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Sumario

Alguns agentes patogénicos bacterianos tém a capacidade de quebrar a barreira
hematoencefalica e invadir o sistema nervoso central. A compreensdo dos mecanismos
de penetracdo bacteriana atraves da barreira hematoencefalica pode ajudar a
desenvolver novas abordagens para prevenir a meningite bacteriana. O Streptococcus
agalactiae, também designado por estreptococo do grupo B (GBS), é considerado o
principal agente causador de meningite em recém-nascidos. Estudos efetuados ao longo
de décadas tém demonstrado que diversos microrganismos tém aumentado as suas
capacidades invasivas ao usar componentes do sistema do plasminogénio do
hospedeiro. De facto, uma ampla gama de bactérias, parasitas, fungos e virus interagem
com o sistema do plasminogénio do hospedeiro, afetando a sua regulacdo, de forma a
obter uma atividade proteolitica superficial adquirindo uma vantagem de sobrevivéncia
na medida em que se encontram mais aptos para disseminar dentro do hospedeiro. A
capacidade de aquisi¢do de uma atividade proteolitica “plasmin-like” na superficie dos
agentes patogénicos, como é o caso das bactérias Streptococcus agalactiae, Borrelia
burgdorferi e Yersinia pestis, foi descrita como um importante mecanismo de
viruléncia, ajudando na passagem destes microrganismos através das matrizes
extracelulares e na sua disseminacdo pelo organismo do hospedeiro. A interacdo com o
sistema do plasminogénio pode estar envolvido na passagem da barreira
hematoencefalica por varios patogénicos, por exemplo o Streptococcus agalactiae,
contribuindo assim para a infecdo do sistema nervoso central. Neste trabalho foi descrita
e analisada a interagdo de varios microrganismos e o sistema do plasminogénio do
hospedeiro relativamente a sua relevancia no desenvolvimento de infe¢Bes invasivas
bem como possiveis estratégias terapéuticas alternativas baseadas neste mecanismo de

viruléncia.



Summary

Some bacterial pathogens have the ability to break the blood brain barrier and invade
the central nervous system. The understanding of the mechanisms of bacterial
penetration through the blood brain barrier may help to develop new approaches to
prevent bacterial meningitis. Streptococcus agalactiae, also designated group B
streptococcus (GBS), is considered the main causative agent of meningitis in newborns.
Studies conducted over decades, have shown that many microorganisms have increased
their survival capacity by using the components of the host plasminogen system. In fact,
a wide range of bacteria, parasites, fungi and viruses interact with the host plasminogen
system and affect its regulation to obtain a surface proteolytic activity and acquiring a
survival advantage due to its enhancement dissemination capacity. Actually, the ability
to acquire a proteolytic plasmin-like activity on the surface of several pathogens, such
as bacteria Streptococcus agalactiae, Borrelia burgdorferi and Yersinia pestis has been
described as an important virulence mechanism, assisting in the passage of
microorganisms through the extracellular matrices and their dissemination in the body
of the host. The plasminogen system may be involved also in the crossing of the blood
brain barrier, contributing to the development of the infection of the central nervous
system. In this work it is described the interaction between several pathogens and the
plasminogen system and analyzed concerning its significance in the development of
invasive infections as well as alternative therapeutic strategies based in this virulence

mechanism.
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State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

Introducéo

O presente trabalho de dissertacdo de Mestrado proposto pela coordenacdo de
Ciéncias Farmacéuticas é fundamentado pela reviséo da literatura no que diz respeito a
descricdo do estado da arte relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da
barreira hematoencefalica pelo Streptococcus agalactiae e outros microrganismos. Este
tema € de elevado interesse e importancia, pois as infe¢cdes do SNC continuam a ser
uma das maiores causas de mortalidade em recém-nascidos. A invasdo microbiana
através da barreira hematoencefalica é um pré-requisito para infecbes do sistema
nervoso central (SNC). Um entendimento mais profundo sobre a interacdo microbiana
com o hospedeiro que esta envolvido na quebra da barreira hematoencefalica deve

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias para prevenir infecdes do SNC.

No inicio deste trabalho, é apresentado um glossario de forma a se obter uma
melhor compreensdo sobre a nomenclatura relativa ao sistema do plasminogénio. E
também apresentada uma lista de abreviaturas. O primeiro capitulo incide na
apresentacdo do sistema do plasminogénio, descrevendo como este funciona e atua no
organismo humano, quais 0s seus constituintes, qual a sua importancia e regulagéo.
Ainda neste primeiro capitulo sdo descritas algumas interacbes entre varios
microrganismos e o sistema do plasminogénio e a forma como estas aumentam a sua

capacidade de invasdo no organismo.

O segundo capitulo faz uma descricdo da barreira hematoencefalica revelando
assim toda a sua constituicdo, importancia e funcionamento; e descreve como 0s
patogénios neuro invasivos podem penetrar esta barreira e invadir o SNC causando

assim manifestagdes neuroldgicas.

No terceiro capitulo sdo apresentados alguns microrganismos que podem
atravessar a barreira hematoencefalica e causar patologias como o Streptococcus
agalactiae e a Borrelia burgdorferi. Sdo também apresentadas outras bactérias que
apesar de ndo serem neuro invasivas, ha imensa documentacdo relativamente a sua
interacdo com o sistema do plasminogénio como a Yersinia pestis e 0 Helicobacter

pylori. A bactéria mais salientada é o Streptococcus agalactiae, uma bactéria Gram-



State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

positiva que pertence a familia dos estreptococos do grupo B. Esta bactéria apresenta
uma variedade de moléculas a superficie consideradas fatores de viruléncia visto que
suportam Varios processos da interacdo com o hospedeiro, relacionados com a adeséo e

invasao.

Por fim, a ultima parte deste trabalho consiste numa breve conclusdo, onde séo
relacionados 0s aspetos mais relevantes da interacdo dos microrganismos com o sistema

do plasminogénio e a sua influéncia sobre a passagem da barreira hematoencefalica.



State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

Lista de abreviaturas

o 02-AP — a2-antiplasmina

o BHE —barreira hematoencefalica

o BMEC - “brain microvascular endothelial cell”, célula endotelial microvascular
do cerebro

o GAS - “Group A streptococcus”, estreptococo do grupo A

o GBS - “Goup B streptococcus”, estreptococo do grupo B

o GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

o Glu - glutamato

o EOD - “early onset disease”, doenga de inicio precoce

o HBMEC - “human brain microvascular endotelial cell”, célula endotelial
microvascular cerebral humana

o IL-8—interleucina 8

o LOD - “late onset disease”, doenca de inicio tardio

o Lys-lisina

o MB —membrana basal

o MEC — matriz extracelular

o MMP — metaloprotease da matriz

o PAI —“plasminogen activator inhibitor”, inibidor do ativador do plasminogeénio

o PA —*“plasminogen activator”, ativador do plasminogénio

o SK - streptocinase

o SNC - sistema nervoso central

o t-PA —“tissue-type plasminogen activator”, ativador do plasminogénio do tipo
tecidual

o U-PA - “urokinase ”, ativador do plasminogénio do tipo urocinase
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Glossario

Plasminogénio: é uma glicoproteina secretada pelo figado (sob a forma de um
percursor inativo), contendo 791 aminoacidos e 2% de hidratos de carbono, sendo a sua
massa molecular cerca de 92.000 Dalton. Esta glicoproteina é convertida em plasmina

(molécula ativa) através dos seus ativadores especificos que sdo o t-PA e 0 u-PA.

Plasmina: é uma importante enzima que esta presente no sangue, produzida a partir de
uma proenzima inativa (plasminogénio) e cuja funcdo principal é degradar a fibrina
(fibrindlise) para além de outras, como por exemplo ativar metaloproteinases da matriz

extracelular.

Dominios de Kringle: dominios proteicos unidos por ligacGes dissulfureto que tém um
papel fundamental na ligacdo a membranas e proteinas. Estes dominios estdo presentes
nas proteinas fibrinoliticas, estdo relacionados com a coagulacao e tém a capacidade de

fazer com que o plasminogénio adote conformagdes diferentes.

Glu-plasminogénio: forma da molécula de plasminogénio que possui um residuo de
acido glutdmico na posicdo N-terminal (forma do plasminogénio mais comum,

fisiologicamente).

Lys-plasminogénio: outra forma de plasminogénio gerado por clivagem proteolitica

contendo em residuo de lisina na posicdo N-terminal.

Ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA): é um ativador enddgeno de
plasminogénio; € uma serino-protéase secretada pelas células endoteliais. Converte o

plasminogénio em plasmina.

Ativador do plasminogénio do tipo urocinase (u-PA): é um ativador endégeno de
plasminogénio que aparece no sangue e em outros fluidos corporais. Tal como o t-PA,

converte o plasminogénio em plasmina.

Streptocinase: ¢ um ativador exogeno do plasminogénio que forma um complexo
esquiométrico 1:1 com o plasminogénio humano. E derivado de vérias espécies de

Streptococcus .
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a,- anti-plasmina (a2-AP): é uma glicoproteina de cadeia simples sintetizada pelo
figado e que funciona como uma serina protéase inibidora. E uma enzima que inativa a

plasmina. A sua acdo é um processo fundamental na regulacao da fibrinolise.

az-macroglubina (02-M): é uma anti protéase que inibe a plasmina e cuja principal
funcdo é neutralizar as enzimas proteoliticas. Apesar de esta ter uma concentracdo mais
elevada do que a ap-anti-plasmina, € menos eficaz no processo de inativacdo da

plasmina.

Inibidores dos ativadores do plasminogénio: sdo serina protéases que inibem a agédo
dos ativadores do plasminogénio, (t-PA, u-PA e streptocinase). Os principais inibidores
dos ativadores do plasminogénio sdo os PAI-1, PAI-2, PAI-3 e PAI-4, sendo de destacar
o PAI-1 que inibe tanto o t-PA como o u-PA e ¢ o inibidor predominante no plasma; o

PAI-2 inibe principalmente o u-PA.

Matriz extracelular: permite a migracdo de células durante todo o desenvolvimento
embrionario e é também um fator de coesdo e flexibilidade do corpo dos animais. Esta
matriz € constituida por colagénio, glicoproteinas, proteoglicanos e elastina.
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l. Introducéo ao tema

Diversas espécies de bactérias patogénicas intervém com o sistema proteolitico
plasminogénio dos mamiferos (Lahteenmaki et al., 2005). Todas elas apresentam uma
diversidade de moléculas na sua superficie, estando muitas delas envolvidas numa
variedade de processos de interacdo com o hospedeiro sendo consideradas fatores de
viruléncia. Para além das bactérias, estdo descritos outros microrganismos, como fungos
e parasitas que interagem com o sistema do plasminogénio do hospedeiro (Lahteenmaki
et al., 2005). Algumas, afetam a regulacéo deste sistema, como por exemplo degradando
os inibidores de plasmina circulante e influenciando os niveis de ativadores de
plasminogénio (Lahteenmaki et al., 2005). O mecanismo conceptual consiste no fato
desta interacdo lhes permitir adquirir uma actividade proteolitica superficial “plasmin-
like” que lhes confere uma vantagem de sobrevivéncia por aumento da sua capacidade

de invaséo ( Lahteenmaki et al., 2005).

O Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) € uma bactéria do grupo B dos
estreptococos (GBS) que é o principal causador de doencgas neonatais em humanos, por
exemplo, a meningite. Esta bactéria consegue aderir e invadir as células
microvasculares endoteliais do cérebro e em seguida passar através da barreira
hematoencefalica (BHE) (Tettelin et al., 2005). Recentemente, num ensaio de Transwell
gue mimetiza a penetracdo do S. agalactiae no cérebro, verificou-se in vitro que a sua
interacdo com o plasminogénio aumenta a migracdo (Magalhdes, 2012).
Adicionalmente, também se mostrou in vivo, num modelo animal de suscetibilidade a
infecdo, que o pré-tratamento do S. agalactiae com plasminogénio aumenta a
colonizag&o no cerebro (Magalhaes, 2012).

Tal como referido anteriormente, ndo sé a bactéria S. agalactiae tem a capacidade
de interagir como sistema do plasminogénio; existem outras variedades de bactérias,
parasitas, fungos e virus que também tem a capacidade de aquisi¢do de uma atividade
proteolitica superficial que até ja foi documentada como um importante mecanismo de
viruléncia: estreptococos do grupo A (GAS), Borrelia burgdorferi (B.burgdorferi) e

Yersinia pestis (Y. pestis); ajudando na passagem destes microrganismos através das
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matrizes extracelulares e na sua disseminacdo pelo organismo do hospedeiro
(Lahteenmaki et al., 2005).

Este estudo, tem entdo como principal objetivo descrever a interacdo do sistema
do plasminogénio com S. agalactiae e outros microrganismos e demonstrar a relevancia

desta interacdo nas infecdes invasivas.
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1. Sistema do plasminogénio

O plasminogénio é uma glicoproteina secretada pelo figado sob a forma de um
percursor inativo. ApoOs a sua ativacdo proteolitica, € convertido em plasmina, uma
serina protéase potente que esta envolvida na dissolucdo de codgulos sanguineos de
fibrina. Estes sdo normalmente associados a condi¢fes hiperfibrinoliticas ou até mesmo
tromboticas (Axelsson, 1995). Além do seu importante papel no sistema hemostatico, o
sistema do plasminogénio tem também outras numerosas fungdes em outros processos,
incluindo remodelacdo da matriz extracelular (MEC), crescimento e disseminacéao

tumoral, cicatrizacdo de feridas e infegdo (Franco, 2001).

O plasminogénio humano é constituido por uma glicoproteina de cadeia Unica,
contendo 791 aminocidos e 2% de hidratos de carbono, sendo a sua massa molecular
estimada em cerca de 92.000 Dalton. A molécula de plasminogénio contém um total de
seis dominios estruturais onde cada um destes tem diferentes propriedades (Henkin et
al., 1991). A porcéo N-terminal da molécula tem 5 dominios Kringle com a capacidade
de se ligar a fibrina (Figura 1). Estes dominios tém a capacidade de fazer com que o
plasminogénio adote conformacdes diferentes. O dominio protéase de serina assemelha-
se ao de outras protéases de serina e contém o sitio ativo His, Asp e Ser. Esta regido
contém também Ala que parece ser essencial para a funcdo normal do plasminogénio
(Axelsson, 1995).
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Figura 1 — Estrutura da molécula de plasminogénio humano (Axelsson, 1995).
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Existem vérias formas de plasminogénio no plasma humano podendo ser
separadas por cromatografia de afinidade. A forma principal do plasminogénio tem um
residuo de é&cido glutdmico no N-terminal sendo este denominado de Glu-
plasminogénio. Existem também outras formas de plasminogénio geradas pela clivagem
proteolitica, contendo a maior parte da lisina na posicdo N-terminal, sendo assim

denominadas Lys-plasminogénio (Dobrovolsky and Titaeva, 2002).

1.1. Constituintes do sistema do plasminogénio

i Plasmina

A plasmina é uma enzima ativa, produzida a partir de uma proenzima inativa
(plasminogeénio), que tem por funcdo degradar a fibrina e ativar metaloproteinases da
MEC (Collen, 1999). Atraves dos seus ativadores naturais, ativador de plasminogénio
tecidual (t-PA) e ativador do tipo urocinase (u-PA), a ativacdo do plasminogénio ocorre
através de clivagem proteolitica. A plasmina formada pode degradar a fibrina resultando
assim em produtos de degradacao da fibrina ou fragmentos (Figura 2). A plasmina pode
ndo s degradar a fibrina mas também muitas outras proteinas do plasma, por exemplo,
na coagulacéo, os fatores V, VIII, e vonWillebrand séo os alvos da plasmina. Esta forma
um complexo estavel desprovido de atividade proteolitica através da inibicdo da sua

atividade que é conseguida com os seus inibidores a2-AP ou a2-M (Axelsson, 1995).

s> B

PLASMINOGENIO

Fibrina == PDF

Figura 2 — Esquema do sistema fibrinolitico: produtos de degradagdo de fibrina
(Franco, 2001).



State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

ii. Ativadores do plasminogénio

Os ativadores do plasminogénio podem ser divididos em dois grupos: ativadores
enddgenos (t-PA e u-PA), circulando no sangue e em outros fluidos corporais e
ativadores exogenos (secretados por bactérias). Os ativadores do plasminogénio sao
usados clinicamente para dissolver os codgulos e também para o tratamento de

hipertensdo, embolia pulmonar e enfarte agudo do miocéardio (Axelsson, 1995).

O ativador t-PA é uma proteina que ¢é secretada por células endoteliais sendo
composta por 5 dominios e é o principal ativador de plasminogénio na fibrindlise. O t-
PA é estruturalmente diferente do u-PA apesar das suas funcdes serem semelhantes. O
ativador t-PA foi inicialmente identificado como um produto de células de melanoma
(Loscalzo and Braunwald, 1988). O u-PA é uma protéase que foi isolada a partir da
urina e que tem a capacidade de ativar o plasminogénio. Esta pode apresentar-se em
duas formas, uma de cadeia simples e outra contendo duas cadeias polipeptidicas unidas
por uma ligacdo de dissulfureto (Figura 3) (Maksimenko, 1995). Este ativador esta
associado a processos como a remodelacdo de tecidos, a inflamacdo e a cicatrizacao,

entre outros (Fazioli and Blasi, 1994).
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Figura 3 — Estrutura de dominios de t-PA, u-PA e plasminogénio (Dobrovolsky and
Titaeva, 2002).
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Streptocinase

A streptocinase (SK) é uma proteina secretada por varias espécies de bactérias
que pode ligar e ativar o plasminogénio. E portanto um ativador exégeno do
plasminogénio. Este ativador forma um complexo esquiométrico 1:1 com o
plasminogénio humano sendo a formacgdo deste complexo acompanhada por uma
mudanca conformacional que modifica a molécula de plasminogénio. Especificamente,
ocorre a exposicdo do sitio ativo para ativar uma segunda molécula de plasminogénio,
seguido pela conversdo do complexo SK-plasminogénio num complexo SK-plasmina.
Ambos os complexos formados séo ativadores eficientes de plasminogénio (Figura 4)
(Axelsson, 1995).

SK+Pg — [SK*Pg]
[SK*Pg] + Pg ——== [SK*Pm] + Pm

[SKPm] + Py ————= [SK*Pm] + Pm

Figura 4 — Sequéncia SK, rea¢des do plasminogénio humano e da plasmina (Axelsson,
1995).

iii. Inibidores dos ativadores do plasminogénio e outros inibidores

Existem quatro proteinas diferentes, que pertencem a familia das protéases de
serina que foram identificadas como inibidores dos ativadores do plasminogénio. Os
ativadores endogenos t-PA e u-PA no sangue sdo inibidos por uma glicoproteina,
sintetizada pelo endotélio, chamado inibidor do ativador do plasminogeénio tipo-1 (PAI-
1). Existe também o PAI-2 que é sintetizado pela placenta, mondcitos e macrofagos e
que no sangue normal ndo é detetado podendo aparecer em vérias doencas. Ainda foram
descritos os inibidores PAI-3 e PAI-4 cuja funcdo é serem inibidores da proteina C
(Krishnamurti and Alving, 1992). Existe ainda a2-antiplasmina (a2-AP) que é um
inibidor de plasmina primario no plasma. Varios estudos mostraram que a ligacdo do
plasminogénio/plasmina a varios substratos ocorre via locais de ligacdo a residuos de

lisina (lysine binding-sites) nas moléculas de plasminogénio/plasmina. Este facto,

11



State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

justifica a observacdo seguinte: estando lysine binding-sites ocupados (por exemplo
com o acido g-aminocaproico, um analogo de lisina), a inibigdo por o2-AP é

notoriamente reduzida (Coleman and Benach, 1999).

O principal alvo do sistema fibrinolitico sdo os coagulos de fibrina que s&o
depositados no sistema intravascular. No entanto, devido ao facto da plasmina ter um
largo espetro de acdo, estd implicada na degradacdo de uma grande quantidade de
substratos (Coleman and Benach, 1999). Para além de poder danificar diretamente a
membrana basal (MB) das células por degradagdo direta da laminina e fibronectina,
também as danifica indiretamente, através da ativacdo de metaloproteases de matriz
(MMP), pois estas tém a capacidade de degradar todos os componentes das MEC, assim

como modular a imunidade microbiana e a inflamagé&o (DeClerck and Laug, 1996).

2. Interacdo entre o sistema do plasminogénio e as bactérias

Como ja referi, o sistema do plasminogénio dos mamiferos tem um papel
fundamental na fibrindlise e na degradacdo da MEC, pois este esta também envolvido
na migracdo das células eucaridticas (Lahteenmaki et al., 2001). Por outro lado, existem
imensas espécies patogénicas que intervém com o sistema do plasminogénio, o que leva
a pensar que estas usam o plasminogénio para adquirirem uma capacidade proteolitica
superficial que lhes permite, em primeira instancia a obtencdo de nutrientes e também a

migracdo facilitada através de barreiras teciduais (Lahteenmaki et al., 2001).

O plasminogénio é uma enzima que circula no plasma com uma concentragdo
elevada (cerca de 180 pg/ml) e, apos ativagado € convertido em plasmina. Como ja referi,
o plasminogénio é geralmente ativado por t-PA e u-PA e convertido em plasmina. A
plasmina degrada ndo sé coagulos de fibrina (fibrindlise) mas também varios
componentes da MEC e ativa as pro-MMPs. Estas pro-MMPs, na sua forma ativa,
degradam varias proteinas da MEC e da MB (Parks et al., 2004). Esta ativacdo €
controlada pela produgéo dos ativadores t-PA e u-PA juntamente com o PAI-1 e em
seguida, a agdo da plasmina ¢ regulada por 02-AP e a2-M que s&o 0s seus inibidores

(Lijnen and Collen, 1995). A existéncia de inibidores dos ativadores do plasminogénio
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bem como os inibidores da plasmina mostra que este sistema se encontra

fisiologicamente bem regulado (Figura 5) (Lahteenmaki et al., 2005).

Plasminogen
tPA
uPA
uz-antiplasmin —————— >
DEGRADATION OF
FIBRIN
PROCESSING OF
PROHORMONES
DEGRADATION OF
LAMININ GROWTH FACTORS
FIBRONECTIN

Y
Procollagenases ———>  Collagenases

v

DEGRADATION OF
COLLAGENS

Figura 5 — Visdo esquematica do sistema do plasminogénio e sua regulacdo
(Lahteenmaki et al., 2005).

As bactérias patogénicas podem intervir com o sistema do plasminogénio de
varias formas (Figura 6) ( Lahteenmaki et al., 2005). A figura 6 mostra uma visao geral
do sistema do plasminogénio nos mamiferos e mostra também a forma de como o0s

microrganismos controlam este mesmo sistema (Lahteenmaki et al., 2005).
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Figura 6 — Visdo geral do sistema do plasminogénio dos mamiferos, seu controlo e
como as bactérias patogénicas interatuam com este sistema (Lahteenmaki et al., 2005).

A interacdo das bactérias com o plasminogénio pode ser feita através da
imobilizacdo do plasminogénio ou da plasmina a superficie dos patogénios, aumentando
assim a capacidade ativacdo do plasminogénio pelo t-PA e protegendo a plasmina da
acao da a2-AP (Boyle and Lottenberg, 1997, Lahteenmaki et al., 2005).

De facto, foram ja identificados varios recetores de plasminogénio a superficie de
varias bactérias e curiosamente muitos deles sdo proteinas housekeepig, como por
exemplo, enzimas glicoliticas (Lahteenmaki et al., 2005, Magalhdes, 2012). Estas
proteinas sdo usualmente designadas por moonlighing visto terem varias funcdes. A
producdo de ativadores de plasminogénio (PAs) € limitada a poucas espécies de
bactérias patogénicas (por exemplo, o Streptococcus pyogenes produz a streptocinase, 0
Staphylococcus aureus produz estafilocinase, a Y. pestis produz Pla, ambos ativadores
ex0genos); no entanto, varias bactérias estimulam a secre¢do dos activadores enddgenos
de plasminogénio e outras inibem a secrecdo de inibidores dos ativadores de

plasminogénio (Boyle and Lottenberg, 1997).
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A ligagédo de plasminogénio ao recetor superficial bacteriano (Figura 6) permite
que as bactérias se transformem em organismos proteoliticos utilizando o sistema do
plasminogénio do hospedeiro para disseminar dentro do hospedeiro. H& ainda bactérias
patogénicas, como por exemplo a Y. pestis e Porphyromomas gingivalis, que podem
aumentar a proteolise do hospedeiro inibindo a acao dos inibidores de plasmina a2-AP e

a2-M (Travis et al., 1995).

Foi descrito que a SK de Streptococcus e a estafilocinase de S. aureus sdo
proteinas secretadas que formam complexos 1:1 com o plasminogénio levando a
alteracdo da sua conformacdo e especificidade (Lahteenmaki et al., 2005). A SK é
secretada pelos grupos A, C e G de estreptococos mas o seu papel na viruléncia
bacteriana tem vindo a ser estudado principalmente no GAS. Estes sdo patogénios
invasivos que podem causar doencas de pele e de faringe como outras doengas que

poderdo até mesmo ser fatais (Lahteenmaki et al., 2005).

Foram descritos dois recetores de plasminogénio nos grupos A, B e C de
Streptococcus: a proteina M estreptococica do grupo A e as enzimas glicoliticas
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e a-enolase. A GAPDH foi descrita
como sendo uma proteina superficial no fungo Candida albicans e, para além de ligar
ao plasminogénio, também se liga a outras proteinas da MEC como a laminina e a
fibronectina, estando esta ligacao relacionada com a capacidade de adesdo deste fungo e
portanto com a sua patogenicidade (Gozalbo et al., 1998). A a-enolase e a GAPDH sdo
enzimas centrais para 0 crescimento das bactérias sendo por isso designadas
housekeeping, como ja referi. Na andlise da sua presenca & superficie bacteriana é
plausivel afirmar que sdo importantes para que as bactérias patogénicas explorem o
sistema do plasminogénio em seu beneficio, ou seja, para um aumento da sua viruléncia
(Lahteenmaki et al., 2005).

As interacdes das bactérias com o sistema do plasminogénio ainda sdo bastante
complexas, pois ainda ndo é possivel entender completamente tanto as suas funcdes
como 0s mecanismos patogénicos. No entanto, sabe-se que uma enorme lista de agentes
patogénicos mostra reatividade com os componentes do sistema do plasminogénio in
vitro (Lahteenmaki et al., 2001). Curiosamente, a maioria dos recetores identificados do
plasminogénio bacteriano tém fungdes essenciais, tais como, adesdo, movimento e

funcdo metabolica (Lahteenmaki et al., 2005).
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Em suma, pensa-se que o objetivo dos microrganismos ao interagir com o sistema
do plasminogénio é adquirirem uma atividade proteolitica superficial aumentando o seu

poder de invaséo e a sua patogenicidade (Coleman and Benach, 1999).
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1. Barreira hematoencefalica

A BHE isola o meio interno do SNC em relacdo a circulacdo sanguinea, sendo
desta forma uma interface reguladora entre a circulacéo periférica e o SNC (Kim, 2008).
Esta mesma barreira desempenha um papel muito importante na protecdo do cérebro,
um papel vital, pois impede ndo s6 a passagem e a troca de ides e moléculas organicas
entre 0 plasma sanguineo e o tecido nervoso, como também a entrada de diversos

microrganismos (DeBoer and Dodd, 2007).

A BHE (Figura7), uma barreira estrutural e funcional, é formada por células
microvasculares endoteliais do cérebro, astrocitos, pericitos e ainda por micréglia (Kim,
2008).

Os astrocitos sdo células cerebrais em forma de estrela, aderem a superficie
externa do endotélio e da MB da BHE e ligam 0s neur6nios aos capilares sanguineos.
Estas células sdo excitaveis e desempenham um papel importantissimo na modulacdo da
atividade neuronal e no processamento de informacbes. Sdo também células muito
importantes no controlo do ténus vascular e é neste sentido que o papel dos astrdcitos,
na manutencdo das células endoteliais da microvasculatura cerebral tem sido estudado.
Estas células podem ainda, influenciar a atividade e a sobrevivéncia dos neurdnios, pois
tém a capacidade de controlar os constituintes do meio extracelular, absorvendo
excessos localizados de neurotransmissores e sintetizando moléculas neuro ativas (Kim,
2008).

Os pericitos sdo células cerebrais contrateis que regulam o fluxo sanguineo
capilar através da contracdo e relaxamento. Estas células desempenham um papel muito
importante na manutencdo da BHE, como a autorregulacdo da homeostase cerebral
(Thanabalasundaram et al., 2010). De facto, a interacdo dos pericitos com o endotélio é
essencial para a formacdo, maturagdo e manutencdo da BHE. Estas células sdo de
tamanha importancia, que estudos efetuados in vitro revelam, que 0s pericitos ao terem
um fator de crescimento endotelial vascular, tém a capacidade de regular a integridade
da BHE (Thanabalasundaram et al., 2010).
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Quanto a micrdglia, as principais células imunes do cérebro, sao
aproximadamente 12% do contetdo celular total, dependendo da regido do cérebro,
salde ou patologia. No cérebro, a micrdglia tem uma importante funco de "vigilancia
imunolodgica” do sistema nervoso (Aloisi, 2001). Sdo todos estes componentes que
mantém o microambiente neuronal através da regulacdo da passagem de moléculas para
dentro e para fora do cérebro, e sdo também estes, que protegem o cérebro de toxinas e
microrganismos que circulam no sangue (Kim, 2008). Todos esses componentes Sao
chamados de “unidade neurovascular” que constitui um conceito importante para

compreender a fisiologia da BHE (Kim, 2008).
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Figura 7 — BHE e seus constituintes (Kim, 2008).

A BHE ¢é ainda formada por uma MEC, matriz esta que representa
aproximadamente 20% do volume total do cérebro. A MEC ¢ altamente organizada e
esta localizada na interface entre os vasos sanguineos e as células de glia (neurdglia). A
MEC serve como “ancora” com o endotélio através das interagOes de proteinas da MEC
com os recetores endoteliais. A quebra desta matriz pode levar a alteracbes no
citoesqueleto das células endoteliais da vasculatura cerebral, o que vai afetar a
integridade da barreira, com o aumento da permeabilidade desta em estados patoldgicos
(Thanabalasundaram et al., 2010).
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A BHE tem ainda outras funcgdes, destacando-se a comunicacéo entre 0 SNC e 0s
tecidos periféricos. A impermeabilidade da BHE € o resultado de uma série de
caracteristicas unicas, que dificulta a penetracdo de muitas moléculas. Ao ter estas
caracteristicas, a BHE torna-se altamente restritiva, impedindo a passagem quer de
toxinas quer de agentes terapéuticos da corrente sanguinea para o cérebro. Além das
funcOes de permeabilidade seletiva, a BHE possui aspetos importantes, como fungdes
neuro-imunes, incluindo a secre¢do de citoquinas, prostaglandinas e éxido nitrico (Hugo
Rojas, 2011).

1. Mecanismos de invasao na BHE

Os patogénios neuroinvasivos podem penetrar a BHE e invadir o SNC causando
assim manifestacdes neuroldgicas. No entanto, 0os mecanismos utilizados por muitos
patogénios para atravessar esta barreira ainda ndo sdo bem claros. Alguns estudos
revelam que a deslocacdo microbiana através da BHE pode envolver uma interacéo
microbiana com o hospedeiro (interacdo ligando-recetor) entre moléculas a superficie
dos patogenios e varias moléculas do endotélio cerebral. Por outro lado, os sintomas
neuroldgicos de algumas doencas estdo associados com o modo de penetracdo desta

barreira pelos varios patogénios neuro invasivos (Pulzova et al., 2009).

Um numero muito elevado de agentes patogénicos é capaz de atravessar a BHE e
infetar o SNC (Tabela 1).
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Tabela 1 — Agentes patogénicos que causam infecdes no SNC humano (Pulzova et al.,

2009).

Bacteria

Fungi

Parasites

Viruses

E. coli, group B Streptococd, Listeria monocytogenes, S. pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae type B,
Citrobacter spp., Borrelia burgdorferi sensu fato, Treponema pallidum, Acinetobacter baumanni, Serratia marcescens, Pseudomonas
putida, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Meningococcus, Salmonella meningitis, Bacillus anthracis,
Bacillus cereus, Francisella tularensis, Chryseobacterium meningosepticum, Kingella kingae, Rothia mucilaginosa and Mycobacterium
tuberculesis

Cryptococcus, Candida albicars, Aspergillus, Zygomycetes, Blastomyces, Histoplasma capsulatumn, Cladophialophora bantiana,
Coccidioides immitis, Pseudallescheria boydii, Arthrographis kalrae, Exophiala dermatitidis, Ramichloridium mackenzie and Ochroconis
gallopava

Plasmodium falciparum, Trypanosoma spp., Toxoplasma gondii, Teania solium, Naegleria fowlen, Acanthomoeba and Angiostrongylus
cantonensis

HIV-1, herpes simplex virus, rhabdovirus (rabies), influenza virus, parainfluenza virus, reavirus, lymphocytic choriomeningitis virus,
arbovirus, cytomegalovirus, flaviviruses (West Nile virus, Japanese encephalitis virus, tick-borne virus, St Luis encephalitis virus, Murray
Valley encephalitis virus), mumps virus, parvavirus B 19, measles virus, T-cell leukemia virus, enterovirus, morbillivirus (Nipah and Hendra
virus), bunyaviruses and togaviruses

Estes agentes patogénicos podem atravessar a BHE de vérias formas,

transcelularmente, paracelularmente e pelo mecanismo do cavalo de Troia (Figura 8)
(Pulzova et al., 2009).

(a) (b) (c)
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Figura 8 — Mecanismos de passagem dos patogénios pela BHE (Pulzova et al., 2009).

(a) Passagem transcelular;

(b) Passagem paracelular;

(c) Mecanismo do cavalo de Troia
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A passagem transcelular da BHE ja& foi demonstrada por imensos agentes
patogénicos como por exemplo: Escherichia coli (E. coli), S. agalactiae, Streptococcus

pneumoniae, Listeria monocytogenes entre outros (Pulzova et al., 2009).

A penetracdo paracelular da BHE tem sido sugerida para Trypanosoma sp. No
mecanismo do cavalo de Trdia, os fagocitos infetados transportam o agente patogénico
através da BHE. Este mecanismo tem vindo a ser sugerido para L. monocytogenes, M.

tuberculosis e para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Pulzova et al., 2009).

A disponibilidade de modelos in vivo permitiu esclarecer alguns dos mecanismos
que estdo envolvidos na passagem de microrganismos pela BHE. Alguns estudos
revelaram que o principal local de entrada no SNC de microrganismos tais como E. coli,

S. agalactiae e C.neoformans € a vasculatura cerebral (Kim et al., 1992).

Em seguida, passarei a descricdo de estudos efetuados que demostram como
diversos agentes patogénicos conseguem quebrar e invadir a BHE, e desta forma

provocar patologias nos seres humanos.

1.1 Invaséo da BHE por alguns agentes patogénicos

Estudos realizados em humanos e em animais experimentais apontam para uma
relacdo entre o nivel de bacterémia e o desenvolvimento de meningite por E.coli, S.

agalactiae e S. pneumoniae (Kim, 2006).

Existem ainda outros agentes causadores de meningite que invadem as HBMECs
através destas mesmas interacfes (ligando-recetor). Um dos exemplos descritos € o S.
pneumoniae, que interatua com as HBMEC pela ligacdo entre a fosforilcolina da sua
parede celular e um fator ativador de plaquetas a superficie das HBMEC (Ring et al.,
1998).

Quanto as consequéncias das infegdes no SNC, as infe¢es por microrganismos
podem induzir disfuncdes na BHE afetando a libertagdo de citocinas, quimiocinas e
outras moléculas, podendo mesmo induzir a citoxicidade e apoptose das HBMECs, cujo

resultado é o aumento da permeabilidade da BHE (Kim, 2003). Esta situacao verificou-
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se na infecdo por varios microrganismos, como por exemplo E. Coli, S. agalactiae, N.
meningitidis e S. suis (Kim, 2003). Especificando esta situacédo, infecdes provocadas por
E. coli e S. agalactiae (Galanakis et al., 2006) induzem a libertacdo de interleucina 8
(IL-8) pelas HBMECs (Sokolova et al., 2004). Esta citocina é geralmente sintetizada
por macréfagos com a capacidade de induzir a divisdo de outras células (Sokolova et al.,
2004).

De realcar, € o fato da libertacdo da IL-8 em resposta a meningite causada por
microrganismos nao ocorrer em células endoteliais ndo cerebrais como as células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS), o que elucida bem como a resposta de

IL-8 & meningite causada por microrganismos € especifica para HBMECs (Kim, 2008).

Em conclusdo, um conhecimento mais alargado das interacbes microbianas com a
BHE pode elucidar o mecanismo pelo qual os agentes neuro invasivos invadem a BHE
e facilitar o desenvolvimento de novas estratégias de prevencao e terapia das infecdes
do SNC (Kim, 2008)
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I11.  Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

1. Streptococcus agalactiae

O S. agalactiae coloniza habitualmente individuos saudaveis assintomaticamente,
mas em certas circunstancias, tem a capacidade de invadir tecidos dos hospedeiros,
escapar a detecdo imunologica e causar doencas graves (Maisey et al., 2008). Esta
bactéria estd frequentemente presente nas membranas das mucosas dos seres humanos e
dos animais, colonizando principalmente o trato intestinal e geniturinario em humanos
(GAGO, 2008). O S. agalactiae é a causa mais comum de meningite neonatal. A
mortalidade desta doenca é aproximadamente de 30%, ficando 50% dos sobreviventes
com diversas sequelas neurologicas entre elas, cegueira, surdez, e deficiéncias de
desenvolvimento (Annette K. Ansong, 2009). A doenca provocada por esta bactéria é
tida como causa importante ndo s6 de septicémia e pneumonia em recém-nascidos mas
também em adultos imunodeprimidos (Franzolin et al., 2005). Assim, uma melhor
compreensdo da interacdo do S. agalactiae com o hospedeiro fornece ndo so
informacdes importantes sobre a patogénese desta bactéria mas também destaca alvos
moleculares para intervengdes terapéuticas (Maisey et al., 2008).

A doenca neonatal provocada por é classificada principalmente em duas formas: a
doenca de inicio precoce (early onset disease, EOD) e a doenca de inicio tardio (late
onset disease, LOD), dependendo da idade do lactente no momento de manifestacdo da
doenca (Schuchat, 2001). A doenca de inicio precoce manifesta-se nas primeiras horas
ou dias de vida (< 7 dias de vida), apresentando-se frequentemente sob a forma de
insuficiéncia respiratoria e pneumonia que pode rapidamente evoluir para bacterémia e
choque séptico. Em contraste, a doenca de inicio tardio por S. agalactiae pode ocorrer
em bebés, a partir da primeira semana de vida até trés meses de idade e caracteriza-se
clinicamente por bacterémia com cerca de 40-60% de progressdo para meningite (Johri
et al., 2006). Apds o terceiro més, as manifestacGes clinicas da infe¢do por S. agalactiae
sdo raras mas ha relatos recentes de doenca de inicio ultra-tardio descrevendo casos de

meningite (Guilbert et al., 2010). Embora ndo haja nenhuma informacéo sobre a causa
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da infecdo nestes casos, demonstrou-se que hd uma correlacdo com a prematuridade
(Guilbert et al., 2010).

Como ja referi, nos casos de EOD, a infe¢do sistémica é mais comum no
nascimento ou dentro das primeiras 24 h acompanhada por insuficiéncia respiratéria e
pneumonia, que progride rapidamente para sindrome de choque séptico e, menos
frequentemente para meningite (Melin, 2011). A infecdo de inicio precoce causada por
S. agalactiae € caracteristicamente relacionada ao facto da mée estar infetada no trato
genital (assintomaticamente) com S. agalactiae, existindo uma relagdo direta entre a
densidade de colonizagéo vaginal no inicio do trabalho de parto, o risco de transmissédo
vertical e probabilidade de doenca neonatal grave (Melin, 2011). O segundo pico de
incidéncia da doenga, LOD, pode ocorrer em criangas até varios meses de idade (7-90
dias). Como ja referi, bebés com S. agalactiae-LOD apresentam geralmente bacterémia
e muitas vezes (quase um quarto dos casos) podem desenvolver meningite (Melin,
2011). Em contraste com EOD, tem sido relatado que a LOD nem sempre ¢é adquirida
da mae (Melin, 2011). Portanto, apesar da aquisi¢do da LOD por S. agalactiae ndo estar
completamente esclarecida, a transmissdo vertical, a aquisicdo hospitalar ou infegéo
através do leite durante a amamentacdo sdo apontados como provaveis causas
(Schuchat, 2001). Pensa-se que o contacto do bebé com o canal de parto (contaminado)
durante o parto, origina infecBes persistentes das mucosas do recém-nascido que
eventualmente podem levar a disseminacdo bacteriana e meningite (Fluegge et al.,
2006).

Antes da introducdo de qualquer estratégia preventiva, a incidéncia natural de S.
agalactiae varia entre 0,5 a 4 casos por mil nados- vivos, com importantes variacdes
geograficas. Nos EUA, ap6s a implementacdo generalizada de estratégias preventivas, a
incidéncia diminuiu drasticamente de 1,7 casos por 1000 nascidos vivos em 1993 para
menos de 0,4 casos por mil nascidos vivos em 2008. Nos paises europeus, onde estas
estratégias preventivas foram adotadas, uma queda importante da incidéncia de S.
agalactiae foi também observada (Coleman et al., 1997). No entanto, durante o periodo
de 20 anos, a incidéncia da LOD por S. agalactiae manteve-se relativamente estavel,
com 0,4 casos por 1000 nascidos vivos (Figura 9) (Verani et al., 2010).

24



State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

20
1st ACOG & AAP statements
l e Early-onset
ja = = = = m [ate-onsat
£ 154
&)
- Consensus
= quidelines
(=
=
— 1.0 4
.
b .
o Revised
i) - "
Y guidelines
7]
O
Y05
£ - - oy ~
-t L ™ * Y
oy
D'D T L] L] L] L] L] L] L] L] I L] T T L] L] L] L] L] ]
14990 1997 1994 1996 19498 2000 2002 2004 2006 2008

Year

Figura 9 — Variacdo da incidéncia precoce e tardia da doenga invasiva por S.
agalactiae, entre 1990 e 2008 (por implementacao de estratégias preventivas) (Verani et
al., 2010)

O desenvolvimento das doencas causadas por S. agalactiae demonstra 0 sucesso
da colonizacdo bacteriana no epitélio vaginal, na penetracdo de barreiras epiteliais, na
resisténcia a depuracdo imunoldgica permitindo a sua sobrevivéncia na corrente
sanguinea e, em casos de meningite, a capacidade de atravessar a BHE. Para superar
estes obstaculos, o S. agalactiae expressa um conjunto de moléculas superficiais
diversificado e secreta fatores de viruléncia especificos que medeiam as interacdes

especificas da célula-hospedeiro (Campbell et al., 2000).

Sendo S. agalactiae a principal causa de meningite em recém-nascidos, foram
feitos varios estudos, que mostraram que o risco de meningite por S. agalactiae esta
correlacionado com a magnitude e duracdo da bacterémia; e a distribuicdo perivascular
da bactéria com o SNC reflete o tropismo do microrganismo para o endotélio da BHE
(Doran et al., 2005).

Estudos iniciais, permitiram verificar que o S. agalactiae invade eficazmente as
HBMECs e sobrevive intracelularmente (Nizet et al., 1997). Através da microscopia
eletronica, verificou-se que o S. agalactiae explora as vias de internalizacdo das

HBMECs aderindo fortemente a sua superficie, induzindo o rearranjo do citoesqueleto,
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e entrando nas células dentro de um vacutolo endocitico (Nizet et al., 1997). No entanto,
estudos recentes mostraram que o S. agalactiae pode também atravessar a BHE atraves
da sua ativacdo induzida por sépsis, ou seja, € provavel que, a semelhanca de outros
microrganismos, a bactéremia possa promover o aumento da permeabilidade da BHE

favorecendo a sua passagem (Nizet et al., 1997).

Relativamente a resposta inflamatoria do hospedeiro ao S. agalactiae, sabe-se que
contribui significativamente para a patogénese da meningite e lesées do SNC. O inicio
da resposta inflamatoéria é desencadeada pelo endotélio da BHE, ocorrendo a ativacéo
de um padrdo especifico de transcricdo de genes para o recrutamento de neutrofilos,
incluindo a producéo de interleucinas (por exemplo IL-8, como ja referi) e de recetores
endoteliais (Doran et al., 2003). Sabe-se também que a -hemolisina/citolisina (uma das
toxinas formadoras de poros de S. agalactiae) induz a secrecdo de IL-8 e do recetor de
neutrofilos (molécula de adesdo intercelular-1 ICAM-1), promovendo assim a migracao
de neutréfilos atraves das monocamadas das BMEC. Os autores deste estudo sugeriram
entdo que esta toxina € crucial para a manifestacdo especifica da doenca ao nivel do
SNC (Doran et al.,, 2003). Também tem sido relatado que a produgdo de B-
hemolisina/citolisina faz com que o S. agalactiae aumente a sua sobrevivéncia no
sangue humano e que este fenotipo pro-sobrevivéncia estd relacionado com a sua

capacidade de induzir citélise e apoptose nos fagocitos (Liu et al., 2004).

O sistema de plasminogénio como ja referi, contribui para a invasdo do SNC por
S. agalactiae (Magalhdes, 2012). A interagdo de S. agalactiae com o sistema do
plasminogénio do hospedeiro contribui para a sua invasividade. De facto, um estudo
recente permitiu verificar que esta interacdo potencia a transcitose da bactéria in vitro e

para a colonizacdo do cérebro in vivo, (num modelo animal) (Magalhaes, 2012).

A aquisicdo de uma atividade de plasmina pela superficie da célula bacteriana é
uma grande vantagem para as bactérias invasivas, uma vez que podem contribuir para a
penetracdo tecidual. Isto foi verificado in vitro num ensaio com Transwells, na
passagem do S. agalactiae através das HBMEC (Magalhaes, 2012) levando a hipétese
que a interacdo da bactéria com o plasminogenio facilita e penetracdo da BHE e

consequentemente do SNC.
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Por outro lado, varios estudos efetuados com o S. agalactiae indicam que este
agente patogénico causador de meningite invade HBMECs através de interacdes
ligando-recetor ( ndo é esta ref. é o Nizet 1997).

Foram descritas uma variedade de proteinas associadas a ligacdo e invasdo de
HBMECs durante a infecdo por S. agalactiae designadas determinantes de viruléncia:
proteinas ligantes a laminina e ao fibrinogenio, pili, o glicolipido lagA, a gliciproteina
Srr-1 (Serine-rich repeat-1) e a proteina HvgA (de clones ST-17) (Tenenbaum et al.,
2007).

Em seguida, é apresentado um esquema que resume 0S VArios mecanismos de

adesdo e invasdo de S. agalactiae.
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Figura 10 — Mecanismos de adesdo e invasdo de S. agalactiae (Maisey et al., 2008)

A interacdo do S. agalactiae com o plasminogénio é mediada por proteinas
recetoras a superficie da bactéria tendo sido identificadas e recentemente descritas:
GAPDH, enolase, frutose bifosfato-aldolase e fosfogliceromutase (Magalhdes, 2012).
De destacar que todos estes recetores, sdo enzimas glicoliticas que se encontram a

superficie da bactéria. Esta situacdo ndo é estranha visto vérias enzimas glicoliticas ja

27



State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

terem sido previamente descritas como recetores de plasminogénio superficiais, noutros
microrganismos, sendo por isso designadas proteinas moonlighting (Magalhaes, 2012).
Estes recetores imobilizam o plasminogénio na superficie das bactérias “melhorando” a
sua ativacdo e transformando as bactérias em organismos proteoliticos. Um estudo
recente mostrou que a GAPDH de S. agalactiae é libertada para 0 meio extracelular
apos a lise celular, é (re)associada com a superficie bacteriana induzindo a apoptose nos
macrofagos (Oliveira et al., 2012). O S. agalactiae é considerado um agente patogénico
extracelular, contudo tem a capacidade de invadir as células eucarioticas. A interacdo
das bactérias com o sistema do plasminogénio esta considerada como um mecanismo de
invasdo generalizado, ou seja, usado por uma grande variedade de microrganismos,
Assim, uma grande variedade de bactérias, fungos e parasitas utilizam esta estratégia
para invadir as células hospedeiras. A relevancia clinica desta estratégia de invasao
reside no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas por bloqueio da interacao
do microrganismo com plasminogénio. Ou seja, a identificacdo dos recetores
superficiais de plasminogénio pode conduzir a descoberta de antagonistas ou inibidores
que blogueiem a interacdo. Esta estratégia terapéutica cumulativa com a antibioterapia
pode ajudar no controlo da infecdo sistémica ou localizada por S. agalactiae e outros

microrganismos (Lauer et al., 2005).

A medida que o tempo vai passando e que sdo feitas novas pesquisas em S.
agalactiae sdo descobertos novos fatores determinantes de viruléncia ou novas fungoes
para proteinas de superficie previamente identificadas (Lauer et al., 2005). O aumento
de doenca invasiva em adultos e padrfes emergentes de resisténcia a antibidticos
(Chohan et al., 2006) indicam que deve haver uma maior atencao para elucidar quanto
aos fatores de viruléncia do S. agalactiae e 0s mecanismos pelos quais eles interagem
com as células do hospedeiro e com o sistema imunoldgico humano. Desta forma, ao
haver uma maior compreensdo das bases moleculares da patogénese por S. agalactiae,
podem ser identificadas novas moléculas bacterianas que podem representar novos

alvos terapéuticos (Maisey et al., 2008).
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2. Borrelia burgdorferi

A B. burgdorferi é uma bactéria Gram-negativa, anaerobia e movel. Pertence a
familia das espiroquetas, que sd@o microrganismos helicoidais flexiveis (Johnson et al.,
1984). Esta bactéria ¢ causadora da doenga “borreliose de Lyme”, uma doenga
transmitida por vetores (carracas) em zonas temperadas de América do Norte e da
Europa. Embora esta infecdo seja tratavel, os seus sintomas sdo muitas vezes ignorados,
resultando assim em infecBes do sistema neuronal (Pulzova et al.,, 2011). As
manifestacdes neuroldgicas da doenca de Lyme em seres humanos sdo atribuidas, em
parte, a penetracdo da BHE e a invasdo do SNC (Grab et al., 2005). A meningite é uma
das manifestacGes neuroldgicas da doenca de Lyme, ocorrendo estas entre 10 a 40% das
infecdes clinicas (Steere, 1989). Caso estas infecGes ndo sejam tratadas, estas
manifestagdes podem levar a uma variedade de sintomas, tais como: dores musculares,

disfungéo cognitiva, parestesias, fadiga profunda e encefalopatia.

Para infetar o cérebro, as espiroquetas que estdo em circulacdo tem que atravessar
a BHE (Rubin and Staddon, 1999). Embora existam evidéncias de que a B. burgdorferi
penetre no SNC (Garcia-Monco et al., 1997), ainda ndo é bem claro o modo de como
esta bactéria o invade, se transcelularmente, se paracelularmente. Contudo, foi
demonstrado que a B. burgdorferi atravessa as HBMEC, in vitro e que durante a
transmigracdo das espiroquetas, ha manutencdo da integridade das monocamadas das
células endoteliais, tendo sido assim sugerida uma via paracelular de transmigracéo
(Coleman and Benach, 1999).

A B. burgdorferi € um patogénio em que a sua interacdo com o sistema do
plasminogénio esta documentada; especificando, utiliza o sistema do plasminogénio do
hospedeiro para disseminar pelos tecidos do hospedeiro, incluindo o cérebro (Grab et
al., 2005). Assim, a B. burgdorferi adquire uma atividade proteolitica superficial
“plasmin-like” que lhe permite digerir mais facilmente os componentes das MEC
(Coleman et al., 1999), podendo também ativar outras protéases, incluindo as MMPs. A

B. bugdorferi com atividade superficial “plasmin-like” promove a degradagao da MEC
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e a migracdo de bactérias através de monocamadas endoteliais (Coleman and Benach,
1999).

Além disso, tem sido demonstrado que esta bactéria estimula a producgdo de pré-
u-PA em mondcitos humanos, e aumenta a expressdo e a libertacdo de recetores de
monocitos u-PA (Coleman et al., 2001). Consistentemente, esta bactéria adere aos
componentes da MEC (Zambrano et al., 2004), o que sera importante no
direcionamento da ligacdo da bactéria & plasmina nesta mesma matriz (Gebbia et al.,
1999).

Adicionalmente, verificou-se que a travessia de B. burgdorferi através das
HBMEC induz a expressao de ativadores do plasminogénio, recetores de ativador de
plasminogénio e MMPs. A B. burgdorferi ndo secreta qualquer ativador de
plasminogénio, sendo o plasminogénio ligado a sua superficie ativado por ativadores

enddgenos como o u-PA.

Foi igualmente demonstrado que o sistema do plasminogénio se encontra ligado
por uma cascata de ativacao ao sistema de metaloproteinases, que potencia a degradacao
da BHE permitindo a esta bactéria invadir o SNC (Grab et al., 2005).
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3. Escherichia coli

A E. coli é uma bactéria bacilar gram-negativa, que pertence a familia das entero
bactérias e € um dos microrganismos que causa meningite no periodo neonatal. A
mortalidade e morbidade associada a meningite bacteriana continuam a ser
significativas, apesar dos avancos na terapia antimicrobiana. Verificou-se que esta
bactéria apresenta um mecanismo transcelular de passagem através da BHE (Kim,
2002).

Estudos de translocacéao de E. coli do sangue para 0 SNC tornaram-se viaveis por
causa da disponibilidade tanto de modelos in vitro como de modelos in vivo da BHE. O
modelo in vitro da BHE é composto por BMEC (Hoffman et al., 2000). O modelo in
vivo da BHE foi estabelecido por inducdo de meningite em ratos (Hoffman et al., 2000).
Neste modelo de “meningite experimental”, a E. coli é injetada via intracardiaca ou
subcuténea, resultando numa entrada para o SNC, que imita a patogénese da meningite
causada por E. coli em humanos. Esta bactéria atravessa a BHE in vitro, sem alterar a
integridade da BMEC e in vivo, sem alterar a permeabilidade BHE (Stins et al., 2001).
Atualmente, as interacBes E. coli-BMEC representam os mais bem caracterizados

sistema de como as bactérias circulantes atravessam a BHE (Kim, 2001).

Alguns estudos mostraram que a passagem bem sucedida da BHE por E. coli
requer um alto grau de bacterémia, invasdo da BMEC e rearranjos de actina do
citoesqueleto da BMEC. Adicionalmente, véarios estudos em humanos e animais
experimentais sugerem uma relacdo entre a magnitude de bacterémia e o

desenvolvimento de meningite (Huang et al., 1995).

A meningite causada por E. coli nos animais recém-nascidos e em adultos
desenvolve um elevado grau de bacterémia, no entanto, o grau de bacterémia € mais
suscetivel em animais recém-nascidos (Kim, 2002). Assim, a razdo para a estreita
associacao de E. coli com a meningite neonatal, é a capacidade que as bactérias tem
para escapar as defesas do hospedeiro e para alcangar o nivel limiar de bacterémia
necessario para a invasao meningea (Stins et al., 1999). Um alto grau de bacterémia é

necessaria, mas ndo suficiente para o desenvolvimento de meningite por E. coli e a
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invasdo da BMEC é um pré-requisito fundamental para E. coli penetrar a BHE in vivo
(Badger et al., 2000).

Foi mostrado recentemente que a E. coli invade as HBMEC atraves de interagdes
ligando-recetor. Através da microscopia eletronica revelou-se que a invasao de E. coli,
estd associada a rearranjos do citoesqueleto de actina das HBMECs, embora o0s
mecanismos de sinalizacdo envolvidos difiram entre 0s microrganismos causadores de
meningite (Pulzova et al., 2009). Relativamente as interacfes bacterianas ligando-
recetor em E. coli, verificou-se que a ligagdo microbiana para a invasdo de HBMECs é
um pré-requisito para que a penetracdo no SNC seja um sucesso (Kim, 2006). Esta
situacdo verificou-se na infecdo por varios microrganismos além de E.coli, como por

exemplo S. agalactiae, N. meningitidis e S. suis (Kim, 2003).

Uma das principais limitagdes nos avancos na prevencao e terapia de meningite
bacteriana é a compreensdo incompleta da patogénese da doenca, por exemplo, como as
bactérias atravessam a BHE (Kim, 2002). O isolamento e cultivo de BMECs humanas
que constituem a BHE e o desenvolvimento de um modelo experimental que mimetiza a
patogénese (meningite) vem permitindo a disseccdo de mecanismos patogenéticos
(Kim, 2002).

E. coli mostrou que tem determinantes microbianos tais como a capsula K1,
OmpA, proteinas IBE, ASLA, Traj e CNF1 que contribuem para a invasdo da BMEC,
mas 0S Seus mecanismos ndo se encontram completamente compreendidos, (Kim,
2002).

Um maior entendimento sobre a interacdo de E. coli-BMEC na passagem da BHE
deve contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias para prevenir a meningite

causada por E. coli (Kim, 2002).

Embora ainda ndo sejam conhecidas quaisquer interaccOes entre esta bactéria e o
sistema do plasminogeénio, a E. coli foi inserida nesta analise como exemplo de uma

bactéria neuro invasiva.
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4. Yersinia pestis

A Yersinia pestis € uma bactéria gram-negativa, encapsulada e movél que
pertence a familia das entero bactérias e que € o principal agente patogénico da peste

negra ou bubonica (Sebbane et al., 2006).

Esta bactéria persiste em muitas populacdes de roedores selvagens em todo o
mundo, é transmitida por pulgas (que sdo o vetor) e provoca uma zoonose altamente
invasiva que afeta ndo s6 os roedores mas também os humanos (Lahteenmaki et al.,
2005).

A transmissdo deste agente patogénico ao homem ¢é feita ndo sé pela pulga mas
também pelo contato deste com os animais, podendo a patologia manifestar-se de trés
formas: septicémia, pulmonar e bubdnica (tumefacdo dos ganglios linfaticos). A
patologia menos falada é a pulmonar mas ndo a menos perigosa pois transmite-se muito
facilmente através de particulas respiratorias contaminadas o que a faz ser, altamente

contagiosa (Ferreira, 2000).

Quanto a propagacdo desta bactéria, espalha-se a partir do local subcutaneo da
picada da pulga para os nddulos linfaticos. Em seguida, segue para a circulacdo e
coloniza o figado, o baco e os pulmdes (Lahteenmaki et al., 2005). As bactérias
multiplicam-se e causam linfoadenopatia aguda, resultando na formacdo de edema
linfatico, necrose, inchacos e dores linfaticas dolorosas. A peste bub6nica geralmente
progride rapidamente para septicemia, resultando em disseminacdo sistémica e mortes

causadas pela sépsis (Sebbane et al., 2006).

O papel da ativacdo do plasminogénio na patogénese desta praga estd bem
documentado (Lahteenmaki et al., 2005). Esta bactéria secreta uma protéase, designada
Pla, que cliva o plasminogénio e o converte em plasmina. A Pla também se comporta
como uma adesina com afinidade para proteinas da MEC. Verificou-se que a Pla
permite a migracdo de Y. pestis a partir do sitio da infecdo primaria intradermica para a
circulacdo. N&o foram identificados quaisquer recetores de plasminogénio ou de
plasmina a superficie de Y. pestis, mas é notavel que a Pla ndo s6 ativa o plasminogénio

como também inativa a,-AP (Figura 11). Isto explica como a plasmina formada por Y.
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pestis permanece ativa no soro que contém a2-AP em abundéancia (Lahteenmaki et al.,

2005).

Estes processos proteoliticos, “plasmin-like” ndo reguldveis pelos inibidores
fisioldgicos do hospedeiro, provocam in vitro a degradacdo da MEC e dos componentes
da MB o que permite a esta bactéria disseminar a partir do local de infecdo (Roggwiller
etal., 1997).

Em suma, varios estudos revelaram que a Y.pestis € uma bactéria que tem a
capacidade de interagir com o sistema do plasminogénio e que para além da sua
capacidade de ligacdo a esta molécula, tem também a capacidade de o ativar e inibir a

acao do inativador a2-AP (Ferreira, 2000).

Em seguida é apresentada a esquematizacdo da atividade proteolitica da bactéria

Y. pestis.
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Figura 11 — Esquema da atividade proteolitica de Yersinia pestis (Ribeiro, 2011)

34



State of the art relativo ao papel do sistema do plasminogénio na quebra da barreira hematoencefalica por
Streptococcus agalactiae e outros microrganismos

5. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma bactéria Gram-negativa que infeta a mucosa do
estdmago, um 6rgdo que é considerado um ambiente muito hostil para a colonizagéo
bacteriana (Schmidt and Hensel, 2004).

As infecbes por H. pylori sdo comuns e frequentemente adquiridas na infancia
podendo a infecdo aguda levar a colonizacdo cronica da mucosa géastrica. Isto
geralmente conduz a colonizagéo de gastrite cronica, e formas subsequentes da doenca,
dependem de fatores do hospedeiro, bem como de fatores bacterianos. Na maioria dos
individuos com gastrite, a infecdo pode permanecer assintomatica. No entanto,
pacientes com baixa ou elevada producéo de acido gastrico podem desenvolver Glcera

gastrica ou duodenal (Schmidt and Hensel, 2004).

O H. pylori é uma bactéria curva, em forma de bastonete com um grupo de
flagelos polares. A sua motilidade € um importante fator de viruléncia e permite que as
bactérias penetrem a camada de mucina do epitélio gastrico (Josenhans and Suerbaum,
2002). Esta bactéria também tem a capacidade de produzir urease, que € uma enzima
que catalisa a formacao de dioxido de carbono e de amoniaco e que pode neutralizar o

pH acido na vizinhanca das bactérias (Schmidt and Hensel, 2004).

O H.pylori expressa a sua superficie recetores com afinidade para diversas
proteinas do organismo humano, como os componentes da MEC (laminina, fibronectina
e colagénio do tipo | e IV) e o plasminogénio (Pantzar et al., 1998). O H. pylori ao
colonizar a mucosa gastrica dos seres humanos, esta associado a varias formas de
infecdo de doencas gastricas, tais como: gastrite cronica, Ulceras pépticas,
adenocarcinoma gastrico e mucosa linfoide associada ao tecido linfoide do estdbmago
(Dubreuil et al., 2002).

As Ulceras crénicas estdo associadas a danos nos tecidos e a danos de penetragao,
e até a data, a imobilizacdo e a conversédo de plasminogénio na superficie de H. pylori é
0 Unico mecanismo proteolitico de adesdo e invasdo conhecida desta bactéria (Nilius et

al., 1996). Assim, verificou-se que isolados de H. pylori ligam o plasminogénio in vitro.
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Esta ligacdo é sensivel a analogos da lisina e o plasminogenio ligado € ativado pelo

activador enddgeno, t-PA (Pantzar et al., 1998).

Recentemente, foram identificados e caracterizados dois genes (pgbA e pgbB)
que codificam para proteinas com a atividade recetora de plasminogénio (Jonsson et al.,
2004). Verificou-se que estas proteinas se ligam ao plasminogénio, imobilizando-o de
forma a revestir o exterior da bactéria com plasminogénio. Apesar destas proteinas
apresentarem apenas 27% de identidade de sequéncia, partilham um elevado teor de

residuos de lisina (Lahteenmaki et al., 2001).

Como ja referido, o H. pylori tem uma riqueza de interagdes adesivas com 0s
componentes da MEC (Figura 12), o que direciona a bactéria para a adesdo a mucosa
gastrica, que é rica em componentes do sistema do plasminogénio, o que potencia a
penetracdo dos tecidos e a carcinogénese. Deste modo, a bactéria ao interagir com o
plasminogénio, adquire uma atividade proteolitica “plasmin-like” que lhe permite uma
maior facilidade de penetracdo tecidual, estimula a inflamagdo, bem como torna
deficiente a cicatrizacdo de feridas. Estes efeitos, ttm como consequéncia, a formacéo
de Ulceras e o favorecimento de um processo de carcinogenese (Lahteenmaki et al.,
2005).

Em seguida é apresentada a esquematizacdo da atividade proteolitica da bactéria

H. pylori.
Mucosa Gastrica
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Figura 12 — Esquema da atividade proteolitica de Helicobacter pylori (Ribeiro, 2011)
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Também tem sido descrito que a H. pylori produz proteinas ativadoras de
neutréfilos (HP-NAP) como por exemplo as a-TNF que, em contradi¢cdo com os efeitos
“fibrinoliticos” analisados até agora, ¢ capaz de aumentar o potencial pro-coagulante de
H. pylori através da inibicdo de atividades fibrinoliticas, o que provavelmente sera
benéfico para as bactérias, protegendo-as assim contra a fagocitose (Bergmann and
Hammerschmidt, 2007).
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V. Concluséao

Neste trabalho foi abordado o papel da interacdo de varios microrganismos com o
sistema do plasminogénio e suas consequéncias especificas ao nivel do
desenvolvimento de meningite. Assim, muitos microrganismos desenvolveram
estratégias para manipular a defesa do hospedeiro, através da interferéncia com o
sistema do plasminogénio. A capacidade que 0s agentes patogénicos invasivos tém para
interagir com o sistema fibrinolitico do hospedeiro, através do plasminogénio, e para
capturarem uma forma de plasmina ndo reguldvel pelos inibidores fisiol6gicos a
superficie bacteriana é pensado como sendo uma estratégia comum de viruléncia que

facilita a invasdo tecidual.

O Streptococcus agalactiae € um dos principais agentes patogénicos envolvidos
na septicémia e meningite em recém-nascidos. E também uma bactéria que tem a
capacidade de recrutar plasminogénio humano e a proteina ligada pode ser convertida
em uma protéase ativa por ativadores enddgenos ao hospedeiro.

Varios microrganismos como por exemplo GAS e Y. pestis produzem os seus
proprios ativadores de plasminogénio. Outros microrganismos, como B. burgdorferi e
H. pylori, tém a capacidade de adquirir atividade proteolitica “plasmin-like” superficial
através dos seus recetores. Em qualquer mecanismo, ha um aumento do poder de

disseminacéo pelo hospedeiro e consequentemente um aumento da sua invasividade.

Quanto ao Streptococcus agalactiae, foi a bactéria mais destacada neste estudo
devido a sua capacidade de causar doencas muito graves principalmente a meningite em
recém-nascidos sendo esta doenca considerada a principal causa de infecGes do SNC.
Esta bactéria expressa um conjunto diversificado de fatores de viruléncia especificos
que medeiam as interacdes da célula-hospedeiro. Havendo uma maior e melhor
compreensdo da interacdo desta bactéria com o hospedeiro, havera um maior
conhecimento de informagBes muito importantes sobre a modo de acéo deste patogénio,

e assim, é possivel destacar alvos moleculares para intervencdes terapéuticas.
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Em adicdo aos microrganismos apresentados neste trabalho, ha outros que sdo
agentes neuro invasivos, e apesar de estar documentada a sua interacdo com o sistema
do plasminogénio, ainda ndo ha estudos relativamente a influéncia desta interacéo sobre
a invasdo da BHE. Séo exemplos o Heamophilus influenza tipo B, o Streptococcus

pneumoniae e Neisseria meningitidis.

Através deste trabalho conseguimos perceber que uma melhor compreensédo das
interacbes microbianas com o hospedeiro que estdo envolvidas na quebra da BHE
podem ajudar no desenvolvimento de novas estratégias para prevenir as infecbes do
SNC.
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