,4 (34, 86, 107). E
viscoso e caracteristico da forma mucéide de P. aeruginosa, sendo atribuida a essa capsula

a patogenicidade dessas bactérias no pulméo de pacientes com FC (98).

A sintese de alginato é uma propriedade caracteristica de P. aeruginosa 1solada de
FC. Tem-se observado que as caracteristicas especiais do pulmio desses pacientes podem
exercer um papel importante na expressdo dos genes responsaveis pela sintese do alginato

(98). Um desses fatores ¢ a alta osmolaridade, causada por concentracdo anormal dos fons
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Na’, CI, Ca™ e K" no pulmdo, além de um ambiente desidratado. Essas condigtes podem
ser reproduzidas pela adicdo de NaCl, KCl e sacarose “in vitro®, bem como por etanol a

1%, que levam ao aumento da expressio do alginato. Esse processo pode ser revertido pela
q P £ P P p

.....

Um grande aumento na produgdo de muco traqueobronquial, excessivamente
viscoso, é uma das primeiras manifestagdes da FC. Esse muco dificulta o tratamento da
infecgio na FC pulmonar e tem como conseqiiéncia um resultado fatal (10). Ele nio causa
apenas a obstrug@o dos brénquios, mas também fornece um meio ideal para a colonizagio
bacteriana no pulméo de pacientes com FC. Durante a terapia com antimicrobianos, grande
parte das bactérias adquirem a forma mucoide, a qual € resistente 4 grande maioria dos

antibiéticos (98).

Varias caracteristicas do alginato sdo necessarias para exercer um papel na
patogénese das lesdes do pulmio de pacientes com FC: (i) propriedade anti-fagocitaria
associada, mas nfo limitada a ineficiente opsonizagdo (91); (ii) adesdio (97); (iii) resisténcia
ao tratamento com antibidticos (3); (iv) possivel supressdo na fungdo dos leucéocitos (73) e

{v) protecdo aos intermediarios da oxidac&o (66, 114).

Os anticorpos para alginato podem ser detectados em todos os pacientes portadores
de FC com infecgfo cronica causada por P. aeruginosa, independendo se a forma mucdide

¢ isolada do pulmé&o desses pacientes (88).

O alginato suprime a fungfo dos linfocitos (73). Quando utilizado em altas doses
para imunizacdo em camundongos, reduz células T citotoxicas (CD3", CD8Y) (92).
Também estimula a liberagdo de IL-8 por células epiteliais, contribuindo para o

recrutamento de neutrofilos, os quais dominam a inflamacgfio da via respiratéria em FC (53).

Alguns trabalhos (25, 128, 129) demonstraram que um conjunto de genes
localizados no cromossomo de P. aeruginosa, organizados num “operon”, sio responsaveis
pelos passes iniciais da sintese do alginato. A expressdo desses genes ¢ regulada por genes
regulatorios: (i) a/gR, (ii) algP e (iii) aigB. Mutagdes neste grupo de genes leva a perda da
habilidade para produzir o alginato {43).
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Esses genes estdo localizados préximo a 9 min do cromossomo de P. aeruginosa, e
sdo utilizados para a transcricdo do gene algD e a maxima producio de alginato. O produto
do gene algR (também chamado de R1) € um regulador de resposta ambiental. Pertence a
classe de proteinas regulatorias de dois componentes comumente encontrados em espécies
bacterianas e esta localizado a montante a algD (129). O algR une-se a trés sitios dentro do
promotor aigl ¢ ¢ ativado por algQ, através de fosforilagio (103). O algB é essencial para
a sintese de altos niveis de alginato e, assim como o algR, é um regulador de resposta. A
transcricdio do algB requer os produtos dos genes alg? e IHF (fator de integragdo do
hospedeiro). 4/gP (também denominado de R3) assemelha-se a histona H1 eucaridtica e

também estd envolvido na sintese de alginato (128).

Os genes desse “operon” estio localizados em duas areas distantes do cromossomo,
com excegdo do gene biossintético algC, o qual codifica fosfomanomutase, e estd
localizado dentro de um conjunto de genes regulatérios, mas é corregulado com os genes

biossintéticos (103).

Flynn e Ohman (36) identificaram uma outra regidio do cromossomo que parece
estar envolvida na regulacio e conversio de linhagens ndo mucdides 3 mucoides,
designando-a de regido algST (36). O gene algS controla a expressdo do gene algT ( ou
algU) e o produto deste gene regula a sintese do alginato. O primeiro gene deste “operon”,
o alg D, codifica a GDP-manose desidrogenase, o primeiro passo na biossintese do alginato
(95). A expressdo do algD ¢ freqiientemente usada como indicador da expressio dos
demais géne's réspénséveié pela biossintese do élgiﬁétb (103, 110). | - -

O algU € uma fator sigma alternativo necessario para o inicio da transcricdo do
algD. Quando o algU ¢ inativado, a transcrigdo do algD §é, geraimente, impedida (75). Isso
indica uma similaridade com o fator sigma SpoOH, o qual controla a esporulagio no
Bacillus spp (33), com o CarQ de Myxococcus xanthus (80) e com o Hrpl de P. syringae
pv. Syringae (130). Estudos recentes demonstraram a presenca de sequéncias homélogas ao
gene aigU em Escherichia coli e Salmonella typhimurium (25, 77). Alguns trabalhos
indicam que o homélogo do algl em E. coli é o fator sigma alternativo %, o qual tem sido

previamente caracterizado a nivel bioquimico (122). Os genes que codificam o, em E. coli
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€ S. typhimuriurm, sio chamados de rpoE. O fator sigma 6° estd envolvido na espresséo do

gene rpoR (0 gene de alta temperatura) (25, 131).

A transcricio de a/gU ¢é induzida por estresse ambiental tal como o choque térmico
(109). Essas observagbes sugerem que a/glU pode exercer um papel fisiolégico similar ao
do rpoE em bactérias entéricas ¢ que a produgio de alginato ¢ apenas um dos sistemas

regulados por algl em P. geruginosa (132).

Estudos realizados por Deretic et al., 1994 (25) identificaram um conjunto de genes
(algU, mucd e mucB), que controlam a conversdo ao fendtipo mucoide em P. aeruginosa
(25). A ativagdo do promotor algD, pelo gene algU, leva a sintese do alginato, pré-
requesito para o fendtipo mucoide. A analise dos genes alglU, mucA e mucB indica que 2
ativagio do algl> ¢ dependente da mutagfio nos genes muc. O algU ativa o promotor,
entretanto, se o rmucA e o mucB cointeragirem com algU, possivelmente ir4 haver supressdo
da fungdo desse gene (78). Assim, as mutagdes que inativam os genes muc liberam o gene

algU da regulac@o negativa, com formacgo do fenétipo mucoide (108).

A producgdo de alginato varia de linhagem para linhagem (24). A analise do
mecanismo de reversdo a forma ndo mucdide indica que esse processo ndo ¢ uma reversio
verdadeira da mutacio inicial, isto é, em mucd, mas atribuida a uma mutagdo supressora
em segundo sitio (26, 108). Muitas dessas mutagdes compensatérias sgo no alglU e inativam

ou causam altera¢do nesse gene (26). Como existem caminhos adicionais para supressio da

forma mucdide (11, 75), uma variedade de mutacdes compensatérias, em conjunto.com.a. .. ... ... ..

pressio seletiva sobre as células contendo algU, podem explicar a alta freqiiéncia de

pseudoreversdo para o fendtipo mucéide (75).

A presenca do alginato sugere um papel na patologia da lesfio pulmonar da FC tais
como: inducdo do aumento da resposta imune humoral, associada com deficiente fungdo
pulmonar, sendo os danos alveolares ocasionados pela formacdo e deposigio de complexos

imunes (89).
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1.3.7.1 Genética da biossintese do alginato

Muitas enizimas envolvidas na biossintese do alginato tdm sido caracterizadas 7).

A maioria delas ¢ codificada por um conjunto de genes localizados a 34 min do
cromossomo (123). Entretanto, devido a recente demonstragio de que muitas das enzimas
envolvidas na sintese do alginato também participam da biossintese do LPS, esta regido
cromossdmica ndo pode ser considerada inteiramente especifica para o alginato (47). Esse
cluster contém varios genes essenciais para a sintese do alginato. Em ordem de transcrigdo,
encontramos: aigD, codifica GDP manose desidrogenase, a qual cataliza o primeiro passo
na biossintese (92), algG, codifica a epimerase, a qual converte residuos manurénicos em
glicuronato (17); algX, codifica um polipepetideo de 53 kDa cuja fungio é desconhecida,
mas parece ser necessaria para produgio de alginato (82), algl, codifica uma enzima
chamada liase, com habilidade para despolimerizar o alginato, podendo também ser
necessaria para a polimerizagdo do alginato (82), alg/ ¢ algJ, sio requeridos para acetilacdo
do algmato (38). algF, codifica uma acetilase (37) ¢ algd codifica uma fosfomanose
isomerase, a qual converte frutose-6-fosfato em manose-6-fosfato (42), e também possui
uma atividade fosforilase, implicando na sintese de GDP manose (113). Apenas o algC, que
codifica uma enzima com atividade fosfomanumutase capaz de converter manose-6-fosfato
em manose-1-fosfato, nfo pertence a esse cluster a 34 min do cromossomo (134). Virios
outros genes foram identificados e sequenciados no mesmo cluster, mas suas fungdes ndo
estdo completamente determinadas. Como exemplo, podemos citar o produto do gene algE,
“gue ¢'uma proteina de membrana externa. Maharaj et al.; 1993 (71), sugerem qiie 0§ genes
correspondentes & mutagdo alg-8 e alg-44 podem estar envolvidos na polimerizacic de

residuos do dcido manurénico (71).

1.3.7.2 Alginato e biogénese do LPS

As enzimas fosfomanose isomerase/GDP manose pirofosforilase (produto do gene
alg 4) e fosfornanomutase (produto do gene alg C, a qual tem uma atividade
fosfoglucomutase) possuem dupla funcio e participam na sintese do LPS e do alginato (21).

Por exemplo, quando ocorre uma mutagéo no gene C, hd uma interrupgdo na incorporacgio
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da ghcose no LIPS (21, 131). As linhagens de P. aeruginosa que nio possuem o algC sfio
menos virulentas nos modelos de infecgfo que utilizam ratos queimados, devido ao efeito
no LPS (44). Corn a inserciio do algC, ocorre novamente a sintese das bandas A e B do LPS
(131).

Posteriormmente, outras enzimas foram associadas a formagio do LPS. A enzima
GDP manose, intermedidria na sintese do alginato, é provavelmente a precursora para
incorporagdo de D-ramanose na banda A do LPS (67). Quando ocorre oxidacsio e formacdo
do acido GDP-manurdnico, essa enzima torna-se precursora direta para a polimerizacdo do
alginato. Assim, com excegdo do passo catalizado pela GDP-manose desidrogenase, as vias
de formagéo do alginato ¢ do LPS parecem ser semelhantes (47). Hancock et al. 1983, (49
sugerem que a conversdo para o fendtipo mucéide pode causar perda da cadeia O do LPS,
uma caracteristica freqlientemente encontrada em isolados de FC, a qual torna essas
linhagens menos resistentes ao soro, devido ao aumento da deposi¢do de Csb nas amostras

isoladas de FC com deficiéncia na cadeia O (49).

1.4 Presenca de P. aeruginosa em pacientes com F. C.

P. aerugirnosa é a bactéria maijs freqiientemente associada a infecgio pulmonar em
pacientes com FC (72). A primeira descrigio da associagio entre linhagens de P.
aeruginosa e colonizagdo puimonar croénica em pacientes com FC apareceu em 1960 (27,
28, 51). Doggett e cols. (27) reportaram que tais linhagens podem ser iscladas em 90% dos
pacientes colonizados com P. aeruginosa. Em contraste, essas linhagens sdo encontradas
em menor freqli€ncia em outras infecgdes em humanos, plantas ou animais (47). A
colonizacdo inicial da via respiratoria € feita com a bactéria na forma nfo-mucdide (76).
Apos o periodo de colonizacgdo, a bactéria se converte em linhagem mucéide, sendo este

fato dependente das condigdes ambientais (43, 89, 108).

Embora formas mucéides de P. aeruginosa sejam caracteristicamente associadas 3
FC ja diagnosticada, o mecanismo que gera o estabelecimento de linhagens mucéides nio

sdo especificos para FC. Esses mecanismos refletem regulagio molecular e propriedades
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bioloégicas do alginato e adaptagio microbiana para uma forma parasita associada com
infeccdo cronica (47). P. aeruginosa rucdide pode ser isolada em mais de 40% dos
escarros positivos para Pseudomoras de pacientes ndo portadores de FC, mas com
bronquite cronica e outras doengas pulmonares ndo obstrutivas, ocasionalmente de
pacientes com infeccdo cronica do trato urinario (79) e mais raramente de outras infecgdes
nesses pacientes (2, 27). A analise quimica tem confirmado que linhagens mucéides de
pacientes ndo portadores de FC produzem alginato com estrutura similar as produzidas por

pacientes com FC (99, 118).

O mecanismo de como P. aeruginosa nio mucdide coloniza o pulmio de pacientes
fibrocisticos ainda néo estd completamente esclarecido. Algumas observagdes foram feitas
por Woods et al, 1980 (126). Eles sugerem que: (i) esses microrganismos aderem
significativamente melhor as células da mucosa bucal de pacientes com FC; (ii) o aumento
da aderéncia bacteriana se relaciona diretamente com a perda de fibronectina da superficie
celular, assim como o aumento do nivel de protease salivar em pacientes com FC; (iii) a
aderéncia de P. geruginosa ndo mucéide as células bucais de individuos ndo portadores de
FC pode ser promovida por exposicdo a tripsina. Esses resultados sugerem que pacientes

com FC podem ser comprometidos por fatores dietéticos.

Além dos fatores de colonizagio, outros fatores relacionados aos pacientes com FC
podem estar associados a preferéncia de P. aeruginosa pelo pulmio do fibrocistico.
Algumas evidéncias decorrentes do estudo das mutacdes em CFTR e também da
| ébsefva;géo'da fase inicial da coldnizagﬁd cronica com esta bactéria sﬁgéfehi cjue“é risco de
colonizacio bacteriana € maior em pacientes com FC e onde a mutagiio AF-508 estd
presente (63). Uma variedade de mecanismos para colonizacio inicial podem ser
considerados, entre eles: adesdo para mucina traqueobronquial (96), inativagio do
batimento ciliar por piocianina (55) e o papel do acido sidlico na agregacdo da P.
aeruginosa mediada pela saliva (60).

xn A

A conseqliéncia da biossintese do alginato por P. aeruginosa mucoide no pulmio
de pacientes com FC tem sido estudada por Pedersen, 1992 (90), que observou o

estabelecimento e a intratabilidade da colonizagio bacteriana e a progressiva infeccfio
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pulmonar. O alginato permite a formagdo de microcolénias que podem ser observadas no
trato respiratério de pessoas com FC e in vitro (45). A formacfo de microcolénias
mucdides pode ter profundo efeito na habilidade do hospedeiro de eliminar o patégeno,
resultando em fagocitose ineficiente (45, 115). Devido ao dano tecidual causado,
indiretamente, pela deposi¢do de complexos imunes e diretamente pela excessiva atividade
da elastase de neutrofilos, um grande ntmero de polimorfonucleares sio atraidos por
quimiotaxia (15, 29, 46, 50). O biofilme de alginato pode também representar uma barreira
para agentes antimicrobianos (3), além de aumentar o ataque de linhagens mucéides aos
cilios do epitélio respiratério e as glicoproteinas da superficie mucociliar (4, 97).
Entretanto, algumas evidéncias demonstram que o alginato nio é o principal ligante (94) e
que apenas a adesdo ndo pode explicar a persisténcia de P. aeruginosa mucéide no pulméo
de pacientes com FC. Alguns individuos com FC parecem ser protegidos contra a

colonizagio de P. aeruginosa pelos anticorpos para o alginato (91).

Alguns estudos tém demonstrado que certos fendmenos sdo de particular
importincia para a colonizagdo microbiana e para a prevaléncia de P. aeruginosa em FC,
dentre eles: (1) o efeito da mutagdio em CFTR, no movimento eletrolitico e de 4gua através
da superficie epitelial, na via respiratoria e glandulas submucosas (59); (ii) anormalidades
colaterais devido ao efeito do CFTR, os quais podem afetar a glicosilagio de receptores de
superficie (glicolipideos e glicoproteinas que ndo possuem acido sidlico) na membrana
apical de células epiteliais (1, 6,); (iii) a habilidade de P. aeruginosa para aderir a
receptores com pouco acido sidlico (52, 62, 102), e (iv) a capacidade genética desse

organismo converter-se a forma mucdide, produtora de alginato (40).

O estabelecimento da infeccio crénica com P. geruginosa indica pouca perspectiva
para os pacientes, sendo esse o estdgio no qual a conversio para mucdide tem particular
importincia (89). Alguns pesquisadores observam duas fases na colonizagio com P.
aeruginosa (59). O primeiro estigio € uma insidiosa infeccdo com a intermitente presenca
de P. aeruginosa. Johansen e Hoiby, 1992 (54) afirmam que nem todo episodio inicial com
P. aeruginosa resulta no estabelecimento da infecgfio cronica. Esses autores definem a fase

inicial da colonizag¢do como um periodo caracterizado por isolamento esporidico da
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bactéria e deteég:éio de anticorpos no soro. Essa fase ndo causa declinio significante na
fun¢do pulmonar (56) e pode continuar por periodos varidveis ( 0 a 5 anos e meio). O
segundo estagio na progressio natural da doenga é o estabelecimento da infecgdio cronica
por P. aeruginosa. Johansen e Hoiby, 1992 (54), observaram que, nessa fase, as bactérias
cultivadas continuam por no minimo 6 meses; observaram também o aumento do niimero
de anticorpos para P. geruginosa (54). O estabelecimento da infecciio crénica coincide com

a conversdo para o fendtipo mucdide (59, 90).

Virios fatores contribuem para a maior susceptibilidade de pacientes com FC para a
colonizagfio e a infecclio crénica do trato respiratério. Em individuos normais, as bactérias
inaladas sfo imediatamente envolvidas pelo muco da via respiratéria. Em seguida sdo
carreadas pelo movimento ciliar e, entdo, sdo deglutidas e destruidas pelo acido estomacal.
Dessa forma, ocorre eliminacdo dos microrganismos adquiridos,0 que protege o trato
respiratorio da infecgiio. Entretanto, quando a funcdo ciliar estd diminuida, a bactéria pode

se multiplicar e infectar as células epiteliais (93).

A forma mucoéide de P. ageruginosa esti presente na maioria dos pacientes na fase
cronica da doenca. Ela cresce como microcolénias (5, 65) e produz proteases que causam
liberagdo de mucinas pelo epitélio respiratorio, o que aumenta a aderéncia da bactéria ao
epitélio. A colonizago cronica leva  exacerbagdio da infecgdo pulmonar, que ¢ considerada

a maior causa de morbidade ¢ mortalidade em pacientes com FC (47).

A presenca de enzimas extracelulares como protease alcalina e elastase, além de.
exotoxina A e alginato, induzem a formagdo de complexos imunes, mediando
hipersensibilidade que resulta em inflamacfo (43). Dessa forma, b4 uma correlagdo entre a
severidade da doenga pulmonar e os altos titulos de anticorpos (5), responsaveis pelos
danos pulmonares em pacientes com FC (89). Como conseqiiéncia, uma grande quantidade
de neutrofilos € atraida para o local da infecgfo. Esses neutrdfilos também liberam produtos

como elastase, o que contribui para maiores danos teciduais (5).
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2. Objetivos

O objetivo do presente estudo foi verificar comparativamente a expressdo dos
fatores de viruléncia abaixo relacionados, além de realizar um estudo genético para avaliar
a presenca de alguns genes envolvidos na expressdo da cépsula de alginato em
Pseudomonas aeruginosa. As cepas de P. geruginosa estudadas nesse trabalho foram
isoladas de pacientes com fibrose cistica, com morfotipos mucéide e nio mucéide e de
pacientes ndo portadores de fibrose cistica (sangue, urina, secre¢fio de traquéia e de
orofaringe), isoladas no HC/UUNICAMP.

Fatores de viruléncia estudados:
sProtease

sElastase

sHemolisinas

*Pili;

eAlginato (4igD e Algl)
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3. Material e Métodos

3.1 Linhagens Bacterianas

As linhagens bacterianas de Pseudomonas aeruginosa estudadas no presente
trabalho foram cedidas pelo Prof. Dr. Ulisses M. de Oliveira, do Departamento de Patologia
Clinica da FCM da Universidade Estadual de Campinas (SP). Um total de 120 cepas foram
estudadas, entre elas, 80 foram isoladas de pacientes com FC (40 com morfotipo mucéide e
40 com morfotipo ndo mucoide), e 40 foram obtidas de pacientes nio portadores de FC [28
de secrecdo (traqueal e de orofaringe), 11 de sangue e 1 de urina]. A amostra PA1802 foi
utilizada como controle positivo para todos os ensaios e a designagio e origem das

linhagens analisadas encontram-se listadas nas tabelas 6, 7 e 8.

3.2 Hemolisina

Para a realizacio deste ensaio utilizamos 4gar sangue preparado com 5% de sangue
de carneiro desfibrinado. Para a detecgo da formagio de halos de hemélise, as cepas de P.
aeruginosa foram inoculadas em pontos equidistantes nas placas de Petri, e incubadas a
37°C, por 18-24 horas (83).

3.3 Gelatinase

A atividade proteolitica de P. geruginosa foi testada em solugio de gelatina.
Inicialmente, as bactérias foram inoculadas em Infusio de Cérebro e Coragéo (BHI),
acrescido de sais inorginicos. Apds incubagdo a 37°C durante 24 horas, as culturas
bacterianas foram inoculadas em tubos de 13x130mm (picada em profundidade) contendo

SmlL de uma solucdo a 12% de gelatina (Difco) diluida em tamp#o fosfato, pH 7.4 e entiio,
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novamente incubadas a 37°C por 24 horas. A atividade proteolitica ¢ observada quando

ocorre liquefagfo da gelatina (125).

3.4 Elastase

A produgdo de elastase foi determinada pelo método de ensaio em placa (83, 84,
106 ). O meio de cultura continha 1% de elastina (Sigma) e 2% de 4gar bacteriologico
(Difco), diluidos em tampdo Tris-HCI (hidroximetil) aminometano 0,03M, pH 8,0. As
cepas de P. geruginosa foram inoculadas pontualmente e as placas de Petri incubadas por
72 horas a 37°C.

A atividade de elastase foi determinada pela observagio no meio de cultura de zonas

claras ao redor do ponto de inoculagdo, em decorréncia da agdio da enzima. (83-

modificado).
3.5 Pili

3.5.1 Preparo das amostras

As bactérias foram cultivadas em BHI-(Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas. Em

" seguida,foram transferidas para placas de agar simples e novamente incubadas a 37°C,

sendo utilizadas 24 horas depois.

3.5.2 Preparo do sangue

Eritrécitos humanos, bovinos, equinos, ovinos, de coeclho e de cobaja, foram
coletados em citrato de sddio 5,8%. Cada sangue foi centrifugado por 10 min 2 2.000 rpm
para separar as hemaceas do plasma. As células foram entfio divididas em 2 partes: uma

parte (das hemaceas) foi lavada 3 vezes com PBS e a outra com PBS contendo 0,5% de D-
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manose (PBS -MI)(DIFCO), apds o que, foram utilizadas numa concentracdo de 1,5% em

cada tampéo.

3.5.3 Prova die Microhemaglutinacio

Para a realizagdo deste ensaio, foram utilizadas placas para microtitulagéio (Falcon
plastics) de base concava. As suspensGes bacterianas obtidas a partir das placas de agar
simples foram diluidas em série, 4 razfio 2, diretamente nas placas de microtitulos em
volume de 50ui., utilizando PBS ou PBS-M como diluente. Sobre essas diluigdes foi
adicionado o mesmo volume das suspensdes dos diferentes eritrocitos a 1,5%. Durante a
realizagéio do ensaio, os componentes foram mantidos em banho de gelo. As placas foram
incubadas por pelo menos 1 hora a 4°C, para entfio realizar-se a leitura. Consideramos 1
unidade de hemaglutinagdo (1UH) a maior diluigio da suspensdo bacteriana que ainda €

capaz de causar hemaglutinagdo total dos eritrocitos ensaiados (10, 41).

3.6 Detecc@io do gene para alginato através da Reacéio de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”)

3.6.1 Extracéo e Purificacio do DNA Gendémico

As linhagens bacterianas foram inoculadas em 8 mL de meio BHI (Brain Heart
Infusion), a 37°C., por um periodo de 24 horas, e a seguir foram centrifugadas a 12.000 yolis!
por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500 uL de
Tamp&o T.E. 1x (Tris/ HCVEDTA) 50mM, pH 8,0. A amostra foi novamente centrifugada
(12.000 rpm por 2 min) e 400 uL de Tampéo T.E. (1x) e 50uL de lisozima (10 mg/mlL)
foram adicionados. A mistura foi agitada em vortex e incubada a 37°C overnight.
Transcorrido o tempo indicado, foram adicionados 75 pL de SDS (Sodium Duodecyl
Sulfate) a 10 % com proteinase K (10 mg/mL) e a mistura foi homogeneizada com o
auxilio de um vortex e em seguida, foi incubada a 65 °C por 10 minutos. Um volume de

160 pL de NaCi 5M e 100 pl. de solucio de CTAB (Hexadecyltrimethyl-Amonium
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Bromide)/NaCl (0,27 M) (pré-aquecidas a 65 °C) foi adicionado, a mistura foi novamente
agitada em vortex até que o liquido tornou-se branco (aspecto leitoso) e depois foi incubada
a 65°C por 10 minutos. A adi¢do de 750 pl. de uma mistura de clorofdrmio/alcool
isoamilico (24:1) foi seguida de agitagBo em vortex por pelo menos 10 segundos e uma
nova centrifugacfo foi feita & temperatura ambiente (12.000 rpm por 5 minutos). O
sobrenadante aquoso foi transferido para um tubo limpo onde foram adicionados 0.6
volumes de isopropanol para precipitar o 4cido nucléico. O tubo foi mantido a -10°C por 30
minutos. O material foi centrifugado a temperatura ambiente (12.000 rpm por 5 minutos), o
sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 1 ml de etanol 70 %. Apés 30
minutosa ~20°C, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
foi descartado. Apds a total evaporagdo do etanol, o sedimento foi redissolvido em 100uL

de tampdo (T.E.) e o DNA foi estocado a - 4°C (104).

A concentragdo de DNA foi determinada espectofotometricamente a 260nm, onde a
concentragdo de DNA (ug/mL) = DO260 x diluigdo x 50 e a relagio DO260/D0O280 foi

utilizada para a determinagéio do grau de pureza do DNA.

3.6.2 Reacdo de PCR

A reagfio de PCR foi realizada em termociclador (Gene Amp PCR System 9700). A
enzima Jag DNA Polimerase, o tampéo para PCR (PCR buffer minus Mg-10X) e o cloreto
-de magnésic foram de procedéncia Gibco/BRL (Life Technologies). Solugdes-estoque dos-
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), também de procedéncia Gibco/BRL,

foram misturadas em quantidade equimolares para uma concentracio final de 25mM.

Para a amplificagdo dos genes algD e alglU,0s reagentes foram misturados em tubos
de microcentrifuga tipo “eppendorf’com capacidade para 0,2 mL, esterilizados, da seguinte
forma: 2 ul. das preparagdes de DNA, 45 ul de solugdo contendo 0,1 mM de cada
desoxinucleotideo, 0,75 mM de MgCI2, 5uL de tampéo para PCR (10X), 0,1 uM de cada
“primer” ¢ 1 U de Tag DNA-polimerase em tampdo; utilizados nas mesmas concentracdes

para amplificacdo dos genes algD e algU.
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Os dNITPs, o DNA genémico, o tampdo para PCR (10X) ¢ o cloreto de magnésio
foram sempre mantidos em banho de gelo. A enzima Taq DNA polimerase foi mantida a —

20° C até o uso.

As misturas foram aquecidas a 94° C por 5 min e resfriados a 25° C por 10 min
antes da adicdo da enzima Taq DNA polimerase. Apés a adigio da enzima, os contetidos
dos tubos foram rapidamente misturados e colocados na méquina de termociclagem. A

reacdo foi realizada como descrito na tabela 1.

Tabela 1: Condig&es da reago de PCR para os genes algD e aigU.

Gene Denatura¢io Anelamento Extensao Extensio Final
94°C 55¢C 72°C 72°C
Alg D 30 seg 30 seg 30 seg 10 min
30 ciclos
94°C 59°C 72°C 72°C
Alg U 30 seg 30 seg 1 min 10 min
30 ciclos

Ao final dos ciclos, os tubos de reacdes foram mantidos a 4°C ¢ os produtos
amplificados foram submentido 4 eletroforese em gel de agarose 1,5%. Aproximadamente
10 pL de cada reacfo de PCR foram adicionados por canaleta e o tamanho dos fragmentos
de DNA nas amostras foram comparados com aqueles dos marcadores de peso molecular
de 100 pb DNA Ladder - Promega. A reagdo de PCR foi feita utilizando os primers

descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Primers utilizados na amplificagio dos genes algD ¢ algU.

Genes Primers (5°—3%) Produto Ref:

Alg D | AAGGCGGAAATGCCATCTCC | AGGGAAGTTCCGGCCGTTIG 300 pb 129

AlgU CGCOGAACCGCACCATCGCTC GCCGCACGTCACGAGC 1500 pb 108

3.6.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose

O DNA foi visualizado através do sistema de eletroforese horizontal com gel de
agarose submerso. A concentragio do gel de agarose foi de 1,5%. A agarose foi fundida em
tampdo TEB 1X ( solugfo estoque TEB 10X 0,1 M Tris; 0,1 M acido bérico; 2nM EDTA

pH 8,0}, sendo o mesmo tampéo utilizado para as corridas eletroforéticas.

As reagdes de PCR foram misturadas com tampao de ressuspensio 6X (ficoll 400 -
15%; azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol FF 0,25%) e aplicadas nas canaletas. As
corridas eletroforeéticas foram feitas a 100 volts, 400mA, com duracfo de 1 hora e 30 min
(104).

Apo6s o término da corrida, o gel foi transferido para uma cuba contendo solugiio de
brometo de etidio ( 0.5 pg/ml) e a visualizaco de bandas foi feita em transluminador de
 luz ultravioleta. Os géis foram fotografados com filme preto e branco ASA 100 Kodak e

filme de revelacdio imstantdnea ASA 600 Polaroid, com auxilio de filtro vermelho.
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4. Resultados

Entre as 120 cepas de P. aeruginosa testadas, 62 (51,7%) foram positivas para
produgdo de hemolisina, 60 (50,0%) foram produtoras de gelatinase, e 83 (69,1%)
mostraram-se produtoras de elastase. A microhemaglutinagio demonstrou que 9 cepas
(7,5%) aglutinaram heméceas humanas, 11 (8,5%) aglutinaram hemaceas de carneiro, 6
(4,7%) aglutinaram hemdceas de cavalo, 8 (6,7%) aglutinaram hemaceas de boi e & (6,7%)
aglutinaram hemaceas de cobaia. Todas elas (100%) apresentaram, através da técnica de
PCR, o gene algD e 30 (25,0%) o gene algU. Esses resultados estio detalhados a seguir e

resumidos nas tabelas 3 ¢ 4,

4.1 Producio de Hemolisina

As amostras bacterianas foram agrupadas em mucéides, ndo mucéides e de outros
casos clinicos. Amnalisando a tabela 3 ¢ possivel observar a freqiiéneia de amostras
bacterianas produtoras de hemolisina, bem como realizar um estudo comparativo entre os
trés grupos de bactérias. Observamos que a freqiiéncia de amostras produtoras de
hemolisina encontrada nesses grupos € semelhante. Entre as cepas nfo mucoides (40
cepas), 22 foram positivas para expressdio de hemolisina (55,0%), enquanto enfre as 40
cepas mucoides, 21 mostraram-se produtoras de hemolisina, o que corresponde a 52,5%.
Um total de 19 (47,5%) das cepas isoladas de pacientes ndo portadores de FC produziram

hemolisina.

4.2 Producio de Gelatinase

A capacidade das cepas bacterianas de P. aeruginosa para produzir proteinase foi

verificada através do teste de liquefacio da gelatina como descrito no item 3.3.
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Na tabela 3 podemos verificar a produgdio de gelatinase pelos diferentes grupos
bacterianos. Entre as cepas ndo mucéides, 23 delas produziram gelatinase, correspondendo
a 37,5%, enquanto entre as 40 cepas mucoéides, 15 foram produtoras de gelatinase, o que
corresponde a 37,5%. No grupo de amostras isoladas de pacientes ndo portadores de FC, 22
cepas (55,0%) entre as 40 amostras testadas demonstraram capacidade para produzir

gelatinase.

4.3 Producao de Elastase

A capacidade bacteriana para produzir elastase foi analisada nas 120 amostras de 2.

aeruginosd.

Na tabela 3, verificamos que 32 das 40 amostras nio mucoides analisadas
produziram elastase, o que representa 80% de todas as cepas desse grupo. Nessa tabela
estdo apresentados os resultados obtidos com as cepas do morfotipo mucéide. Nesse grupo,
verificamos que 18 cepas se mostram positivas, correspondendo a 45% do total de
amostras. Entre as amostras isoladas de pacientes néo fibrocisticos, 82,5% foram

produtoras de elastase (33 cepas no total de 40).

4.4 Hemaglutinacio

Para detectar amostras de P. aeruginosq apresentando pili foram feitos ensaios de
microhemaglutinacio na presenca e auséncia de manose Os resultados obtidos podem ser

verificados nas tabelas 6, 7, e 8.

Entre as cepas de P. geruginosa nfio mucéides isoladas de FC, observamos que 2
hemaglutinaram hemadceas humanas, 4 hemaglutinaram hemaéceas de carneiro e outras 4
heméceas de cavalo, todas na presenca de manose. A hemaglutinagio de hemaceas bovinas
foi verificada em 5 cepas, 2 na auséncia de manose, 1 na presenga de manose € 2 na
presencga e auséncia de manose. A reagio com heméceas de cobaia também foi observada
com 5 amostras, sendo que 3 aglutinaram apenas na presenca de manose, 1 na presenca e

auséncia de manose e 1 na auséncia desse acticar.
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Entre as cepas de P. aeruginosa com morfotipo mucéide observamos que 3 delas
aglutinaram hemaéceas humanas e 2 cepas aglutinaram hemiaceas de carneiro na presenca de
manose. Um total de 5 cepas aglutinaram hemaceas bovinas, 2 na auséncia de manose e 3
na auséncia e presenga de manose, enquanto outras 5 amostras reagiram com hemaceas de
cobaia, 2 quandO manose estava presente € 3 apenas com PBS. Nao houve aglutinacéo com

hemaéceas de cavalo.

Através da tabela 8, podemos verificar que 5 amostras isoladas de pacientes ndo
portadores de FC aglutinaram hemaceas humanas, todas elas na auséncia de manose.
Apenas 1 amostra aglutinou hemacea de carneiro, tanto na presenca como na auséncia de
manose; enquanto 2 aglutinaram hemacea de cavalo apenas na presenca de manose. Um
total de 3 amostras aglutinaram hemdceas bovinas, 1 com manose, 1 apenas com PBS e 1
com PBS ¢ manose. O maior nimero de cepas (8 delas) aglutinou com heméceas de cobaia,
sendo que 2 mostraram-se positivas apenas na presenca de manose e 4 apenas na auséncia

de manose.

4.5 Detecciio do gene algD

Uma analise genotipica foi realizada para identificar a presenga do gene algD em
todas as amostras estudadas. Na tabela 4 podemos verificar que todas as cepas de P.
geruginosa obtidas de pacientes com FC (com morfotipc mucdide e ndo mucéide) possuem
este gene (fragmento de 300 pb), assim com todas as amostras obtidas de outros casos.

clinicos.

Na figura 1 pode-se observar o perfil eletroforético da amplificagio do gene algD de

algumas amostras escolhidas ao acaso.

4.6 Deteccio do gene alglU

O PCR para o gene aiglU foi realizado como descrito no ftem 3.6. De 40 amostras
ndo mucdides, 11 (27,5%) apresentaram reagdio positiva neste ensaio. Entre as cepas com

morfotipo mucoéide, 10 delas mostraram-se positivas (25,0%). As amostras isoladas de
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pacientes ndo portadores de FC também apresentaram resultado similar, onde apenas 9

cepas (22,5%), entre as 40 estudadas, foram positivas para tal gene.

A figura 2 apresenta o resultado da eletroforese do produto do PCR de amostras

positivas quando utilizamos “primers” para o algU. Podemos observar que o produto da

amplificacio apresenta 1,5 kb.
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12345673910113213141’}\&
| (b

Figura 1 - PCR de linhagens de P. aeruginosa ampiificadas com o “primer” para algD.

1.254e NM 8.264 M
2.255 NM 9. 193¢ sec
3. 264e NM 10.815a sec
4.3lc NM 11.337 sa
5.254e M 12.407 sa
6.28a M 13. PA1802

7.260 M 14..Peso molecular (escala 100 pb)
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Figura 2 - PCR de linhagens de P. aeruginosa amplificadas com o primer”’ para algU.

1.254e NM 7.264e M
2.255 NM 8. 1086j sec
3.257T NM 9.70a sec
4.254e M 10. 114c sec
5.52fM 11.110a sa

6.43aM 12. PA1BO2

13. Peso molecular (escala 100 pb)
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Tabela 3: Percentagem e Freqii&ncia das exoenzimas (hemolisina, gelatinase e
elastase) produzidas por linhagens de P. aeruginosa isoladas de pacientes portadores
e nio portacdores de FC.

Linhagens Hemolisina Gelatinase Elastase
Mucdides 52,5% (21) 37,5 % (15) 45,0 % (18)
Nio-mucodides 55,0% (22) 57,5 % (23) 80,0 % (32)
QOutros 47,5 % (19) 55,0 % (22) 82,5 % (33)

B Mucdides
N&o muctides
E1Cutros

Hemalisina Gelatinase Elastase

Grafico 1 - Freqiiéncia das exoenzimas (hemolisina, gelatinase e elastase) em

amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes portadores e nio portadores de

FC.
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Tabela 4: Percentagem e Freqiiéncia dos genes algD e algU encontrada em linhagens
de P. aeruginosa isoladas de pacientes portadores e nio portadores de FC.

Linhagens AlgD Algu
Mucéides 100 % (40) 25,0 % (10)
Nio-mucbides 100 % (40) 27,5% (11)
Outros 100 % (40) 22.5%(9)

FAlgD |
DAQU

Grafico 2 - Freqiiéncia dos genes algD e algl/ encontrada em finhagens de P.
aeruginosa isoladas de pacientes portadores e nio portadores de FC.
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4.7 Descricio dos grupos bacterianos e suas principais
caracteristicas fenotipicas

4.7.1 Amostras ndo mucdides de P. aeruginosa

Entre as 40 amostras nfio mucéides de FC, observamos que 15 delas (257 NM, 258
NM, 259 NM, 261a NM,268f NM, 270b NM, 35b NM, 55f NM, 40c NM, 43b NM, 31c
NM, 19d NM, 275 NM, 282 NM, 60 NM) mostraram-se produtoras de hemolisina,
gelatinase e elastase, enquanio apenas 3 (266a a NM, 09 NM e 58¢c NM) ni¢ se mostraram
positivas para produ¢do de nenhuma das enzimas. Observamos também que 9 amostras
(252d NM, 255 NM, 262, NM, 263d NM, 264e NM, 21b NM, 58d NM, 42¢ NM ¢ 272
NM), embora ndo produtoras de hemolisina e protease, expressaram elastase, contudo
apenas 2 (22b NM e 36¢ NM) inversamente nfio expressaram elastase, mas sio positivas
para gelatinase € hemolisina. Quatro cepas (273e NM, 06 NM, 36 NM e 270 NM)
produziram elastase e protease, 4 (250e NM, 254e NM, 256 NM e 265d NM) foram
negativas para gelatinase, produzindo elastase ¢ hemolisina, 2 (12 NM e 28¢ NM) foram
produtoras apenas de gelatinase e a cepa 63b NM foi produtora apenas de hemolisina.

A tabela 6 mostra que 12 cepas NM ( 250e NM, 261a NM, 262e NM, 262d NM,
263d NM, 264e NM, 270b NM, 09 NM, 12 NM, 21b NM, 42¢ NM, 58c NM e 272 NM)
hemglutinaram um ou mais tipos de heméaceas. Podemos também observar que nenhuma
dessas cepas hemaglutinaram com todos os todos os tipos de hemaceas testadas.

Nesse grupo de amostras, 11 cepas (255 NM, 257 NM, 263d NM, 264e NM, 43b
NM, 21b NM, 36¢ NM, 31c NM, 270 NM e 42¢ NM) apresentaram reagio positiva no PCR

realizado com o gene algU.

4.7.2 Amostras mucdides de P. aeruginosa

Entre as 40 cepas mucéides de FC, observamos que 9 delas nfio produziram
nenhuma das enzimas (28a M, 255 M, 42d M, 41e M, 42f M, 19¢ M, 52f M, 268e M e 38
M). Dentre as demais, 8 linhagens (49e M, 62a M, 69d M, 276e M, 40a M, 272 M, 272d M

e 54f M), inversamente, produziram hemolisina, gelatinase ¢ elastase. Outras cepas (254¢
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M, 57f M, 261¢c M, 263e M, 265¢c M e 273a M) produziram hemolisina e elastase, e foram
negativas para produgdo de gelatinase, enquanto 4 cepas (61c M, 57h M, 50b M e 55a M)
produziram apenas gelatinase. As amostras (253 M, 264 M e 58d M e 266 b M) produziram
apenas elastase, enquanto outras 3 cepas (23a M, 15b M e 18b M) produziram hemolisina e
gelatinase, ¢ mostraram-se negativas para produ¢do de elastase. Um total de 5 amostras
(63c M, 17a M, 42¢c M, 260 M e 68a M) produziram apenas hemolisina e, apenas a amostra

15a M néo foi produtora desta enzima.

Através dos ensaios de microhemaglutinaco, observamos que 12 cepas (61c M, 42¢
M, 28a, 255 M, 4le M, 49¢ M, 261c M, 265¢ M, 23a M, 57h M, 50b M ¢ 272d M)

hemaglutinaram algum tipo de hemécea (com excegio das heméceas de cavalo).

Algumas cepas possuem o gene algl, visto através do PCR. Sdo as cepas (254e M,
28a M, 255 M, 42d M, 42f M, 260 M, 264 M, 40a M, 18b M e 266b M).

4.7.3 Amostras isoladas de pacientes nio portadores de FC

No grupo de amostras isoladas de pacientes néo portadores de FC, verificamos que
14 amostras (1085a sec, 1086j sec, 1491a sec, 1563 sec, 126-1 sa, 290-1 sa, 292 sa, 337 sa,
407 sa, 429 sa, 70b sec, 1012e sec, 1290b sec e 253b sec) sdo produtoras das exoenzimas
hemolisina, protease e elastase, e apenas 3 amostras (61a sec, 2625¢ sec e 110a sa) ndo
expressaram nenhuma das enzimas. Onze cepas foram produtoras apenas de elastase (193¢

sec, 70a sec, 114c¢ sec, 1027a sec, 1457 sec, 1521c sec, 1543a sec, 1577 sec, 1943a sec,

14224 sec e 124-37 sa), enquanto apenas 1 (1529 sec) mostrou-se negativa para produgio

de elastase mas, continuam expressando hemolisina e protease. Quatro cepas (164c sec,
1530c sec, 815a sec, 1426d) além da produgdo de elastase também produziram hemolisina,
mas ndo demonstraram capacidade para hidrolisar gelatina. Trés amostras (126-2sa, 464a
sec e 1021 uri) sé expressaram gelatinase e 4 cepas (1086a sec, 2656a sec, 124-35 sa e 291

sa) ndo produziram hemolisina.

Entre as 40 cepas isoladas de pacientes ndo portadores de FC, observamos que 12
cepas (1422a sec, 1426d sec, 253b sec, 464a sec, 126-91 sa, 126-92 sa, 291 sa, 292 sa, 337
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sa, 1086a sec, 1577 sec e 1943a sec) hemaglutinaram algum tipo hemécea, com excecio do

hemacea de cavalo.

No que tange a presenca do gene algU, observamos que 9 cepas (193¢ sec, 70a sec,
114c sec, 1086] sec, 1491a sec, 1521¢ sec, 815a sec, 2625¢ sec ¢ 110a sa) foram positivas

neste experimento.
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Tabela 5: Freqliéncia e Percentagem das cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes com
FC e outros casos clinicos que apresentaram reagio positiva ou negativa para uma ou mais
expenzimas.

Amostras Niomucdides  Mucdides Outros Total
Hemol./Gelat./Elast.(-+) 15 (37,5%) 8 (20%) 14 (35%) 37 (30,8%)
Hemol./Gelat./Elast.{(-) 3(7,5%) 9(22,5%) 3 (7.5%) 15(12,5%)
Hemol (+) Gelat./Elast. () 1(2,5%) 5(12,5%) 0 (0%) 6 (5%)
Hemol. (-)Gelat./Elast. (+) 4 (10%) 1(2,5%) 4 (10%) 9 (7,5%)
Gelat. (+) Hemol./Elast.(-) 2 (5%) 4 (10%) 3 (7,5%) 9({7,5%)
Gelat. (-} Hemol./Elast.(+) 4 (10%) 6 (15%) 4 (10%) 14 (11,7%)
Elast. (+) Hemol./Gelat. (-)  9(22,5%) 4 (10%) 11 (27,5%) 24 (20%)
Elast. (-)Hemol./Gelat. (+) 2 (5%) 3 (7,5%) 1(2,5%) 6 (5%)

(+) - produgio de uma ou mais exoenzimas

{~) - nio houve produgio de uma ou mais exoenzimas

4.8 Analise Estatistica através do teste de y*

A analise estatistica, através do teste de y°, foi realizada com os trés grupos
bacterianos (mucdide, ndo mucdide e outros casos) com o objetivo de verificar se esses
grupos eram semelhantes ou ndo quanto a presenga das exoenzimas hemolisina, gelatinase
¢ elastase. O grau de liberdade foi igual a 2 e os resultados comparados ao nivel de
significancia (a) de 1% (p = 0,01).
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5. Discussio

A viruléncia de P. aeruginosa é um processo multifatorial que envolve bactéria e
hospedeiro. A interacdo entre eles contribui para o largo espectro de doengas causadas por
este microrganisano, desde a colonizagfio, podendo ainda se observar infeccdo aguda em
vitimas de queimadura, em pacientes neutropénicos com infeccio crénica e no pulméo de

pacientes com fibrose cistica.

P. aeruginosa elabora um grande ntmero de exoenzimas, incluindo enzimas
proteoliticas (elastase e protease alcalina), hemolisina, exotoxina A e exoenzima S, além de
fatores de colonizagdio e cdpsula de alginato, os quais, sio determinantes na infecgdio

causada por este microrganismo.

A producdo de hemolisina aparece como importante determinante de viruléncia
entre as cepas de Pseudomonas aeruginosa, nas quais propicia o aumento da capacidade
para provocar lesdo e colonizagfio do tecido pulmonar (Liu et al., 1979 e Southern et
al.,1970).

Berka et al, (1981), realizou um estudo comparativo entre linhagens de P.
aeruginosa de diferentes origens (10 cepas isoladas de pacientes com fibrose cistica, onde 5
amostras possuiam morfotipo mucéides e 5 ndo mucéides e 18 cepas de outros casos
clinicos), analisando a produgdc de hemolisina. Esses autores verificaram grande
freqiiéncia de produgdo dessa enzima entre as linhagens isoladas de P. aeruginosa néo
mucoides (80%). Entre as cepas mucéides obtidas de FC, 20% produziram hemolisina e
45,8% dos outros isolados também foram positivos para esse carater. Woods et al. (1986),
estudando 132 cepas de P. aeruginosa de diversas origens (feridas, queimadura, urina,
fibrose cistica, pneumonia aguda e sangue) observou que cepas de P. aeruginosa

produziram hemolisina (Fosfolipase C) em grande freqiiéncia. Posteriormente, Majtan et al.
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1991, relatou que entre 218 cepas de P. aeruginosa isoladas de diferentes quadros clinicos,

56,96% delas apresentaram atividade hemolitica.

Os nossos resultados, demonstram que dentre 120 cepas estudadas, 62 (51,7%)
foram produtoras de hemolisina. Entre as cepas mucéides isoladas de FC detectamos 21
cepas (32,5%), entre as cepas ndo mucoides isoladas de FC observamos 22 (55,0%), e nas
cepas isoladas de pacientes ndo fibrocisticos 19 (47,5%). Quando estes resultados foram
tratados estatisticamente verificamos que as diferengas observadas entre os grupos de cepas

quanto & produgdo de hemolisina ndo foram significativas (p<0,01).

Com relacio as cepas nfio mucdides e mucéides, nossos resultados diferem dos
relatados por Berka et al., (1981), contudo, observamos semelhanga de resultados para o
grupo de amostras originadas de outros casos clinicos. Para este altimo grupo de cepas,
Majtan et al. 1991 descreveu que 56,96% das cepas estudas produziram hemolisina,

resultado este superior ao observado por nds para 0 mesmo grupo de cepas.

Assim, o estudo da produ¢do de hemolisina como um fator de viruléncia em
potencial para a P. aeruginosa deve ser conduzido com cautela, visto que um grande

nlimero de cepas e de diferentes origens possuem este fenétipo.

Algumas bactérias s3o capazes de produzir a enzima gelatinase, a qual hidrolisa a
proteina em aminodcidos. Esses aminoacidos podem ser transportados dentro da célula
bacteriana favorecendo o seu metabolismo. A hidrolise da gelatina tem sido associada 2
patogenicidade em alguns microrganismos. Acredita-se que bactérias patogénicas podem

quebrar os arranjos celulares, destruindo os tecidos e espathando-se por tecidos adjacentes.

Sheehan et al. 1982, descreveu que entre 25 cepas de P. aeruginosa isoladas de
diferentes quadros clinices, 48% delas apresentaram a caracteristica de liquefazer a
gelatina. Mais recentemente, Majtan et al. 1991, relatou que entre 270 cepas de diferentes

origens clinicas, 93,16% foram gelatinase positiva.

No nosso estudo, verificamos que dentre 120 cepas estudadas, 50% apresentaram a
capacidade de liquefazer a gelatina. Entre as cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes
com FC, observamos a producdo de gelatinase numa freqiiéncia maior entre as cepas com

morfotipo ndo mucdide (57,5%) em relagfio ao morfotipo mucdide (37,5%). O mesmo
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aconteceu com as amostras isoladas de pacientes ndo portadores de FC, onde se observou
uma freqiiéncia de 55,0% para produgdo de gelatinase, resultado este, semelhante aquela
encontrada no grupo de amostras ndo mucdides. Entretanto, quando estes resultados foram
tratados estatisticamente verificamos que as diferencas observadas entre os grupos de cepas

quanto a produg@o de gelatinase néo foram significativas (p<0,01).

As cepas ndo mucéides, provavelmente, necessitam de um maior arsenal enzimatico
para degradar tecidos, colonizar o pulméo e estabelecer infecgdo. Estes resultados eram
esperados, ja que a capacidade para degradar proteinas ¢ fundamental na fase de
colonizagdo e adaptagdo do microrganismo ao tecido do hospedeiro, apresentando assim,
maior capacidade de invadir tecidos e provocar bacteremia (Woods et al. 1986). Entretanto,
nossos resultados demonstram que algumas cepas mucdides continuam expressando
gelatinase, o que pode ser de grande utilidade para manutencéo e sobrevivéncia da bactéria

no pulméo.

A elastina ¢ um dos principais componentes do pulméo, dai a importancia de
estudarmos a capacidade das cepas bacterianas para expressar a exoenzima elastase.
Sheehan et al. 1982 observou que, entre 25 cepas isoladas de espécimes clinicos, 28%
foram positivas para essa enzima. Majtan et al. 1991, relatou que entre 259 cepas de P.
aeruginosa isoladas de diferentes quadro clinicos somente 17,1% apresentaram atividade

elasiolitica.

Os nossos resultados mais uma vez demonstram a grande freqiiéncia de expressio
dos fatores de viruléncia em cepas de P. aeruginosa com morfotipo ndo mucéide. Neste
grupo de amostras, a grande maioria foi produtora de elastase (80%). Entre as cepas de
outros casos clinicos, também observamos uma grande freqiiéncia de amostras produtoras
de elastase. Quando estes resultados foram tratados estatisticamente, verificamos que as
diferencas observadas entre os grupos de cepas quanto & produgdo de elastase foram
significativas (p>0,01).

Como elastina € encontradas nos tecidos e vasos, as cepas que estdo em contato com
sangue e tecidos demonstram grande produgiio dessa enzima. Isto ¢ verificado através dos

nossos resultados, onde a maioria das cepas (82,5%) de pacientes ndo fibrocisticos
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mostram-se positivas para elastase. Woods et al. 1986, demonstram que altos niveis de
elastase foram produzidos por linhagens de P. aeruginosa de origem pulmonar, quando
comparados aqueles resultados obtidos de cepas isoladas de outros sitios de infecgdo.
Através dos resultados, podemos observar que as reacdes de hemaglutinacio
ocorreram commn diversas cepas, contudo, essas hemaglutinacdes nio foram homogéneas, ou
seja, as reagdes Observadas néo apresentaram um padrio de hemaglutinacao. Esperavamos
que as cepas hemaglutinantes para qualquer eritrécito reagissem independentemente da
presenga ou auséncia de D-manose. Isso foi observado para algumas cepas frente a
hemaceas bovinas, assim com frente a hemaceas de cobaia. Entretanto, outras cepas
reagiram com eritrocitos bovinos e de cobaia somente na auséncia da manose. Qutras cepas
ainda, s6 aglutinaram diferentes hemdceas na presenca de D-manose, sugerindo que este

agucar estaria participando ou permitindo a interagfio bactéria-hemécea.

Entre as cepas isoladas de diferentes infecgdes, destacamos que algumas cepas
hemaglutinaram somente eritrocitos humanos na auséncia da manose. Outras cepas
hemaglutinam hemaceas bovinas e um terceiro grupo reagiu com pelo menos 3 eritrécitos
diferentes deste grupo, tanto na presenga da manose, como na auséncia. Isto acontece para
todos os grupos bacterianos e para todos os tipos de hemdceas estudadas, sugerindo que o
método utilizado ndo € apropriado para detectar presenga de pili em P. aeruginosa. No
trabalho de Khedhir & Jorany, 1997, 8 cepas de P. aeruginosa obtidas de isolados clinicos
foram analisadas frente a vérios tipos de hemdceas, entre elas, hemdceas humanas,
- hemdceas de bei, de carneiro e de cobaia, que também foram incluidas no nosso trabalho. -
Entre as 8 cepas, 2 hemaglutinaram com hemédceas humanas (uma na presenca de manose e
outra na auséncia). A hemaglutinagdo com heméceas de cobaia e de carneiro demonstrou
que apenas uma cepa aglutinou com os dois tipos de hemacea quando manose estava
presente e nenhuma amostra aglutinou com heméceas de boi. Esses resultados sdo

semelhantes aqueles encontrados em nosso trabalho.

Atraves da analise do PCR para o algD, observamos que todas as cepas possuem
este gene. Entretanto, sabemos que um “operon™ composto por varios genes estdo

envolvidos na expressdo da capsula de alginato e, que o primeiro gene biossintético ¢ o
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algD, e por isso tem sido o mais estudado. Nesse “operon™ sdo conhecidos quatro genes, os
quais regulam a transcri¢io do gene algD. Os nossos trabathos avaliaram a presenca de um
destes genes, O algl, que € de extrema importancia para existéncia do fenodtipo mucoide
{109).

Os resultados obtidos através do PCR para o gene regulatorio algl/ demonstraram
que este gene, embora participante do processo regulatério para gerar a capsula em cepas
de P. aeruginosa, como visto nos trabalhos de Wozniak & Ohman, 1994, pode néo ser
fundamental na sintese de alginato. Esta observagio foi por nos confirmada, uma vez que
algumas cepas (10) com morfotipo mucédide possuem o algl (25,0%) e portanto tém a
transcricBo do gene algD regulada por tal gene. Outras cepas com o mesmo morfotipo
mostraram-se, contudo, negativas para a presenga do alglU, levando-nos a supor que os
genes algR, algP e algB devem estar envolvidos nesse processo, como observado por
Selvaraj et al., 1998. Além disso, um outro mecanismo que pode explicar estes resultados ¢
um polimorfismo na sequéncia do gene algl na regifio de anelamento ac “primer”. Nesse

caso, 0 anelamento seria estavel apenas nas sequéncias perfeitamente homélogas.

Algumas cepas ndo mucéides (11) e aquelas isoladas de pacientes néo portadores de
FC (9) apesar de terem sido inicialmente classificadas com este morfotipo, apresentaram
27,5% e 22,5%, respectivamente, de positividade no ensaio para a detecciio do gene algl,
soma-se a isto o fato de que todas as cepas apresentaram o gene algD. Dessa forma, outro
mecanismo regulatorio (mucA e mucB) que controla a transcrigio do algU e suprime a

expressio desse gene e, consequentemente, a expressdo do alginato deve estar ocorrendo.

Para obten¢o de uma andlise precisa a respeito do mecanismo regulatério que gera
a transcrigdo do gene algD, seria necessario um estudo que permitisse avaliar a presenca
dos genes regulatérios algR, algP e algB, e os regulatérios de algl. Todavia, como esse
nio foi o objetivo do nosso trabalho, estudos posteriores poderfio responder a estas

questdes.

De forma geral, observamos que entre as cepas isoladas de pacientes com fibrose
cistica existem diferengas quanto & expressio dos fatores de viruléncia aqui estudados.

Como estas diferengas aparecem apenas fenotipicamente, podemos sugerir que as cepas nio
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mucdides expressam em maior freqiiéncia as enzimas gelatinase e elastase, o que torna
estas cepas malis aptas a colonizago e com maior poder de destruicdo celular. Observamos
também que entre as cepas mucdides, que sdo favorecidas pela presenca da capsula,
algumas continuam expressando exoenzimas, entrefanto, em menor freqiiéncia. Os
resultados obtidos demonstraram também que, comparativamente, as cepas de P,
aeruginosa isoladas de FC ndo mucéides e aquelas de isolados clinicos mostram resultados
similares quanto 2 produgio das exoenzimas, os quais podem ser verificados através dos
dados da tabela 5, onde se observa que a freqiiécia de resultados positivos é semelhante nos
dois grupos, e esses, sdo fenotipicamente diferentes do grupo de amostras mucéides.
Entretanto, quando observamos a freqiiéncia de cepas positivas no ensaio para detectar o
gene algU, verificamos que os trés grupos de amostras apresentaram resultados
semelhantes. Dessa forma, podemos sugerir que as amostras que inicialmente colonizam o
paciente possuem caracteristicas semelhantes quanto 4 produgio de fatores de viruléncia, e
que a modificacdo destas cepas no pulmao de pacientes com FC se deve, principalmente, &
pressio exercida pelo meio em que estas cepas se encontram, onde ha um nimero elevado
de ions disponiveis, uma grande quantidade de muco e um meio desidratado, o que dificulta
a expulsdo da bactéria do pulmdo. Os resultados da analise genotipica para algD revelaram
que entre as diversas cepas ndio existem diferencas quanto 4 presenca deste gene.
Entretanto, ndo podemos afirmar que todas as cepas podem tornar-se mucéides, ja que nio

realizamos PCR para todos os genes envolvidos na sintese da capsula de alginato.
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6. Conclusoes

A analise comparativa entre diversas cepas de Pseudomonas aeruginosa, através de

métodos tradicionais e moleculares, permite concluir que:

As cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes com fibrose cistica, com morfotipo,
ndo mucdide expressaram em maior freqiiéncia as exoenzimas elastase e gelatinase quando

comparadas aquelas com morfotipo mucdide de mesma origem.

Entre os fatores de viruléncia estudados, a elastase aparece como a exoenzima mais
freqlientemente produzida por cepas nfo mucéides isoladas de pacientes com fibrose cistica

e por cepas obtidas de pacientes ndo portadores de FC.

A hemaglutina¢do com eritrcitos de diferentes origens na presenca e na auséncia de
manose por nos utilizado como método indicativo da presenga de pili ndo apresentou
resultados satisfatérios, o que indica que este método ndo € indicado para a deteccio dessa

estrutura neste grupo bacteriano.

A analise genotipica para o gene algD indicou que todas as linhagens estudadas

apresentam esse gene que € fundamental para produgfio da cépsula de alginato.

A analise genética para o gene aZgU demcnstrou que ele néo esta presente em todas
 as cepas bacterianas estudadas e que este gene provavehnente ndo atua como regulador da

transcri¢do do gene algD em todas as linhagens desta amostragem.
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Abstract

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disease, recessive autosomal, characterized by
anomalies on eletrolitic transport. Pseudomonas aeruginosa is an important opportunist
pathogen, frequently founded in patients with CF. In this patients, colonization starts with a
non-mucoid form bacteria, after this, bacteria turning to mucoid form. The objective of this
work was to wverify comparatively the production of some virulence factors by P
aeruginosa in mucoid and nonmucoid strains isolated of CF patients and in strains isolated
of others infections. The method to detect hemolysin used blood agar with 5% of sheep
blood. The gelatin hydrolysis was used to detect gelatinase. Elastase production was
observed used elastin 1%. Pili production was analised by microhemagglutination method
and alginate capsule by PCR method to detect genes algD e alglU. Non-mucoid isolates of
patients with FC and isolates others of clinical cases strains produces exoenzimes gelatinase
and elastase in larger frequency than mucoid strains. Hemolysin production and presence of
genes aigD and alglU was resembling on three bacterians groups. The gene algD was
founded in all studied strains and essay of microhemagglutination was not satisfactory to

detect pili in P. aeruginosa strains.
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