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RESUMO

A meningite bacteriana € uma infec¢do devastadora do sistema nervoso central (SNC)
com consequéncias neurolégicas agudas e de longo prazo, incluindo
comprometimento cognitivo. Esta infeccdo apresenta baixa incidéncia em paises
desenvolvidos, porém ainda € muito grave para paises de baixa renda. O objetivo
deste estudo foi compreender a associagdo entre a neuroinflamagao induzida pela
microglia ativada e o comprometimento cognitivo em modelo experimental de
meningite pneumococica. Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, submetidos
a uma inoculacéo de Streptococcus pneumoniae na concentracdo de 5x10° UFC/mL
no cérebro através da cisterna magna para a inducdo do modelo de meningite
pneumocécica. Os ratos do modelo de longo prazo foram entdo tratados com
ceftriaxona durante 7 dias. Para determinar a ativagcdo microglial in vivo, 24 horas
(agudo) e 10 dias (longo prazo) ap6s a inducdo da meningite, os ratos foram
submetidos a uma tomografia por emissao de pésitrons (PET) usando 'C-PBR28, um
radiotracador especifico para proteina translocadora mitocondrial (TSPO). O TSPO
tem um papel importante em processos inflamatérios de tecidos periféricos e no
sistema nervoso como uma resposta a lesdes e doencas. Apds a imagem, 0s animais
foram eutanasiados e a expressdo de TSPO, cardiolipina e citocromo-c, mediadores
inflamatorios, marcadores de estresse oxidativo e marcadores de ativacao glial foram
avaliados no cortex frontal e no hipocampo. Os animais do grupo 10 dias, foram
submetidos a testes comportamentais ap0s a tomografia, como o0s testes de
habituacdo ao campo aberto, esquiva inibitéria e testes de reconhecimento de objetos
novos. Os ratos dos grupos 24 horas e 10 dias demonstraram aumento da expressao
de 'C-PBR28 e ativacdo das células da glia em todo o cérebro em comparacéo com
0s niveis do grupo controle. Mesmo os animais ja livres de infec¢édo, o grupo de 10
dias, exibiram niveis aumentados da expressao citocinas e marcadores de estresse
oxidativo, ativacdo microglial (IBA-1) e ativacdo de astrécitos (GFAP). Resultados
semelhantes aos que foram observados no grupo de 24 horas. Também foi observado
gue a indugdo da meningite aguda também elevou os niveis de TSPO, citocromo-c e
caspase-3, mas nao alterou os niveis de caspase-9. Ja nos animais que foram
avaliados 10 dias ap6s a inducdo da meningite, os niveis de TSPO, citocromo-c,
caspase-3 e caspase-9 estavam regulados positivamente no hipocampo, porém com
uma reducéao simultanea nos niveis de cardiolipina. Os animais mostraram um declinio
cognitivo em todas os testes comportamentais realizados, em comparagdo com o
grupo controle, o que leva a crer que este comprometimento pode ser pelo menos
parcialmente resultado de uma ativacdo imune mediada pelas células da glia e pela
regulacéo positiva de TSPO. O TSPO-PET pode ser potencialmente usado como um
biomarcador de imagem para ativacdo glial, marcador de neuroinflamacédo e
comprometimento cognitivo de longo prazo pés-meningite. Além disso, este estudo
abre um novo caminho para o uso potencial de ligantes de TSPO ap6s sequelas
neuroldgicas induzidas por infeccao.

Palavras-chave: meningite, inflamacgéo, microglia, TSPO, comprometimento cognitivo



ABSTRACT

Bacterial meningitis is a devastating central nervous system (CNS) infection with acute
and long-term neurological consequences, including cognitive impairment. This
infection is low in developed countries, but it is still very serious for low-income
countries. The aim of the study was to understand the association between activated
microglial-induced neuroinflammation and cognitive impairment in an experimental
model of pneumococcal meningitis. It was used in adult male Wistar rats, inoculated
with Streptococcus pneumoniae at a concentration of 5x10° CFU/ml in the brain
through the cisterna magna, and the rats in the long-term model were then treated with
ceftriaxone for 7 days. To determine microglial activation in vivo, 24 hours (acute) and
10 days (long term) after induction of meningitis, rats were found on a positron
emission tomography (PET) scan using ''C-PBR28, a specific radiotracer for
translocating protein (TSPO). After imaging, the animals were euthanized and the
expression of TSPO, cardiolipin and cytochrome c, inflammatory mediators, oxidative
stress markers and glial activation markers obtained in the frontal cortex and
hippocampus. The animals in the 10-day group were collected for behavioral tests after
the tomography, such as the open field habituation tests, inhibitory avoidance and new
object recognition tests. The 24-h and 10-day rat groups demonstrated increased
expression of 1C-PBR28 and glial cell activation throughout the brain compared to
levels in the control group. Even animals already free of infection, rats from the 10-day
group exhibited increased expression levels of cytokines and markers of oxidative
stress, microglial activation (IBA-1) and astrocyte activation (GFAP). A result similar to
what was observed in the 24-hour group. It was also observed that the induction of
acute meningitis also elevated TSPO, cytochrome ¢ and caspase-3 levels, but did not
alter caspase-9 levels. In animals that were obtained 10 days after meningitis
induction, TSPO, cytochrome c, and caspase-3 and caspase-9 levels were up-
regulated in the hippocampus, but with a simultaneous reduction in cardiolipin levels.
The animals impaired cognitive decline on all behavioral tests compared to the control
group, which suggests that this impairment may be at least partially a result of glial
cell-mediated immune activation and up-regulation of TSPO. TSPO-PET can
potentially be used as an imaging biomarker for glial activation, a marker of
neuroinflammation, and post-meningitis long-term cognitive impairment. Furthermore,
this study opens a new avenue for the potential use of TSPO ligands after infection-
induced neurological sequelae.

Keywords: meningitis, inflammation, microglia, TSPO, cognitive impairment
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1 INTRODUCAO

1.1 MENINGITE BACTERIANA

A meningite € uma doenca infecciosa, causada por inflamacdo das
meninges (pia-mater e aracnoide) e do espaco subaracnoideo (Van De Beek et al.,
2016). A doenca inicia com uma invasdao de microrganismos no sistema nervoso
central (SNC), através do liquido cefalorraquidiano (LCR), seguida de uma
exacerbada resposta inflamatoéria do hospedeiro (Liechti et al., 2015).

Esta doenca pode ter causas infecciosas e nao infecciosas, como exemplo
das infeciosas estao os virus, fungos, parasitas ou diversas bactérias como
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Listeria monocytogenes, Streptococcus agalactiae e Streptococcus aureus
(Ellis et al., 2019). A meningite bacteriana pode ser adquirida na comunidade, quando
0 patdgeno causador estd no hospedeiro e desencadeia a doenca ou apés
procedimentos invasivos, traumas e complicacfes, chamada de meningite nosocomial
(Van De Beek et al., 2010; Costerus et al., 2017). A meningite pode ser ocasionada
guando a bactéria se espalha pela corrente sanguinea, atravessa e se multiplica nas
meninges, ou a partir de outra fonte de infeccdo como sinusite ou otite. Outros fatores
de risco séo cirurgia cerebral, doencas crénicas ou doencas autoimunes (Van De Beek
et al., 2016).

A incidéncia da meningite bacteriana em paises com alta renda, como na
Finlandia, é de aproximadamente 0,7 por 100.000 (Polkowska et al., 2017), nos
Estados Unidos 0,8 por 100.000 (Castelblanco et al., 2014) e na Holanda 0,9 por
100.000 habitantes (Bijlsma et al., 2016). Os numeros da Europa e dos Estados
Unidos est&o em nitido contraste com os relatados em Burkina Faso, na Africa, que
apresentou uma incidéncia anual de 24,7 casos para cada 100.000 habitantes
(Kambire et al., 2016).

Os tipos de meningite bacteriana mais comuns sdo a meningite
meningococica ocasionada pela bacteria N. meningitidis e a meningite pneumocécica
ocasionada pelo S. pneumoniae (Thigpen et al., 2011). Um estudo de 2017 na
Finlandia demonstrou que a maioria dos casos de meningite bacteriana é causada
pelo pneumococo, sendo ele responsavel por 45 a 72% dos casos, enquanto o

meningococo responsavel por 11 a 33% dos casos (Polkowska et al., 2017). Um
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estudo recente fornece um parametro semelhante na Inglaterra e no Pais de Gales,
em gue a meningite pneumocdcica teve um incidéncia de 0,18 por 100.000 habitantes
enguanto a meningite meningocaocica atingiu 0,06 casos a cada 100.000 habitantes,
seguidos pelos patdgenos E. colicom 0,07, H. influenzae com 0,02, L. monocytogenes
com 0,02 e S. agalactiae com 0,01 casos a cada 100.000 habitantes (Ellis et al., 2019).
Burkina Faso também teve a meningite pneumocadcica como causa mais comum, com
dados positivos em 53% dos casos para a cultura de S. pneumoniae no LCR (Kambire
et al., 2016).

Embora a incidéncia de meningite bacteriana nos paises ocidentais tenha
diminuido gradualmente nos ultimos 10 a 20 anos, de 3 a 4% para 0,7 a 0,9 casos a
cada 100.000 habitantes por ano, nos paises africanos as taxas de incidéncia ainda
alcancam a faixa de 10 a 40 casos a cada 100.000 habitantes por ano (Brouwer e Van
De Beek, 2018). As taxas relatadas de fatalidade em casos de meningite bacteriana
variam de 17 a 40%, dependendo do patégeno causador e do nivel de renda do pais.
Em hospitais mais avancados, as taxas de mortalidade ainda variam entre 5 e 18%
(Buchholz et al., 2016; Hasbun et al., 2017) mas sé@o substancialmente mais altas,
atingindo mais de 30% quando consideradas globalmente (Mcgill et al., 2016). J& as
sequelas neuropsiquiatricas de longo prazo chegam a atingir até 50% dos
sobreviventes (Hoogman et al., 2007; Heath et al., 2011; Ellis et al., 2019), podendo
apresentar sequelas neurologicas de longo prazo, como perda auditiva, convulstes
ou disfungéo neurocognitiva (Buchholz et al., 2016; Lucas et al., 2016).

Nos dados mais atuais no Brasil, foram relatados 9.441 casos de meningite
pneumococica entre 2010 e 2018, com uma média de 1.049 casos de meningite por
ano e 2.763 oObitos. Ja a meningite meningococica foram 16.793 casos, com média de
1.866 casos por ano e 3.576 mortes. Esses valores ainda podem ser maiores pois ha
mais de 26 mil casos de meningite ndo especificada neste mesmo periodo. Com base
nesses dados, pode-se observar que a média de letalidade de meningite
meningocaocica foi de 22%, ja a taxa de letalidade da meningite pneumocécica ficou
em 30% (Sinan, 2017). Devido a alta taxa de letalidade a meningite pneumococica se

torna um objeto de estudo extremamente importante.
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1.2 FISIOPATOLOGIA

O S. pneumoniae é um diplococo gram-positivo, encapsulado em forma de
lanceta disposto em pares, cujo principal nicho ecoldgico é a nasofaringe humana, o
gue geralmente leva a colonizagéo assintomatica (Sellner et al., 2010; Mook-Kanamori
et al., 2011). Este microrganismo é transmitido por tosse e espirro e continua sendo a
forma mais comum de meningite bacteriana adquirida na comunidade em adultos
(Bijlsma et al., 2016; Mcqill et al., 2016). Na ultima década, um trabalho experimental
forneceu evidéncias de que a morte e as sequelas devido a meningite pneumocadcica
ocorrem como consequéncia de uma resposta hiperinflamatoria do hospedeiro ao
patégeno (Meli et al., 2006).

ApOs a colonizagdo, 0 S. pneumoniae pode se tornar invasivo e se espalhar
do trato respiratorio superior para outros o6rgaos, levando a doencas graves como
pneumonia, sepse ou meningite (Henriques-Normark e Tuomanen, 2013). Esta
bactéria pode atingir o espaco subaracnoideo através da corrente sanguinea ou
através da disseminacao de infec¢des de locais préximos, como 0s seios paranasais
ou mastéide do ouvido interno (Van De Beek et al., 2016). A principal via para as
bactérias atingirem as meninges e entrar no espaco subaracndideo é através da
corrente sanguinea (Mook-Kanamori et al., 2011). Os mecanismos exatos pelos quais
as infec¢Bes bacterianas ocorrem em alguns individuos, mas ndo em outros, ndo sao
claros, mas parecem depender de uma interacdo complexa entre fatores ambientais,
como infeccdo prévia pelo virus influenza, tabagismo ou abuso de alcool, fatores
genéticos do hospedeiro e o préprio patdégeno (Brouwer et al., 2009).

Uma vez que o0 S. pneumoniae alcanga a corrente sanguinea, sua capsula
de polissacarideos € antifagocitica e age como escudo inerte, inibindo a deposicéo
superficial de opsoninas, especialmente os fatores de complemento (Doran et al.,
2016). Além da cépsula, uma série de moléculas da superficie bacteriana reduzem os
danos causados pelo complemento (Johswich et al., 2012). Assim que as bactérias
atingem 0s vasos sanguineos cerebrais, elas precisam atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) para entrar no cérebro e causar uma infeccdo. Em analises
de imunofluorescéncia combinadas com microscopia confocal de alta resolucéo, foi
demonstrado claramente que a bactéria S. pneumoniae adere ao endotélio vascular
cerebral antes da invasdo do cérebro (lovino et al., 2013). E demonstrado que altos

niveis prolongados de bacteremia favorecem a penetracdo bacteriana de S.
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pneumoniae no espacgo subaracnoideo em humanos e modelos experimentais em
animais, provavelmente aumentando diretamente a probabilidade de as bactérias
interagirem com as células endoteliais da BHE (Mook-Kanamori et al., 2011).

O mecanismo predominante pelo qual o S. pneumoniae utiliza para
atravessar a BHE ¢é a transcitose mediada por receptores das camadas celulares
endoteliais e epiteliais (Ring et al., 1998). O passo inicial da adesdo parece ser
mediado pela ligacdo de adesinas bacterianas, como a proteina pneumococica da
superficie C (PspC) que interage com o receptor da laminina ou com o receptor da
poli imunoglobulina (pIgR) nas células endoteliais do cérebro, pois o bloqueio do
mesmo reduz a adesdo bacteriana (lovino et al., 2013). Outra interacdo € entre a
fosforilcolina (PChO) da parede celular e o receptor do fator de ativacao de plaquetas
(PAFr) nas células endoteliais (Kim, 2008), ja que foi demonstrado que camundongos
knockout para PAFr mostraram uma capacidade comprometida na translocagao
bacteriana do sangue para o cérebro (Radin et al., 2005). Além disso, 0 S. pneumoniae
também pode translocar-se para o LCR intracelularmente, rompendo juncdes

intraepiteliais estreitas (Kim, 2008) conforme mostrado na figura 1.
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Figura 1. Passagem da bactéria pela BHE. As moléculas de adesédo (PspC e PChO) da bactéria S.
pneumoniae, se ligam a receptores celulares de células epiteliais da BHE (laminina, PIgR e PAFr) para
ultrapassa-la, invadindo o LCR. As bactérias se replicam no LCR e liberam fragmentos de suas
estruturas (PGN, Ply, DNA e RNA) que podem ativar vias inflamatorias através dos TLRs, NOD e
inflamassoma. Figura elaborada pelo autor.

Quando os patdgenos atingem o LCR, é provavel que sobrevivam porque
as defesas do hospedeiro no espaco subaracndideo parecem ser ineficazes. Uma vez
no LCR a densidade bacteriana aumenta, 0os patdgenos comecam a sofrer lise em
resposta a varias condi¢des de estresse, como privagdo de nutrientes e tratamento
com antibiéticos (Koedel et al., 2002). Fragmentos bacterianos, chamados de padrdes
moleculares associados ao patégeno (PAMPs), como peptidoglicano (PGN),
pneumolisina (Ply), acidos nucleicos (DNA ou RNA) podem se acumular dentro do
LCR, serem fagocitados, e/ou interagirem com 0s receptores de reconhecimento

padrao (PRRs) das células gliais, como os receptores tipo Toll (TLRs), NOD (dominio
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de oligomerizacdo de ligacdo a nucleotideos) ou inflamassoma, ligados a superficie
ou intracelulares que sdo expressos por células imunocompetentes, desencadeando
a resposta imune do hospedeiro (Van De Beek et al., 2016) conforme mostrado na
figura 1.

O sistema imune inato detecta patdgenos através de varias familias de
receptores. Os TLRs reconhecem PAMPS, que S80 expressos por patdégenos ou
padrbes moleculares associados ao dano (DAMPSs), que sdo proteinas endogenas
liberadas pelo insulto aos tecidos (Hanke e Kielian, 2011). Os TLR estéo organizados
em duas grandes categorias: um grupo de receptores é expresso na superficie celular
para reconhecimento de ligantes extracelulares (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e
TLR10) e o outro grupo esta localizado em compartimentos endossdmicos
intracelulares para reconhecer acidos nucleicos de patégenos (TLR3, TLR7, TLR8 e
TLR9) (Kigerl et al., 2014). A Ply, uma importante exotoxina produzida pelo S.
pneumoniae, é reconhecida pelo TLR4 que utiliza a proteina adaptadora que contém
receptor Toll/IL-1 (TIR) (TIRAP) ativando a proteina de diferenciacdo mieloide 88
(MyD88) e a molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM) para estimular a
producdo de mediadores pré-inflamatérios (Kumar et al., 2013).

Apébs o recrutamento por TLRs, a molécula adaptadora MyD88 se associa
ao receptor de interleucina-1 associada a quinase (IRAK) -4, que é uma
serina/treonina-quinase que fosforila IRAK-1 e IRAK-2 (Wang et al.,, 2006).
Posteriormente, o IRAK interage com a familia do fator associado ao receptor de TNF
(TRAF) promovendo uma ligacdo ao complexo TAK1/TAB1/TAB2/TAB3 (Heiman et
al., 2014). TAK1 fosforila o complexo NEMO/IKKa/IKK, que por sua vez fosforila IKB,
resultando na ativacao e liberacéo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB)
(Koedel et al., 2000).

O NF-kB é um ativador transcricional de varias proteinas envolvidas na
inflamagé&o, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1B e éxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) (Koedel et al., 2000). As citocinas inflamatérias, como
TNF-a, sdo necessarias para induzir a expressdao das moléculas de adeséo
intercelular (ICAM)-1 e ICAM-2. A ligacdo entre as células endoteliais e o ICAM-1
permite a passagem de leucdcitos na diregcdo do gradiente quimiotatico (Hanna e
Etzioni, 2012).

A ativacdo da TAK1 também esta associada a via da proteina quinases
ativadas por mitogenos (MAPK). Além disso, MAPKK-3/6, MAPKK-4/7 e MEK-1/2
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induzem a ativagcédo de p38, quinase c-jun N-terminal (JNK) e quinase regulada por
sinal extracelular (ERK-1/2), respectivamente. Essas cascatas levam a translocacéao
da proteina adaptadora-1 (AP-1) para o ndcleo, promovendo a transcricao de citocinas
inflamatoérias (Heiman et al., 2014). Que por sua vez, se ligam a receptores
especificos, ativando uma cascata intracelular promovendo a transcricdo de genes,
podendo ativar ou regular a producao de outras citocinas pro-inflamatoérias como: IL-
1, IL-2, IL-6, IL-7 e TNF, ou anti-inflamatorias como: IL-4, IL-10, IL-13 e fator
transformador de crescimento B (TGF ) (Curfs et al., 1997), tornado um ciclo que
exacerba ainda mais a inflamacédo e suas consequéncias. As células gliais, células
endoteliais, células ependimais e macréfagos residentes no cérebro podem produzir
citocinas e moléculas pré-inflamatérias em resposta a replicacdo e componentes
bacterianos (Moreillon e Majcherczyk, 2003).

Os receptores do tipo NOD (NLRs) também podem identificar PAMPs do
S. pneumoniae (Liu et al., 2010). NOD1 e NOD2 reconhecem fragmentos de PGN
(constituintes da parede celular bacteriana) de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Chamaillard et al., 2003). Apds o reconhecimento do PGN bacteriano, os
receptores citosolicos NOD1 e NOD2 recrutam o receptor que interage com a
proteina-2 (RIP2), inibidores celulares de apoptose (clAP2) e inibidor da proteina de
apoptose ligada ao X (XIAP). Essa cascata fornece um link para o complexo
TAK1/TAB1/TAB2/TAB3 e o complexo IKK, que fosforilam o IKB, resultando também
na liberacdo e translocacdo nuclear do fator de transcricdo NF-kB e MAPK, para
induzir a transcri¢cao de citocinas como a IL-1 (Kumar et al., 2013). O NF-kB também
atua na expressao do receptor tipo NOD contendo dominio de pirina 3 (NLRP3) (Chen
et al., 2020) que é capaz de identificar toxinas bacterianas de construcédo dos poros,
como a Ply (Witzenrath et al., 2011). A Ply pode ativar o NLRP3 que se oligomeriza
com um dominio de recrutamento de caspase (ASC) e pré-caspase 1. A procaspase-
1 é convertida em caspase-1 ativada, que posteriormente amadurece e secreta as
citocinas pro-inflamatorias IL-1 e IL-18 em sua forma madura (Schroder et al., 2010)

conforme demonstrado na figura 2.
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Figura 2: Fisiopatologia da meningite bacteriana. A Ply ativa o0 TLR4 que forma uma cascata intracelular
gue induz a translocacao do fator de transcricdo NF-kB para o ndcleo promovendo a producgéo de pro
- IL-1B e prd - IL-18. Esta mesma cascata pode ativar outras proteinas que irdo translocar AP-1 para o
nucleo, promovendo a producgéo de citocinas inflamatérias. A Ply também ativa NLRP3 que transforma
as citocinas pré-inflamatérias IL-1f e IL-18 em sua forma madura. O PGN, por sua vez ativa receptores
intracelulares NOD, que através de outra cascata também promovem a translocacao de NF-kB e AP-1
para o nucleo. O DNA e RNA também ativam receptores do endosoma que podem ativar a mesma
cascata, levando a producao de citocinas inflamatdrias. Figura elaborada pelo autor.

TNF-a e IL-1B sdo importantes citocinas de resposta pré-inflamatéria
precoce do hospedeiro a uma infeccdo. Em uma metanalise, os niveis de TNF-a e IL-
18 foram identificados como marcadores uteis na predicdo de meningite bacteriana
(Panato et al., 2014). Estudos demonstram altos niveis de TNF-q, IL-1p3, IL-6 e IL-8 no
LCR de pacientes com meningite (Krebs et al., 2005; Prasad et al.,, 2014). A
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administragao de TNF-a ou IL-1 humana recombinante intracerebral em roedores
resultou em inflamacdo e quebra da BHE e essas alteracGes fisiopatoldgicas
identificadas foram semelhantes as da infeccao por meningite bacteriana (Quagliarello
et al., 1991; Rosenberg et al., 1995). Ja camundongos deficientes em TNF-a
submetidos a meningite pneumocdcica apresentaram aumento da mortalidade e
comprometimento da memoéria (Gerber et al., 2004).

Estudos histopatologicos documentam uma ampla gama de lesbes
cerebrais associadas a meningite bacteriana em humanos, incluindo formacédo de
edema cerebral, hidrocefalia, hemorragias petequiais, lesbes necréticas nas
estruturas corticais e subcorticais e perda de fibras mielinizadas na substancia branca
(Engelen-Lee et al.,, 2016). Além disso, um estudo recente de autopsia verificou
apoptose hipocampal leve a moderada em 70% dos casos de meningite (Nau et al.,
1999). Os mecanismos subjacentes a apoptose do hipocampo ndo sao totalmente
identificados, mas, acredita-se que a morte celular apoptética ocorra através da
inducéo do citocromo-c mitocondrial ou por eventos de sinalizacdo dependentes de
fatores indutores de apoptose, dependendo do tempo apos a infec¢do e do patdogeno
causador (Gerber e Nau, 2010).

1.3 MICROGLIA

As células microgliais sdo as principais células imunes inatas do SNC, e
desempenham um papel importante na regulacao da inflamacgéo no cérebro durante
condi¢des patologicas (Butovsky e Weiner, 2018). A microglia é classificada como
macrofago especializado (Saijo e Glass, 2011) encontrado apenas no SNC, incluindo
0 cérebro, medula espinhal, retina e bulbo olfatério (Lannes et al., 2017). Elas se
distinguem de outras células da glia, como astricitos e oligodendrdcitos, por sua
origem, morfologia, padréo de expressao génica e fungdes (Ransohoff e Perry, 2009;
Kettenmann et al., 2011). Essas células se originam de progenitores primitivos no saco
vitelino e migram para o SNC durante o estagio inicial do desenvolvimento embrionario
e depois passam para um fendétipo ramificado, examinando constantemente o
ambiente para manter sua homeostase (Saijo e Glass, 2011).

Durante um insulto ao SNC de humanos, a microglia ativada se transforma
em um fendétipo amebdide e responde ao evento patolodgico liberando diversas

substancias, incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Wolf et al.,
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2017). Compreender a ativacao da microglia € essencial, pois estudos sugerem que
a ativacdo da microglia pode promover a neurodegeneracdo por meio de varios
mecanismos (Venneti et al.,, 2006). Um desses mecanismos pode-se destacar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que afeta ativamente as doencas
neurodegenerativas associadas a microglia por meio de seu papel como moléculas

pro-inflamatorias e moduladoras de processos pré-inflamatérios (Park et al., 2015).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Em um conceito global, o Estresse oxidativo €& definido como “um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma
interrupgao da sinalizagao e controle redox e/ou dano molecular” (Sies, 2007). As ERO
séo resultado da reducdo parcial do oxigénio molecular interagindo com moléculas
organicas e sao citotéxicas, podendo induzir a morte celular. Essas moléculas podem
ajudar em processos celulares de defesa contra agentes patogénicos (Valko et al.,
2007).

O estresse oxidativo € determinado pelo balanco entre a quantidade de
ERO geradas e a capacidade dos processos metabodlicos de produzir antioxidantes
(Halliwell e Whiteman, 2004). Diversos tipos celulares podem sofrer danos oxidativo,
no entanto, o SNC € particularmente vulneravel pois utiliza altas taxas de oxigénio
guando comparado a outros 6rgdos, e por possuir uma baixa concentracdo das
defesas antioxidantes (De Menezes et al., 2009).

Em um mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo, encontram-se as
enzimas superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase e a catalase (CAT).
Enquanto no grupo de antioxidantes ndo-enzimaticos pode-se destacar o &cido
ascorbico, glutationa e outros.

As ERO sao produzidas por células imunes residentes do cérebro durante
uma inflamacao (Valko et al., 2007). Mitocondrias isoladas foram identificadas como
a principal fonte de peroxido de hidrogénio (H202), uma importante ERO,
predominantemente via reducdo de um elétron para o radical anion superéxido
(Loschen et al., 1971). Uma caracteristica relativa ao desfecho do estresse oxidativo
€ o inicio de uma resposta, implementada por meio de interruptores moleculares de
reducdo que iniciam a ativacdo da expressao génica para neutralizar o desfecho. O

resultado é a manutencdo da homeostase redox. Um dos principais “reguladores
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mestres” é o sistema NF-kB/IkB que apés a translocacdo para o nucleo, ativa a
expressao de genes envolvidos nas respostas de fase inflamatoéria, imunoldgica e
aguda (Schreck et al., 1992).

1.5 PROTEINA TRANSLOCADORA MITOCONDRIAL

Nas ultimas décadas, a visualizagdo da ativacdo microglial in vivo apos um
insulto do SNC tem sido possivel pela tomografia por emissao de positrons (PET),
uma técnica de imagem ideal para um diagndstico precoce e inicio de tratamentos
precisos na neuroinflamagao. A detecc&o nao invasiva da inflamagéao usando imagens
PET é demonstrada em um amplo espectro de doencas, incluindo doencas
neurodegenerativas (Dupont et al.,, 2017; Shen et al.,, 2018) e complicacbes
psiquiatricas, utilizando os ligantes farmacolégicos da proteina translocadora
mitocondrial (TSPO) (Di Biase et al., 2017; Setiawan et al., 2018).

Anteriormente conhecido como receptor periférico de benzodiazepina
(PBR), a TSPO é expressa ha membrana mitocondrial externa (Papadopoulos et al.,
2006). Ela é expressa em todo o cérebro e extremamente abundante nos tecidos e
células sintetizadores de esterdides, como gonadas e células adrenais (Braestrup et
al., 1977; Mohler e Okada, 1977; Rupprecht et al., 2010). A TSPO também € expressa
em células cardiacas, renais, hepaticas, hematopoiéticas e linfaticas (Davies e
Huston, 1981; Anholt et al., 1984; Bond et al., 1985). No SNC, a TSPO € expressa em
astrocitos ativados e neurbnios de mamifero, predominantemente nas células da
microglia, que desempenham um papel importante na neuroinflamacao (Anholt et al.,
1984; Park et al., 1996).

A TSPO tem sido associada a varias funcles, incluindo apoptose,
regulacdo do transporte de colesterol, esteroidogénese, proliferacao celular, controle
de muitas fun¢cBes mitocondriais e modula¢do do sistema imunolégico. Um estudo
anterior, confirmou um papel da TSPO em processos inflamatorios de tecidos
periféricos e no SNC como uma resposta a lesdes e doencas; esse papel pode ser
passivo, sendo o TSPO o resultado do aumento da biogénese da membrana
mitocondrial que ocorre durante a proliferacdo da microglia, ou ativo, possivelmente
através da regulacdo de ERO e producao local de esterdides (Papadopoulos et al.,
2018).
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A expressao de TSPO aumenta apdés o insulto no SNC devido a presenca
de células inflamatérias infiltrantes e microglia ativada (Raghavendra Rao et al., 2000;
Beckers et al., 2018). A TSPO esta fortemente associada a inflamacdo e sua
expressao elevada induz o aumento de ERO, TNF-a e IL-13 (Bourdiol et al., 1991,
Rey et al., 2000). Astrécitos expressam altos niveis de TSPO em culturas de células
de rato sob condi¢cdes de hiposmolaridade (Kruczek et al., 2009). Por outro lado, os
mecanismos anti-inflamatoérios dos ligantes de TSPO poderiam ser explicados com
base em sua capacidade de reduzir a ativagdo da microglia e inibir os fatores de
transcri¢do relacionados a sintese de mediadores pro-inflamatoérios (Ma et al., 2016).

A TSPO interage com os canais anidnicos dependentes da tenséo (VDACS)
para contribuir com o controle e a regulacao das estruturas e fun¢cdes mitocondriais
(Mcenery et al., 1992). Assim, a TSPO forma um complexo multimérico com VDACS,
gue estdo localizados na membrana mitocondrial externa e translocadores de
nucleotideos de adenina (ANTS), que estdo localizados na membrana mitocondrial
interna. Este complexo multiproteico mitocondrial, chamado MPTP, é responsavel
pela permeabilidade da agua e substancias pequenas na juncdo das membranas
mitocondriais interna e externa (Mcenery et al., 1992; Kinnally et al., 1993). A interagao
entre as proteinas VDAC e TSPO parece desempenhar um papel na morte celular
apoptética (Veenman et al., 2008). Curiosamente, a ativacdo de MPTP aumenta a
permeabilidade da membrana mitocondrial, 0 que facilita a indu¢cdo de oxidagcéao de
cardiolipina por ERO (Kovacic et al., 1991; Veenman et al., 2008). A cardiolipina € um
fosfolipido predominantemente localizado na membrana mitocondrial interna cujas
funcdes incluem, estabilizacdo da membrana, permitindo o correto funcionamento da
cadeia respiratoria e esta relacionado a liberacdo do citocromo-c dos espacos
intermembranares para o citosol. Por outro lado, o citocromo-c também pode catalisar
a cardiolipina, o que facilita a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa;
assim, o citocromo-c desempenha um papel pré-apoptético (Orrenius e Zhivotovsky,
2005; Veenman et al., 2008).

O citocromo-c € um transportador de elétrons que esta localizado entre os
complexos respiratérios mitocondriais 1l e IV, e estd ancorado na membrana
mitocondrial através de interacdes com fosfolipidos acidos, particularmente a
cardiolipina (Orrenius e Zhivotovsky, 2005). O citocromo-c liga-se ao fator de ativagéo
da peptidase apoptoética 1 (APAF-1). Assim, esse complexo recruta e ativa a pro-

caspase-9, que desencadeia a ativacdo das caspases 3, 6 e 7 (Li et al., 2017). O
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citocromo-c também facilita a liberagdo do fator indutor de apoptose (AlF) e o0 segundo
ativador derivado de mitocondrias da caspase (SMAC) através do MPTP no citosol
(Twiddy et al., 2004). Além disso, o SMAC, é uma proteina mitocondrial que pode
promover a ativacdo da caspase-9 por ligacdo ao inibidor da proteina de apoptose
(IAP) e remocao de sua atividade inibitéria, sendo um componente de outra via
apoptética. O SMAC desencadeia a ativacdo da caspase através da via do citocromo-

c/APAF-1/caspase-9 (Du et al., 2000) conforme mostrado na figura 3.
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Figura 3: O MPTP atua na via da apoptose. A cardiolipina pode ser oxidada por ERO, que desencadeia
a liberagdo de citocromo-c, permitindo que o citocromo-c entre no citosol e induza a apoptose. O
citocromo-c também pode ativar a cardiolipina, o que facilita a liberacdo de SMAC através do MPTP no
citosol. SMAC promove a ativacdo da caspase-9 ligando-se ao inibidor de IAP e removendo sua
atividade inibitéria, desencadeando a ativacdo da caspase na via do citocromo-c/APAF-1/caspase-9.
Figura adaptada de Barichello et al., 2017.

O papel neuroinflamatério da TSPO ja foi avaliado na doenca de Alzheimer
(Kreisl et al., 2016), doenca de Parkinson (Gerhard et al., 2006), esclerose mdltipla
(Janssen et al., 2016), lesdo cerebral traumatica (Papadopoulos e Lecanu, 2009),
acidente vascular cerebral isquémico (Gerhard et al., 2005), deméncia frontotemporal
(Cagnin et al., 2004), virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Zhou et al., 2014) e
disturbios neuropsiquiatricos autoimunes pediatricos associados a infeccao

estreptocdcica (Kumar et al., 2015). Em doencas psiquiatricas, a TSPO teve sua
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expressao reduzida em plaquetas de pacientes deprimidos (Sarubin et al., 2016), em
células mononucleares periféricas de pacientes ansiosos (Nudmamud et al., 2000) e
em membranas plaquetarias de pacientes que sofrem de ansiedade e transtorno
bipolar (Abelli et al., 2010).

Embora tenha se passado varias décadas desde que se estabeleceu uma
regulacdo positiva da TSPO durante a neuroinflamacéo, o papel da TSPO e seus
mecanismos de sinalizacdo na regulacdo da neuroinflamacdo ainda precisam ser
elucidados. Neste ponto, também é importante entender o papel bifasico da TSPO na
neuroinflamacéo e em doencgas neuropsiquiatricas. O papel da TSPO na regulacdo da
neuroinflamacdo e na ativacdo da microglia induzida por lipopolissacarideos (LPS)
tanto in vivo quanto in vitro foi investigado e sugere que a queda na expressao de
TSPO leva ao aumento da geracgéo de citocinas pro-inflamatorias, como a expressao
de TNF e IL-6. Por outro lado, o oposto também ocorreu, com a superexpressao de
TSPO, a geracado de citocinas pro-inflamatorias foi atenuada quando comparada as
células de controle. Os autores explicam que o aumento da expressdo de TSPO
durante a neuroinflamacdo pode ser um mecanismo de resposta adaptativa. Assim,
este estudo fornece dados experimentais em nivel molecular demonstrando que a
TSPO € uma proteina reguladora negativa da ativagdo da microglia e da
neuroinflamacao (Bae et al., 2014).

Além da neuroinflamacéo, o papel bifasico da TSPO foi relatado também
nos distarbios neuropsiquiatricos. Uma diminui¢cdo nos niveis de RNAm de TSPO foi
observada em linfécitos de pacientes com transtorno de ansiedade generalizada,
transtorno do estresse poés-traumatico e transtorno obsessivo-compulsivo em
comparacao com controles saudaveis (Dell'osso et al., 2010). Em contraste, o0s niveis
de RNAm de TSPO foram normalizados ap0s tratamentos de ansiedade (Rocca et al.,
1993). Em um estudo envolvendo pacientes com fobia social generalizada, a
expressao de TSPO nas plaquetas foi menor do que no grupo controle (Johnson et
al., 1998). Esse menor nivel de densidade de TSPO plaquetaria foi evidente em um
subgrupo de pacientes bipolares, que também preenchiam os critérios para transtorno
de ansiedade (Abelli et al., 2010).

Uma profunda compreensao da biologia e fungao da TSPO, tanto no SNC
como no sistema nervoso periférico € importante, podendo ser usados para o
diagnéstico e tratamento de distirbios neurolégicos ocasionados por

neuroinflamassao.
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1.6 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos nos cuidados de saude e na vacinacao as taxas de
mortalidade por meningite pneumocadcica continuam altas, principalmente em paises
de baixa renda. Um numero consideravel de sobreviventes apresenta sequelas
comportamentais, perda de audicdo, convulsdes, déficits neuroldgicos, prejuizo de
aprendizagem e perda de memoria. No entanto, os mecanismos biolégicos que
desencadeiam essas alteracdes cognitivas nos pacientes ap6s meningite bacteriana
n&o sao totalmente elucidados.

As células gliais, principalmente a microglia, desempenham um importante
papel na modulacéo de processos inflamatérios no SNC. A resposta inflamatoria leva
a distarbios metabdlicos e alteracdes na permeabilidade da BHE, permitindo a
passagem de mediadores inflamatérios periféricos para o SNC, exacerbando ainda
mais o processo neuroinflamatorio, podendo levar a uma disfungdo neuronal. Essas
disfuncbes neuronais podem acarretar, em longo prazo, alteracdo funcional e
cognitiva em pacientes e em modelos animais de meningite pneumocécica.

Portanto, este trabalho tem como hipdtese que uma persistente ativacédo
microglial e uma exacerbacao nos niveis de expressdo da TSPO podem desempenhar
um papel importante no declinio cognitivo em sobreviventes de meningite. A ativacao
microglial e os niveis de TSPO in vivo poderiam ser explorados para avaliar a
importancia fisiopatoldgica e diagnéstica em imagem PET. Deste modo, a avaliagédo
in vivo da expressdo do TSPO com o marcador 'C-PBR28 através da PET poderia
ser uma ferramenta Gtil para clarificar o papel das células da glia no comprometimento

cognitivo a longo prazo desencadeado pela meningite pneumococica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da ativagao microglial e da expressao de TSPO, in vivo 24
horas (aguda) e 10 dias (longo prazo), relacionando com os niveis de marcadores de
estresse oxidativo, mediadores inflamatorios e marcadores de ativacao glial, sob

parametros cognitivos em um modelo animal de meningite pneumocdcica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os niveis do marcador de TSPO usando PET (*'C-PBR28) in vivo

24 horas e 10 dias apés modelo experimental de meningite pneumocacica.

Avaliar parametros de estresse oxidativo/nitrosativo (MPO, TBARS,
nitrito/nitrato, proteina carbonila, CAT, SOD) no hipocampo e cortex frontal em 24

horas e 10 dias apds modelo experimental de meningite pneumocadcica.

Avaliar os niveis de mediadores inflamatérios (IL-1a, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, 1L-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-18, TNF-a e INF-y) no hipocampo e coértex frontal em
24 horas e 10 dias apés modelo experimental de meningite pneumocacica.

Avaliar a ativacao glial através dos marcadores microgliais (IBA-1, CD11B),
astrocito (GFAP), oligodendrécito (Oligo) e neuronal (NeuN), no hipocampo e cortex
frontal dos grupos 24 horas e 10 dias ap0s modelo experimental de meningite

pneumocacica.

Investigar a via mitocondrial regulada pelo TSPO através da expressao de
TSPO, VDAC, ANT, cardiolipina, citocromo-c e caspase-3 e 9, no hipocampo e cértex

frontal em 24 horas e 10 dias apés modelo experimental de meningite pneumocaocica.

Avaliar a memoéria de habituacdo, memoria aversiva e memoéria de
reconhecimento de objetos novos 10 dias apdés modelo experimental de meningite

pneumococica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAIS DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Fisiopatologia Experimental, da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, UNESC, Cricidma, SC, Brasil e The
University of Texas Health Science Center at Houston (UTHealth) Texas, EUA. O
estudo foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA para pesquisas utilizando animais. O
projeto possui aprovacgado do comité de ética, em ambas as Universidades: na UNESC
foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA - com o protocolo
namero 032/2017-1 (Anexo 1); e na UTHealth pelo Comité Institucional de Bem-Estar
Animal do Centro de Medicina e Cuidados Animais laboratoriais - CLAMC do Centro
de Ciéncias da Saude da UTHealth, TX, EUA sob protocolo AWC-15-0099 (Anexo 2).

3.2 FARMACOS E SUBSTANCIAS

A inducdo da meningite pneumocécica foi realizada por uma unica injecéo
intracisternal (i.c.) com uma cepa de S. pneumoniae, ATCC (American Type Culture
Collection) 6303 proveniente da CCT (Colecao de Culturas Tropical) André Tosello.

Como anestésico foram utilizados cloridrato de cetamina, Vetaset, na
dosagem de 6,6 mg/kg e relaxante muscular cloridrato de xilazina, Rompun, na
dosagem de 0,3 mg/kg. Ambos foram administrados em conjunto por via
intraperitoneal (i.p) uma Unica vez.

Para que os animais sobrevivam ao modelo de meningite cronica (10 dias)
os ratos foram tratados com antimicrobiano ceftriaxona, Rocefin, na dosagem de 100
mg/kg durante 7 dias duas vezes ao dia.

O biomarcador ''C-PBR28 foi preparado no Centro de Cancer MD
Anderson no dia do experimento e administrado por uma inje¢céo intravenosa em bolus
de ~ 300 uCi em 200 pL de solugdo salina via veia da cauda uma Unica vez antes de

iniciar a PET.
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3.3 MODELO ANIMAL DE MENINGITE PNEUMOCOCICA

Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar machos, adultos com 60
dias de vida, saudaveis, pesando entre 250 e 300 g provenientes do biotério da
UNESC ou adquiridos na Charles River para os experimentos realizados na UTHealth.
Os animais foram acondicionados em caixas de no maximo cinco individuos, com
comida e agua ad libitum, mantidos em ambiente com temperatura de 23 °C +/- 1 °C
e umidade relativa entre 55 e 65%, num ciclo de 12 horas claro-escuro (7:00 as 19:00).

Para a inducéo da meningite, foi cultivado uma cepa de S. pneumoniae em
5 mL de Caldo Todd Hewitt BBL™, crescido até a fase logaritmica. No dia da indugao
a cultura foi centrifuga por 10 minutos a 5000 rpm e suspendida em salina estéril até
chegar a uma concentracdo de 5 x 10° unidades formadoras de col6nias por mL
(UFCol/mL) (Barichello et al., 2013).

Para a inoculagao bacteriana os animais foram devidamente anestesiados
com uma administracdo i.p. de cloridrato de cetamina (6,6 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (0,3 mg/kg). Os mesmos foram alocados com cuidado no estereotaxico e
submetidos a uma injegdo i.c. com agulha calibre 23 de acordo com o0 seu grupo
experimental. Foi inoculado 10 pyL de LCR artificial estéril (grupo controle) ou um
volume equivalente de suspenséao da bactéria (grupo meningite). Logo apés a inducéo
foi realizado a reposicédo volémica com solucdo de NaCl a 0,9% (10 mL/Kg) e os
animais foram devolvidos ao biotério em suas respectivas caixas.

Para que os animais sobrevivam ao modelo de meningite cronica (10 dias)
os ratos foram tratados com antimicrobiano ceftriaxona (100 mg/kg i.p) durante 7 dias,
duas vezes ao dia, tendo inicio 18 horas ap6s a inducéo (Barichello et al., 2013). A
meningite foi confirmada por uma cultura quantitativa de 5 uL de LCR, a 35 °C com
5% de CO2 em agar sangue de carneiro (Simoes et al., 2017), obtidos por uma puncao
da cisterna magna 18 horas apoés a inoculacao.

Apbs os experimentos, todos os animais foram devidamente eutanasiados
com uso de guilhotina, sob estrita obediéncia as Diretrizes para a Pratica de Eutanasia
(CONCEA, 2013). O descarte foi feito por acondicionamento em saco branco leitoso,
identificados como “lixo infectante” e levados para um freezer de residuos para a
conservacdo até o momento de coleta por uma empresa terceirizada, que fez o
tratamento e disposicao final, conforme RDC n° 306/2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Neste trabalho, os animais foram divididos em dois protocolos, um agudo
24 horas e um cronico 10 dias. Em cada um dos protocolos os animais foram
separados em dois grupos, controle e meningite. No protocolo 24 horas os animais
foram submetidos a imagens PET/CT, logo ap6s foram eutanasiados, em as
estruturas hipocampo e cortex frontal dissecadas e armazenadas em um freezer a
temperatura de -80 °C para posteriores testes bioquimicos, através de ensaio
multiplex, Western blotting e Kit ELISA, outros animais independentes foram utilizados
para analise dos parametros de estresse oxidativo e mais um grupo de animais
independentes que foram perfundidos para analise imunohistoquimica.

J4 no protocolo 10 dias os animais foram submetidos a tarefas
comportamentais de habituagdo ao campo aberto, reconhecimento de objetos novos
e esquiva inibitoria antes de serem submetidos a PET/CT. ApdOs a andlise de PET os
animais foram submetidos a eutanasia, e as estruturas hipocampo e cortex frontal
armazenados em um freezer a temperatura de -80 °C para posteriores testes
bioquimicos, através de ensaio multiplex, Western blotting e Kit ELISA, outro grupo
independente de animais, para analise dos parametros de estresse oxidativo e outro

grupo independente de animais foram perfundidos para analise imunohistoquimica.

PET SCAN, estresse oxidativo, PET SCAN, estresse oxidativo,
mediadores inflamatorios, mediadores inflamataérios,
ativagao glial, ativagao glial,
TSPO, VDAC, ANT, cardiolipina, TSPO, VDAC, ANT, cardiolipina,
citocromo ¢ e caspase-3 e -9. citocromo ¢ e caspase-3 e -9.
J \’
Oh 24 h 7 days 10 dias

Ratos Wistar } I i I
J l ;

!

Controle
(liquor artificial) l Memdria de habituagéo,
Memoaria aversiva,
Meningite . (100 mglkg/7 dias) Memdria de longo prazo
(Streptococcus pneumoniae) ceftriaxona

Figura 4: Delineamento experimental. Figura elaborada pelo autor.
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3.5 PET/TC SCANER

Ratos do grupo controle e ratos do grupo meningite dos protocolos de 24
horas e 10 dias foram submetidos a imagens PET seguida por uma Tomografia
Computadorizada (TC). Todos os ratos foram anestesiados e manipulados de acordo
com as diretrizes do departamento do MD Anderson da Universidade do Texas. A
imagem PET foi realizada em um scanner Bruker Albira PET/SPECT/TC dedicado
para pequenos animais (Bruker Biospin Corp., Billerica, MA, EUA) com 10 cm e um
campo de visdo (FOV) axial de 12 cm e FOV transaxial, respectivamente.

A aquisicdo da imagem PET no modo de lista foi iniciada
concomitantemente com uma injecéo intravenosa em bolus de ~ 300 uCi de !C-
PBR28 em 200 pL de solugéo salina via veia da cauda. A PET foi realizada por 20
minutos, seguida por uma CT (400 pA, 45 kV, 120 projecdes) da cabeca e do tronco
para correcao da atenuacao e registro de imagens.

Os dados do modo de lista foram agrupados em quadros dinamicos: 15 x
20s,5x60s e 2x300s. As imagens PET foram reconstruidas usando o método de
maximizacdo da expectativa de maxima verossimilhanca (MLEM) com 12 iteracdes.
Correcdes de dispersao, aleatéria, decadéncia e atenuacao foram aplicadas. A andlise
foi realizada com Pmod (PMOD Technologies Ltd., Zurique, Suica). O volume médio
de captacao padréao (SUV) - peso corporal (g/mL) de todo o cérebro e tecido muscular

normal foram medidos (Toth et al., 2015).

3.6 AVALIACAO BIOQUIMICA

3.6.1 Parametros de estresse oxidativo/nitrosativo

3.6.1.1 Concentracgéo de nitrito/nitrato

As amostras de tecidos foram homogeneizadas em 1 ml de tampéao fosfato
0,1 M gelado (pH 7,4). Uma aliquota de homogenato foi centrifugada a 10.000 rpm
por 8 min com &acido tricloroacético (TCA) a 50% para desproteinizacdo da amostra.
A concentragdo de nitrito/nitrato foi analisada espectrofotometricamente usando
reagentes de Griess [1% de sulfanilamida em acido fosforico a 5% e 0,1% de

dicloridrato de N-1-nafiletiletilenodiamina em H20 destilado (solu¢cdo NED)] e cloreto
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de vanadio (lll). Uma curva padréo foi executada simultaneamente com cada conjunto
de amostras e a densidade Optica foi medida espectrofotometricamente a 550 nm (OD

550) (Green et al., 1982). Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

3.6.1.2 Atividade de mieloperoxidase (MPO)

As amostras de tecidos foram homogeneizadas em 1 ml de tampéao fosfato
0,1 M gelado (pH 7,4) e brometo de hexadeciltrimetilamdnio a 0,5% (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA). Os homogenatos foram centrifugados a 15.000 rpm por 15 min a 4
°C e foi utilizada uma aliquota de sobrenadante que foi misturada com uma solucéao
de tetrametilbenzidina 1,6 mM (TMB) e H202 1 mM. A atividade de MPO foi medida
espectrofotometricamente a 650 nm a 37 °C (De Young et al., 1989). Os resultados

foram expressos em mU/mg de proteina.

3.6.1.3 Peroxidacao lipidica

Como indice de dano oxidativo aos lipidios, foi verificado a formacao de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em uma reacdo de aquecimento
acido. As amostras de tecidos foram homogeneizadas em 1 ml de tampéao fosfato 0,1
M gelado (pH 7,4). Uma aliquota de homogenato foi centrifugada a 1.000 rpm por 10
min com acido tricloroacético (TCA) a 10% para desproteinizacdo. O sedimento foi
descartado e aliquotas de sobrenadantes foram separadas e utilizadas para
determinacdo do dano oxidativo lipidico. O TBARS foi determinado pela absorvancia
a 535 nm, usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padréo externo (Draper e Hadley,
1990). Os resultados foram expressos em equivalentes de malondialdeido (MDA)

nmol/mg de proteina.

3.6.1.4 Formacao de proteinas carbonil

As amostras de tecidos foram homogeneizadas em 1 ml de tampao fosfato
0,1 M gelado (pH 7,4). Os homogenatos foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 min
a 4 °C e os sobrenadantes foram utilizados para a determina¢éo do dano oxidativo da
proteina. Resumidamente, as proteinas foram precipitadas pela adicdo de &cido

tricloroacético a 20% e foram dissolvidas em dinitrofenil-hidrazona, e a absorvancia
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foi lida a 370 nm (Levine et al.,, 1990). Os resultados foram expressos como

carbonilacédo de proteina nmol/mg de proteina.

3.6.1.5 Atividade de superodxido dismutase (SOD)

As amostras de tecidos foram homogeneizadas em 1 ml de tampao glicina
(pH 10,2). Os homogenatos foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 min a 4 °C e os
sobrenadantes utilizados. A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada usando
um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidacdo da epinefrina em adrenalina
dependente de superéxido para adrenocromo a 32 ° C. A absorcéo foi medida a 480
nm (Bannister e Calabrese, 1987). A atividade especifica da SOD foi representada
como mU/mg de proteina.

3.6.1.6 Atividade de Catalase (CAT)

As amostras de tecidos foram homogeneizadas em 1 ml de tampéao fosfato
0,1 M gelado (pH 7,4). Os homogenatos foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 min
a 4 °C. O sedimento foi descartado e aliquotas de sobrenadantes foram separadas e
usadas para determinacéo da catalase. A atividade de CAT (EC 1.11.1.6) foi avaliada
medindo-se a diminuicdo da absorvancia a 240 nm em um meio de reacdo contendo
H202 20 mM, Triton X-100 a 0,1%, tampéao de fosfato de potassio a 10%, pH 7,0 e
sobrenadantes contendo 0,1 - 0,3 mg proteina/mL (Aebi, 1984). A atividade especifica
foi expressa em mU/mg de proteina.

3.6.2 Analise por imunotransferéncia
3.6.2.1 Determinacao de proteinas

Os resultados foram normalizados pelo teor de proteinas seguindo o
método de Lowry usando albumina de soro bovino (BSA) como padréo. A absorbancia

foi lida a 700 nm e os resultados foram expressos em mg de proteina (Lowry et al.,
1951).
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3.6.2.2 Isolamento de mitocondrias

O isolamento mitocondrial foi realizado de acordo com as instru¢des do
fabricante (catadlogo n°® 89801, Thermo ScientificTM, EUA). Resumidamente, o tecido
(50-200 mg) foi rompido usando um homogeneizador em tampé&o fosfato-salino (PBS)
e depois centrifugado a 1000 x g por 3 minutos a 4 °C. O sedimento foi suspenso em
800 ul de solucdo de BSA / reagente A e a suspensdo foi agitada em vortex a uma
velocidade média por 5 segundos e incubada em gelo por exatamente 2 minutos. Em
seguida, 10 pl de reagente de isolamento de mitocdndrias B foram adicionados e
agitados no vortex na velocidade maxima por 5 segundos. Aproximadamente 800 pl
de reagente de isolamento de mitocondrias C foram adicionados ao tubo, que foi
invertido varias vezes e depois centrifugado a 700 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi centrifugado a 3.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sedimento

mitocondrial foi coletado e lavado.

3.6.2.3 Anélise de Western blotting

A analise de Western blotting foi realizada de acordo com os protocolos de
estudos anteriores (Dandekar et al., 2017). Cada regiao do cortex frontal e hipocampo
do cérebro de rato foi descongelada e homogeneizada usando comprimidos de
Cocktail Inibidor Completo de Protease (Roche, Diagnostics, IN, EUA). O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. As
concentragdes de proteina no plasma tecidual foram determinadas usando o método
de ensaio com acido bicinconinico (BCA). Para a transferéncia de western blot,
guantidades iguais de proteina (30-50 pg, conforme recomendado para cada
anticorpo) para cada amostra foram carregadas em géis pré-fabricados Mini-Protean
TGX (Bio-Rad, Califérnia, EUA).

As proteinas foram transferidas para membranas de polivinilidenodifluoreto
(PVDF) usando um sistema Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad, Califérnia, EUA). Em
seguida, as membranas de PVDF foram bloqueadas com leite seco desnatado a 5%
(Bio-Rad) em solucéo salina tamponada com Tris mais tampdo Tween 20 a 0,1%
(TBST, Bio-Rad, California, EUA) por 1 hora a temperatura ambiente e mantido

durante a noite em uma sala fria em um agitador com anticorpos primarios.
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Os anticorpos primarios utilizados nas fracdes mitocondriais foram TSPO
(1: 500, LS Bio), VDAC (1: 1000, Thermo) e ANT (1: 1000, Abcam). Os anticorpos
primarios utilizados no homogeneizado de tecido foram GFAP (1: 1000, Abcam), CD
11B (1: 1000, Abcam), IBA-1 (1: 1000, Abcam), anti-oligodendrécito (Oligo, 1: 1000,
Abcam), NeuN (1: 1000, Abcam) e citocromo-c (1: 1000, Abcam).

No dia seguinte, as transferéncias foram lavadas trés vezes em TBST e
incubadas com um anticorpo secundario conjugado com peroxidase de rabano
silvestre (1: 10000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Apés trés lavagens finais
de 10 minutos cada uma com TBST, as bandas foram detectadas usando
guimioluminescéncia aprimorada (Substrato Clarity Western ECL; Bio-Rad, Califérnia,
EUA) com o sistema de imagem de transferéncia de imagens ChemiDoc MP (Bio-Rad,
Califérnia, EUA). Ap6s a imagem, as manchas foram incubadas no tampédo de
remocgdo (Thermo Fisher Scientific; 46430, IL, EUA) por 10 a 15 minutos em
temperatura ambiente, seguida de trés lavagens com TBST. As manchas foram
incubadas em solucédo bloqueadora (leite desnatado a 5% em TBST) por 1 hora e
depois incubadas com o anticorpo primario direcionado contra B-tubulina (1: 5000,
Abcam) ou COX IV (1: 5000, Abcam) como um controle de carregamento. A analise
densitométrica de cada proteina foi realizada usando o software Image Lab ™ (Bio-
Rad, Califérnia, EUA). Os resultados foram expressos como a razao entre o controle

de carregamento e a proteina alvo (Dandekar et al., 2017).

3.6.3 Ensaio multiplex para quantificacao de citocinas

Os niveis de citocina e quimiocinas IL-1a, IL-18, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-
12, IL-13, IL-17, IL-18, TNF-a e INF-y foram testados usando kits de imunoensaio
fluorescente multiplex (Ensaio Bio-Plex Pro ™ para citocina de rato 14-Plex). A
plataforma xMAP usada aqui foi baseada nas esferas fluorescentes do medicamento
baseado em regras (RBM) e nos pares de anticorpos. Estes sao reagentes sensiveis,
especificos e amplamente utilizados, provenientes de vérios fabricantes, e os dados
coletados usando esferas multiplex xMAP foram amplamente divulgados na literatura
em estudos nos quais varias proteinas sdo testadas simultaneamente.

Os lisados de tecido foram preparados de acordo com as instrucdes
fornecidas pelo kit de lise Bio-Plex Cell (# 171304011) com um coquetel inibidor de
protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seguido de centrifugacao a 4 °C por 10
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minutos a 10000 x g. Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocgos e
poliestireno de fundo redondo. Inicialmente, uma aliquota de 50 pyL da mistura de
esferas de trabalho foi transferida para os pocos e a placa foi lavada 2 vezes
adicionando 100 pyL de tampao de ensaio em cada pocgo. Depois disso, 50 uL do
extrato padrao, controle ou total foram adicionados a cada poco. A placa foi incubada
em um agitador de placas (850 rpm) no escuro a temperatura ambiente por 60
minutos. A placa foi entdo colocada no separador magnético e incubada para
separacao por 60 segundos. O sobrenadante foi cuidadosamente removido de cada
poco por inversdao manual. As placas foram lavadas 3 vezes adicionando 100 pL de
tampédo de ensaio em cada poco para garantir a auséncia de quaisquer anticorpos
indesejaveis ou nao especificos.

Ap0ds esse protocolo, 25 yL de um anticorpo de detecg¢ao foram adicionados
a cada poco. A incubacdo foi novamente conduzida no escuro e a temperatura
ambiente em um agitador de placas (850 rpm) por 30 minutos, e a lavagem foi
realizada como descrito anteriormente. Finalmente, 50 uL de estreptavidina-PE foram
adicionados a cada poco. A placa foi incubada em um agitador de placas (850 rpm)
no escuro a temperatura ambiente por 10 minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido ap0s separacdo magnética das esferas por inversao
manual e a lavagem foi realizada como descrito anteriormente. Foi adicionado tampéao
de ensaio (125 uL) a cada pogo, e a placa foi colocada em um agitador de placas por
aproximadamente 30 segundos para obter uma agitacdo suave das esferas. As
amostras foram executadas em duplicata usando um sistema Bio-Plex (Bio-Plex 200
Systems, BioRad, Hercules, CA), e a andlise dos dados foi realizada no Bio-Plex
Manager 4.0 usando um modelo de regressao logistica de 5 parametros (Scaini et al.,
2017).

3.6.4 Imunofluorescéncia

Esta técnica permite a deteccao simultdnea de anticorpos contra diversos
antigenos bioguimicamente diferentes em um Unico substrato. A imunofluorescéncia
€ utilizada para marcar simultaneamente, anticorpos diferentes nas mesmas células.
Isso se faz necessario para saber se a microglia esta ativada e qual fendtipo ela esta

expressando.
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Os ratos dos grupos 24 horas e 10 dias, foram devidamente anestesiados
e perfundidos transcardialmente com PBS seguido de paraformaldeido a 4% para fixar
o cérebro. Para o ensaio de imunofluorescéncia (IF), o cérebro foi fixado em solucéo
de formaldeido tamponado a 4% e incorporado em temperatura ideal de corte. Apos
24 h, as secc¢Oes foram cortadas a 8 um de espessura usando um criostato a -20°C
(Jung Histoslide 2000R, Leica, Heidelberg, Alemanha). Um total de 20-30 fatias por
rato foram recuperados e colocados em PBS contendo 0,1% de triton x 100. As fatias
foram incubadas em BSA a 3% e soro de cavalo durante 2 horas para bloquear
ligacBes ndo especificas. As se¢Bes foram incubadas com IBA-1 (1: 1000, Wako) e
GFAP (1: 1000, Abcam) durante 48 h a 4°C.

Os anticorpos foram diluidos em PBS contendo 2% de albumina de soro
bovino. Apos quatro lavagens com PBS a 0,1%, fatias de tecido foram incubadas com
anticorpos secundérios de cabra anti-coelho, Alexa Fluor Plus 488 (1: 1000,
Invitrogen, A13201) e para colorir os nucleos, o verde conjugado secundario (Alex
488) e azul (DAPI) foram aplicados para cada secdo. Para garantir a marcacao no
experimento, foi realizado os controles de anticorpos primarios, controles secundarios
de anticorpos e controles de etiqueta. Apds a incubacdo com anticorpos secundarios
durante 1 h a temperatura ambiente (21+3°C), as fatias foram lavadas varias vezes
em PBS a 0,1%, e transferidas para laminas gelatinizadas, montadas com FluorSave
™ (345789- Merck Millipore, MA, EUA) e coberto com laminulas. As se¢des de tecido
foram fotografadas usando a plataforma de microscopia de varredura a laser confocal
Leica TCS SP8 e o software ImageJ para contar o niumero de células de imagens

confocais.

3.6.5 ELISA

Os ensaios para caspase-3 (MBS018987), caspase-9 (MBS088765) e
cardiolipina (MBS721201) foram realizados usando um kit ELISA. As estruturas foram
homogeneizadas em solucéo de extracao (100 mg de tecido por 1 mL) contendo: 0,4
mol/L de NacCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de BSA, 0,1 mmol/L de fluoreto de fenil
metil sulfonil, 0,1 mmol/L de cloreto de benzetonio, 10 mmol/L de EDTA e 20 de Kl a
aprotinina, utilizando Ultra-Turrax (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). As estruturas
cerebrais jA homogeneizadas foram centrifugadas a 3000 x g durante 10 min a 4 °C,

e 0s sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -20 °C. Os sobrenadantes do
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tecido cerebral foram dosados em uma configuracdo de ELISA utilizando anticorpos

comercialmente disponiveis (Lowry et al., 1951).

3.7 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

3.7.1 Habituacdo ao campo aberto

Para avaliar as atividades locomotoras e exploratérias dos animais foi
usado o aparato de campo aberto. O aparelho € um campo aberto de 40 cm de
profundidade por 60 cm de largura, cercado por paredes cinza escuras de 50 cm de
altura com uma parede de vidro frontal. Linhas pretas dividem o chdo do campo aberto
em nove retangulos. Cada rato foi gentilmente colocado no quadrante traseiro
esquerdo do campo aberto e foi permitido explorar a arena por 5 minutos (sesséo de
treinamento; dia 9). Foram medidos o niumero de cruzamentos (0 nUmero de vezes
gue o animal cruzou as linhas pretas) e os movimentos de levantamentos (se apoiou
com as patas traseiras levantando as dianteiras). Imediatamente apOs este
procedimento, os animais foram devolvidos a sua gaiola. Vinte e quatro horas apos a
sessdo de treinamento, foi realizado a sesséo de teste. Todos os ratos foram
submetidos a uma segunda sessdo de campo aberto (dia 10). Em ambas as sessdes,
0S cruzamentos e os levantamentos foram contados pelo periodo de 5 minutos. Uma
reducdo no numero de cruzamentos e levantamentos nas duas sessfes foi tomada

como uma medida de retencdo de memoria (Vianna et al., 2000).
24 h

Figura 5: Representac¢do do teste de habituacdo ao campo aberto.
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3.7.2 Teste de reconhecimento de objetos novos

Oito dias ap0s a inducdo da meningite, os ratos foram submetidos a um
teste de reconhecimento de objetos novos no mesmo aparato aberto (60 x 40 cm)
cercado por paredes cinza escuro e frente de vidro de 50 cm de altura. Este primeiro
dia foi dedicado a uma sessdo de habituacdo onde o animal foi colocado
cuidadosamente no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho e foram
autorizados a explorar o ambiente livremente por 5 minutos. No dia 9 (segundo dia de
teste), os ratos foram expostos a dois objetos idénticos por um periodo de 10 minutos
e foi contado o tempo que o animal explorara cada objeto. Os objetos utilizados neste
experimento foram caixas quadradas de madeira (mesma cor). As alturas dos objetos
foram comparaveis e pesadas o suficiente para garantir que ndo sejam deslocadas
pelos animais. No dia seguinte (dia 10), uma das caixas quadradas de madeira foi
substituida por um novo objeto e o rato foi autorizado a explorar os objetos novos e
familiares na caixa de teste por 5 minutos (tentativa de retencdo). O indice de
reconhecimento foi calculado para cada animal e foi relatado como a razao TB/(TA +
TB) (TA = tempo gasto explorando o objeto familiar, A; TB = tempo gasto explorando
0 novo objeto, B) (Idris et al., 2010).

Figura 6: Representacéo do teste de reconhecimento de objetos novos.

3.7.3 Esquivainibitoria

As dimensfes da caixa de acrilico usada para testar a esquiva inibitoria é
de 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre, Brasil). O piso é feito de barras paralelas
de aco inoxidavel (1 mm de diametro) com espacamento de 1 cm entre elas. Uma
plataforma de 7 cm de largura e 2,5 cm de alturas foi colocada no ch&o da caixa contra
a parede esquerda. Durante a sessao de treinamento (dia 9), os animais foram
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colocados na plataforma e sua laténcia para descer com as quatro patas na grade foi
medida. Imediatamente ap0s pisar na grade, os animais receberdo um choque de 0,4
mA durante 2,0 segundos e foram devolvidos a sua gaiola. Uma nova sessédo ou
sessao teste foi realizado 24 horas apdés o treinamento (dia 10). O teste de retencéo
foi idéntico ao teste de treinamento, exceto que nenhum choque foi dado. O tempo de
laténcia para descer a plataforma (maximo, 180 segundos) foi usado como uma

medida de retencdo de memoria inibitoria (Bernabeu et al., 1997).

shock 0,3 mA

Figura 7: Representacéo do teste de esquiva inibitéria.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e para homogeneidade usando o teste de Levene. Quando os dados
foram normais e homogeneidade de variancia confirmada, foram utilizados testes
parameétricos; quando os dados ndo cumpriram estas condi¢des, foram utilizados os
testes ndo paramétricos. Dados da tarefa de habituacdo ao campo aberto foram
relatados como média + erro padrdo da média (EPM), e a comparacdes dentre os
grupos foram feitas utilizando-se teste t de Student pareado. Dados da tarefa de
esquiva inibitéria e reconhecimento de objetos novos foram expressos pela média +
intervalo interquatil realizados pelo teste U-Mann-Whitney. As comparagdes dentro
dos grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Para todas as analises, 0s
resultados foram expressos como a média + EPM. Os grupos de todas as analises
biogquimicas foram analisadas por teste t de Student pareado. Os resultados

estatisticamente significativos foram indicados por P < 0,05. Todas as analises
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estatisticas foram realizadas usando graphpad prisma 7.0 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, Califérnia, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 AUMENTO DA ATIVACAO MICROGLIAL

Para investigar se a microglia é ativada durante a meningite aguda, 0s
animais foram submetidos a um marcador para a proteina TSPO em analise de PET,
o C-PBR28, que tem sido amplamente utilizado para investigacées pré-clinicas e
clinicas (Zurcher et al., 2015; Albrecht et al., 2016). Os grupos de 24 horas e 10 dias
foram submetidos a uma varredura TSPO-PET seguida por imagens de TC. O valor
de absorcdo padronizado (SUV) foi calculado usando a seguinte formula: SUV =
r/(a'lw), onde r € a concentracdo de radioatividade expressa em kBg/ml, medida pelo
scanner PET dentro de uma regido de interesse (ROI); a' € o tracador radiomarcado
injetado (com correcdo de decaimento) expresso como kBq; e w € o peso do animal.

Conforme mostrado na figura 8, a captacdo cerebral de 'C-PBR28 foi
significativamente aumentada em ratos, 24 horas (P < 0,05) e 10 dias (P < 0,01) apos
a inducdo da meningite. O aumento na captacdo de ''C-PBR28 sugere uma
expresséo exacerbada de TSPO, demonstrando um aumento da ativagao microglial
apos meningite experimental. A ativacdo microglial persistente estava presente,
conforme demonstrado pelo aumento da captacdo do radiotragador mesmo apos 10

dias, quando os animais estavam livres da infec¢ao.
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Figura 8: Imagem PET in vivo de TSPO usando ''C-PBR28. Imagens somadas representativas da
reconstrucdo dindmica de imagens PET/CT adquiridas simultaneamente de ratos Wistar machos
adultos submetidos a meningite experimental e seus respectivos controles, 60 minutos apds a injecéo
intravenosa de 'C-PBR28. As orientacbes coronal, sagital e dorsal do cérebro sdo apresentadas,
mostrando aumento da captagédo do cérebro *C-PBR28 no modelo experimental de meningite quando
comparado aos controles. A - Vinte e quatro horas apés a inducao experimental da meningite. B - Dez
dias ap6s a inducdo experimental da meningite. A escala SUV representa o valor de absorgdo
padronizado (SUV). Quantificacdo de 'C-PBR28 detectada no modelo experimental de meningite foi
significativamente maior do que nos controles com base nas medidas do cérebro/muisculo. C - SUV 24
h apds a inducdo experimental da meningite. D - SUV 10 dias apds a induc@o experimental da
meningite. Os resultados sao expressos como a média + SEM para n = 5-8 ratos. * P < 0,05, ** P <0,01
em comparagdo com os controles.
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4.2 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Neste estudo, o dano oxidativo no cortex frontal e no hipocampo foi
avaliado nos grupos de 24 horas e 10 dias. Conforme mostrado na figura 9, néo foi
encontrado mudancas significativas na atividade de MPO tanto no cortex frontal
guanto no hipocampo, nos grupos de 24 horas e 10 dias. No entanto, foi observado
um aumento significativo no marcador de peroxidacdo lipidica, TBARS, mostrando
niveis elevados no cortex frontal (P < 0,01) e hipocampo (P < 0,05) no grupo com
meningite 10 dias em comparacdo com o grupo controle. No cortex frontal, as
concentracdes elevadas de nitrito/nitrato e niveis de proteina carbonil (P < 0,05e P <
0,001, respectivamente) foram observados em ambos os grupos de 24 horas e 10
dias. J& no hipocampo, apenas o0 grupo meningite 24 horas demonstrou
concentracbes elevadas de nitrito/nitrato (P < 0,05), mas nenhuma mudanca
significativa foi observada no grupo 10 dias para concentracdes de nitrito/nitrato ou
niveis de proteina carbonil. Como esperado, o grupo meningite apresentou diminuicao
da atividade de CAT no cortex frontal tanto no em 24h (P < 0,01) quanto em 10 dias
(P <0,05). Enquanto no hipocampo, apenas o grupo meningite em 10 dias apresentou
uma diminuic¢éo significativa na atividade da CAT (P < 0,001). A atividade da SOD,
uma outra enzima antioxidante, também diminuiram no cértex frontal no grupo
meningite em 24 horas (P < 0,001) e 10 dias (P < 0,001). E foi encontrado atividade
diminuida de SOD apenas no hipocampo dos animais do grupo de 10 dias (P < 0,01)

(figura 9).
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Figura 9: Estresse oxidativo elevado e defesa enzimatica reduzida apos meningite experimental. Niveis
de A MPO, B TBARS, C nitrito/nitrato, D proteina carbonila, ECAT e F SOD no cortex frontal de
animais com meningite experimental e controle 24h e 10 dias apés a indugdo da meningite. Niveis
de G MPO, H TBARS, I nitrito/nitrato, J proteina carbonila, K CAT e L SOD no hipocampo de animais
com meningite experimental e controle 24h e 10 dias apés a inducdo da meningite. Os resultados sao

expressos como a média + SEM para n= 6 ratos. * P <0,05, ** P <0,01, ** P <0,001 em comparagao
com os controles.
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4.3 MEDIADORES INFLAMATORIOS

bY

A primeira linha de defesa em resposta a invasao bacteriana de S.
pneumoniae durante a meningite € alcancada pela resposta imune do hospedeiro e
pela producdo de mediadores inflamatorios (Scheld et al., 2002). Anteriormente, foi

relatado em um estudo cinético da liberacdo de citocinas e quimiocinas apos
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meningite experimental (Barichello et al., 2011). No estudo atual, 24 horas e 10 dias
apos a meningite, a expressao de citocinas e quimiocinas (IL-1a, IL-18, IL-4, IL-6, IL-
7, 1L-10, IL-12, IL- 13, IL-17, IL-18, TNF-a e INF-y) foi avaliada usando o ensaio
Multiplex (Tabelas 1 e 2). Como esperado, no cortex frontal, foram observados niveis
aumentados de citocinas pré-inflamatorias como IL-1a, IL-183, IL-6, IL-17, TNF-a e INF-
y (P<0,05) e diminuicdo dos niveis de IL-7, IL-10 e IL-13 (P <0,05) no grupo com
meningite de 24 horas (Tabela 1). No hipocampo, foram observados niveis
aumentados de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1a, IL-18, IL-6, IL-18, TNF-a e
INF-y (P <0,05) no grupo meningite 24 horas (Tabela 1).

Embora o LCR tenha resultado negativo para microrganismos (dados nao
mostrados) 10 dias apos a infeccdo, os niveis de TNF-a (P <0,05) ainda estavam
elevados no cortex frontal em comparagcdo com 0s respectivos grupos controle, com
diminuicdo simultanea de IL-12 e IL-17 (P <0,05) (Tabela 2). Também foi observado
niveis aumentados de IL-4 (P < 0,05) e niveis diminuidos de IL-17 (P < 0,05) no

hipocampo de ratos com meningite, 10 dias apés a infeccéo (Tabela 2).

Citocinas (pg/pg) Cortex pré-frontal 24h Hipocampo — 24h

Controle Meningite Controle Meningite
IL-1a 0,018 £0,001 0,711 £0,222* 0,014 £ 0,001 0,199 £ 0,020*
IL-1p 0,165 £ 0,009 1,569 + 0,256* 0,107 £ 0,008 0,267 £ 0,027*
IL-4 0,009 £ 0,001 0,007 £0,001 0,005 £ 0,0004 0,005 + 0,0009
IL-5 0,052 £ 0,003 0,046 £ 0,001 0,034 £ 0,002 0,315 + 0,003
IL-6 0,077 £ 0,005 0,984 + 0,030* 0,059 + 0,005 0,447 + 0,050*
IL-7 0,010 + 0,0007 0,007 +0,0008* 0,003 + 0,0002 0,002 + 0,0008
IL-10 0,033 + 0,004 0,019 +0,001* 0,022 + 0,001 0,023 + 0,001
IL-12 0,013 + 0,001 0,006 + 0,008 0,009 + 0,001 0,009 + 0,0008
IL-13 0,027 £ 0,001 0,012 +0,0008* 0,012 + 0,008 0,011 + 0,001
IL-17 0,021 + 0,002 0,041 +0,001* 0,011 + 0,0002 0,014 + 0,001
IL-18 0,037 £ 0,003 0,050 + 0,006 0,031 + 0,002 0,043 + 0,003*
TNF-a 0,054 + 0,004 0,312 +0,029* 0,041 + 0,005 0,059 + 0,003*
INF-y 0,021 £ 0,002 0,070 £ 0,006* 0,023 £ 0,002 0,069 £ 0,006*

Tabela 1: Niveis aumentados de mediadores inflamatorios 24 horas apds a indugdo experimental de
meningite no cortex frontal e hipocampo. Os resultados sdo expressos como a média + SEM para n =
5-6 ratos. * P <0,05 em comparag&do com 0s controles.



Citocinas (pg/pg)

Cértex pré-frontal - 10 dias
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Hipocampo - 10 dias

Controle Meningite Controle Meningite
IL-1a 0,1083 £ 0,012 0,133+ 0,016 0,082+ 0,013 0,096 + 0,014
IL-1B 0,347 £ 0,029 0,316 £ 0,026 0,212 £ 0,015 0,175 £ 0,009
IL-4 0,009 + 0,001 0,006 +0,001 0,010 + 0,001 0,022 + 0,002*
IL-6 0,423 £ 0,048 0,480 + 0,067 0,198 + 0,031 0,199 £ 0,025
IL-10 0,084 £ 0,006 0,110 £ 0,016 0,029 £ 0,004 0,031 £ 0,004
IL-12 0,192 £ 0,022 0,085 £ 0,011* 0,08 £ 0,013 0,086 + 0,009
IL-17 0,088 + 0,008 0,043 + 0,008* 0,040 + 0,006 0,019 + 0,003*
IL-18 0,043 £ 0,004 0,039 £ 0,004 0,077 £ 0,0011 0,073 £ 0,004
TNF-a 0.022 + 0,001 0,032 £ 0,002* 0,019 + 0,002 0,010 £ 0,001
INF-y 0,093 + 0,007 0,101 £ 0,006 0,082 + 0,008 0,074 + 0,004

Tabela 2: Niveis aumentados de mediadores inflamatérios 10 dias apds a inducao experimental de
meningite no cartex frontal e hipocampo. Os resultados sao expressos como a média + SEM para n =
5-6 ratos. * P <0,05 em comparagdo com 0s controles.

4.4 ATIVACAO DAS CELULAS GLIAIS

Para entender a contribuicéo das células glial apds a meningite, foi avaliado
a presenca de marcadores microgliais (IBA-1, CD 11B), astrécitos (GFAP),
oligodendrocitos (Oligo) e neuronais (NeuN) 24 horas e 10 dias apds a inducao
experimental da meningite. No grupo meningite, foi observado expressdo aumentada
de GFAP (P <0,05), 24 horas apo0s a infeccdo, sem alteracdo significativa nos niveis
de IBA-1, Oligo e NeuN no cértex frontal (figura 10). No entanto, no hipocampo, foi
encontrado um aumento significativo na expressao dos marcadores microgliais IBA-1
(P <0,05) e CD 11B (P <0,05) e GFAP (P < 0,05) no grupo meningite 24h apos a
infeccao (figura 10).

Foi observado uma expressao aumentada de IBA-1 (P <0,05), CD 11B (P
<0,05) e GFAP (P <0,05) no cortex frontal ou no hipocampo 10 dias ap0s a infecc¢éo,
sem alteracfes significativas nos niveis de Oligo ou NeuN (figura. 11). Também se
observou uma expressdo aumentada de C1q, o primeiro subcomponente do complexo
C1 navia classica de ativacdo do complemento, 10 dias apds a indug¢do da meningite
(figura 11), mas nenhuma alteracdo foi observada 24 horas ap6és a infeccdo (figura
10).
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Figura 10: Regulagéo positiva de marcadores gliais 24 horas ap6s a inducdo experimental de meningite
no cortex frontal e hipocampo. Analise de Western blot dos niveis de proteina do tecido de marcadores
gliais e neuronais. A quantificacdo dos dados do immunoblot por meio da andlise densitométrica de
cada proteina foi realizada no software Image Lab ™ (Bio-Rad, CA, EUA). Imunoblots representativos
(A) e quantificacdo de IBA-1 (B), CD 11B (C), GFAP (D), Oligo (E), NeuN (F), C1q e B-tubulina(G) no
cortex frontal e representativos (H) e quantificacéo de IBA-1 (1), CD 11B (J), GFAP (K), Oligo (L), NeuN
(M), C1q e B-tubulina(N) no hipocampo. Os valores de todos os niveis de proteina foram normalizados
para os da B-tubulina. Os resultados sdo expressos como a média = SEM para n = 4-5 ratos. * P <0,05
em comparacdo com 0s controles.
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Figura 11: Regulacgédo positiva de marcadores gliais 10 dias ap6s a inducédo experimental de meningite
no cortex frontal e hipocampo. Analise de Western blot dos niveis de proteina do tecido de marcadores
gliais e neuronais. A quantificacdo dos dados do immunoblot por meio da analise densitométrica de
cada proteina foi realizada no software Image Lab ™ (Bio-Rad, CA, EUA). Imunoblots representativos
(A) e quantificacédo de IBA-1 (B), CD 11B (C), GFAP (D), Oligo (E), NeuN (F), C1q e B-tubulina(G) no
cértex frontal e representativos (H) e quantificacdo de IBA-1 (1), CD 11B (J), GFAP (K), Oligo (L), NeuN
(M), C1q e B-tubulina(N) no hipocampo. Os valores de todos os niveis de proteina foram normalizados
para os da B-tubulina. Os resultados séo expressos como a média + SEM para n = 4-5 ratos. * P <0,05
em comparagdo com 0s controles.



54

Além disso, para confirmar a expressao e morfologia glial, foi realizado uma
analise de IF. Os resultados de IF demonstraram um aumento significativo na
expressao de nudcleos positivos para IBA-1 (P<0,01) no hipocampo 24 horas apos a
infeccdo com meningite (figura 13). A expresséo de IBA-1 foi aumentada tanto no
cortex frontal (P <0,01) quanto no hipocampo (P <0,01) no grupo com meningite de
10 dias (figura 15). Também se observou um aumento significativo na expressao de
células GFAP-positivas no cértex frontal (P <0,01) e hipocampo (P <0,01) do grupo
meningite 24 horas ap0s a infec¢cdo, em comparagdo com 0s hiveis no grupo controle
(figura 17). Curiosamente, a ativagcdo microglial foi persistente, podendo ser
observada até 10 dias apos a inducdo de meningite experimental. Da mesma forma,
a expressdao de GFAP também foi elevada em ambos, cortex frontal (P<0,01) e
hipocampo (P <0,05) do grupo meningite de 10 dias em compara¢cdo com 0s hiveis
dos controles (figura. 19).
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Figura 12: Aumento da ativacédo microglial 24 horas ap6s a indugao experimental da meningite. Anélise
de imunofluorescéncia para células positivas para IBA-1 em ratos experimentais com meningite e ratos
controle. A, B Imagens de campo microscopicas representativas (ampliagao, x 400) imunocoradas com
anticorpos IBA-1 no cértex frontal por 24h. C, D Imagens de campo microscépicas representativas
(ampliacdo, x 200) imunocoradas com anticorpos IBA-1 no hipocampo por 24h.
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Figura 13: Aumento da ativacdo microglial 24 horas apés a inducdo experimental da meningite. O
namero de células IBA-1-positivo / 1 x 10 2 mm 2 na E cértex frontal e F hipocampo depois de 24h. Os
resultados sao expressos como a média + SEM para n = 4-5 ratos. ** P <0,01 em comparag&do com 0s
controles.
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Figura 14: Aumento da ativacéo microglial 10 dias ap6s a indugéo experimental da meningite. Analise
de imunofluorescéncia para células positivas para IBA-1 em ratos experimentais com meningite e ratos
controle. A, B Imagens de campo microscopicas representativas (ampliagdo, x 400) imunocoradas com
anticorpos IBA-1 no cértex frontal por 24h. C, D Imagens de campo microscépicas representativas
(ampliacdo, x 200) imunocoradas com anticorpos IBA-1 no hipocampo por 24h.
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Figura 15: Aumento da ativacdo microglial 10 dias apés a inducdo experimental da meningite. O
nimero de células IBA-1-positivo/1 x 10 2 mm 2 na E cértex frontal e F hipocampo depois de 24 h. Os
resultados sdo expressos como a média + SEM para n = 4-5 ratos. ** P <0,01 em comparac¢do com 0s
controles.
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Figura 16: Aumento da ativacao astroglial 24 horas apds a inducao experimental da meningite. Anélise
de imunofluorescéncia para células GFAP-positivas em ratos experimentais com meningite e ratos
controle. A, B Imagens de campo microscépicas representativas (ampliagéo, x 400) imunocoradas com
anticorpos GFAP no cértex frontal por 24h. C, D Imagens de campo microscépicas representativas

(ampliacdo, x 200) imunocoradas com anticorpos GFAP no hipocampo por 24 h.
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Figura 17: Aumento da ativagdo astroglial 24 horas apo6s a inducao experimental da meningite O
nimero de células GFAP-positivas / 1 x 10 2 mm 2 no E cortex frontal e F hipocampo apos 24 h. Os
resultados sao expressos como a média + SEM para n = 4-5 ratos. ** P <0,01 em comparacdo com 0s
controles.
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Figura 18: Aumento da ativagdo astroglial 10 dias apds a inducao experimental da meningite. Anélise
de imunofluorescéncia para células GFAP-positivas em ratos experimentais com meningite e ratos
controle. A, B Imagens de campo microscépicas representativas (ampliacdo, x 400) do grupo de 10
dias imunomarcado com anticorpos GFAP no cértex frontal. C, D Imagens de campo microscépicas
representativas (ampliacéo, x 200) do grupo de 10 dias imunomarcado com GFAP no hipocampo.
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Figura 19: Aumento da ativacdo astroglial 10 dias apds a inducdo experimental da meningite. O
nimero de células positivas para GFAP / 1 x 10 2 mm ? na E cdrtex frontal e F hipocampo no grupo
dos 10 dias. Os resultados séo expressos como a média = SEM para n = 4-5 ratos. *P <0,05, ** P <0,01
em comparacao com os controles.

4.5 REGULACAO POSITIVA DA EXPRESSAO DE TSPO E DISFUNCAO
MITOCONDRIAL APOS MENINGITE EXPERIMENTAL

Para entender a via mitocondrial mediada por TSPO, foi avaliado a
expressao das proteinas TSPO e VDAC da membrana externa das mitocéndrias e da
proteina mitocondrial interna ANT. Além disso, a expressdo de citocromo-c,
cardiolipina, caspase-3 e caspase-9 foram avaliados nos grupos de 24h e 10 dias.

N&o houve mudanca significativa na expressao de TSPO, VDAC e ANT 24
horas ap6s a inducdo da meningite, entre 0os grupos controle e meningite (figura
20). Foi observado niveis elevados de TSPO e expressao de citocromo-c (P < 0,05)
no hipocampo do grupo com meningite, 24h ap6s a inducdo da meningite, sem
alteracdo na expressdo de VDAC e ANT. Curiosamente, 0s niveis de expresséo de
TSPO no grupo com meningite aumentaram 10 dias apos a infec¢ao tanto no cértex
frontal (P <0,05) quanto no hipocampo (P < 0,01) (figura 21). Esses resultados séo
consistentes com a expressao de TSPO e gliose reativa apos lesdo do SNC, em que
as células gliais regulam positivamente o TSPO (Mcneela et al., 2018). Neste estudo,
a expressao de TSPO foi acompanhada pela supra regulagdo simultanea
dos niveis de citocromo-c (P < 0,05) no grupo de 10 dias, sem alteracao significativa
nos niveis de VDAC e ANT.



B
A >
3
Q
W | dCitc 2
wn
=
| - |<ANT
D
———— | 4VDAC
EECIN
3
[ — g | coxv &
£
[—— -coina <
Controle Meningite
F G
Cit- =
|v — | <« Cit-c 2
< S
ANT E
w
-
<4VDAC
| —— | 4 TSPO
Cox IV
B-tubulina

Meningite

Controle

ANT/Cox IV

e
o
[

4
o
n

0.01

0.00

0.06-

| 1

0.04

il

Controle Meningite

Controle Meningite

*

—_

I

Controle Meningite

1 I

Controle Meningite

63

0.8
> 0.6
>
(=]
Q 0.44
[&]
<<
[
= 024
0.0 T
E Controle Meningite
0.8+
®
=
3
2% T
=
9 0.4+
-]
£
2
o 0.21
£
o
0.0-
Controle Meningite
H o0.03-
2 |
w 0.024
o
Q
2
o 0.014
>
0.00-
Controle Meningite
J
0.4+
o *
£
3
:-é 0.3
—‘—.3- 0.24
o
£
o
G 0.1
2
o
0.0 T
Controle Meningite

Figura 20: Regulacéo positiva da expressao do alvo neuroimunomodulador TSPO 24 h apés a inducdo
experimental de meningite no cértex frontal e hipocampo. Andlise de Western blot dos niveis de
proteina do tecido das proteinas mitocondriais. A quantificacdo dos dados do immunoblot por meio da
andlise densitométrica de cada proteina foi realizada no software Image Lab™ (Bio-Rad, CA,
EUA). Imunoblots representativos (A) e a quantificacdo de TSPO (B), VDAC (C), ANT (D), citocromo-c
(E) e controles de carga, COX IV e B-tubulina em cOrtex frontal e representativos (F) e a quantificacio
de TSPO (G), VDAC (H), ANT (), citocromo-c (J) no hipocampo. Os valores de todos os niveis de
proteina foram normalizados para os niveis de COX IV ou B-tubulina. Os resultados sdo expressos
como a média + SEM para n = 4-5 ratos. *P <0,05 em comparagdo com 0s controles.
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Figura 21: Aumento da expressdo do alvo neurocimunomodulador TSPO 10 dias apds a inducao
experimental de meningite no cortex frontal e hipocampo. Analise de Western blot dos niveis de
proteina do tecido da proteina mitocondrial. A quantificacdo dos dados do immunoblot por meio da
andlise densitométrica de cada proteina foi realizada no software Image Lab™ (Bio-Rad, CA,
EUA). Imunoblots representativos (A) e a quantificacdo de TSPO (B), VDAC (C), ANT (D), citocromo-c
(E) e controles de carga, COX IV e B-tubulina em cOrtex frontal e representativos (F) e a quantificacdo
de TSPO (G), VDAC (H), ANT (I), citocromo-c (J) no hipocampo. Os valores de todos os niveis de
proteina foram normalizados para os niveis de COX IV ou B-tubulina. Os resultados sao expressos
como a média + SEM para n = 4-5 ratos. *P <0,05 em comparagdo com 0s controles.

Como houve um aumento nos niveis de citocromo-c, também foram
analisados os niveis de cardiolipina por meio de ELISA. Observou-se diminui¢cdo dos
niveis de cardiolipina hipocampal (P < 0,05) 10 dias apos a infeccdo por meningite
(figura 22). Para finalizar a avaliacdo da via mitocondrial, foi analisado os niveis de
caspase-3 e caspase-9. Dez dias ap0s a inducdo da meningite, 0os niveis de ambos
0s marcadores celulares, caspase-3 e caspase-9, aumentaram (P < 0,05) no
hipocampo, sem alteragdes significativas no grupo de 24 h, exceto caspase-3, que

aumentou significativamente (P < 0,05) no hipocampo do grupo meningite (figura 22).
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Figura 22: Niveis diminuidos de cardiolipina e niveis elevados de caspase apds meningite
experimental. Andlise por ELISA para os niveis de proteina do tecido de cardiolipina em ratos de
controle e de meningite experimental em A cdrtex frontal e B hipocampo 24 h apés a indug¢édo da
meningite em C cértex frontal e D hipocampo 10 dias apo6s a indugdo. Andlise ELISA para niveis de
proteina tecidual de caspase-3 em ratos experimentais com meningite e ratos controle em E cortex
frontal e F hipocampo 24 h ap0s a indugdo da meningite em G cértex frontal e H hipocampo 10 dias
apos a inducdo. Os resultados sdo expressos como a média + SEM para n = 5 ratos. * P <0,05 em
comparacdo com os controles.



66

4.6 DECLINIO COGNITIVO AVALIADO EM RATOS SOBREVIVENTES DE
MENINGITE

Teste de habituacdo ao campo aberto

O teste de campo aberto é usado para avaliar a memoria de habituacéo em
roedores (Vianna et al., 2000). No grupo controle, foi encontrado diferenca significativa
entre as sessdes de treinamento e teste, medidas pelo nimero de cruzamentos das
linhas e apoio nas patas traseiras (P <0,05). No entanto, 0 prejuizo na memoria de
habituacéo foi mostrado em ratos com meningite, pois eles ndo mostraram diferenca

no comportamento entre as sessoes de treinamento e teste (figura 23 A).

Teste de esquiva inibitéria

A memoria aversiva em roedores € avaliada pelo teste de esquiva inibitéria
(Borba Filho et al., 2015). Nao foi encontrado diferenca na laténcia, medida em
segundos, entre as sessdes de treinamento e teste nos ratos experimentais com
meningite, demonstrando um declinio na memoria aversiva. Por outro lado, nos ratos
controle, houve um aumento significativo no tempo de laténcia, demonstrando

retencdo de memoria aversiva (P <0,05; figura 23 B).

Teste de reconhecimento de objetos novos

A tarefa de reconhecimento de objetos novos testa o reconhecimento de
objetos familiares e objetos novos e envolve lembranca e familiaridade. A recuperagcao
bem-sucedida dos detalhes contextuais que acompanham o episédio de
aprendizagem denota lembranca. A familiaridade envolve a identificagcdo do item
apresentado anteriormente (Squire et al.,, 2007). Foi observado que os ratos
submetidos a meningite experimental passaram menos tempo com 0 novo objeto. O
grupo com meningite mostrou um indice de reconhecimento significativamente
reduzido (P <0,05) em comparacdo com o grupo controle. No entanto, ndo houve
diferencas significativas na atividade locomotora entre os dois grupos (figura 23 C —
E).
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Figura 23: A - Teste de campo aberto. B - Tarefa de esquiva inibitéria. C - Representa¢éo esquemética
do teste de reconhecimento de objetos novos.D - Atividade locomotora. E -indice de
reconhecimento. Os resultados sdo expressos como a média + SEM para n = 10 ratos. * P <0,05 em
comparagao com 0s controles.
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5 DISCUSSAO

A principal resposta imune do SNC, a inflamacao, € mediada por células
nao neuronais, que incluem a microglia e os astrocitos. Uma caracteristica marcante
das microglias é sua rapida ativacdo até mesmo em resposta a pequenas alteracdes
patolégicas no SNC. A microglia ativada pode fagocitar e liberar mediadores
inflamatérios para eliminar microrganismos invasores, remover detritos
potencialmente deletérios, promover o reparo do tecido pela secrecdo de fatores de
crescimento e, assim, facilitar o retorno a homeostase do tecido. Embora a resposta
neuroinflamatéria inicial seja essencial para regular a homeostase cerebral, a
inflamacédo crénica ou mal regulada pode levar a efeitos prejudiciais (Li e Barres,
2018). A densidade de microglias variam entre as regides cerebrais, predominando
na substancia cinza com altas concentracbes no hipocampo e cortex frontal
(Mittelbronn et al., 2001). Em consonéancia com este fato, foi testado a resposta
inflamatoria induzida por meningite experimental em condigbes aguda (24 h) e de
longo prazo (10 dias).

Vinte e quatro horas apés a inducdo da meningite, foi observado um
aumento da ativacdo microglial e astroglial in vivo nos grupos meningite por imagem
TSPO-PET. As trajetorias da inflamagé&o foram ainda evidenciadas por aumentos nos
niveis de citocinas inflamatérias, marcadores de estresse oxidativo e marcadores de
ativacao glial no grupo de 24 horas. Somente o uso da PET como ferrando néo foi
possivel diferenciar entre microglia e astrécitos. No entanto com o auxilio da
imunohistoquimica foi possivel verificar um aumento da expressédo de microglia nas
estruturas avaliadas.

Como afirmado acima, o aumento inicial da resposta inflamatoéria apos a
inducdo da meningite é fundamental para eliminar o patégeno e regular o equilibrio do
cérebro. No entanto, foi intrigante notar que embora 0s ratos nos grupos meningite em
10 dias estivessem livres de infeccdo, um aumento na inflamacéao foi evidenciado por
um SUV maior de 'C-PBR28 em seus cérebros. As alteracdes subcelulares que
ocorrem nos niveis do marcador inflamatorio TSPO apds a ativacdo da microglia ndo
séo conhecidas.

ApoOs a administracdo intravenosa de LPS em humanos, a microglia se
mostrou ativada, mudando de uma morfologia ramificada para uma morfologia

ameboide. Apos a ativacao, a microglia expressa a TSPO, que pode ser visualizado
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com o radiotracador *C-PBR28 no cérebro humano vivo. (Kreutzberg, 1996). A
transicdo para uma morfologia amebdide pode resultar em um aumento na populacéo
mitocondrial sem uma mudanca na quantidade de TSPO por mitocondria. Ou um
aumento na quantidade de TSPO por mitocéndria sem alteracdes no numero de
mitocondrias pode ser uma outra possibilidade. Embora né&o seja confirmado
experimentalmente, o nimero de mitocéndrias, bem como a quantidade de TSPO por
mitocondria, provavelmente aumentam com a ativacdo microglial, e essas alteracdes
podem ter efeitos prejudiciais nas células (Venneti et al., 2006).

Consistente com trabalhos anteriores em modelo animal de meningite
pneumococica, 0s ratos do grupo com meningite de 10 dias demonstraram
comprometimento cognitivo significativo na bateria de testes comportamentais
(Barichello, Goncalves, et al., 2013; Barichello et al., 2014). Os ratos sao
instintivamente, como muitos mamiferos, animais curiosos. Porém, durante o teste, 0s
ratos que tiveram meningite gastaram menos tempo explorando os objetos novos,
demonstrando perda de memdéria de reconhecimento, conforme observado no teste
reconhecimento de objetos novos. Um estudo que relacionou os efeitos de uma leséao
do hipocampo com o teste de reconhecimento de objetos novos sustentaram que o
hipocampo participa da codificagdo e consolidagdo da memoria do objeto (Cohen e
Stackman, 2015).

Na tarefa de esquiva inibitéria, ndo foi encontrada diferenca no tempo de
laténcia, que € a permanéncia na plataforma, entre o teste e as sessfes de
treinamento, demonstrando um declinio cognitivo em ratos com meningite, diferente
do controle que demoram para descer da plataforma. Além disso, 0 comprometimento
da memoria de habituacao foi evidenciado pela tarefa de campo aberto, no grupo com
meningite. O hipocampo é uma regido cerebral muito vulneravel além de ser uma
regido critica para a consolidacdo da memaria (Semmler et al., 2005; Semmler et al.,
2013).

Assim, este estudo levanta a hipotese que a ativacao microglial persistente
seguida por neuroinflamacéo evidenciada por uma exacerbada expressao de TSPO
pode desempenhar um papel importante no declinio cognitivo de longo prazo exibido
em animais com meningite. A TSPO é uma proteina desenvolvida evolutivamente e
sua funcdo primaria é transportar o colesterol para a membrana mitocondrial interna

para a producéo de esteroides. A TSPO também desempenha um papel na regulacéo
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de muitos processos celulares, incluindo respostas inflamatérias, estresse oxidativo e
homeostase mitocondrial (Sandiego et al., 2015; Bonsack e Sukumari-Ramesh, 2018).

Um estudo sugere que o TSPO é expresso temporariamente em células
gue enfrentam condi¢des de estresse oxidativo, incluindo inflamacgéo e leséo tecidual.
Ele pode estar envolvido em mecanismos complexos de sinalizacdo de homeostase.
Portanto, o principal papel fisiolégico das TSPOs pode ser modular o estresse
oxidativo, independentemente do tipo de célula (Batoko et al., 2015). Neste contexto,
€ importante para este trabalho, avaliar os pardmetros de estresse oxidativo apos a
meningite. Foi encontrado marcadores de estresse oxidativo e nitrosativo em niveis
elevados, como MDA, proteina carbonila e niveis de nitrito/nitrato, no cortex frontal de
ratos com meningite em comparacdo com o0s controles. Uma diminuicdo na defesa
enzimatica, como as atividades da SOD e CAT, foi observada tanto no cértex frontal
guanto no hipocampo dos ratos com meningite.

Em consonéncia com os resultados apresentados neste trabalho, um
estudo clinico em criangas com meningite séptica, mostrou niveis de MDA, proteina
carbonil e nitrito no plasma e liquido cefalorraquidiano aumentados significativamente.
Em contrapartida, neste mesmo estudo, os niveis de acido ascorbico, glutationa e
SOD no plasma e liquido cefalorraquidiano diminuiram significativamente em criangas
com meningite séptica (Srivastava et al., 2013). Niveis significativamente elevados de
MDA, nitrito e proteina carbonil refletem aumento do estresse oxidativo, enquanto
atividades diminuidas da SOD e CAT indicam uma atividade antioxidantes na
meningite. Assim, as mudangas nos oxidantes e antioxidantes observadas sugerem a
producdo de ERO e seu possivel papel na patogénese da meningite bacteriana (De
Menezes et al., 2009).

A microglia e os astrocitos ativados no SNC sdo as fontes primarias de
citocinas durante uma resposta inflamatéria reativa, embora neurbnios e células
endoteliais possam servir como outras fontes em condi¢des especificas, dentro de
certas cascatas de sinalizacao (Curfs et al., 1997; Coughlin et al., 2016). Os resultados
deste estudo demonstram uma grande quantidade de citocinas inflamatérias, como
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-18, TNF-a e INF-y, no grupo com meningite em 24 horas. A
ativacdo persistente da microglia leva ao aumento dos niveis de proteinas
inflamatorias TNF-a e IL-4, 10 dias ap6s a inducéo da meningite.

Corroborando com estes resultados, um estudo que avaliou a producao

cerebral de citocinas durante a meningite pneumocdcica grave acompanhada de
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sepse e identificou niveis elevados de IL-1B, IL-6 e TNF-a (Mgller et al., 2005). Um
outro estudo, em animais com neurodegeneracao progressiva existente, relatou que
niveis elevados de TNF-a tém efeitos agudos robustos na fungao cerebral, incluindo
depressao e disfuncdo cognitiva (Hennessy et al.,, 2017). Curiosamente, outras
evidéncias experimentais sugerem gque niveis elevados de IL-4 demonstraram
neuroinflamacao hipocampal e declinio cognitivo em um modelo de camundongo. A
IL-4 também desempenha um papel negativo no desenvolvimento e cogni¢cdo do
cérebro em modelo de camundongo induzido pela vacinacéo contra hepatite B (Wang
et al., 2018). Outro estudo, que avaliou mediadores pro-inflamatérios e a ativacdo de
células microgliais em amostras de cérebro de pacientes com esquizofrenia post-
mortem, também identificou a presenca elevada de citocinas pro-inflamatoérias, como
TNF-a, IL-1B e IL-6. Como consequéncia, a neuroinflamagao pode afetar os processos
essenciais para a maturacao normal do cérebro, como mieliniza¢édo, poda sinaptica e
remodelac&do neuronal (Barichello et al., 2020). Outro estudo, analisou o LCR e soro
de 75 individuos, com diferentes patologias, como esclerose multipla, neuro-sifilis,
neuro-borreliose de Lyme, meningite bacteriana e viral e pacientes com doencas
neurolégicas nédo inflamatoérias e foi observado niveis aumentados de mudltiplas
citocinas em pacientes com doencas neuroinflamatérias quando comparados aos
pacientes com doencas neuroldgicas ndo inflamatérias (Lepennetier et al., 2019).
Além da avaliagédo da ativagédo microglial in vivo, também foi confirmado por
marcadores proteicos das células gliais no cértex frontal e no hipocampo por meio de
técnicas convencionais. Foi identificado uma expressdo aumentada de marcadores
microgliais IBA-1 e CD11B no hipocampo de rato com meningite 10 dias apos a
inducdo da meningite. A microglia, sendo as células imunes residentes do SNC,
desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase do tecido e
contribui para o desenvolvimento do cérebro em condigdes normais. No entanto,
guando ha uma lesdo neuronal ou outro insulto, dependendo do tipo e magnitude dos
estimulos, a microglia sera ativada para secretar fatores proé-inflamatérios que
aumentam a citotoxicidade ou fatores neuroprotetores antiinflamatorios que auxiliam
na cicatrizacao de feridas e reparo de tecidos. A ativacdo excessiva da microglia
danifica o tecido neural saudavel circundante, e os fatores secretados pelos neurdnios
mortos ou moribundos, por sua vez, exacerbam a ativacdo crbnica da microglia,
causando perda progressiva de neurdnios. E o caso observado em muitas doencas

neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, Doenca de
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Huntington e esclerose lateral amiotréfica(Subhramanyam et al., 2019). Corrigir 0s
desequilibrios da ativacdo cronica microglial, pode ser um modo potencial de
intervencao terapéutica em doencas neurodegenerativas (Azam et al., 2021). A forte
associacdo entre a superexpressao de proteinas gliais e prejuizo cognitivo também
foi relatada em um modelo animal de intoxicacdo aguda com o diisopropilfluorofosfato
e com leséo cerebral traumatica (Flannery et al., 2016; Skovira et al., 2016).

Os astrécitos sao as células gliais mais comuns no cérebro (Colombo e
Farina, 2016). Assim como a microglia, os astrécitos também sao reguladores das
respostas inflamatérias no SNC. A ativacdo da microglia e dos astrocitos é
heterogénea e tradicionalmente categorizada como neurotoxica (microglia do fenotipo
M1 e astrocitos do fenotipo Al) ou neuroprotetora (microglia do fendtipo M2 e
astrocitos do fendtipo A2) (Kwon e Koh, 2020). Como a superexpressdo de TSPO
também foi detectada em astrocitos reativos (Lavisse et al., 2012), se encontrou a
expressao da proteina GFAP, aumentada nos grupos meningite 24h e 10 dias. Um
relatorio de Clarke et al. (2018) revelou que microglia pré-inflamatéria secreta IL-1q,
TNF e Clq, e essas citocinas séo suficientes para ativar astrocitos, denominados
astrocitos Al reativos (Clarke et al., 2018). Além disso, foi afirmado que os astrocitos
Al reativos falham em desempenhar fungbes normais e produzem componentes do
complemento que liberam fatores téxicos que, por sua vez, danificam os neurénios e
oligodendradcitos, contribuindo assim para o declinio cognitivo em regides cerebrais
vulneraveis no envelhecimento normal (Clarke et al., 2018). Curiosamente, foi
encontrado niveis elevados de TNF e C1q na regido do hipocampo apés 10 dias de
inducdo da meningite, sugerindo a possibilidade de inducao de astrécitos Al reativos
apos meningite experimental.

Embora o trabalho néo tenha encontrado nenhuma diferenca na expressao
de oligodendrécitos e proteinas neuronais, o declinio cognitivo reconhecido em
sobreviventes de meningite pode ser parcialmente explicado pela ativacdo persistente
de microglia e astrocitos apds meningite experimental (Araki et al., 2021).

Evidéncias recentes apoiam fortemente o uso de TSPO como um alvo
neuroimunomodulador para detectar neuroinflamacdo em disturbios neurolégicos e
psiquiatricos (Rupprecht et al., 2010). No entanto, o papel do TSPO nas alteractes
inflamatorias induzidas por infeccdo ainda ndo foi explorado. Neste estudo, foi
identificado uma expressdo aumentada de TSPO in vivo, bem como no cortex frontal

e no hipocampo de ratos sobreviventes a meningite. No entanto, ndo foi encontrado
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diferencas nos niveis de outras proteinas mitocondriais, como, VDAC e ANT, mas
documentou-se 0 aumento da expressao do citocromo-c no hipocampo de ratos com
meningite em 10 dias.

O citocromo-c € conhecido principalmente por sua fungéo na transferéncia
de elétrons mitocondrial, 0 que o torna um participante chave na fungcédo de suporte
vital da sintese de ATP. No entanto, uma série de outras funcdes foi identificada para
0s citocromos do tipo ¢. Quando uma célula recebe um estimulo apoptético, o
citocromo-c é liberado no citosol e dispara a morte celular programada por apoptose
(Caietal., 1998; Ow et al., 2008). Para o programa apoptético intrinseco, é necessario
a redistribuicdo de cardiolipina da membrana mitocondrial interna para a membrana
mitocondrial externa e o subsequente acumulo de produtos de oxidacdo da
cardiolipina, catalisados pelo citocromo-c (Ji et al., 2012). A oxidacao e degradacéao
da cardiolipina por diferentes fatores sob estresse celular severo servem como um
gatilho para programas de morte celular. Nesse contexto, a interacdo entre a
cardiolipina e o citocromo-c € um processo chave nos estagios iniciais da apoptose
(Diaz-Quintana et al., 2020). A cardiolipina oxidada causa a liberacéo de fatores pro-
apoptoticos, incluindo citocromo-c, da mitocéndria para o citosol, que desencadeia a
formacao do apoptossomo Apaf-1 (Ji et al., 2012). A perda do conteudo de cardiolipina
também contribui para o fendtipo relacionado a idade geralmente associado a
disfuncéo mitocondrial e estresse oxidativo (Paradies et al., 1997).

O trabalho evidenciou um aumento significativo no citocromo-c 10 dias
apos a inducao da meningite, com reducdo simultanea dos niveis de cardiolipina. Os
niveis aumentados de citocromo-c ativaram a via da caspase, estimulando os niveis
da caspase-3 e da caspase-9, que foram detectados por ELISA. Os resultados deste
estudo sdo consistentes com relatorios anteriores de Bifrare et al. (2003) que
confirmou a presenca de apoptose documentando coloragéo positiva para caspase-3
especifica para apoptose ativada em um modelo experimental de meningite (Bifrare
et al., 2003). Além disso, um estudo indicou que o citocromo-c também pode ser
liberado no espaco extracelular por células saudaveis e danificadas. O citocromo-c
extracelular pode interagir com o TLR4 da microglia e modular fung@es inflamatdérias
dessas células imunes cerebrais (Gouveia et al.,, 2017). Dependendo de como o
citocromo c é ativado, ele pode estar relacionado a varias doengas mitocondriais

incluindo doencas neurodegenerativas (Guerra-Castellano et al., 2020).
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Uma sobreposi¢cdo entre a microglia ativada, citocinas pro-inflamatorias e
um marcador do TSPO foi mostrada em alguns estudos de neurodegeneracdo em
animais. Um estudo de meningite tuberculosa em coelhos, identificou o TSPO
aumentado, através de um outro marcador, também in vivo com imagens PET
detectando microglia/macrofagos ativados associados a infecgdo e desenvolvimento
da meningite pela bactéria Mycobacterium tuberculosis (Tucker et al., 2016). Esses
achados foram traduzidos em estudos clinicos, onde um aumento de TSPO mostrado
em PET ocorrem em areas relevantes no SNC em um amplo espectro de doencas
neurodegenerativas. Embora isso apoie o uso de TSPO PET como um biomarcador
para monitorar a resposta em ensaios clinicos de novas terapias neurodegenerativas,
a utilidade clinica dos radioligantes TSPO PET atuais foi prejudicada pela falta de
ligacdo de alta afinidade a uma forma prevalente de TSPO polimdérfico em comparacéo
com o TSPO de tipo selvagem (Werry et al., 2019). Esta distribuicdo de afinidade de
ligacdo pode ser prevista pela presenca de um unico polimorfismo de nucleotideo
(SNP) no gene TSPO. Este SNP rs6971 causa uma substituicdo ndo conservadora de
alanina por treonina no 147° aminoacido (A147T) de TSPO. Este polimorfismo esta
presente em 30% dos caucasianos, 25% dos africanos, 4% dos japoneses e 2% dos
chineses. Os pacientes que tém alta afinidade para ligantes de segunda geracéo sao
homozigotos para o TSPO de tipo selvagem, os pacientes com afinidade média séao
heterozigotos e os pacientes que tém afinidade baixa sdo homozigotos para o A147T
TSPO (Owen et al., 2012; Guo et al., 2013).

Outra caracteristica que vem sendo abordada nos estudos que utilizam o
TSPO como possivel biomarcador € que ele pode ter uma expressao oposta de acordo
com o tipo de doenca avaliada. Em uma revisdo que avaliou essa disparidade na
expressdo do TSPO encontrou mais de quarenta estudos pré-clinicos e clinicos com
a doenca de Alzheimer, mostrando em geral que o TSPO é regulado positivamente,
apesar das diferencas na topografia desse aumento, seu curso de tempo e o0s tipos
de células associados. Ja no caso da esquizofrenia, este mesmo estudo observou
uma reducao do TSPO, embora as evidéncias permanecam escassas e contraditorias
(Tournier et al., 2020). Além disso, um estudo em modelos de ratos com doenca de
Alzheimer prodrémica e acidente vascular cerebral subcortical agudo, apontou que o
TSPO foi apenas expresso no insulto induzido por acidente vascular cerebral, que é
uma forma mais aguda de inflamacéo e foi incapaz de detectar microglia ativada

cronicamente (Al-Khishman et al., 2020).
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O estudo atual demonstrou a presenca de ativagcdo microglial in vivo por
imagem de 'C-PBR28-PET. Além disso, os resultados também demonstraram a
regulacdo positiva de TSPO, marcadores de estresse oxidativo e niveis de
mediadores inflamatérios, ndo apenas no contexto agudo, mas também no contexto
de longo prazo. Assim, em resumo, pode ser postulado que os efeitos regulatérios
negativos dependentes de TSPO podem desempenhar um papel no
comprometimento cognitivo que afeta ratos sobreviventes deste modelo experimental

de meningite.
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6 CONCLUSAO

Fazendo uma abordagem translacional com os resultados deste estudo,
conclui-se que a interagdo dindmica entre as respostas imunes mediadas pela glia
ativada por meio do mecanismo TSPO, sustenta o declinio cognitivo observado em
sobreviventes de meningite. Assim, a PET com C-PBR28 pode ser usado como um
marcador de imagem para o monitoramento longitudinal da neuroinflamagdo em
pacientes acometidos por meningite que apresentam comprometimento cognitivo
progressivo de longo prazo.

As limitacdes do polimorfismo de TSPO podem ser contornadas pela
genotipagem de TSPO rs6971 e excluindo individuos com o gendétipo de ligacao de
baixa afinidade, que sdo mais raros, porém neste estudo com animais esta limitacéo
nao foi apresentada. Além disso, esses resultados também abrem um novo caminho
para direcionar os ligantes de TSPO na disfun¢édo cognitiva de longo prazo induzida

por infeccao.
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Anexo 1 — Carta de aprovacdo CEUA/UNESC

\.J Universidade do Extremo Sul Catarinense CEUA*;
m Comissao de Etica no Uso de Animais S

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Meningite, neuroinflamagédo e demencia: inibicdo da
proteina translocadora mitocondrial (TSPQ) como nova abordagem terapéutica”, registrada
com o protocolo n® 032/2017-1, sob a responsabilidade de Josiane Budni, junto a equipe: Allan
Minatto Collodel, Cassia Pereira Rafael, Chayelle Raupp Rodrigues Pereira, Gustavo Sangiogo,
Jaqueline da Silva Generoso, Jéssica Goularte, Lutiana Roque Simdes - que envolve a preducéo,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC, em reunido de 02/05/2017.

Finalidade ( )Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo | 01/06/2017 a 30/06/2018
Especie/linhagem/raca Rato heterogénico Wistar

N°® de animais 388

Idade/Peso 60 dias / 250 — 300g
Género Masculino

Origem Biotério UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Céamara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the
following Project:

Project title: “Meningitis, neuroinflamation, and dementia: inhibition of mitochondrial
translocatory protein (TSPO) as a new therapeutic approach”
Protocol number: 032/2017-1

Principal Investigator: Josiane Budni
Researchers: Allan Minatto Collodel, Cassia Pereira Rafael, Chayelle Raupp Rodrigues Pereira,
Gustavo Sangiogo, Jaqueline da Silva Generoso, Jéssica Goularte, Lutiana Roque Simdes.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original

version of this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you
have further questions, please contact us on www.unesc.net/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

)
Jairo J Zocche
Coordenador‘da CEUA

Criciuma, 02 de maio de 2017.
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Anexo 2 — Carta de aprovacédo UTHealth

The University of Texas

Haalrh Baolends Caatar &1 Hiu i

APPROVAL - ANIMAL PROTOCOL: NON-USDA SPECIES September 29, 2016

AWC-15-0099 - “Acute phase meningitis survivor rat brain imaging by Positron
Emission Tomography (PET).”

Pl: Tatiana Barichello, Ph.D.

SPECIES: Rat

PAIN CLASSIFICATION: E

NUMBER OF ANIMALS APPROVED: 91

FUNDING AGENCY: Psychiatry/Behavioral Sciences

PROVISIONS: Please contact the veterinary staff prior to initiating each study (One and
Two) so that the veterinarian can closely assess the clinical condition of the animals during
the initial animal studies.

APPROVED: Designated Member Review
ORIGINAL APPROVAL DATE: 09/29/2016

EXPIRATION DATE: 08/31/2019

CHAIRPERSON: Diane L. Bick, Ph.D.

Approval is given to initiate this protocol for the use of animals, contingent upon compliance
with any other provisions noted above.

REVISIONS REQUIRED BY THE AWC - If the AWC requires that revisions be made
to proposed animal manipulations in a grant that is covered by this protocol, the Pl must
submit the revisions to the funding agency as soon as the revised protocol/materials have
been approved by the AWC.

CHANGES - Modifications to this protocol must be submitted for review and approval prior
to implementation. Minor changes, e.g. dosing regimens, methods of euthanasia,
anesthesia, surgery, new personnel, etc. must be submitted on a Change Request form
available on the AWC/CLAMC website. If changes are extensive, or involve another species,
a new Animal Protocol must be submitted.

ADVERSE EVENTS/UNANTICIPATED PROBLEMS - It is the responsibility of the PI to
report to the veterinarian and the AWC any unexpected outcomes (abnormal phenotypes,
increased toxicity of substance, surgical complications, etc.) that have resulted in jeopardizing
the welfare
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of the animals in excess of what was explained in the protocol. An
Adverse Event/Unanticipated Problems/Protocol Deviation form is available on the
AWC/CLAMC website. Please complete and submit to awc@uth.tmc.edu.

PROTOCOL DEVIATIONS - It is the responsibility of the Pl to report any
unapproved deviations in the protocol to the AWC as soon as discovered. Such deviations
may include; personnel not approved on protocol manipulating animals, breeding strains that
were not approved on protocol; changing method of anesthesia without approval. Please
complete an Adverse Event/Unanticipated Problem/Protocol Deviation form available on the
AWC/CLAMC website and submit to the awc@uth.tmc.edu .

LOCATIONS FOR HOUSING/MANIPULATION - Locations for the housing and manipulation
of animals are contingent upon the health status of the animals, facility barrier level,
containment level, and the availability of space. While appropriate housing of all animals is
managed by CLAMC, housing decisions for the IMM are made in consultation with the IMM
Vivarium Committee. The locations for AWC-approved animal manipulations outside of the
barrier but within IMM facility must be endorsed by the IMM Vivarium committee since such
activities may compromise the integrity of the barrier.

GRANT RENEWALS/SUBMISSION TO ANOTHER FUNDING AGENCY - Submit a
completed Change Request form and a copy of the grant to the AWC office. Include the first
page of the new grant, the abstract, and the section describing the animal work. All animal
work stated in the grant must be covered by the approved animal protocol.

ANIMAL PROTOCOL REVIEW NUMBER — Animals purchased with the number listed
above may be used only for the protocol(s) approved under this number.

PERSONNEL TRAINING- It is your responsibility to ensure that all personnel working
with animals are adequately trained. To register individuals for the required training go to
Animal Training website.




