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Sumario

Tem-se verificado que uma vasta gama de microorganismos tem aumentado as
suas capacidades invasivas ao usar varios componentes do sistema do plasminogénio do
hospedeiro. De facto, a interaccdo entre diferentes microorganismos € o sistema do
plasminogénio tem sido descrito desde 1930. As observagdes iniciais, feitas por Tillet e
Garner em 1933, mostraram a capacidade dos Streptococcus gerarem actividade
fibrinolitica levando estes investigadores a sugerir que esta estivesse correlacionada
com a extensdo da infec¢do. De facto, esta hipotese foi posteriormente confirmada com
varios microorganismos. Assim, diversos estudos tém sido desenvolvidos com a
finalidade de interpretar estas interac¢des com os varios componentes do sistema do
plasminogénio. Varios tipos de bactérias, parasitas, fungos e virus afectam a regulacdo
do sistema do plasminogénio interagindo com o plasminogénio/plasmina e seus
reguladores, de forma a aumentar a concentracdo de plasmina nas suas imediagdes. A
interaccdo com este sistema pode promover o dano dos componentes da matriz
extracelular, bem como aumentar a capacidade de disseminagdo, dos microorganismos,

por diferentes tecidos e drgaos e assim aumentar a sua invasividade.



Summary

It has been reported that a wide range of microorganisms increase their invasive
ability by using multiple components of the plasminogen system of the host. In fact, the
interaction between different microorganisms and the plasminogen system has been
described since 1930. The initial observations made by Tillet and Garner in 1933,
showed the ability of Streptococcus to generate fibrinolytic activity leading these
researchers to suggest that this fact was correlated with the extent of infection. Indeed,
this hypothesis was later confirmed by several microorganisms. Thus, several studies
have been developed in order to interpret these interactions with the components of the
plasminogen system. In this way, it has been described that several types of bacteria,
parasites, fungus and virus affect the regulation of the plasminogen system. The
pathogens interact with plasminogen/plasmin and its regulators in order to acquire a
surface proteolitic plasmin-like activity. Generation of pathogen-bound plasmin, not
regulated by physiological inhibitors, can be targeted to fibrin clots and increasing
adhesion to basal membranes and extracellular matrices. This increased adhesion
promotes the damage of extracellular matrix components and increases the capacity to

spread through tissue barriers enhancing their invasiveness.
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Estado da arte sobre a interac¢do de microorganismos com o sistema do plasminogénio

Introducio

A presente dissertacdo de Mestrado ¢ baseada na revisao da literatura no que
concerne a descricao do estado da arte relativo a interac¢do dos microorganismos com o
sistema do plasminogénio. O tema foi proposto pela coordenacdo de ciéncias-
farmacéuticas e, desde logo, manifestei interesse em trabalha-lo, uma vez que os
microorganismos sdo seres espantosos e estdo em constante
adaptacao/desenvolvimento. Estes seres, para além de se poderem modificar de modo a
adquirirem resisténcia a muitos farmacos e de possuirem cada vez mais mecanismos que
0s permitem escapar ao sistema imunitario, tém também aumentado a sua viruléncia e
poder de disseminacdo com a utilizacdo de varios mecanismos. A presente dissertacao
aborda um dos mecanismos usados pelos microorganismos para aumentar a sua
invasividade no hospedeiro que infectam: a sua interaccdo com o sistema do

plasminogénio.

Inicialmente ¢ apresentado um glossario, onde constam algumas palavras-chave
essenciais para uma melhor compreensdo do sistema do plasminogénio. O primeiro
capitulo descreve todo o sistema do plasminogénio, mostrando como este sistema ¢
regulado e qual a sua importancia para o organismo. Ainda dentro deste capitulo, ¢ feita
uma breve descricdo de como diversos microorganismos (bactérias, fungos, parasitas e

virus), interactuam com este sistema para aumentarem a sua capacidade de invasao.

No segundo capitulo ¢ feita uma selec¢do dos microorganismos mais estudados,
com relevancia para a saude publica, relativamente a sua interac¢do com o sistema do
plasminogénio, procedendo-se a sua descricao. Relativamente as bactérias, o tema foi
abordado nos dois grupos de classificacdo Gram. No grupo das Gram-positivas, estudei
0 Bacillus anthracis, pelo seu poder de propagacgdo e sua relagdo com o bioterrorismo e
os Streptococcus do grupo A, nomeadamente o Streptococcus pyogenes, pela grande
incidéncia de estudos. No grupo das Gram-negativas estudei o Helicobacter pylori, pela
sua enorme presen¢a no organismo humano e a Yersinia pestis por ter sido a grande

causa de morte durante a Idade Média.
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Relativamente aos parasitas, foram analisados o Acanthamoeba castellanii, pela
sua patologia e o Schistosoma bovis, por apresentar uma grande importancia a nivel
veterinario. Nos fungos, analisei a Cdndida albicans pela sua grande representatividade
neste grupo. Por fim, na area de virologia, estudei o virus Influenza pela sua grande

infecciosidade.

No ultimo capitulo ¢ feita uma breve conclusdo, onde sdo relacionados e
realcados alguns aspectos importantes apresentados por estes microorganismos com a

interaccao do sistema do plasminogénio.

Esta revisao literaria fundamenta essencialmente que diversos organismos,
perante as barreiras que encontram quando invadem o hospedeiro, desenvolvem
mecanismos, nomeadamente a interac¢ao com do sistema do plasminogénio, de forma a
aumentarem a sua capacidade de disseminagao/invasividade. Como serd descrito, para
além de ‘“usarem” varios componentes do sistema do plasminogénio, varios

microorganismos intervém na regulagdo dos mesmos.
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Lista de abreviaturas

= 02-AP - o2-anti-plasmina

* @2-M - a2-macroglubina

= Da — Daltons

=  GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

=  GAS - Streptococcus do grupo A

= HA - Hemaglutinina

= MB - Membrana Basal

= MEC — matriz extra-celular

= MMP’s — Metaloproteases da matriz

= NA — Neuraminidase

= PAI - inibidor do activador do plasminogénio

=  PAIs — Inibidores dos activadores de plasminogénio

= PAI-1 - inibidor do activador do plasminogénio do tipo 1

= PAI-2 - inibidor do activador do plasminogénio do tipo 2

= PAM - Proteina M estreptocdcica do grupo A

= PAM-negativas — Bactérias que carecem da molécula PAM

= PAM-positivas — Bactérias que secretam a molécula PAM

= PAP - Péptido de pré-activagao

= PLR - GAPDH estreptocécico do grupo A

=  PRAI - antigénio do fungo Candida albicans

* pro-MMP’s — Pro-enzima de metaloproteases da matriz

=  pro6-uPA — Precursor de cadeia simples do activador do plasminogénio do tipo
urocinase

=  SEN - a-enolase dos GAS

= SK - Estreptoquinase estreptocdcica

= t-PA — Activador do plasminogénio do tipo tecidual

= u-PA — Activador do plasminogénio do tipo urocinase

= u-PAR - Receptor do activador de plasminogénio do tipo urocinase
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GLOSSARIO
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Plasminogénio: uma glicoproteina que circula no plasma e no fluido extra-celular, a
uma concentragio de 2umol/L. E convertido a plasmina pela intervengdo de activadores
especificos, t-PA e u-PA. Na sua forma nativa de 92 kDa ¢ chamado de Glu-

Plasminogénio, uma vez, que possui o acido glutdmico no terminal amina.

Activador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA): ¢ um activador do
plasminogénio de 70 kDa, dos mamiferos, que ¢ sintetizado principalmente por células

endoteliais vasculares.

Activador do plasminogénio do tipo urocinase (u-PA): ¢ um activador do
plasminogénio de 50 kDa, produzidas por vérias culturas de células normais e malignas,

e, por mondcitos/leucocitos.

Lys-plasminogen: designacdo comum para as formas de plasminogénio resultantes da

clivagem do péptido de pré-activagcdo (PAP) da molécula nativa (Glu-Plasminogénio).

Plasmina: ¢ uma serino-protease de largo espectro que degrada coagulos de fibrina, a
MEC, glicoproteinas e proteoglicanos. Tem a capacidade de activar pro-enzimas (pro-
MMP’S) para aumentar a sua capacidade de degradacdo da MEC. A plasmina ¢
compreendida por duas cadeias unidas por pontes de dissulfureto; a cadeia mais pesada
possui os receptores de ligagao (dominios Kringle), e, a cadeia leve contém o local

catalitico.

o2-anti-plasmina (02-AP): ¢ um inibidor de serino-proteases (serpina) que inibe a
plasmina soluvel através das ligacdes aos dominios Kringle, bloqueando os seus locais
de ligacdo, transformando-a numa proteina inactiva. Este inibidor circula no plasma

sanguineo a uma concentragdo aproximada de 60 pg/ml.

a2-macroglubina (a2-M): ¢ uma anti-protease de amplo espectro, que inibe a
plasmina, serino-proteases, aspartato, cisteina e metaloproteases. Apesar da sua elevada
concentracdo, de 2,4 mg/ml, revela-se menos eficiente na inactivacdo da plasmina do

que a a2-AP.
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Dominios Kringle: ¢ uma estrutura de aproximadamente 80 aminoacidos, que contém
locais especificos de ligagdo para a fibrina. Estes dominios Kringle estdo presentes em
muitos componentes do sistema do plasminogénio, como o plasminogénio, t-PA e u-

PA.

Inibidores dos activadores de plasminogénio (PAls): sdo inibidores serino-proteases
(serpinas), que inibem a ac¢do dos activadores do plasminogénio. O inibidor do
activador do plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) ¢ o inibidor predominante no plasma, que
inibe tanto o t-PA como o u-PA, enquanto, que o inibidor do activador do

plasminogénio do tipo 2 (PAI-2) inibe principalmente o u-PA.

Matriz Extra-Celular (MEC): rede molecular que suporta as células de mamiferos
e suas interac¢des, composta por componentes secretados pelas células: colagénio,
glicoproteinas (laminina e fibronectina), proteoglicanos e elastina. MEC actua como

uma barreira para a migragao celular.

Membrana Basal (MB): finas camadas de natureza polissacaridea e delicadas fibras,
situadas na regido de contacto entre o epitélio e células endoteliais. Basicamente, a MB

¢ composta por laminina, colagénio tipo IV, e proteoglicano de Heparan sulfato.

Metaloproteases da matriz (MMP’s): as metaloproteases sdo secretadas através da
degradagcdo da matriz extra-celular (MEC), sob a forma de uma pro-enzima (pro-
MMP’s) e activados por proteases, tais como a plasmina e outras MMP’s. As MMP’s
sao divididas em subgrupos, de acordo com a especificidade do seu substrato; por
exemplo, a colagenase degrada fibras de colagénio, e, as gelatinases degradam o

colagénio tipo IV e gelatina.

Receptor do activador de plasminogénio do tipo urocinase (uPAR): ¢ o receptor

celular especifico para a glicoproteina u-PA.
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I. INTRODUCAO AO TEMA
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E do conhecimento comum que uma das estratégias usadas por uma vasta gama
de microrganismos para potenciar a sua invasividade ¢ a sua interac¢do com o sistema
do plasminogénio do hospedeiro. O sistema do plasminogénio, também designado por
sistema fibrinolitico, ¢ um sistema altamente regulado no hospedeiro saudavel, que visa

a fibrinolise, ou seja, a dissolug¢do de codgulos de fibrina [1,2].

1. O Sistema do Plasminogénio

O plasminogénio, principal componente deste sistema, ¢ uma proteina produzida
pelo figado e esta presente na maioria dos fluidos biologicos (plasma e fluidos
extracelulares) [3]. A molécula de plasminogénio humana na sua forma nativa ¢ uma
glicoproteina de 92 kDa, que ¢ sintetizada como uma Unica cadeia peptidica de 810
aminoacidos, sendo, subsequentemente modificada, apds activacdo proteolitica, para

uma proteina de 791 aminoacidos, a plasmina [4].

A forma nativa de plasminogénio (Figura 1) ¢ composta por 5 dominios Kringle,
um dominio C-terminal homoélogo a outras enzimas do tipo tripsina; na extremidade N-
terminal, a molécula contém um residuo de acido glutdmico, sendo, por isso, designado
Glu-plasminogénio. Apos clivagem proteolitica, o Glu-plasminogénio ¢ convertido na
forma Lys-plasminogénio, sendo, geralmente, libertado o peptideo de pré-activagdo
(PAP) da extremidade amino-terminal (Figura 1) [5]. O papel fisiologico, destas
alteragdes conformacionais, ndo se encontra completamente esclarecido; pensa-se que a

forma Lys-plasminogénio ¢ mais “activavel” pelo t-PA [6].

O plasminogénio ¢ uma glicoproteina abundante, que circula no plasma e no

fluido extra-celular a uma concentracao de 2umol/L [7].
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Figura 1 — Esquematizagao da molécula de plasminogénio.
[A] — Dominios estruturais da molécula de plasminogénio humano [18];

[B] — Conversdes da molécula de plasminogénio [13].

Os activadores do plasminogénio sdao serino proteases especificas que catalisam
a conversao do plasminogénio em plasmina activa, sendo classificados em dois tipos: t-
PA e u-PA [8]. O t-PA ¢ uma enzima activa de 70 kDa, secretada e sintetizada pelas
células endoteliais [9]. O u-PA tem 50 kDa e pode apresentar-se em duas formas, uma
de cadeia simples e outra com duas cadeias polipeptidicas unidas por uma ligacdo de
dissulfeto [10]. Esta descrito que o t-PA ¢ o principal activador de plasminogénio na
fibrindlise, estando a u-PA associado a varios outros processos como a inflamagdo, a

cicatrizacdo, a remodelacdo dos tecidos, a metéstase e a invasao [11, 12].

A activagdo do plasminogénio € estritamente regulada por inibidores. A inibigao
da activacdo do plasminogénio pode ser mediada por PAIs (inibidores de serino-

proteases ou serpinas). A plasmina circulante pode ser especificamente inactivada pelos

9
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inibidores a2-AP ou a2-M que interagem com a plasmina para formar um complexo

enzimaticamente inactivo [14, 15].

Os niveis de fibrina depositados no sistema intravascular sdo o principal alvo do
sistema fibrinolitico. No entanto, a plasmina tem um largo espectro de ac¢ao, estando,
também, implicada na degradacdo de uma grande quantidade de outros substratos [16].
Para além de danificar directamente a MB por degradacdo directa da laminina (a maior
glicoproteina da membrana basal), a plasmina também a danifica indirectamente através
da activacao das MMP’s que tém capacidade de degradar todos os componentes da

MEC, modular a inflamag¢ao e a imunidade microbiana [17].

Tabela 1 — Composi¢ao do sistema do plasminogénio [13, 16, 18]

Massa Concentracdo  Tempo de
Local de

Composi¢ao atomica Aminodacidos no vida em

. sintese
(kDaltons) Plasma circulagao

Pro-enzima da

Plasminogénio 92 810 2umol/L 2,2 dias Figado

plasmina
Rime Activador do
u-PA 50 411 &ng/ml 5-10 min. ) )
Pulmdo  plasminogénio
) ) Activador do
70 527 Sng/ml 3-4 min.  Endotélio ) )
plasminogénio
Inibidor da
70 452 60 pg/ml 2,6 dias Figado ]
plasmina
Inibidor do
52 379 20ng/ml 2-3 horas  Endotélio  activador do
plasminogénio
Inibidor do
60 393 *250ng/ml 24horas Placenta activador do
plasminogénio

* Resultado recolhido em anélises elaboradas na 30° semana de gravidez.

10
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i. Esquematizacio do Sistema do Plasminogénio

Todo este sistema deve ser constantemente regulado para evitar o risco de
formagao de trombos nos vasos sanguineos bem como evitar a destrui¢do dos proprios
epitélios. Recorde-se que a activagdo do precursor enzimatico, zimogénio, ocorre
preferencialmente na superficie da fibrina, onde se encontram locais de ligagao para a
activagdo do plasminogénio e principalmente para o seu activador t-PA (figura 2). Para
além desta ligacdo favorecer a activacao do plasminogénio, situa a accdo da plasmina

para locais de formagao de fibrina, promovendo a lise destes coagulos [1,2].

Epitélio
Libertaciio
u2-AP)
Captaciio -
Hepitica __ﬂ sInina

Inibigzio

o

Degaradacio

Figura 2 — Esquematiza¢do do sistema fibrinolitico. FDP — produtos de degradagdo de

fibrina

2. Abordagem geral da interac¢iao dos microorganismos com o sistema do

Plasminogénio

E bem conhecido que uma ampla gama de microorganismos patogénicos
interage com o sistema do plasminogénio. De facto, a captura do plasminogénio do
hospedeiro e sua subsequente activacdo por activadores exdgenos (produzidos pelo
microorganismo) ou endogenos (produzidos pelo hospedeiro), gera uma actividade

proteolitica superficial “plasmin-like” que permite ao patogénio uma maior capacidade

11
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de invasdo tecidual. Deste modo, os patogénicos adquirem uma maior capacidade de
chegar aos endotélios e consequentemente aceder a submucosa e ao sangue [16]. De
facto, esta estratégia de invasdo tem sido amplamente estudada em vérios

microorganismos patogénicos.

Segundo Lihteenmaéki, as bactérias patogénicas podem intervir com o sistema do
plasminogénio em varios pontos. A figura 3, esquematiza o modo como estes
microorganismos se envolvem e controlam o sistema do plasminogénio. Normalmente,
o plasminogénio nativo em circulacdo, vai ser activado por t-PA e u-PA sendo
convertido em plasmina [13]. Esta, como serino-protease altamente potente, para além
de degradar coagulos de fibrina (fibrinolise), degrada varios componentes da MEC
(entre os quais, fibronectina, proteoglicano, gelatina e laminina), mostrando-se pouco
activa contra o colagénio e contra a elastina. Por outro lado, a plasmina vai activar Pro-
MMPs, que na sua forma activa degradam colagénios, bem como, outras proteinas da
MB e da MEC, que formam barreiras para a migragao celular [19, 20]. O u-PAR ajuda a
localizar o u-PA, mediando a activacdo do plasminogénio a superficie celular. Recorde-
se, que esta activacdo ¢ normalmente controlada a nivel da producao de t-PA e u-PA,
juntamente com PAI-1; adicionalmente, a posterior accao da plasmina ¢ regulada pelos

seus inibidores, a2-AP e a2-M [21].

As bactérias (assinaladas a verde na figura 3) intervém com o sistema do
plasminogénio através da imobilizagdo do plasminogénio, plasmina e do t-PA a sua
superficie, aumentando a activagdo do plasminogénio pelo t-PA, e, protegendo a
plasmina da ac¢do da a2-AP. Esta descrito, que alguns patogénios tém a capacidade de
activarem, por si sO, o plasminogénio e outros tém capacidade de inactivar a acgdo das

anti-proteases [22].

Os estudos realizados sobre a interac¢ao dos microorganismos com o sistema
fibrinolitico do hospedeiro revelam que estes interferem com a produgdo/regulagao dos
componentes enddgenos deste sistema. Varios estudos mostraram que as bactérias e
suas endotoxinas sdo capazes de regular a producdo dos activadores e inibidores do

plasminogénio [20]. A geragdo de bactérias com plasmina a superficie pode ser

direccionada para a degradacdo de codgulos de fibrina e para o aumento da adesdo
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bacteriana a MB e MEC, levando consequentemente ao aumento da migracao de
bactérias através das barreiras teciduais [13,23]. A imagem que se segue ilustra o

previamente descrito:
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Lzacao de PAT1 regulaciio de
varias bactérias * N !; endotoxinas
Activacio L
ke P,
Y.pestis “ . > ~— t+PA/uPA /" " P,—XR
Streptococons 'f ’ -~ |
Staphyvlococeu Awmento por l ‘
regulacéio de
Ligaciio de &g Borrelia e .
. ] varias hac réllas" % H. pylori % Macrofago
o2-anti-plasmina .
. .. Plasmina Endotoxma
ol-macroglubma @ ————-—— = _ / “
) ~_ Pro-MMPS «
‘v' — Endotoxina
Inactivacéio
Y. pestis I\,[D»,[PS
Porforomonas —
Fibrinslise Degradaciio da MEC
=2y =i --
‘. s s i h
-'//_b":j.___ I&‘IIIIIIIIIIIIIIIIII T T T T T\
G’/ =4 ) ‘_ = —— o —— _lI_I_I_|_|__L_| | —

=Ry

Figura 3 — Esquematizacdo geral da interac¢do de bactérias patogénicas com o sistema

do plasminogénio [13].

Tém sido realizados varios testes in vitro que demonstram as interacgdes
entre as bactérias e o sistema fibrinolitico, desde a produgdo de activadores e receptores
do plasminogénio (excretados ou ligados @ membrana) até a sua influéncia na producgdo
de activadores e inibidores do plasminogénio do hospedeiro. Por exemplo, os
Streptococcus dos grupos A, C, G e Streptococcus uberis € o Staphylococcus aureus
secretam activadores exdgenos do plasminogénio: a estreptoquinase e a estafiloquinase
respectivamente. Estes activadores exogenos formam um complexo de estequiometria

de 1:1 com o plasminogénio e com a plasmina, resultando em alteracdes na
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conformagao destas moléculas [13,24]. Por outro lado, varias bactérias, como os
Streptococcus dos grupos A, C e G expressam receptores do plasminogénio, que
imobilizam o plasminogénio a superficie bacteriana, aumentando a sua activagdo, bem
como, protegendo a plasmina formada da ac¢do dos seus inibidores fisiologicos. Estes
receptores t€ém o potencial de transformar estas bactérias em organismos proteoliticos

[25].

As bactérias gram-positivas, mais estudadas relativamente a sua interac¢ao
com o sistema do plasminogénio sdo os Streptococcus dos grupos A e C isolados de
humanos. Os receptores de plasminogénio mais comumente descritos sdo: a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), a a-enolase e a proteina PAM
(Proteina M estreptococica do grupo A) [26]. Os dois primeiros, GAPDHe -enolase,
pertencem ao grupo das enzimas housekeeping [26, 56]. Pensa-se que estas enzimas
glicoliticas sdo secretadas e posteriormente reassociadas na superficie da bactéria.
Ambas as proteinas foram recentemente descritas como receptores do plasminogénio a

superficie de varias espécies de Streptococcus. [55,56].

Bergmann e colaboradores identificaram a presenca de um receptor de
plasminogénio a superficie das células de Streptococcus pneumoniae, tendo verificado
que ¢ 100% homologo a sequéncia N-terminal com a GAPDH [27]. Adicionalmente,
Gozalbo e colaboradores mostraram que a GAPDH também ¢ expressa a superficie do
fungo Candida albicans e que esta se ligava a proteinas da MEC, fibronectina e
laminina, estando esta aderéncia correlacionada com a patogenicidade do fungo [28]. A
GAPDH esta também presente a superficie de outros microorganismos como por
exemplo o Streptococcus agalactiae [27], o Bacillus anthracis [47], e, o Streptococcus

pyogenes [53].

Na area de parasitologia, Mitra e colaboradores mostraram que Acanthamoeba
castellanii secreta uma serino protease, que funciona como um activador do
plasminogénio [29]. Torre-Escudero e colaboradores identificaram no sistema
tegumentar do verme Schistosoma bovis adulto a presenca da enzima enolase. Esta
proteina evidenciou ser capaz de aumentar a conversao de plasminogénio a superficie

deste verme [30].
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Outro exemplo que envolve o sistema do plasminogénio na disseminagao dos
parasitas ¢ o caso do parasita da maldria, Plasmodium falciparum. Roggwiller e
colaboradores mostraram a presenga de um receptor a superficie dos eritrocitos
infectados por este parasita, que confere afinidade para a ligacao da serino protease u-
PA. O plasminogénio situado a superficie € convertido em plasmina pela ac¢ao do u-
PA, provocando a ruptura das hemdceas infectadas permitindo, desta forma, que o

parasita se propague [31].

Na area de virologia, Goto e colaboradores mostraram que uma das
glicoproteinas presentes no envelope do virus Influenza A (HIN1), esta relacionada com

a capacidade de este se reproduzir utilizando o sistema do plasminogénio [32].

Como foi inicialmente referido, tem sido verificado que um nimero crescente de
microorganismos interage com o sistema do plasminogénio do hospedeiro com o
objectivo de adquirirem uma actividade proteolitica superficial “plasmin-like”,
aumentando o seu poder de invasdo (16). Passarei a descrever, mais especificamente o
estado da arte relativo aos seguintes microorganismos: bactérias, parasitas, fungos e

virus.
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II. OSMICROORGANISMOS E O
SISTEMA DO PLASMINOGENIO
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1. Bactérias

No final do século XVII, Leeuwenhoek, negociante holandés, que tinha como
passatempo a constru¢do de microscopios descobriu as bactérias, quando observava
residuos dos seus dentes ao microscopio. Desde entdo, tem sido estudado ao pormenor

cada particularidade/patogenicidade destes microorganismos [33].

As bactérias sdo organismos unicelulares procariontes, que se podem apresentar
de diferentes formas (coco, bacilo, vibrido, espirilo e espiroqueta) isoladamente ou em
coldnias, sendo classificadas como anaerdbicas, aerobias ou anaerdbicas facultativas.
Estes organismos de pequenas dimensdes manifestam-se de forma variada,
reproduzindo-se em grande nimero, devido quer a sua enorme capacidade de adaptacao,

quer a sua capacidade de resisténcia perante os mais diversos obstaculos [33, 34].

Seguidamente, passarei a explicar as interacgdes destes microorganismos com o
sistema fibrinolitico, comegando por alguns exemplos de bactérias Gram-negativas

passando as bactérias Gram-positivas.

1.1.Bactérias Gram-negativas

i.  Helicobacter pylori

Warren descobriu o Helicobacter pylori ao nivel da mucosa gastrica e em 1982,
deu inicio 4 sua investigacdo a par de Marshal. Esta bactéria ¢ um bacilo com forma
espiral, com 2,5 a 3,5 um de comprimento ¢ 0,5 a 1 um déndktro, possui uma
superficie lisa e polos arredondados, onde emergem entre 1 a 6 flagelos, mostrando-se

positiva para a presenca de catalase, oxidase e urease [35].

Esta bactéria coloniza a mucosa géstrica humana e a sua infec¢ao estd associada

a varias formas de doencas géastricas, desde gastrites cronicas, Ulceras pépticas,
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adenocarcinoma géastrico e linfoma do estdmago associado a mucosa do tecido linféide

[36].

Segundo Javier Torres e seus colaboradores, a prevaléncia de Helicobacter
pylori varia entre 10% a 80%, sendo a sua incidéncia baixa nos EUA, Canad4, norte e
oeste da Europa. Ja, na India, Africa, América Latina e a este da Europa verifica-se a
sua maior prevaléncia. Esta prevaléncia deve-se a diversos factores de risco, tais como:
factores socio-econémicos, aglomeragdo domiciliar, a etnia, a migragdo para regides
com alta prevaléncia, e o estado de infec¢do de membros familiares. A sua transmissao

da-se por via oral ou fecal-oral [37].

A secrecdo de grandes quantidades da enzima urease permite a esta bactéria
sobreviver em meios acidos, como ¢ o caso do estdmago; a amonia libertada da
conversdo de ureia vai tamponar o pH gastrico [35]. A semelhanca de outras bactérias, o
H. pylori expressa a sua superficie receptores com afinidade para diversas proteinas do
organismo humano, como os componentes da MEC (laminina, fibronectina e colagénio

do tipo I e IV) e o plasminogénio [38].

As ulceras cronicas estdo associadas a danificagdo e penetracao tecidual [38].
Vérios estudos mostraram que o H. pylori tem capacidade de ligagdao ao plasminogénio
€ que a sua posterior activagdo pelo sistema de activacdo do hospedeiro confere
actividade proteolitica superficial “plasmin-like”. Estas experiéncias mostram que a
ligacdo ao plasminogénio podera estar associada a uma maior invasividade da bactéria,

na penetracao do tecido gastrico [38, 39].

Posteriormente, Jonsson e colaboradores estudaram as proteinas expressas a
superficie por uma variedade de estirpes de H. pylori e procederam a identificacdo e
caracterizacdo de dois genes (PgbA e PgbB). Verificaram que estas proteinas se ligam
ao plasminogénio, imobilizando-o, de forma a revestir o exterior da bactéria com

plasminogénio; este sera activado pelos activadores endogenos (t-PA e u-PA) [39].
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Como referido anteriormente, H. pylori interage com os componentes da MEC
(Figura 4), direccionando-se para a adesdo a mucosa gastrica, que ¢ rica em
componentes do sistema do plasminogénio. Deste modo, a bactéria ao interactuar com o
plasminogénio, adquire uma actividade proteolitica “plasmin-like” que lhe permite uma
maior facilidade de penetragao tecidual, inflamagdo, bem como uma deficiéncia na
cicatrizacdo de feridas. Estes efeitos tém como consequéncias, a formagao de ulceras e o

favorecimento de um processo de carcinogénese [13,39].

Mucosa Gastrica

Adesiio ao
epitélio

- Libertacio de genes
v . x
H. pyleni especificos para a adesféio

do plasminogénio

Plasminogénio

Formaciio
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Figura 4 — Esquematizagdo da actividade proteolitica da bactéria Helicobacter pylori.

ii.  Yersinia pestis

A bactéria Yersinia pestis ¢ um bacilo pertencente a familia enterobacteriaceae.
Esta bactéria ¢ o agente causador da peste bubonica e pneumonica, considerada como
uma das mais patogénicas no mundo. Conhecida na Idade Média por peste negra, tendo
sido responsavel por varias pandemias [40, 35]. A sua evolucdo, segundo Lahteenmaki
e colaboradores, ¢ altamente uniforme e tem evoluido a partir do patogénio Yersinia

pseudotuberculosis [41].

Segundo Zhou e colaboradores, a Asia, Africa ¢ a América sdo consideradas

zonas endémicas desta doenca, visto que a epidemia desta peste entre os animais ¢
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frequente e representa, constantemente, uma ameaca a saude publica [42]. O vector
desta doenca ¢ a pulga do rato (Xenopsylla cheopsis) e seus reservatorios sao os

roedores (ratos, esquilos, caes da pradaria) [35].

A transmissdo ¢ feita ao homem pela pulga e pelo contacto do homem com
animais, podendo a doenga manifestar-se em trés formas distintas: septicemia, bubonica
(tumefac¢cdo dos ganglios linfaticos) e pulmonar. No que diz respeito, a peste
pneumonica, esta ¢ altamente contagiosa, e, transmite-se facilmente pela inalagdo de

particulas respiratorias contaminadas [35, 42].

Y. pestis dissemina, a partir de um local periférico da picada, através do sistema
linfatico para uma zona de drenagem dos nddulos linfaticos. As bactérias propagam-se
em circula¢do colonizando o figado, baco e os pulmdes, podendo levar a morte por
septicémia, por linfadenopatia aguda (bubonica — edema dos nodulos linfaticos) e por

peste pneumonica [13].

O papel da activagdo do plasminogénio nesta doenga tem sido bem estudado e
documentado. Kukkonen e colaboradores defendem que a disseminagdo deste
patogénico estd associada ao plasmidio pPCP1 [43]. Este plasmidio codifica trés
proteinas: uma delas ¢ uma protease de membrana externa designada Pla, que se pensa
ser responsavel pela propagacdo da bactéria [43, 42]. Para além de ser uma adesina com
afinidade para a MEC e laminina da MB, verificou-se que Pla é capaz de activar o
plasminogénio, clivando-o no mesmo local peptidico que o t-PA e u-PA [41].
Adicionalmente, para além de converter o plasminogénio em plasmina, a Pla também

inibe a ac¢do do inactivador de plasmina a2-AP (Figura 5) [43].

Esta actividade proteolitica “plasmin-like” ndo regulavel pelos inibidores do
hospedeiro causa a degradagdo de varios componentes da MB e da MEC, permitindo a

Y. pestis disseminar do local de infeccao primaria [13].

Em resumo, estes estudos mostram que esta bactéria interactua com o sistema do

plasminogénio; ela ndo s6 se liga ao plasminogénio, como, também produz um
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activador do plasminogénio (Pla, activador exdgeno) e inibe a ac¢ao do inactivadon2 -

AP [43].
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Figura 5 — Esquematizagdo da actividade proteolitica da bactéria Yersinia pestis.

1.2.Bactérias Gram-positivas

i.  Bacillus anthracis

A bactéria, Bacillus anthracis apresenta-se sob a forma de um bacilo (isolado,
aos pares ou em curtas cadeias) e revela-se produtora de esporos na presenca de

oxigénio [35].

Em 1876, Robert Koch conclui que este microorganismo era causador de uma
determinada doenga nos animais. Ja em 1881, Pasteur criou e testou uma vacina contra
o carbunculo, tendo constituido um dos primeiros sucessos da vacinagdo [44]. O B.
anthracis pode ser encontrado em solos alcalinos, onde se manifesta facilmente na

forma esporolada [35].
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Adicionalmente, durante a Guerra Fria, o B. anthracis foi considerado um
potencial agente de bioterrorismo também utilizado nos ataques aos EUA em 2001. A
sua incidéncia ¢ maior nos paises como o Irdo, Turquia, Suddo, e, nos paises do

continente africano [44, 45].

Esta bactéria propaga-se facilmente, podendo infectar a maioria dos animais
mamiferos (sendo os herbivoros os animais mais afectados) e ser transmitida aos seres
humanos (zoonose) por contacto directo com os animais infectados ou através de
produtos de origem animal [44]. Causa lesdes cutaneas no local de infec¢ao (podendo,
evoluir, posteriormente para septicémia), infeccado pulmonar (por inalagdo dos esporos)
ou infecgdes no tracto gastrointestinal (pela ingestdo de produtos contaminados). As
infec¢des a nivel pulmonar e gastrointestinal sdo as formas de doenga mais graves,

estando relacionadas com uma alta taxa de mortalidade [44, 35].

A sua viruléncia deve-se essencialmente aos genes produzidos pelos seus
plasmideos, pXO1 e pXO2 (producdo de toxinas, proteinas essenciais para a formacao
de capsula, antigénios, proteinas glicoliticas - GAPDH e a-enolase) [44]. Argawal e
colaboradores verificaram que esta bactéria também interactua com o sistema do
plasminogénio. Verificaram que uma das proteinas que medeia a ligacdo ao
plasminogénio ¢ a enzima glicolitica -enolase a superficie da bactéria. Verificaram
também que para além de ligar ao plasminogénio, a enolase tem capacidade para ligar a

componentes da MB como a laminina (Figura 6) [46].

Recentemente, Mata e colaboradores verificaram a presenca de mais uma
enzima glicolitica a superficie do B. anthracis, a GAPDH. Mostraram que a GAPDH
também tem capacidade de ligar ao plasminogénio e aumentar assim a actividade

proteolitica da bactéria [47].

Todos estes resultados mostram que a presenca destes receptores (enzimas
“housekeeping”) a superficie da bactéria Bacillus anthracis, confere um aumento do

potencial proteolitico (aumentando a concentracdo de plasmina superficial), levando a
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promocgao invasdo tecidual (através da degradagdo da MEC) e posteriormente, a sua

disseminag¢do pela circulagdo sanguinea (Figura 6) [46, 47].
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Figura 6 — Esquematizagdo da actividade proteolitica da bactéria Bacillus anthracis.

iil.  Streptococcus do grupo A (Streptococcus pyogenes)

Os Streptococcus sdo bactérias gram-positivas, anaerobicas facultativas,
comensais dos seres humanos e animais, mostrando-se capazes de causar infec¢oes
letais. Sao classificados mediante o antigénio (hidrato de carbono) que possuem, de
acordo, com a classificacio seroloégica de Lancefield, mediante as diferentes
propriedades hemoliticas [37]. Deste modo, os que possuem o antigénio A sdo
designados Streptococcus do grupo A (GAS), sendo o Streptococcus pyogenes a

bactéria com mais relevancia neste grupo [48].

Os Streptococcus podem causar infec¢des localizadas (impetigo, faringite),
disseminadas/invasivas (escarlatina, erisipela, septicemia, febre puerperal) e doengas
pos-estreptocdcicas  de mecanismos imunologicos (febre reumatica, coreia e
glomerulonefrite). O S. pyogenes, destaca-se pelo facto de ser responsavel por causar

formas malignas de infec¢des, como fasceite necrosante, miose e septicémia [35, 49].
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Os GAS sao bactérias capazes de produzir uma capsula de &cido hialurénico,
conferindo resisténcia a fagocitose pelos leucocitos polimorfonucleares (neutrofilos,
eosinofilos e basofilos) e de provocar a lise completa das hemacias, sendo classificados

como beta-hemoliticos [35].

Segundo Low e colaboradores, as infecgdes por GAS, ressurgiram nas ultimas
duas décadas nos paises desenvolvidos, manifestando-se por diversas formas. Este facto
incentivou os trabalhos experimentais de forma a estudar os seus mecanismos de
invasdo. Verificou-se que os GAS tém a capacidade em utilizar multiplas vias para a
aquisicdo e activacdo do plasminogénio humano [50]. Verificou-se também que a
viruléncia da bactéria estd associada, maioritariamente, a produ¢do de diversas proteinas
[51, 52]. Passarei a explicar a ac¢do das proteinas que interferem com o sistema do

plasminogénio, de forma a aumentar a sua invasao.

Segundo Walker e colaboradores, varios resultados experimentais mostram que
os GAS tém multiplas estratégias para ligar e activar o plasminogénio, tendo sido
identificados e caracterizados varios receptores do plasminogénio/plasmina expressos a

superficie da bactéria e a proteina activadora exdgena estreptoquinase (SK) [53].

Foram descritas duas vias para a ligagao dos GAS ao plasminogénio: a directa e
a indirecta. A ligagdo directa da bactéria aos componentes do sistema do plasminogénio
¢ mediada por trés proteinas: a PAM, @ -enolase (designada como SEN nos GAS) e a
GAPDH (conhecida também por PLR ou por desidrogenase estreptococica). A ligagao
indirecta ¢ mediada pela formagdao de um complexo trimolecular composto por:
plasminogénio, estreptoquinase e fibrinogénio (molécula envolvida na coagulacdo) [53,

54].

Experiencias efectuadas por Svensson e colaboradores permitiram concluir que a
proteina PAM contribui para a ligagao directa do plasminogénio, levando a um aumento
da concentragdo de plasmina a superficie da bactéria, apds activagdo do plasminogénio
[55]. A GAPDH foi inicialmente identificada como um receptor para a plasmina e a

enolase (SEN), foi identificada como um receptor para o plasminogénio [53, 56].
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Lottenberg e colaboradores, mostraram que a plasmina a superficie dos GAS nao
sofre qualquer tipo de inibi¢do perante a presenga d2 -AP [60]. Assim, uma vez a
superficie da bactéria, a plasmina ndo ¢ inibida pelos inibidores fisioldgicos, ou seja, a

bactéria adquire uma actividade proteolitica “plasmin-like” nao regulavel [60].

Em resumo, a actividade do S. pyogenes, foi verificada por varios
investigadores, caracterizando a sua actividade da seguinte forma (Figura 7): a SEN e a
PAM (se PAM-positivas) fixam o plasminogénio a superficie bacteriana; este ¢ activado
pelos activadores endogenos, u-PA e t-PA. A GAPDH fixa a plasmina a superficie da
bactéria. Todos estes processos conduzem a aquisicdo de uma actividade proteolitica

“plasmin-like” [53, 55].

Quando se trata de PAM-negativas, para além dos processos referidos
anteriormente, a SK secretada activa o plasminogénio directamente (formando
plasmina) ou indirectamente, fazendo parte de um complexo trimolecular gerador de

plasmina a superficie da bactéria [55].

Na presenca de PAM-positivas, a formag¢do de plasmina, a superficie da
bactéria, para além de ocorrer pela accdo directa do u-PA e t-PA sobre o plasminogénio,
também ocorre pela accdo da SK. Neste ultimo processo, primeiramente, ocorre a
ligacdo da molécula PAM ao plasminogénio, e, posteriormente, ¢ que este € clivado pela

SK em plasmina [57, 58].

Todos estes processos t€ém como principal objectivo aumentar a concentragao de
plasmina a superficie bacteriana; esta aquisicao de actividade proteolitica torna-se um

mecanismo de promoc¢ao da invasividade [59].
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Figura 7 — Esquematizagdo da actividade proteolitica da bactéria S. pyogenes [55].

2. Parasitas

O termo parasita ¢ atribuido aos organismos que vivem a custa de outros
organismos vivos, quer temporariamente quer permanentemente [61]. De acordo, com a

estrutura celular, os parasitas sdo classificados, como: protozoarios (seres unicelulares,

26



Estado da arte sobre a interac¢do de microorganismos com o sistema do plasminogénio

eucariotas) e metazoarios (seres multicelulares, eucariotas). O parasitismo estabelece as
relacdes entre parasita-hospedeiro; um determinado parasita pode desenvolver-se em
uma ou varias espécies de hospedeiros podendo ndo causar qualquer tipo de alteracao,
enquanto que noutros pode levar a diversas alteragdes patologicas, com diferente

gravidade [61, 62].

No meio natural, os parasitas envolvem: hospedeiros (classificados como
definitivos, intermediérios e de transporte; de acordo com a fase do ciclo de vida do
parasita), vectores (hospedeiros intermediarios e transportadores, sendo classificados em

vectores bioldgicos, mecanicos e fomites) e reservatorios (fonte de transmissao) [61].

Estes organismos, de dimensdes e forma variada, manifestam uma enorme
variedade de propagacao, sob a forma activa (por exemplo, larvas, trofozoitos) e sob a
forma passiva (quistos, ovos...). Neste sentido, varios estudos cientificos foram
efectuados com a finalidade de compreender as interacgdes, destes microorganismos,

com os diversos componentes do organismo do hospedeiro [62, 63].

Uma forma destes seres aumentarem a sua disseminagdo ¢ a utilizagdo do
sistema do plasminogénio do hospedeiro. Em seguida, passarei a apresentar dois

exemplos: o Acanthamoeba castellanii € o Schistosoma bovis.

i. Acanthamoeba castellanii

Este protozoario, Acanthamoeba castellanii, pertencente a familia
Acanthamoebidae, ¢ considerado uma amiba de vida livre, podendo ser encontrado por
toda a parte. Normalmente, habita lagos e lagoas, piscinas, solos hiimidos, cursos de

agua e esgotos expostos a efluentes industriais, em todos os climas e continentes [62].

O género Acanthamoeba ¢ conhecido por infectar humanos, sendo o A.
castellanii o agente causador de duas infec¢des distintas, a encefalite amebiana
granulomatosa (doenga fatal, que afecta o sistema nervoso central, normalmente em

individuos debilitados ou imunodeprimidos) e a ulceragdo da coérnea, chamada de
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ceratite amebiana [62,64]. Segundo Brewitt, a ceratite amebiana ndo ¢ muito comum e

estd associada com o uso de lentes de contacto, especialmente pela falta de higiene [65].

De acordo, com estudos desenvolvidos por Larkin e colaboradores, estes
parasitas propagam-se sob a forma activa (trofozoitos), revelando a sua patogenicidade
no homem pela sua ligacdo a superficie da cornea [66]. Foi também evidenciado, in
vitro, que este género ¢ capaz de produzir efeitos de necrose nas células da coérnea e

potenciar as interac¢des de enzimas proteoliticas [29].

Mitra e colaboradores identificaram uma serino protease, de cerca de 40 KDa,
secretada por A. castellanii patogénicos que designaram activador do plasminogénio
(AP) [29]. Verificaram que esta enzima era capaz de activar o plasminogénio de

diferentes espécies incluindo os humanos, suinos e bovinos [29, 67].

Este AP foi analisado e os resultados evidenciaram que em termos de actividade
biologica, esta enzima estd relacionada com o u-PA, mas a nivel de regulacdo, pelos
inibidores fisiologicos do plasminogénio do hospedeiro, mostram que este AP ndo softre

qualquer tipo de inibigdo [29, 67].

Apos a entrada no hospedeiro, Acanthamoeba castellanii secreta varias proteases
(colagenase, elastase e AP). Esta actividade proteolitica contribui para uma maior
facilidade de invasdo no hospedeiro [29]. Deste modo, a semelhanca da Yersinia pestis e
do Streptococcus pyogenes, este parasita secreta um activador do plasminogénio. De
igual modo, a interaccdo deste parasita com o sistema do plasminogénio confere-lhe

uma maior capacidade de invasao tecidual.
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Figura 8 — Esquematizac¢do da actividade proteolitica do protozoario 4. castellanii.

ii. Schistosoma bovis

Os Schistosomas sao classificados como trematodes, pertencentes a familia
Schistosomatidae. Estes microorganismos sdo agentes responsaveis da schistosomose,
manifestando-se em humanos e animais em muitos paises tropicais e subtropicais
[61,68]. Os seres humanos sao mais infectados pelo Schistosoma mansoni, S.

haematobium, S. japonicum e os animais por S. mattheei e S. bovis [69, 70].

Como todas as espécies de schistosomas, o S. bovis migra € vive nos vasos
sanguineos do seu hospedeiro definitivo sem ser detectado pelo sistema de defesa do
hospedeiro [71]. O revestimento externo dos vermes adultos ¢ composto por um
tegumento, que € recoberto por uma citomembrana espessa, estando este componente

envolvido em todas as interac¢des do parasita com o organismo do hospedeiro [61, 72].

Este parasita ¢ capaz de viver varios anos nos vasos sanguineos do hospedeiro
pelo que tém sido realizados varias experiéncias para estudar a sua interacgdo com o
sistema do plasminogénio [69]. Hernandez e colaboradores identificaram 18 proteinas

localizadas a superficie do S. bovis, entre elas varias isoformas de enolase, GAPDH e

29



Estado da arte sobre a interac¢do de microorganismos com o sistema do plasminogénio

actina [72]. Escudero e colaboradores, verificaram que ocorre ligagdo com o

plasminogénio ao nivel da superficie tegumentar na presenca de t-PA [30].

A proteina enolase secretada por S. bovis, foi estudada por Escudero e
colaboradores que concluiram que esta funciona como um receptor para o
plasminogénio, sendo este activado em plasmina por ac¢do do tPA. Desta forma, o
parasita ¢ capaz de degradar coagulos de sangue podendo circular mais livremente pelos

vasos sanguineos, aumentando a sua disseminagao/patogenicidade [30].

Plasmina i _
Vaso sangunineo

Actindade proteclitica
enolase Conversfo de plasminogémo

L

Fibrma

S Disselugio de
Plasminogénio cohgulos de fibrina t-PA

Figura 9 — Esquematizagdo da actividade proteolitica do parasita Schistosoma bovis.

3. Fungos

Os fungos sdo seres eucariotas que se nutrem por absorcao e se reproduzem por
esporos. Podem ser classificados como fungos leveduriformes ou unicelulares
(leveduras) e como fungos filamentosos ou pluricelulares. Sdo desprovidos de clorofila
e reproduzem-se por esporos sexuados e assexuados ou por reproducio vegetativa. Os
fungos filamentosos podem apresentar hifas septadas que dividlem o fungo em

compartimentos, ou hifas asseptadas que desempenham fungdes protectoras [35].

Existem centenas de espécies de fungos, quer desempenhando efeitos benéficos,

quer efeitos prejudiciais para a vida. Estes microorganismos podem contribuir, de um
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modo benéfico para o ambiente (fertilizagdo dos solos, simbiose das plantas,
indicadores de polui¢do), para um controlo biologico (evitando praga de insectos), para
a investigacdo cientifica (pelo seu crescimento rapido e facilidade de reproducdo e
manipulagdo) e para a industria (gracas as suas capacidades enzimaticas, biossintéticas e
fermentativas). Contribuem de modo prejudicial provocando a contaminagdo e
destruicdo de varios produtos e pela sua capacidade de causar diversas patologias nos

humanos e animais [35].

Como todos os outros organismos, os fungos foram evoluindo ao longo do
tempo, relevando-se cada vez mais patogénicos e frequentes colonizadores dos
organismos, quer a nivel animal, quer a nivel humano. Estes organismos invasores
colonizam diversos seres, de forma a aumentar a dissemina¢do por esporos, e,

manifestando-se por varios tipos de micoses [28, 35].

Diversos autores tém estudado, os mecanismos utilizados, por este tipo de
microorganismos, no aumento da sua disseminacdo/patogenicidade. Deste modo, tém
sido identificadas interac¢cdes com o sistema do plasminogénio, sendo, o fungo com

mais relevancia, a Candida albicans [73].

i Candida albicans

O fungo Candida albicans é o maior causador de candidoses nos seres humanos.
Este patogénico ¢ considerado um fungo dimorfico, unicelular quando patogénico e
saprofita, quando faz parte da flora comensal. E um fungo comensal do tubo digestivo
da maior parte dos mamiferos e das aves, podendo-se revelar um fungo oportunista em
individuos imunocompetentes [35, 28]. No entanto, esta coloniza¢do apresenta efeitos
benéficos para o hospedeiro, pois, para além de limitar a colonizacdo de outros fungos
patogénicos oportunistas, protege o hospedeiro imunocompetente de possiveis infec¢des

sistémicas, promovendo a resposta do sistema imunitario [35, 28].

A sua maior incidéncia de patogenicidade ocorre a nivel dos tecidos epiteliais

mucosos dos tractos gastrointestinal e genito-urindrio. A sua patogenicidade pode-se
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revelar desde lesdes superficiais a doencgas sistémicas, podendo causar meningite pela

sua invasao no sistema nervoso [28].

Viérios estudos mostraram que o poder patogénico de C. albicans depende da sua
relagdo com o hospedeiro, nao sé dos factores intrinsecos e extrinsecos do hospedeiro,
mas também dos factores de viruléncia do fungo, por exemplo: a formacao de tubos
germinativos, a capacidade de adesdo as células do hospedeiro e a produgdo de enzimas

extracelulares [73].

. Segundo Klotz a adesdo a componentes da MEC (fibronectina, laminina, actina
e colagénio) representa um passo crucial no desenvolvimento/disseminagdao da
candidiase. Deste modo, tém sido efectuados varios estudos na identificacdo de
proteinas produzidas por C. albicans que medeiam a ligagdo a proteinas da MEC e
especificamente ao plasminogénio, de modo a investigar a sua actividade proteolitica

[74].

Como referido, Gozalbo e colaboradores, identificaram a presenga de GAPDH a
superficie de C. albicans e verificaram que funciona como um receptor para a adesao do
fungo a fibronectina e a laminina, contribuindo para um aumento da sua invasividade

[28].

Jong e colaboradores identificaram a presenca da proteina enolase a superficie
de C. albicans. Verificaram que esta proteina funciona como um receptor para o
plasminogénio, contribuindo para um aumento da sua concentracdo a superficie do
fungo. Verificaram também que o plasminogénio, uma vez a superficie do fungo, ¢
activado pelos activadores fisiologicos do hospedeiro, conferindo, desta forma, um
aumento da actividade proteolitica “plasmin-like”, levando a uma maior rapidez de

disseminagao e colonizagdo de orgdos alvo [75].

Posteriormente, Luo e colaboradores, identificaram uma proteina superficial,

designada Pral com capacidade de ligagdo ao plasminogénio. Mais uma vez, esta
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interac¢ao conduz a aquisi¢do de uma actividade proteolitica “plasmin-like” importante

na degrada¢ao da MEC e aumento do poder de disseminagdo do fungo [76].

A presenca de receptores de plasminogénio a superficie de Candida albicans
(Figura 10), contribuem para um aumento da sua invasividade/patogenicidade pela
destruicao dos componentes da MEC. A GAPDH tem como funcao “conduzir” o fungo
para os componentes da MEC. J4 a enolase, juntamente com a Pral, “conduzem” o
plasminogénio para a superficie do fungo. Apods a sua activagdo, o aumento da
concentracdo da plasmina superficial gera uma actividade superficial proteolitica

“plasmin-like” [28, 75, 76].
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Figura 10 — Esquematizagdo da actividade proteolitica do fungo Candida albicans.

4. Virus

Os virus s3o considerados parasitas intracelulares obrigatorias visto serem
despromovidos de metabolismo e necessitarem obrigatoriamente das células
hospedeiras para se reproduzirem. Sao seres com dimensdes menores que as bactérias,
sendo sO visiveis ao microscopio electrénico, possuem uma enorme capacidade

reprodutiva, e, fora do ambiente intracelular revelam-se inertes [61].
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A sua estrutura mais basica ¢ compreendida pela informagdo genética e por uma
cobertura de natureza proteica. De acordo com a sua estrutura sdo classificados como
virus nus (desprovidos de invélucro) ou como virus com involucro. Os virus sem
involucro sdo habitualmente mais resistentes aos agentes fisicos e quimicos; ja os que
possuem involucro (camada lipidica exterior) mostram-se mais frageis, sendo incapazes

de sobreviver no meio ambiente por longos periodos [61, 77].

Os virus quando transmitidos de hospedeiro em hospedeiro, difundem-se do
local de entrada para o interior das células, de modo a aumentarem a sua reproducao.
Estes seres infectam as células do hospedeiro pelo contacto entre regides virais da
capside ou do involucro com receptores celulares especificos. Assim, mediante a
especificidade, a interaccdo virus-célula, de um modo geral, pode ocorrer por trés
mecanismos [61, 77]. Os virus podem penetrar nas células e replicarem-se, provocando
a lise mediante a libertacdo dos virides; podem também infectar as células, persistindo
no seu interior ¢ levando a alteracdes ou a transformacdes celulares. Podem ainda
penetrar nas células e o bloquearem o seu mecanismo de replicacdo. Paralelamente
podem ocorrer alteragdes genéticas, de forma a tornarem estes seres mais resistentes

[61].

Tém sido elaboradas diversas analises aos mecanismos de interac¢do entre os
virus e o organismo humano, tendo-se verificado que estes microorganismos utilizam o
sistema do plasminogénio para aumentarem a sua disseminagdo, como € o caso do virus

da gripe, o Influenza virus [32].

i.  Influenza virus

O virus Influenza pertence a familia Orthomyxoviridae, ¢ o causador da doenca
infecciosa aguda do tracto respiratorio de facil transmissdao por contacto directo com a
pessoa infectada, o que pode originar, rapidamente, grandes epidemias e pandemias

[61].
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Este virus tem um periodo de incubacao muito curto, cerca de 1 a 4 dias, apos o
aparecimento dos sinais clinicos, conhecidos por todos como febre, mal-estar, cefaleias,
dores musculares e a presenca de sintomas a nivel respiratério (tosse, obstrucdo nasal,
etc.) [61]. Tém sido feitas diversas analises serologicas ao virus Influenza, tendo sido
atribuida maior importancia aos tipos A e B. Destes dois tipos, o do tipo A tém sido
melhor caracterizado, visto ser epidemiologicamente mais importante e estar

relacionado ndo s6 com as manifestagdes em humanos mas também em animais [61].

O virus apresenta uma forma esférica, sendo constituido por uma parte central
mais interna, uma nucleocdpside (com simetria helicoidal com RNA monocatenario
fragmentado em 8 segmentos) e por uma parte externa, designada involucro. Cada
segmento codifica uma proteina; o fragmento 1, 2 e 3 codificam polimerases para a
sintese do RNA viral e complementar (designadas por PA, PB1 e PB2), o fragmento 4
codifica a hemaglutinina (HA), o fragmento 5 codifica a nucleoproteina viral, o
fragmento 6 a neuraminidase (NA), o fragmento 7 codifica a proteina M, e o 8 codifica
proteinas ndo estruturais. As suas caracteristicas antigénicas devem-se ao antigénio S
(da nucleocapside), a proteina M, HA e NA; estes trés ultimos sdo designados de

antigénios de involucro [61, 78].

O poder de infec¢do do virus Influenza esta dependente da clivagem da HA, em
duas fracgoes, HA1 e HA2, visto a HA2 ter sido revelada necessdria para que o
involucro viral se funda com a membrana celular. Esta clivagem ocorre a nivel
extracelular pela ac¢ao de proteases celulares abundantes no tracto respiratorio [61, 78].
Goto e colaboradores estudaram estes mecanismos e verificaram que a NA secretada
pelo virus para além de facilitar a libertagcdo dos virus recém-formados da superficie das
células infectadas, também tem a capacidade de ligar o plasminogénio. Apds a activagao
a plasmina, pelos t-PA ou u-PA, o complexo NA-plasmina a superficie do virus,
promove a clivagem da HA, que como referido, ¢ um pré-requisito para a infecciosidade

dos virus Influenza, promovendo a entrada do virus na célula do hospedeiro [79,80].

O uso do sistema do plasminogénio pelas particulas virais do virus influenza,
contribui para um maior poder e rapidez de invasdo, podendo este se disseminar por

varias células, infectando-as, ao longo do organismo do hospedeiro [80].
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Figura 11 — Esquematizacdo da actividade proteolitica do virus Influenza.

Como se verifica, a interaccdo com o sistema do plasminogénio ¢ um
mecanismo de invasdo usado por uma ampla gama de microorganismos (bactérias,
fungos, protozodrios, virus). Esta estratégia de invasdo confere ao microorganismo uma
capacidade/vantagem proteolitica adicional que lhe permite aumentar o seu poder de

disseminagdo no hospedeiro e assim aumentar a sua sobrevivéncia.
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III. CONCLUSAO
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A fibrindlise pode ser definida como a degradagdo da fibrina, mediada pela
plasmina. O sistema fibrinolitico ou sistema do plasminogénio ¢ composto por diversas
proteinas (proteases séricas e inibidores) que regulam a gera¢do de plasmina, uma
enzima activa, produzida a partir de uma pré-enzima inactiva (plasminogénio). A
plasmina tem a funcdo de degradar a fibrina e activar metaloproteases de matriz
extracelular. Para além do seu papel no sistema hemostatico, tém sido descobertas
varias funcdes do sistema do plasminogénio em outros processos, incluindo
remodelagdo da matriz extracelular, crescimento e disseminagdo tumoral, cicatrizacao e

infecgao.

De facto, tem sido verificado que diversos microorganismos tém a capacidade de
alterar a regulacdo deste sistema, levando a um aumento da concentracdo de plasmina,
através da producdao de activadores de plasminogénio, como ¢ exemplo da bactéria
Yersinia pestis, dos GAS, e do parasita Acanthamoeba castellanii. Outros
microorganismos expressam receptores a sua superficie para o plasminogénio e
plasmina, como ¢ o caso do Helicobacter pylori, Bacillus anthracis, GAS, Schistosoma
bovis, Candida albicans e do Influenza virus. Os receptores e activadores expressos por
estes microorganismos permitem-lhes adquirir uma actividade proteolitica “plasmin-
like” superficial, aumentando o seu poder de disseminagdo pelo organismo do
hospedeiro e assim a sua invasividade. Na bactéria Yersinia pestis e Streptococcus
pyogenes verificou-se, também, que a plasmina a superficie destas bactérias nao sofre
qualquer regulagao pelos inibidores fisiologicos do hospedeiro, o que lhes confere uma

actividade proteolitica “plasmin-like” ndo regulavel.

Deste modo, ¢ reconhecida a importancia da interac¢do de varios
microorganismos com o sistema do plasminogénio como um mecanismo potenciador da

sua disseminac¢do/ invasao no organismo do hospedeiro.
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