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ARTIGO DE REVISAO

Mecanismos de disfun¢io da barreira

hematoencefilica no paciente criticamente enfermo:

énfase no papel das metaloproteinases de matriz

Mechanisms of dysfunction of the blood-brain barrier in critically

ill patients: emphasis on the role of matrix metalloproteinases

RESUMO

Serd descrito a base fisioldgica dos
componentes da barreira hematoence-
filica e suas propriedades. Além disto,
pretende-se abordar o efeito particular
das metaloproteinases e seu controle
sobre as propriedades da matriz extrace-
lular e a relacio disto com disfuncio da

barreira hemotoenceflica. Finalmente se
demonstrard o papel da metaloprotei-
nases nas alteragdes do sistema nervoso
central em doengas associadas ao paciente
criticamente enfermo.

Descritores: Barreira hematoencefalica;
Proteina da matriz extracelular;
Metaloproteinases da matriz

INTRODUCAO

O conceito de barreira hematoencefélica (BHE) surgiu no final do século
XIX, na Alemanha, através de experimentos do cientista Paul Ehrlich onde,
ap6s injegoes de corantes em animais tanto na circulagio arterial como na
venosa todos os 6rgaos, exceto o cérebro e a medula espinhal, se coravam,
levando a hipétese de dois compartimentos. Além disto, Hugh Davson em sua
revisao' cita estudos de Bield e Kraus em 1898 e de Lewandowsky em 1900,
onde atribuirem a auséncia de efeitos farmacolégicos no sistema nervoso central
(SNC) quando os firmacos eram administradas de forma sistémica. Anos
depois, em 1913, Edwin Goldmann (um dos estudantes de Ehrlich) notou o
fendmeno oposto injetando um corante diretamente no fluido cérebro espinhal,
de animais, o qual manchou todo o SNC e nenhum dos érgaos periféricos.?
No entanto, somente nos anos 60 Reese e Karnovsky e Brightman e Reese
repetiram as experiéncias de Ehrlich e Goldmann ao nivel ultraestrutural, por
meio da microscopia eletronica, identificando os capilares do SNC e a célula
endotelial como o sitio da barreira hematoencefalica.®V

Barreira hematoencefilica (BHE)

Descrigao geral da BHE

O sistema nervoso central (SNC) ¢ uma zona privilegiada, que normalmente ¢
protegido por trés elementos estruturais: a BHE com a interface entre o encéfalo e
os vasos sanguineos; a barreira sangue - liquido cefalorraquidiano (BSLCR), forma-
da pelo plexo coréide e a membrana aracndide com os vasos sanguineos e o liquido
cefalorraquidiano; e a barreira e sangue — aracnéide (BSA), que ¢ a interface dos
vasos sanguineos com a camada do epitélio da aracnéide subjacente a dura-mdter
das meninges."® Estas barreiras sao estruturas especializadas do SNC que controlam
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e regulam a homeostase do cérebro, medula espinhal, liquido
cefalorraquidiano com o resto dos sistemas.*”

Componentes da BHE

- Células endoteliais

A barreira ¢ formada pela presenga das jungoes endo-
teliais que controlam a abertura e fechamento coordenada
das jungoes célula-célula.® Estas jungoes sio compostas
de diferentes complexos multi-proteicos, como as jun¢oes
apertadas (JA) e as jungoes endoteliais aderentes (JEA) que
s30 os principais reguladores da permeabilidade celular.”
As JA consistem em trés proteinas integrais de membrana
denominadas claudina, ocludina e moléculas de adesao jun-
cional e um nimero de proteinas citoplasmdticas acessorias,
incluindo a zonula occludens (ZO) ZO-1, ZO-2 e ZO- 3,
cingulina e outras proteinas guanilato quinase associadas a
membrana (MAGUK). Estas proteinas acessorias conec-
tam as proteinas de membrana  actina para a manuten¢io
da integridade estrutural e funcional do endotélio. As JEA
possuem proteinas de membrana chamadas caderinas, que
se unem com a actina via proteinas intermedidrias, deno-
minadas cateninas (a,p3,X), para formar contatos adesivos
intercelular e interatuar com as JA. As células endoteliais
cerebrais (CEC) sio apoiadas sobre uma lamina basal que
contem moléculas da matriz extracelular cobrindo mais de
90% da superficie das células endoteliais, também estando
envolvida na permeabilidade da BHE.®?

- Ocludinas

Foram as primeiras proteinas integrais de membrana
a serem identificadas nas JA das células endoteliais. A
ocludina ¢ uma fosfoproteina de 65 kDa com 4 dominios
transmembrana, ligados a duas porcoes extracelulares
ricas em tirosina no dominio intracelular carboxi e amino
terminal. Sua funcdo deve ser vista mais em um contexto
regulador do que como uma proteina estrutural importante
no estabelecimento das propriedades da barreira. Seu
dominio citoplasmdtico carboxi terminal fornece a conexao
da ocludina com o citoesqueleto assegurando a alta
resisténcia elétrica das monocamadas das células endoteliais
e diminuigio da permeabilidade paracelular."”

- Claudinas

As claudinas sao proteinas integrais, de 21-28 kDa
com quatro dominios transmembrana, duas por¢oes
extracelulares e dominios citoplasmdticos carboxi e amino
terminal com uma porgao intracelular curta.""'? As por¢oes
extracelulares se interligam com claudinas adjacentes
das células endoteliais, formando a vedagio primdria das
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JAs."Y O principal papel das claudinas é a regulacio da
seletividade paracelular aos fons pequenos. Para isto as
interagdes entre as diferentes classes de interagem de duas
maneiras: lateralmente no plano da membrana (interacoes
heteroméricos) ou a ligacdo cabega a cabeca entre células
adjacentes (interagoes heterotipica).!>!'?

- Astrdcitos

No cérebro humano, os astrdcitos sao as células gliais em
forma de estrela que geralmente superam o niimero de neu-
ronios por dez vezes," cujos prolongamentos finais formam
um rendilhado de lamelas préximo e aderido na superficie
externa do endotélio da BHE e a membrana basal respecti-
va.'® Um crescente nimero de resultados in vitro e in vivo
suportam a idéia de que os astrdcitos sio células excitdveis e
desempenham um papel importante no processamento de
informacoes e modulacio da atividade neuronal.’” Sao im-
portantes no controle do tonus vascular,” neste sentido o
papel dos astrdcitos na manutencio e sinalizagao das células
endoteliais da microvasculatura cerebral tem sido estudadas
na génese de diferentes doengas e na integridade da BHE."®

- Pericito

O recrutamento e a interagio dos pericitos com o endotélio
¢ essencial para a formagio, maturagio e manuten¢io da
BHE. Os pericitos comunicam-se diretamente com as células
endoteliais através de invaginagoes referidas como “peg
socket” onde um unico pericito pode estar em contato com
varias células endoteliais, permitindo uma camada adicional
de comunicacio™ e de estabilidade mecinica dos vasos. Em
estudos recentes tém-se mostrado que pericitos sao células
cerebrais contrdteis que regulam o fluxo sanguineo capilar
desempenhando um papel importante na manuten¢io da
BHE com a auto-regulacio e homeostase cerebral.

Tem-se determinado em estudos 7z vivo que as intera-
¢oes de pericitos com a célula endotelial sao criticos para
regular a BHE e a ruptura dessas intera¢oes pode levar a
disfungao desta barreira e a neuroinflamagao.?” Além dis-
to, estudos 7 vitro demonstram que os pericitos expressam
moléculas como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEFG) e metaloproteinases de matriz (MMPs) que regu-
lam a integridade da BHE.®)

- Matriz extracelular (MEC)

O espaco extracelular representa aproximadamente 20%
do volume total do cérebro sendo preenchido com uma ma-
triz extracelular (MEC) altamente organizada, localizada na
interface entre os vasos sanguineos e a glia. A MEC parece
servir como uma ancora com o endotélio através das inte-
ragoes de proteinas da MEC com os receptores endoteliais
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tipo integrinas” que desempenham um papel fundamental
na sinalizagio celular, migracio e formagio capilar cerebral
durante a angiogénese.” Tais interagoes célula-matriz podem
estimular uma série de vias de sinalizagio intracelular nas
células vasculares, neur6nios e células gliais de apoio, alem de
serem essenciais na BHE por que possivelmente participe na
manutengio das proteinas endoteliais nas JA."1¢2?

A quebra da MEC pode levar a alteragoes no citoesque-
leto das células endoteliais da microvasculatura cerebral,
que por sua vez afeta as proteinas das JA ¢ a integridade da
barreiracom o aumento da permeabilidade desta em estados
patoldgicos.!

Fungées da barreira hematoencefilica

A BHE ¢é um importante componente da rede de
comunicagio que conecta o sistema nervoso central e os
tecidos periféricos, alem disso funciona como uma interface
que limita e regula a troca de substincias entre sangue e o
sistema nervoso central.*?

A impermeabilidade da BHE ¢ o resultado de uma série de
caracteristicas Uinicas, que acrescenta dificuldade a moléculas
tentando penetrar nesta barreira. Esta propriedade é baseada
na existéncia de uma permeabilidade muito restrita do
endotélio, além da presenca de enzimas degradantes presentes
em grande nimero no interior do endotélio de modo que,
com excegao de dgua, gases como oxigénio ¢ o didxido de
carbono e determinadas moléculas lipossoldveis muito
pequenas podem passar de forma integra.”® As moléculas
hidrofilicas, que sao essenciais para o metabolismo do cérebro,
tais como fons, glicose, aminodcidos e componentes de dcido
nucléico, passam pela BHE através de canais especializados.*”
J4 o transporte de moléculas hidrofilicas, tais como peptideos
e proteinas que nao tém um sistema de transporte especifico é
muito mais lento do que as moléculas lipofilicas, no entanto,
as quantidades que atravessam a BHE podem ser suficientes
para causar um efeito mediado por receptores nos neurdnios.
Alguns tipos especiais de proteinas ou peptideos como, por
exemplo, horménios periféricos e peptideos regulatérios
que exercem sua agdo no cérebro geralmente tém sistemas
especializados de transporte saturdvel em toda a BHE. Desta
forma a BHE se torna altamente restritiva, mas de qualquer
forma pode ser incapaz de impedir a passagem de alguns
toxinas e agentes terapéuticos da corrente sanguinea para o
cérebro.?+»)

Alémdasfungoesde permeabilidadeseletivaa BHE possui
aspectos importantes como fungdes neuroimune, incluindo
a secre¢ao de citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico. A
BHE pode receber o estimulo de um compartimento (p.ex.
o sistémico) e, simultaneamente, responder com secregoes
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para o outro (p.ex. o sistema nervoso central), sendo esta
fungio de papel central na resposta neuroimune. Por
exemplo, LPS aplicado na superficie das células do cérebro
abluminal endotelial estimula a secre¢io de IL-6 a partir de

sua superficie luminal.®

Metaloproteinases de matriz (MMP)

As metaloproteinases de matriz extracelular sio
enzimas, normalmente encontradas em sua forma inativa,
da familia de proteases dependentes de zinco sendo, até o
momento, encontrados 23 membros em humanos.?? Estas
proteinas sdo classificadas em: a) colagenases verdadeiras
(MMP: 1, 8,13), que digerem a tripla hélice do coldgeno,
b) gelatinases (MMP: 2, 9), que atingem o coldgeno e a
gelatina desnaturada, ¢) estromelisinas (MMP: 3,10,11)
que degradam as proteoglicanas, d) matrilisinas (MMP: 7,
26) que degradam proteoglicanas, fibronectina e laminina,
e) metaloproteinase ligada 8 membrana MMP-MT (MMP:
14,15,16, 17,23,24,25) degradam além da gelatina,
fibronectina e agrecan e outros substratos de MEC, f)
outras MMP (MMP:12,19,20,21,27 e 28)“” capazes de
degradar todos os componentes da MEC e proteinas de
tecido conjuntivo.“®

Os efeitos das MMP sao rigidamente controlados por
trés mecanismos: (1) regulagio da transcricio de genes,
(2) regulacio da ativagio da pré-enzima e (3) presenca de
inibidores especificos (TIMP).?” O controle da expressio
génica das MMP ¢ dado em resposta a estimulos de citocinas
(IL 1,4,6 e TNFa), espécies reativas de oxigénio (ROS),
oxido nitrico (NO), hormonios e fatores de crescimento, que
se ligam a receptores na superficie da célula, desencadeando
cascatas de sinalizagdo intracelulares que, por sua vez, ativam
fatores de transcricio que se ligam A regides responsivas
presentes no promotor de genes de diferentes MMP* Por
outro lado, as MMP sio normalmente localizadas no citosol
em um estado inativos e podem ser clivadas por proteases,
como a plasmina, o ativador do plasminogénio tecidual
(tPA) ou outras MMP ao seu estado ativo.®® Os inibidores
teciduais endégenos de metaloproteinases (TIMP) sdo
os principais inibidores fisiologicos das MMP, além disto
a o 2 — macroglobulina presentes no soro também pode
inibir a atividade das MMP. Os TIMP sao um conjunto
de proteinas que sdo capazes de inibir as MMP soldveis
através das interagdes com uma razio estequiométrica 1:1,
formando complexos TIMP-MMP que tornam a protease
incapaz de se ligar ao substrato. Atualmente se conhecem
quatro membros das familias TIMP e as MMP podem ser
inibidas por um ndmero diferente deles.®” Cada TIMP
tem caracteristicas dnicas; TIMP-1, TIMP-2 e TIMP- 4
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estao presentes na forma soltivel e TIMP-3 estd fortemente
vinculado a0 MEC®? estando estes inibidores relacionados
a promogio do crescimento celular, plasticidade sindptica e
atividades antiangiogénicas e antiapoptoticas.“?

Disfun¢ao da barreira hematoencefilica

A disfuncio da BHE, muitas vezes chamado de “abertu-
ra da BHE”, tem sido descrita hd muito tempo como um
elemento-chave da progressio de vdrias doengas do SNC.5?
Provavelmente isto esteja relacionado a exposi¢ao do micro-
ambiente cerebral a substincias potencialmente nocivas, po-
dendo resultar em uma perda da homeostase, comprometi-
mento da oferta de sinalizacao neuronal e morte celular.

O papel central das MMPs na degradagio da
matriz neurovascular e a génese de diferentes processos
patolégicos tém sido demonstrados em vérios modelos de
neuroinflamagio. Como a regulagio e ativacio da expressao
das MMP sao complexas e bem controladas a perda desse
controle se encontra envolvido na fisiopatologia da quebra
da BHE. Desta forma se permite que circulem substincias
neurotdxicas para o parénquima cerebral, com a infiltracio
de leucécitos e ativagao da microglia, promovendo resposta
inflamatéria que é encontrada em diferentes patologias do
doente critico como o acidente vascular encefilico (AVE) e
traumatismo cranio-encefilico (TCE).(63%

Estudos em animais submetidos a modelo de AVE se
observa uma ativagio de MMD levando a degradagio da
lamina basal e da MEC com a quebra da BHE. Isto leva a
aumento de fragilidade dos vasos de pequeno calibre contri-
buindo a transformacio hemorrigica apés o AVE isquémi-
co. Além disto, se encontrou uma ativagio de MMP-2 na
isquemia cerebral transitéria nas primeiras etapas da lesdo
e conseqiiente degradagio da claudina (parte estrutural da
JA e conseqiiente quebra da BHE). A MMP-9 parece tam-
bém ser relevante na fase aguda nas dreas peri-infarto por ter
relagio com a infiltragio de neutréfilos ao redor dos capi-
lares com piora da morte neuronal associada a0 AVE.®**)
Embora as investigagdes se concentrem nas fungoes das
MMP-2 e MMP-9, outros membros podem desempenhar
papéis importantes. Por exemplo, a MMP-3 pode ser ativa-
da apés isquemia / reperfusio no cérebro de ratos causando
a ruptura da MEC e contribuindo para a abertura da BHE
levando a neuroinflamagio. Finalmente, MMP-13 foi recen-
temente encontrada no cérebro de ratos apds isquemia sendo
localizadas no nicleo das células neuronais e vasos do hipo-
campo tendo uma relagio da ruptura da BHE no AVE.®>%9
Estas alteragoes também podem ser relevantes no sangramen-
to cerebral associado ao uso de trombolitiocos. Estes agentes
terapéuticos sao associados a ativagio de MMP e em modelos

225

animais a inibi¢ao farmacoldgica de MMP foi capaz de redu-
zir o volume da hemorragia cerebral associada ao t-PA.®73

O estudo post-mortem em humanos valida que a MMP-9
estd aumentada no tecido cerebral na zona do infarto e peri-
infarto dos pacientes com AVC.®” Em um estudo recente
também em humanos, se observou uma associacio entre
os niveis plasmdticos de MMP-9 e rompimento da BHE
ap0s acidente vascular cerebral.“” Tomados em conjunto, o
acimulo de dados experimentais e clinicos sugerem que as
MMP podem ser um biomarcador na lesio neurovascular
durante a fase aguda do AVE e sugerem o uso de t-PA em
conjunto com inibidor de MMP nos pacientes eletivos para
trombodlise.?4V

Em estudos animais se demonstrou que em modelo
de TCE houve aumento nos niveis de MMP-9 em regioes
corticais e hipocampais. A MMP-2 aumenta neste modelo
dias apés o TCE, sugerindo uma cascata de ativagio de
MMP onde a rdpida ativagio de MMP-9“? pode estar
envolvida na ativagio sustentada de MMP-2.% Estas
alteragoes estao associadas temporal e espacialmente com a
ruptura da BHE e a formagio de edema cerebral, e o uso
de inibidores de MMP leva a reducio da drea da lesao e da
extravasao de dgua no cérebro. Camundongos transgénicos
para MMP-9 apresentavam tamanhos significativamente
menores de lesio em comparagio com os camundongos
de tipo selvagem em modelo de TCE. Além de MMP-
2 ¢ 9 também ¢ descrita MMP-3 em modelo animal de
TCE levando ao edema vasogénico e conseqiiente a morte
celular.*? Estudos em humanos encontraram niveis elevados
de MMP-2 e MMP-9 no plasma e no cérebro na fase inicial
do TCE,® além de uma estreita relacao entre citocinas e
aumento das MMPs na fase aguda.G¢414¢50

Em estudos em animais com indugio de status epileticus
foi determinado o aumento da MMP-2 no hipocampo.
6152 Em soro de criangas com szatus epileticus, os niveis
de MMP-9 foram significativamente maiores e o inibidor
desta TIMP-1 foi significativamente menor quando

comparados ao controle o que pode induzir a disfuncio
da BHE e 0 edema cerebral.®

COMENTARIOS FINAIS

Avangos na neurobiologia molecular estio rapidamente
levando a uma compreensao melhor das alteracoes agudas no
SNCem diferentes doengasassociadas ao paciente critico. Nosso
grande desafio ¢ determinar com precisio em que doencas do
paciente critico as alteragoes de MMP sao relevantes para a
disfuncio do SNC e de que forma intervencdes terapéuticas
sobre estas enzimas podem contribuir para estabilizar a BHE,
atenuando a disfungio neuroldgica.
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ABSTRACT

This paper aims to describe the physiological basis of the
blood-brain barrier components and its properties. Additionally,
the particular effects of metalloproteinases and their control over
the extracellular matrix and its relationship with blood-brain

Rojas H, Ritter C, Pizzol FD

barrier dysfunction are discussed. Finally, the role of metallopro-
teinases on changes in the central nervous system in critically ill
patients is discussed.

Keywords: Blood-brain barrier; Extracellular matrix protein;

Matrix metalloproteinases
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