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Abstract

Bac kground: Streptococows preumoniae s associated with neurologic sequels, such as, seizures, sensory-maotor
deficits, hearing loss, leaming and memory impaimment, which can oocur in approximately 30 to 52% of surviving
patients. Neuronal damage can be caused by intense inflammatony reaction and direct effects of the bacteria
virulence factors. The aim of the present study was to evaluate the effects of the nonbacteroltic antiblotic
daptomiycin versus cefiriaxone on behavioral parameters in adult Wistar rats submitted o preumococcal
meningitis.

Results: Ten days after induction we verifled that the meningits group with daptorycin treatment showed
retention of aversive memarny; it presented memaory of the abject recognition at short term and long term. In
continuous multiple-trials step-down inhibitory avoidance task the meningitis group with ceftrizxone reatment
required approximately two times mare stimulus to reach the acquisition criteron when compared with meningitis
group with daptomiycin treatment. However, in the habifuation memaorny test there wene no differences in the
number of crossings and rearings in training and task sessions demonstrating habituation impaiment to the
enviranment task in both meningitis groups.

Conclusions: The evidence of the present study shows the potential altemative of the treatment with daptormycin
in preventing learning and memary impairments caused by pneumococcal meningitis. Further investigations ane
necessany to provide support for evaluation of daptomicin as an altemative treatment of bacterial meningitis.
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ABSTRACT

Background: Sireptococcus pneumoniae is associated with neurologic sequels,
such as, seizures, sensory-motor deficits, hearing loss, learning and memory
impairment, which can occur in approximately 30 to 52% of surviving patients.
Neuronal damage can be caused by intense inflammatory reaction and direct effects
of the bacteria virulence factors. The aim of the present study was to evaluate the
effects of the nonbacteriolytic antibiotic daptomycin versus ceftriaxone on behavioral
parameters in adult Wistar rats submitted to pneumococcal meningitis.

Methods: The animals underwent a magna cistern tap receiving either 10 pl sterile
saline as a placebo or an equivalent volume of a S. pneumoniae suspension at the
concentration of 5x10° cfu/mL and they were randomized into different groups: sham
(placebo); meningitis with ceftriaxone treatment (100 mg/kg during 7 days) and
meningitis with daptomicyn treatment (50 mg/kg, during 7 days). Ten days after
meningitis induction the animals were submitted to four behavioral tasks: habituation
to an open field, step-down inhibitory avoidance, continuous multiple-trials step-down
inhibitory avoidance task and object recognition.

Results: Ten days after induction we verified that the meningitis group with
daptomycin treatment showed retention of aversive memory; it presented memory of
the object recognition at short term and long term. In continuous multiple-trials step-
down inhibitory avoidance task the meningitis group with ceftriaxone treatment
required approximately two times more stimulus to reach the acquisition criterion
when compared with meningitis group with daptomycin treatment. However, in
habituation memory there were no differences in the number of crossings and
rearings in training and task sessions demonstrating habituation impairment to the
environment task in both meningitis groups.

Conclusions: The evidence of the present study shows the potential alternative of
the treatment with daptomycin in preventing learning and memory impairments
caused by pneumococcal meningitis. Further investigations are necessary to provide
support for evaluation of daptomycin as an alternative treatment of bacterial
meningitis.

Key-words: Streptococcus pneumoniae; meningitis; behavior; memory; daptomycin.
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1. INTRODUCTION

Pneumococcal meningitis is a life-threatening disease associated with high
mortality and morbidity rates. Streptococcus pneumoniae meningitis mortality ranges
from 16 to 37% and it is associated with neurologic sequels, such as, seizures,
sensory-motor deficits, hearing loss, learning and memory impairment, which can
occur in approximately 30 to 52% of surviving patients [1-5].

This microorganism can multiply within the cerebrospinal fluid (CSF) and it
leads to the release of bacterial components, which stimulates the production of
cytokines and other pro-inflammatory molecules in response to bacterial stimuli [6].
As consequence, polymorphonuclear are attracted, activated and released in large
amounts of superoxide anion and nitric oxide, leading to oxidative stress. This
cascade leads to mitochondrial damage and blood-brain barrier breakdown. Both
damages contribute to cell injury during pneumococcal meningitis. The immune
response in cerebrospinal fluid has shown to play a key role in this pathophysiology,
principally to the development of the brain damage [7]. Neuronal damage can be
caused by intense inflammatory reaction and by direct effects of the bacteria
virulence factors [8]. The hippocampus is surrounded by interstitial fluid which is
contiguous with the CSF, allowing bacterial toxins and pro-inflammatory mediators to
propagate into the parenchyma [9].

A nonbacteriolytic antibiotic but with high bactericidal properties would
minimize the cognitive damage. Since, during the treatment with bacteriolytic
antibiotics it could contribute to increase inflammation in the subarachnoid space also
through the release of bacterial components[10]. Daptomicyn is an antibacterial

agent active against Gram-positive bacteria [11]. The bactericidal activity occurs by
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irreversible binding within the bacterial cell membrane in a calcium-dependent
process. This leads to despolarization of the cell membrane and inhibition of the
RNA, DNA and protein synthesis, which results in rapid bacterial cell death without
triggering immediate cell lysis [12]. Thus, in experimental pneumococcal meningitis it
has been demonstrated that daptomicyn produces an enhanced bactericidal activity
[13]; it attenuates the CSF inflammation [14] and also prevented cortical brain injury
when compared to ceftriaxone treatment [15].

In this context, the aim of the present study was to evaluate the effects of the
nonbacteriolytic antibiotic daptomycin versus ceftriaxone on behavioral parameters in

adult Wistar rats submitted to pneumococcal meningitis.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Infecting organism

S. pneumoniae (serotype 3) was cultured overnight in 10 ml of Todd Hewitt
broth, diluted in fresh medium and grown to logarithmic phase. This culture was
centrifuged for 10 min at (5,000xg) and resuspended in sterile saline to the
concentration of 5x10° cfu/mL. The size of the inoculum was confirmed by

quantitative cultures [16, 17].

2.2. Animal model of meningitis

Adult male Wistar rats (250-350 g body weight), from our breeding colony
were used for the experiments. All procedures were approved by the Animal Care
and Experimentation Committee of UNESC, Brazil, under protocol 72/2012 and
followed in accordance with the National Institute of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 80-23) revised in 1996. All surgical
procedures and bacterial inoculations were performed under anesthesia, consisting
of an intraperitoneal administration of ketamine (6.6 mg/kg), xylazine (0.3 mg/kg),
and acepromazine (0.16 mg/kg) [18]. Rats underwent a cisterna magna tap with a
23-gauge needle. The animals received either 10 pl of sterile saline as a placebo or
an equivalent volume of S. pneumoniae suspension. At the time of inoculation,
animals received fluid replacement and were subsequently returned to their cages
[19, 20]. Eighteen hours later, the meningitis was documented by a quantitative
culture of 5 pl of CSF obtained by puncture of the cisterna magna [16]. Therefore,
animals were randomly chosen to receive daptomycin, Cubicin® (50 mg/kg body
weight, administered subcutaneously [s.c.]) or ceftriaxone (100 mg/kg body weight

guiven s.c.), during 7 days).
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After 10 days, the animals were free from infection. We performed blood
cultures that were all negative in this period. Thus, the animals were separately
undergone to four behavioral tasks: a) open field; b) object recognition; c) step-down
inhibitory avoidance task (single-training) and d) continuous multiple-trials step-down

inhibitory avoidance task.

2.3. Behavioral tasks

The animals separately underwent to four behavioral tasks: habituation to
an open field, step-down inhibitory avoidance task, continuous multiple-trials step-
down inhibitory avoidance task and object recognition. All behavioral procedures
were conducted between 01 and 04 p.m. in a sound-isolated room, and each animal
performed only one behavior test. All behavioral tests were recorded by the same

person who was blind to the animal group.

2.3.1. Open field test

The behavior was assessed in the open field apparatus in order to evaluate
both locomotor and exploratory activities. The apparatus is a 40 cm x 60 cm open
field surrounded by 50 cm high walls made of brown plywood with a frontal glasswall.
The floor of the open field is divided into 9 rectangles by black lines. The animals
were gently placed on the left rear quadrant and then left alone to explore the arena
for 5 min (training session). Immediately after this procedure, the animals were taken
back to their home cage and 24 h later they were submitted again to a similar open-
field session (test session). Every cross of the black lines and rearing performed in
both sessions were counted for 5 min. The decrease in the number of crossings and
rearings between the two sessions was taken as a measure of the retention of

habituation memory [21].
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2.3.2. Object recognition

This task evaluates the non-aversive and non-spatial memory. The apparatus
and procedures for the object recognition task have been described elsewhere [22].
Briefly, the task took place in a 40 x 50 cm open field surrounded by 50 cm high walls
made of plywood with a frontal glass wall. The floor of the open field was divided into
12 equal rectangles by black lines. All animals were submitted to a habituation
session where they were allowed to freely explore the open field for 5 min. No objects
were placed in the box during the habituation trial. The total number of crossings of
the black lines and rearings performed in this session were evaluated as locomotors
and exploratory activity, respectively. The training was conducted by placing
individual rats for 5 min in the field, in which two identical objects (objects A1 and A2,
both being cubes) were positioned in two adjacent corners, 10 cm from the walls. In a
short-term recognition memory test given 1.5 h after training, the rats explored the
open field for 5 min in the presence of one familiar (A) and one novel (B, a pyramid
with a square-shaped base) object. All objects had similar textures (smooth), colors
(blue), and sizes (weight 150-200 g), but distinctive shapes. A recognition index
calculated for each animal is reported as the ratio TB/(TA + TB) (TA = time spent
exploring the familiar object A; TB = time spent exploring the novel object B). In a
long-term recognition memory test given 24 h after training, the same rats were
allowed to explore the field for 5 min in the presence of the familiar object A and a
novel object C (a sphere with a square shaped base). Recognition memory was
evaluated as done for the short-term memory test. Exploration was defined as
sniffing (exploring the object 3-5 cm away from it) or touching the object with the nose

and/or forepaws.
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2.3.3. Step-down inhibitory avoidance task

This task evaluates aversive memory. The apparatus and procedures have
been described in previous reports [23, 24]. Briefly, the training apparatus was a 50 x
25 x 25 cm acrylic box (Albarsch, Porto Alegre, Brazil) which the floor was consisted
of parallel caliber stainless steel bars (1 mm diameter) spaced 1 cm apart from each
other. A 7 cm-wide, 2.5 cm-high platform was placed on the floor of the box against
the left wall. In the training trial, animals were placed on the platform and their latency
to step down on the grid with all four paws was measured with an automatic device.
Immediately after stepping down on the grid, the animals received a 0.4 mA, 2.0 s
foot shock and returned to their home cage. A retention test trial was performed 24 h
after training (long-term memory). The retention test trial was procedurally identical to
the training, except that no foot shock was presented. The retention test step-down
latency (maximum, 180 s) was used as a measure of inhibitory avoidance retention.
Reactivity to the foot shock was evaluated in the same apparatus used for inhibitory
avoidance, except that the platform was removed. Each animal was placed on the
grid and allowed 1 min for habituation period prior to the start of a series of shocks
(0.5 s) delivered at 10 s intervals. The shock intensities ranged from 0.1 to 0.5 mA in
0.1 mA increments. The adjustments in the shock intensity were made in accordance
to each animal’'s response. The intensity was raised by 1 unit when no response
occurred and lowered by 1 unit when a response was made. A “flinch” response was
defined as the withdrawal of one paw from the grid floor, and a “jump” response was
defined as rapid withdrawal of three or four paws. Two measurements of the “flinch”
threshold were made and then two measurements of the “jump” threshold were
made. For each animal the mean of the two scores for the flinch and the jump

thresholds were calculated [25, 26].
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2.3.4. Continuous multiple-trials step-down inhibitory avoidance task

This task evaluates aversive memory in the test section and learning when
analyzing the number of training trials required for the acquisition criterion (see
below). It was performed in the same step-down inhibitory avoidance apparatus;
however, in the training session, the animal was placed on the platform and
immediately after stepping down on the grid, received a 0.3 mA, 2.0 s foot shock.
This procedure continued until the rat remained on the platform for 50 s. The animal
was then returned to the home cage. The number of training trials required to reach
the acquisition criterion of 50 s on the platform was recorded. The retention test was

performed 24 h later (long-term memory) [27].

2.4 Statistics

Data from the habituation to an open field task is reported as mean + SEM,
and it was analyzed by the paired Student’s t test and ANOVA post-hoc Tukey. Data
from the object recognition task and inhibitory avoidance task are reported as median
and interquartile ranges, and comparisons among groups were performed using
Mann-Whitney U tests. The within-individual groups were analyzed by Wilcoxon’s
tests. Data from continuous multiple-trials step-down inhibitory avoidance task the
trials were reported as mean + SD, and were analyzed by the ANOVA post-hoc
Tukey. Data from the latency time was reported as median and interquartile ranges,
and comparisons among groups were performed using Mann-Whitney U tests. In all

comparisons, p<0.05 indicated statistical significance.
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3. RESULTS

In the open-field task, figure 1, there were no differences in the number of
crossings and rearings among groups in the habituation to the open-field training
session (p>0.05) demonstrating no difference in motor and exploratory activity
among groups. In the sham group, there was statistical difference between training
and test session (crossingt = 9.161, df =9, p = 0.0001; rearings t = 10.672, df = 9, p
= 0.0001) demonstrating habituation memory.

In the meningitis/ceftriaxone group (crossing t = 1.929, df = 9, p = 0.086;
rearings t = 0.949, df = 9, p = 0.369) and the meningitis/daptomycin group (crossing t
= 2.195, df = 9, p = 0.056; rearings t = 0.884 df = 9, p = 0.400) there were no
differences between training session and test session suggesting memory
impairment in both groups.

The object recognition task in figure 2, the animals of meningitis/cefriaxone
group presented impairment of novel object recognition memory, i.e., they did not
spend a significantly greater time exploring the novel object, presenting memory
impairment during short term (Z = - 0.866, p = 0.386) and long term memory (Z = -
0.051, p = 0.959). However, the animals of meningitis/daptomycin group did not
present memory impairments during short term (Z = - 2.499, p = 0.012) and long term
(Z=-2.395, p =0.017) retention test sessions in comparison to the training trial.

Figure 3, the step-down latency. In the training session there was not
significant difference in the latency time among the groups (p > 0.05). In the
meningitis/ceftriaxone group there wasn’t difference in the latency time between
training and test (Z = - 1.703; p=0.089) presenting memory impairment. In the
meningitis/daptomycin group there was difference between training and test session

(Z=- 2.810; p = 0.005) demonstrating aversive memory in this group.
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Figure 4, continuous multiple trials step-down inhibitory avoidance. We
demonstrated a significant increase in the number of training trials (t = 3.536, df =
18.541, p = 0.002) required to reach the acquisition criterion (50 s on the platform) in
the meningitis/ceftriaxone group when compared to the sham group, figure 4 A. The
results of this task suggest that the meningitis/ceftriaxone group required
approximately two times more stimulus to reach the acquisition criterion when
compared with the sham group and with meningitis/daptomycin group.
Meningitis/ceftriaxone group had learning and impairment memory. In the retention

test, there was no difference among groups for all the times tested, figure 4 B.
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4. DISCUSSION

In spite of significant advances in pneumococcal meningitis treatment, it
remains one of the most important worldwide infectious diseases and it is still
correlated with elevated mortality and morbidity. Moreover, a large number of
survivors present permanent neurological sequelae [5, 6].

The present study suggests a beneficial effect of therapy with daptomycin on
memory and learning in an animal model of pneumococcal meningitis.
In the habituation memory there was no difference between treatments with
daptomycin and ceftriaxone, both groups demonstrated impairments in this memory.
However, the meningitis group with daptomycin treatment showed retention of
aversive memory and the animals also presented memory of the object recognition at
short term and long term. In continuous multiple-trials step-down inhibitory avoidance
task, the meningitis group with ceftriaxone treatment required approximately two
times more stimulus to reach the acquisition criterion when compared with meningitis
group with daptomycin treatment.

Several studies with daptomycin treatment on experimental pneumococcal
meningitis with favorable results have been reported. Daptomycin cleared the
bacteria more efficiently from the CSF than ceftriaxone; decreased the inflammatory
host response, as assessed by the matrix metalloproteinase-9, IL-1B, IL-10, IL-18,
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein 1
alpha (MIP-1alpha) in CSF and prevented the development of cortical injury [16, 28].
During bacterial multiplication into the CSF, it released products that are highly
immunogenic and can lead to an increased of the host immune response [10, 16].
Whereas, in experimental pneumococcal meningitis model the animals presented in
the first twenty four hours elevated levels of TNF-a and CINC-1 in the hippocampus

and TNF-a, IL-1B, IL-6 and CINC-1 in frontal cortex[29]. Furthermore, the host
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inflammatory response can be exacerbated by the effects of bacteriolytic antibiotics
[30]. The release of teichoic acids (TAs) and lipoteichoic acids (LTAs) from S.
pneumoniae showed intense during exposure to ceftriaxone and meropenen [31].

Daptomycin is an antibacterial agent and nonbacteriolytic active against the
main Gram-positive pathogens [11, 32], including penicillin and cephalosporin
resistant pneumococci [33]. Daptomycin was highly efficacious against penicillin-
resistant and quinolone-resistant pneumococci [34], in addition, ceftriaxona with
adjunctive daptomycin treatment attenuates brain damage and hearing loss more
efficiently than rifampin in infant rat induced by pneumococcal meningitis [35]. When
the bacteria are killed without lyses, it provides the advantage by reducing the
release of bacterial molecules, such as, TAs, LTAs, peptidoglycan and bacterial DNA
[36]. These effects could be an explanation for the observation that daptomycin
prevented the development of cortical brain injury in experimental pneumococcal
meningitis [16] and prevented memory impairment in our study. Previous studies
demonstrated 10 days after pneumococcal meningitis induction that animals treated
with ceftriaxone it presented memory and learning deficits, anxiety-like and
depressive-like behavior [37].

The evidence of the present study suggests the potential alternative of the
treatment with daptomycin in preventing learning and memory impairments caused
by pneumococcal meningitis. Further investigations are necessary to provide support

for evaluation of daptomycin as an alternative treatment of bacterial meningitis.
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ABBREVIATIONS

cfu: colony-forming units;

CINC-1: cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1;
CSF: cerebral spinal fluid;

IL-1B: interleukin-1 betha;

IL-6: interleukin-6;

LTAs: lipoteichoic acids;

S. pneumoniae: Streptococcus pneumoniae;

TAs: teichoic acids;
TNF-a: tumor necrosis factor-alpha.
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Figure 1. Open field test 10 days after induction of meningitis by S. pneumoniae.
Data are reported as mean + SEM. n=10 per group, and were analyzed by the paired
Student’s t test and ANOVA post-hoc Tukey. *p<0.05 vs. Training.
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Figure 2. Object recognition task 10 days after induction of meningitis by S.
pneumoniae. The short-term recognition memory the test is evaluated at 1.5 h after
training (STM) and the long-term recognition memory the test is evaluated at 24 h
after training (LTM). Data are reported as median and interquartile ranges, and
comparisons among groups were performed using Mann—-Whitney U tests, n=10 per
group. The within-individual groups were analyzed by Wilcoxon’s tests. *p<0.05 test
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Figure 3. Latency to step-down in the inhibitory avoidance task 10 days after
induction of meningitis by S. pneumoniae. Data are reported as median and
interquartile ranges, and comparisons among groups were performed using Mann—
Whitney U tests, n=10 per group. The within-individual groups were analyzed by
Wilcoxon’s tests. *p<0.05 vs. training.
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Figure 4. Continuous multiple trials step-down inhibitory avoidance task 10 days after
induction of meningitis by S. pneumoniae. Data from the trials is reported as mean +
SD, and were analyzed by the ANOVA post-hoc Tukey, n=10 per group, figure 4 A.
*p<0.05 vs. Sham. Data from the latency time is reported as median and interquartile
ranges, and comparisons among groups were performed by Wilcoxon’s tests, figure
4 B. *p<0.05 vs. Sham.

4 A

T T T
Sham Meningitis + Cefriaxone Meningitis + Daptomycin

4B

400+
300

200+

Latency (sec)

100+

T T T
Sham Meningitis + Cefriaxone Meningitis + Daptomycin



33

PARTE Il - TRADUCAO DO ARTIGO CIENTIFICO ELABORADO NA DISCIPLINA
DE TCC I



34

ATENUACAO DO COMPROMETIMENTO COGNITIVO PELO ANTIBIOTICO NAO-
BACTERIOLITICO DAPTOMICINA EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS A

MENINGITE PNEUMOCOCICA

Tatiana Barichello'; Jodo Carlos Nepomuceno Gongalves', Jaqueline S. Generoso',
Graziele Milioli', Cintia Silvestre', Caroline S. Costa', Jaqueline da Rosa Coelho,

Clarissa M. Comim?, Jodo Quevedo?

'Laboratério de Microbiologia Experimental e Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia Translacional em Medicina, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
da Saude, Universidade do Extremo Sul Catarinense, Criciuma, SC, Brasil.

Laboratério de Neurociéncias e Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
Translacional em Medicina, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude,

Universidade do Extremo Sul Catarinense, Cricima, SC, Brasil.

Autor correspondente:
Profa. Tatiana Barichello, PhD - Laboratério de Microbiologia Experimental, PPGCS,
UNASAU, Universidade do Extremo Sul Catarinense, 88806-000 Criciuma, SC,

Brasil. Fax: #55 48 3443 4817. E-mail: tba@unesc.net



35

RESUMO

Introducao: Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva que esta
associada com sequelas neurolégicas, tais como convulsées, déficit sensoério-motor,
perda de audicdo, dificuldade de aprendizagem e perda de memoria, que pode
ocorrer em cerca de 30 a 52% dos pacientes sobreviventes. Danos neuronais podem
ser causados pela reacao inflamatéria intensa e os efeitos diretos dos fatores de
viruléncia das bactérias. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
antibiético nao-bacteriolitico daptomicina em comparagédo com a ceftriaxona através
de parametros comportamentais em ratos Wistar adultos submetidos a meningite
pneumocadcica.

Métodos: Os animais receberam, diretamente na cisterna magna,10 pL de soro
fisiologico estéril como placebo ou o volume equivalente de uma suspensao de S.
pneumoniae, na concentracdo de 5x10° UFCol/mL e foram randomizados em
diferentes grupos: sham (controle); meningite tratado com ceftriaxona (100 mg/kg
durante 7 dias) e meningite tratado com daptomicina (50 mg/kg, durante 7 dias). Dez
dias ap6s a indugdo da meningite, os animais foram submetidos a quatro testes
comportamentais: habituacdo ao campo aberto, esquiva inibitéria, esquiva inibitoria
de treinos continuos e memoria de reconhecimento de objetos.

Resultados: Dez dias apods a inducao verificou-se que o grupo meningite tratado
com daptomicina apresentou retengdo de memoédria aversiva e memoria de
reconhecimento de objetos em curto e longo prazo. Na esquiva inibitéria de treinos
continuos, o grupo meningite tratado com ceftriaxona necessitou cerca de duas
vezes mais estimulo para atingir o critério de aquisicdo, quando comparado com 0
grupo tratado com daptomicina. No entanto, no teste de memoaria de habituagéo néo
houve diferenga significativa no numero de cruzamentos e levantamentos nas
sessodes teste e treino, demonstrando comprometimento na tarefa de habituagdo ao
campo aberto, em ambos 0s grupos de meningite.

Conclusoes: O presente estudo evidencia uma potencial alternativa do tratamento
com daptomicina na prevengao de deficiéncias de aprendizado e memaoria causadas
pela meningite pneumococica. Outras investigagdes sdo necessarias para fornecer
suporte para a avaliagdo da daptomicina como um tratamento alternativo da
meningite bacteriana.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae; meningite; comportamento; memodria;
daptomicina.
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1. INTRODUCAO

A meningite pneumocécica € uma doenca grave associada com alta
mortalidade e morbidade. A taxa de mortalidade da meningite pelo Streptococcus
pneumoniae varia entre 16-37% e esta associada com sequelas neurolégicas, tais
como convulsdes, déficits sensorio-motores, perda auditiva, dificuldade de
aprendizagem e perda de meméria, que pode ocorrer em cerca de 30 a 52% dos
pacientes sobreviventes [1 -5].

S. pneumoniae é um microorganismo que, quando atravessa a barreira
hematoencefédlica, pode multiplicar-se dentro do liquido cefalorraquidiano (LCR),
gerando a liberacdo de componentes bacterianos, que estimulam a produgao de
citocinas e outras moléculas pré-inflamatérias em resposta a estimulos bacterianos
[6]. Como consequéncia, polimorfonucleares sao atraidos, ativados e liberam
grandes quantidades de anion superéxido e Oxido nitrico, levando ao estresse
oxidativo. Esta cascata induz a lesdao mitocondrial € a ruptura da barreira
hematoencefalica. Ambos os danos contribuem para a lesdo da célula durante a
meningite pneumocdécica. A resposta imune do hospedeiro no LCR revelou
desempenhar um papel chave na fisiopatologia da meningite, principalmente para o
desenvolvimento da lesao cerebral [7]. Os danos neuronais podem ser causados
pela reacdo inflamatdria intensa e pelos efeitos diretos dos fatores de viruléncia das
bactérias [8]. O hipocampo é circundado por fluido intersticial, que é contiguo ao
LCR, permitindo que as toxinas bacterianas e mediadores pré-inflamatorios
propaguem-se para o parénquima cerebral [9].

Um antibiético nao-bacteriolitico, mas com elevadas propriedades
bactericidas poderia minimizar o dano cognitivo, uma vez que durante o tratamento
com medicamentos bacterioliticos pode-se contribuir para aumentar a inflamacao no

espaco subaracndide através da liberacdo de componentes bacterianos
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intracelulares [10]. Daptomicina é um agente antibacteriano ativo contra bactérias
Gram-positivas [11]. A atividade bactericida ocorre por ligagao irreversivel no interior
da membrana celular bacteriana, num processo dependente de calcio. Isto leva a
despolarizacdo da membrana celular e a inibicado do RNA, DNA e sintese de
proteina, o que resulta numa rapida morte da célula bacteriana, sem desencadear a
lise celular imediata [12]. A daptomicina demonstrou produzir uma atividade
bacteriana melhorada no tratamento da meningite pneumocécica experimental [13],
atenuando a inflamagdo no LCR [14] e impedindo lesdo cerebral cortical quando
comparado com o tratamento com ceftriaxona [15].

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
antibiético nao bacteriolitico daptomicina em comparagdo com a ceftriaxona em
parametros comportamentais em ratos Wistar adultos submetidos a meningite

pneumocacica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Organismo infectante

S. pneumoniae (sorotipo 3), foi cultivado durante a noite em 10 ml de caldo
Todd Hewitt, diluido em meio fresco e cultivado até a fase logaritmica. Esta cultura
foi centrifugada durante 10 minutos a (5000 x g) e novamente suspensa em solucao
salina estéril até a concentragdo de 5x10° UFCol/mL. O tamanho do inéculo foi

confirmado por cultura quantitativa [16,17].

2.2. Modelo animal de meningite

Ratos Wistar machos (250-350 g de peso corporal), provenientes da nossa
colénia no biotério foram utilizados para os experimentos. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UNESC, Brasil, sob o
numero de protocolo 72/2012 e seguido de acordo com o Instituto Nacional de Guia
de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (NIH Publicagdes No. 80-
23), revista em 1996. Todos os procedimentos cirurgicos e inoculacbes bacterianas
foram realizadas sob anestesia, composta de uma administracao intraperitoneal de
cetamina (6,6 mg/kg), xilazina (0,3 mg/kg) e acepromazina (0,16 mg/kg) [18]. Os
ratos foram submetidos a uma pung¢éo na cisterna magna com uma agulha nimero
23. Os animais receberam 10 pL de solugdo salina estéril como um placebo ou um
volume equivalente de suspensao bacteriana de S. pneumoniae. No momento da
inoculacdo, os animais receberam reposicao volémica e foram subsequentemente
devolvidos as suas gaiolas [19,20]. Dezoito horas mais tarde, a meningite foi
confirmada por uma cultura quantitativa de 5 pL de LCR obtido por puncdo da
cisterna magna [16]. Por conseguinte, os animais foram aleatoriamente escolhidos

para receber a daptomicina, Cubicin® (50 mg/kg, duas vezes ao dia, administrada
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por via subcutanea [sc]) ou ceftriaxona (100 mg/kg, duas vezes ao dia, sc), durante 7
dias).

Apé6s 10 dias, os animais estavam livres da infeccdo. Para demonstragao da
negatividade, foi realizada a cultura de sangue dos animais, através de puncéo do
LCR. Os animais foram entdo submetidos aos testes comportamentais, divididos em
3 grupos: grupo 1 controle (n = 10); grupo 2 meningite + ceftriaxona (n = 10); grupo 3
meningite + daptomicina (n = 10). Foram utilizados 30 animais (10 de cada grupo),
para cada teste comportamental (total de 4 testes), resultando em 120 animais para

este estudo.

2.3 Testes comportamentais

Os animais foram submetidos separadamente a quatro testes
comportamentais: habituacdo ao campo aberto, esquiva inibitéria, esquiva inibitoria
de multiplos treinos e memoéria de reconhecimento de objetos. Todos os
procedimentos comportamentais foram conduzidos entre as 13 e 16 horas, numa
sala isolada de som, onde cada animal realizou um Unico comportamento. Todos 0s
testes comportamentais foram registrados pelo mesmo pesquisador, na condicado de

cego para o grupo animal.

2.3.1. Habituacdo ao campo aberto

O comportamento foi realizado no aparato de campo aberto, com a finalidade
de avaliar as atividades locomotoras e exploratérias. O aparato mede 40 x 60
centimetros de didmetro de campo aberto cercado por 50 centimetros de paredes
feitas de madeira marrom com um vidro frontal. O piso do campo aberto € dividido
em 9 retangulos por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados no

quadrante traseiro esquerdo e, em seguida, deixados sozinhos para explorar a arena
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por 5 minutos (sessao treino). Imediatamente apds este procedimento, os animais
foram levados de volta para a sua gaiola e 24 horas mais tarde, eles foram
submetidos a uma nova sessdo no aparato de campo aberto (sessdo de teste).
Durante 5 minutos, em ambas as sessdes, foram observadas e documentadas todas
as vezes que o animal atravessava as linhas pretas demarcadas ou realizava
atividade exploratéria através de levantamentos. A diminuicdo do numero de
cruzamentos (crossings) e levantamentos (rearings) entre as duas sessodes foi

adotado como uma medida da retencao de memoria de habituagao [21].

2.3.2. Memoria de reconhecimento de objetos

Esta tarefa avalia a memdéria ndo-aversiva e nao-espacial. O aparato e os
procedimentos para a tarefa de reconhecimento de objetos foram descritos por Lima
e colaboradores, 2005 [22]. Resumidamente, a tarefa foi realizada em um campo de
40 x 50 centimetros aberto rodeado por paredes de 50 centimetros de altura feitas
de madeira com uma parede de vidro frontal. O piso do campo aberto foi dividido em
12 retangulos iguais por linhas pretas. Todos os animais foram submetidos a uma
sessdo de habituacdo em que se permitiu explorar livremente o campo aberto
durante 5 minutos. Nenhum objeto foi colocado na caixa durante o processo de
habituagdo. O numero total de cruzamentos das linhas pretas e levantamentos
realizados nesta sessao foi avaliado respectivamente como locomocéao e atividade
exploratéria. O treino foi realizado colocando os ratos individualmente durante 5
minutos no campo, em que dois objetos idénticos (objetos A1 e A2, ambos sendo
cubos) foram posicionados em dois cantos adjacentes, a 10 cm de distancia das
paredes. No teste de memaria de reconhecimento de curto prazo, dado 1,5 horas
depois do treino, os ratos exploraram o campo aberto durante 5 minutos na presenca

de um objeto familiar (A) e um novo objeto (B, uma piramide com uma base
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quadrada). Todos os objetos possuiam texturas semelhantes (lisas), cores (azul) e
tamanhos (peso 150-200 g), mas formas distintas. Um indice de reconhecimento
calculado para cada animal é relatado como a razdo TB/(TA + TB) (TA = tempo
gasto explorando o objeto familiar A; TB = tempo gasto explorando o objeto B novo).
No teste de memodria de longo prazo, realizado 24 horas depois do treino, os
mesmos ratos foram submetidos a uma nova exploracdo do campo, durante 5
minutos na presenca do objeto familiar A e de um novo objeto C (uma esfera com
uma base de formato quadrado). A memoria de reconhecimento foi avaliada como
no teste de memaria de curto prazo. A exploragéo foi definida como sniffing (explorar
o objeto 3-5 centimetros de distancia a partir dele) ou tocar o objeto com o nariz e/ou

patas dianteiras.

2.3.3. Esquiva inibitdria

Este teste comportamental avalia a meméria aversiva. O aparato e os
processos foram descritos em estudos anteriores, por Quevedo (1997) e Roesler
(2003) [23,24]. Resumidamente, o aparelho consiste em uma caixa de acrilico
medindo 50 x 25 x 25 centimetros (Albarsch, Porto Alegre, Brasil), onde o piso é
composto por barras paralelas de aco inoxidavel (didmetro de 1 mm) espacadas em
uma distancia de 1 centimetro. Uma plataforma com 7 centimetros de largura e 2,5
centimetros de comprimento foi colocada junto a parede esquerda do aparato. Na
sessao de treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que os
mesmos levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi medido com
um dispositivo automatico. Imediatamente apds tocarem com as quatro patas na
grade, os animais receberam um choque de 0,4 mA durante 2,0 segundos e
voltaram a sua gaiola de origem. A sessao teste foi realizada 24 horas apés o

treinamento (memoria de longo prazo). A sesséao teste foi processualmente idéntica
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a sessao treino, exceto que nao foi distribuido nenhum choque nas patas dos
animais. O tempo de laténcia ao teste de esquiva inibitéria (maximo, 180 segundos)
foi utilizado como uma medida de retencdo da esquiva inibitéria. A reatividade ao
choque nas patas foi avaliada no mesmo aparato utilizado para a esquiva inibitoria,
exceto que a plataforma foi removida. Cada animal foi colocado sobre a grade, onde
foi permitido um periodo de habituacdo de 1 minuto antes do inicio de uma série de
choques (0,5 segundos) distribuidos em intervalos de 10 segundos. A intensidade
dos choques variaram de 0,1 a 0,5 mA em incrementos de 0,1 mA. Os ajustes na
intensidade dos choques foram feitos de acordo com a resposta de cada animal. A
intensidade foi aumentada em 1 unidade, quando nao ocorreu resposta e diminuida
por um aparelho, quando a resposta foi observada. A resposta “flinch’ foi definida
como a retirada de uma pata do chao da grade e a resposta “jump” foi definida como
a retirada rapida de trés ou quatro patas. Duas medidas d e “flinch’ foram feitas e,
em seguida, duas medidas de “jump” foram realizadas. Para cada animal, a média

dos dois resultados para “flinch” e “jump”foi calculada [25,26].

2.3.4. Esquiva inibitéria de mdultiplos treinos

Este teste avalia a memoria aversiva na secdo de teste e a aprendizagem
quando se analisa o numero de treinos requeridos para a aquisi¢cdao de critério (ver
abaixo). Foi realizado no mesmo aparelho do teste de esquiva inibitéria, no entanto,
na sessao de treino, o animal foi colocado na plataforma, e imediatamente apés
descer da mesma e tocar a grade, recebeu um choque nas patas de 0.3 mA, durante
2.0 segundos. Este procedimento foi realizado até que o rato permanecesse na
plataforma durante 50 segundos. O animal foi, em seguida, devolvido a gaiola. O

namero de treinos requeridos para atingir o critério de aquisicao de 50 segundos
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sobre a plataforma foi registrado. O teste de retencao de memoria foi realizado 24

horas mais tarde (memdria de longo prazo) [27].

2.4. Estatistica

Dados da habituacdo ao campo aberto sao dispostos como a média £ EPM, e
analisados por teste t de Student e ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. Dados do
teste de reconhecimento de objetos e esquiva inibitéria sdo relatados como faixas
medianas e interquartis, e as comparacdes entre grupos foram realizadas utilizando
testes de Mann-Whitney. As analises dentro dos grupos foram realizadas através de
testes de Wilcoxon. Dados da esquiva inibitéria de multiplos treinos foram relatados
como média = DP, e foram analisados pelo ANOVA seguido de post-hoc de Tukey.
Os dados do tempo de laténcia foram apresentados como faixas medianas e
interquartis, e as comparacoes entre grupos foram realizadas utilizando testes de
Mann-Whitney. Em todas as comparacoes, p < 0,05 indica significancia estatistica.
Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the

Social Science (SPSS), versao 16.0.
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3. RESULTADOS

No teste de habituacdo ao campo aberto, figura 1, ndo houve diferenca no
namero de cruzamentos e levantamentos entre os grupos na sessao de treino (p >
0,05), demonstrando nao haver nenhuma diferenca na atividade exploratéria motora
entre os grupos. No grupo controle, houve diferenca estatistica entre a sessao treino
e a sessao teste (cruzamentos t = 9.161, df = 9, p = 0,0001; levantamentos t =
10.672, df =9, p = 0,0001), demonstrando a retencdo da meméria de habituagao.

No grupo meningite tratado com ceftriaxona (cruzamentos t = 1.929, df = 9, p
= 0,086; levantamentos t = 0.949, df = 9, p = 0,369) e no grupo meningite tratado
com daptomicina (cruzamentos t = 2.195, df = 9, p = 0,056, levantamentos t = 0.884,
df =9, p = 0,400), ndo houveram diferencas entre a sesséo de treinamento e sessédo
de testes, sugerindo perda de meméria em ambos 0s grupos.

Na tarefa de reconhecimento de objetos, figura 2, os animais do grupo
meningite tratado com ceftriaxona apresentaram perturbacées da memdédria de
reconhecimento do objeto novo, ou seja, nado dispuseram um tempo
significativamente maior explorando o objeto novo, apresentando perda de meméria
de curto prazo (Z = - 0.866; p = 0,386) e memdéria de longo prazo (Z = - 0.051; p =
0,959). No entanto, os animais do grupo meningite tratado com daptomicina nao
apresentaram perda de memoria de curto prazo (Z = - 2.499; p = 0,012) e de longo
prazo (Z = - 2.395; p = 0,017) durante as sessbes de teste em comparagdao com a
sesséo treino.

Na sessdo treino da figura 3, esquiva inibitéria, ndo houve diferenca
significativa entre o tempo de laténcia entre os grupos (p > 0,05). No grupo
meningite tratado com ceftriaxona ndo houve diferenca no tempo de laténcia entre a
sessao treino e teste (Z = - 1.703; p = 0,089) apresentando perda de memdria. No

grupo meningite tratado com daptomicina houve diferenga entre a sesséo treino e a
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sessao teste, (Z = - 2.810; p = 0,005) demonstrando meméria aversiva adquirida
neste grupo.

A Figura 4 mostra a esquiva inibitoria de treinos continuos. Foi demonstrado
um aumento significativo no nimero de tentativas de treino (t = 3.536; df = 18.541; p
= 0,002) necessario para atingir o critério de aquisicao (50 segundos na plataforma)
no grupo meningite tratado com ceftriaxona, quando comparado com o grupo
placebo, figura 4 A. Os resultados deste trabalho sugerem que os animais do grupo
meningite tratado com ceftriaxona necessitaram cerca de duas vezes mais estimulo
para atingir o critério de aquisicdo, quando comparados com 0s animais do grupo
controle e com o grupo meningite tratado com daptomicina. O grupo meningite
tratado com ceftriaxona apresentou perda de meméria e aprendizagem. No teste de
retencdo de memoria, nao houve diferenca entre os grupos para todos os tempos

testados, figura 4 B.
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4. DISCUSSAO

Apesar dos avancgos significativos no tratamento da meningite pneumocécica,
a mesma continua a ser uma das mais importantes doencas infecciosas em todo o
mundo e esta correlacionada com elevada mortalidade e morbidade. Além disso, a
maioria dos sobreviventes apresenta sequelas neurolégicas permanentes [5, 6].

O presente estudo sugere um efeito benéfico da terapia com daptomicina
sobre a memoéria e a aprendizagem em um modelo animal de meningite
pneumocacica.

No teste de habituacdo ao campo aberto, ndo houve diferenca entre o0s
grupos tratados com daptomicina e ceftriaxona, sendo que os dois grupos
demonstraram deficiéncias neste tipo de meméria. No entanto, o grupo meningite
tratado com daptomicina mostrou retencdo de memodria aversiva e 0s animais
também apresentaram memoéria de reconhecimento de objetos a curto e longo
prazo. No teste de esquiva inibitéria de multiplos treinos, o grupo meningite tratado
com ceftriaxona precisou de aproximadamente duas vezes mais estimulo para
atingir o critério de aquisicdo, quando comparado com o grupo meningite tratado
com daptomicina.

Varios estudos sobre meningite pneumocécica experimental com resultados
favoraveis foram relatados. A daptomicina inativa as bactérias no LCR de forma mais
eficiente que a ceftriaxona, diminuindo a resposta inflamatéria do hospedeiro, como
tém sido observado na metaloproteinase de matriz-9, interleucina-1p (IL-1B),
interleucina-10, interleucina-18, proteina quimioatraente de monécitos 1 (MCP-1),
proteina inflamatéria de macréfagos-1 alfa (MIP-1 alfa) no LCR e impedindo o
desenvolvimento de lesdes corticais [16, 28]. Durante a multiplicagdo bacteriana no
LCR, sao liberados componentes altamente imunogénicos, que podem conduzir a

um aumento da resposta imune do hospedeiro [10, 16], como demonstrado em um
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modelo de meningite pneumocécica experimental, onde os animais apresentam nas
primeiras 24 horas os niveis de TNF-a e CINC-1 aumentados no hipocampo € TNF-
a, IL-1B, IL-6 e CINC-1 no cértex frontal [29]. Além disso, a resposta inflamatéria do
hospedeiro pode ser exacerbada pelos efeitos dos antibidticos bacterioliticos [30].
Apos a exposicao a ceftriaxona e ao meropenen, houve uma intensa liberagéo de
acido teicdico (TA) e acido lipoteicdico (LTA) no LCR, proveniente do S. pneumoniae
[31].

A daptomicina é um agente antibiético nao-bacteriolitico ativo contra os
principais patégenos Gram-positivos [11, 32], incluindo os pneumococos resistentes
a penicilina e cefalosporina [33]. A daptomicina foi altamente eficaz contra
pneumococos resistentes a penicilina e a quinolona [34] e, além disso, o tratamento
com ceftriaxona combinado com terapia adjuvante de daptomicina atenuou os danos
cerebrais e a perda de audicdo de forma mais eficiente do que a rifampicina em
ratos infantes induzidos a meningite pneumocécica [35]. Quando as bactérias sao
mortas sem o rompimento de sua parede celular, proporciona-se a vantagem de
reduzir a liberagdo de particulas bacterianas, tais como TAs, LTAs, peptidoglicano e
o DNA bacteriano [36]. Estes dados poderiam ser uma explicagéo para a observacao
de que a daptomicina impediu o desenvolvimento de lesdo cerebral cortical na
meningite pneumocaocica experimental [16] e impediu déficits de memdéria no nosso
estudo. Estudos prévios demonstraram que 10 dias apds a inducdo da meningite
pneumococica, 0s animais tratados com ceftriaxona apresentaram déficits de
memoria e de aprendizagem, além de comportamentos semelhantes a ansiedade e
a depressao [37].

As evidéncias do presente estudo sugerem que o tratamento com
daptomicina poderia ser uma alternativa potencial no tratamento de deficiéncias de

aprendizagem e de memdéria causados por meningite pneumocécica. Investigacdes
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futuras ainda sdo necessarias para fornecer maior suporte para avaliagdo da

daptomicina como uma alternativa de tratamento para meningite bacteriana.
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Figura 1. Teste de habituagcdo ao campo aberto 10 dias apdés a inducédo da
meningite por S. pneumoniae. Os dados sédo apresentados como média £ EPM. n =
10 por grupo, e foram analisados pelo teste t de Student seguidos de ANOVA e post-

hoc de Tukey. * p <0,05 versus Treinamento.
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Figura 2. Teste de memoria de reconhecimento de objetos 10 dias ap6s a indugao
da meningite por S. pneumoniae. A memaria de reconhecimento de curto prazo do
teste é avaliada em 1,5 h ap6s a formagao (MCP) e a meméria de reconhecimento
de longa duracao do teste é avaliada ap6s 24 h depois do treino (MLP). Os dados
sdo apresentados como meédias e intervalo interquartil, e as comparagdes entre
grupos foram realizadas utilizando teste U de Mann-Whitney, n = 10 por grupo. As
analises dentro de cada grupo foram realizadas através de testes de Wilcoxon. * p

<0,05 vs teste de formacao.
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Figura 3. Tempo de laténcia na tarefa de esquiva inibitéria de 10 dias apds a
inducao da meningite por S. pneumoniae. Os dados sdo apresentados como médias
e intervalos interquartis, e as comparacdes entre grupos foram realizadas utilizando
teste U de Mann-Whitney, n = 10 por grupo. As analises dentro de cada grupo foram

realizadas através de testes de Wilcoxon. * p <0,05 vs treino.
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Figura 4. Esquiva inibitéria de treinos continuos 10 dias apd6s a indugcdo da
meningite por S. pneumoniae. Os dados dos ensaios sao apresentados como média
* desvio padrao, e foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey, n =
10 por grupo, figura 4 A. * p <0,05 vs Sham. Os dados do tempo de laténcia &
relatado como faixas medianas e interquartis, e as comparagcbées entre 0s grupos

foram realizadas pelo teste de Wilcoxon, figura 4 B. * p <0,05 vs sham.
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