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RESUMO

Devido a presenca de dominios analogos aos sitios cataliticos de enzimas da familia
das fosfolipases A,, a toxina ExoU produzida por P. aeruginosa possui importante atividade
pro-inflamatéria. Cepas de P. aeruginosa produtoras de ExoU sdo agentes de infecgdes
graves, incluindo a sepse, em que, com freqiiéncia, estdo presentes distirbios coagulatorios.
Conhecendo a estreita correlacdo entre inflamacdo e a ativagdo da coagulagdo, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de ExoU na modulacao da expressao, em células endoteliais,
de duas moléculas implicadas na coagulacdo: os fatores tissular (FT), iniciador da via
extrinseca da coagulagdo, e de von Willebrand (FvW), implicado na agrega¢do plaquetaria.
Células endoteliais de microcapilares humanos da linhagem HMEC-1 foram infectadas com
as cepas de P. aeruginosa PA103, produtora de ExoU, e sua mutante obtida por delecdo do
gene exoU. A infecgdo por PA103 resultou no aumento da transcri¢do génica do FT, mas nao
teve efeito sobre a expressdo da proteina FT. Quanto ao FvW, a infec¢do pelas duas cepas
ndo alterou sua transcrigdo génica, mas as duas aumentaram a expressdo da proteina nas
células infectadas. FvW ¢ exocitado para o meio extracelular e, in vivo, € encontrado no
plasma e na matriz extracelular (MEC) subendotelial de vasos sanguineos lesados. Resultados
preliminares sugerem que ExoU module positivamente a liberagdo do FvW para o meio
extracelular porque suas concentragdes, tanto no sobrenadante de HMEC-1 quanto em sua
MEC, foram superiores as detectadas em culturas infectadas com a cepa mutante, embora as
diferencas ndo tenham sido significativas. Culturas infectadas com a cepa PA103 e expostas a
suspensdes de plaquetas, sob condi¢des estaticas e de fluxo, apresentaram um percentual de
células com plaquetas aderentes significativamente superior ao detectado nos outros dois tipos
de cultura, sugerindo que FvW expresso em HMEC-1 ¢ capaz de garantir a adesdo
plaquetéria. Células endoteliais ativadas ou em apoptose liberaram microparticulas (MPs)
contendo em sua superficie componentes da membrana das células de que originaram e
dotadas de potencial procoagulante. No sobrenadante de culturas infectadas pela cepa PA103
foi observado um aumento significativo no nimero de MPs totais liberadas, bem como no
percentual de MPs com FT ou FvW em suas membranas. Pelo exposto, concluimos que P.
aeruginosa e, em alguns eventos, ExoU, sdo capazes de interferir no carater anticoagulante de

células endoteliais de microvasos da linhagem HMEC-1.

Palavras-Chaves: Pseudomonas aeruginosa, ExoU, fator de von Willebrand, fator tissular,

potencial procoagulante.
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ABSTRACT

ExoU is a P. aeruginosa toxin with two blocks of homology with the catalytic
domains of phospholipase A2 enzymes and with marked proinflammatory activity. ExoU-
producing bacterial strains are associated with severe P. aeruginosa infections, including
sepsis. Since disorders of coagulation are frequently observed during the course of sepsis, and
inflammation and activation of the coagulation cascade are closely related to each other, the
aim of this study was to evaluate the ability of ExoU to modulate the expression, by human
endothelial cells, of two major proteins implicated in blood coagulation - tissue factor (TF)
and von Willebrand factor (vWF), therefore modifying the endothelial cell antithrombogenic
property. Cells from the HMEC-1 line were infected with the ExoU-producing PA103 strain
or with an exoU-deficient mutant. PA103-infected cells exhibited increased levels of TF
mRNA but neither PA103 nor its mutant modulated TF expression in infected cells. In
contrast, both bacterial strain modulated positively the expression of vWF, but no change in
vWF mRNA level could be detected. Since, in vivo, vWF is also present in plasma and
associated with the subendothelial extracellular matriz (ECM) from damaged blood vessels,
we next investigated the effect of ExoU on vWF release into extracellular environment.
Preliminary results showed increased concentrations of vVWF in both supernatant and ECM
from PA103-infected cultures. To ascertain whether vVWF expressed by HMEC-1 would
support platelet adherence, cultures infected with both bacteria were incubated with platelet
suspensions under static and flow conditions. PA103-infected cultures exhibited increased
percentages of cells with adherent platelet suggesting that ExoU-induced modulation of cell-
associated VWF is implicated in platelet adhesion. Microparticles (MPs) are cell vesicles
released from apoptotic and activated cells that express, on their membranes, proteins
testifying the cell from which they were released. MPs are also endowed with procoagulant
properties. Increased numbers of MPs were detected in the supernatant of PA103-infected
HMEC-1 cultures, as well as increased percentages of MPs expressing TF or vWF on their
membranes. Our findings demonstrate that ExoU may modify the antithrombogenic character
of microvascular endothelial cells from the HMEC-1 line. Based on these results we speculate
that this procoagulant activity of ExoU may contribute to the reported poor outcome of

patients with severe infection by ExoU-producing P. aeruginosa.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, ExoU, von Willebrand factor, tissue factor,
procoagulant activity
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INTRODUCAO

1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo gram-negativo, aerdbio, modvel, ndo
fermentador, distribuido amplamente na natureza, que pode colonizar e infectar superficies
mucosas humanas. Em individuos imunocompetentes ndo chega a causar doengas pois ¢
rapidamente combatido pelo sistema imunolégico. E conhecido como patogeno oportunista
por infectar individuos imunocomprometidos e causar-lhes sérios disturbios, ndo raramente

levando o paciente ao 6bito.

P. aeruginosa € responsavel por cerca de 10% das infecgdes nosocomiais em todo o
mundo. Na América Latina, em estudo realizado em 2005, ocupou a primeira posi¢ao
como agente causador de pneumonia, segunda em infec¢des de feridas, terceira em
infecgdes urindrias e quarta em bacteremia (Nouér et al., 2005). No Brasil, foi identificado

como o principal agente etioldgico de pneumonias nosocomiais (Gales et al., 2003).

Uma caracteristica relevante que contribui para a importancia de P. aeruginosa como
patdgeno humano ¢ sua resisténcia intrinseca a diversos antibidticos (Enouch et al., 2007). Os
mecanismos de resisténcia incluem: baixa permeabilidade da membrana, a presenca de
bombas de efluxo de drogas (tetraciclina, imipenem, fluoroquinolonas, aminoglicosidios) e a
produ¢do de enzimas modificadoras de antibidticos (aminoglicosideos, P-lactamases). A
resisténcia a antimicrobianos ¢ maior em cepas prevalentes em ambiente hospitalar, local
onde ¢ mais provavel a aquisi¢ao de infec¢do por este microrganismo.

Além desta sua conhecida e problematica resisténcia a antibidticos, diversos fatores de
viruléncia desta bactéria contribuem para a patogénese das infeccdes. Podemos citar, entre
estes, os fatores associados a estrutura bacteriana, como pili e outras adesinas, flagelo,
lipopolissacarideo e peptidoglicano da parede celular bacteriana, e fatores secretados para o
meio extracelular, como proteases, hemolisinas e exotoxinas. A maior parte dos determinantes
de viruléncia sd3o secretados no ambiente ao redor das células bacterianas via sistemas de
secrecdo tipo I ou Il mas P. aeruginosa, apo6s um contato intimo com células eucaridticas,
pode também langar toxinas diretamente em seu citoplasma via sistema de secre¢ao do tipo

11 (SSTT).
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2. Sistema de secrecio do tipo III e ExoU

O sistema de secregdo do tipo Il em P. aeruginosa depende da expressao de 3 grupos
de produtos de genes distintos que codificam componentes do aparato secretério (ExsD,
PscB-L e PscN-U), proteinas que medeiam a translocagdo das proteinas efetoras para o
citoplasma da célula hospedeira (PcrV, PopB e PopD) e as proteinas efetoras (ExoS, ExoT,
ExoY e ExoU) (Yahr et al., 1998).

Dentre as proteinas efetoras, as duas primeiras sao toxinas bifuncionais com atividade
de ADP-ribosiltrasferase, em suas porgdes carboxiterminais, ¢ de proteina ativadora de
RhoGTPase, em suas por¢des aminoterminais. Atuam sobre pequenas proteinas G da célula
hospedeira, alterando o citoesqueleto e vias de sinalizagdo intracelular. ExoY ¢ uma adenilato
ciclase e ExoU, alvo de nosso estudo, tem atividade similar a de enzimas da familia das
fosfolipases A, (PLA;). A expressdo de todos os produtos génicos do SSTT esta sob controle
do gene regulador transcricional central exsA4, que responde a baixas concentragdes de calcio e
sinais de contato celular.

A importancia do sistema de secre¢do do tipo III como mecanismo de viruléncia em P.
aeruginosa foi demonstrada em estudos in vivo, em modelos experimentais de pneumonia
aguda e de infeccdo de cornea, em que a expressao do regulador transcricional exs4 foi
diretamente associada a gravidade dos processos infecciosos (Lee ef al., 2003).

Quanto a presenca do gene e a freqii€ncia da expressdo das quatro proteinas efetoras
do SSTT por isolados clinicos de P. aeruginosa, em dois estudos utilizando colegdes destes
microrganismos, foi observado que 100% dos isolados apresentavam exol e que 89%
apresentavam exoY. Os percentuais de isolados que codificavam exoS variaram de 66 a 72%
enquanto os que codificavam exoU variaram de 28 a 34% (Feltman et al., 2001; Schulert et
al., 2003). E importante salientar que a presenca dos genes ndo quer dizer que as proteinas
serdo, necessariamente, expressas: estudos com amostras isoladas de secreg¢des respiratorias
de pacientes com pneumonia mostraram que 77% das cepas secretaram alguma das toxinas do
SSTT, apesar de 100% terem os genes que as codificam. Dos isolados que foram capazes de
secretar, in vitro, estas proteinas, 37% produziram quantidades detectaveis de ExoU, 59%
secretaram ExoS, 96% secretaram ExoT e 78% secretaram ExoY (Hauser ef al., 2002).

Embora a producdo de ExoU seja menos frequente que a das demais proteinas efetoras
do SSTT, esta toxina tem sido relacionada a isolados clinicos procedentes de pacientes com
quadros infecciosos graves, como sepse ¢ pneumonia secundaria ao uso de ventiladores

mecanicos (Berthelot ef al., 2003; Schulert et al., 2003).
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ExoU ¢ constituida por 687 aminodcidos, com massa molecular de aproximadamente
74kDa, e apresenta dois blocos funcionais homodlogos a sitios cataliticos das enzimas
fosfolipase A, independente de calcio (iPLA;) e citossolica dependente de calcio (cPLA)).
Assim, ExoU desempenha atividade de acil hidrolase sobre uma larga gama de substratos,
incluindo lipidios neutros e fosfolipidios abundantes na membrana plasmatica de células
eucarioticas.

As enzimas da familia das PLA; hidrolisam a ligag¢do éster sn-2 de fosfolipidios e
liberam acidos graxos livres, como acido araquiddnico, e lisofosfolipidios. Tem, também, um
importante papel na regulagdo do metabolismo de lipidios, remodelamento de fosfolipidios,
lise da membrana plasmatica e transducdo de sinais. Além disso, as cPLA; tem sido
associadas a fendmenos intracelulares, como a formacao de tibulos do complexo de Golgi e
de endossomos ¢ fusdo de membranas em vias secretorias e endociticas (Brown et al., 2003).

Quanto a citotoxicidade de ExoU, Allewelt ef al. (2000) demonstraram que a aquisi¢ao
do gene exoU por cepas de P. aeruginosa que nao o possuiam conferiu-lhes um carater
citotoxico e aumentou a viruléncia bacteriana em um modelo de pneumonia aguda em
camundongos, favorecendo, também, a dissemina¢do sist€émica dos microrganismos a partir
do foco primario de infec¢do. Em outro estudo utilizando o modelo de pneumonia aguda em
murinos, Shaver e Hauser (2004) mostraram que cepas de P. aeruginosa que secretam ExoU
foram responsaveis por elevados indices de mortalidade, persisténcia bacteriana no
parénquima pulmonar dos animais e dissemina¢do dos microrganismos, enquanto a produgao
de ExoS teve um efeito intermediario € a de ExoT, um efeito inferior.

Também em estudos in vitro, com cultura de células epiteliais bronquicas e
macrofagos, a secrecdo de ExoU foi associada com importante atividade citolitica e
capacidade de induc¢do de morte celular por apoptose. Os resultados dos estudos in vitro e in
vivo sugerem que a secrecdo de ExoU possa ser um marcador capaz de identificar cepas de P.
aeruginosa altamente virulentas (Schulert ez al., 2003).

Em 2003, Sato ef al. e Phillips et al. mostraram que a citotoxicidade aguda de ExoU
decorre de sua atividade lipasica que interfere na integridade das membranas plasmaticas.
Trabalhos realizados em nosso laboratério mostraram que a atividade PLA, de ExoU confere,
também a toxina importante atividade proinflamatoria, decorrente da liberagdo de acido
araquidonico e produgdo de eicosanodides por células endoteliais humanas (Saliba et al.,
2005). Mostraram, também, as implicacdes do estresse oxidativo de células endoteliais,
decorrente da presenca de acido araquiddnico livre, na citotoxicidade mediada por ExoU

(Saliba et al., 2006).
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Os trabalhos sobre os efeitos de ExoU sobre células endoteliais humanas sdo uma
vertente adicional dos estudos que vem sendo realizados em nosso laboratério, desde 1994,
para esclarecer o papel do endotélio vascular como alvo bacteriano no curso de infecgdes
disseminadas por P. aeruginosa (Plotkowski et al., 1994; Plotkowski e Meirelles, 1997; Assis
et al., 2000; Valente et al., 2000; Saliba et al, 2002; Assis et al. 2004 e 2006). Mais
recentemente, foi pesquisada, também, a contribuicdo da toxina ExoU na patogénese da
pneumosepse em modelo experimental murino (Machado, 2007). A semelhanga de outros
estudos (Kurahashi et al., 1999; Shaver e Hauser, 2004), também em nosso laboratério foi
mostrada a contribui¢do de ExoU na gravidade da sepse experimental. No entanto, embora
seja conhecida a importancia tanto da lesdo quanto da ativacdo de células endoteliais no
desencadeamento e evolu¢do clinica da sepse, nos estudos de Machado (2007) ndo foram

pesquisados os efeitos diretos de ExoU sobre as células endoteliais.

3. Células endoteliais e sua participacao nos disturbios da coagulacio na sepse

O corpo humano contém cerca de 10" células endoteliais, que se colocadas juntas
pesariam cerca de 1kg e cobririam uma superficie de cerca de 1-7 m”. Estas células compdem
o endotélio vascular que estd estratégicamente localizado na interface entre os tecidos € o
sangue e tem fundamental importancia como formadoras de barreiras para conter o fluxo
sanguineo e na manutencdo da fluidez do sangue. Exercem, também, importantes fungdes
fisioldgicas que incluem, entre outros, o controle do trafego celular e de nutrientes através do
endotélio, a regulacdo do tonus vasomotor, o controle da hemostasia e a formacao de novos
vasos sanguineos (Aird, 2003b). No entanto, células procedentes de vasos sanguineos da
macro e microcirculacdo diferem quanto ao exercicio destas fungdes (Aird, 2003a).

Também de uma perspectiva estrutural, células endoteliais de vasos e 6rgaos distintos
diferem entre si em tamanho, formato, espessura e orientacdo nuclear. Tem havido um
crescente interesse quanto a importancia do ambiente local na determinagdo do fendtipo das
células endoteliais, sua heterogeneidade e atividade funcional. A interacdo entre o meio
ambiente e as células pode envolver mediadores soluveis (incluindo citocinas inflamatorias,
quimiocinas, fatores de crescimento, endotoxinas etc), diferentes niveis de oxigenagdo e das
forcas hemodinamicas, comunicagdo célula-célula, sintese e organizacdo das proteinas da
matriz extracelular. Esses fatores ambientais, associados a fatores genéticos, exercem efeito
modulador da expressdo génica pelas células endoteliais, resultando na heterogeneidade do

endotélio (Aird, 2003a). Essa heterogeneidade existe mesmo dentro de diferentes segmentos
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de um mesmo 6rgdo. No pulmao, por exemplo, a proteina inibidora da via do fator tissular
(TFPI) ¢ expressa predominantemente em células de microvasos, enquanto a enzima 6xido
nitrico sintase ¢ expressa, predominantemente, em células de artérias (Aird, 2001).

As células endoteliais sdo altamente ativas, sentindo e respondendo a alteragdes no
ambiente extracelular. Em outras palavras, a ativacao de células endoteliais ocorre como uma
resposta adaptativa normal, com natureza e duracdo dependente ndo somente do estimulo,
mas também do local onde ocorreu o estimulo. Essa ativacdo as leva a desempenhar papéis
importantes em processos inflamatérios e infecciosos, na angiogénese e coagulacdo, entre
outros, em decorréncia da exibi¢do de propriedades diferentes daquelas exibidas por células
em repouso. Basicamente, existem dois tipos de resposta a ativagao celular: tipo I (rapida),
que ocorre independentemente de nova expressdao génica, e tipo II (lenta), que envolve nova
expressdo génica. Histamina ¢ um exemplo de agonista da ativagdo tipo I enquanto o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina-1 (IL-1) sdo os principais mediadores resultantes
da ativagao de célula endoteliais tipo II (Pober & Sessa., 2007).

Sob condi¢des normais, o endotélio tem importante funcdo inibitoria da ativacdo da
cascata de coagulacdo, decorrente da expressao de moléculas de superficie com propriedades
anticoagulantes. Além disso, secreta prostaciclina e 6xido nitrico, potentes inibidores da
ativacdo de plaquetas e monocitos e agentes vasodilatadores.Os mais importantes mecanismos
endoteliais de inibi¢do da coagula¢do sdo a producdo de antitrombina, do inibidor da via do
fator tissular (TFPI) e a via da proteina C (Schouten ef al., 2008).

Ao contrario da natureza antitrombotica do endotélio em repouso, células endoteliais
ativadas, no curso da sepse, podem apresentar atividade trombogénica, decorrente da
diminui¢do dos mecanismos acima mencionados mas também da maior expressdo de
moléculas protrombdticas, como os fatores tissular (FT) e de von Willebrand (FvW), como
sera mostrado adiante.

Sepse ¢ a denominagdo dada a sindrome caracterizada pela presenca de processo
infeccioso e de intensa resposta inflamatoria sistémica na qual as manifestacdes clinicas
dependem mais da reatividade exacerbada do organismo hospedeiro que da natureza do
patégeno, embora estes sejam capazes de modular a intensidade da resposta inflamatoria

(figura 1).
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Figura 1: Mecanismos envolvidos na patogénese da sepse. LPS e outros componentes microbianos ativam simultaneamente
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multiplas cascatas paralelas que contribuem para a patofisiologia da sepse. A combinagdo de baixa contratilidade do
miocardio, tonus vascular periférico prejudicado e oclusdo microvascular leva a hipoperfusdo nos tecidos e inadequada

oxigenagdo e, assim, faléncia dos 6rgaos (Cohen, 2002).

Virtualmente, todos os pacientes com sepse tem algum distirbio trombotico (figura 2),
que pode variar de discreto prolongamento no tempo de coagulacdo até um quadro grave
conhecido como coagulagdo intravascular disseminada (Aird, 2003b). Isso porque citocinas e
outros mediadores proinflamatorios sdo capazes de ativar a cascata da coagulacdo. Por sua
vez, produtos da ativagdo desta cascata, como a trombina, tem atividade proinflamatoria
(Schouten et al., 2008). Além disso, na sepse observa-se uma disfun¢do de mecanismos
anticoagulantes e da via fibrinolitica dos pacientes. Finalmente, a ativacdo de diferentes tipos
celulares, como as endoteliais, leucdcitos e plaquetas, resulta na liberacdo de microparticulas

procoagulantes, como sera detalhado posteriormente.
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Figura 2: Sepse e coagulagdo. Existe uma forte ligacdo entre coagulagdo e inflamagdo durante a sepse, caracterizada pela

ativacdo da coagulagdo induzida pela inflamag&o com concomitante disfung@o dos sistemas anticoagulantes, fibrindlise e das
fungdes endoteliais. Além disso, durante a sepse, mediadores da coagulagdo que sdo ativados pela resposta inflamatoéria

contribuem para amplificar a inflamacao (Schouten et al., 2008).

A modulagdo do fendtipo do endotélio de anti-coagulante para procoagulante, no curso
da sepse, pode decorrer de varios mecanismos diferentes. Em alguns casos, os patdgenos
podem infectar diretamente as células endoteliais. Mais comumente, componentes da parede
bacteriana ativam receptores de reconhecimento de padrdes moleculares associados a
patogenos (exemplos sdo os receptores da familia toll-like receptors, os TLRs) expressos na
superficie do endotélio. Finalmente, varios fatores derivados do hospedeiro, como
componentes do sistema complemento, citocinas, quimiocinas, serino-proteases, fibrina,
plaquetas e leucdcitos ativados, entre outros, podem ativar o endotélio (Aird, 2003b).

Na sepse, as células endoteliais respondem a citocinas expressas e liberadas por
leucoécitos ativados, mas elas também produzem e secretam citocinas. Além disso, sdo capazes
de expressar moléculas de adesdo e fatores de crescimento que podem ndo somente promover
a resposta inflamatdria, mas também afetar os eventos tromboticos (figura 3). Em um desses
mecanismos, células endoteliais passam a expressar, em sua superficie, duas moléculas
envolvidas na coagulacdo: FvW e FT. Células endoteliais podem, também, interferir
diretamente na deflagracdo, regulacdo da formagdo e remocao de fibrina. Sendo assim, células
endoteliais desempenham um importante papel nas trés principais vias associadas a
coagulopatias na sepse: geracao de trombina mediada por fator tissular, disfungdo das vias

anticoagulantes e da fibrinolise (Levi et al., 2003).
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Figura 3: Endotélio na sepse. Na sepse, o endotélio ¢ ativado por ligagdo do LPS ao receptor TLR4 ou pela interagdo de
mediadores inflamatdrios (IL-6, TNFa, IL-1 etc) com seus respectivos receptores. Ao mesmo tempo o endotélio pode ser
condicionado por outros fatores ambientais, tais como hipoxia, baixo fluxo sanguineo, mudangas na temperatura etc. A
interagdo dos mediadores extracelulares com seus respectivos receptores leva a ativagdo de cascatas de sinalizagdo
intracelulares (incluindo MAPK e PKC) que podem promover alteragdes génicas através de reguladores transcricionais (NF-
kB, por exemplo). O aumento da expressdo de moléculas de adesdo celular na superficie do endotélio (como ICAM-1, P-
selectina, entre outros) promove aderéncia, rolamento e transmigragao dos leucocitos circulantes. A interagdo entre leucdcitos
e endotélio é capaz de modular o fendtipo desta tltima. A liberacdo de citocinas pelo endotélio resulta em ativagdo adicional
de monocitos e células endoteliais. Aumentada expressdo de moléculas procoagulantes (como fator tissular) e/ou expressdo
reduzida de moléculas anticoagulantes (trombomodulina, EPCR) promove aumentada gera¢do de trombina e formagdo de
fibrina. Durante o processo de ativagdo, NADPH oxidase pode induzir a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),

NO ¢ liberado e aumenta a permeabilidade vascular (Aird, 2003b).

4. Coagulacao

Em individuos normais, a coagula¢do ¢ iniciada em cerca de 20 segundos apds uma
lesdo vascular, pela formacao do tampao plaquetdrio decorrente da agregacao de plaquetas no
local da lesdo. Essa ¢ a chamada hemostasia primaria. A hemostasia secundaria acontece
quando componentes do plasma - os fatores da coagulagdo - iniciam uma cascata de reacoes
que culmina com a formag¢ao da rede de fibrina, que fortalece o tampao plaquetério.

Didaticamente, a coagula¢do sanguinea tem sido descrita como sendo decorrente da
ativacao de duas vias (figura 4). A intrinseca, tem inicio com a exposi¢ao de determinadas

proteinas de coagulacdo a cargas negativas do vaso sanguineo lesado (via desencadeada pelo
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contato). Esse processo envolve os fatores XI e XII, calicreina plasmatica e cininogénio de
alto peso molecular (HMWK). A partir do contato € com a participagdo destas proteinas, uma
série de reacdes acontece e culmina com ativa¢do do fator X. Na via extrinseca, apos lesdao
vascular, o fator tissular liga-se ao fator VII ativado (FVIIa) formando um complexo que ativa
os fatores IX e X. O fator X ativado (FXa) é o ponto de convergéncia das vias intrinseca e
extrinseca. Na preseng¢a do fator V ativado (FVa), FXa converte a protrombina em trombina,
que converte o fibrinogénio em fibrina, formando assim o trombo. O fator IX ativado (FIXa),

na presenca do fator VIIla também pode ativar fator X e resultar na geragdo do codgulo de

fibrina.
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Figura 4: Cascata de coagulagdo. Setas pretas indicam ativagdo/conversdo de fatores. Setas vermelhas indicam agdo de
inibidores. Setas azuis indicam reagdes catalizadas por fatores ativados. Setas cinzas indicam as varias fun¢des da trombina

(www.wikipedia.com.br).

A formagdo do trombo, resultante da agregacdo de fibrina com o tampao plaquetério,
além de ser fundamental para a hemostasia, ¢ uma importante etapa da resposta inflamatéria
aguda, servindo como uma barreira em um tecido infectado para limitar a disseminacao do
patogeno.
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5. Plaquetas e sua participacio na hemostasia e resposta inflamatoria

Plaquetas sdo fragmentos de megacariocitos, anucleados, com vérios tipos de granulos
(lisossomos, corpusculos densos - contendo ADP, ATP, serotonina, histamina, e calcio - e
granulos a - contendo fibrinogénio, fator V, vitronectina, trombospondina, FvW, entre
outros). Expressam inumeros ligantes e receptores em suas membranas plasmaticas que
desempenham papel fundamental na coagulacdo sanguinea. Seu contato com o endotélio
vascular lesado resulta na adesdo a superficie subendotelial através da interacdo entre o
complexo de glicoproteinas GPIb-V-IX presente na superficie das plaquetas e o colageno
exposto no endotélio lesado, sendo essa ligacdo mediada pelo FvW presente na matriz
subendotelial (figura 5). Essa interagdo permite a ligagdo do receptor de colageno GPVI a
seus ligantes, iniciando assim a ativa¢do plaquetaria. Uma vez ativadas, as plaquetas sdo
induzidas a mudar a expressdo, em sua superficie, de integrinas de baixa afinidade para as de
elevada afinidade, proporcionando uma adesdao firme ao coldgeno, capaz de sustentar o
crescimento do trombo. A ativagdo plaquetaria favorece, também, a liberacdo de mediadores
preformados presentes em seus granulos, como ADP e FvW, bem como a sintese e liberacao
de mediadores neo-formados, como tromboxano A, (TXA;), produzido a partir do acido
araquidonico pela via das cicloxigenases, e fator de ativagdo plaquetaria (PAF). Essas
moléculas tanto promovem a interagdo plaqueta-plaqueta (agregagdo) quanto as ativam,

tornando-as substrato para recrutamento e aderéncia de outras plaquetas (Ruggeri, 2007).

# GPIb-V-IX  fibrinogénio
t‘ GPVIIFcRy TF fator tissular
& GPCR o FvW
§ riipoudso } a2pt colageno
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¥ repouso
allb
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Crescimento do trombo

Figura 5: Adesdo de plaquetas & matriz subendotelial. A interagao entre GPIb-V-IX e FvW media a adesdo das plaquetas,
favorecendo a ligacdo de GPVI ao colageno exposto. Isso desencadeia a mudanca do estado de baixa para alta afinidade das
integrinas e a liberagdo de ADP e TxA,. Em parelelo, fator tissular induz localmente a formagéo de trombina, o qual também
contribui para ativagdo das plaquetas, favorecendo sua adesdo e agregacdo firme e, consequentemente, a formagéo do trombo

(Varga-Szabo et al., 2008).
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Além da formagao do tampao plaquetario, a superficie das plaquetas ativadas, rica em
fosfolipidios anidnicos, € crucial para a ativagdo dos fatores de coagulacdo e formagdo de
trombina, fendmenos envolvidos no processo trombotico (Wu & Thiagarajan., 1996).

Além de liberar mediadores estocados em seus granulos, plaquetas ativadas sdo
também capazes de sintetizar fator tissular a partir de transcritos primarios pré-existentes
(revisado por Weyrich et al., 2003). Alternativamente, estudos mostraram que as plaquetas
podem adquirir moléculas de fator tissular expressas em microparticulas, apos a fusdo das

membranas destes dois tipos de estruturas (Wohner, 2008).

6. Fator de von Willebrand

FvW ¢ uma glicoproteina adesiva produzida majoritariamente por células endoteliais,
onde fica estocada nos corpusculos de Weibel-Palade, mas também, em baixas quantidades,
por plaquetas, onde se encontra nos granulos a. Uma vez liberado de seus granulos, FvW
pode ser encontrado associado a superficie de células endoteliais e a matriz extracelular, bem
como no plasma.

A estrutura protéica basica do FvW (também chamada de protdmero), formada no
reticulo endoplasmatico, ¢ composta por 2050 aminoacidos e tem massa de 220 kDa. No
aparato de Golgi, niimeros varidveis dos protdomeros se unem formando multimeros, com
massa molecular entre cerca de 500 a 10.000 kDa que, quando observados em microscopio
eletronico, aparecem como fitas de 1-3um de extensdo (aproximadamente o didmetro de uma
plaqueta), frouxamente enroladas (Wagner DD, 1990) (figura 6).

A presenca de multimeros ¢ importante porque aumenta o potencial trombogénico de
FvW, uma vez que multiplica os sitios de interacdes para componentes da parede vascular e

das plaquetas, resultando em propriedades adesivas mais eficientes.
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Figura 6: Estrutura do fator de von Willebrand. A imagem no topo da figura representa uma micrografia eletrénica de um
multimero de FvW. Na imagem de baixo os sitios de ligagdo das moléculas sdo indicados pelos retdngulos pretos (Wagner

DD, 1990).

As etapas de sintese do FvW por células endoteliais e plaquetas s3o similares. Essa
proteina sofre modificagdes pds transcricionais que incluem glicosilagdo, multimerizacao,
clivagem endoproteolitica e entdo sdo secretados ou estocados nos granulos especificos destes
dois tipos celulares (Wagner DD, 1990). A existéncia dos corpusculos de Weibel-Palade nas
células endoteliais, mas ndo dos granulos o de plaquetas e megacariocitos, ¢ dependente da
existéncia de FvW. Além disso, células endoteliais que ndo expressam FvW nao podem
estocar outras proteinas, como P-selectina, IL-8 e endotelina, normalmente também
encontradas nos corpusculos de Weibel-Palade (Zaverio et al., 2003).

O FvW ¢ o mediador central da adesdo de plaquetas a matriz subendotelial ¢ contém
sitios de ligagdo para colageno, assim como para os dois principais receptores plaquetarios, as
glicoproteinas GPIb e GPIIb/Illa (também chamada integrina allbp3). Suas subunidades
apresentam quatro dominios repetidos (A-D; figura 6). O dominio Al liga-se ao colageno tipo
VI bem como ao receptor plaquetario GP Ib-IX-V, garantindo a ligagdo das plaquetas ao
colageno subendotelial (Varga-Szabo et al., 2008). O dominio A3 do FvW garante sua ligagao

aos colagenos tipo I e III, que sdo os principais constituintes da matriz extracelular de vasos
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sanguineos. O dominio C1 contém sequéncias arginina-glicina-aspartato (conhecidas como
sequéncias RGD) e sdo sitio de ligagdo para as integrinas ollbp3, da superficie plaquetaria, e
avfB3. Os dominios D’-D3 formam sitio de ligacdo para o fator VIII da coagulagdo,
protegendo-o da degradacdo proteolitica no plasma e estabilizando sua atividade (figura 6).

Como acima mencionado, o FvW também ¢ encontrado sob forma solivel no plasma.
A ligagao de FvW soluvel a plaquetas nao ativadas ¢ finamente regulada para prevenir a
agregacdo das células circulantes, mas FvW imobilizado em uma superficie ¢ altamente
reativo com plaquetas circulantes. Além deste mecanismo de protecdo, os multimeros de FvW
circulam em uma conformagao enrolada que protege o dominio A1 (Wohner, 2008).

A liberacao do FvW dos corpusculos de Weibel-Palade ocorre através de exocitose
induzida por diversos agonistas, como pode ser visto na figura 7, onde aparecem, também,

dois agentes antagonistas (Lowenstein et al., 2005).

Figura 7: Tabela ilustrando os principais ativadores e inibidores da exocitose de FvW.

Classe Agonistas

Fisicos Hipoxia
Radiacao
Trauma

Quimicos endogenos ATP
ADP
Anion superéxido
Leucotrienos
Histamina
Epinefrina
Serotonina

Polipeptideos Trombina
Fibrina
VEGF
Complemento (C5-9)

Classe Antagonistas

Radicais NO
H,0O,

Multimeros de FvW liberados por células endoteliais ligam-se as membranas

plaquetarias através do receptor GPIb-IX-V e iniciam sinais que levam a ativagao plaquetaria.
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Esse processo envolve a ativagcdo de PLA,, libera¢ao de 4cido araquidonico, influxo de calcio
celular (Francesconi et al.,1995), ativagdo de fosfolipase C (PLC), reorganizagdao do
citoesqueleto e interacdo de muitas moléculas de sinalizacdo com filamentos de actina, entre
outros eventos. Alguns desses eventos, como a ativagdo de PLC, parecem decorrer da agao
secundaria de TXA, , molécula que desempenha papel central na ativacdo de plaquetas por
FvW (Canobbio et al., 2001).

Apo6s a inducdo da secrecdo dos estoques endoteliais, multimeros de grande massa
molecular do FvW podem ser detectados transitoriamente no plasma. No entanto, o processo
mais comum ¢ sua clivagem em unidades menores ¢ menos ativas, antes da sua liberacao,
quando ainda estdo ancorados a membrana das células endoteliais, por uma metaloprotease
conhecida como ADAMTSI13 (a desintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin
type 1 motifs), enzima esta que limita a formagdo do trombo plaquetario e, portanto, contribui
para a manutenc¢ao da homeostasia.

ADAMTSI3 ¢ produzida principalmente pelas proprias células endoteliais, mas
também por plaquetas (Liu et al., 2005). A clivagem do FvW gera fragmentos de 176kDa e
140kDa que sdo encontrados normalmente na circulagdo (Bernardo et al., 2004).

Foi visto que a diminuicdo das concentracdes de ADAMTSI13 ocorre no curso da
coagulagdo intravascular disseminada, quadro frequentemente observado em pacientes com
sepse. Além disso, mutagdes em ADAMTS13 foram identificadas em pacientes com purpura
trombocitopénica trombotica cronica (Levy et al, 2001), uma descoberta que estabelece uma
relacdo direta entre o processamento proteolitico alterado dos multimeros de FvW no sangue e
as complicacdes tromboticas tipicas dessa patologia.

Outra forma de regular o tamanho dos multimeros do FvW ¢ através da atividade
redutase de ligacdes dissulfidicas creditada a trombospondina-1. Esse processo envolve um
rearranjo das ligagoes dissulfidicas das subunidades do FvW que causa a despolimerizacao
dos multimeros, revertendo a reunido realizada durante a biossintese (Zaverio & Ruggeri,
2003).

Niveis aumentados de FvW no plasma foram observados em diversos estados
patolégicos, como algumas infecgdes bacterianas (Kayal et al., 1998) ou virais (Tzavara et al,
1997), lesao pulmonar aguda pos-traumatica (Siemiatkowski et al, 2000), doengas autoimunes
(Porta et al., 1999; McEntegart ef al, 2001) e doencas coronarianas e arteriais (Jager et al.,
1999; Nielsen et al., 2000).

Estimulos inflamatérios, como a producao de IL-8 e TNF-a, favorecem a liberagdo de

FvW e podem levar ao recrutamento local de plaquetas. J4 IL-6 inibe a clivagem dos
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multimeros de FvW, resultando em actimulo desses multimeros no plasma e na superficie das
células endoteliais para induzir adesdo no endotélio vascular e agregacdo plaquetaria
(Bernardo et al., 2004). Esse eventos mostram, mais uma vez, a ligacdo existente entre
inflamacao e coagulagdo.

Outra situacdo que ilustra a interagdo entre os fendomenos inflamatorios e trombdticos
¢ a recente descoberta de que FvW possibilita a ligagdo de duas moléculas adesivas presentes
na superficie de leucdcitos: glicoproteina ligante de P-selectina (PSGL-1) (envolvida no
rolamento de leucdcitos sobre o endotélio) e B2 integrina (envolvida na adesdo firme dos
leucdcitos no endotélio). Uma possivel explicagdo para isso € a semelhanca estrutural entre
PSGL-1 e GPIba plaquetaria, possibilitando sua ligacdo ao dominio Al e a demonstracao de
que B2 integrina € capaz de se ligar a multiplas regides do FvW (Pendu ef al., 2006).

Estudos mostraram que estimulos infecciosos sdo capazes de modular os niveis
plasmaticos de FvW (Tsao et al., 2006). Também o estresse oxidativo ¢ capaz de modular a
secrecao de FvW. O anion superoxido, por exemplo, induz uma potente e rapida liberagao de
FvW por células endoteliais, com aumento da concentracdo de calcio intracelular (Visher et
al., 1995). Trombina e histamina, dois conhecidos agentes indutores da exocitose de FvW,
também atuam aumentando os niveis de calcio intracelular e esse aumento ativa a enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) que, entdo, aumenta a producao de 6xido nitrico (NO).
Este, por sua vez, funciona como sinalizador autdcrino e inibe a secre¢do de FvW por inativar
proteinas associadas a fusdo do granulo (corpusculos de Weibel-Plade) a membrana, da

mesma forma que H,O, (Matsushita et al., 2005; Zarei et al., 20006).

7. Fator tissular

FT ¢ uma glicoproteina transmembrana de 46 kDa que pertence a superfamilia de
receptores de citocinas, e que inicia a cascata de coagulagdo pela via extrinseca (vide item 4).

Varios tipos de células que ndo estdo em contato direto com os fatores da coagulacdo
presentes no sangue, sdo capazes de sintetizar e expressar FT de forma constitutiva. Em
outros tipos de células, como as endoteliais, sua sintese ¢ induzida por estimulos
proinflamatorios, como citocinas e componentes da parede celular bacteriana. Veltrop et al.
(1999) mostraram que IL-1, bem como a infeccdo por Staphylococcus aureus, induziram o
aumento do RNA mensageiro (mRNA) e a sintese de FT por células endoteliais, que

passaram, assim, a exercer atividade protrombotica.
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Assim como S. aureus, outros patdogenos sao capazes de induzir a expressao do mRNA
e a sintese do FT por células endoteliais, macrofagos e células de musculo liso vascular
(Dechend et al., 1999, Ettelaie et al., 2007). Quanto a regulacdo transcricional de FT, parece
que depende do tipo de célula envolvida e do estimulo que as mesmas recebem, podendo
variar entre NF-kB, AP-1, Sp-1 e Egr-1 (Bea et al., 2003).

Além de citocinas e produtos microbianos, também o acido araquidonico e metabdlitos
gerados pela enzima cicloxigenase 1 sdo capazes de induzir, em leucdcitos mononucleados, a
expressao de FT e a atividade procoagulante dele dependente (Cadroy et al., 1998).

Além da isoforma associada as membranas plasmaticas de células diversas, o FT pode
também ser encontrado na circulacdo sanguinea, tanto numa forma de proteina soltivel quanto
associado a microparticulas (MPs). Trabalhos de Bogdanov et al (2003) mostraram que o
transcrito primario do RNA de FT sofre splicing alternativo, excluindo o exon 5 e gerando
uma proteina soluvel, circulante, conhecida como asHFT (alternatively spliced human tissue
factor), que possui a maior parte do dominio extracelular de FT mas que ndo apresenta um
dominio transmembrana. Segundo alguns autores, esta proteina sO exibe atividade
procoagulante quando exposta a fosfolipidios mas pode ser incorporada no trombo,
contribuindo, assim, para seu crescimento por criar uma superficie que auxilia a propagagao
da coagulagdao. Em 2005, Szotowski et al mostraram o potencial das citocinas pro-
inflamatorias IL-6 e TNFa de induzir o aumento dos niveis de mRNA de asHTF e de FT em
células endoteliais de veias umbilicais humanas, bem como a presenca das proteinas nos
sobrenadantes de células cultivadas in vitro. Os autores sugeriram que a presenca da isoforma
asHTF no plasma de pacientes possa servir como um marcador indicativo de suscetibilidade a

eventos tromboticos.

8. Microparticulas

Microparticulas (MP) sdo vesiculas de 0,05 a lum de diametro, liberadas por
brotamento de regides da membrana plasmatica de virtualmente todos os tipos celulares,
denominadas de “rafis de lipidios”, quando as células sdo ativadas por estimulos diversos ou
entram em apoptose (figura 8). Numeros elevados de MPs circulantes sdo encontrados em
pacientes com varias doencas com envolvimento vascular e trombotico, como coagulagio
intravascular disseminada (Nieuwland et al., 2000), sindrome coronariana aguda, doengas

arteriais periféricas, diabetes melitus e doenca inflamatodria sistémica.
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Figura 8: Fotomicrografia mostrando o brotamento de MPs (setas) em células endoteliais de veias de corddo umbilical

humano estimuladas (Diamant et al., 2004).

MPs contém, em sua superficie, proteinas presentes nas membrana das células que lhe
deram origem e também residuos de fosfatidilserina (além de fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina e esfingomielina), que sofreram transposicdo dos folhetos internos das
membranas plasmaticas para os folhetos externos quando as células foram ativadas ou

entraram em processo de apoptose (figura 9) (Diamant ef al., 2004).

Integrinas | Transdug¢io de sinais
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reconhecimento celular

FTe
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Exposi¢do de antigenos

Regulacdo da apoptose
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de Membrana

Biolipidios ativos
(Mediadores nao-peptidicos)
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Figura 9: Estrutura e composi¢do das microparticulas. Em fungdo de sua origem celular e do estimulo inicial MPs podem

transportar citoadesinas (integrinas principalmente), moléculas de MHC, lipidios bioativos, proteinas implicadas na regulacdo

da apoptose, enzima biologicamente ativas (NADPH oxidase, por exemplo) e fator tissular (Morel ez al., 2006).

Trés enzimas principais estdo envolvidas nos processos dindmicos que regulam a
composi¢ao lipidica das membranas plasmaticas: flipase, que traz aminofosfolipidios para o
folheto interno da membrana, flopase, que favorece a externalizacdo desses fosfolipidios e
translocase, que permite a passagem de fosfolipidios especificos. O aumento de célcio
citosolico em resposta a estimulagdo ou apoptose celular ¢ acompanhado de uma diminuig¢ao
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da atividade flipase e ativagdo da flopase e translocase, que levam a externalizagao precoce de
fosfatidilserina. Simultaneamente, observa-se a protedlise dependente de calcio do
citoesqueleto. Sob efeito combinado da sobrecarga lipidica transitoria, decorrente da
externalizacdo de fosfatidilserina, e da protedlise do citoesqueleto (ruptura das pontes de
ancoragem), a membrana plasmatica brota e libera microparticulas (figura 10) (Morel et al.,

2006).

Reunido dos

Vesiculagdo 4
complexos
membranar, o
. ~ enzimaticos da
liberagao de coagulacio
MPs s
Extracelular g v Translocase
7 / [Ca],
Protedlise do citoesqueleto

Estimulacao

) Citoesqueleto
Citoplasma

Figura 10: Liberagdo de microparticulas. A ativagdo celular e a apoptose sdo acompanhadas de um aumento de célcio
citossolico conduzindo a protedlise do citoesqueleto. Paralelamente, a atividade flipase ¢ inibida, permitindo que a atividade
flopase e translocase aumentem. Os aminofosfolipidios procoagulantes (fosfatidilserina) sdo translocados para o folheto

externo da membrana plasmatica. A membrana brota e libera as MPs nos fluidos biologicos (Morel ef al., 2006).

A presenca de fosfatidilserina, dotada de carga negativa, na superficie de MPs
favorece a reunido das proteinas envolvidas na coagulacdo. Por conta disso e da presenga de
proteinas da cascata da coagulagcdo ancoradas em suas membranas, como o FT, MPs tem sido
implicadas em fendmenos tromboticos. Em decorréncia de seu pequeno didmetro, MPs tem
grande facilidade se difundir rapidamente pelos fluidos biologicos, podendo, assim, exercer
sua atividade procoagulante em sitios distintos daqueles em que tiveram origem. Além disso,
MPs podem modificar fung¢des bioldgicas de células alvo através da transferéncia de
moléculas presentes em seu interior ou de receptores de membrana, por adsor¢cdo ou
fagocitose. A exemplo, MPs liberadas de células endoteliais foram implicadas na adesdo de
monocitos ao endotélio, ativacao de neutrofilos, formacdo de trombina, degradagdo de matriz

e angiogénese (Diamant et al., 2004). Estudos mostraram, ainda, que, no curso da 4/DS, a
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transferéncia do receptor CXCR4 funcional, presente em MPs de megacaridcitos, pode
contribuir para a disseminagao do virus (Rozmyslowicz et al., 2003).

MPs parecem estar, também, envolvidas em fendmenos inflamatorios através do
transporte de 4cido araquidonico para membrana endotelial, induzindo o aumento da
expressao de ICAM-1. Além disso, esse acido araquidonico poderia induzir a expressao de
cicloxigenase 2 e a produgdo de prostaciclina, implicada na vasodilatagao e inibicdo da
ativacdo plaquetaria (Tesse et al, 2005). MPs de origem plaquetéria ou leucocitdria induzem a
liberagdo de varias citocinas endoteliais (IL-1pB, IL-6, IL-8) ou monocitaria (IL-1p, IL-8,
TNFa). No curso da sepse, as MPs geradas participam da modulagdo do estresse oxidativo,
por conterem NADPH oxidase, que aumenta a producdo das espécies reativas de oxigénio
(revisado por Morel et al., 2006).

A populagdo de MPs presente em fluidos corpéreos ¢ bastante heterogénea, diferindo
na origem celular, nimero, tamanho, composi¢ao antigénica e propriedades funcionais. Como
as MPs carregam em sua superficie moléculas das células que lhes deram origem, estas
moléculas sdo utilizadas para identificar sua origem. Assim, por exemplo, MPs procedentes
de plaquetas em repouso contém a glicoproteina GP Ib, PECAM-1 e integrina allbf3
(receptora de fibrinogénio), enquanto MPs de plaquetas ativadas contem P-selectina.
(Diamant et al., 2004). A composi¢ao das moléculas de superficie das MPs depende, também,
do estimulo ao qual a célula foi submetida. MPs revelam ainda o estado funcional das células.
MPs liberadas pelo endotélio ativado expressam predominantemente CD54 e CD62 enquanto
MPs do endotélio apoptético expressam CD31 e CD105. De qualquer forma, independente de
serem decorrentes de apoptose ou ativagao, MPs tem sido apontadas como marcadores de
disfuncdo endotelial, além de serem consideradas mensageiros extracelulares difusiveis,
mediando interagdo e ativacao celular (Jy et al., 2005).

Estudos mostraram que MPs endoteliais apresentam sitios de ligagdo para FvW e
expressam inumeros multimeros desta proteina com potencial de promover a formacao de
agregados de plaquetas e aumentar sua estabilidade, contribuindo para seu potencial
procoagulante (Jy et al., 2004). Outro mecanismo capaz de modular este potencial
procoagulante de MPs ¢ a presenga do FT associado as suas membranas, como evidenciado,
em estudos experimentais, no plasma de pacientes tratados com endotoxina bacteriana (Aras

et al.,2004).
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9. Potencial induc¢io de atividade procoagulante em células endoteliais por ExoU

Como anteriormente mencionado, no curso da sepse, a caracteristica anti-
trombogénica das células endoteliais pode ser revertida em decorréncia, entre outros, da
expressao de FT e FvW em suas membranas.

Estudos mostraram a inducdo da expressio de FT em monocitos pelo &cido
araquidonico e seus metabolitos (Cadroy ef al., 1998). Sabendo que ExoU, por sua atividade
PLA,, induz a liberagdo de acido araquidonico e a sintese de eicosanodides por células
endoteliais e epiteliais respiratorias (Saliba et al., 2005; Plotkowski et al., 2008a), nosso
grupo pesquisou, recentemente, a modulacdo da expressao do FT em células epiteliais
respiratorias humanas infectadas por cepa selvagem de P. aeruginosa produtora de ExoU.
Nossos resultados mostraram o potencial protromboético de ExoU decorrente do aumento da
expressio do RNA mensageiro do FT e da sintese da proteina funcionalmente ativa,
comprovada pela maior atividade pro-coagulante de células infectadas com a cepa selvagem
de P. aeruginosa, quando comparadas com aquelas infectadas com cepa mutante com dele¢ao
do gene exoU ou nao infectadas. Células infectadas com a cepa selvagem também liberaram
maior concentragdo de microparticulas contendo FT (Plotkowski et al., 2008b).

Nada se sabe sobre a participa¢ao de P. aeruginosa ou de ExoU na modulagdo dos
fatores envolvidos na coagulagcdo em células endoteliais da microvasculatura, que ¢ o local de
ocorréncia dos principais fendmenos envolvidos na sepse. Sendo assim, neste estudo tentamos
contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos pelos quais ExoU contribui para a
gravidade das infec¢des por P. aeruginosa pesquisando seu efeito sobre a expressdao do FT e
do FvW por células endoteliais da microvasculatura humana. A escolha do FvW como
indicador de atividade protrombotica das células infectadas foi motivada pelo potencial de
inducdo, por ExoU, do aumento da concentragdo de calcio citoplasmatico (Jacob et al., 2002),

um dos mecanismos responsaveis pela exocitose do FvW por células endoteliais.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de Pseudomonas aeruginosa ¢ de sua toxina ExoU de modular a
expressdo, em células endoteliais humanas, de duas moléculas envolvidas na

coagulagdo: FT e FvW.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a modulacdo da expressdo génica de FT e FvW em células infectadas por
cepas de P. aeruginosa produtora e ndo produtora da toxina ExoU;

Avaliar a modulacdo da expressdo das proteinas FT e FvW em células endoteliais por
ExoU;

Pesquisar a capacidade de células endoteliais de microcapilares humanos de secretar
FvW (para o sobrenadante das culturas e para matriz extracelular) e a participacao de
ExoU neste fendmeno;

Avaliar a funcionalidade do FvW expresso nas membranas celulares, através da
aderéncia plaquetaria em condigdes estaticas e sob fluxo;

Pesquisar o efeito de ExoU na liberagao de MPs por células endoteliais infectadas e a

presenca de FT e FvW em suas membranas.
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MATERIAL E METODOS

. Cepas bacterianas e condicoes de cultivo

Neste trabalho utilizamos duas cepas de P. aeruginosa: PA103, cepa selvagem,
citotoxica, produtora de ExoU e ExoT e PA103AexoU, mutante obtida por dele¢do do gene
exoU (Saliba et al., 2005). As bactérias foram cultivadas em meio de cultura LB (Luria Broth)
a 37°C por 16-18 horas sob agitacdo a 200 rpm. Em seguida, as culturas foram centrifugadas
(3000 x g por 10 minutos), os sobrenadantes descartados e os sedimentos foram ressuspensos
em meio MCDB-131 (Sigma-Aldrich) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e glutamina.
As concentragdes das suspensoes bacterianas foram ajustadas em espectrofotometro de forma

a atingir a Aseonm= 0,1, correspondente a 10® unidades formadoras de coldnia (UFC) / mL.

. Cultura de células e condi¢oes de infeccao

Para a realizacdo de nossos experimentos, foram utilizadas células endoteliais de
microcapilares de derme humana (linhagem HMEC-1; Ades et al., 1992) cultivadas em
garrafas de cultura de células de 25cm” ou de 75cm? em meio MCDB-131 completo, ou seja,
contendo 10% de SFB (Invitrogen), glutamina (250pg/mL; Isofar), EGF (10ng/mL; Sigma-
Aldrich), hidrocortizona (1 pg/mL; Sigma-Aldrich) e suplementado com os antibidticos
gentamicina (50pg/mL — Hipolabor) e fungisona (Anfotericina B - 2,5ug/mL — Bristol-Myers
Squilb). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e, quando
confluentes, foram tratadas com solu¢do de tripsina (0,1%) e EDTA (0,01%) em solugdo
salina tampao Dulbeco sem calcio e magnésio contendo 1% de vermelho de fenol. Apods
dissociacdo, as células foram ressuspensas em meio de cultura completo. Aliquotas das
suspensdes celulares na concentragio de 1,5 x 10°/mL foram distribuidas em microplaca de 6
pocos (3mL/po¢o), 24 pogos (ImL/pogo) ou 96 pocos (200uL/poco) ou ainda em garrafas de
cultura de células de 25cm’ (3mL/garrafa). Seguiu-se a incubagdo por 48 horas, até a obtencio
de culturas confluentes.

Para a realizagdo dos testes, culturas de células confluentes foram expostas a
diferentes volumes das suspensdes bacterianas e as microplacas ou garrafas foram
centrifugadas (1000 x g por 10 minutos a 4°C) para favorecer o contato entre as bactérias ¢ as

células hospedeiras, bem como a injecdo de ExoU. Seguiu-se a incubagdo por 1 hora a 37°C
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em atmosfera contendo cerca de 5% de CO,, lavagem das culturas com salina tampao fosfato,
pH7.4 (PBS) e adigdo de meio de cultura contendo 300 pg/mL de gentamicina por diferentes
periodos, para eliminacdo dos microrganismos extracelulares. Assim, na descri¢do dos
protocolos utilizados ao longo deste estudo, a referéncia a periodos de infeccdo de 1 hora
significa contato com as bactérias por 1 hora e auséncia de tratamento com o meio contendo
antibidtico enquanto a referéncia a periodo de infeccao por outros periodos significa 1 hora de
contato com os microrganismos, seguida pela incubacdo, durante o restante do tempo, em

presenca de meio com gentamicina.

. Deteccao da expressio do mRNA de FvW e FT pela Reacdo em Cadeia da

Polimerase por Transcriptase Reversa (RT-PCR)

1- Extraciao de RNA total e sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA total das células cultivadas em garrafas de cultura de células de 25cm” foi
isolado de culturas ndo-infectadas (controle) ou infectadas por 1 ou 3 horas, usando o kit
RNeasy (Qiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Em seguida, foi determinada a
concentragdo do RNA total por espectrofotometria (Assoqm) € seu grau de pureza através da

relacdo entre as absorbancias obtidas com as leituras em 260 ¢ 280 nm.

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total utilizando o kit SuperScript III RT

(Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabricante.

2- PCR para FvW, FT e B-actina

O cDNA foi diluido em 4gua milliQ e SuL foram adicionados ao master mix
juntamente com o tampao da enzima 10X (2,5uL), S0mM MgCl, (1,5uL), dNTPs S5SmM
(0,5uL), 10pmol de cada primer (0,5uL cada), 1 unidade da enzima 7ag DNA polimerase
(Promega) (0,25uL) e agua para completar o volume para 25uL. A amplificagdo por PCR
ocorreu apos uma etapa inicial de desnaturagdo (2 minutos a 94°C) e 37 (FT) ou 33 (FvW)
ciclos de desnaturagao (94°C por 45 segundos), anelamento (50°C para FT ou 55°C para FvW
por 45 segundos) e alongamento (72°C por 45 segundos). Um passo adicional de extensdo de
5 minutos a 72°C foi realizado ap6s o ultimo ciclo. O gene que codifica a B-actina
(considerado um housekeeping gene) foi utilizado para normalizar a expressdo dos genes em
estudo. Para as reacdes de amplificagdo por PCR para -actina foram realizados 23 ciclos de
desnaturacao (94°C por 45 segundos), anelamento (52°C por 45 segundos) e alongamento
(72°C por 45 segundos), além de um passo adicional de extensdo de 5 minutos a 72°C. Os

35



primers usados nas reagdes foram: 5’- CCC GAA CAG TTA ACC GGA AGA -3’ (FT senso);
5’- GCT CCA ATG ATG TAG AAT ATT TCT CTG A -3’ (FT antisenso); 5’-AGT TCA
TGG AGG AGG TGA TTC AGC-3" (FvW senso); 5’- AGC CAT CCA GGA GAA GGA
TCA CG-3’ (FvW antisenso); 5’-CCT CGC CTT TGC CGA TCC -3’ (B-actina senso) e 5’-
GGA TCT TCA TGA GGT AGT CAG TC-3’ (B-actina antisenso). Os produtos do PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, a 1% para FvW (539bp) e 3% para FT
(100bp), em tampao SB (Soda-Borato), e corados com brometo de etideo (10pg/mL). A

densitometria foi realizada usando o ’software” LabImage (Kaplan GmbH, Germany).

. Detecgdo da expressio das proteinas FvW e FT em células endoteliais

1. Citometria de fluxo

Ap6s infec¢do de culturas confluentes por 3 e 6 horas (na pesquisa de FT) ou 6 e 20
horas (na pesquisa de FvW) com ambas as cepas de P. aeruginosa, células HMEC-1 foram
dissociadas pela acgdo da tripsina (para FvW) ou EDTA 0,05% pH 7.2 (para FT), lavadas em
PBS, fixadas em solucao contendo 4% de paraformaldeido e 4% de sacarose em PBS 0,01M
por 20 minutos a temperatura ambiente e permeabilizadas ou ndo com 0,05% de Triton X-100
por 5 minutos, também a temperatura ambiente. A etapa de permeabilizagdo ou ndo das
células se deve ao fato de estudarmos a expressdo da proteina na superficie celular (situagao
em que foram utilizadas células nao permeabilizadas) ou sua expressdo total, ou seja,
superficial e citoplasmatica (células permeabilizadas). Seguiu-se a centrifugag¢ao (1000 x g
por 10 minutos a 15°C), lavagem das células com PBS 0,01M e com PBS contendo 3% de
albumina sérica bovina (PBS-BSA 3%) e ressuspensdo dos sedimentos em solucdo de
anticorpo primdrio anti-FvW humano (rabbit anti-human FvW factor; 22pug/mL - Dako) ou
anti-FT (goat anti-human tissue factor IgG; 4ug/mL - American Diagnostica Inc.) em PBS
contendo 1% de albumina sérica bovina (PBS-BSA 1%). Ap6s incubagdo por 1 hora a 4°C, as
células foram centrifugadas, lavadas com PBS 0,01M e incubadas com solugdo de anticorpo
secundario goat anti-rabbit IgG-FITC (Santa Cruz Biotechnology) em PBS 0,01M (5 pg/mL)
por 1 hora a 4°C, para a deteccdo do FvW, ou anticorpo rabbit anti-goat IgG - Cy3 Conjugate
(Invitrogen) diluido 1/200 para detec¢do do FT, nas mesmas condi¢des. Seguiram-se novas
lavagens e centrifugacdes, ressuspensdo dos sedimentos em 250uL de PBS-BSA 1% e andlise
de 5 000 células em citdometro de fluxo (FACScalibur, BD). Células controle ndo infectadas

foram submetidas a igual tratamento.
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2. Microscopia confocal

Suspensdes celulares na concentragdo de 1,0 x 10° células/mL foram cultivadas sobre
laminulas de vidro colocadas nos pogos de microplacas de 24 pogos, de modo a serem
obtidas, apds 48 horas a 37°C, culturas celulares semi confluentes. Seguiu-se a infec¢do ou
nao com suspensdes das cepas PA103 e PA103AexoU por 3 horas (para FT) ou 6 horas (para
FvW), lavagem com PBS e fixacdo com solucdo contendo 4% de paraformaldeido e 4% de
sacarose em PBS 0,01M. Apos trés lavagens com PBS 0,01M por 5 minutos cada, as células
foram tratadas com soro normal do animal onde foi feito o anticorpo secundario a 5% em PBS
(soro de cabra para pesquisa do FvW e de coelho, para pesquisa do FT) por 1 hora de forma
bloquear os sitios de ligacdo inespecifica dos anticorpos. As culturas foram, entdo, incubadas
com solu¢do de anticorpo primario anti-FvW ou anti-FT “overnight” a 4°C. Seguiram-se
novas lavagens com PBS 0,01M, incubagdo com anticorpo secundario goat anti-rabbit IgG-
Cy3 conjugate diluido a 1/100 para FvW e anticorpo rabbit anti-goat IgG-Cy3 conjugate
diluido a 1/100 para FT por 2 horas em camara imida. Seguiu-se a incubagdo com marcador
nuclear DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole/ 1/200 em PBS 0,01M) por 5 minutos em
camara umida, lavagens, montagem das laminulas sobre ldminas de microscopia com N-

propilgalato e observagdo em microscopio confocal (Zeiss) com aumento de 63 vezes.

° Determinacdo da presenca de FvW nos sobrenadantes e na matriz extracelular

de células endoteliais

Culturas de células foram infectadas com as suspensdes de PA103 ou PA103AexoU
por uma hora, lavadas e incubadas com meio contendo gentamicina por periodo adicional de
71 horas. Culturas nao infectadas sofreram igual tratamento. Apos 72 horas, os sobrenadantes
foram recuperados e concentrados 20 vezes em Speed Vac Plus (Savant). Pogos de
microplacas de 96 pogos do tipo PolySorp (Nunc) foram incubados com 50uL/pogo de
solugdo do anticorpo anti-FvW humano (10pg/mL / Dako) diluido em tampao carbonato pH
9,6. Apds incubagao “overnight” a temperatura ambiente, os pocos foram lavados trés vezes
com PBS-0,05% Tween e bloqueados com PBS-1% BSA por uma hora. Apos trés lavagens,
50uL de cada amostra dos sobrenadantes concentrados foram aplicados nos pocos e seguiu-se
incubacado por duas horas. Novamente os pogos foram lavados e incubados por uma hora com
solugdo do complexo anticorpo anti-FvW-peroxidase (Dako) diluido 1/2000 em PBS-0,05%

Tween-0,1% BSA. Seguiram-se novas lavagens, incubacdo por 30 minutos com solucdo de
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OPD (Orto-fenilenodiamina; Sigma-Aldrich) em tampao citrato contendo Sul/mL de
peroxido de hidrogénio. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de solugdo de parada (H,SO4
2N). A absorbancia dos diferentes pogos foi determinada em espectrofotometro tipo leitor de
microplacas em 290nm. A concentracdo do FvW em cada tipo de sobrenadante foi estimada
pela utilizagdao de uma curva feita com diferentes dilui¢des de pool de plasma humano normal,
tendo sido a concentragdo do FvW no plasma ndo diluido arbitrada como sendo de 1
unidade/mL.

Em paralelo, culturas infectadas por uma hora com as duas cepas bacterianas, bem como
culturas controle nao infectadas, foram tripsinizadas e submetidas a contagem da
concentragdo de células em cada pogo das microplacas, a fim de normalizar a concentracao de
FvW secretado por 10° células. Isto porque, como ExoU tem atividade citotoxica importante,
a concentragdo de células viaveis presentes nas culturas tratadas com a cepa selvagem, apos 1
hora de infeccdo, € significativamente inferior a concentragdo detectada nos outros tipos de
culturas.

Para avaliag¢do da presenga de FvW na matriz extracelular produzida por HMEC-1, células
cultivadas em placas de 96 pogos, infectadas ou ndo por 72 horas, foram lavadas quatro vezes
com PBS, lisadas por 20 minutos a temperatura ambiente com solucdo contendo 0,1M de
NH4OH ¢ 0,1% triton X-100 (Bonnefoy et al., 2001). A matriz extracelular foi, entdo, lavada
trés vezes com PBS-0,05% Tween, fixada com solucdo contendo 4% de paraformaldeido e
4% de sacarose em PBS 0,01M por 20 minutos a temperatura ambiente, lavada, bloqueada
com PBS-BSA 1% por uma hora, lavada e incubada com solu¢do do complexo anticorpo anti-
FvW-peroxidase. Seguiu-se a incubagdo com solugcdo contendo OPD e perdxido de
hidrogénio e interrup¢do da reagdo pela adicdo de H,SO4 2N. A absorbancia dos pogos das
microplacas foi determinada em leitor de microplacas em 290nm e a concentragao relativa de

FvW na matriz foi estimada como descrito acima.

. Avaliacio da funcionalidade de FvW expresso nas células endoteliais

1. Preparo da suspensio de plaquetas

Plaquetas humanas foram isoladas de 50mL de plasma humano normal acrescido de
10% do volume de solugcdo ACD (130mM 4&cido citrico; 153mM citrato trissédico e 111mM
glicose; pH6,5) contendo PGE; (1U/mL; Sigma-Aldrich). Apo6s centrifugacdo da mistura a
1500 x g por 10 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e as plaquetas

presentes nos sedimentos foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem de plaquetas
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(36mM acido citrico, SmM glicose, SmM KCI, 2mM CaCl,, ImM MgCl,, 103mM NaCl; pH
6.4). Entre cada lavagem a suspensao de plaquetas foi centrifugada a 3500 x g por 15 minutos
a temperatura ambiente. Seguiu-se a determinagcdo de sua concentragdo e preparo de

suspensio contendo 1,0 x 107 plaquetas/mL em tampdo de lavagem.

2. Possivel papel de FvW na adesao plaquetaria

Para realizacdo destes testes, 1,0 x 10° células endoteliais foram cultivadas sobre
laminula em placas de 24 pocos por 48 horas, infectadas ou ndo por 6 horas, lavadas e
incubadas por 30 minutos com a suspensdo de plaquetas. As laminulas foram, entdo, fixadas
com 4% de paraformaldeido e 4% de sacarose em PBS 0,01M por 20 minutos, lavadas,
coradas com corante de Giemsa, secas e montadas em laminas de microscopia com Entellan
(Merck).

Em outros experimentos, as suspensdes de plaquetas foram perfundidas sobre as
laminulas com auxilio de uma bomba peristaltica (Pump-1/ Pharmacia Biotech) com débito de
10mL/minuto durante 5 minutos. Apds a perfusdo as laminulas foram coradas, montadas
como descrito acima, observadas e fotogratadas em microscopio oOptico (Zeiss) com objetiva
de imersdao. Nos dois tipos de ensaios, foram observados no minimo 10 campos
microscopicos distintos em cada laminula e determinado o percentual de células endoteliais

com plaquetas aderentes por campo.

. Pesquisa de microparticulas no sobrenadante de células infectadas e controle

Os sobrenadantes de culturas infectadas por 21 horas foram recolhidos e centrifugados
a 5000 x g por 15 minutos a 20°C para remocdo de eventuais debris celulares. Os
sobrenadantes obtidos foram entdo centrifugados a 17000 x g por 30 minutos a 20°C para
sedimentar as microparticulas. Os sedimentos obtidos foram lavados em PBS, centrifugados e
ressuspenssos em solucdo de anticorpo primario anti-FvW ou anti-FT, como descrito
anteriormente, no item “citometria de fluxo”. Apo6s incubacdo por 1 hora a 4°C, realizou-se
nova centrifugagdo, lavagem dos sedimentos em tampao anexina, centrifugacdo e incubagao
simultanea, por 30 minutos, com solu¢do dos anticorpos secundarios (como descrito
anteriormente) ¢ com o complexo anexina V-alexa fluor 647 (Invitrogen). Apds nova
centrifugagdo e lavagem, os sedimentos foram ressuspenssos em PBS-BSA 1% e submetidos

a analise em citometro de fluxo. A regido a ser analisada foi previamente determinada com a
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utilizagdo de pool de esferas fluorescentes com didmetros de 0,5, 0,9 ¢ 3 um
(Megamix/BioCytex/Nalgene), tendo sido considerados como microparticulas os eventos
fluorescentes com diametros iguais ou inferiores a 0,9 um detectados pelo citometro de fluxo
durante o intervalo de leitura de 1 minuto.

Os resultados da pesquisa de microparticulas expressando FT ou FvW foram
expressos como o produto do percentual de eventos positivos para cada uma das duas

proteinas pela média da intensidade de fluorescéncia, como proposto por Leytin et al. (2000).
e Anailise estatistica
Os resultados representam as médias + erros padroes (SEM) das médias dos valores
obtidos nos diferentes testes. As diferencas estatisticas foram determinadas por analise de

variancia (ANOVA) e pelos testes de comparagdo multipla de Bonferroni e Dunnett, sendo o

valor de P<0,05 tomado como estatisticamente significante.
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RESULTADOS

1. A infec¢do de células endoteliais pela cepa de P. aeruginosa produtora de ExoU por 1

hora resultou no aumento do nivel do mRNA do FT

A expressdo de uma proteina pode ser alterada pelo aumento ou diminui¢do da
traducao de seu mRNA e pela modificacao da transcricao do gene que a codifica.

Para avaliarmos o potencial de ExoU de interferir na transcricdo do gene do FT, os
niveis de seu mRNA em células ndo infectadas ou infectadas por uma e trés horas foram
comparados por RT-PCR.

Como mostrado na figura 11, a infeccdo pela cepa de P. aeruginosa produtora de
ExoU por uma hora resultou no aumento significativo dos niveis do mRNA do FT. Embora os
niveis detectados nas células infectadas pela cepa mutante tenham sido superiores aos
presentes nas células controle, as diferencas ndo foram estatisticamente significativas. O
aumento na expressao do mRNA em células infectadas pela cepa produtora de ExoU nao foi

mantido apos trés horas de infecgao.
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Figura 11: Expressdo do mRNA de FT em células endoteliais controle (C) ndo infectadas e infectadas pelas cepas PA103 e
PA103AexoU por 1 e 3 horas, avaliada por RT-PCR. A expressao do gene constitutivo B actina foi utilizada para normalizar a
expressdo do gene em estudo. (A) Figuras ilustrativas dos géis de agarose mostrando os amplicons do FT e B actina. (B)
Histograma representativo dos resultados da normalizagdo da expressdo do mRNA do FT, quantificada por densitometria,
pela expressdo do mRNA da B actina. Os dados representam as médias + SEM dos resultados obtidos em 3 experimentos. *,

p<0,05 quando células infectadas com PA103 foram comparadas com células ndo infectadas.

2. A producio de ExoU nao interferiu na expressao da proteina FT
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C¢lulas endoteliais controle e infectadas pelas duas cepas bacterianas por 3 ¢ 6 horas
foram comparadas quanto a expressao de FT por citometria de fluxo e microscopia confocal.

Os resultados apresentados nas figuras 12A mostraram que, nas condigdes de cultivo
utilizadas, as células endoteliais da linhagem HMEC-1 ndo permeabilizadas expressam FT.
Mostraram, também, que nenhuma das duas cepas bacterianas foi capaz de alterar essa
expressao.

Estimulos infecciosos podem induzir a sintese de proteinas sem que, necessariamente,
ocorra aumento de sua secre¢do. Nestes casos, as proteinas neossintetizadas permanecem nos
estoques citoplasmatico das células infectadas. Na tentativa de avaliarmos o efeito potencial
de ExoU na modulacao da sintese do FT, pesquisamos sua presenca no citoplasma de células
endoteliais previamente permeabilizadas, para permitir a reagdo dos anticorpos especificos
com as moléculas de FT presentes nos estoques citoplasmaticos, além de com aquelas
expressas nas superficies celulares. Os resultados apresentados na figura 12B mostram a
auséncia de efeito significativo da toxina, ou da infec¢do bacteriana, na expressao total
(superficie + citoplasmatica) de FT por células da linhagem HMEC-1.

A fotomicrografia apresentada na figura 12C ilustra e corrobora os resultados

apresentados nas figura 12 A ¢ B.
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Controle PA103 PA103AexoU

Figura 12: Expressdo de FT em células endoteliais ndo permeabilizadas (A) ou permeabilizadas (B) controle e apds 3 ou 6
horas de infecgdo, detectada através de citometria de fluxo. As colunas delimitam 25 e 75% dos valores encontrados, as
barras delimitam os valores extremos ¢ o trago no interior das colunas informa a mediana dos resultados obtidos em 4
experimentos realizados em triplicata. (C) Fotomicrografia obtida com microscopio confocal mostrando a expressdo de FT
em células controle ou infectadas por P. aeruginosa por 3 horas e ndo permeabilizadas antes da imunomarcagdo. Em verde, o

nucleo das células e, em vermelho, o FT (pseudo cor).

3. P. aeruginosa contribuiu para o aumento na expressao de FvW em células endoteliais,

mas nao teve efeito sobre a transcri¢cao génica

E conhecido que células endoteliais expressam constitutivamente FvW, estocado nos
corpusculos de Weibel-Palade. Os resultados apresentados na figura 13A mostram a presenca
de FvW nas células endoteliais da linhagem HMEC-1 ndo infectadas e ndo permeabilizadas.
Mostram, ainda, que a infec¢do por 6 e 20 horas, pelas duas cepas bacterianas, resultou no
aumento significativo da expressao de FvW, quando células infectadas foram comparadas
com as controle. Embora nas culturas infectadas pela cepa selvagem por 6 horas o percentual
de células com marcagdo positiva frente ao anticorpo anti-FvW tenha sido superior ao
percentual detectado nas culturas infectadas pela cepa mutante, essa diferenga ndo foi
estatisticamente significativa. Nenhum efeito significativo da infec¢ao foi observado em
células infectadas e permeabilizadas com triton X-100, antes da imunomarca¢do com o

anticorpo anti-FvW (figura 13B).
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Figura 13: Expressdo de FvW em células endoteliais ndo permeabilizadas (A) ou permeabilizadas (B), infectadas ou ndo,
detectada por citometria de fluxo. As colunas delimitam 25 e¢ 75% dos valores encontrados, as barras delimitam os valores
extremos ¢ o trago no interior das colunas informa a mediana dos resultados obtidos em 4 experimentos realizados em

triplicata. *, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,001 quando células infectadas foram comparadas com células ndo infectadas.

A figura 14 apresenta fotomicrografias de células endoteliais controle e infectadas por
6 horas, ndao permeabilizadas, marcadas com anticorpo anti-FvW, obtidas com microscopio
confocal. As figuras A-C correspondem ao plano inferior das células, em contato com as
laminulas. As figuras D-F correspondem ao plano médio enquanto as figuras G-I
correspondem ao plano superior. Finalmente, as figuras J-L representam o somatodrio da
marcagdo de todos os planos celulares. Nestas fotomicrografias merecem destaque: 1) a
presenca de marcagdo puntiforme apenas nas laminulas em que foram cultivadas as células
infectadas com a cepa produtora de ExoU (asteriscos) (K), sugestiva da presenga de FvW
relargado das células e aderente a superficie suporte; ii) a marcacao de FvW no citoplasma
das células controle e infectadas (D-F), apesar da imunomarcag¢do nao ter sido precedida pela
permeabilizacdo das células; iii) a maior expressdo de FvW nas células infectadas pela cepa
PA103 (K) e iv) a heterogeneidade da marcacdo das células infectadas com a cepa mutante
(L) vista pela observagao da presenca de células com marcagao intensa (seta sélida) ao lado de

outras pouco marcadas (seta tracejada).
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Figura 14: Fotomicrografias obtidas com microscopio confocal, mostrando a expressdo do FvW (marcado em vermelho;
pseudo cor) em células controle e infectadas pelas duas cepas bacterianas por 6 horas, ndo permeabilizadas. Em verde, os
nucleos das células marcados com DAPI (pseudo cor). Os asteriscos em B e K correspondem a sitios da laminula com

marcag¢do positiva para FvW enquanto as setas em L apontam para células com muita e pouca expressdo do FvW.

Os dados obtidos com a citometria de fluxo e com a microscopia confocal sugerem a
indugdo, por P. aeruginosa, de maior expressao de FvW pelas células infectadas, mas ndo

esclarecem se houve modulacdo da transcri¢do génica, o que nos motivou a pesquisar o nivel
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do mRNA do FvW em HMEC-1. A auséncia de diferencgas entre células controle e infectadas
por 3 horas nos resultados do RT-PCR mostrou a inexisténcia de modulagdo génica induzida

pelas cepas bacterianas ou por ExoU, em particular (figura 15).
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Figura 15: Expressdo do mRNA do fator de von Willebrand em células endoteliais controle (C) e infectadas pelas cepas
PA103 e PA103AexoU, por 3 horas, avaliada por RT-PCR. A expressdo do gene constitutivo 3 actina foi utilizada para
normalizar a expressdo do gene em estudo. (A) Figuras ilustrativas das bandas obtidas nos géis. (B) Histograma
representativo dos resultados da normalizagdo da expressio do mRNA do FvW, quantificada por densitometria, pela

expressdo do mRNA da B actina. Os dados representam as médias + SEM dos resultados obtidos em 3 experimentos.

4. Efeito de ExoU na liberacao do FvW para o meio extracelular

In vivo, o FvW ¢ secretado pelas células endoteliais para o plasma de forma
constitutiva e essa exocitose tem efeito protetor sobre o fator VIII da coagulacio, evitando sua
clivagem (Zaverio et al., 2003). O FvW circulante tem também grande afinidade pelo
colageno da matriz subendotelial, a que adere prontamente, quando ocorrem lesdes no
endotélio, dando inicio a agregacdo de plaquetas e formagao do trombo plaquetdrio (Varga-
Szabo et al., 2008). Como a infec¢do bacteriana modulou positivamente a expressao do FvW,
acreditavamos encontrar, também, concentragdes aumentadas do FvW tanto no sobrenadante
quanto na matriz extracelular produzida por estas células. Resultados preliminares obtidos em
dois ensaios realizados em duplicata sugerem a veracidade de nossa hipdtese, j4 que os niveis
de FvW detectados no sobrenadante de células infectadas por PA103 foram superiores aos
detectados no sobrenadante das culturas infectadas pela cepa mutante, embora a diferenga nao

tenha sido estatisticamente significativa (figura 16).
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Figura 16: Niveis de FvW detectados nos sobrenadantes de culturas celulares infectadas por PA103 ou PA103AexoU. Os

dados representam as médias + SEM dos resultados obtidos em 2 experimentos realizados em duplicata.

Quanto a presenca de FvW associado a matriz subendotelial, ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre culturas controle ou infectadas pelas duas
cepas, apesar de haver uma tendéncia de maior expressio de FvW na matriz de células

infectadas pelas duas cepas que na matriz de células ndo infectadas (figura 17).
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Figura 17: Niveis de FvW presente na matriz extracelular de células ndo infectadas ou infectadas. Os dados obtidos

representam as médias = SEM dos resultados obtidos em 4 experimentos realizados em quadruplicata.

5. Culturas infectadas pela cepa produtora de ExoU, expostas a suspensoes de plaquetas,

apresentaram maior percentual de células com plaquetas aderentes

Uma das funcdes de FvW ¢ ligar-se as plaquetas, favorecendo sua agregacdo e a

estabilizagdo do trombo plaquetdrio. Uma vez detectada a modulacdo positiva da expressao de
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FvW na superficie de células infectadas, avaliamos a funcionalidade desta proteina através da
comparacao da aderéncia de plaquetas a células ndo infectadas ou infectadas pelas duas cepas
bacterianas.

Culturas infectadas pela cepa selvagem, PA103, apresentaram um percentual de
células com plaquetas aderentes significativamente superior ao detectado em culturas nao
infectadas ou infectadas pela cepa mutante, apds incubagao dos dois tipos celulares (células
endoteliais e plaquetas) sob condigdes estaticas (figura 18 A) ou apds a perfusdo da suspensao

de plaquetas sobre as células endoteliais (figura 18B), para simular o fluxo sanguineo.
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Figura 18: Percentual de células endoteliais com plaquetas aderentes apos incubagdo dos dois tipos celulares sob condigdes
estaticas (A) ou apos perfusdo das plaquetas sobre as células endoteliais (B). Os dados representam as médias + SEM dos
resultados obtidos em 2 experimentos realizados em triplicata. ***, p<0,001 quando culturas infectadas pela cepa selvagem

foram comparadas com culturas ndo infectadas ou infectadas pela cepa mutante.

A figura 19 ilustra o resultado descrito acima e mostra a presenga de pequenos grumos
plaquetarios associados as células infectadas pela cepa selvagem, grumos estes ndo detectados

nos outros dois tipos de cultura.
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Figura 19: Fotomicrografias obtidas em microscopio Optico mostrando a presenga de plaquetas aderentes as células
endoteliais, apds incubacdo dos dois tipos celulares em condigdes estaticas. Note, em B, a presenga de pequenos grumos de

plaquetas (setas), ausentes em A e C.

6. ExoU induziu aumento no numero de MPs liberadas pelas células endoteliais e no

percentual de MPs com expressao de FT ou FvW

Células endoteliais sdo conhecidas por liberar MPs apds ativagao ou quando em
apoptose. Resultados anteriores obtidos em nosso laboratério, mostrando a indugdo, por
ExoU, da apoptose de células endoteliais, em decorréncia do estresse oxidativo gerado pelo
acimulo de &cido araquidonico livre (Saliba et al, 2005), nos levaram a pesquisa da
capacidade de ExoU de induzir a liberacdo de MPs. Além disso, os resultados obtidos no
presente estudo, sobre a expressdo de FT e FvW na superficie de células HMEC-1, nos
levaram a pesquisa da expressdo destas proteinas na MPs liberadas.

A figura 20A mostra claramente que células infectadas pela cepa PA103, produtora de
ExoU, liberam mais MPs que células ndo infectadas ou infectadas pela cepa ndo produtora,
mostrando a participagdo de ExoU neste fendomeno. Mostra, também, que o percentual de
MPs liberadas por células infectadas pela cepa PA103 com expressdao de FT ou FvW em suas
superficies € superior ao percentual liberado de células ndo infectadas ou infectadas pela cepa

mutante (figura 20 B e C, respectivamente).
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Figura 20: Liberagdo de microparticulas por células endoteliais, detectados através de citometria de fluxo. (A) Numero de
MPs liberadas por células ndo infectadas ou infectadas. (B) Microparticulas com expressdo de FT ou (C) de fator de von
Willebrand. As colunas delimitam 25 e 75% dos valores encontrados, as barras delimitam os valores extremos € o trago no
interior das colunas informa a mediana dos resultados obtidos em 3 experimentos realizados em triplicata. *, p<0,05, **,

p<0,01 quando células nio infectadas e infectadas por PA103AexoU foram comparadas com células infectadas por PA103.
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DISCUSSAO

Em infecgdes graves, como a sepse, os sistemas de coagulagdo e fibrindlise sdo alvo
de modulagao por parte de bactérias ou produtos bacterianos. Esses sistemas sao normalmente
ativados apos lesdo tecidual e/ou dos vasos sanguineos e o desequilibrio entre eles pode ter
como consequéncia alteracdes coagulatorias graves.

A geragdo do trombo ao fim da cascata de coagulacdo pode ter consequéncias
positivas e negativas tanto para o hospedeiro quanto para os patdégenos. A formagdo da rede
de fibrina no sitio da infec¢do favorece o hospedeiro porque o confinamento dos patdégenos
nos trombos tende a diminuir a magnitude da disseminacdo bacteriana. Por outro lado, pode
beneficiar os patéogenos por protegé-los de mecanismos de defesa do hospedeiro, como a
fagocitose e a agdo de proteinas do complemento ou anticorpos. Além disso, dentro do
coagulo, os microrganismos continuam a proliferar.

Pouco se sabe sobre a interferéncia de P. aeruginosa nas vias de coagulacido e
fibrindlise. Trabalhos publicados na década de 90 sugeriram o envolvimento de proteases
extracelulares desta bactéria na ativacao de plasminogénio e geragao de plasmina (Ullberg et
al., 1990; Engel et al., 1998), uma proteina chave do sistema fibrinolitico. Em estudo
comparativo da aderéncia ao plasminogénio, da Silva et al. (2004) mostraram que isolados
clinicos procedentes do sangue de pacientes com bacteremia e de fezes de portadores
assintomaticos apresentaram indices similares de aderéncia ao plasminogénio. Mostraram,
também, a ativacdo do plasminogénio associado as células bacterianas em plasmina e a
participagcdo da plasmina no aumento significativo da capacidade dos microrganismos de
invadir géis de fibrina e uma membrana basal reconstituida. Os autores sugeriram que a
capacidade de P. aeruginosa de capturar o plasminogénio confere vantagens para a
invasividade dos microrganismos através das barreiras tissulares do hospedeiro.

Além da possibilidade de modulagdo do sistema fibrinolitico por P. aeruginosa,
estudos recentemente realizados em nosso laboratorio mostraram o envolvimento de P.
aeruginosa, dependente da producdo de ExoU, na atividade protrombogénica de células
epiteliais respiratorias, em decorréncia da modulagdo positiva da expressao de FT (Plotkowski
et al., 2008Db).

Sabe-se que as cepas de P. aeruginosa produtoras de ExoU, uma das toxinas do
sistema de secre¢cdo do tipo III, sdo particularmente capazes de induzir choque séptico em

modelos de infec¢do pulmonar (Kurahashi et al., 1999; Allewelt et al, 2000). Entre as cepas
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estudadas, PA103, ¢ conhecida por sua citotoxicidade e viruléncia. Estudos realizados em
nosso laboratorio mostraram o envolvimento da cepa PA103, e de ExoU em particular, na
patogénese da pneumosepse em modelo experimental murino (Machado, 2007). No entanto,
em nenhum estudo foi pesquisado o efeito de ExoU sobre células endoteliais, apesar do papel
central destas células no controle de fenomenos hemostaticos e na patogénese da sepse. Nesse
sentido, este trabalho visou pesquisar a participagao de P. aeruginosa e ExoU nos fendmenos
tromboticos através do estudo da modulagdo de duas moléculas que participam de eventos
essenciais a coagulacdo, FT e FvW, em células do endotélio de microcapilares humanos. A
escolha de células de capilares para alvo de nosso estudo decorreu da certeza da maior
probabilidade de interacdo de microrganismos com estes tipos celulares, in vivo, que com
células de vasos sanguineos de grande calibre.

Sendo FT o principal iniciador da via extrinseca da coagulacdo, e o leito da
microvasculatura um dos locais de formagao do trombo, muito nos surpreendeu o fato de P.
aeruginosa nao modular a expressdo dessa proteina em células endoteliais.
Esses resultados vao de encontro ao relato recente, por nosso laboratério, do aumento,
dependente de ExoU, da expressdo de FT em células epiteliais respiratdrias humanas
(Plotkowski et al., 2008b). Além disso, a literatura ja demonstrou a modulagdo da expressao
de FT em células endoteliais por bactérias Gram positivas, como S. aureus (Veltrop et al.,
1999), Streptococcus pyogenes (Bryant et al., 2003), e Gram negativas, como Haemophilus
somnus (Behling-Kelly et al., 2007), além de outros patogenos como C. pneumoniae (Ettelaie
et al., 2007), fungos (Lopes Bezerra e Filler, 2004) e virus (Jiang et al., 2007).

Apesar da auséncia de alteracao na expressao da proteina, ExoU foi capaz de aumentar
os niveis de RNA mensageiro de FT em células endoteliais infectadas por 1 hora. E possivel
que a auséncia de aumento da traducdo da proteina, apesar do aumento da transcri¢do génica,
tenha sido decorrente da atividade inibitéria de produto(s) liberado(s) pelas células
hospedeiras em resposta a infec¢ao. Outra hipotese, formulada com base em nosso achado da
maior liberacdo de MPs contendo FT em suas membranas por células infectadas pela cepa
PA103, ¢ que ExoU tenha, efetivamente, modulado positivamente a expressdo de FT mas este
aumento nao foi detectado nas células porque as proteinas sintetizadas foram liberadas,
ancoradas nas membranas das MPs.

Os resultados encontrados quanto a outra molécula envolvida na coagulagao e também
objeto deste estudo, FvW, foram bem diferentes. Vimos que a infec¢do pelas cepas de P.
aeruginosa produtora e nao produtora de ExoU induziu aumento da expressao de FvW nas

células endoteliais, mas nao modificou a transcri¢ao génica.
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No inicio de nosso estudo, a pesquisa comparativa da expressdao do FvW em células
endoteliais permeabilizadas com triton X100 ou ndo permeabilizadas visava discriminar se o
aumento da expressdo do FvW era decorrente do aumento na sintese da proteina ou apenas de
sua maior expressdo nas membranas plasmadticas. Se ocorresse aumento de sintese, ndo
acompanhado da maior exteriorizagdo das proteinas, esperavamos encontrar maior expressao
apenas nas células permeabilizadas. Ao contrario, se ocorresse apenas aumento da
exteriorizacdo, o esperado seria a maior expressdo apenas nas células ndo permeabilizadas.
Com base neste raciocinio, nossos resultados relativos a expressdo do FvW obtidos por
citometria de fluxo, associados aqueles obtidos por RT-PCR, sugeririam que P. aeruginosa
altera cascata(s) de sinalizagdo intracelular que culminam com a exocitose de FvW de seus
estoques citoplasmdticos para a membrana celular, mas essa(s) cascata(s) ndo ativa (ativam)
fatores transcricionais responsaveis pela transcricdo ou repressdo de genes para que houvesse
neosintese da proteina. O raciocinio descrito, no entanto, foi perturbado pela visualizagdo, na
microscopia confocal, de marcacao citoplasmatica em células ndo permeabilizadas, marcagao
esta muito mais intensa em células infectadas pela cepa produtora de ExoU.

E sabido que ExoU ¢ capaz de aumentar a concentragio de calcio citoplasmatico em
células de epitélio respiratorio (Jacob et al., 2002). Como o aumento de calcio ¢ a via de
inducdo da exocitose de FvW que ocorre para boa parte dos agonistas (a outra via ¢ a do
AMPc) (revisado por Rondaij ef al., 2006), esperavamos um aumento da expressdo de FvW
em células infectadas pela cepa bacteriana produtora de ExoU. De fato este aumento foi
detectado, por citometria de fluxo, em células ndo permeabilizadas apds 6 horas de infeccdo, e
foi documentado nas fotografias obtidas em microscopio confocal.

ExoU também modulou positivamente a expressdo de FvW, além de FT, em MPs.
Esta observagdo, associada a detec¢do de numero aumentado de MPs liberadas por células
infectadas, demonstra o potencial protromboético da toxina de P. aeruginosa. Isso porque,
além da presenga destas duas moléculas muito importantes para a coagulagdo, MPs contém
fosfatidilserina em sua superficie, o que favorece a reunido e ativagdo dos fatores de
coagulacdo. Além disso, residuos de fosfatidilserina também tem outra importante funcao: a
de promover a fusdo de membranas em processos fisiolégicos, como aqueles que culminarao
na fertilizacdo de 6vulos, bem como em processos patologicos, com a fusdo do envelope do
virus HIV (que ¢ rico em fosfatidilserina) com as membranas de suas células alvo. Nesse
sentido, del Conde et al. (2005) mostraram a participacdo de residuos de fosfatidilserina na
fusdo de MPs contendo FT as membranas de plaquetas ativadas, fusdo esta que resultou na

expressao de FT pelas plaquetas.
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Nieuwland et al/ (2000) mostraram, no plasma de pacientes com coagulagcdo
intravascular disseminada, uma sindrome clinica que pode ocorrer no curso da sepse, a
presenc¢a de grande numero de MPs contendo FT. Mostraram, também, que essas MPs eram
funcionais na medida em que possibilitaram a geracdo de trombina. Com base nestes
resultados, sugeriram que a patogénese da coagulacdo intravascular disseminada esta
fortemente ligada a circulagio de MPs contendo FT. E possivel que MPs contendo FT
também participem da patogénese de episddios de ativacdo excessiva da coagulacio
observados em outras patologias.

A participacdo de MPs, liberadas de células endoteliais, contendo FvW na formagao
do trombo plaquetario foi documentada em outros estudos. Jy ef al. (2005) mostraram seu
envolvimento na agregagdo plaquetdria e no aumento da estabilidade dos agregados assim
formados, em decorréncia da presenca, na superficie das MPs, de outras moléculas adesivas,
como ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, P-selectina, PECAM-1 ou receptor de vitronectina,
que podem contribuir para a interagdo entre MPs endoteliais e plaquetas.

Os resultados de Jy e colaboradores mostram ser urgente o estudo dos possiveis papéis
funcionais das MPs encontradas em nosso trabalho, bem como da participagdo do FvW e de
outras moléculas superficiais por elas carreadas em fendmenos trombéticos e inflamatorios,
entre outros.

Em nosso trabalho, observamos que a liberagdo de FvW para o meio extracelular, por
células endoteliais da linhagem HMEC-1, ¢ fraca uma vez que suas concentragdes, tanto nos
sobrenadantes quanto na matriz extracelular, foram baixas. Estes resultados estdo de acordo
com os de Ribeiro et al. (1995) que compararam a expressao de FvW em HMEC- 1 e em
células endoteliais das veias de corddes umbilicais humanos (HUVEC) in vitro. Ribeiro e
colaboradores mostraram que células da linhagem HMEC-1 liberam muito menos FvW em
seus sobrenadantes que HUVECs. Cabe ressaltar que a metodologia em nosso estudo foi
similar a descrita pelos autores: dosagem de FvW por ELISA, utilizagdo de grande nimero de
células cultivadas por periodos prolongados e concentracdo dos sobrenadantes das culturas.
Ao contrario de nossos resultados e dos de Ribeiro et al. (1995), Bonnefoy et al.(2001), ao
utilizar metodologia distinta para comparar a produgdo de FvW pelos mesmos tipos celulares,
ndo encontraram FvW nos sobrenadantes nem na matriz subendotelial de HMEC-1, mas sim
nos de HUVECs.

A baixa concentracdo de FvW no meio extracelular de culturas de HMEC-1 poderia
ser explicada pela baixa expressdo da proteina pelas células, o que nossos resultados

mostraram ndo ser verdadeiro. Outra possivel explicacdo seria a de que as proteinas
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secretadas ficariam ancoradas nas membranas celulares, devido a reducdo na atividade da
enzima responsavel por clivar os multimeros de FvW, ADAMTS-13 (Dong et al., 2002).
Trabalhos de Ruiz-Torres et al (2005) sugerem que a linhagem de célula endotelial utilizada
em nosso trabalho, HMEC-1, é deficiente de ADAMTS-13. Em nosso trabalho, ndo
pesquisamos a modulagdo da produgdo desta enzima nem de sua atividade por ExoU ou P.
aeruginosa, embora este seja um assunto que merece ser estudado.

Nao esta claro na literatura se o FvW encontrado na matriz subendotelial ¢ derivado da
sintese local pelo endotélio, se decorre da deposi¢do do FvW presente no plasma ou daquele
liberado por plaquetas. No nosso modelo, pela auséncia de plasma ou plaquetas, concluimos
que, apesar de em baixas quantidades, HMEC-1 secreta FvW para o meio e para sua matriz
extracelular.

Ainda em relagdo a discordancia entre as concentracdes de FvW no sobrenadante de
culturas de HMEC-1 ¢ HUVEC, cabe lembrar os estudos de Yamamoto et al. (1998),
realizados com tecidos animais, que mostraram que o FvW nao ¢ igualmente expresso em
todos os tipos de células endoteliais. Pesquisando a expressdo do mRNA e da proteina FvW,
os autores mostraram que existem niveis significativamente maiores, tanto do mRNA quanto
da proteina, em células endoteliais de vasos de grande calibre quando comparados com
microvasos, assim como maiores niveis em células de veias que de artérias. Yamamoto ef al.
(1998) também mostraram a heterogeneidade na expressdo de FvW em diferentes orgdos
murinos. Estes resultados podem refletir a adaptacdo local de células endoteliais para realizar
distintas fung¢des em tecidos especificos ou pode resultar de diferengas nas condigdes
ambientais locais (isto ¢, fluxo, pressao sanguinea e oxigena¢do) que alteram os padroes de
expressao génica de células endoteliais.

Apesar de conscientes de que, em sua imensa maioria, as informagdes disponiveis
sobre a exocitose de FvW foram obtidas em estudos em que foram utilizadas células
endoteliais de veias de grande calibre, como as HUVECs (Bernardo et al., 2004; Visher et al.,
1995; Zarei et al., 2006), nosso modelo experimental pretendeu simular os sitios de
ocorréncia da maioria dos fendomenos tromboticos detectados na sepse, qual seja, a
microvasculatura.

Estudos realizados por Rahbar et al. (2005) mostraram o aumento da adesdo
plaquetaria dependente de FvW a células endoteliais infectadas por citomegalovirus mas, que
seja de nosso conhecimento, nada se conhece sobre a capacidade de P. aeruginosa de induzir
essa capacidade adesiva. Com a deteccdo da presenca de FvW associado as HMEC-1,

avaliamos sua funcionalidade através da pesquisa da adesdo de plaquetas em condi¢des
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estaticas ou sob fluxo. Observamos um aumento do percentual de plaquetas associadas a
células infectadas pela cepa produtora de ExoU em ambas as situagdes (estatica e fluxo),
mostrando que o FvW expresso em células endoteliais ap6s ativagao pela infecgdo € capaz de
suportar a adesdo plaquetaria.

Quando algum estimulo induz a exocitose de FvW dos corptsculos de Weibel-Palade,
outras moléculas estocadas neste granulos citoplasmaticos, como a P-selectina, sdo também
liberadas. P-selectina ¢ uma proteina de membrana envolvida na adesdo de neutrofilos
(Lowenstein et al., 2005) normalmente presente nos corpusculos de Weibel-Palade e nos
granulos o de plaquetas. Além de ligar-se a seus contra-receptores presentes nas membranas
de leucocitos, sitios de ligagdo para P-selectina também estdo presentes nas membranas de
plaquetas. Embora, em nosso estudo, nao tenhamos pesquisado a modulacao da expressao de
P-selectina em células endoteliais infectadas por P. aeruginosa, ndo podemos descartar sua
participacdo na aderéncia de plaquetas as células endoteliais.

O consenso atual sobre o envolvimento de FvW na ades@o e posterior agregacio
plaquetaria ¢ de que FvW ¢ indispensavel para iniciar a adesdo em situagdes de rapido fluxo
sanguineo. J& em uma velocidade reduzida, FvW ¢ menos relevante pois outras moléculas
adesivas como colageno, fibronectina e fibrinogénio podem formar ligagdes capazes de
suportar as forcas hemodinamicas (Ruggeri, 2003). Em nossos experimentos vimos que o
percentual de plaquetas associadas a células HMEC-1 em condi¢des de fluxo foi menor que
em condi¢des estaticas. Esse resultado nos levou a questionar a possivel participacdo de
outras moléculas adesivas na interacdo entre células endoteliais e plaquetas.

Em resumo, nosso dados sugerem que Pseudomonas aeruginosa e sua toxina ExoU
podem regular fendmenos tromboticos em células endoteliais da microcirculagdo através da

modulagdo da expressao do FvW.
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CONCLUSOES

P. aeruginosa e ExoU ndo foram capazes de modular a expressdo de fator tissular em
células endoteliais da linhagem HMEC-1;

Apesar da ndo alteracdo na expressdo da proteina, ExoU foi capaz de aumentar os
niveis de mRNA de FT;

P. aeruginosa aumentou a expressdo de fator de von Willebrand em células
endoteliais;

Nenhuma das cepas bacterianas utilizadas foi capaz de alterar a expressio do mRNA
de FvW, mostrando a participagdo de P. aeruginosa na sintese ¢ exocitose de FvW ¢
ndo na transcri¢do génica;

ExoU foi determinante no aumento do nimero de MPs liberadas por HMECs;

ExoU também foi determinante na expressao de FT e de FvW na superficie das MPs,
sugerindo o potencial dessas MPs de envolverem-se em fendmenos trombéticos;
Apesar de em baixas quantidades, HMEC-1 secreta FvW para o meio e para sua
matriz extracelular;

Células endoteliais com maior expressao de FvW apresentaram, também, maiores
indices de adesao plaquetaria sugerindo a existéncia de relagdo causal entre estes dois

fendmenos e a funcionalidade do FvW exocitado.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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